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Oncologie

Jean-Yves BLAY (Lyon)

TEXTE NON PARVENU



Thérapie des maladies ophtalmologiques

José-Alain SAHEL
Institut de la Vision, Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris 06, INSERM, CNRS, CHNO
des Quinze-Vingts, Fondation Ophtalmologique A. de Rothschild, Paris, France.

Les rétinopathies pigmentaires représentent un groupe de maladies génétiques
caractérisées par la dégénérescence progressive des photorécepteurs. La perte des
batonnets suivie par la perte des cones se manifeste par une perte de la vision nocturne et
un rétrécissement du champ visuel suivi

par la perte de la vision centrale. Aujourd’hui, de nouvelles technologies peuvent restituer ou
compenser, au moins en partie, la perte visuelle et redonner une vision «partielle» a des
patients aveugles. Des thérapies géniques innovantes concernant différentes dystrophies
rétiniennes -lI'amaurose congénitale de Leber, la maladie de Stargardt, le syndrome d'Usher-
sont actuellement en cours d’évaluation pour vérifier la sécurité du traitement et la tolérance
des patients. La thérapie génique est confrontée cependant a différents problémes majeurs,
dont le principal est I'hétérogénéité génétique. Il existe par ailleurs des stratégies nouvelles
qui sont indépendantes des mutations. Une stratégie de criblage a permis d’identifier une
protéine, RACVF

(Rod-derived Cone Viability Factor), sécrétée et exprimée spécifiquement par les batonnets.
Son rble serait de permettre la survie des cénes et leur fonctionnement normal. Le transfert
de géne codant RACVF et son expression par AAV est une stratégie prometteuse. Les
prothéses rétiniennes proposent de réintroduire des informations visuelles dans le circuit
rétinien résiduel lorsque survient une dégénérescence des photorécepteurs. Ces prothéses
peuvent étre implantées soit a la surface

de la rétine (implant épirétinien), soit sous la rétine (implant sous-rétinien). L’'optogénétique,
enfin, propose une approche alternative mutation-indépendante dans laquelle un optogéne
(halorhodopsine, channelrhodopsine) issu d'une bactérie ou d'une algue est transféré dans
les cellules de la rétine pour réactiver les photorécepteurs « dormants » ou transformer
certaines cellules rétiniennes en photorécepteurs. Cette stratégie a déja été testée chez des
souris aveugles. Des études précliniques de toxicité et de tolérance immunitaire sont en
cours.



Enjeux éthiques de la médecine personnalisée : un cadre re-questionné ?

Anne CAMBON-THOMSEN (Toulouse)
Directrice de recherche émérite au CNRS, UMR 1027 Inserm et Université Toulouse Il Paul
Sabatier, Faculté de médecine Toulouse Purpan

La question que jaimerais aborder est la suivante : en quoi les développements de la
médecine personnalisée réinterrogent-ils les cadres classiques de I'éthique biomédicale en
clinigue et en recherche? L’expression « médecine personnalisée » s'est installée en
cancérologie avec I'émergence des thérapies ciblées a la fin des années 90, notamment
avec l'utilisation de I'Herceptine pour traiter le cancer du sein. Les patients peuvent
aujourd’hui bénéficier des traitements les plus nouveaux si les analyses de leur tumeur
révélent la présence d'anomalies génétiques curables par l'une des thérapies ciblées
existantes. Mais le champ couvert est plus vaste et global. On parle de médecine stratifiée,
médecine 4P  (personnalisée, préventive, prédictive et participative) ou médecine de
précision pour désigner la démarche qui s’attache a déterminer les meilleures options de
prise en charge médicale en fonction des caractéristiques biologiques et génétiques de la
personne, de son environnement et de son mode de vie. On utilise de nouveaux outils
technologiques, comme le séquencage du génome a haut, voire trés haut débit ; I'utilisation
de biomarqueurs variés et de bases de données est au cceur de I'exercice. Nous avons en
effet un cadre de lecture beaucoup plus massif mais en méme temps beaucoup plus précis
gu'auparavant. La médecine dite personnalisée améne un bouleversement d’ensemble du
secteur de la santé depuis la formation des personnels jusqu’a leur relation avec les
patients ; se transforment aussi les modes de développement des nouvelles molécules.
Concgues pour un nombre réduit de patients, les thérapies ciblées sont trés codteuses et il
est difficile aujourd'hui d'évaluer les conséquences économiques d’'un tel modéle.

Ainsi seront abordés quelques domaines requestionnés

. La place des données biologiques, et génétiques en particulier, dans la médecine.

. L'interprétation, la gestion et 'usage des données accumulées et croisées

. La relation médecin — patient.

. le droit de ne pas savoir

. La responsabilisation des personnes vis-a-vis de leur santé.

. Les aspects d’équité dans les soins et I'accés au soin.

. La porosité entre recherche et exercice clinique : On constitue des bases de données
provenant d'un exercice clinique (pour [l'utilisation desquelles le patient a donné son
consentement) et de données issues de projets de recherche. Dans ce contexte, la
connaissance ne nait plus d'un protocole de recherche établi a priori, mais bien de I'analyse
de la fouille des données ainsi accumulées.

Au-dela de ces aspects qui sont déja d’actualité clinique aussi bien que de considérations au
plus haut niveau politique dans notre pays, d’autres enjeux éthiques se profilent. Certains
progrés technologiques comme le systeme CRISPR/Cas9 qui rend possible de muter, de
réparer ou d'introduire des séquences exogénes d’ADN en tout point du génome avec une
précision parfaite réinterrogent nos cadres éthiques. Appliqués aux cellules germinales ou
embryonnaires pour certaines maladies ils pourraient permettre dans le futur, de modifier le
génome de facon transmissible aux générations suivantes. Cette perspective et les profonds
guestionnements éthiques qu’elle suscite a motivé la SFGH (Société francaise de génétique
humaine) et la SFTCG (Société francaise de thérapie cellulaire et génigque) a mettre en place
un groupe de travail sur ce sujet, a linstar d’autres organisations au plan national et
international.



From pluripotent stem cells to cortical circuits.
Cellules souches cérébrales et reconstruction de cortex

Pierre VANDERHAEGHEN (Belgique)
WELBIO, IRIBHM AND ULB NEUROSCIENCE INSTITUTE, UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES,
BELGIUM

The cerebral cortex consists of several hundreds of different types of neurons,
organized into specific cortical layers and areas, that display specific profiles of gene
expression, morphology, excitability and connectivity.

Embryonic stem (ES) and induced (IPS) pluripotent stem cells constitute a promising
tool for the modelling and treatment of human neural diseases. Here we will describe how
corticogenesis from pluripotent stem cells can be used to identify novel mechanisms
underlying human neurodevelopmental diseases and how the transplantation of ES/iPS cell-
derived cortical neurons can lead to functional integration into developing and damaged
cortical circuits.



PLENIERE N°2 EPIGENETIQUE
Contaminant physique et chimique, épigénétique et santé des populations

Johanna LEPEULE (Grenoble)
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Remote control of gene expression - can chromosome folding explain
enhancer function?
Organisation chromatinienne et expression des géenes

Wendy BICKMORE (UK)
MRC Human Genetics Unit, IGMM, University of Edinburgh, UK

Long-range gene regulation first became apparent in mammalian genomes through
Mendelian disease genetics associated with extreme phenotypes in human, and
developmental genetics in the mouse. It is now appreciated that long-range enhancers -
found as far away as 1 megabase from their target gene and located either in intergenic
regions or in introns - are key in controlling the precise spatial and temporal expression of
genes. Deletion, translocation or point mutations can abrogate the function of these elements
in Rare Disease. However, the majority of human genetic variation associated with common
and complex disease and quantitative traits also maps to intergenic regions that are likely the
site of enhancers. Therefore, lessons learnt from studying enhancer dysfunction in rare
disease will be important for an understanding of milder phenotypes.

It is hard to envisage how distant enhancers function if one only considers the genome as a
linear DNA sequence. Rather, three-dimensional chromatin folding must play a fundamental
role in enhancer-promoter communication. | will describe our work using different
experimental approaches to investigate the three-dimensional folding of the mammalian
genome at genetically defined long-range regulatory elements important in development.



Analyse de I’épigénome pour le diagnostic et le traitement des maladies
complexes - état de I'art et attentes

Jorg TOST (Paris)
Laboratoire d'Epigénétique et Environnement, Centre National de Génotypage, CEA - Institut
de Génomique, Evry, France

Les modifications épigénétiques ajoutent a la simple séquence génomique des couches
d'informations supplémentaires, étendant ainsi considérablement le potentiel informatif du
code génétique. Ce domaine a pris une grande ampleur ces derniéres années et il est
devenu clair que I'épigénétique joue un rdle clé dans le développement normal ainsi que
dans les maladies. La révolution technologique du séquencage massivement paralléle, qui
permet I'examen de multiples modifications épigénétiques en utilisant les mémes
technologies analytiques, ainsi que le développement des technologies avancées a haut
débit d’épigénotypage a énormément accéléré nos connaissances sur les mécanismes de
régulation des génes. La méthylation de I'ADN se produisant au niveau des dinucléotides
CpG est probablement la modification épigénétique la mieux étudiée en raison de la
cartographie étendue de la méthylation d'’ADN dans différentes maladies. Les biomarqueurs
basés sur la méthylation de I'ADN portent la promesse de contenir des informations
précieuses pour le diagnostic précoce, le pronostic, la classification de la maladie et
pourraient aider a prédire la réponse au traitement. La méthylation de I'ADN ajoute ainsi des
informations précieuses a la compréhension des processus pathologiques qui ne peuvent
pas étre obtenus par une analyse uniqguement génétique ou transcriptomique. Bien que la
recherche épigénétique ait d'abord mis l'accent sur l'analyse des altérations épigénétiques
dans le cancer, au cours des derniéres années la recherche a démontré que des
modifications sont également présentes dans la quasi-totalité des maladies complexes
comprenant les maladies auto-immunes et inflammatoires, les troubles allergiques ainsi que
les maladies neurodégénératives et les troubles psychologiques. Ces résultats ont suscité un
grand enthousiasme dans la communauté scientifique, mais la recherche en épigénétique
est également associée a un certain nombre de défis, qui sont parfois mis de coté. Les
modifications épigénétiques sont spécifiques a un type cellulaire et pour de nombreuses
maladies, le type de cellule approprié a la maladie est inconnu ou ne peut pas étre obtenus
pour I'étude sur de grandes cohortes humaines. |l fait encore débat si des tissus plus
facilement accessibles tels que le sang peuvent représenter valablement le tissu de la
maladie concernée. En outre, pour de nombreuses cohortes, 'ADN a déja été extrait et la
composition cellulaire de I'échantillon d'origine est inconnue. A noter que les différences
dans la composition des cellules du PBMC peuvent conduire a des changements significatifs
dans les niveaux de méthylation. En outre, les changements observés pour la plupart des
CpG différemment méthylés trouvés dans des maladies complexes sont petites, ce qui
complique une explication mécanistique. Pour de nombreuses analyses, il sera difficile de
définir si les changements observés sont la conséquence ou la cause de la maladie.
Toutefois, une échantillonnage des cohortes longitudinales appropriée pour l'analyse
épigénétique est en cours et la prise de conscience croissante des différents défis ouvrira la
voie a de plus solides études d'association sur I'épigénome entier, ce qui fera progresser
notre compréhension des mécanismes des maladies et fournira de nouvelles cibles pour une
intervention thérapeutique. En parallele, la thérapie épigénétique et lingénierie de
I'épigénome utilisant I'approche CRISPR/dCas9 ont récemment fait de grands progres. Il est
désormais possible de moduler les modifications épigénétiques a un locus spécifique, et
cette approche pourrait étre d'un grand intérét potentiel pour les maladies chroniques et
complexes sans mutations ciblables, mais avec un paysage épigénétique profondément
modifié€ comme les maladies auto-immunes, inflammatoires et allergiques.



Au dela des genes : Mécanismes épigénétiques des effets transgénérationnels
des traumatismes chez la souris

Isabelle MANSUY (Zurich, Suisse)
Brain Research Institute, University/ETH Zlrich

Le comportement des mammiféres est fortement influencé par les expériences personnelles
et les facteurs environnementaux, tout particulierement pendant I'enfance et I'adolescence.
Alors que des expériences positives permettent le développement de réponses
comportementales normales et adaptées qui persistent toute la vie, des événements
traumatiques ou stressants altérent le comportement et peuvent conduire & des maladies
psychiatriques comme la dépression, des troubles de la personnalité et de stress post-
traumatique, et des psychoses. Ces pathologies, prononcées chez les personnes
directement exposées, peuvent étre transmises aux générations suivantes. Les mécanismes
biologigues de la transmission transgénérationelle des effets des traumatismes impliquent
des mécanismes non-génétiques. Cette présentation décrira un modele expérimental de
traumatisme précoce chez la souris ayant des symptomes dépressifs, des comportements
antisociaux et des déficits cognitifs & I'age adulte, et sont transmis a la progéniture sur
plusieurs générations. Ces symptdmes sont associés a des altérations épigénétiques
impliquant la méthylation de I'ADN, des ARNs non-codants et des modifications post-
traductionelles des protéines histones dans le cerveau et les cellules germinales. Ces
résultats suggérent que les mécanismes épigénétiques jouent un rdle important dans
I'impact des facteurs environnementaux sur le comportement adulte et son héritabilité, et
révélent certains de ces mécanismes.



PLENIERE N°3 NEUROGENETIQUE

Human type | interferonopathies

Yanick CROW (Paris)

Dissection of the genetic basis of Aicardi-Goutieres syndrome has highlighted a fundamental
link between nucleic acid metabolism and type | interferon induction, leading to the concept
of the human interferonopathies, a broader set of Mendelian disorders where disease
pathology relates to a primary upregulation of type | interferon activity. Here | discuss the
clinical phenotypes associated with these novel inborn errors of immunity, their pathological
basis, and future strategies for their treatment.



Epilepsies humaines et genes, vingt ans aprés : points clés et points obscurs

Pierre SZEPETOWSKI (Marseille)
INMED, INSERM U901, Marseille

Les épilepsies représentent une des maladies neurologiques les plus fréquentes (0,5 a
1% de la population générale, 50.10° personnes dans le monde, 6.10° en Europe, 400.000
en France). D'aprés un récent rapport de I'OMS, le colt annuel de I'épilepsie en Europe
dépasse €20.10°. Dans 30% des épilepsies, la réponse aux traitements anti-épileptiques
actuels n’est pas satisfaisante. Il s'agit donc d'un enjeu majeur tant épidémiologique qu'en
terme de santé publigue, ainsi qu'aux niveaux médical et scientifique.

La forte composante génétique des épilepsies humaines est largement reconnue.
Depuis l'identification en 1995 du premier géne (CHRNAA4) responsable d'une forme
d'épilepsie dite 'idiopathique’, plusieurs étapes, rythmées par les progres technologiques, se
sont succédé, conduisant & une image globale plus complexe et diversifiée qu'initialement
anticipée. Parmi les faits marquants qui ont émaillé ces vingt derniéres années, figure
évidemment la notion que certaines épilepsies sont bien des channelopathies, comme cela
était attendu compte tenu du rble des canaux ioniques voltage ou ligand-dépendants dans
I'excitabilité neuronale. Ainsi, sous-unités de divers canaux ioniques voltage-dépendants
(potassiques : KCNQ2, KCNQ3, KCNT1... ; sodiques : SCN1A, SCN1B, SCN2A...) ou
ligand-dépendants (récepteurs de l'acétylcholine : CHRNA4, CHRNB2... ; du GABA :
GABRA1, GABRG?2 ; du glutamate : GLUN2A) sont-elles mutées dans divers types de
syndromes épileptigues monogéniques. Plus récemment, des génes aux robles
développementaux et fonctionnels plus divers (LGI1, PCDH19, GLUT1, PRRT2, DEPDCS5,
STX1B...), identifiés dans des formes d'épilepsies monogéniques la aussi rares, ont suggéré
des mécanismes physiopathologiques plus ou moins originaux, et ont parfois conduit a
proposer des stratégies thérapeutiques en rapport.

Au cours des trois derniéres années, de trés importants progrés ont notamment été
réalisés dans le domaine des encéphalopathies épileptiques, dont I'étiologie monogénique a
pu étre démontrée, en tout cas pour un grand nombre d'entre elles ; des dizaines de génes
sont a ce jour identifiés, certains d'entre eux (SCN1A, KCNQ2, GRIN2A...) pouvant d'ailleurs
aussi sous-tendre des syndromes épileptiques beaucoup moins séveres. Un exemple
édifiant est celui des encéphalopathies du spectre des épilepsies-aphasies, pour lesquelles
un mécanisme auto-immun, entre autres, était proposé depuis plus de cinquante ans ; on
sait maintenant que des mutations du géne GRIN2A, héritées ou de novo, en sont la cause
la plus fréquente connue a ce jour.

A cb6té de ces nombreuses formes d'épilepsies rares d'origine monogénique,
l'identification définitive de variants génétiques de susceptibilité, participant aux épilepsies
plus communes et plus fréquentes, reste relativement décevante, que ce soit a travers les
études d'association génétiqgue pan-génome que par le biais des séquencages d'exomes
complets, alors que les études de cytogénétique moléculaire ont, elles, souligné le role
probable de certaines microdélétions (15q11.2, 15913.3, 16p13.11...), celles-ci sous-tendant
par ailleurs souvent un phénotype neurodéveloppemental assez divers.

L'image actuelle des épilepsies, déja trés hétérogénes cliniquement, est celle d'une
grande hétérogénéité génétique, et d'une grande pleiotropie des mutations - bref, d'une
grande complexité. Au moins dans certains cas (KCNA2, GRIN2A), gain et perte-de-fonction
semblent pouvoir conduire a des phénotypes similaires voire identiques. A un géne, voire a
une mutation précise, peuvent correspondre plusieurs syndromes épileptiques, des degrés
de sévérité tres différents, voire plusieurs conditions pathologiques épileptiques et non-
épileptiques diversement associées chez un méme patient ou dans une méme famille,
l'origine de cette variabilité restant obscure. Ainsi, par exemple, une seule et méme mutation



récurrente du géne PRRT2 peut-elle causer convulsions infantiles, dyskinésies
paroxystiques, ou migraines hémiplégiques. Les liens entre épilepsies et différentes autres
pathologies cérébrales, que la cause en soit génétique ou non, s'inscrivent sans doute en
partie dans le contexte d'une origine neurodéveloppementale commune, rendant ainsi
pertinentes la mise au point de stratégies de sauvetage précoces dans les modéles animaux
adéquats.



Thérapie génique dans la myopathie myotubulaire

Anna BUJ BELLO (Paris)
Généthon, INSERM U951, Evry

La myopathie myotubulaire (XLMTM) est une maladie génétique rare et sévere de la
musculature squelettique, due a des mutations du géne de la myotubularine (MTM1). Les
garcons atteints manifestent dés la naissance une importante faiblesse musculaire, une
hypotonie et une détresse respiratoire. Dans la majorité des cas, I'évolution est fatale dans
les premiéres années de vie. Aucun traitement curatif n’est disponible a ce jour.

Nous avons développé une approche de thérapie génique pour cette myopathie et montré
I'efficacité d’'une injection intraveineuse unique d'un vecteur viral adéno-associé (AAV)
exprimant la myotubularine dans les muscles de souris et de chiens porteurs d'une mutation
MTM1. Nos résultats sur une étude cherchant a définir la dose thérapeutique chez le modéle
canin seront aussi présentés. Ces travaux précliniques nous permettent d’envisager un essai
cliniqgue chez les patients atteints de myopathie myotubulaire.



Génétique et maladie d’Alzheimer

Dominigue CAMPION (Rouen)
Inserm U 1079, Faculté de médecine. Rouen

Le déterminisme génétique de la maladie d’Alzheimer, qui touche 800 000 personnes en
France, est complexe et se caractérise par la présence :

De formes autosomiques dominantes rares ( moins de 1000 patients) avec un début
précoce avant 60 ans et I'implication de 3 génes codant pour le précurseur de I'amyloide (
APP), et les présénilines 1 et 2.

D’'un facteur de risque fréquent de fort impact l'alléle 4 du géne de I'Apolipoproteine E (
APOE). La fréquence des porteurs de cet alléle qui est de 23% dans la population générale
passe a 52% chez les patients. Le risque est particulierement important pour les
homozygotes APO 4-4 avec un odds ratio (OR) qui atteint 15%. Le risque cumulé d’avoir
développé la maladie pour les porteurs de ce génotype dépasse 50% a I'dge de 85 ans.
D’une vingtaine de facteurs de risque fréquents de faible impact (OR de 1.1 en moyenne)
mis en évidence par les études de GWAS menées sur de trés importantes populations.

Ces derniéres années, les études se sont concentrées sur les variants rares de fort impact
identifiés par séquencage d’exome. Plusieurs facteurs de risque de ce type ont récemment
été caractérisés. Nous présenterons les résultats d’études cas-témoins et d’études de trios a
la recherche de variants « de novo » en insistant sur les stratégies utilisées pour analyser
ces données.

Les données génétiques confortent I'hnypothése du rble central de la « cascade amyloide »
dans la physiopathologie de la maladie et ciblent un réseau de protéines impliquées dans le
routage du précurseur de I'amyloide ainsi que dans I'agrégation, la clairance ou la toxicité du
peptide Ab, dérivant de ce précurseur.



CONFERENCE TESTS D’ADN ET PRATIQUES JUDICIAIRES :
L’UTILISATION DES MICROSATELLITES DANS UN CONTEXTE
JUDICIAIRE

Philippe DE MAZANCOURT (Boulogne)
Université de Versailles St-Quentin et Hépital Ambroise Paré, Boulogne.

Les empreintes génétiques ont pris une place prépondérante dans le déroulement de
nombreuses enquétes. La réalisation de telles analyses est encadrée par la loi qui ne retient
gue quatre indications (les enquétes judiciaires au pénal, les analyses de paternité au civil,
les analyses a but médical ou scientifique et I'identification des militaires décédés en
opération). Les deux premiers cas imposent une mission ou réquisition par un magistrat ou
un officier de police judiciaire et prévoient une habilitation distincte de celle délivrée a des
fins médicales ou scientifiques. L'exploitation de '’ADN autoriserait de multiples méthodes,
mais la création en 1998 du fichier national automatisé des empreintes génétiques (FNAEG)
a sanctuarisé I'utilisation des microsatellites. Les textes régissant I'alimentation de ce fichier
ont évolué au fil du temps. Actuellement, ce fichier, riche aujourd’hui de plus de 2 600 000
personnes et 200 000 traces, permet I'identification d'auteurs de crimes et délits par
rapprochement entre les empreintes génétiques des traces relevées sur les scénes de
crimes d’'une part, et celles des personnes suspectes ou coupables d'infractions, délits et
crimes justifiant I'enregistrement au fichier d’autre part. Plus de 75 000 rapprochements ont
ainsi été réalisés.

Les laboratoires agréés (police, gendarmerie, publics et privés) participent aux deux volets
(traces et personnes) de I'analyse génétique criminalistique. Les contraintes des unités
dédiées a I'analyse des personnes (suspects et condamnés) sont celles d’'unités de
production & haut débit, automatisées, avec des criteres de rentabilité omniprésents et une
démarche d’assurance qualité drastique (ISO 17025).

Dans les unités dédiées a I'analyse des traces, dont le fonctionnement sera illustré par
guelques exemples, les contraintes sont celles de I'analyse de faibles quantités d’ADN,
souvent dégradé. La nature et le support des échantillons sont tellement variables que
I'extraction d’ADN est peu propice a 'automatisation. La qualité des résultats et donc la
possibilité de les exploiter seront conditionnées par une prévention renforcée des
contaminations et par le choix de la méthode d’extraction, qui varie en fonction de la nature
de la trace biologique, de sa quantité, de son ancienneté et de son support. Savoir-faire,
précision et rigueur sont déterminants. La suite de I'analyse repose sur I'utilisation de
trousses commerciales d’amplification par PCR d’une vingtaine de marqueurs microsatellites
multiplexés, nécessitant moins de 0,5 ng d’ADN, puis sur la séparation des amplicons
fluorescents en électrophorése capillaire. L'analyse a I'aide de séquenceurs de nouvelle
génération va vraisemblablement supplanter I'analyse traditionnelle par PCR/électrophorése
capillaire, mais devra tenir compte du caractére immuable des microsatellites figurant au
fichier et se conformer aux exigences de la norme ISO17025.
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Communications Orales Sélectionnées 1 - Davide Komla Ebri
THERAPIE - Essais cliniques et thérapies

COO01: Le traitement avec I'inhibiteur FGFR NVP - BGJ398 corrige toutes les anomalies du squelette des
souris achondroplases
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Résumé :

L’achondroplasie (ACH) est la forme la plus fréquente de nanisme, la mutation Gly380Arg localisée dans le géne
FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) est responsable de cette chondrodysplasie. Cette mutation gain de
fonction induit une phosphorylation importante du récepteur FGFR3 provoquant une activation de ses voies de
signalisation ce qui induit une perturbation importante des mécanismes d'ossifications endochondrale et
membranaire.

Mettre en place et identifier un traitement pour les patients atteints d’ACH est un projet qui a suscité beaucoup de
travaux au cours de ces derniéres années. Les stratégies thérapeutiques envisagées ont été diverses, pour
exemple, l'utilisation de statine, de meclozine, du récepteur FGFR3 soluble ou bien d'un analogue du CNP. La
seule approche thérapeutique aujourd’hui testée chez I'homme est celle du CNP ou vosoritide. Alors que la phase
clinigue 1l avec le vosoritide, réalisée dans une population pédiatrique d’ACH, montre des résultats
encourageants, notre équipe a voulu tester une autre approche, utiliser de petites molécules inhibitrices du
domaine tyrosine kinase (TKI) pour réduire la phosphorylation de FGFR3. Pour cette raison, nous avons réalisé
des expériences avec I'inhibiteur pan-FGFR "NVP-BGJ398" dans nos modéles cellulaire et murin d’ACH.

Nous montrons in vitro en utilisant des chondrocytes humains ACH, que le NVP-BGJ398 réduit la phosphorylation
de FGFR3 et inhibe la voie de signalisation des Mapkinases. Nous modifions également ex vivo la croissance
anormale des fémurs et des calvariae d’embryons de souris (Fgfr3"**"“""). Nous avons complété ces premiéres
expériences avec des analyses in vivo dans un modéle murin mimant 'ACH (Fgfr3"%*"“"). Nous avons injecté le
NVP-BGJ398 deés la naissance et nous montrons, pour la premiére fois, qu'une faible dose de NVP-BGJ398 (2
mg/kg), est capable de pénétrer dans la plaque de croissance des souris Fgfr3™>®’“" et de réduire la
phosphorylation de la voie des Mapkinases. Les effets du NVP-BGJ398 sont visibles sur le squelette
appendiculaire (fémur +21%, tibia +32%, humérus +12%, ulna +22%, radius +24%) et le squelette axial (L4-L6
+12%). Les analyses uCT montrent que le traitement au NVP-BGJ398 modifie la forme du foramen magnum et
empéche la disparition des synchondroses. Nous observons également une modification de la taille des vertébres
et du disque intervertébral chez les souris traitées. En conclusion, le NVP-BGJ398 injecté aux souris ACH dés la
naissance est capable de corriger 'ensemble des anomalies squelettiques de I’ACH. Nos résultats montrent pour
la premiere fois que les inhibiteurs de tyrosine kinase pourraient étre une approche thérapeutique pour les jeunes
enfants atteints d’ACH.
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Résumé:

Les épidermolyses bulleuses dystrophiques (EBD) sont dues a des mutations du géne COL7Al codant le
collagéne VII. Elles sont transmises selon un mode autosomique récessif (EBDR) ou dominant (EBDD) selon la
nature et la position de la mutation. Les patients souffrent dés la naissance de décollements bulleux cutanés et
muqueux souvent étendues et sévéres. Le collagéne VIl s’assemble en fibres d'ancrage qui forment des
structures essentielles pour I'adhésion entre le derme et I'épiderme. Il n'existe pas actuellement de traitement
spécifiqgue standardisé, mais différentes approches de thérapie génique et cellulaires sont & I'étude. Nous
développons une approche innovante de thérapie génique par saut d’exon basée sur la capacité de petites
molécules antisens a interférer avec la machinerie d’épissage lors de la maturation de 'ARN pré-messager en
ARN messager en induisant le saut du ou des exons ciblés porteurs de mutations récurrentes. Parmi les 118
exons de COL7A1, les exons 73, 74 et 80 sont particulierement intéressants car ils portent un grand nombre de
mutations récessives ou dominantes et leur excision préserve le cadre de lecture. Nous avons d’abord démontré
in vivo que le collagéne VII humain dépourvu des séquences codées par ces exons est fonctionnel dans un
modeéle de xénogreffe de peau EBDR reconstruite greffée sur des souris immunodéficientes. Puis nous avons
choisi et transfecté des oligoribonucléotides antisens (OAS) ciblant des éléments clés de la régulation de
I'épissage de ces exons et avons induit leur saut en phase in vitro avec une grande efficacité (50% a 95%) dans
des kératinocytes et de fibroblastes de patients EBDR porteurs de mutations dans les exons 73, 74 ou 80 a I'état
homozygote ou hétérozygote. Les analyses par Western blot démontrent une réexpression significative de
collagéne VIl (20%-30%). Enfin, nous avons injecté in vivo les OAS dans des peaux reconstruites produites avec
des cellules de patients EBDR porteurs de mutations nulles hétérozygotes ou homozygote dans les exons 73 et
80 et avons démontré une réexpression de collagene VII & la jonction dermo-épidermique par
immunohistofluorescence et la présence de fibre d’ancrage en microscopie électronique. La prochaine étape est
la correction fonctionnelle in vivo par saut de I'exon 74 dans un modéle de souris knock-in généré au laboratoire.
Cette approche ouvre la possibilité de traitements locaux et/ou systémiques non invasifs qui pourraient traiter les
plaies des muqueuses, en particulier oesophagiennes et orales. La facilité de production en qualité clinique et
d’administration des OAS facilitera le développement de cette approche. Environ 20% des patients EBDR
présentent des mutations dans les exons 73, 74 ou 80, mais un grand nombre d’autres exons de COL7A1
peuvent également étre ciblés ce qui devrait augmenter la proportion de patient qui pourraient bénéficier de cette
nouvelle approche non invasive.
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Résumé :

Introduction : La maladie de Fabry est une maladie génétique liée a I'X due a un déficit en a-galactosidase
lysosomale, entrainant une accumulation de globotriaosylceramide (Gbs) et le développement d’'une affection
multisystémique avec insuffisance rénale, cardiomyopathie et accidents cérébrovasculaires. Le migalastat est
une molécule chaperon pouvant se lier a des formes mutantes conformationnelles spécifiques («kamenable») de
l'a-galactosidase afin de les stabiliser et accroitre leur trafic vers les lysosomes pour une clairance du
Gbs accumulé.

Patients et méthodes : Soixante sept patients furent inclus et tirés au sort pour une prise en double aveugle du
migalastat ou d’'un placebo pendant 6 mois, suivie d’'une étude en ouvert avec le migalastat pendant 18 mois a
lissue d'un testin vitro (transfection de chaque mutation faux-sens en cellules HEK293 puis mesure de
'augmentation de I'activité a-galactosidase aprés incubation pendant 72h avec le migalastat). La validation du
test selon les bonnes pratiques de laboratoire, disponible seulement aprés le tirage au sort initial mais avant la
levée de linsu, montra que seuls 50 des 67 patients inclus présentaient des mutations authentiquement
« amenables ».

Résultats : L'analyse en intention de traiter (ITT, n=67) de l'objectif primaire de I'essai (clairance du Gbs des
capillaires rénaux) montra une réduction de 41% chez les patients traités versus 28% chez les patients sous
placebo (p=0,30). L'analyse post-hoc a 6 mois des 50 patients avec mutations « amenables » montra une
clairance des capillaires interstitiels rénaux significativement plus importante pour le migalastat que pour le
placebo (p=0,008) et une supériorité du migalastat versus placebo pour la clairance du lyso-Gbsplasmatique
(p=0,0033). Une réduction statistiquement significative fut observée a 12 mois chez les patients ayant switché a 6
mois du placebo vers le migalastat pour le Gbs des capillaires rénaux (p=0,014) et le lyso-Gbsplasmatique (p <
0,0001). Au bout de 24 mois, la pente annuelle de débit de filtration glomérulaire (eGFRckp-ep)) demeura stable a
-0,30+0,66 mL/min/1,73m?an. L'index de masse ventriculaire gauche regressa de -7,69 g/m? (intervalle de
confiance 95%: -15,4. -0,009 ; p < 0,05). Une amélioration de symptdmes gastro-intestinaux flt observée. La
tolérance du migalastat fut bonne. Le migalastat n'eut aucun effet sur les substrats de la maladie (Gbs et lyso-
Ghg) chez les patients porteurs de mutations « non amenables »

Conclusion :Le migalastat est le premier exemple de chaperon pharmacologique et d'une médecine
personnalisée pour le traitement d’'une maladie de surcharge lysosomale.
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Résumé :

L’errance diagnostique est une réalité a laquelle est confrontée de nombreuses familles atteintes de maladies du
développement. Outre la difficulté & assumer une pathologie sans nom, elle peut entrainer des limites dans les
projets parentaux en l'absence de conseil génétique, des défauts de prise en charge, et des problématiques
sociales. Afin de combattre cette errance diagnostique, la FHU TRANSLAD propose un séquencgage de I'exome
dans un contexte diagnostique chez les patients atteints de syndromes malformatifs avec ou sans déficience
intellectuelle (DI) aprés ACPA négative, en I'absence de diagnostic cliniqgue. En cas de négativité de variations
candidates dans les génes OMIM, les résultats sont exploités dans le cadre de I'équipe de recherche GAD dans
le but d'identifier de nouveaux génes responsables de maladies du développement, et ou la co-existence de
cliniciens et de biologistes permet de donner une importance majeure au phénotypage et aux corrélations
génotype-phénotype. Parmi les nouveaux génes candidats identifiés, 13 font & ce jour I'objet de publications ou
collaborations. 3 d’entre eux ont été publiés ou en cours de publication sans avoir trouvé de 2°™ famille, par des
études fonctionnelles soutenant 'implication du géne identifié en rapport avec le phénotype dans une famille
consanguine (FIBP dans une famille avec déficience intellectuelle (DI) syndromique ; MAB21L1 avec agénésie
scrotale syndromique ; WDR91 avec syndrome polymalformatif 1éthal). Pour 2 d’entre eux, une collaboration
nationale a permis de répliquer les résultats dans d’autres familles (SLC13A5 et AP3B2 dans des phénotypes
d’encéphalopathies épileptiques). Enfin, pour 8 d’entre eux, c’est une collaboration internationale qui a permis de
répliquer les résultats avec un nombre variable d’'individus. Dans 4/8 cas, les résultats sont exploités par I'équipe
(KLHL7, MSL3, PACS2 et STAG1 dans des DI syndromiques). Dans les 4/8 cas restants,les résultats sont
exploités par une autre équipe internationale en collaboration (NFIB et TAF1 dans des DI syndromiques ;
SCN10A dans une encéphalopathie léthale ; SLC25A24 dans un syndrome progéroide néonatal). En paralléle,
I'équipe fait un effort partage de données pour les génes ou I'implication en pathologie humaine n'a été suggéré
gue dans une publication, dans un but de pouvoir conclure a un lien entre génotype et phénotype. Cela est le cas
pour SASH1 avec poikilodermie syndromique AR ; PUF60 dans le syndrome de Verheij; THOC6 dans le
syndrome de Chandree-Beaulieu-Boycott ; POGZ dans une DI syndromique ; DNM1L avec encéphalopathie
épileptique avec atrophie optique ; GFER avec encéphalomyopathie avec cataracte. Ces approches se révélent
trés efficientes pour contribuer a I'identification de nouveaux génes responsables de maladies du développement,
et un effort collaboratif Frangais organisé devrait a I'avenir permettre un partage plus large et plus organisé des
exomes négatifs ou avec des variants de signification inconnue.
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Résumé :

Le transfert du séquencage a haut débit (NGS) de la recherche a I'application pratique souléve un quadruple défi.
D’abord le défi scientifique et technique de résoudre I'hétérogénéité génétique. Le second défi est éthique,
c’est de répondre aux seules questions diagnostiques posées et a nulle autre. |l faut se garder de sur-interpréter
des résultats incertains, de révéler des résultats douteux, des découvertes fortuites et des variants de
signification inconnue. Le troisieme défi, médico-réglementaire, est de mettre les usagers en garde contre les
mauvaises pratiques commerciales, les abus de confiance et les infractions a la législation francgaise. Il faut
adapter nos nouveaux outils aux bonnes pratiques de laboratoire. La puissance publiqgue n'est pas exempte
d’'obligations : elle est assujettie & une obligation de moyens sinon de résultats. Il y a un préjudice sérieux a
différer la mise en ceuvre des tests a méme d’identifier les causes connues et publiées de maladies. Il ne s’agit
pas de recherches mais d’'une obligation de soins opposable. Si rien n’est fait, les constitutions de parties civiles
et les actions de classe ne tarderont pas. Le dernier défi, médico-économique, est de conduire le changement
en préservant nos valeurs communes de solidarité. Pour relever ces quatre défis, I'institut Imagine a opté pour
une stratégie de re-séquencgage ciblé en panels organisés par entrées cliniques, en lien avec les équipes de
recherches, le laboratoire hospitalier de génétique de I'hopital Necker et les plateformes de [I'Institut. Sont
séquenceés les génes reconnus comme pertinents, rapportés mutés au moins deux fois, au terme d’'un processus
d’inclusion collégial suivi d'une restitution associant elle-aussi chercheurs, cliniciens et biologistes. Ainsi, 22
panels de re-séquencage ont été créés: déficiences intellectuelles, dysplasies squelettiques, ostéogenése
imparfaite, mitochondriopathies, épilepsies, surdités, malformations cérébrales, neurocristopathies, dystrophies
rétiniennes, anomalies du corps calleux, Alport, polykystoses hépato-rénales, génodermatoses, déficits
immunitaires. Les contrbles positifs sont tous identifiés et I'efficacité diagnostique s’étale entre 20% et 85% selon
la spécificité du signe d’appel et le degré d’hétérogénéité génétique. En I'absence de résultats positifs, de panels
dédiés ou d’équipe de recherche intéressée, la plateforme de génomique translationelle peut étre saisie pour un
exome sous réserve de cofinancement. Au total, 200 exomes ont été effectués par cette plateforme avec une
efficience diagnostique de 50% (pour moitié des mutations de génes connus a présentation atypique) conduisant
a la naissance de 15-20 enfants bien portants. Quoigu’éphémeéres, les panels relévent ces quatre défis. lls sont
évolutifs, révisables et ont vocation a étre partagés avec d'autres centres de génétique francais et étrangers dans
I'esprit des Investissements d’Avenir.
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Résumé :

Le séquencage du génome entier : prochain test central des laboratoires de génétique médicale ?
L'adoption rapide du séquencage a haut débit a révolutionné les pratiques de recherche et de diagnostic en
génétique médicale. Alors que le whole genome sequencing (WGS) devient une réalité financiére nous avons
voulu estimer si cette technique pouvait se substituer aux techniques de cytogénétique et de biologie moléculaire
actuellement en place dans notre laboratoire pour la détection de variants génomiques : CNV (Copy Number
Variations), SNV (Single Nucleotide Variations) et SV (Structural Variations).

Nous avons réalisé le séquencage génome entier de deux patients, préalablement caractérisés en Analyse
Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA) et porteurs de remaniements chromosomiques complexes. L’analyse
des données WGS a permis de retrouver les 10 CNVs connus et de révéler 4 CNVs additionnels non détectables
en ACPA.

Concernant les SNVs, nous avons simulé des données WGS 30x en cumulant les données de deux patients.
Nous avons ensuite étudiés les profondeurs de séquencgage obtenues sur 'ensemble des genes de deux panels
réalisés en routine au laboratoire (déficience intellectuelle : 450 génes ; épilepsie : 86 genes) ainsi que sur
I'exome. Quel que soit la cible étudiée, en WGS 30x 97,4% des bases sont couvertes par plus de 10 lectures,
profondeur seuil utilisée pour I'appel de variants. Ces données de couverture sont inférieures a celles des deux
panels dont les kits de capture ont été ajustés ( > 98% a 10x), mais sont comparable a I'exome testé au
laboratoire (Clinical Research Exome, Agilent Technologies : 96.4% des bases couvertes a 10x). Il est important
de noter que le WGS 30x offre une couverture satisfaisante sur plusieurs régions classiquement difficiles a
« capturer » (ex : SHANK3) mais ne solutionne pas la question des régions codantes situées dans des régions
dupliquées (ex : CHRNAY).

Parallélement, un projet de caractérisation des points de cassure de remaniements chromosomiques
apparemment équilibrés par WGS est en cours dans le laboratoire (projet ANI). Il nous permettra de connaitre les
performances de la technologie et les outils bioinformatiques & utiliser pour révéler les variants structuraux.

A l'avenir, et contrairement aux études de données de « panels », le trées grand nombre de données générées
pourrait étre réanalysé avec I'avancée des connaissances sans codt technique additionnel et répondre a d’autres
guestions diagnostiques concernant les mémes patients. Outre ses performances, I'absence d’étape obligatoire
de capture et de PCR simplifie I'organisation du laboratoire et accélére le processus. La perspective d'un test
uniqgue mais encore codteux, doit motiver les investissements dans les infrastructures nécessaires a 'analyse de
trés volumineuses données. Sur le plan éthique, I'expérience acquise lors des développements des technologies
d’ACPA et d’exome bénéficiera au transfert du WGS en diagnostic.
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Résumé :

Le géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) a été identifié en 1989. Vingt-cinq ans aprés, les
mécanismes contrdlant sa fine expression, sont encore mal compris. Bien que plus de 2000 mutations aient été découvertes, il
reste des patients pour qui le génotype n’a pas été établi. Les éléments de régulation, décrits au sein du promoteur, ne peuvent
a eux seuls expliquer cette complexe régulation tissu-spécifique. Des éléments de régulation a distance, en cis ou en trans,
sont certainement impliqués dans ce contrdle d’expression.

L’objectif de ce projet est de mieux décrypter les mécanismes de régulation a distance du géne CFTR en identifiant des
séquences régulatrices éloignées, mais pouvant, par des mécanismes de repliement, interagir spécifiquement avec celui-ci.

Afin d’étudier ces contacts chromosomiques, nous avons, dans un premier temps, mis au point la technique de Capture de
Conformation Chromosomique (3C). Suite a cette technique, nous sommes passés a une approche a plus grande échelle, la
technique de Copie Conforme de 3C (5C), qui permet de mesurer des milliers d’interactions chromatiniennes en une analyse.

L’organisation spatiale d’'une région d’environ 790 kb recouvrant le gene CFTR, a été analysée dans des cultures primaires de
cellules épithéliales nasales, exprimant le géne CFTR et des fibroblastes de peau, ne I'exprimant pas ou trés peu. Les
interactions entre les régions de ce locus et le promoteur CFTR ont été étudiées par séquengage nouvelle génération sur lon
PGM™. Nous avons comparé ces conformations chromatiniennes afin d’identifier des éléments de régulation spécifiques d’'une
expression de CFTR.

Notre approche a été validée par l'identification de régions régulatrices précédemment décrites. De plus, nous avons mis en
évidence de nouveaux contacts chromatiniens avec le promoteur CFTR. Nous avons démontré que deux des régions entrant
spécifiguement en contact avec le promoteur CFTR, augmentaient significativement son expression. Nous suggérons que ces
deux nouveaux enhancers, situés de part et d’autre du géne, se retrouvent a proximité du promoteur via la formation d’'une
boucle d’ADN initiée par le recrutement de facteurs CTCF.

Grace a la technique 3C et ses variantes, I'identification de nouvelles mutations a distance du géne pourraient expliquer des
dérégulations de son expression.
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CO08 : Nouveau mode de dysrégulation génique par rupture de domaines chromatiniens d’expression conduisant a
une expression ectopique de génes impliqués dans le développement des extrémités.
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Résumé :

Des études du génome a grande échelle par des techniques de conformation chromosomique telles que Hi-C et 5C ont montré
que le génome est divisé en grands domaines topologiquement associés, les TADs (Topologically Associated Domains) qui
partagent le génome en grandes unités de régulation (Dixon et al., 2012; Nora et al., 2012). Chez une de nos patientes
présentant une brachydactylie préaxiale sévére des 4 membres associée a une déviation latérale sévere des 2 gros orteils,
'ACPA a mis en évidence une microdélétion de novo du locus WNT6/IHHIEPHA4/PAX3, ces 4 génes étant potentiellement
impliqués dans le développement des extrémités. Cette observation a été rapprochée d’autres observations similaires de
I'équipe de Stefan Mundlos (Berlin) : 2 autres cas de brachydactylie de méme type que notre observation avec délétion, 2 cas
de syndrome F (= syndrome acro-pectoral) avec duplication ou inversion et 2 cas de polydactylie avec duplication ou inversion.
Des modeéles murins présentant ces différents variants ont été générés par la technique Crispr/Cas9, qui permet de reproduire
ce type de remaniement. Les souris ainsi générées présentaient un phénotype comparable a celui des patients. Sur les tissus
des membres de ces souris et les fibroblastes des patients, I'étude de conformation chromatinienne et des interactions
géniques par 4C-seq a montré que les modifications de structure chromosomique induisaient des interactions anormales entre
les promoteurs de ces différents genes et des séquences d’ADN non codant, par rupture des «verrous » séparant les TADs : un
cluster d’enhancers, normalement associé a EPHA4, stimule une expression ectopique de WNT6, IHH ou PAX3, selon le
remaniement en cause.
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CO09 : Disséquer les remaniements chromosomiques avec le séquencgage haut-débit : résultats préliminaires du
projet ANL.
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Résumé : Les remaniements chromosomiques apparemment équilibrés (RCAE) associés a une déficience intellectuelle et/ou
des malformations congénitales (DI/MC) sont des événements rares mais qui posent des difficultés pour le conseil génétique.
Le phénotype peut étre secondaire soit & un déséquilibre cryptique pouvant étre mis en évidence par analyse chromosomique
sur puce a ADN (ACPA), soit a l'interruption d’'un géne au niveau du point de cassure, soit a un effet de position. Cependant, la
caractérisation des points de cassure par les méthodes conventionnelles est longue et colteuse et n’est pas réalisée en
routine. Le séquengage haut-débit (NGS) est réecemment apparu comme une méthode rapide et efficace pour caractériser les
points de cassure des RCAE. Le projet ANI a pour objectif d'étudier 55 patients atteints de DI/MC et porteurs d’'un RCAE par
NGS afin d'identifier des genes responsables d'anomalies du développement et de déficience intellectuelle. Il permettra
également de mieux comprendre les mécanismes et les conséquences fonctionnelles des RCAE.

Au 1€ octobre 2015, 16 patients ont été inclus dans le projet ANI : 10 translocations réciproques, 1 inversion, 3 remaniements
chromosomiques complexes (RCC) et 2 insertions. Neuf patients ont été analysés par NGS et les points de cassure ont été
caractérisés pour cinq d’entre eux. Les remaniements sont souvent plus complexes qu’attendus, puisque le NGS a identifié
deux fois plus de points de cassure que le caryotype (28 vs 14), avec un remaniement correspondant a un chromothripsis
constitutionnel. Il a également été mis en évidence 3 délétions cryptiques de quelques kb. Dix génes sont interrompus par les
points de cassure, dont deux ont permis de poser un diagnostic, le géne KANSL1 (syndrome de Koolen-DeVries) et le gene
FOXP1 (déficience intellectuelle, retard de langage). Pour 4 patients, la localisation des points de cassure n'a pas pu étre
déterminée car ils intéressent des séquences d’hétérochromatine, qui sont mal représentées dans le génome de référence. Une
stratégie d’analyse alternative est en cours de développement pour pallier cette limite du NGS. Enfin, des études d’expression
permettront d’évaluer I'impact fonctionnel de ces RCAE sur les génes a proximité, dans le cadre d’un effet de position.

En conclusion, ce projet offre une opportunité unique pour comprendre la mécanique, les conséquences fonctionnelles et
pathologiques des RCAE, pour identifier de nouveaux génes responsables de déficience intellectuelle et pour élaborer un
nouvel outil diagnostique. Nous lillustrerons par quelques exemples.
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CO10 : Caractérisation d’une mutation hétérozygote de novo dans le géne ADGRL2 a I’origine d’un retard de
croissance avec rhombencéphalosynapsis et microlissencéphalie
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Résumé :

Le rhombencéphalosynapsis (RS) est une malformation rare du cervelet caractérisée par I'association d'une agénésie complete
ou partielle du vermis avec fusion des hémispheres cérébelleux. Le RS est fréquemment associé a d’autres malformations
cérébrales et parfois a des anomalies extra-cérébrales. Nous rapportons l'identification par séquengage d'exome en trio d'une
mutation hétérozygote de novo dans le géne ADGRL2 (Adhesion G protein-coupled Receptor L2) chez un foetus présentant un
RS et une microlissencéphalie dans un contexte de retard de croissance important. Morphologiquement, il existait une déplétion
neuronale, notamment des interneurones GABAergiques dans les cortex hémisphériques et cérébelleux, ainsi qu'au niveau des
noyaux gris centraux et du tronc cérébral. Le gene ADGRL2 code pour la latrophiline 2, un récepteur couplé aux protéines G
(GPCR) appartenant a la famille des GPCR d'adhésion et dont un ligand connu est une neurotoxine, I'a-latrotoxine. Nous avons
démontré le caractére délétére de cette mutation faux-sens a l'aide de tests fonctionnels : nous avons mis en évidence, par
technique de microfluorimétrie, une altération de la libération de calcium intracellulaire en réponse a la fixation de I' a-
latrotoxine, a la fois dans les cellules amniotiques du patient comparées a des cellules amniotiques contréles de méme terme et
dans des cellules Hela transfectées avec la version mutée du géne ADGRL2. Le traitement par un inhibiteur spécifique de la
phospholipase C des cellules HelLa qui expriment I'alléle sauvage du géne ADGRL2 conduit a un profil de libération calcique
comparable au profil des cellules HeLa exprimant I'alléle muté. Ainsi, I'activation de la protéine ADGRL2 par fixation de son
ligand est responsable d'un signal de transduction médié par les protéines G et la mutation faux-sens altere cette voie. Au
moyen de tests d’adhésion et d’agrégation cellulaires, nous avons montré que ce défaut de libération de calcium intracellulaire
induit un exces d'agrégation et d'adhésion cellulaire conduisant a une réduction de la migration cellulaire. Dans le modéle
knock-out murin, nous observons une létalité in utero a E15.5 une hypotrophie ainsi qu'un défaut de croissance cérébrale chez
les souriceaux homozygotes. Chez les foetus Adgri2-/-, le marquage de la caspase 3 clivée (cas3) montre une activité
apoptotique accrue au niveau des zones germinatives télencéphalo-diencéphaliques et cérébelleuses. Enfin, le co-marquage
cas3/NKX2.1 a permis de démontrer que cette mort neuronale affectait les interneurones GABAergiques immatures.
L’ensemble de ces résultats suggére que la mutation du géne ADGRL2 est responsable d’'un excés d’adhésion cellulaire, d’'un
défaut de migration neuronale et d'un excés d’apoptose des interneurones GABAergiques a l'origine du RS et de la
microlissencéphalie.
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CO11 : Les anomalies du corps calleux observées chez la souris déficiente en Kif7 sont dépendantes d’une
dérégulation des niveaux d’expression de Gli3R et de Fgfr8
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Résumé :

Le corps calleux est la principale commissure cérébrale. |l est constitué de fibres de substance blanche qui permettent la
connexion des régions fonctionnelles homotopiques des deux hémisphéres. Sa formation est complexe et nécessite plusieurs
étapes, dont la spécification de la ligne médiane, la formation des hémisphéres télencéphaliques, la naissance et la
spécification des neurones commissuraux et le guidage des axones commissuraux qui vont traverser la ligne médiane puis
atteindre leur cible finale dans ’hémisphére controlatéral. Les mécanismes pouvant conduire a une agénésie du corps calleux
sont donc multiples. Cette malformation fait partie du spectre phénotypique de plusieurs pathologies associées au cil primaire
ayant en commun une altération de la voie Sonic hedgehog (SHH), en particulier le syndrome acro-calleux (ACLS, OMIM
200990). Ce syndrome est caractérisé par I'association d’'un retard de développement psychomoteur, d’'une agénésie ou d’'une
hypoplasie du corps calleux, d’'une polydactylie généralement pré-axiale aux membres inférieurs et post-axiale aux membres
supérieurs et d’'une dysmorphie faciale évocatrice. L'ACLS est lié a des mutations du géne KIF7. La protéine KIF7 joue un réle
central au sein de la voie SHH en permettant le maintien de I'équilibre entre les formes répressive (GLI3R) et activatrice
(GLI3A) de la protéine GLI3, facteur de transcription majeur de cette voie. Les mutations de KIF7 entrainent une baisse de
GLI3R et une surexpression des génes cibles de la voie SHH.

Afin d’avancer dans la compréhension du réle de KIF7 et de la voie SHH dans la genése des anomalies du corps calleux
observées dans les ciliopathies, nous avons étudié un modéle murin invalidé pour Kif7. Nous avons montré que les souris
Kif7-/- présentent des anomalies majeures du développement cérébral, au premier rang desquelles une agénésie compléte du
corps calleux. Cette agénésie est liée a des altérations sévéres des populations cellulaires de guidage des axones calleux et
n’est pas retrouvée chez les souris Kif7-/- lorsque I'on augmente le taux de GIli3R chez ces derniéres. Ces résultats montrent
que les anomalies calleuses observées chez les mutants Kif7-/- sont secondaires a la diminution de Gli3R chez ces mutants.
De plus, la délétion d’'un seul alléle de Fgf8, facteur jouant un réle fondamental dans I'organisation des cellules de guidage des
fibres calleuses au niveau de la ligne médiane, est suffisante pour restaurer le phénotype cérébral normal chez les souris
Kif7-1-.

Ce travail permet de conclure que l'intégrité de Kif7 est nécessaire a la formation correcte du corps calleux en raison de son
action sur le maintien de Gli3R, qui va a son tour contréler les niveaux d’expression de Fgfr8. L'ensemble de ces données
permet d’avancer dans la compréhension des mécanismes a l'origine de I'agénésie du corps calleux observée dans les
pathologies liées a une dérégulation de la voie SHH.
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Résumé :
But

Evaluer le parcours obstétrical des femmes qui ont donné naissance a un enfant atteint de trisomie 21 (T21) afin de connaitre
I’évolution de la fréquence des dépistages négatifs en fonction du type de test utilisé.

Méthodes

Nous avons réalisé une enquéte auprés de tous les laboratoires de cytogénétique francais pour documenter le parcours
prénatal des méres vis-a-vis du dépistage de la T21 pour tous les enfants de moins de un an nés en France entre 2010 et 2012
avec un diagnostic postnatal de T21.

Résultats

Sur cette période 1253 diagnostics de trisomie 21 ont été réalisés aprés la naissance (les cas identifiés lors d’un diagnostic
prénatal ont été exclus de I'enquéte). Nous avons retrouvé le parcours prénatal pour 73% des méres, et montré que dans cette
population 75% des femmes ont eu recours a un dépistage de la trisomie 21 quel qu’en soit le mode. Dans 68% de ces cas, le
dépistage s’est révélé négatif.

Pour la premiére fois, en combinant les données des rapports annuels de I'’Agence de la Biomédecine sur les résultats du
diagnostic prénatal avec nos résultats, nous sommes en mesure d’évaluer au plus prés et de présenter le taux de détection de
la trisomie 21 par les différentes stratégies de dépistage en vigueur.

Conclusion

Les objectifs de santé publique visant a réduire le nombre de prélevements invasifs sans altérer les performances globales du
dépistage ont été atteints. La connaissance des niveaux de risque calculés parmi les femmes porteuses d‘un enfant atteint
devrait permettre des simulations quant a l'impact de lintroduction de I'analyse de I'ADN fecetal circulant dans la stratégie
globale de dépistage.
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CO13 : Recyclage anormal du récepteur a la transferrine : un mécanisme physiopathologique commun a différentes
formes de neurodégénérescences avec accumulation de fer dans le cerveau.
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Résumé :

Les neurodégénérescences avec accumulation de fer dans le cerveau (Neurodegeneration with Brain Iron Accumulation, NBIA)
englobent un ensemble de maladies neurodégénératives rares transmises sur un mode autosomique récessif ou lié¢ a I'X. A ce
jour, des mutations des genes PANK2, PLA2G6, COASY, FA2H, ATP13A2, C2orf37, WDR45, C190rf12, CP et FTL ont été
associées aux NBIA. FTL et CP codent respectivement pour une sous-unité de la ferritine et la céruloplasmine, deux protéines
impliquées dans I'homéostasie du fer. PANK2, PLA2G6, COASY et FA2H, sont impliqués dans la synthése du Coenzyme A,
I'oxydation des acides gras ou les modifications des phospholipides et le lien entre ces génes et I'accumulation de fer reste
totalement inconnu. Enfin, de nombreuses formes de NBIA sont encore sans cause génétique.

Nous avons réalisé un séquencage exome dans deux familles indépendantes et avons identifié des mutations dans deux génes
différents, REPS1 et CRAT. REPS1 partenaire de Rab11 est impliquée dans le recyclage du récepteur a la transferrine (TfR1)
et CRAT, une carnitine acetyltransferase, est une enzyme de la voie de synthése du Coenzyme A. Afin de comprendre
comment ces mutations conduisent a une accumulation de fer nous avons étudié les protéines de 'lhoméostasie du fer dans les
fibroblastes des patients REPS1 et CRAT et observé une augmentation majeure de la ferritine, de I'lron Responsive Protein 1
(IRP1) et du récepteur a la transferrine (TfR1) suggérant une dérégulation du contrdle de I'entrée du fer dans les cellules et son
accumulation intracellulaire. De fagon surprenante cette méme dérégulation du controle de I’homéostasie du fer a également
été observée dans les fibroblastes de patients mutés dans les genes PANK2, PLA2G6 et C190rf12 suggérant un mécanisme
physiopathologique commun a toutes les NBIA.

Par une approche de cytométrie en flux en images (Imagestream, Amnis) qui combine la cytométrie et la microscopie confocale
nous avons montré une accumulation de TFR1 a la surface de tous ces fibroblastes. D’autre part, le recyclage de la transferrine
(Tf) suivi en microscopie confocale immunofluorescente a constamment montré un défaut de recyclage avec une accumulation
peri-nucleaire de Tf dans les fibroblastes mutés pour REPS1, CRAT, PANK2, PLA2G6 et C190rf12. Nous avons également
identifié le compartiment endosomique dans lequel a lieu cette accumulation.

Nos travaux confirment I’hétérogénéité génétique des NBIA avec l'identification de deux nouveaux génes REPS1 et
CRAT. D’autre part, ils ont permis d’établir que I’accumulation en fer est liée a un défaut de recyclage du récepteur a la
transferrine. C’est la premiére démonstration d’un lien entre NBIA et anomalie de recyclage du TfR1. La poursuite de ce
travail devrait aider a comprendre comment des défauts de synthése du CoA, des acides gras ou des phospholipides impactent
le recyclage du TfR1 et induisent une accumulation en fer.
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Résumé :

Dans le cadre du diagnostic et de la recherche sur les encéphalopathies épileptiques précoces, nous avons constitué une
cohorte de 402 patients. Tous ces patients ont présenté des crises d’épilepsie associées a un tracé d’EEG anormal avant I'age
de 3 mois, mais aucune anomalie du bilan métabolique ni de I'imagerie cérébrale n'ont été observées. Tous ces patients
présentent également un retard de développement. Une anomalie moléculaire a pu étre identifiée chez 90 patients de cette
cohorte, soit 22.4% de diagnostic moléculaire posé. Concernant les patients entrant dans le cadre du diagnostic (237 patients),
nous avons étudié les génes STXBP1 et KCNQ2 : 35 mutations ont été identifie¢es dans KCNQ2 (14.8 %) et 22 mutations dans
STXBP1 (9.3%). Toutes ces mutations sont de novo exceptées deux, héritées d’'un parent porteur de la mutation en mosaique.
Concernant les patients entrant dans le cadre de la recherche (165 patients), plusieurs genes ont été criblés et nous avons
identifiés des mutations dans les génes ALG13, ALGT11, ARX, CDKL5, GABRG2, GRIN1, GRIN2A, KCNQ3, KCNT1, SCN2A,
SCNB8A, SLC13A5, TBC1D24. La CGH array haute résolution a par ailleurs permis de metire en évidence de nombreux
réarrangements, hérités de parents sains, mais absents des bases de données génomiques. Plusieurs réarrangements
pathogenes ont été retrouvés proches des génes STXBP1, MEF2C, WDR45, SCN2A ou WWOX. L’ensemble de ces résultats
sera détaillé lors des Assises.
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Résumé :

Le corps calleux (CC) est la principale commissure connectant les deux hémisphéres cérébraux. L’agénésie du corps calleux
(ACC) correspond a une absence compléte ou partielle du corps calleux survenant lors du développement cérébral. Elle est la
malformation cérébrale la plus fréquente, avec une incidence de un nouveau-né sur 4000. Dans les pays développés, I'ACC est
habituellement diagnostiquée au cours de la période anténatale durant I'échographie du second trimestre. Les foetus avec ACC
et d’autres malformations (ACC complexes) ont un pronostic défavorable, avec un risque trés élevé de déficience intellectuelle
(DI) ou d’épilepsie ultérieure. A l'inverse, les foetus avec une ACC isolée ont un pronostic incertain : dans 70% des cas environ,
les enfants avec ACC isolée évoluent favorablement et ont un développement cognitif normal ou subnormal, tandis que les 30%
restant évoluent vers une DI de sévérité variable. Le conseil génétique dans la situation d’ACC isolée se base actuellement sur
ces statistiques et représente donc une situation critique pour le couple en I'absence de marqueur génétique permettant de
différentier ces deux situations. Depuis 2009, notre équipe a rassemblé une cohorte de 150 patients avec ACC et DI, ainsi que
plusieurs familles avec ACC isolée et intellect normal. L'objectif de cette étude était double : 1) Déterminer la fréquence des
mutations de génes connus chez les individus avec ACC et DI ; dans ce but, nous avons séquencé 423 génes précédemment
associés a des malformations du CC chez I'homme ou la souris (callosome). 2) Identifier de nouveaux génes responsables
d’ACC associée a une DI ou d’ACC isolée ; nous avons utilisé a cette fin le séquencage de I'exome dans des familles
sélectionnées. Une mutation pathogéne a été identifiée chez 16% des patients analysés par callosome. Les génes en cause
incluent ARID1B (9% des cas), ARX, MED12, FOXG1, SPTAN1, TUBA1A, et ZBTB18. L’analyse d’exome, réalisée en solo
(cas index seul), trio (cas index sporadique et parents) ou quatuor (paires de germains et parents) pour 10 cas index avec ACC
et DI et 3 familles avec ACC isolée dominante, a permis d’identifier une cause probable ou possible dans 3/10 cas (30%) et de
proposer des nouveaux génes candidats dans les autres familles. Ce travail montre I'importance d’identifier les multiples causes
génétiques responsables d’ACC afin de pouvoir proposer un conseil génétique approprié aux couples lors de la détection d’'une
ACC isolée en prénatal.



Communications Orales Sélectionnées 3 - Neurogénétique Caroline Alby-Averseng
et oncogénétique

CO15 : Spectre clinique et génétique des anomalies du corps calleux dans une cohorte faetale

Auteurs :

Caroline Alby (1), Lucile Boutaud (1), Valérie Malan (2), Linda Mouthon (1), Bettina Bessiéres (3), Maryse Bonniere (3), Amale
Ichkou (3), Nadia Elkhartoufi (3), Kévin Piquand (1), Judite de Oliveira (4), Nadia Bahi-Buisson (5), Pascale Sonigo (6), Anne-
Elodie Millischer (6), Yves Ville (7), Christine Bole (8), Patrick Nietschke (9), Arnold Munnich (10), Stanislas Lyonnet (10),
Michel Vekemans (11), Sophie Thomas (1), Ferechte Encha-Razavi (3), Tania Attié-Bitach (11)

1. INSERM U1163, Institut Imagine, Paris, France

2. cytogénétique, Necker-Enfants Malades, Paris, France

. Histologie-Embryologie-Cytogénétique, Necker-Enfants Malades, Paris, France

. INSERM U1163, Necker-Enfants Malades, Paris, France

. Neuropédiatrie et U1163, Necker-Enfants Malades et Institut Imagine, Paris, France

. radiologie, Necker-Enfants Malades, Paris, France

. Maternité, Necker-Enfants Malades, Paris, France

. plateforme génomique, Institut Imagine, Paris, France

. plateforme bioinformatique, Institut Imagine, Paris, France

10. Génétique et INSERM U1163, Necker-Enfants Malades et Institut Imagine, Paris, France

11. Histologie-Embryologie-Cytogénétique et INSERM U1163, Necker-Enfants Malades et Institut Imagine, Paris, France

O©oO~NO O~ W

Mots clefs : corps calleux-foetopathologie-développement-génétique-NGS-CGH array
Résumé :

Le corps calleux (CC) est la principale commissure inter hémisphérique permettant la communication entre les aires corticales
homologues. Les anomalies/malformations du corps calleux (MCC) sont la premiére cause d’interruption médicale de
grossesse (IMG) pour anomalies cérébrales en raison du pronostic neuro-développemental incertain qui dépend de la
présence ou non de signes associés, et de la cause sous-jacente. Leurs causes en sont hétérogénes, exogénes,
chromosomiques ou génétiques, mais restent le plus souvent inexpliquées. Nous avons entrepris une étude clinique et
génétique par CGH et séquengage haut débit (NGS) d’'une cohorte de 138 foetus avec MCC.

Depuis 2000, 138 feetus avec MCC ont eu un examen neuropathologique dans notre centre et ont été classés sur des bases
histo-embryologiques en quatre groupes: |/ agénésies complétes ou partielles par défaut de décussation des fibres
calleuses (55); Il/ hypoplasies, lorsque le corps calleux est complet mais trop fin ou trop court (30) ; lll/ dysmorphies, en cas
d’anomalies de forme (24); IV/ anomalies de développement cortical avec anomalie associée du ruban cortical ou de la
substance blanche sous-jacente (29). Seuls 16/40 restent isolées aprés I'examen foetopathologique. A ce stade 21 diagnostics
ont été réalisés et en majorité dans le groupe 1V (12).

Une étude par CGH array a été réalisée en complément du caryotype permettant au total 22 diagnostics d’anomalies
chromosomiques dont 7 qui n’auraient pu étre réalisés par les techniques de caryotype standard. 10 sont du groupe Il.

Pour les cas non résolus, nous avons entrepris une double approche de NGS par exome en trio (13 cas) ou a I'aide d’'un panel

ciblé dénommé callosome (64 cas). Le callosome cible 423 génes impliqués dans la mise en place du corps calleux chez
’homme ou dans des modéles animaux, ainsi que des génes candidats par leur fonction. Cette approche a permis 13
diagnostics supplémentaires dont 10 mutations survenues de novo. 8 MCC sont du groupe |, et 3 se présentaient comme des
ACC isolées en anténatal. D’autres diagnostics sont en cours de validation. Cette étude a permis de pointer vers 7 nouveaux
génes candidats.

Ainsi, cette étude a établi 42% de diagnostics et des corrélations phénotypes/génotypes dans notre cohorte foetale avec 1% de
causes materno-foetales, 16% de désordres génomiques, 15,5% de diagnostics cliniques confirmés et 9,5% de diagnostics
supplémentaires par NGS, et définit le syndrome de Coffin-Siris comme la cause la plus fréquente de MCC. Elle illustre les
notions de restriction phénotypique, de variabilité d’expression, de phénocopies, de phénotype extrémes et d’hétérogénéité
génétique et allélique.

Nos résultats ouvrent des perspectives en diagnostic et le démantelement des causes génétiques des MCC permettra de
mieux appréhender la formation normale et pathologique du CC.



Communications Orales Sélectionnées 3 - Neurogénétique Laurent CASTERA
et oncogénétique

CO16 : Paysage mutationnel du syndrome de prédisposition aux cancers du sein et de I'ovaire a partir du
séquengage a haut débit d’un panel de génes chez 4175 cas index

Auteurs :

Laurent Castéra (1), Sophie Krieger (2), Nicolas Goardon (1), Antoine Rousselin (1), Angélina Legros (1), Olivia Bruet (1),
Céline Quesnelle (1), Olivier Letac (1), Florian Domin (1), Chankannira San (1), Baptiste Brault (1), Robin Fouillet (1), Caroline
Abadie (3), Odile Béra (4), Pascaline Berthet (5), Agathe Ricou (1), Thierry Frébrourg (6), Dominique Vaur (1)

1. Laboratoire de Biologie et de Génétique du Cancer, INSERM U1079, Centre Normand de Génomique Médicale et Médecine
Personnalisée, CLCC Centre Frangois Baclesse, Caen, France

2. Laboratoire de Biologie et de Génétique du Cancer, INSERM U1079, Centre Normand de Génomique Médicale et Médecine
Personnalisée, CLCC Centre Frangois Baclesse, Université de Caen Normandie, Caen, France

3. Département de Génétique, CLCC Eugéne Marquis, Rennes, France

4. Département de Génétique, CHU, Fort de France, Martinique

5. Service d'oncogénétique, CLCC Centre Frangois Baclesse, Caen, France

6. Unité de Génétique moléculaire, INSERM U1079, Centre Normand de Génomique Médicale et Médecine Personnalisée,
CHU, Rouen, France

Mots clefs : Prédispostion, Cancer, NGS, Panel

Résumé :

Depuis 2012, le diagnostic moléculaire des prédispositions au cancer du sein et de I'ovaire est réalisé dans notre laboratoire par
séquencage a haut débit (NGS) d’'un panel de genes impliqués ou suspectés de I'étre dans cette prédisposition. Nous avons
validé pour le diagnostic une stratégie de NGS basée sur la capture d’'un panel de génes, I'indexation et le « pooling » des
ADNSs avant enrichissement, I'automatisation de la préparation des librairies et le séquencage sur plateforme lllumina (Miseq,
NextSeq500). Les analyses bioinformatiques sont automatisées et prises en charge par le logiciel BAPT (Bioinformatics
Analysis Pipeline and Toolkit) développé au laboratoire et sont basées sur I'utilisation des logiciels CASAVA, NextGene,
CNVseq et Alamut-batch. Les résultats sont intégrés dans une base de données interfacée, CanDiD (Cancer Diagnostic
Database). Nous avons analysé par NGS I'’ADN de 4175 patients en utilisant 4 versions du panel de génes, incluant de 21 a 33
génes. Nous avons détecté une mutation prédite comme étant délétére dans 722 cas (17 %). La majorité de ces mutations
(83%) ont été retrouvées dans les genes BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, ATM, TP53, RAD51C, BRIP1, RINT1 avec des
incidences respectives de 4,6%, 4%, 1.2%, 1.1%, 1%, 0.6%, 0.5%, 0.4%, 0.3%. Nous avons détecté 359 altérations délétéres
de BRCA1 et BRCA2, dont 26 réarrangements de grande taille (RGT) ; 46 mutations ont été mises en évidence dans PALB2
essentiellement dans des familles avec 4ge moyen au diagnostic de cancer du sein supérieur a 40 ans ; 21 mutations, dont 2
RGT, ont été retrouvées dans RAD51C plus préférentiellement dans des familles sein-ovaire et, dans ces familles, '’dge moyen
au diagnostic de cancer de I'ovaire était de 61 ans versus 53 dans les familles avec mutation BRCA1. Sur 3865 patientes
testées pour TP53, 23 étaient porteuses d’'une mutation de TP53, 4 appartenaient a des familles évocatrices d’'un syndrome de
Li Fraumeni. L’implémentation de cette stratégie nous permet de réaliser environ 1500 analyses par an et de réduire nos délais
de rendu de résultats a 1 mois. Les données publiées en 2015 nous semblent justifier d’inclure, au titre du diagnostic des
prédispositions au cancer du sein et/ou de l'ovaire, les génes PALB2 et de RAD51C. Le taux de détection de mutations de
TP53 chez les femmes atteintes d’'un cancer du sein précoce ( < 31 ans) récemment rapportée (6% ; Bougeard, JCO 2015)
justifie d’inclure au titre du diagnostic le géne TP53, chez les femmes présentant un cancer du sein avant 31 ans, a condition de
les avoir au préalable informées de I'impact d’un test positif. En revanche, les données actuellement disponibles pour les autres
génes sont insuffisantes pour considérer que leurs mutations ont une valeur diagnostique. Des études de co-ségrégation et des
analyses d’association de ces mutations avec le phénotype sur de grandes cohortes sont nécessaires pour affiner la
connaissance des risques.



Communications Orales Sélectionnées 3 - Neurogénétique Stéphanie BAERT-DESURMONT
et oncogénétique

CO16 : Diagnostic moléculaire des prédispositions héréditaires aux tumeurs colorectales par séquengage haut-

débit

Auteurs :

Stéphanie BAERT-DESURMONT (1), Frangoise CHARBONNIER (1), Sophie COUTANT (1), Myriam VEZAIN (1), Raphaél

LANOS (1), Jacqueline BOU (1), Emilie BOUVIGNIES (1), Steeve FOURNEAUX (1), Sandrine MANASE (1), Gaélle

BOUGEARD (1), Thierry FREBOURG (1), Isabelle TOURNIER (1)

1. Service de Génétique et Inserm U1079, Centre Normand de Génomique Médicale et Médecine Personnalisée, CHU de

Rouen, Inserm et Université de Rouen, Rouen, France

Mots clefs : Prédisposition aux tumeurs colorectales, Panel de génes diagnostique, NGS
Résumé :

Le laboratoire de Génétique de Rouen réalise depuis plus de 20 ans le diagnostic moléculaire des formes Mendéliennes de
tumeurs du colon : syndrome de Lynch, polyposes adénomateuses et hamartomateuses. Depuis 2012, nous avons développé
par NGS sur plateformes lllumina une stratégie de séquengage simultané des exons, introns et séquences régulatrices en 5’ et
3’ des 10 génes impliqués dans les formes Mendéliennes de tumeur colique (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, APC, MUTYH,
STK11, SMAD4, BMPR1A et PTEN). Nous répondons ainsi aux situations clinigues ambigiies et explorons le chevauchement
phénotypique entre ces différentes formes de prédisposition aux tumeurs du colon, sans étre confrontés a la problématique des
mutations incidentes. Notre stratégie combine un enrichissement par capture en phase liquide (SureSelect, Agilent), un
séquencage haut-débit sur une plate-forme lllumina (GAIIX puis MiSeq et NextSeq) et un double pipeline bioinformatique.
L'analyse des images (RTA, lllumina) et le démultiplexage (CASAVA, lllumina) sont communs aux deux pipelines. L'alignement
et le variant calling sont réalisés en paralléle par 2 logiciels CASAVA et BWA-GATK (Broad Institute) pour sécuriser la détection
des variations, qui sont enfin annotées par Alamut Batch (Interactive BioSoftware). A l'issue de ce double pipeline, des rapports
qualité sont générés automatiquement. Cette stratégie a été initialement validée par I'analyse de 70 patients présentant
120 variations (74 mutations ponctuelles, 34 insertions/délétions et 12 réarrangements de grande taille) et par celle de
50 patients analysés en paralléle par séquencage Sanger. La fiabilité et la robustesse de cette stratégie diagnostique étant
démontrées, nous l'avons implémentée en routine et analysé plus de 1200 patients fin septembre 2015. Le rendement
mutationnel de cette capture dédiée aux tumeurs colorectales s’éléve a 21 %. Nous avons récemment optimisé la phase de
capture en passant du kit SureSelect XT au QXT beaucoup plus rapide, et validé un algorithme de détection des
réarrangements de grande taille a partir des données de séquengage haut débit. Cet algorithme appelé CANOES nous permet
de nous affranchir de la réalisation systématique des QMPSF. Notre expérience confirme que cette stratégie par NGS
représente un progrés important dans le diagnostic des formes Mendéliennes de tumeur du colon : (1) réduction des délais de
rendu de résultats par I'analyse en paralléle de plusieurs génes; (2) correction du diagnostic dans des familles présentant des
phénotypes chevauchants (Syndrome de Lynch / Polypose atténuée); (3) détection d'altérations non identifiables par le
séquencage Sanger et la QMPSF, telles les insertions de séquences Alu; (4) détection de mosaiques. La détection des
mutations et réarrangements de grande taille par séquencage haut débit désormais maitrisée, nous concentrons nos futurs
développements sur la mise au point d’un outil intégré d’interprétation des variations de signification inconnue.
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Résumé :

Le syndrome de Li-Fraumeni (LFS), qui résulte d’altérations constitutionnelles hétérozygotes du géne suppresseur de tumeur
TP53, est caractérisé par une forte hétérogénéité phénotypique tant sur le plan du spectre tumoral que de I'age de survenue
des tumeurs. A partir d’'une grande série de 415 patients LFS porteurs d’une altération de TP53, nous avons récemment montré
qu'il existait un gradient de sévérité clinique des mutations de TP53, en mettant en évidence une association entre un age
précoce de survenue des tumeurs et la présence de mutations faux-sens avec effet dominant négatif (Bougeard et al., Journal
of Clinical Oncology 2015). Nous avions également montré, par I'étude du transcriptome de lymphocytes dérivés de 3 patients
LFS porteurs de mutations TP53 a effet dominant-négatif, que ces mutations altéraient de fagon massive la réponse
transcriptionnelle de p53 aux lésions de 'ADN (Zerdoumi et al., Human Mutation 2013). Afin de confirmer et d’étendre ces
résultats sur un grand nombre de patients, nous avons développé une version simplifiée de I'essai fonctionnel basée sur la
mesure, par RT-PCR multiplex, de I'induction transcriptionnelle, par stress génotoxique dans les lymphocytes, de 6 génes
cibles de p53. Dans cet essai, nous avons défini un score de fonctionnalité de p53 correspondant a la moyenne des taux
d’'induction des 6 génes sélectionnés. Nous avons obtenu un score de 11,6 + 2,3 dans les lymphocytes de 5 sujets controles de
génotype TP53 sauvage alors qu’un score de 1, traduisant I'absence totale d’induction, est observé dans des cellules contréles
présentant une altération homozygote de TP53, ce qui démontre la spécificité du test. Chez 16 patients LFS, porteurs de
mutations faux-sens décrites connues comme ayant un effet dominant négatif selon la base de I'lARC, nous avons observé un
score d’induction de 3 + 0,9 et chez 14 patients LFS porteurs d’'une mutation TP53 nulle (délétions, mutations frameshift,
mutations stop) a I'origine d’'une haplo-insuffisance, un score d’induction intermédiaire de 6,5 £+ 1,3. Ainsi, ces résultats obtenus
sur des lymphocytes de 30 patients LFS et de 5 contrbles confirment qu’il existe dans les cellules de patients LFS, avant la
survenue d’'un cancer, un défaut de la réponse transcriptionnelle de p53 aux Iésions de ’ADN, ce qui définit un endophénotype
et montre directement chez les patients 'effet dominant-négatif de certaines protéines mutantes sur la protéine sauvage. Ce
nouveau test fonctionnel, réalisé a partir de lymphocytes, représente donc un nouvel outil puissant d’'une part pour appréhender
la corrélation génotype - phénotype dans le LFS, d’autre part pour classer des variations de signification inconnue et enfin pour
détecter des patients présentant une inactivation de la voie p53, sans mutation identifiée par les analyses génétiques.
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CO17 : Etude in vivo, chez la souris, de la contribution des chimiothérapies au développement des cancers primitifs
multiples dans le syndrome de Li-Fraumeni
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Résumé :

Le syndrome de Li-Fraumeni (LFS) est I'une des prédispositions héréditaires aux cancers les plus sévéres, caractérisée par le
développement précoce d’'un large spectre tumoral. Ce syndrome résulte de mutations constitutionnelles du géne TP53 qui
code un facteur de transcription jouant le réle de gardien du génome, en réponse aux lésions de 'ADN. Grace a un nouveau
test fonctionnel de la voie p53 que nous avons développé sur lymphocytes humains, nous avons montré que la réponse
cellulaire aux lésions de 'ADN est altérée dans toutes les cellules des patients LFS (Zerdoumi et al., Human Mutation 2013),
indiquant que les mutations de TP53 agissent comme mutations permissives aux stress génotoxiques. Le LFS se caractérise
également par une incidence remarquablement élevée de cancers primitifs multiples (CPM), que nous avons récemment
estimée a plus de 40 % (Bougeard et al., Journal of Clinical Oncology 2015). Ce taux de CPM, la survenue de tumeurs
secondaires observées dans les champs d'’irradiation et le développement en rafale de plusieurs tumeurs aprés le traitement
d’'une premiére tumeur suggérent que les chimiothérapies, comme la radiothérapie, contribuent par leur effet génotoxique a la
survenue des CPM dans le LFS. Nous avons dérivé a partir du nouvel essai fonctionnel de p53 un test universel de génotoxicité
basé sur I'induction transcriptionnelle des genes cibles de p53 dans les lymphocytes (Zerdoumi et al., Mutation Research 2015)
et ce test ex vivo montre que les chimiothérapies classiques, a I'exception des poisons du fuseau, sont génotoxiques. Le but de
notre étude est donc de démontrer in vivo dans un modéle murin, que la majorité des chimiothérapies conventionnelles,
contrairement aux poisons du fuseau, ont un potentiel génotoxique important et pourraient contribuer au développement de
CPM dans le LFS. Nous avons, dans un premier temps, adapté le test de génotoxicité humain aux splénocytes murins
comprenant 60 % de lymphocytes B, grace notamment a une analyse transcriptomique qui a permis d’identifier les génes cibles
murins de p53 en réponse aux lésions de 'ADN. Nous avons confirmé chez la souris que les principales chimiothérapies, a
I'exception des poisons du fuseau, sont également génotoxiques. Nous avons ensuite adapté ce test de génotoxicité in vivo
chez la souris en injectant les drogues en intra-péritonéal, puis en récupérant des splénocytes 3h aprés l'injection. In vivo, nous
avons confirmé I'activité génotoxique de la majorité des chimiothérapies comme la doxorubicine ou la bléomycine et I'absence
de génotoxicité des poisons du fuseau. Nous étudions actuellement, sur des souris KO TP53, modele du LFS, l'incidence des
tumeurs aprés exposition a des drogues a fort potentiel génotoxique et a des poisons du fuseau. L’objectif a long terme de cette
étude est de déterminer, s’il est possible de réduire, chez les patients LFS, le risque de CPM par I'utilisation de chimiothérapies
non génotoxiques.
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CO18 : Recherche de nouveaux facteurs génétiques prédisposant au cancer du sein dans I'’étude GENESIS-iCOGS :
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Résumé :

Parmi les familles de cancer du sein (CS) conduisant a une analyse des génes BRCA1 et BRCA2, moins de 20% présentent
une mutation. De rares mutations de TP53, PTEN, STK11 et CDH1 sont également associées au risque de CS ainsi que des
variants dans des génes définis a ce jour comme modérés comme ATM, CHEK2 et PALB2. L’ensemble de ces génes explique
10% des formes familiales de CS. Les études pan-génomiques (GWAS) en population générale ont mis en évidence des SNPs
situés dans une centaine de loci associés a un faible risque de CS (OR<1,2). Cependant, environ 50% du risque familial restent
encore inexpliqués.

L’étude GENESIS, composée de paires de sceurs atteintes d’'un CS et de témoins, est une ressource nationale pour rechercher
des facteurs de prédisposition au CS. Le projet GENESIS-iICOGS a pour objectif de tester dans cette population trés
sélectionnée les associations identifiées dans les GWAS pour faciliter la cartographie fine des régions d’intérét et identifier de
nouveaux loci au moyen de stratégies d’analyse multi-marqueurs. L’originalité de ces approches est la prise en compte du fait
que les SNPs s’intéegrent dans des voies ou « pathways » biologiquement fonctionnels et rassemblant de nombreux génes.

1383 cas index et 1328 témoins non apparentés ont été génotypés avec la puce a ADN iCOGS (lllumina), comprenant 211 155
SNPs choisis en raison de leur localisation dans les régions identifiées dans les GWAS par le consortium COGS (Collaborative
Oncological Gene-environment Study). L’analyse d’association simple-marqueur & été menée avec PLINK. Les analyses multi-
marqueurs ont été réalisées avec les méthodes suivantes : VEGAS2 qui se focalise sur les génes, PLINKset et ALIGATOR qui
s’intéressent a I'ensemble des génes d’'une voie biologique, et les méthodes d’analyse réseaux dmGWAS et iPINBPA qui
prennent en compte les interactions protéine-protéine connues.

Aprés les contrdles de qualité du génotypage, 1355 cas et 1327 témoins d’origine européenne et 191 423 SNPs ont été inclus
dans les analyses. L’analyse simple-marqueur a permis de détecter la région de FGFR2 au seuil de signification p<1077 (32
SNPs significatifs). D’autres loci sont détectés au seuil p<108, dont TOX3 (5 SNPs), NEK10 (5 SNPs) et KIAA1244 (1 SNP).
L’analyse menée avec VEGAS2 met en évidence 6 autres génes au seuil ps10'6 dont CASC16 et SLC4A7.La prise en compte
des réseaux biologiques montre I'implication de modules fonctionnels appartenant a plusieurs voies de signalisation dans la
prédisposition au CS. En particulier, I'atlas du cancer ACSN souligne I'importance de modules de la réparation de 'ADN, de
I'apoptose et de la survie.

Cette étude montre que la combinaison a I'échelle du génome d’analyses simple-marqueur et multi-marqueurs peut non
seulement permettre l'identification de nouveaux genes potentiellement associés au CS mais aussi aider a l'interprétation
biologique des associations et a I'identification de marqueurs causaux dans la population a haut risque étudiée.
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CSO01 : Retour d’expérience sur 340 patients ayant eu un séquencgage d’exome en solo pour le diagnostic d’une
anomalie du développement ou déficience intellectuelle

Auteurs :

Julien Thevenon (1), Sophie NAMBOT (1), Yannis DUFFOURD (2), Paul KUENTZ (3), Salima El Chehadeh-Djebbar (4),
Daphne LEHALLE (1), Nolwenn Jean-Margcais (5), Alice Masurel-Paulet (5), Ange-Line BRUEL (3), Charlotte Poé (6), Thibaud
Jouan (3), Martin Chevarin (7), Nadége Gigot (3), Mathilde Lefebvre (3), Emilie Tisserant (3), Judith St-Onge (3), Jean-Baptiste
RIVIERE (3), Laurence FAIVRE (1), Christel THAUVIN-ROBINET (1)

1. Centre de Génétique et Centre de référence «Anomalies du Développement et Syndromes Malformatifs», Hépital d’Enfants,
Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, dijon, France

2. Fédération Hospitalo-Universitaire Médecine Translationnelle et Anomalies du Développement (FHU TRANSLAD),, Centre
Hospitalier Universitaire de Dijon, dijon, France

3. Laboratoire de Génétique Moléculaire, Plateau Technique de Biologie, Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, dijon, France
4. Service de Génétique médicale, CHU de strasbourg-Hdpital de Hautepierre, strasbourg, France

5. Service de Génétique médicale, Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, dijon, France

6. Laboratoire de Génétique Moléculaire, Plateau Technique de Biologie, Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, d, France

7. Laboratoire d'anatomo-pathologie, Plateau technique de biologie, Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, dijon, France

Mots clefs : séquengage d'exome, anomalies du développement, partage de données
Résumé :

Le SHD d’exome (SHD-E) a démontré sa redoutable efficacité dans I'identification de genes responsables de maladies rares.
Cette stratégie s’applique particulierement a I'étude de pathologies jusque-la résistantes aux techniques de génétiques
conventionnelles telles que les anomalies du développement (AD), majoritairement sporadiques, cliniquement et génétiquement
hétérogénes. Dans la littérature, de larges séries faiblement biaisées rapportent un rendement diagnostique moyen de 28-30%.
Cela en fait l'outil le plus rentable pour le diagnostic de maladies non diagnostiquées cliniguement, sans compter la possibilité
de ré-analyse prospective des données en fonction de l'identification de nouvelles maladies génétiques.

Ce travail présente I'expérience de 30 mois de la FHU-TRANSLAD dans l'utilisation du SHD-E pour le diagnostic de 340
patients porteurs d’AD et/ou déficience intellectuelle, avec une CGH-array normale (326 patients avaient un age pédiatrique).
Lorsque cela était souhaité par la famille, une liste de 56 génes a été analysée conduisant a une découverte secondaire. Le
SHD-E a été réalisé dans le cadre d’une collaboration avec une plateforme de séquencage a trés haut débit et les données
brutes ont été analysées et interprétées sur le centre de calcul de I'Université de Bourgogne. La profondeur de séquencage
moyenne était de 90x, avec 93% des régions codantes référencées dans RefSeq séquencées par 10 lectures au moins.
L’interprétation diagnostique s’est concentrée sur les variations rares, modifiant la séquence codante d’un géne précédemment
associé a une pathologie humaine (OMIM). Une double interprétation conservatrice clinico-biologique a été réalisée pour
évaluer les corrélations génotype-phénotype soutenant les variants candidats. Par individu, la ségrégation familiale de 0 & 5
variations candidates a été réalisée par séquengcage Sanger. A ce jour, 290 résultats ont été rendus avec un rendement
diagnostique global de 27% de résultats positifs et de 30% de résultats non-concluants, en I'état actuel des connaissances.
Chez une centaine de patients, la ré-analyse des données 24 mois aprés le premier résultat a permis la réalisation de 5
diagnostics additionnels (5%) grace aux nouvelles données moléculaires et phénotypiques partagées dans la littérature et les
bases de données internationales. Une découverte secondaire a été mise en évidence (mutation pathogéne du géne BRCA2).
En conclusion, ce travail démontre la faisabilité du SHD-E en solo pour le diagnostic des AD, et I'intérét de disposer de données
pangénomiques pour une ré-analyse prospective sans colt expérimental additionnel. Son intégration dans la pratique clinique
s’avere donc d’un intérét majeur pour les patients atteints de maladies rares, non seulement pour le diagnostic, mais également,
pour la prévention des co-morbidités et d’éventuelles complications, un conseil génétique adapté et la découverte de possibles
pistes thérapeutiques.




Session Simultanée 1 - Base moléculaire des BORISKEREN
pathologies 1 : Déficience intellectuelle et autisme

CSO02: Apport du séquencgage massivement paralléle des génes connus en pathologie dans le diagnostic de la
déficience intellectuelle.

Auteurs :

Boris Keren (1), Cyril Mignot (2), Caroline Nava (1), Corinne Mach (3), Elodie Lejeune (3), Aurélia Jacquette (2), Perrine Charles
(2), Claude Estrade (3), Valérie Olin (3), Aurélie Lafitte (3), Sabina Karagic (3), Sandra Whalen (4), Isabelle Marey (2),
Alexandra Afenjar (4), Solveig Heide (3), Fanny Mochel (3), Diane Doummar (5), Thierry Billette de Villemeur (5), Agnés Guet
(5), Diana Rodriguez (5), Marie-Laure Moutard (5), Yannick Marie (6), Sandra Chantot-Bastaraud (7), Renaud Touraine (8),
Fabien Lesne (2), Anne Faudet (2), Florent Soubrier (3), Delphine Heron (2), Christel Depienne (1)

1. Département de Génétique, ICM UPMC, Inserm UMR_S1127/CNRS UMR 7225, GH Pitié-Salpétriere, APHP, Paris, France
2. Département de Génétique, centre de référence déficience intellectuelle de causes rares, GH Pitié-Salpétriere, APHP, Paris,
France

3. Département de Génétique, GH Pitie-Salpétriere, APHP, Paris, France

4. Département de Génétique, centre de référence déficience intellectuelle de causes rares, GH Armand-Trousseau, APHP,
Paris, France

5. Service de Neuropédiatrie, GH Armand-Trousseau, APHP, Paris, France

6. ICM, plateforme de génotypage et séquencage, GH Pitié-Salpétriére, Paris, France

7. Laboratoire de Cytogénétiqgue, GH Armand-Trousseau, APHP, Paris, France

8. Service de Génétique, CHU Nord, Saint-Etienne, France

Mots clefs : NGS, déficience intellectuelle
Résumé :

La déficience intellectuelle (DI) est une pathologie d’étiologie trés hétérogéne. Pour cette raison, le séguencage massivement
parallele (NGS) de 'exome est de plus en plus utilisé en diagnostic lorsque le bilan génétique initial est négatif.

Nous avons séquenceé 119 cas index atteints de DI avec le panel TruSight One d’lllumina, qui cible les séquences codantes de
4813 genes impliqués en pathologie humaine. L’objectif était une analyse de sensibilité proche de I'exome, mais de moindre
colt. Notre stratégie a été de placer cet examen en derniére intention, aprés une ACPA négative, en donnant la priorité aux
familles avec projet de grossesse. Quand cela était possible, les patients ont été analysés avec leurs parents.

Un diagnostic probable ou certain a pu étre réalisé chez 34 cas index (28,6%) sur des mutations retrouvées dans 34 génes
différents : 22 hétérozygotes de novo, 3 hétérozygotes avec mosaique faible chez un parent, 5 hétérozygotes composites, 4 liés
a I'’X, et aucun homozygote. Nous avons par ailleurs réalisé 2 diagnostics « partiels », ou la mutation identifiée n’explique pas
I'intégralité du phénotype, ainsi que 8 variants possiblement pathogénes que nous avons classés « VOUS » en raison d’un
faisceau de preuve insuffisant. Enfin, une mutation pathogéne sans rapport avec l'indication initiale (diagnostic fortuit) a été
retrouvée dans 7 cas.

Le pourcentage de diagnostics est de 29% (30/103) pour les trios (enfant atteint+parents) et 25% (2/8) pour les familles avec
deux enfants atteints (6 quatuors enfants atteints+parents, un trio de demi-fréres atteints+meére, un couple de 2 fréres
atteints sans les parents). Deux diagnostics seulement ont pu étre réalisés sur les 8 cas sporadiques analysés sans parents
(1/6) ou avec un seul parent (1/2).

Le rendement diagnostique varie selon le phénotype. Sur 43 patients présentant une DI et un autisme (avec développement
initial normal puis régression autistique), nous avons réalisé un unique diagnostic probable soit un taux de 2,3%. A linverse,
43,4% de diagnostics ont été réalisés chez les 76 autres patients avec DI sans autisme. Nous avons par ailleurs réalisé 42%
(14/33) de diagnostics chez nos patients épileptiques (encéphalopathie épileptique ou épilepsie au second plan). Enfin, 6/14
patients (43%) présentant des signes neurologiques autres que I’épilepsie (chorée, dystonie, syndrome cérébelleux, pyramidal
ou extra-pyramidal) ont eu un diagnostic.

Au final, notre stratégie permet une avancée significative dans la résolution diagnostique des patients atteints de DI. Notre
expérience nous encourage a continuer d’analyser les patients en trio. Une réflexion est toutefois nécessaire afin de mieux
caractériser les indications cliniques de cet examen. En particulier, nous considérons que la DI dans le cadre d’'un syndrome
autistique ne semble pas une bonne indication en raison du caractére polygénique probable de cette pathologie.
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Résumé :

Autism Spectrum Disorders (ASD) are heterogeneous neurodevelopmental disorders diagnosed in more than 1% of the
population and characterized by impaired social communication and restricted or stereotyped interests. Thanks to whole exome
sequencing technology, several ASD-risk genes were identified. Here, we analysed 99 whole exome sequencing data from 27
families (23 ASD families and 4 control families) to identify inherited and de novo variants associated with ASD. We found 28
damaging de novo mutations in 15 of 27 (55.6%) families for an average of 0.62 de novo damaging mutations per individual.
Among these genes, 6 were already reported as ASD-risk genes. In three families, the identified mutations in SCN2A
[MIM182390], GRIN2B [MIM138252]and SHANK3 [MIM606230]) most likely contribute to the diagnosis of ASD. In two families
with more than one affected child, the de novo ASD risk variants — MECP2 [MIM300005] and CNTN6 [MIM607220] — were not
shared by the affected siblings. We also identified a de novo stopgain mutation in the POGZ gene [MIM614787], known as one
of the major gene for ASD, in a control child. Finally, we identified de novo damaging mutations in 2 new candidate genes for
ASD: ACTL6B (also known as BAF53b) [MIM612458] and KIF1A [MIM601255]. ACTL6B is a subunit of nBAF complex involved
in the neuron-specific chromatin remodelling and has been reported in neurodevelopmental and intellectual disability (ID)
disorders. KIF1A is involved in the transport of synaptic vesicles along axons and has already been reported as being involved
in individual cases of nonsyndromic ID.

Our results confirm the contribution of de novo mutations in ASD, but also highlight the crucial need of including unaffected
siblings and healthy controls to better interpret the data. Our pilot study has only analysed the submerged part of the genetic
iceberg of ASD. The integration of polygenic dimension, including the burden of inherited rare mutations and the accumulation of
a high load of low-risk alleles, will allow us to better understand the complex genetic landscape of ASD.
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Résumé :

Depuis plus de 3 ans, nous avons mis en place le séquengage de grands panels de génes dans le cadre du diagnostic de la
déficience intellectuelle (DI) (220, 275, et aujourd’hui 454 génes couvrant les DI, les troubles du spectre autistique et les
épilepsies). Ces approches visent a développer un test fiable, avec une sensibilité diagnostique suffisante, et accessible a
toutes les familles désirant un diagnostic moléculaire en France.

Plus de 300 patients ont été analysés a Strasbourg et 79 diagnostics de certitude ont été posés : il s’agit souvent de néo-
mutations (73 %), survenant dans des génes a transmission AD parfois récurrents (DYRK1A et TCF4). L’identification de ces
mutations pathogénes a permis dans certains cas la redéfinition de spectres cliniques associés a des mutations de genes
connus (TCF4, DYRK1A) ou nouvellement décrits comme NAA10, TBR1, ZBTB20, POGZ. Le réseau DI de 'ANPGM , en
accord avec la filiere DéfiScience, a défini un panel des 44 génes les plus fréquemment mutés (DI44) , qui sera proposé
rapidement dans différents laboratoires du territoire frangais (sensibilité diagnostique attendue de plus de 10 %).

La sensibilité diagnostique des panels DI220 et DI275 génes est de I'ordre de 26 %. Parmi les 314 patients étudiés, 11,8 %
présentaient un variant clairement pathogéne et 24,9 % un variant de classe 3. Prés de la moitié de ces derniers ont été
secondairement reclassés comme pathogénes grace aux analyses génétiques ou fonctionnelles et a I'expertise des cliniciens
prescripteurs. Ce processus dynamique de reclassification implique les laboratoires experts du géne et s’affine avec
I'accumulation des connaissances et le « data sharing »; ces dossiers sont revus au cours de réunions pluridisciplinaires par
visioconférence, ce qui permet d’aboutir a une conclusion concertée clinico-biologique.

Cette technologie complexe nécessite la mise en place de nouvelles organisations. Les confirmations par séquengcage Sanger
alourdissent de fagon considérable la réalisation de ces tests. Nous proposons des méthodes alternatives pour améliorer le
processus : 1) mise en place d’un contrdle d’identitovigilance indépendant par génotypage de 6 SNPs présents dans les régions
capturés, 2) séquencage ciblé des ADN parentaux en pools en paralléle du patient, permettant d’avoir directement I'information
sur la provenance de chaque variant ce qui réduit de fagcon importante les confirmations Sanger et facilite I'interprétation des
variants.

L’évaluation de I'utilité clinique de ce test (sensibilité diagnostique; évaluation médico économique ; définition de la population
cible en France) devrait permettre I'implantation rapide d’un test accessible & tous. Pour ces familles recevant un diagnostic
moléculaire d’une extréme rareté, un site d’échange et de collecte de données, en vue d’établir I'histoire naturelle de la maladie
et de définir de nouvelles populations cibles de thérapies pharmacologiques, est en cours de mise en place (GenlIDA).
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CSO05 : GenlIDA: un registre internet et réseau social international pour les patients atteints de déficience intellectuelle
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Résumé :

La déficience intellectuelle (DI) et les troubles du spectre autistique (TSA) sont un probléme majeur sur le plan social,
éducationnel et de santé public de part leur fréquence cumulée (environ 2,5%). La DI et les TSA se caractérisent par une
hétérogénéité génétique exceptionnelle qui sous-tend I'hétérogénéité phénotypique tant sur le degré de sévérité que sur les
problémes médicaux associés. Les récents progrés dans I'analyse du génome ont permis d’identifier de nombreux CNVs (copy
number variant) ainsi que plus de 600 génes impliqgués dans des formes monogéniques de DI/TSA. Un nombre croissant de
diagnostiques génétiques est fait pour les individus atteints de DI/TSA, mais I'hétérogénéité génétique rend extrémement
difficile la détermination des corrélations génotype/phénotype ainsi que les histoires naturelles. Actuellement, des traitements
symptomatiques pour les comorbidités sont proposés mais avec des opportunités trés limitées de connalitre précisément les
efficacités et les potentielles contre-indications.

Nous avons initié le développement d’'un modéle alternatif de base de donnée pour les DI/TSA d’origine génétique, organisé
sous la forme d’un registre internet de patient et d’un réseau social ou la plupart des informations clinigue (HPO-compatible)
sont saisies et mises a jour par les familles des patients DI/TSA grace a des questionnaires traduit en différentes langues
(actuellement Francgais, Anglais et Néerlandais). Les familles auront la possibilité d’interagir si elles le souhaitent par
intermédiaire de réseaux sociaux « CNVs / genes » spécifiques auxquels des professionnels ainsi que des associations de
patients pourront étre rattachés. Une présentation descriptive anonymisée issue de I'analyse des réponses aux questionnaires
et validée par notre conseil scientifique et éthique sera accessible pour les familles et les professionnels pour chaque cohorte.
Les professionnels intéressés auront la possibilité de soumettre des questionnaires spécifiques ou de recruter des patients pour
des études cliniques. De telles propositions seront évaluées par notre conseil scientifique et éthique qui contrblera I'intérét
médical, la faisabilité ainsi que le respect des régles éthiques.

Nous présenterons la structure et les fonctionnalités du projet GenlIDA (genida.unistra.fr) qui est actuellement en phase de béta-
testing, ainsi que les résultats concernant I'analyse de nos principales cohortes de patients participantes. Notre stratégie vise a
collecter des informations sur I’histoire naturelle et les comorbidités des formes rares et monogéniques des DI/TSA, ainsi que
les éventuelles contre-indication pharmacologique. Ce projet permet I'implication directe des familles (patient empowerment) et
devrait avoir un impact sur les soins apportés aux patients. La mise en place de cohortes de patients devrait par ailleurs
favoriser l'initiation d’études cliniques a I’échelle internationale.
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Résumé :

Le syndrome Kabuki (SK - OMIM 147920) est une anomalie rare du développement caractérisée par I'association d'anomalies
congénitales multiples, et d'une déficience intellectuelle. Le diagnostic se base sur des variations morphologiques spécifiques
du visage, la présence d'un retard de croissance, des anomalies squelettique et des dermatoglyphes. D’autres symptdmes
peuvent également étre retrouvés. Sur le plan génétique, le diagnostic repose sur la présence d'une mutation du gene KMT2D
ou KDMGA.
On reléve une grande variabilité clinique dans I'expression de ce syndrome tant sur le plan morphologique que cognitif. Dans ce
contexte, le rendement intellectuel s’étend de la normalité a la déficience sévére.

L’objectif de cette étude consiste a investiguer de maniére standardisée le rendement intellectuel d'enfants atteints du SK.
Corollairement, nous nous sommes intéressés aux associations potentielles entre le rendement intellectuel et certaines
caractéristiques cliniques.

Nous avons recrutés trente et un enfants, agés entre 6 et 16 ans, atteints du SK (mutation KMT2D) dans le cadre d'un PHRC
national. Tous ont complété I'échelle d'intelligence pour enfants 4eme édition (WISC 4). L'ensemble des indices de I'échelle ont
été calculés, a savoir le Quotient intellectuel total (Ql), I'indice de compréhension verbal (ICV), l'indice de raisonnement perceptif
(IRP), I'indice de vitesse de traitement (IVT) et l'indice de mémoire de travail (IMT).
Différentes comorbidités ont été recensées telles que I'épilepsie, la microcéphalie, la fente palatine, des troubles visuels ou des
troubles auditifs.

Nous avons a la fois privilégié une approche statistique de groupe et individuelle.

Les résultats montrent que:

Les patients avec mutation tronquante (stop prématuré, décalage de cadre de lecture ou mutation d’épissage) présentent en
moyenne un QI et un ICV significativement inférieurs de 10 points aux patients sans mutation (p=0.05).
Les patients avec une atteinte visuelle ont un QI, un ICV et un IRP plus bas que les patients sans atteinte visuelle
(respectivement, p=0.045, p=0.033 et p=0.035).

Les filles ont une tendance a un meilleur QI (p=0.076) et un meilleur score IVT (p=0.022).

Le calcul des scores de contraste de I'échelle a permis de mettre en évidence un profil intellectuel caractérisé par des forces en
IMT et ICV, au détriment des indices IRP et IVT. Cependant ce profil n'est valable que pour un peu moins de la moitié de
I'échantillon.

Il s'agit a notre connaissance de la plus grande cohorte de patients avec SK par mutation KMT2D et étude WISC4. Cette étude
souligne I'hétérogénéité du profil intellectuel dans le SK. Elle apporte également des éléments majeurs pour la prise en charge
cliniqgue, en mettant en évidence des éléments génétiques, démographiques, ainsi que des comorbidités qui modulent le profil
intellectuel d’enfants avec SK.
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Résumé :

Les microARNs (ou miARNs) sont des petits ARNs non codants qui participent & la régulation post-
transcriptionnelle des génes. Leur rdle clé dans la susceptibilité aux maladies humaines est désormais largement
établi, en particulier dans le contexte des désordres cardiométaboliques. Les miARNs peuvent étre mesurés dans
différents types d'échantillons biologiques (plasma, sérum, urine, etc) au moyen de puces dédiées ou par des
approches de séquencage nouvelle génération (miR-Seq), rendant ainsi possible le profilage & grande échelle
des miARNSs dans des cohortes épidémiologiques.

Dans ce travail, nous décrivons les résultats d'une étude pilote miR-seq visant a quantifier I'ensemble des
miARNs (miRnome) présents dans des échantillons plasmatiques de patients atteints de diabéte de type 2 (DT2)
avec pour objectif d'identifier des miARNs associés au risque de néphropathie diabétique (ND).

Les miARNs ont été isolés a partir d'échantillons plasmatiques de 46 patients atteints de DT2, la moitié souffrant
de ND. Les librairies de miARNs ont été préparées via le kit de préparation NEBNEXT small RNA et séquencées
sur un instrument Hiseq d'lllumina. Les reads séquencés ont ensuite été traités avec un pipeline bioinformatique
afin d'identifier les miARNs et quantifier leurs niveaux d'expression dans le plasma. Une analyse différentielle a
ensuite été menée au moyen d'un modéle linéaire afin de détecter les mIARNs présentant des niveaux
d'expression significativement différents selon le statut ND des patients.

Nous avons pu détecter 381 miIARNs matures connus et exprimés chez plus de 90% des sujets analysés.
Plusieurs miARNs contréles ont été sélectionnés pour étre validés par qRT-PCR. Les mesures d'expression
obtenues par qRT-PCR étaient cohérentes avec celles produites par miR-seq. Les corrélations observées variant
de 0,67 a 0,87. La plus faible p-value observée dans I'analyse différentielle était de p = 1.57 10° pour le miR hsa-
miR-362-5p mais n'atteignait pas le seuil de correction de tests multiples de Bonferroni (p < 1.3 10’4) . En
revanche, parmi les 10 miARNs les plus significatifs, 3 étaient prédits comme ciblant un géne commun. Ces 3
miARNSs étaient faiblement corrélés entre eux (rho =-0.03; rho = 0.07 et rho = 0.19) suggérant ainsi que leur géne
cible pourrait étre un nouveau gene candidat pour la DN.

Pour conclure, cette étude a généré un certain nombre de miARNs candidats et un géne cible potentiellement
impliqués dans la susceptibilité a la ND chez des patients atteints de DT2. La validation, dans d'autres
échantillons indépendants, de ces observations est en cours. Ce travail fournit des éléments soutenant l'intérét de
'approche miR-seq comme une nouvelle stratégie permettant de découvrir de nouveaux biomarqueurs
plasmatiques dans des études épidémiologiques.
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Résumé :

La quantité d’ADN mitochondrial (ADNmt) cellulaire est régulée de facon stricte selon les types cellulaires, mais
les mécanismes de régulation demeurent inconnus. Le géne nucléaire POLG humain qui code pour la sous unité
catalytique de la polymérase gamma A, enzyme responsable de la réplication de '’ADNmt, posséde un ilot CpG
dans l'exon 2, qui est conservé chez la souris. La perte de méthylation de cet ilot CpG corréle avec
'augmentation du nombre de copie d’ADNmt dans des cellules souches embryonnaires humaines, et des cellules
cancéreuses humaines ainsi que dans des tissus murins.

Nous avons quantifié le niveau de méthylation de l'ilot CpG du géne POLG dans divers tissus humains témoins a
différents stades du développement. Nous avons également recherché la possible variation du niveau de
méthylation du géne POLG en présence d’'une mutation de 'TADNmt, ou de deux mutations du géne POLG, a
I'origine d’une déplétion en ADNmt.

Pour cela, un séquencgage a haut débit de I'ADN préalablement traité au bisulfite, a permis de comparer le niveau
de méthylation dans des tissus postnataux témoins (n=30) et porteurs de mutation de '’ADNmt (n=31) ou de 2
mutations du géne POLG (n=18). Une étude similaire a été réalisée sur des tissus foetaux témoins (n=39) et
porteurs (n=53) d’une mutation de ’ADNmt.

Un trés haut niveau de méthylation de I'exon 2 du géne POLG (94%) a été observé en période postnatale et
prénatale, et ce quel que soit le stade de développement et le tissu analysé, hormis le sperme qui possede un
niveau de méthylation beaucoup plus faible (80%) du gene POLG. Ce haut niveau de méthylation n’est pas
modifié par la présence de différentes mutations de 'TADNmt, méme a de tres forts taux d’hétéroplasmie. Il n'est
pas non plus modifié par la présence de 2 mutations du géne POLG, y compris dans les quatre tissus ou une
déplétion majeure en ADNmt a été authentifiée.

Cette étude suggere qu’au contraire des cellules cancéreuses humaines et des cellules souches embryonnaires
humaines, les cellules humaines différenciées régulent leur quantité d’ADNmt indépendamment du niveau de
méthylation du géne POLG. D’autres facteurs impliqués dans la stabilité du nombre de copie d’ADNmt cellulaire
restent donc a identifier.
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Mots clefs : Syndromes marfanoides, déficience intellectuelle, séquengage haut débit d’exome, régulation de la
chromatine, régulation de la transcription, variants de novo

Résumé :

Les patients avec habitus marfanoide (HM) et déficience intellectuelle (D) représentent un groupe génétiquement
et cliniguement hétérogene. En 2013, nous avons rapporté nos résultats d'analyse de 6 génes responsables du
syndrome de Marfan et de Lujan-Fryns (MED12, ZDHHC9, UPF3B, FBN1, TGFBR1 et TGFBR2), ainsi que de
CGH-array 244K a partir de 100 patients avec HM-DI. Nous avions identifié la cause génétique sous-jacente dans
20 % des sujets, comprenant 14 réarrangements chromosomiques non récurrents, 3 mutations FBN1, 1 mutation




MED12, et la coexistence d'une mutation FBN1 et d'un réarrangement chromosomique chez 2 patients,
suggérant une hérédité digénique pour au moins une fraction d'individus. Pour aller plus loin dans l'identification
des bases moléculaires des patients avec HM-DI, nous avons proposé un séquengage de I'exome chez 32
individus, en utilisant une approche de trio pour 22 sujets, et cas index pour les 10 cas restants. L'approche par
trio a été analysée en premiére intention, puis les solos ont été analysés en recherchant des variants rares dans
les génes OMIM, ainsi que dans les genes au sein desquels une mutation de novo avait été identifiée chez un
trio. Au total, une mutation pathogéne ou probablement pathogéne a été identifiée chez 56% des patients dans
14 génes OMIM différents (18/32) (72% si les genes candidats sont considérés). 5 géenes ont été identifiés avec
une mutation de novo ou compatible avec la ségrégation familiale chez au moins 2 individus distincts, incluant 2
nouveaux génes (Nup205 et ATP1A1) et 3 génes déja connus dans la DI (ARID1B, EHMT1, NFIX, NSD1 et
TAF1). NFIX et NSD1 sont 2 génes majeurs des syndromes avec avance staturale, soulevant un lien entre ces 2
entités. De fagon intéressante, 3/4 patients ayant une mutation dans Nup205 and ATP1Al avaient aussi une
mutation de novo dans un autre géene, renfor¢ant I'nypothése digénique. 5 autres variants ont été identifiés dans
des génes responsables de DI syndromique, bien que la présentation clinique n’avait pas permis d’en faire le
diagnostic clinique (ZEB2, ATRX, SLC16A2, ASXL3 et ZBTB20), et 4 variants dans des génes de DI non
syndromique (CHD8, SCN2A, KCNB1, et SLC6A1). Enfin, une mutation candidate a été identifiée dans 3
nouveaux genes (NFIB, ZBTB46 et Emilin 3). Nous avons utilisé des méthodes statistiques élégantes pour
démontrer que la récurrence de mutations dans différents genes d’'une méme voie ne pouvait étre due au hasard.
Pour cela, nous avons simulé la probabilité de trouver ces résultats & partir d’'une cohorte témoin (lossifov, et al.
2015). La probabilité de trouver plus de 3 génes récurrents dans notre petite cohorte étant nulle (p < 2x10-6), tout
comme la probabilité de trouver cette fréquence de génes impliqués dans la régulation de la chromatine ou cibles
de FMRP (p=3.706-5 et p=4.493-7). Au total, nos données démontrent la valeur ajoutée d’endophénotypage de la
DI pour mieux en comprendre les bases moléculaires.
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Résumé :

Uniparental disomy (UPD), a nonmendelianform of inheritance, is when both copies of a chromosome are
inherited from one parent only. GNAS locus, located at 20gq13.2-13.3, is an imprinted locus associated with
methylation changes at one or several differentially methylated regions (DMRs) dependent on an imprinting
center localized within STX16 locus. Loss-of-function mutations are associated to pseudohypoparathyroidism la
(PHP-la) when located on the maternal allele and, POH and severe IUGR when located on paternal allele. In
addition, maternal methylation defects in the GNAS cluster (epimutation) resulted in pseudohypoparathyroidism Ib
(PHP-Ib). There are two forms of PHP-Ib. The familial form is associated to an isolated loss of methylation at the
A/B DMR, secondary to deletion in the STX16 gene. The sporadic form is associated with GNAS diffuse
imprinting defects which mimic the paternal-specific methylation pattern.Thus, paternal UPD of chromosome 20
(UPD(20)pat) is a plausible cause of PHP-Ib.

We used CGH+SNP-array or SNP-array to assess UPD(20) in a cohort of 32 patients presenting sporadic PHP-Ib
and a boy with intrauterine and postnatal growth restriction.

We found 5 patients (16%) with UPD(20)pat : 4 complete and 1 of the long arm of chromosome 20. These
patients exhibited a specific methylation pattern, that identify a subset of 24 patients in whom the frequency of
UPD(20)pat is high (21%).

We also describe UPD(20)mat indicating that patients with early-onset idiopathic isolated growth failure should be
screened for UPD(20)mat. Frenquency of UPD(20)mat in this disorder requires further investigations.
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Résumé :

Moins de 20% des patientes atteintes de cancer du sein (CS) survenant dans un contexte familial présentent une
mutation dans les génes BRCA1 ou BRCA2. Des mutations monoalléliques dans TP53, PTEN, STK11 et CDH1
sont également associées a un risque de CS. Celles-ci expliqueraient 5% des formes familiales de CS. Enfin, 5%
supplémentaires sont attribués a des génes a pénétrance dite "modérée" comme les génes ATM, CHEK2, etc. et
a certains génes impliqués dans la maladie de Fanconi (PALB2, BRIP1). Des études d'association dans la
population générale ont permis d'identifier des SNPs dans 94 loci. Leur effet est cependant faible (OR < 1,2) et ils
n’expliqueraient que 14% du risque familial. La majorité des formes familiales de CS reste ainsi inexpliquée.
Nous faisons I'hypothése que les expositions "environnementales” et le style de vie de chaque femme pourraient
interagir avec différents génes et modifier leur implication dans le risque de CS. Afin de le vérifier, nous
proposons d’utiliser une approche combinée "génes et expositions candidats".
2588 femmes d’origine caucasienne de I'étude GENESIS dont 1304 cas de CS, ont été incluses dans I'analyse.
Elles ont chacune complété un questionnaire détaillé sur leur style de vie, leur vie reproductive, leurs antécédents
médicaux, etc. et ont été génotypées avec la puce a ADN iCOGS (technologie lllumina), développée dans le
cadre du projet COGS (Collaborative Oncological Gene-environment Study) (GENESIS-iICOGS). Cette étude
implique les centres de génétique clinique du Groupe Génétigue et Cancer d'Unicancer.
Nous avons analysé simultanément les SNPs localisés dans les 100 génes de la voie principale de régulation des
cestrogenes (base de données KEGG) et une sélection de facteurs de la reproduction comme I'dge aux
premiéres régles, le nombre de grossesses menées a terme (GMT) et le statut ménopausique.
Une imputation des SNPs manquants a été effectuée a l'aide des logiciels SHAPEIT v2 et IMPUTE2 v2.3.2 pour
les génes étudiés. Un total de 60 113 SNPs dont 57 141 SNPs imputés ont été analysés. Des modéles de
régression logistique univariés (PLINK 1.9) et multivariés (Stata IC 13) ont permis d’estimer les risques relatifs de
CS. Les SNPs ont été analysés individuellement et regroupés en cluster en fonction de leur localisation et de
I'estimation ponctuelle du risque de CS. L'analyse de ces génes a permis d'identifier deux SNPs associés au CS,
I'un, génotypé, se trouvant dans le géne HSPALL et l'autre, imputé, dans le géne KCNJ6. L'adge aux premieres
regles, I'age a la premiere GMT et le nombre de GMT ne semblent pas avoir le méme effet dans la population &
haut risque GENESIS que dans la population témoin. L'analyse simultanée des facteurs gynéco-obstétriques et
génétiques ne modifie pas les estimations du risque de CS.

Ce travail nous a permis de mettre au point une stratégie d’analyse que nous allons étendre a d’autres voies de
régulation en prenant en compte I'ensemble des facteurs potentiellement modificateurs.
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Résumé :

Truncating Mutations of MAGEL2, a Gene within the Prader-Willi Locus, Are Responsible for Severe
Arthrogryposis

D Mejlachowicz', F Nolent!, J Maluenda®, H Ranjatoelina-Randrianaivo’, F Giuliano®, A Benachi**, J Martinovic>,
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Gendmico, Barcelona, Spain. "Service de Biochimie Métabolique and UMR 1127-7225, Hopitaux Universitaires
Pitié-Salpétriere, Paris. 8Pathology Laboratory and NeoVasc Region-Inserm Team ERI28, Institute of Research
for Innovation in Biomedicine, University of Rouen, Rouen.

Arthrogryposis multiplex congenita (AMC) is characterized by the presence of multiple joint contractures resulting
from reduced or absent fetal movement. Here, we report two unrelated families affected by lethal AMC. By
genetic mapping and whole-exome sequencing in a multiplex family, a heterozygous truncating MAGEL2
mutation leading to frameshift and a premature stop codon (c.1996delC, p.GIn666Serfs*36) and inherited from the
father was identified in the probands. In another family, a distinct heterozygous truncating mutation leading to
frameshift (c.2118delT, p.Leu708Trpfs*7) and occurring de novo on the paternal allele of MAGEL2 was identified
in the affected individual. In both families, RNA analysis identified the mutated paternal MAGEL?2 transcripts only
in affected individuals. Exome sequencing targeted to AMC genes including MAGEL2 allowed identifying
additional families. MAGEL?2 is one of the paternally expressed genes within the Prader-Willi syndrome (PWS)
locus. PWS is associated with, to varying extents, reduced fetal mobility, severe infantile hypotonia, childhood-
onset obesity, hypogonadism, and intellectual disability. MAGEL2 mutations have been recently reported in
affected individuals with features resembling PWS and called Schaaf-Yang syndrome. Here, we show that
paternal MAGEL2 mutations are also responsible for arthrogryposis associated with reduced fetal mobility and
microretrognathia, recapitulating the clinical spectrum of PWS and suggesting that MAGEL2 is a PWS-
determining gene.

Supported by the national PHRC, AFM, Alliance Arthrogrypose, Université Paris-Saclay and Inserm
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Résumé :

Le syndrome de Pitt Hopkins (MIM 610954) est un syndrome rare associant une déficience intellectuelle sévére sans
régression, des traits autistiques, une dysmorphie faciale caractéristique et des acces d’hyperventilation. Ce syndrome est dd a
des anomalies du géne TCF4, localisé en 18g21.1 (MIM 602272). La protéine TCF4 est un facteur de régulation de la
transcription de la famille des E-protéines.

Parmi les quelques centaines de cas connus, le phénotype, toujours sévére, est aussi bien di a des mutations dans la région
critique du géne, de I'exon 6 a I'exon 19, qu’a des délétions plus larges, en faveur d’'un mécanisme d’haploinsuffisance de
TCF4. Aucune mutation n’a été décrite en amont de I'exon 2.

Nous rapportons ici le cas d’une interruption du géne TCF4 dans sa partie proximale chez une patiente de 8 ans présentant une
déficience intellectuelle syndromique modérée. En effet, la marche a été acquise a I'age de 18 mois, le langage oral s’est
progressivement mis en place a partir de I'age de 3 ans et la patiente peut maintenant écrire son nom. La croissance est
normale, sans microcéphalie. On note quelques traits autistiques, des troubles du sommeil et une constipation. Il n’y a pas de
dysmorphie particuliére, ni d’'anomalies respiratoires.

Le caryotype montre une inversion péricentrique équilibrée de novo 46,XX,inv(18)(p11.2;g21.1). L’analyse chromosomique sur
puce a ADN est normale. La caractérisation moléculaire de ce remaniement chromosomique par séquengage haut débit sur un
NextSeg500 (lllumina) a identifié 2 points de cassure, vérifiés en FISH, PCR et Sanger, aux positions chrl8:1,262,333-
1,262,334 en 18p11.32 et chrl8:53,254,750-53,254,751 en 18g21.2. Ce dernier point de cassure interrompt l'intron 1 de TCF4
dans sa séquence 5’ non codante, faisant supposer I'expression d’une protéine TCF4 intacte mais en quantité diminuée.

Par ailleurs, 5 autres cas d’interruption de TCF4 ont été rapportés a ce jour. Quatre d’entre eux s’associent a un phénotype
sévere de Pitt Hopkins et a des interruptions toutes situées en aval de I'exon 6. A I'opposé, la patiente rapportée par Kalscheuer
et al (2008), présente une déficience intellectuelle modérée, sans traits autistiques, ni dysmorphie, ni anomalies respiratoires.
Elle est porteuse d’une translocation équilibrée de novo 46,XX,t(18;20)(g21.1;q11.2), caractérisée en FISH et interrompant
I'intron 3 de TCF4, aboutissant & la formation d’un transcrit chimére et donc probablement d’'une protéine TCF4 résiduelle.

Ces 2 cas similaires semblent indiquer que les altérations moléculaires de la région proximale de TCF4, de I'exon 1 a I'exon 4,
s’accompagneraient de la présence d’'une protéine TCF4 résiduelle et donc d’'un phénotype trés atténué de déficience
intellectuelle syndromique, par rapport au tableau classique du syndrome de Pitt Hopkins.
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Résumé :

Le SAS syndrome (SATB2 associated syndrome) est une entité clinico-biologique de description récente caractérisé par une quasi absence
de langage contrastant avec une compréhension relativement conservée, une dysmorphie craniofaciale (micrognathie, fente palatine ou
palais ogival, malposition dentaire) et des troubles du comportement. Il est secondaire a I'haploinsuffisance du géne SATB2 (mutations
ponctuelles, délétions intragéniques, translocations) codant pour un facteur de transcription.

Nous rapportons I'observation d’une fratrie de 5 enfants dont seuls les gargons présentent un trouble de développement pour lequel une
pathologie récessive liée au chromosome X était initialement envisagée.

Ces trois gargons issus de parents en bonne santé, non consanguins, sans antécédents familiaux, présentent une atteinte sévere de langage
mais une compréhension conservée pour les ordres simples, sans retard moteur associé. L'examen clinique retrouve essentiellement une
dysmorphie craniofaciale commune: une face triangulaire, un nez volumineux, un microrétrognatisme, une lévre inférieure éversée.
L’analyse chromosomique sur puce a ADN réalisée chez I'un des garcons met en évidence a I'état homogéne une microdélétion
intragénique d’environ 121 kb du géne SATB2 localisée en 2g33.1. Ce microremaniement chromosomique sera secondairement identifié
chez les fréres atteints. La récurrence de ce CNV suggere la présence d’'une mosaique germinale chez I'un des deux parents, mécanisme
physiopathologique connu pour les mutations ponctuelles mais plus rarement décrit pour les remaniements chromosomiques de structure
déséquilibrés. En effet, les mosaiques chromosomiques parentales sont probablement sous estimées en raison de leur difficulté de mise en
évidence (faible pourcentage de mosaicisme, sensibilité de la technique utilisée, tissu analysé). L'enquéte familiale réalisée par différentes
techniques conduira a I'identification chez la mére asymptomatique d’'une mosaique somatique faible, dans les limites de détection, pour
cette variation du nombre de copie.
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Résumé :

Les réarrangements chromosomiques complexes (RCC) sont définis comme des anomalies structurelles symétriques ou
asymétriqgues de chromosomes avec, au moins 3 points de cassure sur 2 chromosomes différents. Les RCC sont rarement
décrits en cytogénétique constitutionnelle et correspondent généralement a des associations de translocations.

Nous rapportons le cas d'un patient atteint d'une déficience intellectuelle précoce associée, a une absence de langage, une
hypotonie et un retard postural malgré une bonne compréhension et une bonne autonomie motrice. Le caryotype a révélé une
translocation de novo complexe impliquant trois chromosomes : 46,XY,t(3;15;5)(p11;?92 5;923)dn.

Afin de mieux caractériser ce RCC, nous avons utilisée diverses techniques telles que la FISH, I'Array-Painting et le Whole
Genome Sequencing. Ces différentes approches ont conduit a l'identification d'un réarrangement bien plus complexe et massif
du génome qui peut étre classé comme un chromothripsis. Ces réarrangements chromosomiques complexes se produisent au
cours d’un seul éveénement catastrophique, sous forme de multiples cassures double-brin restreints a une région
chromosomique, entrainant une pulvérisation en fragments chromosomiques. La plupart sont réorganisés de maniere aléatoire
afin de reformer une structure chromosomique stable (chromosome dérivé).

L'étude de ce patient confirme la complexité des mécanismes dans la genése du RCC et par conséquent le diagnostic de
chromothripsis. Ainsi, la mise en ceuvre de nouvelles techniques a bouleversé nos connaissances avec la découverte de
phénoménes imprévus tel que le chromothripsis. Cette étude nous permet de souligner les difficultés d'interprétation de ces
technologies, notamment le Whole Genome Sequencing, et I'importance du réle de la FISH encore a I'heure actuelle.
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Résumé :

Détection combinée de variations de nombre de copies et de variants nucléotidiques par OneSeq : une alternative au
whole genome sequencing ?
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La détection de variation du nombre de copie (CNV) est aujourd’hui un point critique dans I'analyse de données de séquencage
a haut débit (Next Generation Sequencing, NGS). Ainsi, une analyse chromosomique sur puce a ADN précéde généralement le
séguencage de panels de génes ou d’exome en I'absence d’orientation diagnostique en cas de déficience intellectuelle.

Nous avons testé un nouveau design NGS combinant deux séries de sondes : I'une ciblant 'exome a la recherche de variants
nucléotidiques et l'autre répartie uniformément sur le génome utile a la détection de variation du nombre de copie avec une
résolution théorique de 300 kilobases (OneSeq, Agilent Technologies). La capture des régions a séquencer a été réalisée selon
le protocole du fournisseur (SureSelect’”, Agilent). Nous avons inclus dans notre étude 30 patients et deux témoins
(nécessaires a l'algorithme de calcul) qui ont été séquencés sur deux plateformes lllumina (HiSeq1500 et NextSeq500, paired-
end sequencing 2x100pb et 2x75pb respectivement). Sept patients étaient porteurs de CNVs pathogénes de moins de 300 kb et
21 de CNVs de plus de 300 kb. Parmi ces patients, onze étaient également porteurs d’un variant nucléotidique identifié par
séguengage Sanger, panel ou exome. Les données ont été analysées avec le logiciel SureCall (Agilent Technologies) avec les
parameétres par défaut prévus pour ce kit. La profondeur moyenne obtenue était de 145x et 97% des cibles étaient couvertes
par au moins 20 lectures. L’analyse des 30 patients a permis de confirmer la résolution de 300 kb pour les CNVs. Les variants
nucléotidiqgues connus et non retrouvés par la technique utilisée n’étaient pas ou insuffisamment couverts. Si les aspects
techniques ont été rapides a maitriser, les paramétres bioinformatiques concernant I'appel des variants (CNVs et SNVs) restent
encore a ajuster. L’ajout a ce design d’un panel de génes a facon est une possibilité intéressante.

Hormis la détection de variants structuraux, cette stratégie se place en alternative au séquencage whole genome en combinant
en une seule technique I'analyse chromosomique sur puce a ADN et le séquencgage d’exome. Ce type d’approche constituera
un bouleversement des pratiques dans les laboratoires hospitaliers de génétique moléculaire et de cytogénétique.

Mots-clés : OneSeq, NGS, CNV, SNV
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Résumé :

L'insuffisance ovarienne prématurée (IOP) est caractérisée par une absence ou un arrét de la fonction ovarienne normale avant
'age de 40 ans. Elle peut se manifester par une absence de développement pubertaire, une aménorrhée primaire ou
secondaire ou par une ménopause précoce. La prévalence de I'lOP chez les femmes de moins de 40 ans est estimée a 0,1 a
1,4%. Les étiologies les plus connues sont les causes auto-immunes, iatrogénes, virales ou génétiques. Ces derniéres incluent
les anomalies du chromosome X (monosomie X, anomalies de structure du chromosome X) et les anomalies des autosomes
(implication de génes responsables de formes non syndromiques ou syndromiques d’lIOP). Mais a ce jour, de nombreux cas
d’IOP restent inexpliqués. Depuis 2009, quelgues études se sont intéressées a l'utilisation de I'analyse chromosomique par
puce & ADN (ACPA) chez des patientes présentant une IOP. Des variants impliquant de nouveaux génes candidats pour I'lOP
ont ainsi été identifiés. Ces génes ont été retenus comme génes d’intérét en raison de leur réle connu dans la reproduction
(dyskinésie ciliaire primitive : DNAHS5 ; folliculogenése : AKT1, IMMP2L, FER1L6, MEIG1), dans la méiose (PLCB1, RB1CC1,
MAP4K4) ou dans la réparation de 'ADN (RBBP8). Des variants impliquant des génes connus d’lIOP ont également été mis en
évidence. Néanmoins, 'ACPA n’est pas encore appliquée en routine chez les patientes présentant une IOP et les variants
pathogénes responsables d’lOP ne sont donc pas formellement identifiés.

Nous avons analysé par ACPA 60 patientes présentant une IOP afin d’identifier des régions génomiques associées a la
survenue d’une |IOP. Des variants impliquant des génes déja suspectés comme étant associés a la survenue d’une IOP dans de
précédentes études (CSMD1) ou de nouveaux génes candidats pour le phénotype observé ont été mis en évidence. Parmi ces
derniers, les génes sont notamment impliqués dans la division cellulaire (CLASP1, CENP-A, CDC16) ou dans le développement
ou la fonction ciliaire (RSPH1, KIF24) ou sont fortement exprimés dans I'appareil génital féminin (KIAA1324). Chez 3 patientes,
un variant au niveau de la région 22q11.21 a été observeé : une duplication de 3 Mb (LCR22-A / LCR22-C), une duplication et
une délétion de 1,4 Mb (LCR22-A / LCR22-B).

Ces données montrent l'intérét de la réalisation de ’ACPA dans le bilan étiologique génétique des IOP. Les variations du
nombre de copies d’ADN mises en évidence ont des retombées diagnostiques en cas d’implication de genes gonadiques
connus ou de leur région régulatrice ou des retombées plus fondamentales en cas d’identification de nouveaux génes candidats
pour le développement gonadique ou la physiopathologie ovarienne. Au final, une prise en charge optimale pourra étre
proposée aux patientes atteintes d’lOP ainsi qu’a leurs apparentées (actions de préservation de fertilité).
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Résumé :

Le syndrome de Phelan Mc Dermid (aussi connu sous le nom de délétion 22q13.3) est caractérisé par une déficience
intellectuelle (DI), des troubles du langage et un autisme. Le géne SHANK3 codant pour une protéine d’échafaudage de la
région post synaptique des synapses glutamatergiques serait responsable de la plupart des troubles neurodéveloppementaux
observés. La taille des segments délétés et le mécanisme de survenu des anomalies sont trés variables et la corrélation
génotype-phénotype n’est pas précise. En particulier, I'association avec l'autisme varie d’'une étude a l'autre. Notre étude
multicentrique francaise réalisée via le réseau « Achropuce » a pour but d’identifier les patients avec remaniement 22q13.3, de
préciser les relations génotype-phénotype et de montrer I’existence de facteurs modificateurs éventuels.

Nous rapportons les données génétiques et cliniques de 77 patients présentant un CNV impliquant le géne SHANKS (plus
grande cohorte décrite en Europe) : 52 % de filles, 47% de gargons et 1 feetus. Pour 72 patients, on observe une délétion qui
dans 13 cas, est associée a une duplication terminale d’'un autre segment chromosomique du fait d’un déséquilibre de
translocation. La taille des délétions varie de 45,8 kb & 9,10 Mb. Pour 5 patients, on observe une duplication de la région
22013.3, survenue de novo (deux cas dont un en mosaique), héritée (1 cas) ou de transmission inconnue. La taille des
duplications varie de 96 kb & 5,5 Mb. La prévalence des remaniements 22¢q13.3 varie de 0,2 % a plus de 1%, taux similaire a
celui déja rapporté.

Sur ’ensemble des patients présentant une délétion, 20 (43 %) sont décrits comme ayant des traits autistiques alors que 26
n’en n‘auraient pas. L'item n’est pas renseigné pour les autres. Toutefois, le diagnostic de TSA n’est souvent que clinique. Si
I'efficience intellectuelle semble conservée dans certains cas (2,5 %), I'atteinte du langage est constante. Certains patients
présentent un phénotype clinique trés sévere, qui n’est pas corrélé a la taille de la délétion. Le suivi & long terme d’au moins
deux patients est marqué par une régression des apprentissages a I'age adulte et une aggravation des troubles psychiatriques.
Concernant les patients porteurs d’une duplication, deux sont atteints de TSA, tous semblent présenter un phénotype moins
sévere.

De fagon intéressante, 2 patients porteurs d’'une délétion 22q13.3 présentent aussi un microremaniement 16p11.2 impliqué
dans les TSA la DI et I'obésité. Ces deux patients ne sont pas atteints de TSA et la DI est modérée.

Ce projet pilote va permettre de mieux comprendre les relations génotypes-phénotypes et d‘initier de nouvelles études pour
identifier des facteurs modificateurs de la sévérité du trouble. Nous discuterons des données génétiques (dont I'étude des
« second hits ») et cliniques de notre cohorte et des limites de leur interprétation. La prudence dans I'utilisation des données de
la littérature sera également discutée.
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Résumé :

Les NEM2 sont des affections multiglandulaires liées & des mutations germinales dominantes du proto-oncogéne
RET. La bonne corrélation entre le phénotype et le génotype a permis a I'ATA (The American Thyroid
Association) de proposer en 2009 (révision en 2015) un guide de recommandations comportant une classification
des mutations activatrices de cet oncogéne basée sur le risque de développer un carcinome médullaire de la
thyroide (ATA medullary thyroid cancer guidelines). Nous reportons les résultats des tests réalisés par les
laboratoires labellisés par I'INCA (TEN-GEN) entre 2003 et 2013. Le but de cette étude est d'évaluer la
prévalence des variants moléculaires pathogénes (mutations) ou de signification inconnu (VSI) et de 4
polymorphismes (SNP) (G691S; L769L, S836S, S904S) du proto-oncogéne RET dans la population francaise en
fonction du phénotype.

Tous les centres impliqués dans le diagnostique moléculaire des NEM2 étaient invités a remplir les
renseignements suivants: date de naissance, date du diagnostic, phénotype au moment du diagnostique, variants
moléculaires du géne RET.

7323 analyses du proto-oncogéne RET ont été réalisées dont 5109 cas index et 2214 études familiales. Parmi les
cas index 10.1% présentaient une mutation ou VSI. Leur phénotype était pour 71% un carcinome médullaire de la
thyroide (CMT) isolé, 17.4% NEM2A et 7.7% NEM2B. Soixante-trois variants génétiques (mutation et VSI) ont
été répertoriés : V804M (17.4%), C634R (12.5%) et C634Y (9.2%), L790F (8.8%), M918T (7.7%), les autres étant
retrouvées dans moins de 5%. Vingt-cinq variants (8,6% des variants identifiés) n'étaient pas répertoriées dans la
classification proposée par I'ATA medullary thyroid cancer guidelines dont 24% sont inconnus des bases de
données.

Nous avons retrouvé une répartition des polymorphismes identigue aux données publiées dans la littérature.
Nous avons pu identifier I'effet cumulatif des alléles mineurs des 4 SNP étudiés et plus particulierement que
I'allele mineur du polymorphisme du codon 691 augmente la probabilité de développer un phéochromocytome.
Cette étude rétrospective nous a permis d'établir le spectre spécifique des variants moléculaires du géne RET en
France et d'identifier des VSI dont la corrélation phénotype-génotype est a réaliser. Une sous population de
patient porteur de I'alléle mineur du SNP codon 691 semble étre a risque de développer un phéochromocytome
dans le cadre des NEM2.
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Résumé :

La Néoplasie Endocrinienne Multiple de type 1 prédispose au développement de tumeurs endocrines des
parathyroides, du duodénum et pancréas, de I'antéhypophyse, du thymus et des bronches. Cette pathologie, a
transmission autosomique dominante est secondaire & des mutations du géne suppresseur MEN1. L'analyse de
ce gene est indiquée en cas d'association de tumeurs endocrines évocatrices du syndrome mais aussi en cas de
tumeur ne touchant qu’un seul organe, en particulier si la tumeur est de survenue précoce. Des recommandations
concernant ces derniéres indications ont été émises en 2013 par le Groupe d’études des Tumeurs Endocrines
(GTE). Dans les cas d’hyperparathyroidie ou de tumeur hypophysaire isolée, I'analyse génétique va aussi se
compléter respectivement par I'analyse du géne CDC73/HRPT2 et du géne AlP.

Nous avons repris les résultats de I'analyse de ces trois génes effectuées depuis 10 ans dans notre laboratoire
pour étudier les mutations retrouvées, notamment leur fréquence en regard des indications cliniques.

L'analyse du géne MEN1 a été effectuée chez 1977 cas index. 831 patients avaient une histoire
d’hyperparathyroidie isolée ou familiale, 210 une histoire de tumeur endocrine duodénale / pancréatique unique
ou multiple ou familiale, 312 une atteinte hypophysaire personnelle ou familiale. Le nombre de mutations de
MEN1 est de 54 chez les patients avec une hyperparathyroidie (6.5%), 12 chez les patients avec une atteinte
duodéno-pancréatique (5.7%) et 4 chez ceux avec une atteinte hypophysaire (1.9%). Les patients avec d’autres
indications d’analyse, le plus souvent des atteintes pluri-glandulaires, étaient au nombre de 624. Dans ce dernier
groupe 116 mutations ont été identifiées (18.5%). Nous avons pu vérifier que 12 variants touchant des sites
d’épissage ou a localisation intronique affectaient I'épissage. Des analyses in silico et quand cela était possible
des analyses de co-ségrégation, des études de perte d’hétérozygotie ou de perte d’expression de la ménine ont
été réalisées pour 36 faux sens non répertoriés dans la littérature.

L’analyse du géne HRPT2 a concerné 395 patients dont 82 avec une histoire familiale d’hyperparathyroidie et 20
avec un cancer parathyroidien. Des mutations tronquantes ou d’épissage ont été retrouvées chez 20 patients
(5%) dont 4 avec des histoires familiales et 6 avec un cancer parathyroidien. 4 autres patients présentent un
variant faux sens. L’analyse du géne AIP a été effectuée chez 288 patients dont 79 avec des histoires familiales.
Des mutations ont été retrouvées chez 4 cas index (1.4%), tous &gés de moins de 20 ans dont 2 avec des
histoires familiales de tumeur hypophysaire.

Le développement du séquencgage haut débit (NGS) va permettre de réaliser des analyses conjointes sur un plus
grand nombre de génes dans le cadre des tumeurs endocrines. Les recommandations pour les indications
d’analyse en cas d’atteinte endocrinienne isolée resteront valables pour limiter les analyses génétiques inutiles.
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Résumé :

Introduction

The umbrella term PTEN Hamartoma Tumor Syndrome (PHTS) gathers together several phenotypic
presentations including Cowden disease related to germline PTEN deleterious mutations. Despite this phenotypic
heterogeneity, clinically Cowden disease patients do not harbor any deleterious PTEN coding phase mutation,
suggesting either a genetic heterogeneity or mutations lying on PTEN transcription regulation regions located at
large distance from PTEN gene. Since 1997, the genetic lab of Bergonie Institute in Bordeaux underwent the
molecular diagnostic of PTEN mutation in Cowden patients.

Material & methods
A series of 22 Cowden disease patients without any PTEN coding phase mutation was defined. For each, the
entire genomic PTEN locus was deeply sequenced using the combination of capture and sequencing by
synthesis (lllumina).

Results

A total of 96 unique deep intronic variants in PTEN gene were detected in the series of 22 patients. In order to
select pathogenic variants, a succession of different computer filtering strategies were used. Variants in locally
repeated region, or in genomic repeated sequences (LINE, SINE, ...) were excluded. Selected variants were then
mapped in the 2209 metatables of ENCODE project and those in transcription regulation region were specifically
selected. Together, a series of 6 variants was defined, 4 variants lying in intronic region of PTEN, one in the
3'UTR and one in a intergenic position. Intronic variants were located between 100 to 15000 nucleotides from
exon-intron junction. One intronic variant is predicted to be involved in the transcription silencing of PTEN. Results
of the prediction together with the molecular exploration of the involvement of variants in the PTEN expression
regulation were presented.

Conclusion

Deep intronic variant could be a novel mechanism of deleterious PTEN transcription silencing, then enabling a
new way of pathogenicity in Cowden disease. If fully documented, such mutation should be analyzed in every
patient displaying Cowden disease clinical signs.

of note, the first three authors contributes equally to the work
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Mots clefs : PTEN, Cowden syndrome, genetic heterogeneity
Résumé :

Background: Cowden syndrome (CS) is an inherited autosomal dominant disorder associated with germline
mutations of PTEN. The experience gained from the implementation of molecular diagnostic analysis of PTEN
showing the existence of patients with a demonstrative phenotype without a PTEN mutation, argues in favor of
genetic heterogeneity. To explore this hypothesis, we performed exome sequencing and compared potentially
deleterious variants in PTEN mutation-negative patients with CS phenotype.

Methods: We selected a series of 22 patients with a CS phenotype for which molecular investigations (including
NGS analysis of the complete genomic locus of PTEN) had failed to characterize a mutation. Two of them with a
sporadic presentation had parental DNA available allowing a trio strategy. Cleveland Clinic and PTEN Predict
diagnostic scores were calculated for all patients. Exomes were sequenced by the Integragen company. Genomic
DNA was captured by Agilent NGS Target Enrichment Sure Select Human All Exons V5®, and then paired-end
sequenced using an lllumina HISEQ 2000®. Bioinformatic analysis was based on the lllumina pipeline
CASAVAL1.8® using ELANDv2e® alignment algorithms. SNV and Indel annotation was performed by Integragen.
Candidate genes were then selected using ERIS® Integragen software, and then validated using an in-house
strategy. The first analysis compared the 22 exomes to identify candidate genes. The second analysis concerned
the two trios and looked for a neo mutation.

Results: Approximately 2700 Indels and 37000 SNVs were identified per patient. For the first analysis, the
following filters were applied to generate a list of 125 variants in 69 genes: only heterozygous Indels, Nonsense,
Splice variants, with MAF less than 0,1% and a minimal depth of 10, and with at least 2 variants found in 2
patients were retained. Interestingly, a previously unreported large PTEN insertion was found in 2 patients with
high diagnostic scores, and an Indel in BRCA2 was found in one patient with poor diagnostic scores. In the
remaining 67 candidate genes, only one showed validated alterations in more than one patient: PLA2G4B. For
the second analysis, the following filters were applied to generate a list of 34 (first trio) and 30 (second trio)
heterozygous neo mutations: only variants with MAF under 0,5% and minimal depth of 10 were retained. In the
first trio, there was no validated neo mutation but in the second trio, one neo mutation was validated in a gene
involved in the regulation of the PI3K/Akt signaling pathway like PTEN.

Conclusion: The identification of 2 genes whose alterations are responsible for a phenotype very similar to PTEN
mutations may reveal important perspectives concerning functional pathways and carcinogenesis, but further
investigations are needed to confirm their implication. If no new gene is identified, the alternative hypothesis
seems to be the presence of undetectable PTEN mutations in patients with high diagnostic scores.
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Résumé :

Contexte. Plus de la moitié des familles suspectées de prédisposition héréditaire au cancer du sein (CS) ou de
I'ovaire (CO) sont dites « BRCA négative » en I'absence de mutation des genes BRCAL et 2 identifiée chez le cas
index. Ces familles doivent étre classées en réunion multidisciplinaire (RCP) en « risque trés élevé» ou « risque
élevé» de CS afin de proposer un dépistage du CS adapté (Recommandations HAS 2014). En I'absence de
critere standard de classification, on utilise souvent le seuil de 20% de la probabilité cumulée & 70 ans de CS
(PC70CS) calculée par le modéle BOADICEA avec prise en compte du résultat négatif des analyses BRCA (Lee
et al. BJC 2014). Cette méthode qui repose sur ce seul critere est discutable alors que sont également
disponibles des critéres décrivant le phénotype tumoral familial et les autres probabilités estimées par
BOADICEA.

Objectif. Evaluer I'apport de critéres cliniques et probabilistes pour caractériser et classer les familles « BRCA
négatives ».

Matériel et Méthodes. Ont été incluses 399 familles « BRCA négatives » recrutées au Centre Léon Bérard
entre 1995 et 2014 ; de score Eisinger (Bull Cancer 2004) médian égal a 5. Ont été pris en compte pour chaque
famille : les scores Eisinger (El) et Bonaiti (BO) (Bull Cancer 2011) et pour I'apparentée de premier degré du cas
index ayant la PC70CS la plus élevée : la probabilité de mutation résiduelle BRCA1/2 (PrMut), la PC70CS, la
probabilité cumulée a 70 ans de CO (PC70CO) et la probabilité cumulée de CS sur les 10 ans a venir (PC10CS)
(estimées par BOADICEA). Une analyse en composante principale (ACP) couplée a la méthode des K-means a
permis d’obtenir une carte factorielle et une classification non supervisée des familles en groupes homogénes.
Résultats. L’ACP (Figure) a regroupé en 3 catégories distinctes les critéres étudiés : 1/ les scores El et BO; 2/
les probabilités PC70CS et PC70CO; 3/ les probabilités PC10CS et PrMut. La classification non supervisée des
familles a identifié 3 groupes dont 2 clairement séparés et considérés a risque trés élevé (n=67; 17%) et risque
élevé (n=157; 39%) comportant respectivement 30 (45%) et 157 (100%) familles avec une PC70CS < 20%. Le
3éme groupe dit « intermédiaire » situé entre les 2 groupes précédents compte 175 (44%) familles.

Discussion. Les familles BRCA négatives peuvent étre caractérisées par trois critéres facilement accessibles : le
score El et les probabilités PC70S et PrMut. Ces criteres intégrés dans une carte factorielle permettent de classer
66% des familles dans 2 groupes a risque trés élevé et élevé de CS. La seule prise en compte du seuil PC70CS
> 20% exclue la moitié des familles concernées par un risque trés élevé de CS. Les familles du groupe
« intermédiaire » nécessitent une évaluation en RCP.

Conclusion. L’analyse multicritéres est performante pour classer les familles « BRCA négatives » selon la
procédure conseillée par la HAS et permettrait de diminuer de moitié les familles a évaluer en RCP.
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Résumé :

L'amélioration de la prise en charge des patients atteints de cancer repose en partie sur le profilage génétique du
génome tumoral afin d’orienter la stratégie thérapeutique. Cela implique la capacité de réaliser le génotypage
d'un nombre croissant de mutations. En permettant le séquengage massivement paralléle de million de clones, le
NGS représente une technologie appropriée pour la mise en oeuvre d'une telle routine de diagnostic. Pour relever
ce défi, nous avons développé un procédé en flux continu de production et d’analyse des données NGS qui est
suffisamment robuste pour le diagnostic moléculaire de routine a partir des échantillons FFPE.

Un panel dédié de 127 amplicons et couvrant une région de 5,8 kb a été concu pour détecter des mutations
potentiellement actionnables dans 20 génes clés du cancer. Nous avons utilisé une stratégie d’amplification
multiplex pour la préparation de librairies & I'aide du systéeme Access Array™ (Fluidigm) et un MiSeq (lllumina)
pour le séquencage profond des librairies. Une suite d’algorithmes (VariantDx) dédiée au diagnostic génétique
somatique a été développée pour automatiser le processus de détection et d’annotation de deux types de
variations génétiques : variations de nucléotides simples (SNVs) et insertions ou délétions courtes (indels). Les
données de NGS ont été produites a partir de 3366 patients (1598 cancers bronchiques non a petites cellules,
1447 cancers colorectaux, 230 mélanomes et 91 gliomes) et ont été comparées avec les résultats obtenus par
les techniques de référence du laboratoire : le pyroséquencage (PS) et la PCR spécifique d'alléles (ARMS)
utilisées jusque a présent dans de le diagnostic de routine.

Le séquencage profond développé au laboratoire a produit une couverture minimale de 300X pour tous les
amplicons et a détecté 826 altérations (770 SNVs et 56 indels) dont 822 ont également été identifiées avec les
méthodes de référence. Le NGS a conduit & 3 faux négatifs liés a la mauvaise qualité de I'ADN. Quatre faux
positifs détectés uniquement par NGS suggerent que cette technique peut détecter des mutations échappant aux
méthodes classiques. Considérant le PS et la PCR ARMS comme références, le protocole de séquencage
profond mis en place procure une sensibilité de 0,996 et une spécificité de 0,999.

Nous avons démontré que notre approche de séquencgage profond peut étre mise en ceuvre de maniere fiable en
tant que test de diagnostic pour la détection de mutations somatiques. Ainsi, I'analyse simultanée des mutations
théranostiques reconnues ou potentielles de 20 génes clés du cancer est aujourd’hui la technique de routine dans
le diagnostic somatique des tumeurs solides & Rennes. Cette approche améliore de facon significative la
stratification moléculaire des patients et permet, pour certains d’entre eux, 'inclusion dans des essais cliniques
appropriés. Enfin, cette approche est également adaptée au test de 'ADN tumoral circulant au diagnostic initial et
au suivi du patient.
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Résumé :

En 1987, Swift et coll. ont montré que les femmes apparentées a un enfant atteint d’ataxie-télangiectasie (A-T)
avaient un risque élevé de cancer du sein (CS) comparé a celui des femmes de la population générale. Il y a 20
ans, le géne ATM (A-T muté) a été identifié, codant pour une protéine kinase dont le rdle est central dans le
déclenchement des réponses aux dommages de 'ADN. Des études familiales rétrospectives menées en Europe
et aux Etats-Unis ont confirmé le réle du géne ATM dans le CS. En population générale, des mutations perte-de-
fonction et certains faux-sens ont été associés au CS. Plus récemment, I'analyse de panels de génes a identifié
des mutations dans ATM chez des personnes référées pour une recherche de mutation sur les génes BRCA1/2
avec une fréquence tres variable (0,7% a 2,12%).

Les premiéres études familiales ont également suggéré que d’autres cancers comme le cancer de I'estomac, la
vessie ou l'ovaire pouvaient étre plus fréquents que dans la population générale. Ces études étaient non
concluantes. Cependant I'analyse du génome de 168 familles présentant de nombreux cas de cancer du
pancréas a montré qu’une mutation du géne ATM ségrégait dans 6 familles. La premiére étude familiale francaise
sur 34 familles n'avait mis en évidence une association qu'avec le CS et pas d’'autres cancers. Afin d'augmenter
la puissance statistique, nous avons actualisé cette étude en incluant de nouvelles familles (étude CoF-AT).
Aujourd’hui, 235 familles ont été identifiées par le laboratoire de référence a I'Institut Curie. Sur les 211 familles
contactées, 106 ont accepté de participer, soit 3 fois plus que dans la premiére publication. Les caractéristiques
démographiques et la survenue de cancer dans ces familles ont été recueillies aupres des apparentées des
enfants atteints d’A-T via les consultations de génétique. Un échantillon sanguin a été prélevé pour déterminer le




statut hétérozygote pour le géne ATM. Nous avons estimé le rapport d'incidence standardisée (SIR) de cancers
en comparant le nombre de cancers observé dans les familles a celui attendu dans la population frangaise.

Le CS est le cancer le plus fréquemment rapporté, avec un total de 101 cas. Le SIR est de 4,14 (IC95%=1,51-
9,01) parmi les apparentées du 1% degré de I'enfant A-T, 2,21 (IC95%=1,52-3,10) parmi celles du 2° degré et
1,27 (1C95%=0,92-1,72) parmi celles du 3° degré. Nous avons observé un risque augmenté de cancer du
pancréas (SIRw phetan)=4,95, 1C95%=3,04-7,61). Enfin, le risque de développer un lymphome ou une leucémie est
augmenté chez les apparentés ayant une probabilité d'étre hétérozygote AT supérieure a 60% (SIR=5,33,
IC95%=1,43-13,7).

Nos résultats confirment les données de la littérature pour le CS. lls montrent également que le cancer du
pancréas pourrait faire partie des cancers associés a ATM dans les familles de patients A-T, avec un risque
absolu & 75 ans d’environ 7% (IC95%:2,4-10,7) chez 'homme et 4% (IC95%:1,4-7,9) chez la femme.
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Résumé :

Depuis sa création en 2000, la consultation multidisciplinaire d'oncogénétique dédiée aux paragangliomes,
phéochromocytomes et autres tumeurs endocrines de 'HEGP s’est adaptée aux changements liés a I'évolution
de la génétique, des techniques, a l'intégration d'un conseiller en génétique et aux modifications législatives. 1380
patients ont été recus a cette consultation, correspondant a 1935 consultations de génétique et 1558
consultations psychologiques. Un protocole "Adulte", puis un protocole "Mineur" ont été établis, tenant compte
des enjeux psychologiques et éthiques du test génétique. Le protocole "Adulte" est identique pour les cas index
et les apparentés. Une attention particuliere a été portée a l'anticipation des conséquences personnelles et
familiales du résultat, aux modalités de I'annonce du résultat, & la transmission de l'information aux apparentés et
a la mise en place d’'une surveillance effective du risque tumoral chez les sujets porteurs d'une mutation. Des
brochures d'information ont été rédigées pour les adultes en 2002, puis révisée en 2012, et pour les enfants en
2015. La consultation recgoit chaque année des stagiaires psychologues pour des journées de formation. Les
enseignements principaux issus de cette expérience de 15 ans sont: 1/ la vulnérabilité psychologique des cas
index/apparentés : une étude ancillaire du protocole PGL-EVA, sur une population de sujets porteurs d'une
mutation SDH suivis pendant trois ans, a montré que les cas index ont des scores de dépression et de stress
plus élevés que les apparentés; 2/ La nécessité d'accompagner psychologiquement la transmission de
I'information aux apparentés : élaboration d’'un questionnaire spécifique (C. Oheix, Assises 2010) ; 3/ lI'importance
d'un protocole spécifique et validé pour les sujets mineurs (Lahlou-Laforét, Horm Metab Res 2012); 4/ Le
maintien d'une consultation psychologique aux trois étapes du protocole de test (avant le test, a la premiére et &
la seconde annonce du résultat). Ce dispositif a permis notamment d’éviter le recours au courrier destiné aux
apparentés prévu par le décret de 2013 depuis sa mise en application; 5/ Le re-contact des sujets en cas de
nouvelles données issues de I'évolution de la génétique doit faire I'objet d'un accompagnement psychologique (cf
Abstract JM Mazzella et al, Evaluation du risque de violation de I'empreinte génomique maternelle du géne
SDHD). Au total, 'accompagnement psychologique de notre consultation s’est adapté a I'‘évolution de la
génétique. Il garde toute son importance y compris lorsque les techniques se simplifient — ou se compliquent
(cas du NGS). L'expérience acquise permet de mieux aborder les cas inattendus et complexes et peut étre
transmise aux collégues en formation.
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Résumé :

L’hypomélanose d'lto est définie par une hypopigmentation suivant les lignes de Blaschko associée a des
manifestations neurologiques. Nous rapportons ici une anomalie génétique en mosaique commune dans
I'hypomélanose d’lto avec mégalencéphalie. Cing enfants (3 filles, 2 gargcons), sans antécédents familiaux, ont
été étudiés. Quatre avaient une hypopigmentation Blaschko-linéaire, et un une méche blanche avec hypochromie
en quadrant et hétérochromie irienne. Tous sauf une avaient une macrocranie précoce (PC > 3 DS) et un retard
des acquisitions. La patiente princeps (P1) et 3 autres patients avaient une épilepsie sévére. L'IRM cérébrale
montrait une mégalencéphalie diffuse ou unilatérale, sans anomalie de la gyration ni dysplasie corticale. Chez P1
un séquencgage d'exome complet & haut débit a la recherche de variants de novo a été effectué sur ADN de
biopsie cutanée, et comparé a 'ADN sanguin des parents. Chez les 4 autres patients, un séquencage ciblé a
directement été effectué sur ADN cutané. Le séquencage d’exome a identifié chez P1 une mutation activatrice du
géne MTOR sur la peau, absente du sang et de 'ADN parental, représentant 29% des alléles. Chacun des 4
autres patients était porteur d’'une mutation MTOR différente sur ADN cutané, indétectable ou a un taux trés faible
dans le sang, confirmant leur nature post-zygotique. L'étude de la voie PI3K-mTOR sur fibroblastes cutanés de
P1 aprés déplétion en acides aminés a montré qu’'elle était constitutivement activée avec phosphorylation de la
S6-kinase et d’Akt. De ce fait un traitement par everolimus, inhibiteur spécifigue de mTOR, a été instauré mais
interrompu en I'absence d’amélioration de I'épilepsie ou des fonctions cognitives.

Méme si des anomalies chromosomiques en mosaique avaient été rapportées dans I'hnypomélanose d’lto, aucune
I'hypopigmentation est probable, l'activation de mTOR entrainant une diminution de la mélanogenése par
répression de MITF et des protéines qu'il active. Ce mécanisme rapproche I'HI de I'hnypochromie de la sclérose
tubéreuse, due a une inactivation de TSC1 et TSC2, protéines inhibitrices de mTOR. Des mutations de MTOR
ont récemment été identifiées dans des mégalencéphalies et dysplasies corticales focales mais sans atteinte
cutanée associée. Les troubles neurologiques, qui résultent probablement aussi de l'activation de mTOR,
pourraient étre accessibles aux analogues de la rapamycine malgré I'échec de I'everolimus chez notre patiente.
L’hypomélanose d’lto avec mégalencéphalie constitue une nouvelle affection en mosaique touchant la voie de
signalisation PI3K-Akt-mTOR. Nos résultats illustrent I'intérét de I'individualisation de phénotypes homogénes et
du séquencage a haut débit pour I'étude des anomalies du développement en mosaique.
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Résumé :

L’'amaurose congénitale de Leber et les dystrophies rétiniennes sévéres et précoces apparentées constituent la
premieére cause de malvoyance grave et incurable de I'enfant. Ce sont des affections homogénes dans leur
présentation initiale mais qui varient dans leur évolution et peuvent étre le signe d’'appel d'une ciliopathie
multisystémique. A ce jour, 45 génes sont identifiés. Les formes non syndromiques relévent de mutations
affectant diverses fonctions rétiniennes tandis que les formes syndromiques sont toutes dues a des dysfonctions
ciliaires. Ces corrélations génotype-phénotype donnent au diagnostic moléculaire une importance considérable
qui dépasse le conseil génétique, le diagnostic prénatal et la reconnaissance des individus éligibles aux
protocoles thérapeutiques en cours ou a venir. Connaitre le géne impliqué permet de prédire I'évolution
ophtalmologique mais aussi et surtout le risque de survenue d’atteintes extraoculaires.

Dans ce contexte, nous avons développé une puce de reséquencage comprenant les 45 d’ACL génes connus a
ce jour ainsi que 10 génes dont les mutations sont responsables de maladies de la rétine bien moins sévéres que
I'ACL, mais qui peuvent étre confondues chez des patients trés jeunes.

Cet outil a permis de réaliser une analyse exhaustive de 55 génes dans 300 patients inclus dans le cadre d’'un
Programme Hospitalier de Recherche Clinique National (GENPHENACL) ou recensés plus récemment. Les
mutations causales ont été identifiées pour 183 d'entre eux (61 %), révélant une majorité de formes non
syndromiques de type | ou Il (44%), mais aussi plusieurs cas de formes syndromiques (4%) dont la prise en
charge a pu étre organisée de facon optimale, ainsi que plusieurs cas de diagnostics différentiels (13%),
permettant un réajustement favorable du pronostic et un conseil génétique amélioré.

Cette possibilité de génotypage permet de proposer un conseil génétique adapté, de répertorier au plus tot les
individus éligibles aux futurs protocoles thérapeutiques et de proposer une meilleure prise en charge des
individus porteurs de mutations en réévaluant favorablement le pronostic, d’'une part, et en réservant les examens
couteux et anxiogenes des fonctions extraoculaires aux seuls individus a risque, d’autre part.
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Résumé :

Les ataxies cérébelleuses héréditaires sont des maladies neurodégénératives hétérogénes cliniquement et
génétiquement. Leur tableau associe un syndrome cérébelleux a d’autres atteintes variables telles qu’un
syndrome pyramidal. Elles se transmettent selon tous les modes héréditaires mendéliens. Les formes
dominantes (ADCA) les plus fréquentes sont causées par des expansions de polyglutamines dans plusieurs
protéines. Viennent ensuite des expansions nucléotidiques introniques, puis des mutations classiques. Plus de 40
génes ou loci sont décrits, mais, chez 40% des patients, aucune mutation causale n’est identifiée.

Pour explorer I'étiologie de ces maladies, nous avons combiné la cartographie génique et le séquencgage de
I'exome dans plusieurs grandes familles, et un séquencgage en panel par amplicons pour les genes connus et les
candidats identifiés sur une large cohorte de 432 patients.

Si les ADCA avec expansion de polyglutamines ont été bien caractérisées épidémiologiquement, ce n’est pas le
cas des formes liées & des mutations conventionnelles. Le séquencgage d’'une cohorte de taille exceptionnelle
nous fournit des informations précieuses sur leur fréquence et leur nosologie. A titre d’exemple, nous avons
identifié 23 patients (5,3%) porteurs de mutations ponctuelles de CACNALA. Classiquement, les pertes de
fonction de ce géne sont liées a I'ataxie épisodique de type 2, alors que les petites expansions de polyglutamine
entrainent une ADCA de type 6. Nous confirmons par ces résultats que les formes non épisodiques ne sont pas
génétiquement différentes. Nous avons également identifié 14 patients porteurs de variants de SPG7, et en
particulier du variant p.A510V, dont la pathogénicité est discutée.

Les approches classiques d’exome nous ont également permis d’identifier plusieurs nouveaux génes candidats.
Parmi eux, CACNA1G code pour le canal calcique de type T Cav3.1l. Nous rapportons un variant dans son
domaine voltage sensor, p.R1715H, récurrent dans trois familles, sans effet fondateur. Nous avons confirmé sa
pathogénicité par des approches d’électrophysiologie sur des cellules HEK239T. La courbe d’activation du canal
muté est décalée vers des valeurs plus positives, la ou la pente de la courbe d'inactivation est plus marquée.
L'incorporation de ces caractéristiques dans un modeéle in silico de neurone des noyaux cérébelleux profonds
suggere une excitabilité moindre. Cela permet d’établir un lien intéressant avec I'épilepsie, maladie dans laquelle
des variants de CACNA1G tendant au gain de fonction du canal ont été décrits comme facteurs de risque.

Notre approche nous a donc permis une étude épidémiologique approfondie d’'une cohorte de taille
exceptionnelle, ce qui a des conséquences directes sur le diagnostic des ADCA en cliniqgue. Nous avons




également identifié un nouveau gene causal, qui confirme l'importance des canaux calciques dans les voies
menant a ces pathologies.
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Résumé :

Le géne ARX (Aristaless Related homeobox) code pour un facteur de transcription dont les mutations ont été
associées a plus de 10 syndromes différents allant de phénotypes caractérisés par des défauts de migration
neuronale séveéres tels que la lissencéphalie, a des formes plus modérées de Déficience Intellectuelle liée a I'X
sans malformation cérébrale apparente, mais souvent associée a une dystonie ou a une épilepsie. Afin de mieux
comprendre I'impact de la mutation la plus fréquente identifiée dans ce géne (c.429_452dup24), une duplication
de 24 paires de bases qui conduit & une expansion de polyalanines, nous avons réalisé une étude clinique
détaillée de tous les patients ARX identifiés en France sur une période de 5 ans (soit 27 patients issus de 12
familles différentes) (Curie et al., 2014). L'évaluation neuropsychologique et motrice a montré que la mutation
c.429_452dup24 constitue un syndrome clinique reconnaissable, associant Déficience Intellectuelle, sans déficit
moteur primaire mais avec une apraxie motrice distale des membres supérieurs avec une préhension
pathognomonique. Les patients présentent également une atteinte du langage et une difficulté marquée a
exécuter les praxies oro-linguales.

Afin de mieux caractériser les anomalies du langage présentées par les patients présentant la mutation
€.429_452dup24 du géne ARX, nous avons évalué 16 patients ARX francais et 16 contrdles appariés en Quotient
Intellectuel (QI) et en age (patients X Fragiles). Nous avons montré que les patients ARX ont un trouble structurel
du langage, a la fois dans les aspects réceptifs et expressifs du langage comparés aux patients X fragiles : la
reconnaissance des traits phonétiques, les capacités morphosyntaxiques réceptives (test ECOSSE pour la
compréhension des phrases) et expressives (TCG-R pour la production de phrases), les praxies oro-linguales
étaient plus atteintes chez les patients ARX. Les patients X Fragiles énoncaient des mots plus complexes, et
étaient moins génés dans leur capacité a articuler des mots. Au contraire, I'analyse de la pragmatique du langage
a montré que les patients ARX avaient de meilleures capacités interactionnelles que les patients X fragiles.
Comme [l'atteinte du langage observée chez les patients présentant la mutation c.429_452dup24 du géne ARX
était proche de celle constatée chez les patients présentant une mutation du géne FOXP2, nous avons recherché
une éventuelle relation entre Arx et Foxp2. Nous avons montré qu’ARX n’a pas d’effet sur I'expression de Foxp2,
mais en revanche active I'expression de Foxpl, un homologue qui s’hétérodimérise avec Foxp2 et a été
également impliqué dans les troubles du langage. De plus, la mutation c.429_452dup24 d’ARX altére I'expression
de Foxpl. En conclusion, ces données révélent un nouveau réle d’ARX dans le développement du langage,
probablement par le biais de la régulation de Foxpl.
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Résumé :

Le syndrome de Rett (RTT) est une maladie neurodéveloppementale sévére affectant quasi-exclusivement les
filles caractérisée aprés une période de développement normal de 6 a 18 mois par des troubles psychomoteurs
majeurs accompagnés d'une décélération de la croissance du périmétre cranien et de stéréotypies des mains.
Des mutations dans le gene MECP2 localisé en Xg28 sont responsables de plus de 97% des formes typiques de
RTT. Il a été montré qu'une déficience en MeCP2 dans les cellules gliales altére selon un mécanisme non
cellulaire autonome la fonctionalité des neurones et que la ré-expression de la protéine sauvage MeCP2
sélectivement dans les astrocytes corrige certains symptdmes du modele murin déficient en Mecp2 comme la
locomotion, I'anxiété et les troubles ventilatoires. Dans ce travail, nous montrons une altération de la dynamique
des microtubules et du transport vésiculaire dans les astrocytes déficients en Mecp2 provenant de souris Mecp2
308/y. Des résultats similaires ont été obtenus a partir d'astrocytes humains issus de cellules iPS provenant de
fibroblastes cutanés d'une patiente porteuse de la mutation p.Arg294*. L'utilisation de I'épothilone D (EpoD), un
stabilisateur naturel des microtubules, permet de corriger in vitro les anomalies de la dynamique des microtubules
dans les astrocytes murins et humains déficients en Mecp2. Enfin, I'injection hebdomadaire de faible dose d'EpoD
a des souris méales 308/y permet de corriger certains phénotypes comme le comportement exploratoire. Ces
résultats sont une premiére étape avant d'envisager une nouvelle approche thérapeutique de ce syndrome.
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Résumé :

Le syndrome KBG est caractérisé par un retard de développement, une déficience intellectuelle, une dysmorphie
faciale, une petite taille et une macrodontie. Ce syndrome résulte d'altérations hétérozygotes du géne
ANKRD11 localisé en 16g24.3. La protéine Ankrd11 contrble l'acétylation des histones et I'expression génique au
cours du développement neuronal. Les objectifs de cette étude étaient de redéfinir les critéres du diagnostic
clinique, d'étudier les mécanismes moléculaires et de comparer le phénotype des patients avec délétion du gene
et ceux avec mutation ponctuelle. Nous avons recruté 35 patients, &gées de 1 & 66 ans, dont 17 ont une
mutation du géne ANKRD11 et 18 une délétion 16g24.3, ce qui constitue la plus large série de délétions
rapportée. Notre série comprend trois formes familiales. Un questionnaire standardisé a été adressé aux
généticiens référents permettant de collecter les données cliniques et biologiques. La dysmorphie faciale,
notamment I'aspect du nez, du philtrum et de la lévre supérieure, est constante et caractéristique, suffisante pour
poser un diagnostic méme chez les patients trés jeunes. En revanche, la macrodontie est absente chez 29% des
patients et n'est donc plus un critére diagnostique obligatoire. Les anomalies des mains (clinodactylie du 5éme et
brachydactylie) sont trés fréquentes et 88% des patients ont une taille inférieure au 25° percentile. Cing patients
ont une insuffisance vélo-pharyngée, parfois responsable de troubles sévéres du langage, 31% présentent une
épilepsie et 28% une surdité. Le retard psychomoteur et les difficultés d’apprentissage sont constants. Les
évaluations neurocognitives ont montré la présence d'une déficience intellectuelle Iégére & modérée chez 81%
patients. Les troubles du comportement sont rares dans notre série, un seul patient présentant des traits
autistiques et 3 un trouble de I'attention-hyperactivité. Trois patients ont un appendice caudal et quatre une




avance pubertaire, deux signes jamais rapportés dans la littérature. L'analyse statistique a confirmé I'absence de
difféerence phénotypique entre les patients avec délétion et ceux avec mutation ponctuelle. Sur le plan
moléculaire, toutes les mutations identifiées entrainent l'apparition d'un codon stop prématuré et sont localisées
dans I'exon 10. Aucune délétion ne s'étend jusqu'au télomére, suggérant que ces délétions plus distales sont
Iétales. Huit délétions emportent la totalité de la séquence codante. L'absence de différence phénotypique entre
patients avec mutations et patients avec délétions et l'observation de délétions complétes suggérent que le
syndrome KBG résulte exclusivement d'une perte de fonction de la protéine Ankrd1l. Le syndrome KBG par
mutations du gene ANKRD11 reste vraisemblablement sous-diagnostiqué. Un nombre croissant de variations
étant détecté par les analyses par NGS de panel ou d'exomes, la description précise du phénotype constitue une
aide précieuse pour l'interprétation de ces variants.
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Résumé :

Les malformations congénitales des membres (MCM) sont fréquentes (prévalence estimée entre 1.3 et 1.9 %o
naissances). Elles peuvent étre isolées ou rentrer dans le cadre de syndromes malformatifs, dont environ 1400
sont décrits dans la littérature. Leur diagnostic précis clinique et moléculaire est important afin de permettre
I'établissement d'un pronostic et d’aider & la prise en charge du patient, mais aussi pour le conseil génétique. Or,
I'hétérogénéité des signes cliniques, l'importante variabilité d’expression intra et extrafamiliale, les défauts de
pénétrance, ou encore les phénotypes inhabituels, atypiques, ou moins bien connus (observations fcetales par
exemple), rendent parfois difficiles ce diagnostic et le choix des analyses moléculaires a réaliser. Parmi les 1090
patients « index » atteints de MCM isolées ou syndromiques référés a notre équipe clinicobiologique, nous avons
pu identifier la cause moléculaire, par analyse ciblée, dans 411 cas (38%). L'objectif de notre travail était
d’évaluer la pertinence du recours a la technologie de séquengage haut débit d’un panel de genes impliqués dans
les MCM (moins de 150 sont connus pour étre associés a des MCM isolées ou syndromiques). Au sein de notre
cohorte de patients chez lesquels le diagnostic moléculaire de premiére intention (analyse des géenes décrits en
lien avec le phénotype) était négatif, nous avons sélectionné 200 patients pour lesquels les arguments en faveur
du caractere génétique de leur MCM étaient importants (notamment caractére familiale et/ou bilatéral des
anomalies). Les patients ont été séquencés sur MiSeq-lllumina pour un panel Haloplex-Agilent & facon de 103
génes ou régions décrits dans les MCM. Au terme de notre analyse, 36 variants d'intérét ont été identifiés chez
33 patients. Dans 11 cas, le caractére délétére du variant a pu étre établi (variants de BMPR1B, FGFR1, FGFR2,
GNAS, HDAC4, HOXD13, IRF6, TP63 et TWIST1). Pour 23 cas, des études complémentaires sont nécessaires,
néanmoins 12 candidats sont fortement suspects (variants de BMPR1B, DLX5, FGF10, FGF16, FGFR1, NIPBL,
RECQL4 et WNT10B). Certains génes comme BMPR1B, FGFR1, DLX5 et WNT10B sont retrouvés mutés de
fagcon récurrente chez des patients porteurs d’anomalies des mains, confirmant ainsi I'intérét de leur étude pour le
diagnostic différentiel des anomalies des extrémités (brachydactylies, syndactylies,...). Certains de ces variants
permettent d'élargir le spectre phénotypique des anomalies des génes étudiés (FGFR1, HOXD13, HDACA4,
FGF10). Ainsi, I'identification d’'un variant d’intérét dans 18% des cas, améne & considérer le séquencage d’un
panel ciblé comme une option trés intéressante dans le cadre des MCM. Son utilisation en premiere intention
pourrait étre notamment envisagée pour des pathologies dont la complexité des tableaux cliniques rend difficile
I'orientation des analyses moléculaires.
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Résumé :

Le syndrome de Galloway-Mowat est une pathologie autosomique récessive rare caractérisée par l'association
d’'un syndrome néphrotique, d’'une microcéphalie et d’'une atteinte neurologique. Par SNP array, a la recheche de
zones d’homozygotie, puis par séquencage d’exome, nous avons identifié que des mutations perte de fonction
dans le géne WDR73 étaient responsable de ce syndrome dans deux familles non apparentées. WDR73 code
pour une protéine de la famille WD40, de fonction inconnue jusqu’alors. Nous avons montré que WDR73 était
présente dans les tissus cérébraux et rénaux. WDR73 est localisée de maniére diffuse dans le cytoplasme durant
I'interphase mais se relocalise au niveau des péles du fuseau et des microtubules lords de la mitose. Dans les
fibroblastes d’un des patients et dans les podocytes déplétés en WDR73, on observe une architecture nucléaire
anormale, une diminution de la viabilité cellulaire et une altération du réseau des microtubules. L'ensemble de
ces données suggerent que WDR73 joue un rdle crucial dans le maintien de l'architecture et de la survie
cellulaires. Au total, les mutations perte de fonctions de WDR73 sont responsables d’'un syndrome de Galloway-
Mowat chez des patients qui présentent une forme tardive de protéinurie ou de syndrome néphrotique, une
microcéphalie d’apparition post-natale, une atrophie optique, un retard cognitif sévére avec a I''RM une
hypoplasie cérébelleuse et un corps calleux fin.




Session Simultanée 6 - Génétique clinique, Rodolphe DARD
Anomalies du développement embryonnaire et
foetopathologie

CS33: Syndrome d’Ellis-Van Creveld foetal : 26 nouveaux cas, score clinico-radiologique et revue de la
littérature

Auteurs :

Rodolphe DARD (1), Anne-Lise DELEZOIDE (2), Marie GONZALES (3), Louise DEVISME (4), Sophie
COLLARDEAU-FRACHON (5), Nicole LAURENT (6), Martine BUCOURT (7), Jean-Frederic BRUCH (8), Corinne
JEANNE-PASQUIER (9), Pauline FEUCHER (1), Anne-Sophie LEBRE (1), Dominique GAILLARD (1)

. Génétique, CHU Reims, Reims, France

. Biologie du développement, Hopital Robert DEBRE, Paris, France

. Génétique, Hopital Trousseau, Paris, France

. Pathologie foetale, CHRU LILLE, LILLLE, France

. Pathologie foetale, CHU LYON, LYON, France

. Pathologie foetale, CHU DIJON, DIJON, France

. Unité fonctionnelle de feetopathologie,, CHU Jean Verdier, GH Paris-Seine-Saint-Denis, AP-HP,, BONDY,
France

8. Pathologie foetale, CH CHARTRES, chartres, France

9. Pathologie foetale, CHU CAEN, CAEN, France

NOoO O~ WDNRE

Mots clefs : Ciliopathies, Polydactylie-cbtes-courtes, Ellis-van Creveld, EVC, EVC2
Résumé :

Le syndrome d’Ellis van-Creveld (EVCS), ou chondrodysplasie ectodermique, est une ciliopathie de transmission
autosomique récessive appartenant au groupe des syndromes polydactylie-cotes courtes (PCC). La mortalité
inconstante est conditionnée par la présence d’'une cardiopathie congénitale dans 60% des cas. Des mutations
des génes EVC et EVC2 ont été identifiées dans deux tiers des cas. A ce jour, 150 cas (dont 15 cas feetaux) et
94 mutations ont été rapportés, sans corrélation génotype-phénotype. Afin de décrire les signes les plus
pertinents pour évoquer le diagnostic d’EVCS en période anténatale, nous rapportons ici la plus grande cohorte
foetale décrite & ce jour avec 26 cas-index issus de 23 familles. Les données cliniques, morphologiques et
radiologiques des 26 cas ont été étudiées et une étude moléculaire a été possible pour 13 feetus par séquencage
Sanger des régions codantes et jonctions exon-intron des génes EVC et EVC2.
Des mutations des génes EVC et EVC2 ont été identifiées chez 9/13 foetus (8/11 familles). L'étude de notre
cohorte ainsi qu’'une méta-analyse de la littérature nous permet de décrire un nouveau hot-spot mutationnel
discret dans le géne EVC qui pourrait avoir un intérét fonctionnel et 4 nouvelles mutations des génes EVC et
EVC2.
Nous décrivons ici de nouveaux signes encore jamais rapportés dans I'EVCS. Une dysmorphie faciale dans
18/26 cas, une atteinte rénale microkystique pour 6/20 cas ainsi qu’un cas avec malformation cérébrale (kyste de
la fosse postérieure). Les atteintes rénale et cérébrale, bien que déja décrites dans d'autres ciliopathies, n’ont
jamais été rapportées dans 'EVCS. Nous décrivons les signes cliniques et radiologiques les plus caractéristiques
et proposons un score clinico-radiologique permettant d'orienter le diagnostic d’EVCS en période anténatale. La
pertinence de ce score clinico-radiologique a été évaluée par I'étude rétrospective de la littérature rapportant des
cas de foetus avec d'autres types de syndromes PCC (dystrophie thoracique de Jeune). Enfin, nous mettons en
évidence une différence de phénotype entre patients mutés et patients sans mutation des génes EVC/EVC2. Une
corrélation génotype-phénotype notamment avec l'atteinte cardiaque a été recherchée.

En conclusion, nous rapportons ici la plus grande cohorte de feetus avec EVCS décrite a ce jour et
décrivons de nouveaux signes cliniques ainsi qu’un score clinico-radiologique utile dans la pratique clinique mais
aussi dans I'analyse de variants identifiés en exome ou en panel NGS ciliome.
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Mots clefs : Fraser, foetopathologie, diagnostic anté-natal
Résumé :

Le syndrome de Fraser est un syndrome autosomique récessif rare décrit pour la premiére fois en 1962. La
cryptophtalmie et les syndactylies cutanées en sont les deux principaux signes cliniques. D’autres malformations
sont fréquemment associées : anomalies des organes génitaux, oreilles dysplasiques, sténose laryngée,
malformations digestives, malformations rénales. Ce syndrome est lié a des altérations des génes FRAS1,
FREM2 et GRIP1 impliqués dans les interactions épithélium-mésenchyme durant le développement
embryonnaire. L'objectif de cette étude était de caractériser le phénotype feetal du syndrome de Fraser et sa
présentation anténatale & partir du recueil de 33 cas issus de 26 familles. Vingt-trois cas étaient issus d'une
interruption médicale de grossesse, 8 de mort foetale in utero entre 16 a 36 SA et 2 nouveau-nés décédés. Douze
cas ont bénéficié d'une confirmation moléculaire. Les anomalies ophtalmologiques sont constantes; une
cryptophtalmie uni ou bilatérale a été observée dans 26 cas; un colobome et/ou des synéchies oculo-palpébrales
peuvent étre présentes; une microphtalmie a été observée dans 10/30 cas et un hypertélorisme dans 19/27 cas.
Des syndactylies ont été retrouvées dans la majorité des cas (31/33) et touchent plusieurs membres. Le nez était
court avec parfois une pointe bifide ou une encoche sur une aile du nez (8/29); les oreilles étaient dysplasiques.
Une microstomie était présente chez 16/31 cas et une fente labiale chez 8 cas. Les organes génitaux externes
étaient anormaux dans la majorité des cas (28/33) et le phénotype sexuel souvent difficile a déterminer; les
anomalies rénales étaient quasi constantes (32/33) et comprenaient agénésie, dysplasie, hypotrophie. Les
anomalies laryngo-trachéales concernaient 28/32 cas. A I'étage abdominal, étaient observés ombilic bas implanté
(21/32), omphalocele (6/33), malrotation intestinale ou mésentére commun (10/31), atrésie ou sténose anale
(15/31). Des données échographiques étaient disponibles pour 22 foetus, les anomalies ont été vues au cours du
2° trimestre de grossesse dans tous les cas avec suivi obstétrical. Les signes rapportés sont oligo/anamnios
(n=17), ascite (n=8), anomalies rénales (n=9), signes d'atrésie laryngo-trachéale (n=10), anomalies
ophtalmologiques (n= 4), anomalies des oreilles (n=2) et anomalies des extrémités (n=2). Le phénotype clinique




foetal et post-natal du syndrome de Fraser est bien décrit et ce diagnostic est facilement évoqué lors de I'examen
externe y compris dans les cas de mort foetale in utero du 2° trimestre. En revanche, la présentation
échographique est peu décrite. L'oligoamnios, qui est le premier signe, est peu spécifique et limite I'examen
morphologique. Son association inhabituelle a des signes de sténose ou d’atrésie des voies aériennes hautes
doit orienter vers ce diagnostic et doit faire rechercher les signes plus fins comme les syndactylies, la
microphtalmie, I'ombilic bas implanté et les anomalies des organes génitaux externes.
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Résumé :

Le groupe des cotes courtes polydactylie (CCP) comprend 4 entités létales (le syndrome de Saldino-Noonan
(CCP type I), le syndrome de Majewski (CCP type lIl), le syndrome de Verma-Naumoff (CCP type lll) et le
syndrome de Beemer-Langer (CCP type 1V)) et 2 compatibles avec la vie le syndrome d’Ellis-van Creveld (EVC)
et la dysplasie thoracique asphyxiante de Jeune (DTJ). Le groupe des CCP est caractérisé par une étroitesse
thoracique aveccdtes courtes, des os longs courts et un aspect en trident du bassin. La polydactylie est observée
de maniéere constante dans le type Il et EVC, commune dans les types | et Il et rare dans le type IV et DTJ. |l
existe un chevauchement phénotypique entre les différentes formes de CCP, qui difféerent par des malformations
viscérales et I'aspect des métaphyses.

Le pronostic des DTJ est dominé par I'étroitesse thoracique a l'origine de troubles respiratoires, et I'apparition
possible au cours de la vie d’'une insuffisance hépatique ou rénale (16%), et / ou d’une rétinopathie pigmentaire
(40%).

A ce jour, des mutations ont été identifiées dans 18 génes codant pour des protéines du cil, confirmant
I'appartenance des CCP au groupe des ciliopathies. Parmi eux, 10 genes sont responsables de DTJ et CCPIIl.
Ces génes codent pour des protéines i) du transport intraflagellaire anterograde : IFT80 (CCPIIl/ DTJ), IFT172
(DTJ) ii) du transport intraflagellaire retrograde et de son moteur Dynéin 2 : TTC21B (DTJ), WDR19 (DTJ),
IFT140 (DTJ), DYNC2H1 (DTJ/ CCPIIl/ CCPIl), WDR34 (DTJ/ CCPIIl), WDR60 (DTJ/ CCPIIl) iii) localisée au
niveau du corps basal: TCTEX1D2 (DTJ) ou iv) du centrosome : CEP120 (DTJ).

En raison de la grande variabilité clinique observée au sein du groupe des ciliopathies et du nombre et de la taille
des genes impliqués dans ce groupe de maladies, l'utilisation du séquencage haut débit ciblé de 1220 génes
codants pour des protéines du cil, appelé ciliome a été envisagé comme une approche stratégique en termes de
gain de temps et d’argent et ce, afin de séguencer un grand nombre d’individus.

Nous avons étudié une cohorte de 73 individus DTJ (55) et CCPIII (18) par ciliome et identifié des mutations dans
59% des cas (43/73, 32 DTJ et 11 CCPIIl). Parmi les 43 individus mutés, des variations ont été identifiées dans
DYNC2H1 chez 29/43 (~67%, 22 DTJ et 7 CCPIIl) et dans IFT140, WDR19, WDR60, WDR34, IFT80 et WDR35
chez 12/43 (~28%, 9 DTJ et 3 CCPIIl). Pour un individu DTJ, nous avons identifié une variation hétérozygote
dans DYNC2H1 et une seconde variation hétérozygotedans IFT140 suggérant la possibilité d'un digénisme. Dans
une famille consanguine avec 2 foetus présentant un CCPIII, nous avons mis en évidence pour la 1 fois une
mutation homozygote dans le géne KIF24 qui code pour une kinésine centriolaire interagissant avec CP110 dans
le remodelage des microtubules et la régulation de la ciliogénése. Finalement, un exome est en cours pour les 30
individus (22 DTJ et 8 CCPIIl) sans base moléculaire identifiée par ciliome.
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Mots clefs : Holoprosencéphalie, séquencage de I'exome, génes candidats, multigénique, développement
Résumé :

L’holoprosencéphalie (HPE) est une malformation cérébrale fréquente (1/10 000 naissances, 1/250 embryons)
qui résulte d’'un défaut de clivage du prosencéphale lors des stades précoces du développement. L'HPE isolée
n'est expliguée que dans 30% des cas par des altérations des 4 génes principaux SHH, ZIC2, SIX3, TGIF1 et
d'une dizaine d'autres génes mineurs appartenant majoritairement a la voie de signalisation SHH. Dans 70% des
cas, la mutation est héritée d'un des parents asymptomatiques (excepté pour ZIC2), faisant envisager une
transmission complexe et multigénique. La recherche de nouveaux génes devient donc prioritaire pour améliorer
le conseil génétique auprés des familles concernées. Dans ce but, notre équipe a mis en ceuvre le séquencage
d’'exome, sur 22 familles d’HPE, consanguines ou trios. L’exome de 8 familles consanguines avec 1 ou plusieurs
enfants atteints a été séquencé avec une analyse orientée vers la recherche de mutations homozygotes, dans
I'hypothése d’'une transmission récessive. Une mutation homozygote dans STIL, codant pour une protéine
centrosomale déja impliquée dans la microcéphalie, a été identifiée chez deux frére et sceur d'une méme famille.
Des tests fonctionnels cellulaires ont permis de montrer le caractére délétere de la mutation;. Dans d’autres
familles, des mutations homozygotes candidates dans FAT1 et LRIT1 ont également été mises en évidence, et
devront étre testées fonctionnellement pour prouver leur pathogénicité. Le séquencage haut-débit de 11 trios
dans lesquels le cas index et un des parents étaient porteurs d’une mutation dans un géne de I'HPE a également
été réalisé, afin de rechercher la présence d’'une seconde mutation causale chez les individus atteints. Dans une
famille présentant une premiére mutation de SHH, une seconde mutation dans DISP1, un géne mineur de 'HPE,
héritée de l'autre parent, a été identifiée chez le foetus atteint. L’analyse étendue au reste de la famille a montré
une co-ségrégation parfaite des deux mutations avec une forme sévére de I'HPE. Dans les autres familles, des
mutations candidates dans des genes du développement cérébral ont également été mises en évidence : FATL,
LRP2, PCSK6, NDST1, LAMA5, SPRY4, IFT172, CEP70... Des études sont actuellement entreprises afin de
vérifier d'une part la concordance de I'expression de ces génes avec un rble dans le développement cérébral ; et
d’'autre part afin de tester |'effet délétére des mutations. Enfin, I'analyse du séquencage de I'exome de 3 trios
sans mutation connue est actuellement en cours. Le séquencage d'exome de ces 22 familles a déja permis
d’identifier un nouveau géne de I'HPE, STIL, et de redéfinir le modéle de transmission complexe de I'HPE,
notamment avec la description d’'un cas de digénisme SHH-DISP1. Ces résultats doivent orienter le diagnostic
moléculaire vers la recherche de plusieurs altérations génétiques, en utilisant le séquencage haut-débit.
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Résumé :

L’analyse chromosomique sur puce & ADN (ACPA) s’est imposée comme un examen de premiére intention dans
le diagnostic post-natal des déficiences intellectuelles et des syndromes malformatifs congénitaux, permettant
une augmentation du taux diagnostique d’environ 12 %. Avec la maitrise de la technique et de son interprétation,
'ACPA a été progressivement transférée en période prénatale chez les foetus présentant des signes d'appels
échographiques.

Nous rapportons les résultats d’une étude observationnelle rétrospective, réalisée sur deux années consécutives
de juin 2013 & juin 2015, sur 'ACPA prescrite dans les centres pluridisciplinaires de diagnostic prénatal des
Hospices Civils de Lyon.

Au total 260 femmes ont bénéficié d'une ACPA pour les indications suivantes: 249 signes d'appel
échographiques (95,8 %), 7 caractérisations de remaniements chromosomiques (2,7 %) et 4 jumeaux sans signe
d’appel échographique (1,5 %). Ces derniers ont été étudiés dans le cadre de grossesses gémellaires bi
choriales bi amniotiques, avec signes d'appel échographiques chez l'autre jumeau. Vingt-deux ACPA ont été
annulées aprés diagnostic d’une aneuploidie en FISH.

Les ACPA ont été réalisées, systématiguement en paralléle d’'un caryotype, sur la puce PréCytoNEM/numéro
AMADID 050330, ayant été élaborée pour limiter le nombre de variants de signification inconnue (VOUS) et de
découvertes incidentes.

Le délai de rendu moyen pour les examens étudiés en direct (208) était de 13,9 jours a partir du prélévement. La
présence d'une contamination maternelle a été étudiée par microsatellites. Parmi les 13 prélévements
contaminés, 6 ont pu étre rendus en s’affranchissant de cette contamination par culture ou 2° prélevement et 6
ont été rendus contaminés (15 a 50 % de contamination) aprées discussion d'un 2° prélévement. Deux échecs ont
été enregistrés (0,8 %); dans un cas le matériel a disposition était insuffisant et dans l'autre cas, une
contamination maternelle de 100% a été identifiée.

Avec un niveau de résolution de 1 Mb, nous avons rendu 235 ACPA normales (90,4 %) et 23 ACPA anormales
(8,9 %) comprenant 2 ACPA avec VOUS hérités d’'un parent sain et 21 ACPA avec variants pathogénes. L'ACPA
a identifié¢ I'ensemble des 12 anomalies chromosomiques déséquilibrées visibles au caryotype, dont 5
correspondant a une caractérisation de remaniements chromosomiques et n'a pas identifié, de facon logique, 2
remaniements chromosomiques équilibrés visibles au caryotype. De plus, parmi les 245 foetus & caryotype
normal, 11 ACPA étaient anormales (4,5 %), correspondant & des anomalies chromosomiques déséquilibrées
cryptiques.

Enfin, les issues de grossesses sont colligées afin d’inclure cette étude rétrospective dans une vision plus globale
de I'activité prénatale.

En conclusion, le transfert en diagnostic de 'ACPA en période prénatale au CHU de Lyon a permis d’augmenter
l'identification des anomalies pathogénes de 4,5 % par rapport au caryotype seul, ce qui est proche des données
publiées.
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Résumé :

La trisomie 22 (T22) fait partie des aneuploidies les plus fréquentes dans les fausses couches précoces. Plus
rarement, la T22 est de découverte anténatale et de rares cas de naissances d’enfants porteurs de T22 en
mosaique ont été décrits, avec un phénotype variable. La survie postnatale est en moyenne de 3 jours. Le conseil
génétique est délicat dans le cadre d’'un diagnostic anténatal de T22 en mosaique.




Nous décrivons ici 37 cas de T22, de diagnostic anténatal, dans le cadre d'une collaboration des laboratoires de
cytogénétique du réseau ACLF.

La moyenne d'age des patientes est de 34,7 ans. Les signes d’appel majeurs étaient I'augmentation des
marqueurs sériques maternels (34%), essentiellement au premier trimestre, et de la clarté nucale (31%). Dans
20% des cas, un ensemble de signes échographiques a justifié un prélévement fcetal. Le retard de croissance
intra-utérin (RCIU) et hygroma ont également été a l'origine de prélevements (15%). Les signes les plus
fréquemment présents au cours de la grossesse étaient également 'augmentation de la clarté nucale, mais aussi
un RCIU, une cardiopathie et un hygroma.

Le préléevement a visée cytogénétique mettait en évidence une T22 homogéne dans la plupart des cas (91%) et
plus rarement en mosaique (9%). Dans 10% des cas, il s’agit de T22 confinées au placenta, avec naissance a
terme d’enfants bien portants & caryotype normal. L'évolution des grossesses a été globalement défavorable:
interruption médicale de grossesse entre 14 et 22 SA (58%), mort foetale in utero (28%), naissance d’'un enfant
mort-né a terme (4%). Cependant, une faible mosaique a été observée sur les amniocytes pour un enfant bien
portant né au terme de 40 SA. L'étude cytogénétique postnatale a confirmé la mosaique T22 a 3% sur cellules
sanguines et jugales. Ce sont les marqueurs sériques maternels anormaux, et non pas les signes
échographiques, qui ont été a l'origine d’'un préléevement foetal dans les cas avec naissance d'un enfant bien
portant.

Le diagnostic anténatal de la T22 repose sur des signes d'appel biologiques et/ou échographiques.
L'augmentation de la clarté nucale, un RCIU, des malformations cardiaques, des variations morphologiques
(hypertélorisme, dysplasie auriculaire, fente labiale et palatine, micrognathie), anomalie cérébelleuse, artére
ombilicale unique, une microcéphalie, un oligoamnios, des anomalies rénales, digestives et des extrémités en
sont des signes clés bien que, pour la plupart, aspécifiques. Le pronostic reste trés défavorable pour les T22
homogénes ou en mosaique, lorsque celles-ci sont confirmées sur un prélévement de liquide amniotique.
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Résumé :

Le passage au test combiné du premier trimestre dans le cadre du dépistage de la trisomie 21 a significativement
amélioré l'efficacité du dépistage. Néanmoins, le hombre de faux positifs & I'origine de gestes invasifs inutiles
reste encore élevé. Aujourd’hui, le dépistage prénatal non invasif par séquencage massivement paralléle de
I’ADN feetal libre circulant dans le sang maternel fait partie intégrante du panel des tests de diagnostic prénatal
dans plusieurs pays entrainant une diminution importante de gestes invasifs tout en offrant une trés bonne
sensibilité de dépistage des trois aneuploidies les plus fréquentes, les trisomies 21, 18 et 13. Une large majorité
des travaux publiés évalue les performances du séquencage utilisant la technologie lllumina®, tandis que celles
de la technologie lon Proton® restent peu documentées.

Nous avons mis en place un consortium frangais constitué de 7 laboratoires appartenant a des centres hospitalo-
universitaires répartis sur I'ensemble du territoire, afin d'évaluer les performances de la plateforme de
séquencage par semi-conducteurs, lon Proton®, dans le dépistage non invasif des principales aneuploidies
foetales. Un protocole commun de la partie pré-analytique jusqu’'a I'analyse bioinformatique a été mis en place
dans le cadre de cette étude prospective multicentrique.

Nous avons inclus 520 patientes enceintes (entre 12 et 35 SA) a haut risque d'aneuploidie foetale et pour
lesquelles un caryotype fcetal sur prélevement invasif était programmé. Une trisomie 21, 18 ou 13 a été mise en
évidence dans 15 % des caryotypes foetaux. Les résultats du dépistage non invasif par séquencage utilisant la
technologie lon Proton ont été analysés en aveugle puis comparés a ceux du caryotype fcetal. Par ailleurs, nous
avons pu établir un ensemble de critéeres de qualité (quantification de la librairie, nombre de lectures analysées,
etc...) dans un but d'implémentation en diagnostic clinique.

Le dépistage non invasif des aneuploidies par la technologie des semi-conducteurs présente I'avantage d'étre
rapide et relativement peu onéreux, ce qui en fait une alternative attrayante pour une utilisation en population a
moyen voire bas risque d'aneuploidies fcetales, et pour un volume d’activité moindre que pour la technologie
lllumina® donc plus adapté a certaines structures.
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Résumé :

La réplication de I'’ADN mitochondrial (ADNmt) est éteinte dans I'embryon au stade préimplantatoire, depuis la
fécondation jusqu'a limplantation. Le développement embryonnaire précoce qui nécessite des réserves
énergétiques importantes, repose donc entiérement sur les réserves ovocytaires en ADNmt. Des études
antérieures ont d'ailleurs montré une corrélation positive entre la quantité d’ADN mitochondrial (ADNmt)
ovocytaire et la capacité d’'un ovocyte a étre fécondé (Reynier et al., 2001). De fagon surprenante, une étude
récente a montré une corrélation inverse entre la quantité d’ADNmt dans des embryons au stade blastocyte (
5éme jour de développement) et leur capacité & se développer (Fragouli et al, 2015).
Nous avons recherché I'existence d’'une corrélation entre le nombre de copies d’ADNmt dans I'embryon au 3éme
jour de développement, et la qualité embryonnaire a ce stade, ainsi que la capacité de 'embryon a donner lieu &
une grossesse évolutive. Le nombre de copies d’ADNmt a été déterminé par PCR quantitative & partir de 'ADN
résiduel de 201 blastoméres prélevés sur 119 embryons, aprés qu'un diagnostic préimplantatoire de maladie
monogénique, sans relation avec la moindre maladie métabolique, ait été réalisé.

Nous montrons que la quantité d’ADNmt cellulaire, qui est de 76 000 copies en moyenne, varie profondément
d’'une cellule & l'autre (250 a 96.000 copies), y compris au sein d'un méme embryon. Consécutivement, la
quantité d’ADNmt d’'un embryon a J3 (630.000 copies en moyenne) est trés variable d’'un embryon & I'autre
(variant de 60.000 & 2.000.000 copies). Cette variabilité inter-embryonnaire est présente parmi les embryons
d'une méme cohorte provenant d’'une méme patiente, ce qui suggére qu’il n'existe pas de parameétre individuel
prédictif de la quantité d’ADNmt. Par contre, les embryons de beau grade (A, B et C+) ont un nombre de copies
d’ADNmt significativement plus faible que les embryons de bas grade (C-) (p=0.048). Cependant, les 10
embryons ayant donné lieu & une grossesse évolutive ont une quantité d’ADNmt (742 000 copies) non
statistiquement différente des 31 embryons qui n'ont pas évolué (706 000 copies)

Ces résultats suggérent qu’une diminution de la quantité d’ADNmt & J3 est corrélée a une meilleure qualité
embryonnaire, mais sans répercussion sur le potentiel de développement ultérieur de I'embryon. Cette étude,
bien que portant sur un nombre limité d’'embryons, ne confirme donc pas les données obtenues a un stade plus
tardif de développement embryonnaire. En conséquence, la quantité d’ADNmt présente dans un embryon au
stade clivé ne semble pas pouvoir étre utilisée comme un marqueur prédictif du développement embryonnaire
ultérieur.
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Mots clefs : Diagnostic prénatal non invasif, MEMO-PCR, Analyse de fragment, mucoviscidose, p.Phe508del
Résumé :

Le diagnostic prénatal non invasif (DPNNI) des maladies monogéniques a partir de sang maternel est un véritable
challenge pour réduire ou supprimer les gestes invasifs associés a un risque de perte fcetale. La méthode
MEMO, technique simple décrite par Lee et al. en 2011, repose sur I'utilisation d’un set de 3 amorces, dont une
modifiée en 3’ qui bloque I'extension de Il'alléle normal tout en permettant, I'extension de l'alléle muté. Cette
approche, qui permet d’enrichir le produit de PCR en alléle muté, est applicable a différentes stratégies d’analyse
de génétique moléculaire. Nous décrivons ici une nouvelle association MEMO-PCR/analyse de fragment pour la
détection de la mutation p.Phe508del, mutation la plus fréquemment impliquée dans les formes de mucoviscidose
classique (67% des alléles mutés chez les patients en France). La validation analytique de la technique MEMO-
PCR/analyse de fragments (sensibilité, spécificité, seuil de détection..) a été effectuée sur des échantillons d’ADN
chiméres a une concentration finale de 100 pg/ul, créés artificiellement pour « imiter » le plasma maternel et
contenant 0, 2, 5, 10, 20 et 100% d’ADN mutant p.Phe508del. La discrimination des alléles repose sur leur taille :
alléle normal (149 pb) et allele muté (143 pb). Cette étape a été suivie d'une validation clinique par étude
rétrospective de plasmas maternels de femmes enceintes, ayant fait I'objet d’'une demande de diagnostic prénatal
(DPN) de mucoviscidose au laboratoire : 9 DPN pour antécédents familiaux de mucoviscidose (pére porteur de la
mutation p.Phe508del et mére porteuse d’'une autre mutation impliquée dans la mucoviscidose) et 6 DPN sur
signes d'appels échographiques (anomalies digestives fcetales). Aprés validation de la présence d’ADN feetal
dans I'’échantillon (Guissart et al. 2015) les résultats des tests MEMO-PCR/analyse de fragments ont tous été
corrélés aux résultats des DPN sur villosités choriales ou liquide amniotique. Ce test présente de nombreux
avantages pour le DPNNI : simplicitt de mise en ceuvre, rapidité d’exécution, faible colts et facilité
d’interprétation. Enfin, cette approche peut étre appliquée a toute maladie monogénique justifiant un DPN et
impliquant des mutations de type petite insertion ou délétion.




Session Simultanée 7 - DPN DPI DPNI JEAN MARC COSTA

CS42 : Dépistage non invasif des trisomies 13, 18 et 21 en population a bas risque : résultats
préliminaires de I'étude multicentrique prospective interventionnelle DEPOSA.

Auteurs :

Jean-Marc Costa (1), Alexandra Letourneau (2), Laurent Bidat (3), Jean-Marie Jouannic (4), Romain Favre (5),
Joelle Belaisch-Allart (6), Marie-Victoire Sénat (7), Broussin Bernard (8), Quarello Edwin (9), Vassilis Tsatsaris
(10), Pascale Kleinfinger (11), Claude Giorgetti (12), Fanny Lachaux (2), Alexandra Benachi (2)

. Département de Biologie Spécialisée et de Génétique, Laboratoire CERBA, Saint-Ouen I'’Aumbne, France
. Gynécologie-Obstétrique, Hbpital Antoine Béclere, Clamart, France

. Gynécologie-Obstétrique, Centre Hospitalier René Dubos, Pontoise, France

. Gynécologie-Obstétrique, Hbpital Armand-Trousseau, Paris, France

. Gynécologie-Obstétrique, SIHCUS-CMCO, Schiltigheim, France

. Gynécologie-Obstétrique, Centre Hospitalier des Quatre Villes, Saint-Cloud, France

. Gynécologie-Obstétrique, Hopital Bicétre, Le Kremlin-Bicétre, France

. Unité de Diagnostic Prénatal, Maison de Santé Protestante de Bagatelle, Talence, France

. Unité de Diagnostic Prénatal, Institut de Médecine de la Reproduction, Marseille, France

10. Maternité Port-Royal, Hopital Cochin, Paris, France

11. Département de Biologie Spécialisée et de Génétique, Laboratoire CERBA, Saint-Ouen I'Auméne, France
12. Centre Biologique, Institut de Médecine de la Reproduction, Marseille, France

O©CoO~NOUITDWNPE

Mots clefs : dépistage trisomie 21, NIPT, cell-free DNA
Résumé :

Le dépistage des aneuploidies par analyse de I'ADN fcetal circulant dans le sang maternel (NIPT) n’est pas
recommandé a ce jour en population générale notamment en raison du manque de données. Deux études
multicentriques prospectives récentes, I'étude CARE (Bianchi et al. 2014) et I'étude NEXT (Norton et al. 2015) ont
montré la supériorité du test NIPT en population & bas risque. Toutefois, ces études étaient observationnelles et
nous présentons ici I'analyse des résultats préliminaires d’'une étude multicentrique (9 centres investigateurs)
prospective interventionnelle d’évaluation des performances du test NIPT en population générale et dans une
population de patientes enceintes aprés procréation médicalement assistée en parallele du depistage
conventionnel par les marqueurs sériques maternels.

Les résultats préliminaires portent donc sur 658 patientes dont 529 grossesses spontanées (groupe GS) et 129
grossesses obtenues aprés procréation médicalement assistée (groupe PMA). Les patientes ont été testées par
dépistage combiné au premier trimestre (n=625), dépistage intégré au second trimestre (n=25) ou marqueurs
sérigues seuls au deuxiéme trimestre (n=8). Le test NIPT a été centralisé dans un seul laboratoire et réalisé selon
la méthode décrite par Benachi et al. Obstet Gynecol. 2015 qui inclus la mesure de la fraction d’ADN foetal
plasmatique.

Au total, 60 patientes (9,1%) présentent un risque accru de trisomie 21 feetale dont 54 (8.6%) pour le dépistage
combiné au premier trimestre. Ces 60 patientes & risque appartiennent respectivement au groupe GS (n=35 soit
6,6%) et groupe PME (n=25 soit 19,3%). Le résultat du test NIPT était positif pour la trisomie 21 pour 4 d’entre-
elles (4 groupe GS) et le diagnostic de trisomie 21 fcetale a été confirmé pour ces 4 patientes (3 trisomies 21 libre
et homogéne, 1 trisomie 21 libre en mosaique). Aucune des 56 autres patientes a risque n’a souhaité avoir
recours a un geste invasif.

Parmi les 598 patientes n’appartenant pas a un groupe a risque par les marqueurs sériques, le test NIPT était
positif pour la trisomie 21 pour une patiente (groupe PMA) et le diagnostic confirmé par caryotype foetal. Par
ailleurs, le test NIPT était également positif pour la trisomie 13 pour une autre patiente (groupe PMA) ; il n'a pas
été réalisé de geste invasif pour cette grossesse qui est en cours de suivi. Enfin pour deux autres patientes
(groupe GS), le résultat du test non invasif était non exploitable en raison d'une fraction d’ADN fcetal ne
répondant pas aux critéres de validation du laboratoire ( < 4%). Ces deux patientes n’ont pas fait I'objet d’'une
investigation invasive.

L'utilisation du NIPT en dépistage primaire permettrait d'éviter jusqu’'a 91.6% des gestes invasifs au moment du
dépistage. L'étude incluant le suivi prospectif des patientes jusqu’a la naissance, elle va permettre d’évaluer la
diminution réelle a terme, ainsi que la sensibilité du test. L’ensemble des résultats seront détaillés et commentés.
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CS43 : Histoire racontée, « la famille de Victor, Hugo et Léa » : un livre pour enfants sur la maladie de von Hippel-
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Résumé :

La maladie de von-Hippel-Lindau (VHL) est une maladie génétique rare, de transmission autosomique dominante, due a des
mutations constitutionnelles du géne suppresseur de tumeur VHL, prédisposant a de multiples lésions tumorales
multisystémiques a la fois bénignes et malignes. La maladie peut se révéler dans I'enfance, les deux principales manifestations
étant ’'hémangioblastome rétinien et le phéochromocytome. En France, le dépistage pré-symptomatique de cette maladie est
proposé a partir de I'dge de 5 ans. Les enfants porteurs bénéficient de mesures de surveillance adaptées des I'age de 5 ans,
permettant un dépistage précoce des lésions. L'éducation du patient et de sa famille sont au cceur d’'une prise en charge
optimale devant la dimension multisystémique, chronique et familiale de cette prédisposition. La démarche du test génétique
prédictif dés I'enfance nécessite une information adaptée a la population pédiatrique. A ce jour, en France, seule est disponible
pour les enfants la version traduite du manuel américain VHL Handbook, Kids’ Edition (Kruger, Eckerman, Doyle and Chan-
Smutko, 2009), construit comme un guide didactique de la maladie avec une prise en charge non complétement transposable
aux recommandations actuelles frangaises. Nous avons souhaité rédiger un livre pour les enfants qui vont réaliser une analyse
génétique. Le livre est construit telle une histoire racontée a I'enfant, ciblée sur la démarche du dépistage pré-symptomatique et
ses enjeux, au coeur d’'une histoire familiale. Avec la collaboration d’'une graphiste-illustratrice pour enfants, nous présentons
notre projet finalisé, aboutissant a la conception d’un livre dédié a I'enfant agé de 5 a 10 ans, mélant humour et pédagogie,
intitulé « la famille de Victor, Hugo et Léa ».
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Résumé :

La loi de bioéthique de 2011 suivie de la publication des textes réglementaires d’application a rendu effectif la question de
I'information a la parentéle en génétique humaine en donnant a la personne testée pour une anomalie génétique grave pouvant
faire I'objet d’un traitement ou d’'une prévention efficace, la charge de transmettre a ses apparentés l'information qui pourrait les
concerner. L’ensemble du corpus législatif et réglementaire étant en place, se pose la question sur le terrain de son applicabilité
dans la diversité des indications génétiques que peuvent rencontrer les professionnels. Dans le cadre d’un projet de recherche
multidisciplinaire financé par I'INCA (2013-mi 2016) sur I'information a la parentéle, nous proposons ici de relater les résultats
de la derniére phase du projet basée sur la méthodologie du groupe de discussion (ou « focus group ») - méthode d’enquéte
qualitative qui permet de recueillir en peu de temps des réactions de personnes sur un sujet donné pour évaluer I'impact d’'un
programme par la compréhension et I'analyse des opinions exprimées par les participants.

Les travaux de l'équipe juridique (cf Poster C. Farnos et E. Rial-Sebbag), ceux des deux axes d’enquétes auprés des
professionnels - un par méthode ethnographique et sociologique (cf Poster de B. Derbez) et I'autre par questionnaire en ligne
(cf Poster de D. d’Audiffret) — ont été présentés au groupe de discussion. Ainsi a travers I'enquéte ethnographique dans deux
services de génétiques (maladie du globule rouge et service d’'oncogénétique), des différences de pratique selon les contextes
de pathologies génétiques ont été mises en évidence. De méme, le questionnaire auprés des professionnels impliqués a révélé
des situations variables selon les pathologies mais également selon les professionnels concernés (conseillers en génétique,
généticiens, cliniciens non généticiens, psychologues). La loi n’est que rarement remise en cause, c’est son champ
d’application qui semble interroger les professionnels au regard des différents criteres d’exécution de celle-ci (« anomalie
génétique grave dont les conséquences sont susceptibles de mesure de prévention, y compris de conseil génétique, ou de
soins » article L1131-1-2). Le groupe de discussion composé de personnes aux compétences disciplinaires variées
(généticiens, conseillers en génétique, anthropologue, sociologue, philosophe, représentant d’associations de patients, juriste,
psychologue) a ftravaillé la question des criteres d’applicabilité de la transmission de linformation a la parentele pour
accompagner les professionnels concernés par la prescription de tests génétiques. Nous proposons de rendre compte des
débats du focus group et des questions qui ont pu émerger de ces discussions.
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Résumé :

Problématique : L'obligation légale d’information de la parentéle est un changement majeur des circonstances éthiques du
diagnostic génétique qui remet en question le secret médical et les principes de base du test présymptomatique. Informer ses
enfants et les autres membres de la famille est une tache difficile, notamment lorsqu’il n’existe pas encore de prévention ou de
traitement curatif. Les parents s’interrogent : Ou se situe notre responsabilité ? Doit-on le dire ? Comment les enfants vont-ils
réagir ? Quels sont les bénéfices ? S’agit-il d’'un savoir potentiellement nuisible ? Qui doit le dire ? Comment le dire ? Quand le
dire ?

Données existantes : Une étude (Gargiulo, 2002) sur la fagon dont les personnes concernées avaient été informées du risque
pour la maladie de Huntington montrait que seulement 20% d’entre elles avaient été informées par leurs propres parents et
qu’elles I'avaient appris tardivement (32 ans en moyenne). La grande majorité avait informé leurs enfants (73%) mais avaient
attendus qu’ils soient adolescents (14 a 18 ans) et/ou les premiers signes de la maladie chez le parent porteur.

En 2015 (Bouchgoul, 2015), dans une enquéte réalisée auprées de 54 femmes ayant réalisé un DPN, car elles étaient porteuses
ou le pere de I'enfant était porteur de la mutation, 38 avaient au moins un enfant indemne de la mutation. Ces enfants nés
aprés un DPN étaient pratiquement tous en a4ge de comprendre (13 ans en moyenne), cependant la plupart des couples (26/38,
68%) n’avaient pas informé leurs enfants de leur statut génétique de non porteur. Les femmes qui indiquaient avoir informé
leurs enfants (32%) donnaient comme motivation principale I'apparition des signes de la maladie chez le parent porteur.

Discussion : L’analyse qualitative des réponses indique que le choix de parler ou de se taire est I'expression individuelle de la
responsabilité parentale qui se traduit : soit par la volonté de protéger I'enfant d’un savoir potentiellement redoutable, soit par la
volonté de considérer I'enfant comme un étre autonome qui peut assimiler une information qui le concerne directement.

Conclusion : Ces résultats rappellent combien il est difficile de parler aux enfants de la maladie de Huntington, de son
caractére héréditaire et du risque. Bien que les parents soient plus enclins que leurs ascendants a transmettre I'information
aux enfants, des non-dits persistent. lls concernent aussi la possibilité d’informer un enfant sur son statut de non porteur aprés
un DPN.
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Résumé :

Le Séquancage a Haut Débit d'Exome (SHD-E) se développe en France dans le domaine du diagnostic génétique. La mise en
place en place de cet examen médical, qui entraine des modifications dans I'exercice de la médecine, engage des
questionnements éthiques et psychosociaux vis a vis des patients et de leurs parents. Ces derniers vivent souvent depuis
plusieurs années une errance diagnostique. Si le SHD-E multiplie les chances de poser un diagnostic par la découverte d'un
variant pathogéne, cette technique produit aussi des résultats négatifs, et entraine I'augmentation du nombre de résultats
incertains. Ainsi cette avancée scientifique génére de l'incertitude et de la complexité qui soulévent des interrogations, aussi
bien quant aux attentes et représentations des parents vis a vis du SHD-E d'une part, qu'au contenu de I'annonce des résultats
et leurs réactions. Comment les parents anticipent-ils les différentes catégories de résultats possibles ? Comment les parents
mais aussi les médecins vivent-ils I'annonce des résultats ?

L’étude SEQUAPRE, financée par la Fondation Maladies Rares, menée par les Centres de Références Anomalies du
Développement et Syndromes Malformatifs de Dijon et Lyon depuis janvier 2015, a pour objectif de décrire et comprendre les
attentes des parents en amont du SHD-E, et leurs réactions en aval de I'annonce des résultats ainsi que les difficultés
rencontrées par les médecins prescripteurs. Pour atteindre ces objectifs, une recherche en méthodes mixtes a été déployée,
alliant questionnaires et entretiens.

Le volet qualitatif sera décrit dans cette communication. Soixante entretiens individuels sont prévus dans les centres de Dijon et
de Lyon par une sociologue et une psychologue aprés la consultation d’annonce des résultats, avec les deux parents des
enfants ayant bénéficié d’'un SHD-E, puis auprés du médecin généticien les accompagnants dans cette démarche. L’analyse
intermédiaire des données discursives a été réalisée a partir de 38 entretiens semi-dirigés a partir de 18 situations, réparties en
trois catégories de résultats, 6 avec résultat positif, 7 avec résultat incertain, 5 avec résultat négatif. Celle-ci montre que les
attentes cristallisent des préoccupations éthiques et psychosociales variées propres aux différents temps du parcours de vie :
avoir un nom de maladie, comprendre I'origine de la pathologie, atténuer la culpabilité, orienter la prise en charge, prendre une
décision face a un désir de grossesse. En filigrane de ces préoccupations apparait, dans ces situations, un questionnement
éthique de fond sur la normalité a laquelle parents comme médecins sont confrontés de maniére renouvelée par ce dispositif
qui ouvre des possibilités de soin inédites.
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Mots clefs : éthique appliquée, décision, incertitude
Résumé :

Les séances d’éthique appliquée sont peu connues en France alors qu’elles se sont progressivement développées dans les
pays anglo-saxons ainsi que dans certains pays Européens, selon le modéle de « moral case deliberation » (1). Elles sont
considérées comme une méthode d’amélioration des pratiques soignantes a I'hdpital. Elles présentent un intérét pédagogique
en favorisant I'accroissement des connaissances et de la réflexion éthique grace au retour d’expérience réalisé. Elles favorisent
le dialogue entre les professionnels, les amenant a s’écouter et a construire une compréhension mutuelle, ce qui améliore le
climat de travail et indirectement le soin. L’apparition de telles séances d’éthique appliquée témoigne d’'une évolution dans la
conception de I'éthique avec un passage d’une éthique théorique — avec des experts et des comités éthiques s’intéressant a
des problématiques générales, comme l'information, le consentement ou la recherche — a une éthique pratique, appliquée,

traitant des situations éthiquement sensibles, du quotidien, rencontrées par les soignants-

Un travail d’éthique appliquée est mis en ceuvre au sein du Département de Génétique Médicale de Marseille, en collaboration
avec I'Espace Ethique Méditerranéen (AP-HM), depuis février 2012. Lors de chaque réunion, une fois par mois, un dossier est
présenté et étudié pendant 1H30, selon une méthodologie de débat éthique (moral case deliberation). Les acteurs des secteurs
cliniques de génétique médicale (génétique constitutionnelle, oncogénétique et centre de diagnostic prénatal), participent aux
débats, qu’ils soient généticiens cliniciens, biologistes, psychologues ou conseillers en génétique. Depuis septembre 2015,
d’autres personnalités ont rejoint le groupe (philosophe, juriste, conseillére conjugale, représentant d’association, infirmier...).

Les éléments d’analyse des situations proposées sont co-construits lors des prises de paroles, en lien avec les principes de
respect de I'autonomie, de bienfaisance, de non malfaisance et de justice décrits par Childress et Beauchamp (2). Les textes
d’encadrement juridique (Loi n°2011-814 du 7 juillet 2011; Arrété du 27 mai 2013 ; Décret n°2013-527 du 20 juin 2013) sont
aussi pris en compte (3).

Nous nous appuierons sur 'exemple d’'une situation ou nous avons analysé la prise en charge d’une famille (conseil génétique,
diagnostic prénatal, diagnostic préimplantatoire), depuis 1996 et sur deux générations.

Nous tenterons de montrer comment cette approche d’éthique réflexive permet :

- de prendre en considération la complexité de la démarche de conseil génétique et de la mise en ceuvre des analyses
moléculaires

- d’aborder de fagon mutuellement enrichissante la difficile question de la prise de décision en situation d’incertitude

- et d’en tirer des enseignements pour éclairer nos pratiques les plus actuelles d’exploration du génome (ACPA, NGS)

(1) Dauwerse L, Stolper M, Widdershoven G, Molewijk B. Prevalence and characteristics of moral case deliberation in Dutch
health care. Med Health Care Philos. 2014 Aug;17(3):365-75

(2) Tom L. Beauchamp, James F. Childress
Principles of Biomedical Ethics, Oxford University Press, 2008

(3) http://www.legifrance.gouv.fr/
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Résumé :
« Premiéres fois » dans la consultation de génétique

Les « premiéres fois » dans la consultation de génétique pésent d’'un poids certain dans I'agenda de la consultation hospitaliére.
Bien souvent longues et éprouvantes, dans un lieu singulier qui conjugue aujourd’hui consultations, plateforme technique et
équipes de recherche, elles nécessitent une attention et une concentration particuliéres de la part des généticiens (et de tous
les participants), mais aussi des familles qui ont attendu des mois pour ce tout premier rendez-vous.

Si la polysémie de la formule n’est pas sans rappeler les débuts de la vie amoureuse, c’est bien de commencement, d’origine,
mais aussi de transmission dont il sera la essentiellement question. Du récit de la maladie par le patient ou ses parents, au
regard du clinicien qui tente de saisir le trait organisateur de la pathologie, émerge progressivement dans la consultation la
possibilité de nommer la maladie, et d’engager -ou pas- des recherches génétiques. Avec comme objectif de border un réel
affolant, resté (parfois) trop longtemps in-nommé.

La présence de I'analyste souhaitée dés ces premiéres consultations, au méme moment et dans le méme lieu, et organisée par
I’équipe médicale depuis plus de 20 ans au sein de la consultation génétique de Necker (Institut Imagine) - offre la possibilité au
consultant de déplier les associations et représentations imaginaires dans lesquelles le sujet se trouve pris, bien souvent a son
insu. Et d’amorcer une historicisation subjective, qui pourra étre poursuivie dans un aprés-coup de cette premiére consultation,
afin de ne pas se trouver « gélifié¢ » (Lacan) dans ce qui pourrait émerger du plateau technique hyper moderne et performant.

Au travers de diverses observations cliniques au sein du service de génétique médicale, dans un lieu ou priment pourtant
expertise médicale et urgence diagnostique, il s’agira de comprendre comment et & quelles conditions ces toutes premiéres
consultations se révélent déja thérapeutiques./.
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Résumé :

La néphronophtise (NPH) est une néphropathie héréditaire caractérisée par une fibrose interstitielle massive et la formation de
kystes, et 'une des principales causes d'insuffisance rénale terminale chez I'enfant. Elle appartient au groupe des ciliopathies,
maladies multi-systémiques liées a un dysfonctionnement du cil primaire, un organite sensoriel présent a la surface de la
plupart des cellules de vertébrés régulant des voies de signalisation essentielles au développement et a I'homéostasie
tissulaire. Des anomalies extrarénales sont retrouvées chez 50% des patients, notamment oculaires, neurologiques, hépatiques
et/ou squelettiques. A ce jour, des mutations dans 20 génes (NPHP1-20) ont été identifiées chez des patients atteints de formes
syndromiques ou isolées, permettant d’expliquer 50% des cas. La plupart de ses genes codent pour des protéines ciliaires,
impliqués dans la régulation des composés ciliaires a la base du cil ou lors du transport intraflagellaire (IFT). En raison de
I'hétérogénéité génétique et phénotypique majeure des ciliopathies, nous avons développé une approche de séquengage haut
débit ciblant > 1200 génes codant des protéines localisées au cil ou participant a sa fonction (ciliome).

L’analyse d’'une cohorte de 355 individus a permis d’identifier des mutations dans 58% des cas (57/107 NPH isolées, 149/245
NPH syndromiques). Parmi les 206 individus mutés, 66% des cas sont porteurs de mutations dans des génes déja impliqués
dans les ciliopathies, dont 49% dans un géne NPHP. Notamment, des mutations ont été retrouvées dans tous les génes codant
les IFT-A impliquées dans le transport retrograde (21% des cas). De fagon inhabituelle, ces patients présentent une atteinte
glomérulaire et une hypertension artérielle associées a la NPH. Parmi les nouveaux génes (34% des cas), nous avons identifié
deux genes codant des sous unités IFT-B (IFT172 et IFT54) impliqués dans le transport antérograde, mutés chez des patients
avec respectivement un syndrome de Jeune et de Senior-Loken, et le géne CEP83 codant un composant des appendices
distaux ciliaires nécessaires a I'ancrage et a I'assemblage du cil, mutés chez des patients avec une NPH précoce associée a
une déficience intellectuelle. Par ailleurs, nous avons confirmé la variabilité phénotypique associée aux mutations des génes de
ciliopathie, avec l'identification de mutations du gene de NPH infantile, NEK8/NPHP9, chez des foetus avec hypodysplasie
rénale kystique syndromique. De plus, dans 6 cas, des mutations récessives ont été identifiées dans deux génes ciliaires,
suggérant que cette association puisse influencer la sévérité de I'atteinte rénale et des autres symptdmes associés. Enfin, dans
10% des cas des variations de signification inconnues, parfois bi-alléliques ont été identifiées, rendant difficile le diagnostic et
nécessitant des études fonctionnelles pour valider leur pathogénicité.
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Résumé :

Les Cardiomyopathies hypertrophiques (CMH), de prévalence estimée a 0 ,2 %, sont dues a une atteinte de la structure de la
cellule cardiaque. Environ 60 % des CMH sont des formes familiales avec une transmission autosomique dominante et une
pénétrance incompléte. Une vingtaine de genes ont été impliqués mais cinqg génes (MYH7, MYBPC3, TNNT2, TNNI3, MYL2)
représentent la majorité des diagnostics (90%). L’objectif de ce travail est d’évaluer la performance d'une approche de
séquencgage haut débit apres amplification multiplex concernant la détection des anomalies incluant les mutations (SNVs, Insel)
et les variations du nombre de copies (CNVs) chez 1259 patients.

L’analyse de 1259 patients porteurs de CMH a été réalisée par amplification multiplex des génes MYH7, MYBPC3, TNNT2,
TNNI3, MYL2 (HCM MASTRTM Assay, Multiplicom). Le test comporte 132 amplicoms (22,7Kb) dont 16 fragments contrble
permettant la détection des CNVs. Les patients sont séquencés par séries de 96 sur MiSeq avec une Flow Cell V3.0 de 2X 300
cycles (lllumina). L’analyse bio-informatique est réalisée avec le logiciel SeqPilot pour la détection des variants génétiques
usuels (SNVs). La recherche de CNVs est réalisée par un algorithme comparant les couvertures de séquengage des amplicoms
apres normalisation intra-série et inter-patients (Genodiag, IPEPS-ICM).

L’analyse de ces 5 génes a abouti a l'identification d’'un SNV pathogene chez 37,8% des patients (N=476). 90% des patients
(N=429) sont porteurs d’'une unique mutation dominante et 10% (N=47) porteurs de deux mutations, soit hétéroalléliques dans
le méme geéne, soit dans deux genes distincts. Le géne MYBPCS3 est le plus fréquemment impliqué avec 57,6% des patients
mutés, puis MYH7 (26,2%), TNNT2 (9,0%), TNNI3 (5,6%), MYL2 (1,6%). Un total de 271 mutations différentes a été identifié
dont 147 dans MYBPC3, 84 dans MYH7, 20 dans TNNT2, 13 dans TNNI3 et 7 dans MYL2. Les patients présentant des
génotypes complexes représentent 10% des patients mutés dont 43 % porteurs de digénisme dans les deux génes
MYH7/MYBPCS3. La détection de CNVs, bien que jamais publiée, permet de confirmer que ce mécanisme mutationnel peut étre
a l'origine de la CMH et permet d’augmenter la proportion de patients diagnostiqués par I'analyse de ces 5 génes.

Le séquengage haut débit aprés amplification multiplex des 5 génes majeurs impliqués dans les CMH permet d’apporter un
diagnostic rapide chez environ 40% des patients par I'analyse simultanée de 96 patients. L’avantage de cette approche est de
détecter aussi bien les mutations classiques (SNVs, Indel) que les remaniements plus complexes impliquant un ou plusieurs
exons. Cet apport permet d’élargir le spectre des anomalies moléculaires responsables de CMH et ainsi d’augmenter la
proportion d’identification de mutations chez les patients permettant un meilleur conseil génétique aux familles.
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Résumé :

Le groupe des chondrodysplasies avec luxations multiples comprend plus de 7 entités différentes, caractérisées par une petite
taille, des luxations articulaires, des anomalies des mains et de la colonne vertébrale.

Parmi elles, le syndrome de Larsen (LRS), lié¢ au géne FLNB, est transmis sur un mode autosomique dominant. Les dysplasies
de Desbuquois de types 1 et 2 (DBQD1/DBQD2), la dysplasie spondylo-épiphysaire avec dislocations, la chondrodysplasie
avec luxations, de type gPAPP, le syndrome de Larsen-like avec anomalie cardiaque et le syndrome de Larsen de la Réunion
sont transmis sur un mode autosomique récessif, par mutations de CANT1, XYLT1, CHST3, IMPAD1, B3GAT3 et B4GALT7,
respectivement. Ces génes codent pour des protéines impliquées dans la synthése/sulfatation des protéoglycanes.

Afin d’établir des corrélations génotype-phénotype, nous avons collecté les échantillons de 29 patients, répondant aux criteres
suivants : 1) petite taille < -2.5 DS, 2) luxation d’au moins une grande articulation 3) anomalies des mains/de la colonne
vertébrale. Cette série comprend 2 foetus et 27 patients de 1 a 30 ans. 21 sont issus d’unions consanguines.

Les diagnostics initiaux étaient : DBQD1 (4), DBQD2 (7), LRS (2), LRS de la Réunion (1), Catel-Manzke (2) et sans diagnostic
précis (13).
Nous avons réalisé, aprés séquengage d’exome, l'analyse bioinformatique ciblée des génes connus dans les
chondrodysplasies avec luxations multiples, et de génes impliqués dans des spectres cliniques proches dont CHSY7
(brachydactylie préaxiale de Temtamy), B3GAT6 (SEMD avec hyperlaxité, type 1), KIF22 (SEMD avec hyperlaxité, type
leptodactylique), TGDS (syndrome de Catel-Manzke), DSE, CHST14 et PLOD1 (EDS musculo-contractural et
cyphoscoliotique), ainsi que SLC26A2 (dysplasie diastrophique). Les variants retrouvés ont été confirmés par séquencgage
Sanger.

Nous avons identifié des mutations chez 17/29 individus (68 %) : FLNB (1) CANT1 (3), XYLT1 (2), CHST3 (1), B3GAT3 (3),
B4GALT7 (1), B3GALT6 (1), KIF22 (1), TGDS (1), CHSY1 (1) et DSE (1). Une délétion compléte d' IMPAD1 homozygote a été
retrouvée chez un patient, élargissant le spectre des mutations décrites. Le diagnostic clinique initial a été confirmé dans 8/16
cas.

L’analyse phénotypique des patients montre des éléments cliniques discriminants. Des anomalies caractéristiques de la main
(présence et localisation d’os surnuméraires) sont retrouvées pour les atteintes liées a FLNB, CANT1, TGDS, CHSY1 et
IMPAD1. D’autres signes cliniques sont fréquents, tels que fente palatine, dysmorphie, obésité, retard de développement, ou
radiologiques (atteinte épiphysaire, métaphysaire et/ou vertébrale), dont I'association oriente le diagnostic clinique. Nous
proposons un schéma récapitulatif des éléments-clés de ces pathologies.

Enfin, cette étude souligne un mécanisme physiopathologique commun pour la plupart de ces entités impliquant des protéines
jouant un réle dans la synthése ou la modification post-traductionnelle des protéoglycanes.
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Résumé :

Le syndrome de Netherton est une maladie génétique cutanée récessive rare qui peut étre 1étale en période néonatale. Elle se
caractérise par une érythrodermie néonatale avec desquamation excessive de la peau, une inflammation cutanée marquée, des
manifestations allergiques cutanées, respiratoires et digestives avec des taux d’IgE sériques souvent trés élevés et des
anomalies spécifiques des cheveux (cheveux bambous). Le SN est du a des mutations perte de fonction du géne SPINK5
(Serine Protease Inhibitor of Kazal type 5) codant pour I'inhibiteur de protéases a sérine LEKTI (Lympho-Epithelial Kazal-Type
realted Inhibitor). Le SN est une maladie orpheline pour laquelle il n’existe pas de traitement spécifique. La perte d’expression
de LEKTI conduit a une activité excessive des kallikréines (KLKs) épidermiques et a un clivage protéolytique anormal et
prématuré de la couche cornée. Les souris invalidées de fagon constitutive pour Spink5 reproduisent le phénotype SN,
montrent une activité protéasique augmentée des KLK5 et KLK7 dans I'épiderme et meurent en quelques heures d’une
anomalie sévére de la barriére cutanée. Les souris transgéniques sur-exprimant KIk5 reproduisent le phénotype SN, au
contraire des souris transgéniques sur-exprimant KIk7 dont le phénotype reste modéré sans détachement cutané.

Dans cette étude, nous avons développé un modéle de souris double knockout dans lequel Kik5 et Spink5 ont été invalidés afin
d’étudier la contribution de KIk5 dans le phénotype SN. Nous montrons que l'invalidation de Klk5 chez les souris déficientes en
Lekti prévient la létalité néonatale, rétablit I'architecture épidermique et empéche I'inflammation cutanée. Spécifiquement,
l'invalidation de KIk5 réduit I'activité protéolytique de I'épiderme et en particulier de ses protéases cibles, KLK7, KLK14 et ELA2.
Nous montrons également que les desmosomes et les cornéodesmosomes restent intacts et que la différenciation épidermique
est en grande partie rétablie chez les animaux double knockout pour Kik5 et Spink5. Enfin, nous montrons I'absence
d’inflammation cutanée et de signes d’allergie dans la peau des souris double knockout. En particulier, les niveaux d’expression
d’IL-1beta, d’ll17A et de Tslp sont normalisés. Ces résultats démontrent que I'invalidation in vivo de Klk5 permet d’empécher le
développement néonatal des anomalies de la peau Spink5 knockout. Ces résultats illustrent le rle essentiel de la régulation
des protéases dans 'homéostasie épidermique et l'inflammation, et démontent que l'inhibition de KLK5 représente une cible
thérapeutique majeure, mais probablement non exclusive, pour le SN.
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Résumé :

Le pronostic des patients porteurs d’'une mutation dans les géenes TGFBR1 et TGFBR2 a été diversement apprécié. Les
recommandations de prise en charge des patients porteurs de mutations dans ces génes sont basées sur des données limitées
et probablement biaisées par la sévérité des phénotypes décrits initialement.

Cette étude vise a déterminer les différences d’expressions phénotypiques entre des patients porteurs de mutations dans ces
deux génes.

Les données cliniques et génétiques ont été collectées par l'intermédiaire d’un questionnaire remplis par 13 centres experts a
travers le monde.

157 patients porteurs d’'une mutation dans le géne TGFBR1 et 240 patients porteurs d’'une mutation dans le gene TGFBR2 ont
été inclus. Ces patients sont issus de 188 familles.

Les signes extra-aortiques sont similaires dans les deux groupes : tortuosité artérielle (54% vs 54%), hypertélorisme
(26%/31%), luette bifide (26% vs 33%), craniosynostose (9% vs 11%), palais ogival (35% vs 48%). Leur fréquence est bien
moindre que celle rapportée dans la série initiale de Loeys et al. (N Engl J Med 2006)

De méme, la fréquence des événements artériels (chirurgie ou dissection d’une artére de moyen calibre), est identique dans les
deux groupes et relativement rare (10% vs 9%).

Enfin, la survie des patients est meilleure dans cette étude qu’initialement décrite (survie supérieure a 75% a 75 ans), identique
pour les génes TGFBR1 et les génes TGFBR2 (figure).

En conclusion les patients porteurs d’'une mutation dans les génes TGFBR1 ou TGFBR2 ont un phénotype clinique similaire
avec des signes extra-aortiques chez la moitié des patients (tortuosité artérielle, hypertélorisme, vergetures, luette bifide, palais
ogival, craniosténose, atteintes squelettiques).

Dans cette cohorte, le pronostic est bien meilleur que celui initialement rapporté dans la littérature.
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Résumé :

Le syndrome SHORT a été défini historiquement par son acronyme: retard de croissance (short stature (S)), hyperlaxité des
articulations et/ou hernie inguinale (H), énophtalmie (ocular depression (O)), anomalie de Rieger (R) et retard a I'éruption
dentaire (teething delay (T)). Plus récemment plusieurs groupes de recherche ont identifi¢ des mutations du géne PIK3R1
comme responsable du syndrome SHORT. La connaissance de I'étiologie moléculaire du syndrome SHORT a permis une
révision clinique du phénotype. Les phénotypes détaillés de 32 individus atteints d’'un syndrome SHORT et présentant une
mutation de PIK3R1,
incluant huit nouveaux patients, ont été étudiés pour définir le syndrome de fagon plus précise et les indications de I'analyse
moléculaire de PIK3R1. Les signes majeurs décrits dans I'acronyme du syndrome n’étaient pas présents de fagon systématique
et seulement la moitié des cas (52%) avait au moins 4 signes classiques. Les signes cliniques commun observés dans la
cohorte incluaient le RCIU < 10°™¢ percentile, le retard de croissance postnatal, la lipoatrophie et la dysmorphie faciale. Les
anomalies de la chambre antérieure et la résistance a l'insuline ou le diabéte ont été observé mais ne sont pas toujours
présents. Les signes moins spécifiques ou signes mineurs du syndrome SHORT incluent le retard a I'éruption dentaire, une
peau fine et fripée, un retard de langage, une hyperlaxité articulaire ou hernie inguinale. Devant le risque élevé de diabéte, une
surveillance réguliére du glucose est nécessaire. Une échographie cardiaque, un bilan ophtalmologique et de l'audition est
également recommandé. Un suivi régulier de la croissance et du développement en particulier du langage est également
recommandé pendant I'enfance. Cette étude a permis de définir les signes majeurs et mineurs du syndrome SHORT,
permettant d’orienter la prescription de I'étude du géne PIK3R1.
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Résumé :

La maladie de Rendu Osler (RO), a transmission autosomique dominante, est caractérisée par des malformations
artérioveineuses responsables de télangiectasies, d’épistaxis et parfois de complications viscérales essentiellement
pulmonaires et hépatiques. La maladie de RO est considérée comme certaine, probable ou suspecte selon le nombre de
criteres cliniques présents. Les mutations des génes ENG et ACVRL1 sont responsables de 90% des cas de maladie de RO.
Le dépistage génétique peut aider au diagnostic de la maladie lorsque la clinique est incompléte et permet une meilleure prise
en charge du patient et de sa famille.

Nous avons repris les résultats des analyses des génes ENG et ACVRL1 réalisées chez 1565 cas index. Nous avons retrouvé
une mutation respectivement chez 89% patients (n=747) avec une maladie de RO certaine, 51% (n=229) avec une maladie
probable et 16% (n=44) avec une maladie suspecte. Nous avons identifié 245 variants différents dans ENG dont 65 faux sens
et 232 dans ACVRL1 dont 114 faux sens. La plupart de ces faux sens ne sont pas rapportés dans la database internationale ou
leur effet n'est pas décrit. D’autre part, 39 cas index étaient porteurs simultanément de deux variants non décrits comme des
polymorphismes.

Des analyses in silico ont été réalisées sur les variants n’entrainant pas un décalage du cadre de lecture; des études de
coségreégation ont été réalisées quand nous disposions de plusieurs apparentés. Quand cela était possible nous avons étudié
I'effet sur TADNc de 22 variants situés dans les introns ou aux extrémités des exons et confirmé un effet sur I'épissage pour 10
d’entre eux ainsi que pour un variant faux sens situé a la fin de I'exon 11 de ENG. En collaboration avec I'équipe INSERM
U1036, des tests fonctionnels ont été développés pour étudier I'expression, la localisation et les conséquences sur la voie de
signalisation en réponse au BMP9, le ligand de ALK1, des variants faux-sens des génes ENG et ACVRL1 : 34 variants de ENG
et 85 de ACVRL1 ont été générés par mutagenése dirigée, transfectés dans des fibroblastes murins (cellules 3T3) et leurs
activité fonctionnelle testée sur un élément de réponse aux BMP (BRE) par un dosage luciférase. Nous avons pu ainsi vérifier
que 61 mutations du gene ACVRL1T et 16 du géne ENG avaient une fonction altérée avec une absence d’expression a la
membrane, un défaut de liaison a BMP9 ou un défaut de réponse a BMP9. Parmi les 40 variants dont la fonction n’est
apparemment pas altérée, seuls 4 d’entre eux n’ont jamais été rapportés dans des databases de variants et sont présents de
fagon isolée chez des patients au diagnostic certain.

L’analyse des génes ENG et ACVRL1 conduit régulierement a I'identification de nouvelles mutations non répertoriées. Les tests
fonctionnels sont un outil majeur pour une interprétation correcte des résultats génétiques et la mise en place d’'un conseil
génétique dans les familles de RO.



Session Simultanée 10 - Exploration moléculaires et ANGE-LINE BRUEL
fonctionnelles

CS56 : Les mutations tronquantes du géne MSL3 causent un nouveau syndrome reconnaissable

Auteurs :

Ange-Line Bruel (1), Tugce Aktas llik (2), Maria Felicia Basilicata (2), Ineke van der Burgt (3), Jenny Morton (4), Salima El
Chehadeh-Djebbar (5), Alexander Hoischen (3), Christian Gilissen (3), Lissenka Vissers (3), Rolph Pfundt (3), Christel Thauvin-
Robinet (1), Han G Brunner (3), Jean-Baptiste Riviere (1), Laurence Faivre (1), Asifa Akhtar (2), Julien Thevenon (1)

1. FHU-TRANSLAD, Equipe EA42271 GAD, Université Bourgogne-Franche Comté/CHU Dijon, Dijon, France

2. Immunobiology and Epigenetics, Max Planck Institute, Freiburg im Breisgau, Allemagne

3. Department of Human Genetics, Radboud university medical center, Nijmegen, Pays-Bas

4. Clinical Genetics Unit, Birmingham Women’s Hospital, Birmingham, Royaume Uni

5. Centre de génétique, CHRU Strasbourg, Strasbourg, France

Mots clefs : MSL3, déficience intellectuelle, épigénétique
Résumé :

Au cours de ces derniéres années, les nouvelles technologies de séquengage haut-débit ont largement prouvé leur efficacité
pour identifier les bases moléculaires des pathologies avec une grande hétérogénéité clinique et génétique, telles que les
déficiences intellectuelles avec anomalies congénitales. Cependant, de nombreux résultats demeurent non-concluants car les
corrélations génotype-phénotype sont limitées par la rareté de la récurrence de la maladie. La mise en place d'un réseau de
partage des données international a permis d’augmenter les chances d’identifier d’autres patients avec un phénotype similaire
et de mettre en évidence de nouveaux syndromes.

Nous rapportons ici le cas d’une jeune patiente présentant un retard de développement, une déficience intellectuelle modérée
avec absence de langage, une dysmorphie faciale et une constipation sévere. Aucun syndrome connu n’était évoqué et les
examens paracliniques et génétiques n'ont pas permis d’orienter le diagnostic. Un séquengage d’exome de cas index a donc
été réalisé, sans permettre d’identifier de variant causal lors de I'analyse diagnostique. La ségrégation familiale de variations
candidates a systématiquement été réalisée. Cette stratégie d’analyse a mis en évidence une variation de novo affectant sur un
site accepteur d’épissage dans le gene MSL3. Des collaborateurs ont été contactés afin d’identifier des patients additionnels
porteurs de mutation de novo et tronquante du géne MSL3. Ainsi, sept observations ont été collectés : 4 patients porteurs de
mutations ponctuelles, 2 patientes porteuses de délétion emportant MSL3, un patient porteur d’'une inversion chromosomique
aboutissant a un transcrit de fusion en phase de MSL3 et GAB3. L'étude phénotypique de ces patients a permis de retrouver
des caractéristiques communes chez les patients porteurs de mutations ponctuelles, moins reconnaissables chez les patients
porteurs d’anomalie chromosomique. MSL3 est localisé sur le chromosome X et compose un complexe protéique régulateur
transcriptionnel, fondamental dans le développement et responsable de I'acétylation spécifique de I'histone H4 sur sa lysine 16
(acH4K16). L'analyse des marques épigénétiques sur les cellules de patients a montré la diminution spécifique de la marque
acH4K16. Seule la fonction enzymatique, et non 'assemblage du complexe était altérées.

Cette description correspond a la premiére association d’'une anomalie unique de I'acétylation d’'une marque histone dans une
pathologie humaine.
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Résumé :

L’infertilité masculine concerne plus de 20 millions d’hommes a travers le monde et représente un véritable enjeu de santé
publique. Bien que multifactorielle, I'infertilité masculine a une composante génétique importante. Dans le cadre de notre projet
«MAS FLAGELLA» nous recrutons des patients présentant une infertilité primaire liée a un défaut des mouvements
spermatiques causée par des anomalies morphologiques multiples des flagelles (phénotype MMAF). Nous avons démontré
précédemment qu’environ 28% des patients MMAF présentaient des mutations du gene DNAH1, un géne codant pour un bras
interne de dynéine spécifique de I'axonéme spermatique. Ces résultats suggerent qu’environ 70% des patients restant sont
porteurs de mutations dans d’autres génes de la structure flagellaire.

A partir d’'une cohorte de patients infertiles avec phénotype MMAF recrutés principalement a Tunis, un séquencage exomique a
éteé réalisé pour 73 patients (Genopole, Evry, France). Aprés mise en place d’un pipeline bio-informatique spécifique, 18 génes
candidats ont été identifiés chez 43 patients (569%) comme potentiellement impliqués dans le phénotype de nos patients. On
retient en particulier 8 génes pour lesquels des mutations tronquantes homozygotes ont été identifiés chez au moins 2 patients
chez un total de 31 individus (42%). Parmi eux, 5 patients (7%) présentent une mutation pathogene dans le géne DNAH1
confirmant I'implication de ce géne dans le phénotype MMAF. Pour I'ensemble des génes candidats identifiés nous avons mis
en place un schéma original de validation fonctionnelle systématique comprenant notamment la production de souris KO par la
technique de CRISPR/Cas9 et de mutants chez Trypanosoma brucei par RNAI.

Nous avons initié la caractérisation de 2 génes appelés ici FLAG 1-2 retrouvés mutés chez 6 (8%) et 2 patients (3%)
respectivement. Pour chacun de ces génes, nous avons identifié des mutations tronquantes homozygotes, confirmées par
séquencage SANGER. L’étude de leur expression par RT-qPCR chez 'homme et la souris a démontré une expression trés
majoritaire voire spécifique dans le testicule. Grace a la technigue CRISPR/Cas9 nous avons obtenu en moins de 4 mois, des
souris mutées pour ces deux génes. La présence du phénotype MMAF chez ces souris KO homozygotes confirme I'implication
des genes FLAG1 et 2 dans le phénotype. De méme, I'étude des mutants chez T.brucei de flag1 et 2 montre une
désorganisation sévére de I'axonéme flagellaire. L’analyse par immunofluorescence chez ces mutants a pu démontrer la
position axonémale de ces 2 protéines.

Ce travail démontre que le séquencage exomique est efficace pour identifier des génes candidats a partir de cohortes ciblées
d’hommes infertiles et que les mutations identifiées peuvent étre efficacement validées grace a la création de souris KO par la
technique de CRISPR/Cas9 et de mutants T.brucei.

Ce projet a été financé en partie par la Fondation Maladies Rares et 'Agence Nationale de la Recherche (APP PRTS 2014).
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Le Syndrome de Goldenhar (SG) ou Spectre Oculo-Auriculo-Vertebral (OAVS) est un défaut de développement embryonnaire
impliquant les premier et deuxiéme arcs branchiaux. Ce syndrome polymalformatif est caractérisé par des anomalies
asymeétriques de l'oreille, de I'ceil, des vertébres et par une microsomie hémifaciale. Bien que de nombreuses anomalies
chromosomiques aient été recensées, aucun géne spécifique n’a, pour I'heure, été impliqué dans la survenue de ce syndrome.
Parmi divers facteurs environnementaux, l'acide rétinoique (AR) a déja été décrit comme un agent tératogéne menant a
phénotype OAVS chez I'hnomme. En outre, la voie de l'acide rétinoique est impliquée dans de nombreux processus du
développement embryonnaire précoce et des mutations dans des génes de cette voie peuvent conduire a des malformations
cranio-faciales.

Dans la présente étude, nous avons identifié par séquengage d’exome une mutation non-sens de novo (c.25C > T, p.Arg9*)
dans le géne MYT1 chez un patient présentant un SG typique. Ce gene code pour le facteur de transcription de la myéline type
1 qui est fortement exprimé dans le systeme nerveux central en développement et est décrit comme une cible possible de 'AR.
L’étude de notre cohorte de 169 patients OAVS a révélé une mutation faux-sens dans MYT1 (c.314C > T, p.Ser105Leu) chez
un autre patient, qui a été héritée de son pére.

Les études fonctionnelles par invalidation transitoire de myt1a, 'homologue de MYT1 chez le poisson zébre, ont conduit a des
altérations des cartilages cranio-faciaux. En outre, nos études cellulaires ont confirmé un lien étroit entre 'AR, MYT1 et RARB,
le récepteur béta de 'AR. En effet, le traitement au « all-trans AR » a conduit a 'augmentation de I'expression endogéne de
MYT1, confirmant ainsi que MYT1 est une cible de 'AR. De plus, la surexpression de MYT1 sauvage conduit a une régulation
négative de I'expression de RARB non observée lors de la transfection des vecteurs MYT1 faux-sens et non-sens. Ces
résultats permettent d’argumenter l'implication de MYT1 dans la voie de I'acide rétinoique et confirment le lien entre AR et
OAVS.

En conclusion, nous présentons MYT1 comme le premier géne impliqué dans le syndrome de Goldenhar, au sein de la voie de
I'acide rétinoique.
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CS59 : Intérét des approches complémentaires (minigénes, ARN du patient, prédictions bioinformatiques) pour
I'identification des mutations d’épissage : bilan sur 400 variations des génes MLH1/MSH2 et BRCA1/BRCA2

Auteurs :

Pascaline Gaildrat (1), Gaia Castelain (1), Sophie Krieger (2), Stéphanie Baert-Desurmont (1), Daniela Di Giacomo (1),
Sandrine Caputo (3), Audrey Killian (1), Jean-Christophe Thery (1), Isabelle Tournier (1), Céline Bonnet (1), Hélene Tubeuf (1),
Samira Aklil (1), Grégoire Davy (2), Aurélie Drouet (1), Myriam Vezain (1), Etienne Rouleau (3), Claude Houdayer (4), Thierry
Frebourg (1), Mario Tosi (1), Alexandra Martins (1)

1. Inserm U1079 et Service de Génétique, Centre Normand de Génomique Médicale et Médecine Personnalisée , Inserm,
Université de Rouen et CHU de Rouen, Rouen, France

2. Laboratoire de Biologie clinique et oncologique, Centre Frangois Baclesse et Université de Caen, Caen, Inserm U1079 et
Service de Génétique, Centre Normand de Génomique Médicale et Médecine Personnalisée , Centre Frangois Baclesse et
Université de Caen, Inserm, Université de Rouen et CHU de Rouen, Caen, France

3. Service de Génétique, Institut Curie, Paris, Paris, France

4. Service de Génétique, Institut Curie, Université Paris Descartes , Paris, France

Mots clefs : mutations d’épissage, test fonctionnel minigéne, classification des VSI, prédictions bioinformatiques, syndrome de
Lynch, cancers héréditaires du sein et de I'ovaire

Résumé :

L’interprétation de variations nucléotidiques de signification biologique inconnue (VSI) représente un défi majeur en génétique
médicale, et ce notamment en oncogénétique. Une fraction importante de ces VSI peut étre pathogéne du fait de I'altération du
processus d’épissage de I’ARN pré-messager. Depuis 2006, nous avons développé et optimisé un test fonctionnel d’épissage,
basé sur l'utilisation de minigénes, dans le cadre du diagnostic moléculaire des 2 formes majeures de prédisposition aux
cancers, le syndrome de Lynch et les cancers héréditaires du sein et de I'ovaire. Les principaux avantages de cet essai sont
I'utilisation d’'un matériel biologique toujours disponible dans les laboratoires de diagnostic (ADNg) et une interprétation facilitée
des résultats, notamment du fait de son caractére monoallélique. En collaboration avec les laboratoires d’oncogénétique, cet
essai nous a permis d’étudier plus de 400 VSI exoniques et introniques, identifiées dans les génes MLH1/MSH2 et
BRCA1/BRCA2. Plus de 20% de ces variations sont responsables d’altérations partielles ou totales de I'épissage. La trés bonne
concordance entre ces données et celles établies a partir de 'ARN des patients, quand disponible, démontre la pertinence du
test minigéne. Ces résultats sont intégrés progressivement dans les bases de données publiques et contribuent a la
classification des VSI. Ces données ont également permis de confirmer la bonne fiabilité des prédictions bioinformatiques des
sites d’épissage. De plus, nous avons entrepris d’évaluer de nouvelles méthodes in silico de prédictions des altérations des
éléments de régulation de I'épissage. Dans ce but, les effets sur I'épissage d’un grand nombre de variations exoniques, a
distance des sites d’épissage, ont été analysés dans plusieurs « exons modéle » et ces données expérimentales ont ensuite
été confrontées aux prédictions générées par les différentes méthodes bioinformatiques. Cette étude a permis de montrer qu’un
nombre important de variations dans ces exons est susceptible de modifier la régulation de I'épissage et que ces effets sont
concordants, en grande partie, avec les prédictions générées par un nouvel algorithme. L’'ensemble de ces données souligne la
complémentarité des différentes approches expérimentales et I'intérét potentiel de nouvelles prédictions bioinformatiques dans
les stratégies de stratification des variations pour les tests fonctionnels et, ce particulierement dans le contexte du
développement du séquengage a haut débit, dont un des principaux défis sera l'interprétation des VSI.
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CS60 : Apparentement et consanguinité dans le panel 1000 Génomes.
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Résumé :

Le projet 1000 Génomes, largement utilisé aujourd’hui, fournit une source unique de données de séquengage du génome pour
les études de génétique des populations et pour les études sur les facteurs génétiques impliqués dans les maladies humaines.
La derniére phase de ce projet (phase Ill) comprend les données de séquences de plus de 2 500 individus provenant de 26
populations d’Afrique, Europe, Asie et Amérique. Bien que les relations d’apparentement entre les individus aient été
recherchées dans certaines populations lors de la phase | du projet, la consanguinité de ce panel n'a jamais été étudiée. Nous
proposons donc ici une étude compléte de I'apparentement et de la consanguinité des individus de la phase lll, en nous
appuyant sur les polymorphismes fréquents issus des données de séquencgage. Pour estimer la consanguinité, nous avons
utilisé FSuite, une suite logicielle que nous avons développée pour les études en populations supposées homogenes. Le panel
1000 Génome comprenant des individus dont les parents sont issus de deux populations différentes, en particulier en Amérique
(Africains-Américains, Portoricains, ...), nous avons donc commencé par tester par simulations le comportement de la méthode
dans un contexte de populations mélangées. Nous avons pu montrer que les estimations des taux de consanguinité étaient
robustes. Nos résultats sur le panel montrent un niveau étonnamment élevé de consanguinité: prés d'un quart des personnes
présentent de la consanguinité, avec pour 4% d'entre eux de la consanguinité forte (similaire ou supérieure a celle attendue
pour des enfants de cousins germains). Des individus consanguins ont été trouvés dans chacune des 26 populations et dans
certaines populations, cela concerne plus de la moitié des individus. Nous avons également détecté de l'apparentement
(jusqu'a et y compris cousins germains) dans 227 paires d’individus. Nous proposons donc maintenant une liste des individus
du panel 1000 Genomes sans apparentement ni consanguinité proche que nous conseillons d’utiliser pour les estimations et
comparaisons de fréquences alléliques, génotypiques ou haplotypiques.
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CFO01 : Diagnostic des encéphalopathies épileptiques précoces : intérét de I’approche par panel NGS.
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Résumé :

Les encéphalopathies épileptiques (EE) précoces (syndromes de West, Ohtahara, Aicardi, et Dravet) sont des pathologies
neuropédiatriques graves entrainant une épilepsie sévére et une déficience intellectuelle (DI) souvent importante. Une grande
partie des EE précoces sont d’origine génétique avec plus de 60 génes rapportés a ce jour. L'IRM cérébrale et le bilan
métabolique sont pertinents pour diagnostiquer les étiologies métaboliques et les malformations cérébrales. En revanche, le
diagnostic des autres EE précoces reste difficile et I'errance diagnostique peut étre longue.

Le service de neuropédiatrie du CHU de Reims est site constitutif du centre de référence « Epilepsies rares et Sclérose
tubéreuse de Bourneville » Ce centre est multi-sites (Paris-Necker, Paris-Salpétriere, Lille, Reims et Strasbourg) avec une file
active de 260 patients au CHU de Reims (estimation Pyramig) et de nombreux patients en attente de diagnostic moléculaire.
Neuropédiatres et généticiens du CHU de Reims se sont donc associés pour développer un panel NGS de 35 génes d’EE
précoces (190kb de région cumulée). Le panel EP35 a été éprouvé de maniére rétrospective sur une cohorte de 75 patients (63
patients sans diagnostic et 12 témoins positifs). 35% des patients avaient eu au moins un géne du panel testé antérieurement
en séquengage Sanger et/ou MLPA. Ce panel pouvant étre utile pour d’autres formes d’épilepsie (syndromes de Doose [ou
épilepsie myoclonique-astatique], Lennox-Gastaut, GEFS+), nous avons donc inclus quelques patients avec ces syndromes.

Nous avons analysé les résultats a la recherche de SNV et de CNV. Nous avons mis en évidence un SNV pathogene chez
13/63 (20,6%) des patients dans 9 genes: STXBP1, SCN2A, SCN8A, SCN9A, GABRA1, GABRG2, KCNB1, KCNQ2 et
PCDH19. Un CNV pathogéne a été identifié par NGS chez 1/63 (1,5%) avec délétion compléte du géne GABRD en 1p36. Les
mutations ponctuelles, délétions complétes ou partielles de génes ont été identifiées chez les 12 témoins positifs.

Ce projet a permis de valider l'intérét de I'approche par panel NGS pour le diagnostic des encéphalopathies épileptiques
précoces d’origine génétique. Ce panel permet de remplacer avantageusement les approches Sanger et MLPA, en termes de
rendement diagnostique, délai de rendu mais aussi du point de vue médico-économique. Le rendement diagnostique de notre
étude a souffert des biais d’une cohorte rétrospective. La revue de la littérature suggere que le panel EP35 devrait permettre un
rendement de l'ordre de 25% en prospectif. Cette approche nous a permis aussi d’élargir le spectre phénotypique pour les
mutations des génes GABRG2 (Doose sans DI) et SCN2A (Lennox-Gastaut avec Déficit Immunitaire Commun Variable).

Aprés I'IRM cérébrale et le bilan métabolique, le panel EP35 entre donc en 1 ére ligne dans la stratégie diagnostique des EE
précoces au CHU de Reims. Un panel complémentaire en cours de conception devrait permettre d’améliorer ce rendement
diagnostique.
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CFO02 : Caractérisation fonctionnelle d’'un nouveau géne candidat de la néphronophtise in vitro et in vivo dans le
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Résumé :

La néphronophtise (NPH) est une néphropathie tubulo-interstitielle chronique de transmission autosomique récessive,
représentant la premiére cause génétique d’insuffisance rénale terminale chez I'enfant. Elle se caractérise par un
épaississement de la membrane basale tubulaire, une fibrose massive et I'apparition de kystes a la jonction cortico-médullaire.
Dans 50% des cas, elle est associée a des atteintes extra-rénales, telles qu’une rétinite pigmentaire, une fibrose hépatique ou
un situs inversus. La NPH est génétiquement hétérogéne, avec a ce jour prés de 20 génes identifiés (NPHP1-20) qui codent
pour des protéines localisées au cil primaire, ce qui caractérise la NPH comme un ciliopathie. Le cil primaire est un organelle
constitué de microtubules, présent a la surface de la plupart des cellules de vertébrés, qui joue le rle de plateforme de
signalisation, assurant la transduction de signaux extra-cellulaires importants au cours du développement et de 'homéostasie
tissulaire (Hedgehog, Wnt). Les protéines impliquées dans la NPH assurent soit le transport intraflagellaire (IFT) le long du cil
soit la fonction de barriére de filtration a la base du cil. Certaines protéines NPHP sont aussi localisées aux jonctions cellule-
cellule, ou elles participent a la maintenance de la polarité apico-basale.

Par séquencgage d’exome total, nous avons identifi¢ une mutation faux-sens homozygote (c.806 C > T, p.P269L) dans le géne
ANKS3, dans une famille de trois enfants présentant une NPH tardive avec fibrose hépatique. ANKS3 code pour une protéine
cytosolique qui interagit avec d’autres NPHP localisées dans le compartiment Inversine (ANKS6, NEK8 and INVS) ou a la zone
de transition (NPHP1) au niveau du cil. Toutefois, ANKS3 ne semble pas étre présent dans le cil primaire mais plutét a la base
au niveau du corps basal dans les fibroblastes et sous forme d’agrégats cytoplasmiques apicaux dans les cellules tubulaires
rénales IMCD3. Nous avons montré que la mutation p.P269L affecte l'interaction de ANKS3 avec NEK8 et NPHP1, perturbe la
biogenése du compartiment Inversine, et entraine une augmentation de la taille des cils dans les fibroblastes de patients et
dans les cellules IMCD3 invalidées pour Anks3 et réexprimant ANKS3-P269L-GFP. In vivo, la lignée mutante poisson zébre
anks3 présente des défauts de latéralité dus a des défauts de motilité des cils de la vésicule de Kupffer, organe transitoire a
I'origine de I'asymétrie droite-gauche. De plus, in vitro, la mutation p.P269L altére la formation des jonctions serrées et la
polarité apico-basale en cultures 2D et 3D, phénotypes observés dans les cellules invalidées pour NPHP1.

Pour conclure, I'ensemble des résultats démontrent I'effet pathogene de la mutation faux-sens du géne ANKS3 dans la
régulation de la biogenése du compartiment Inversine et dans la morphogenése épithéliale, processus qui garantissent
l'intégrité de I'épithélium rénal.
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Résumé :

Dans la prochaine décennie, la synergie de la médecine personnalisée (MP) et des avancées génomiques, technologiques et
bioinformatiques entrainera de profonds changements dans la pratique du diagnostic prénatal (DPN). Les micropuces et le
séquencgage de nouvelles générations génereront une quantité sans précédent d’informations sur le génome des fcetus. Du test
ciblé au séquengage complet, il sera possible d’offrir différentes alternatives aux femmes enceintes concernant les informations
gu’elles pourraient connaitre sur I'enfant a venir. Le diagnostic prénatal non invasif (DPNI) sur les cellules foetales pourra étre
offert directement a toutes les femmes enceintes, en dehors du contexte médical ou encore via Internet. Malgré des avantages
indéniables, le glissement du DPN de la sphére médicale a la sphére sociale, pose des problémes cliniques, éthiques et
sociaux allant de la prestation des services a la crainte d’'un eugénisme «de nouvelle génération».

OBJECTIF : Connaitre ce que les femmes enceintes veulent savoir sur le génome des foetus qu’elles portent, et ce qu’elles
pensent des alternatives proposées, du dépistage au séquengage complet.

METHODOLOGIE : Aprés analyse de la littérature sur les problémes induits par I'introduction de la MP et de la génomique dans
le contexte du DPN et du DPNI, nous avons réalisé des entrevues avec 15 femmes enceintes, agées de 18 a 34 ans, dont la
grossesse a été congue naturellement. Aucune d’entre elles ne devait étre a risque de transmettre une maladie génétique.
Aprés avoir informé les participantes des différents tests offerts, nous avons voulu connaitre leur ouverture et leurs limites en
matiére d’information, mais aussi les criteres médicaux, éthiques et sociaux sur lesquels elles basent leurs opinions et les
services qui, d’apres elles, devraient étre pris en charge par les services de santé. Les données ont été traitées en recourant a
I'analyse générale inductive des données qualitatives.

RESULTATS : Malgré la complexité des connaissances, les participantes ont bien compris les particularités et les implications
des tests. Bien qu’elles soient conscientes de leurs dérives, elles demeurent conservatrices pour ce qu’elles voudraient pour
elles-mémes et leur enfant. Enfin, leurs raisonnements ouvrent la porte sur une perspective étonnante dans l'interprétation de la
gravité des maladies, basée sur leurs impacts familiaux et sociaux.

CONCLUSION : Nos résultats nous entrainent a des années lumiére «du désir d’enfant parfait» et de la crainte que les futurs
parents ne pourront pas comprendre les informations qui leur permettront de prendre des décisions éclairées. lls nous indiquent
aussi a quel point il sera important d’agir pour le transfert des connaissances, I'organisation des services et la régulation des
forces sociales et idéologiques qui pourraient faire pression sur les femmes enceintes, leurs conjoint(e)s, leurs familles et leurs
communautés, dans les sociétés ou elles auront leurs enfants.
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CFO04 : Syndrome NAIAD (NLRP1-associated Auto-Inflammation with Arthritis and Dyskeratosis) : un nouveau
syndrome par mutations dans le géne NLRP1.

Auteurs :

Elodie Sanchez (1), Sylvie Grandemange (2), Pascale Louis-Plence (3), Frédéric Tran Mau Them (1), Didier Bessis (4),
Christine Coubes (5), Eric Frouin (6), Marieke Seygers (7), Manon Girard (5), Valérie Costes (6), Michel Rodiére (8), Aurélia
Carbasse (8), Eric Jeziorski (8), Michel Mondain (9), Marjolaine Willems (1), Christian Jorgensen (3), Esther Hoppenreijs (7),
Florence Apparailly (3), Isabelle Touitou (2), David Geneviéve (1)

1. Département de Génétique Médicale et Inserm U1183, CHRU Montpellier et Institute of Regenerative Medicine and
Biotherapies (IRMB), Montpellier, France

2. Laboratoire des maladies autoinflammatoires et Unité Inserm U1183, CHRU Montpellier et Institute of Regenerative Medicine
and Biotherapies (IRMB), Montpellier, France

. Unité Inserm U1183, Institute of Regenerative Medicine and Biotherapies (IRMB), Montpellier, France

. Dermatologie, CHRU Montpellier, Montpellier, France

. Département de Génétique Médicale, CHRU Montpellier, Montpellier, France

. Laboratoire d'Anatomie et Cytologie Pathologiques, CHRU Montpellier, Montpellier, France

. Pediatric rheumatology, UMC St Radboud , Nijmegen, Pays-Bas

NOoO Ok~ W

8. Rhumatologie pédiatrique, CHRU Montpellier, Montpellier, France 9. Service d'ORL, CHRU Montpellier, Montpellier, France
Mots clefs : inflammasome, autoimmunité autoinflammation, arthrite, dyskératose
Résumé :

Objectifs : Les inflammasomes sont des complexes multi-protéiques qui détectent les agents pathogénes et déclenchent des
mécanismes biologiques afin de contrdler l'infection. La famille NLRP joue un réle clé dans le systéme immunitaire inné par la
régulation de linflammation. Les genes NLRPs, sont associés a des maladies auto-inflammatoire et des maladies auto-
immunes. En effet, des mutations dans NLRP3 sont responsables des cryopyrinopathies héréditaires, tandis que les
polymorphismes dans le géne NLRP1 sont associés a des maladies auto-immunes telles que le vitiligo ou la polyarthrite
rhumatoide. En outre, une mutation non synonyme de NLRP1 a été décrite dans une forme autosomique dominante héréditaire
de dyskératose bénigne intraépithéliale mais sans inflammation clinique ou biologique. A la recherche de nouveaux génes
impliqué dans l'arthrite juvénile idiopathique, nous avons effectué des études génétiques dans une tentative d'identifier le géne
responsable de cette maladie.

Méthodes : Nous avons combiné une cartographie par homozygotie et un séquengage d’exome dans une famille avec
dyskeratose, une maladie auto-inflammatoire avec inflammation biologique et de l'arthrite. En outre, dans une tentative
d’identirfier de nouveaux patients avec cette maladie, nous avons cherché de nouveaux les patients avec un phénotype
similaire en utilisant le réseau de Eurofever.

Résultats : Nous avons identifié une mutation homozygote non synonyme dans le géne NLRP1 chez deux cousins nés de
parents apparentés originaires d'Algérie. La mutation (c.2176C > T; p.Arg726Trp) est localisé prés de la répétition de la leucine-
riche et n’est pas observé dans 190 chromosomes de volontaires sains originaires d’Algérie, ni bases les données Web (EXAC,
EVS, 1000 genome). En cherchant des patients supplémentaires, nous avons identifi€ une mutation de novo hétérozygote
(c.3641C > G, p.Pro1214Arg) chez une jeune fille d'origine néerlandaise avec un phénotype strictement similaire.
Un traitement associant l'anakinra et lisotretinoid et, a réussi a réduire les symptdmes cutanés et la fiévre récurrente.
Conclusions : Nous démontrons pour la premiére fois que NLRP1 est impliqué dans un nouveau syndrome autosomique
récessive avec auto-inflammatoire que nous proposons d'appeler NAIAD (NLRP1-associated Auto-Inflammation with Arthritis
and Dyskeratosis). Ces données, combinées a la littérature, mettent en évidence les roles polymorphes de NLRP1 dans
l'inflammation et l'immunité.
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CFO05 : MutaScript : un nouvel outil permettant de calculer un score mutationnel pour chaque transcrit pouvant étre
utilisé comme filtre pour I'analyse des données NGS
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Résumé :

Le séquengage nouvelle génération permet d’identifier la plupart des variants présents dans la séquence codante ou dans la
totalité du génome d’'un individu et est utilisé de plus en plus fréquemment dans le diagnostic des maladies rares. La difficulté
principale est maintenant d’identifier la ou les mutations causales parmi les milliers de variants présents chez le patient. L'une
des étapes les plus importantes de l'analyse devient alors le filtrage des données qui consiste a écarter les variants ne
répondant pas a certains criteres afin de réduire au maximum le nombre de variants candidats pour pouvoir identifier les
facteurs génétiques pathologiques. Actuellement, en plus de critéres qualité qui restreignent la recherche aux variants fiables,
les filtres appliqués portent principalement sur I'impact du variant sur le transcrit et sa fréquence dans les bases de données.
Dans bien des cas, aprés I'application de ces filtres, il reste encore plusieurs centaines ou milliers de variants sans candidat
évident. Il est donc important d’augmenter le pouvoir discriminant des filtres existants ou de développer de nouveaux filtres afin
de faciliter I'identification des variants causaux.

Partant du postulat que les transcrits fortement mutés dans la population générale ne remplissent probablement pas de
fonctions critiques et ne sont donc pas impliqués dans des pathologies génétiques sévéres, nous avons développé une formule
permettant d’attribuer un « score mutationnel » aux transcrits, en s'appuyant sur des données publiques portant sur des
individus considérés sains.

Spécifiquement, nous partons de I'ensemble des variants de la base EXAC auxquels nous avons appliqué plusieurs criteres
qualité (en particulier profondeur médiane = 20). Nous obtenons ainsi =7 500 000 variants répartis sur =75 000 transcrits
codants. Nous avons ensuite prédit 'impact de chaque variant avec le logiciel Variant Effect Predictor. En tenant compte de la
fréquence et de l'impact prédit de ces différents variants, nous calculons alors un score mutationnel "M" par transcrit. Ce score
peut étre utilisé comme nouveau filtre pour I'analyse des données NGS.

Nous avons appliqué ce score dans le cadre de la recherche de génes entrainant une infertilité masculine. Pour une série de 71
exomes, aprés l'application de filtres classiques (couverture > 10, mutations prédites comme déléteres et variants rares
uniqguement) nous obtenons un total de 23 937 variants homozygotes différents, pour une moyenne de 337 variants par
patients. Filtrer les transcrits ayant un score M > 0 (indiquant un fort taux mutationnel) a permis d’éliminer un total de 2954
variants. Nous passons ainsi a une moyenne de 295 variants par patients et estimons qu’aprés I'application des filtres habituels
le score M permet d’éliminer environ 12% des variants restants et peut donc permettre de faciliter I'analyse bio-informatique du
geénéticien.
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Résumé :
INTRODUCTION:

Les régles de bonnes pratiques en matiere de dépistage et de diagnostic génétique prénatal de la trisomie 21 prévoient un
dépistage avec dosage des marqueurs sériques maternels au 1er ou au 2éme trimestre de la grossesse (arrété du 23 juin 2009
(JO du 3 juillet 2009) et la réalisation d'un caryotype prénatal dans le cas des grossesses présentant un risque = 1/250. La
perte foetale liée aux prélévements invasifs (amniocentése ou villosités échantillonnage) est estimée a 0,5-1%. L'application de
séquencage nouvelle génération (NGS) au diagnostic prénatal non-invasif (DPNI) sur I'ADN fecetal circulant dans le sérum
maternel constitue une des principales avancées dans la génétique humaine prénatale. Une simple prise de sang suffit pour
réaliser un test prénatal pour rechercher les aneuploidies les plus communes.

OBJECTIFS:

Dans cette étude, Nous rapportons notre expérience DPNI pour la détection des trisomies 21 (T21), 18 (T18) et 13 (T13) et de
discuter les performances du test dans le cadre des grossesses a haut risque.

METHODES:

Entre Novembre 2014 et Octobre 2015, 1055 prélevements sanguins provenant de femmes enceintes présentant un risque
d’avoir une T21, T18 ou T13 ont été analysés. Le test a été réalisé par séquengage de la totalité de 'ADN libre circulant dans le
plasma maternel (HiSeq 2500 ; lllumina). Des millions de fragments ont été séquenceés, alignés et analysés pour obtenir une
valeur chromosomique normalisée. Les résultats positifs sont été systématiquement vérifiés par un caryotype.

RESULTATS:

Au total, 1055 grossesses entre 12-30 semaines d’aménorrhée et présentant un risque de T21, T18 ou T13. Les indications
pour la réalisation des tests ont été principalement liées aux anomalies des marqueurs sérique dans 857 cas (81,2%), un
historique personnel de T21, T18 ou T13 dans 62 cas (5,9%), a un age maternel avancé dans 32 cas (3 %), aux grossesses
gémellaires dans 80 cas (7,6%) et a I'historique familial de translocation impliquant un des chromosomes analysés ainsi qu’aux
hors bornage dans 24 cas (2,3%).

Les résultats ont démontré la présence de 26 foetus porteurs d’'une T21 et de 2 cas douteux T21. Seuls 19 résultats de T21 ont
étés confirmés par caryotype et 7cas restent toujours en attente confirmation. Les résultats DPNI ont montré la présence d’'un
seul foetus porteur d’'une T13 confirmée par les techniques d’hybridation in situ fluorescente. Trois résultats DPNI ont montré la
présence d’une trisomie 18 dont un cas un faux positif et un en attente de confirmation. Des échecs ont étaient observés sur 3
cas dont 2 sur le méme prélévement et un sur deux prélévements différents. Aucun faut négatif n’a été détecté.

CONCLUSION:

Le DPNI est un test de dépistage non invasif, fiable et utile pour le diagnostic des trisomies 21, 13 et 18 dans le sang maternel.
Ce test élimine tout les risques de perte foetale liés aux prélévements invasifs et permet ainsi de mieux gérer les grossesses et
anticiper la prise en charge des patientes.
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Résumé :

La découverte de la présence d’ADN feetal libre dans la circulation maternelle a inauguré I'eére du diagnostic prénatal non invasif
(DPNI). L’ADN feetal libre constitue seulement 5 a 10% de I'ADN libre total, et se retrouve donc mélangé au sein d’'un ADN
maternel largement majoritaire.

Au cours de ces derniéres années, le déploiement de technologies innovantes permettant I'analyse de I'’ADN feetal, telles que la
PCR digitale et le séquengage a haut débit, a permis la mise en place de divers tests dans la pratique clinique, tels que la
détermination du sexe fcetal, la détermination du génotype RHD fcetal, ou encore le dépistage des aneuploidies les plus
fréquentes. Cependant, peu d'études concernant le DPNI des maladies monogéniques ont été rapportées a ce jour,
principalement du fait de la complexité associée a la co-existence et a la prédominance de séquences d’ADN similaires
d’origine maternelle.

Au sein du laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaires de I'HOpital Cochin, I'acquisition d’un systéme de PCR digitale en
microgouttelettes permet de proposer en routine la détermination non invasive du sexe feetal, le génotypage du Rhésus D feetal,
ainsi que le DPNI de I'achondroplasie, a partir de sang maternel. L'utilisation des propriétés quantitatives de la PCR digitale -en
termes de sensibilité, spécificité et précision- en association avec le développement d’algorithmes originaux, permettent
désormais la détection quantitative des mutations transmises par la mere, et donc d’étendre ces applications au DPNI des
maladies monogéniques sévéres, telles que la mucoviscidose, la neurofibromatose de type 1, 'hémophilie ou encore la
myopathie de Duchenne. Les premiers résultats de ces travaux seront présentés.
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Résumé :

Les techniques pangénomiques sont aujourd’hui utilisées pour le diagnostic prénatal non invasif (DPNI), réalisé sur 'ADN libre circulant (ADNIc)
foetal, via une simple ponction de sang maternel. S’il persiste encore des problématiques techniques liées a leur mise en ceuvre, elles ne sont
plus majeures. Ce sont bien les questionnements éthiques quant a leur généralisation et a la possibilit¢ diagnostique de déséquilibres
subchromosomiques voire de maladies géniques, bien au-dela des aneuploidies fréquentes telles que la trisomie 13, 18 et 21, qui constituent
une problématique centrale.

L’autre probleme, moins évoqué, est la possibilitt¢ de découverte inattendue sur 'ADNIc maternel, analysé conjointement, totalement
indépendante de I'objectif initial de I'analyse.

L'utilisation de cet outil comme moyen de dépistage est autorisé en France depuis octobre 2014, réalisé de maniére confidentielle et non
remboursé par I'assurance maladie a ce jour.

Nous décrivons ici le cas de Madame R., femme de 40 ans, enceinte et sans comorbidité, qui a bénéficié d’'un DPNI prescrit au Luxembourg et
réalisé en Belgique, dont 'indication initiale était 'age maternel.

Sur I'échantillon de plasma maternel, I'analyse par séquengage massif en parallele de 'ADNIc a révélé un profil de représentation
pangénomique anormal et inhabituel comprenant une trisomie 1q, une trisomie 6p, une perte des chromosomes 13 et 14, une trisomie 15 et
une délétion 22q. La multiplicité et I'association spécifique de ces anomalies, suggérant un déséquilibre chromosomique acquis, a conduit a la
suspicion d’'un myélome multiple (MM). Cette hypothése diagnostique posée, une évaluation clinique, biologique et radiologique (IRM corps
entier) a permis I'identification trés probable d’'un MM a chaine Iégére lambda.

Cette observation s’ajoute aux 3 premiers cas mondiaux publiés de détection présymptomatique de tumeurs malignes maternelles via un DPNI.
Elle rapporte le premier cas de MM.

Elle rappelle qu’une réflexion médicale et éthique globale est éminemment requise pour encadrer les éventuelles dérives de cette nouvelle
technologie. Elle fait en effet la preuve qu’'une approche pangénomique par séquengage massif en paralléle sur 'ADN tumoral comme sur
'ADN feetal est véritablement réalisable et capable de révéler non seulement toutes les aneuploidies mais aussi les déséquilibres
subchromosomiques. Elle illustre la puissance potentielle de cet outil diagnostique, dont les conséquences doivent étre anticipées pour enrichir
l'information préalable des patient(e)s et adapter le conseil génétique. Le bénéfice médical réel des éventuelles découvertes fortuites qui en
découlent nécessite une évaluation prudente.
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Résumé :

Introduction : Le succés du crizotinib chez les patients ALK-positifs a suscité un grand intérét pour la recherche de nouveaux
génes de fusion dans le cancer du poumon. Ainsi, les réarrangements du gene RET ont pu étre identifiés dans les
adénocarcinomes pulmonaires. Les caractéristiques clinico-pathologiques associées a ces remaniements restent cependant
peu connues.

Matériels et Méthodes : De janvier 2014 a avril 2015, nous avons étudié le statut RET par hybridation in situ en fluorescence
(FISH) de 329 prélévements d’adénocarcinomes pulmonaires négatifs pour les mutations KRAS/EGFR/BRAF/IERBB2 et ne
présentant pas de remaniements des génes ALK et ROS1. Ces analyses ont été réalisées en utilisant la sonde ZytoLight®
SPEC RET Dual Color Break Apart Probe (Zytovision). Un cas était considéré comme positif lorsque plus de 15% des cellules
tumorales présentaient une séparation des signaux ou un signal vert 3’isolé. Pour 'ensemble des patients, les données clinico-
pathologiques ont été recueillies.

Résultats : Un réarrangement de RET a été mis en évidence dans 8 prélévements sur 329 (2,4%). L’age moyen des patients
RET-positifs était de 72.6 ans. Parmi ces patients, 5/8 (62.5%) étaient des femmes. Aucune différence significative n'a été mis
en évidence en ce qui concerne l'age (p=0.18) et le sexe (p=0.12) par rapport aux patients RET-négatifs. Au niveau
histologique, les tumeurs avec un réarrangement de RET présentaient une architecture solide (n=2), acinaire (n=2),
micropapillaire (n=2) et papillaire (n=1). Le sous-type histologique du dernier cas n’a pas pu étre évalué en raison de la nature
du prélévement (cytoponction pleurale).

Discussion : Dans cette étude, 2.4% des adénocarcinomes pan-négatifs pour les marqueurs précités ont présenté un
réarrangement du géne RET. Cette étude qui porte sur une cohorte de 329 adénocarcinomes pulmonaires ne retrouve pas
I'association décrite dans la littérature du réarrangement avec le sexe, I'dge et le sous-type histologique solide. Ces patients
pourraient bénéficier d’'une thérapie ciblée du fait de I'existence d’inhibiteurs de tyrosine kinase anti-RET qui disposent d’une
AMM dans d’autres pathologies (cabozantinib, vandetanib). Il apparait donc souhaitable de rechercher un réarrangement du
géne RET pour les patients présentant un adénocarcinome pulmonaire négatifs pour les mutations KRAS/EGFR/BRAF/IERBB2
et ne présentant pas de remaniements des genes ALK et ROS1.
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Résumé :

Le séquencage a haut-débit (NGS) est aujourd’hui bien implanté dans les laboratoires de diagnostic en génétique
constitutionnelle et se développe en génétique somatique. En cancérologie, I'identification des mutations somatiques est une
étape clé pour la prise en charge personnalisée des patients. Les logiciels utilisés pour la détection des mutations doivent
présenter une grande sensibilité, compte-tenu de I'hétérogénéité tissulaire et génétique des tumeurs. Cette grande sensibilité
est requise pour la détection de mutations constitutionnelles a I'état de mosaique, dont la contribution dans la survenue des
cancers précoces est probablement sous-estimée. La difficulté rencontrée par les logiciels bioinformatiques réside dans la
distinction de ces mutations (diluées dans différentes populations clonales et le tissu sain environnant) du bruit de fond généré
pendant le séquengage ou la préparation des échantillons. Dans ce contexte, nous avons développé un logiciel de détection
des mutations faiblement représentées basé sur une évaluation statistique du bruit de fond associé aux séquences variantes.
Outlyzer est codé en python et adapte la méthode Tau modifiée de Thompson. Le niveau de bruit de fond est calculé a partir
des « pile-up » générés par le logiciel Samtools aprés alignement des FASTQ par BWA-MEM et calibration des BAM par
GATK. Le niveau de bruit de fond est évalué par une fenétre glissante analysant les régions génomiques séquencées.
Seulement les SNV et indels statistiquement différents du bruit de fond sont appelés. Le logiciel applique des filires basés sur
les scores Phred et la répartition des reads mutés en sens forward et reverse. OutLyzer évalue aussi les limites de détection de
'analyse a chaque base de la capture par patient. Ce logiciel a été validé sur les données de 133 tumeurs ovariennes,
colorectales, pulmonaires et de mélanome, préalablement génotypées et incluses en paraffine ainsi que d'un témoin
commercial (HorizonDx). Ces échantillons ont été séquencés pour un panel de génes (génes entiers et hot-spots de mutations)
enrichis par capture, sur Miseq (lllumina) en paired-end (2x 150pb). Les performances d’OutLyzer ont été comparées a
HaplotypeCaller, Lofreq2 et Varscan. Les résultats montrent une sensibilité et une spécificité supérieure d’OutLyzer, avec une
sensibilité de I'ordre de 1% d’alléle mutant sans nécessité de séquencer du tissu sain associé a I'’échantillon tumoral. De plus,
OutLyzer a été utilisé pour 'analyse de 'ADN constitutionnel de 511 patients séquencés sur un panel de 34 génes dans le
cadre de leur prise en charge oncogénétique. Vingt-trois variations en mosaique ont ainsi été détectées par OutLyzer. Cet outil
est aujourd’hui utilisé en routine diagnostique pour la recherche de mutations de BRCA1 et BRCAZ2 dans les cancers de I'ovaire
et de KRAS, NRAS et BRAF dans les cancers colorectaux. Son utilisation pourrait étre étendue a la recherche de mutations en
mosaique en génétique constitutionnelle.
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Résumé :

Nous avons identifié pour la premiére et unique fois a ce jour dans les génes BRCA1/2 un variant intronique profond, BRCA2
IVS12+594T > G, renforgant un site d’épissage 5 (score passant de 0,80 a 1,00 selon « Splice Site Prediction by Neural
Network »). Associé a un site d’épissage 3’ dont le score est de 0,99, ce variant entraine 'inclusion d’'un exon cryptique de 95
nucléotides introduisant plusieurs codons stop prématurés dans le transcrit issu de lalléle muté dans les lignées
lymphoblastoides de porteuses 1. IVS12+594T > G est récurrent dans la population frangaise puisque le criblage de 3600
familles de cancer du sein et/ou de I'ovaire du diagnostic a permis d’identifier 16 familles positives au total 1,

Deux événements nous ont conduit a supposer que ce variant pourrait étre moins pénétrant que d’autres variants BRCA2
délétéres : 1) IVS12+594T > G a été retrouvé en trans d'un variant délétere de BRCAZ2 chez une patiente ne présentant pas de
phénotype d'anémie de Fanconi (AF), contrairement a ce qui est habituellement observé (bien que cette patiente présente
malgré tout un phénotype cellulaire typique de I'AF); 2) le criblage des 1615 cas de cancers du sein familiaux BRCA1/2
négatives et 1321 témoins de I'étude GENESIS a identifié 5 porteuses, 1 cas et 4 témoins (dont 2 ayant une apparentée au 1°"
degré avec un cancer du sein). Ce dernier résultat suggérait que la fréquence des porteurs de ce variant dans la population
francaise était relativement élevée, ce qui a été confirmé dans une autre étude frangaise (1 porteur/300 individus), renforcant
ainsi I'’nypothése d’'une pénétrance plus faible. Pour trancher cette question, IVS12+594T > G a été génotypé chez 62.795 cas
de cancer du sein et 51.325 témoins grace a I'étude internationale OncoArray, démontrant que ce variant est associé a un
risque modéré de cancer du sein (OR ~1,87 [1,07-3,27], p=0,03), et montrant une fréquence dix fois inférieure dans les autres
pays. IVS12+594T > G a donc une pénétrance plus faible que d'autres variants BRCAZ2 déléteres, ou une pénétrance forte dans
certaines familles et faible dans d’autres. L’existence d’'une éventuelle co-mutation augmentant sa pénétrance est actuellement
a l'étude.

1Anczukow O, Buisson M, Léoné M, Coutanson C, Lasset C, Calender A, Sinilnikova OM, Mazoyer S. BRCAZ2 deep intronic
mutation causing activation of a cryptic exon: opening towards a new preventive therapeutic strategy. Clin Cancer Res, 2012,
18:4903-4909.
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Mots clefs : CMMRD, tests diagnostiques, MSI
Résumé :

Le syndrome CMMRD (constitutional mismatch repair deficiency) est un syndrome de prédisposition aux cancers de I'enfant, de
'adolescent et du jeune adulte, d0 a une mutation biallélique homozygote ou hétérozygote composite des genes MMR
(principalement PMS2 ou MSH6, plus rarement MLH1 ou MSH2), génes plus connus pour étre impliqués dans le syndrome de
Lynch. Les caractéristiques cliniques d'une série francaise de patients CMMRD ont été décrites récemment et le consortium
européen "Care for CMMRD" a proposé des critéres cliniques devant faire évoquer ce syndrome. Cependant les méthodes
actuelles de recherche de mutation sont imparfaites car non informatives pour 30% des patients. Les analyses somatiques
(immunohistochimie des protéines MMR ou recherche d’une instabilité des microsatellites (phénotype MSI) peuvent également
étre mise en défaut. Les cellules cancéreuses MMR-déficientes sont connues pour étre résistantes a certains agents
génotoxiques et présenter un phénotype MSI. Nous avons recherché si ces caractéristiques fonctionnelles étaient également
présentes dans les tissus sains de patients CMMRD.

Nous avons évalué le statut des microsatellites (nommé evMSI pour ex vivo Microsatellite Instability) et la réponse aux agents
méthylants des cellules lymphoblastoides, d’'abord dans une étude cas-témoins, puis dans une série de 23 patients
cliniquement évocateurs de CMMRD, mais pour lesquels le diagnostic n'a pas pu étre confirmé d’un point de vue moléculaire.
Ce groupe comprend des patients avec des variants MMR de signification inconnue (n=8), et des patients avec une seule (n=5)
ou aucune (n=10) mutation MMR délétere identifiée. L’'étude cas-témoins nous a permis de définir des parameétres
expérimentaux permettant de discriminer les 14 patients atteints de CMMRD d’une série de 52 patients contrbles, avec une
sensibilité et une spécificité de 100%. Appliqués aux 23 patients considérés comme étant a risque pour le syndrome CMMRD,
nos tests ont permis de discriminer 2 groupes : 6 patients pour lesquels un diagnostic CMMRD est hautement probable
(résultats aberrants aux 2 tests fonctionnels) et 15 patients pour qui le diagnostic CMMRD est fortement improbable (résultats
normaux aux 2 tests fonctionnels). Le diagnostic reste douteux pour 2 patients qui présentent des résultats contradictoires aux
tests fonctionnels.

La recherche d'un phénotype evMSI et I'étude de la tolérance aux agents méthylants dans les lymphocytes immortalisés
constituent des outils a la fois sensibles et spécifiques qui peuvent contribuer a exclure ou confirmer le diagnostic du syndrome
CMMRD chez les patients évocateurs selon les criteres définis par le consortium européen. Ces tests peuvent étre mis en
ceuvre rapidement et peuvent étre proposés a des patients indemnes de cancer (contrairement aux analyses somatiques).
Nous proposons un arbre décisionnel qui intégre les critéres cliniques, les techniques actuelles de diagnostic et ces deux tests
fonctionnels.
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Résumé :

Le rétinoblastome est la tumeur pédiatrique intraoculaire maligne la plus fréquente. Il résulte de I'inactivation des deux alléles
du géne suppresseur de tumeur RB1. Les patients porteurs d’'une mutation constitutionnelle RB7 ont habituellement une
atteinte bilatérale (2 yeux touchés), mais il existe aussi des formes familiales de rétinoblastome a faible pénétrance (porteurs
sains) et a expressivité réduite (atteinte unilatérale). Afin de décrypter les mécanismes en cause, nous avons rassemblé 23
familles distinctes dans lesquelles ségrége soit la mutation faux sens de faible pénétrance p.Arg661Trp, soit d’autres mutations
de faible pénétrance. Dans les familles p.Arg661Trp, nous démontrons pour la premiere fois une corrélation entre le sexe du
parent transmetteur et la pénétrance : la probabilité d’étre atteint est de 90.3% quand la mutation est héritée du pére et de
32.5% quand elle est héritée de la mére (test exact de Fisher p=7.10‘7). De fagon trés intéressante, une corrélation semblable a
été trouvée pour les autres familles de faible pénétrance.

De ce fait, nous avons recherché I'implication d’'un géne modificateur du phénotype qui serait soumis a empreinte. Nous avons
d’abord étudié un mécanisme lié au géne MED4, dont I'expression est indispensable a la survenue du rétinoblastome. Les
résultats des études d’expression et de méthylation ont rejeté un tel mécanisme. Nous avons ensuite étudié un ilot CpG
(CpG85), localisé dans l'intron 2 de RB1, et qui montre une méthylation différentielle en fonction de I'origine parentale. Cette
méthylation différentielle favorise I'expression de l'allele RB1 d’origine maternelle. Nous proposons donc que l'allele muté
p.Arg661Trp maternel retienne suffisamment d’activité pour prévenir le développement du rétinoblastome. En revanche, quand
la mutation p.Arg661Trp est héritée du pére, sa faible expression mimera I'haploinsuffisance et entrainera le rétinoblastome.
C’est un mécanisme contre intuitif, par lequel un niveau élevé de l'alléle muté prévient la pathologie. Il signifie que la mutation
p.Arg661Trp n’est pas délétere en soi, et qu'un événement déstabilisateur supplémentaire est nécessaire pour atteindre
I’haploinsuffisance et déclencher la progression tumorale. Nos résultats suggérent que ce phénomeéne est trés probablement un
mécanisme général expliquant les différences phénotypiques dans les familles de rétinoblastome de faible pénétrance.
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Résumé :

Introduction. Les paralogues de RAD51 ont récemment été impliqués dans la prédisposition génétique aux cancers du sein et
de l'ovaire : RAD51B, RAD51C et RAD51D dans le cancer de I'ovaire, RAD51B et XRCC2 dans le cancer du sein. L'objectif de
notre étude était d’estimer la contribution des mutations délétéres dans les cinq paralogues de RAD51 (RAD51B, RAD51C,
RAD51D, XRCC2, XRCC3) aux cancers du sein et de I'ovaire.

Méthodes. Les cinqg génes paralogues de RAD51 ont été analysés par séquengage haut débit sur TADN constitutionnel de
2 649 patients consécutifs non apparentés atteints de cancers du sein et/ou de I'ovaire, dont 2 063 patients avec antécédents
personnel et/ou familial de cancer du sein seulement et 570 patients avec au moins un cancer de l'ovaire dans leurs
antécédents personnels ou familiaux.

Résultats. Vingt-deux mutations déléteres différentes ont été identifiées dans les paralogues de RAD51 chez 35 patients :
RAD51B (n=9), RAD51C (n=12), RAD51D (n=7), XRCC2 (n=2) et XRCC3 (n=5). Le taux global de mutations est de 1,32%
(35/2649), incluant 20 mutations dans des cas avec seulement des cancers du sein (20/2063; 0,97%) et 15 mutations dans des
cas avec au moins un cancer de I'ovaire (15/570; 2,63%).

Conclusions. Cette étude est la premiére évaluation de la contribution des cinq paralogues de RAD51 dans la prédisposition
génétique aux cancers du sein et de l'ovaire ; elle démontre que des mutations peuvent étre présentes dans des cas avec
seulement des cancers du sein. De plus, c’est la premiéere fois que des mutations déléteres du géne XRCC3 sont identifiées
dans des cas de cancers du sein et de I'ovaire. Cette étude permettra I'estimation de la pénétrance des mutations dans les
paralogues de RAD51 par des analyses de co-ségrégation de ces mutations avec la maladie chez les apparentés.



Session Flash 2 - Oncogénétique Alexandre Buffet

CF15 : Les mutations constitutionnelles du géne de la fumarate hydratase prédisposent aux paragangliomes malins.

Auteurs :

Luis Jaime Castro-Vega (1), Alexandre Buffet (1), Aguirre de Cubas (2), Alberto Cascon (2), Mélanie Menara (1), Emmanuel
Khalifa (3), Laurence Amar (4), Sharona Azriel (5), Isabelle Bourdeau (6), Olivier Chabre (7), Maria Curras-Freixes (2), Valérie
Franco-Vidal (8), Marine Guillaud-Bataille (9), Christophe Simian (3), Aurélie Morin (1), Rocio Letén (2), Alvaro Gémez-Grafia
(2), Patrick Pollard (10), Pierre Rustin (11), Mercedes Robledo (2), Judith Favier (1), Anne-Paule Gimenez-Roqueplo (3)

1. INSERM, UMR970, Paris-Cardiovascular Research Center, F-75015, Paris, France, Paris, France

2. Hereditary Endocrine Cancer Group, Spanish National Cancer Center (CNIO), Madrid, Espagne

3. Service de Génétique, Assistance Publique-Hbépitaux de Paris, Hopital Européen Georges Pompidou, Paris, France

4. Unité d’hypertension artérielle, Assistance Publique-Hbpitaux de Paris, Hopital Européen Georges Pompidou, Paris, France
5. Endocrinology Service, Infanta Sofia Hospital, Madrid, Espagne

6. Division of Endocrinology, Department of Medicine, Research Centre, Centre hospitalier de I'Université de Montréal
(CRCHUM), Montréal, Canada

7. Departement d'Endocrinologie, CHU Albert Michallon, Grenoble, France

8. Departement d'Otolaryngologie , CHU Pellegrin, Université Bordeaux Segalen, Bordeaux, France

9. Service de Génétique, Institut de Cancérologie Gustave Roussy, Villejuif, France

10. Cancer Biology and Metabolism Group, Edinburgh Cancer Research UK Centre, Institute of Genetics and Molecular
Medicine, University of Edinburgh, Edinburgh, Royaume Uni

11. INSERM U676, Hopital Robert Debré, Paris, France

Mots clefs : paragangliome malin, fumarate hydratase
Résumé :
Contexte

Les paragangliomes (PGL) et phéochromocytomes (PH) sont des tumeurs endocrines rares dont un tiers sont génétiquement
déterminés, secondaire des mutations constitutionnelles dans un des 13 génes de prédisposition connus. La majorité des
mutations sont localisées dans un des génes SDHx (SDHA, B, C, D) codant pour la succinate deshydrogenase. Chez une
patiente ayant un PH malin sporadique se comportant sur les études de méthylation comme une tumeur porteuse d'une
mutation SDHXx, nous avons récemment identifié par « whole-exome sequencing » une mutation constitutionnelle du géene
codant pour la fumarate hydratase (FH). L’'objectif de cette étude était d’évaluer la fréquence des mutations FH dans une large
cohorte internationale de PGL/PH.

Patients et méthodes

Le séquencgage direct et la recherche de grand réarrangement du géne FH a été réalisé chez 598 patients ayant un PGL/PH
sans mutation constitutionnelle dans un des génes de prédisposition connu. La méthylation globale de I'ADN et la succination
des protéines dans les tumeurs ont été évaluées par immunohistochimie anti 5-hydroxyméthylcytosine (5-hmC) et S-(2-
succinyl) cystéine (2SC) respectivement.

Résultats

Nous avons identifié cinq patients porteurs de mutations pathogénes constitutionnelles dans le géne FH. Trois patients avaient
un PGL malin et trois avaient des PGL multiples. Une inactivation somatique dans le second alléle était présente dans les trois
PGL testés. L'immunomarquage 5-hmC était identique a celui des tumeurs SDHx, mais un immunomarquage positif pour 2-SC
permettait de détecter spécifiquement les tumeurs avec mutation FH.

Conclusion

Les mutations constitutionnelles du géne FH prédisposent non seulement au syndrome HRLCC mais aussi aux PGL malins
et/ou multiples. Les patients porteurs d’'un PGL malins doivent bénéficier de I'analyse moléculaire de ce géne, et un suivi adapté
au risque de cancer du rein doit étre proposé aux patients porteurs d’'une mutation dans le géne FH. Enfin 'immunohistochimie
anti 2-SC peut prédire ou valider une mutation dans le géne FH.
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Résumé :

Introduction L’'Oncogénétique est confrontée depuis deux ans a une forte augmentation des demandes de consultation.
Celles-ci concernent plus particulierement les patientes avec suspicion de syndrome du cancer du sein et de I'ovaire héréditaire
lié aux mutations constitutionnelles de BRCA1/2 (hereditary breast and ovarian cancer, HBOC). A « l'effet Angelina Jolie »
s’ajoutent la mise sur le marché des inhibiteurs PARP et le développement du génotypage somatique des tumeurs. Le nombre
de professionnels de I'Oncogénétique n’évoluant pas en paralléle, de nouveaux modes de conseil génétique doivent étre
proposés afin de satisfaire 'ensemble des demandes dans des délais raisonnables, et dans le respect des exigences légales et
éthiques d’information préalable. Matériels et méthodes Depuis octobre 2014, nous avons mis en place a Gustave Roussy un
conseil génétique de groupe pour les patientes avec suspicion d’HBOC. Les cas index de sexe féminin &gés de 32 & 78 ans et
ayant un score de performance de 0-1 étaient systématiquement inclus. Le conseil génétique était divisé en deux parties au
sein d’'une méme matinée. La premiére consistait en une présentation de 20 minutes sur 'lHBOC par la conseillére en génétique
(CG), suivie de 10 minutes de questions-réponses en présence de I'oncogénéticien et d’'une psychologue. La CG voyait ensuite
chaque patiente individuellement pour recueillir I'histoire personnelle et familiale, obtenir le consentement éclairé et prescrire
l'analyse. Les patientes remplissaient un questionnaire évaluant leurs connaissances en Oncogénétique avant et aprés la
session de groupe, ainsi qu'un questionnaire de satisfaction au moment de quitter I'hopital. Résultats Entre le 9/10/2014 et le
20/08/2015, nous avons inclus 210 patientes avec un 4ge moyen de 51 ans, 182 avec cancer du sein, 26 avec cancer de
I'ovaire, et deux avec cancer du sein et de I'ovaire. Jusqu’a huit patientes étaient vues dans une matinée. Le score moyen de
satisfaction était de 19/20. Le score de connaissances passait de 10/20 avant la session de groupe a 16/20 apres (p < 2.2x10°
16) une progression supérieure a ce que I'on a observé aprés un conseil génétique classique. Discussion Nous avons mis en
place avec succes un conseil génétique de groupe pour les cas index avec suspicion d’HBOC. Cette approche nous a permis
de voir deux fois plus de patientes par demi-journée comparé a une approche classique, sans compromettre la transmission
des informations ou la relation avec le patient. Nous avons observé également une véritable dynamique de groupe, les
patientes posant de nombreuses questions qui profitaient a 'ensemble des participantes. Conclusion Le conseil génétique de
groupe est une approche novatrice, acceptable par le patient et efficace en termes d’information, et qui permet de faire face aux
nouveaux défis de 'Oncogénétique.
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Résumé :

Le syndrome de Larsen de I'lle de La Réunion est une affection congénitale autosomique récessive, responsable de
manifestations cliniques et radiologiques associant luxations articulaires multiples, hyperlaxité ligamentaire, singularités
faciales, retard statural sévere, avance de 'dge osseux sur les os du carpe, élargissement des métaphyses, chez des patients
ayant en commun leur origine géographigue réunionnaise.

Depuis la description princeps en 1975, une soixantaine de patients ont été identifiés dont les signes cardinaux permettent de
décrire le syndrome de Larsen de I'lle de La Réunion comme une entité clinique spécifique au sein du groupe des dysplasies
osseuses avec luxations articulaires multiples.

Aprés avoir éliminé des entités cliniques ou radiologiques proches, principalement le syndrome de Larsen autosomique
dominant lié a FLNB, le syndrome de Desbuquois li¢ a CANT1 et la dyplasie spondylo-éphysaire avec luxations liée & CHSTS3,
l'identification du géne B4GALT7 nous a permis de décrire une cohorte de 40 patients Réunionnais (de la période foetale
jusqu’a 68 ans) présentant tous la méme mutation homozygote p.R270C témoin d’un effet fondateur (Cartault et al. 2015).

L’objectif de ce travail est de présenter le profil clinique, radiologique et évolutif de cette cohorte. Les patients présentent tous
une petite taille de naissance (- 3DS et plus). Les principales manifestations ostéo-articulaires néonatales sont des luxations
multiples affectant les grosses articulations, des pieds bots varus équins et des anomalies des pouces. Les singularités du
visage sont constantes : hypoplasie de I'étage moyen de la face, microstomie. Les radiographies osseuses précoces
objectivent une avance de I'age osseux carpien, un aspect de clé anglaise a I'extrémité supérieure des fémurs, une synostose
radio-cubitale. Les manifestions articulaires imposent une prise en charge orthopédique et chirurgicale codifiée. Le déficit
statural est constant et sévére. Certains patients ont été traités par hormone de croissance, avec un bénéfice en cours
d’évaluation. Une cardiopathie peut étre rencontrée. Les autres complications observées sont le glaucome, ['obésité, les
difficultés scolaires. Des déces précoces ont été rapportés, en rapport avec des anomalies laryngées ou liés a une luxation
cervicale. L’évolution est marquée par une récidive des luxations, une ostéoporose, des douleurs articulaires pouvant conduire
a une perte de la marche.

Initialement décrit dans une forme progéroide du syndrome d’Ehlers-Danlos, Le géne B4GALT7 est responsable du syndrome
de Larsen de La Réunion. Il code pour la galactosyltranférase 1 impliquée dans la synthése des protéoglycanes, plus
particulierement dans la liaison (link) d’'un tétraholoside sur la protéine centrale. Ceci permet de positionner le syndrome de
Larsen de La Réunion au sein d’un groupe de pathologies baptisées linkéropathies.
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Mots clefs : surdité, LHFPL5, Effet fondateur, lle de la Réunion
Résumé :

Située dans I'hémisphére Sud, I'lle de la Réunion fait partie de I'Archipel des Mascareignes. Elle occupe une superficie de 2513
km2 et est distante de 9180 km de Paris. Cette ile ne se trouve pas sur les grands axes de navigation de I'océan indien, l'isolant
du reste du Monde jusqu’aux premiers transports aériens. Sa géographie, constituée de deux massifs volcaniques : le piton de
la fournaise toujours en activité et le piton des neiges comportant 3 cirques aux parois abruptes (dont Mafate inaccessible par la
route), constitue un obstacle aux communications internes. En 1664, Colbert crée la compagnie des Indes Orientales et envoie
sur I'lle Bourbon un groupe de 20 Frangais célibataires avec des serviteurs malgaches et Indiens. Actuellement les Créoles
blancs, issus du premier noyau de colons, représentent 20% de la population de lile. Parmi eux « Petits Blancs » se sont
installés dans les « Hauts » aux cours du XIX siécle. Seuls dix patronymes sont portés par deux tiers de la population, témoin
d'une endogamie importante (75% en 1975 dans le cirque de Cilaos). C'est dans cette population que I'on retrouve la
prévalence la plus forte de surdité congénitale qui est de 1.6/1000 contre 0.8/1000 en Métropole.
On estime actuellement les origines génétiques des surdités congénitales a 80%. Deux tiers des surdités prélinguales sont
isolées et plus de 40 génes impliqués dans celles-ci ont été clonés a ce jour. 90% des surdités isolées congénitales se
transmettent selon un mode autosomique récessif.

Depuis 2006, 20 enfants (16 familles) originaires de la réunion présentant une surdité profonde isolée bilatérale ont bénéficié
d’'une implantation cochléaire dans notre service. 15 d’entre eux (12 familles) présentaient un phénotype similaire : surdité
bilatérale profonde isolée congénitale avec retard moteur du a une aréflexie vestibulaire bilatérale sans malformation cochléo-
vestibulaire ni atteinte rétinienne.

Grace a une étude en NGS d’un panel de génes impliqués dans les surdités, nous avons mis en évidence dans 9/12 familles
limplication du gene LHFLP5, identifié préalablement dans des familles Turques et Pakistanaises. La protéine LHFPL5
comprend 4 domaines transmembranaires et s’exprime lors de 'embryogénése de I'organe Corti. Le phénotype observé chez
nos patients reproduit totalement celui du mutant murin hscy. L'ensemble des patients portent la mutation 185delT a I'état
homozygote sauf une famille (origine Réunion + Métropole) dans laquelle elle est associée a un autre variation faux sens en
Trans. Grace a une étude des registres des naissances, nous avons pu identifier le couple d’ancétre commun a ces 9 familles.
Alexis et Brigitte sont nés sur I'lle Bourbon en 1693 et sont issus de familles arrivées de la Métropole en 1665 et 1674.
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Mots clefs : KIAA0586, syndrome Hydrolethalus, syndrome des Cotes courtes polydactylie, ciliogenese, signalisation Sonic
Hedgehog, maturation centriolaire, satellite centriolaire

Résumé :

Les cils primaires sont des extensions présentes a la surface de la plupart des cellules des vertébrés. lIs s’étendent a partir du
centriole pére pour former un axonéme composé de neuf paires de microtubules périphériques sans doublet central, les
distinguant des cils mobiles. lls constituent de véritables plateformes de signalisation cellulaire nécessaires en particulier a la
transduction de la voie Sonic Hedgehog (Shh). Des anomalies de biogénése ou de fonction des cils primaires conduisent a un
large spectre d’'anomalies développementales regroupées sous le terme « ciliopathies ». Les ciliopathies présentent une grande
hétérogénéité génétique et phénotypique associée a un allélisme fréquent entre les différents syndromes.

KIAA0586, I'orthologue humain de Talpid3, code une protéine centrosomale essentielle a la ciliogénése. Les modéles animaux
d’extinction de ce géne présentent des défauts typiques d’un défaut de la voie Shh tels la polydactylie et un patterning anormal
du tube neural.

Par une approche de séquencage haut débit de 1200 genes ciliaires (ciliome) nous avons identifié des mutations homozygotes
de KIAA0586 dans 4 familles avec ciliopathies létales associant anomalies squelettiques et cérébrales séveres caractéristiques
des syndromes Hydrolethalus et Cotes Courtes Polydactylie.

Comme chez I'animal, nous avons observé un défaut de ciliogénése dans les cellules issues de feetus mutés démontrant que
KIAA0586 est nécessaire a la biogénése ciliaire chez 'homme. Ces cellules sont insensibles a un agoniste de la voie Shh et
présentent une régulation anormale de GLI3, facteur de transcription majeur de la voie dont le clivage en forme répressive est
altéré. Ainsi, chez les cas atteints, les défauts de ciliogénése sont associés a une transduction anormale de la voie SHH
indiquant qu’une partie au moins du phénotype observé est due a un défaut de cette voie.

Afin de comprendre l'origine des défauts ciliaires associés aux mutations de KIAA0586, et du fait qu’il code une protéine
centriolaire, nous avons analysé la maturation centriolaire, étape essentielle de la ciliogénése, dans les cellules de feetus
atteints. Par une méthode de microscopie haute résolution (STED), nous avons observé un adressage normal des protéines
constituant les appendices centriolaires distaux et subdistaux indiquant une maturation centriolaire normale. Cependant, nous
avons observé un patterning anormalement étendu de CEP290, localisée au niveau des satellites centriolaires. Ces résultats
sont en accord avec les données chez la souris et suggérent que les défauts de ciliogénése seraient secondaires a un défaut
de dispersion du matériel péri-centriolaire nécessaire a I'induction de la ciliogénése.

Ces travaux démontrent que des mutations de KIAA0586 sont responsables chez 'homme de ciliopathies létales. De plus ils
mettent en lumiére le réle crucial de KIAA0586 dans la ciliogénése et par voie de conséquence dans la transduction de la voie
SHH.



Session Flash 3 - Génétique clinique et conseil génétique Aurore Pélissier
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Résumé :

Le développement du séquencage haut débit d’'exome (SHD-E) est en voie de transformer considérablement le domaine des
pathologies du développement, de la recherche fondamentale au soin. Le transfert en pratique quotidienne pour I'expertise
diagnostique nécessite de pouvoir anticiper I'information @ communiquer aux patients et aux parents pour obtenir leur
consentement a la réalisation du SHD-E. Or, la perception de la nature de I'information issue des tests génétiques pose des
questions méthodologiques d’évaluation économique de la valeur des tests, mais aussi des questions éthiques sensibles en
interrogeant la place a donner a ces informations dans le cadre des procédures de consentement des patients. Certaines
études économiques évaluent spécifiquement la valeur des informations non sollicitées et incertaines en révélant les
préférences des patients ou en étudiant le rapport bénéfice/risque des tests génétiques. Ces travaux suffisent-il & savoir ce que
doit étre un consentement éclairé ? Les patients et leur famille n’accordent-ils pas de la valeur a d’autres dimensions de la
relation entre généticiens et patients ? D’autres études montrent en effet que le consentement autonome, volontaire et éclairé
suppose en fait information a priori, respect du droit a I'information et a la non information, et accompagnement des patients.
Finalement, ces différentes approches plaident pour une évaluation des préférences des patients qui prenne en compte
différentes dimensions du processus d’information et de consentement vis-a-vis du SHD.

Notre recherche vise a évaluer les préférences des familles de patients atteints de maladies rares vis-a-vis de la diffusion des
résultats issus du SHD-E. Elle correspond au volet « quantitatif » de I'étude SEQUAPRE, financée par la Fondation Maladies
Rares, menée par les Centres de Références Anomalies du Développement et Syndromes Malformatifs de Dijon et Lyon depuis
janvier 2015. Pluridisciplinaire, cette recherche a objectif de décrire et comprendre les attentes des parents en amont du SHD-E
(analyse économique) et leurs réactions en aval de I'annonce des résultats (psychologie). Pour « révéler » les préférences des
familles de patients, notre étude s’appuie sur la méthode du Discrete Choice Experiment DCE), aujourd’hui recommandée par
la littérature internationale. Elle vise a enquéter, via des questionnaires distribués lors d’entretiens individuels, 500 parents de
patients atteints d’anomalies du développement et/ou déficience intellectuelle, potentiels candidats a des analyses de SHD-E .
L’'objet de la communication est de présenter la premiére phase de I'étude qui a permis d’identifier les différents attributs a
intégrer au DCE. Nous avons identifié 6 attributs relatifs d’'une part a la nature de I'information (résultats incertains, incidentaux,
réexaminables) mais aussi a la facon d