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RESUME

Les maladies rares sont définies par leur faible prévalence et non par des caractéristiques cli-
niques ou pathologiques communes. Dans 1’Union européenne, une maladie est dite rare lors-
qu’elle touche moins d’une personne sur 2 000, soit environ 5 millions d’individus. Parmi les
maladies rares, les troubles du neurodéveloppement représentent un groupe complexe, associé
a une grande hétérogénéité génétique et de leurs répercussions profondes sur la qualité de vie.
Les variants de structure (SVs) sont responsables de 10 a 20 % des cas. Pourtant, leur caracté-
risation complete reste limitée par les outils actuels, et leur interprétation demeure souvent in-

certaine.

C’est notamment le cas des duplications, dont I’interprétation dépend de leur organisation
sous-jacente. Un gain de copies peut correspondre a des structures tres différentes : duplica-
tion en tandem (directe ou inversée), duplication complexe (DUP-TRP/INV-DUP), triplica-
tion, insertion inter- ou intragénique... Cette diversité structurelle peut induire des méca-
nismes variés de dérégulation : triplosensibilité, haploinsuffisance, gain ou perte de fonction,
rendant la caractérisation fine indispensable a une interprétation compléte. Les technologies
de diagnostic de routine peinent a capturer cette complexité. Le séquencage long-read, en par-
ticulier par la technologie Oxford Nanopore (ONT), apparait comme une solution promet-
teuse. Il est jusqu’a cing fois plus sensible pour détecter les SVs, et permet une analyse directe

de leur structure.

Dans ce contexte, ce projet de these visait a évaluer la pertinence du séquencage ONT pour
I’étude de gains de copies identifiés en diagnostic chez des patients atteints de trouble neuro-
développementaux. L’objectif était double : affiner leur caractérisation structurelle et explorer

leur impact fonctionnel quand cela était possible, afin d’en améliorer 1’interprétation clinique.

Nous avons séquencé 15 patients par ONT. Tous les SVs ciblés ont pu étre visualisés, et 93 %
ont été appelés par un logiciel de détection de variants de structure. Cette approche a permis
de révéler I’organisation précise des réarrangements et d’inférer les mécanismes en jeu
(NAHR, NHEJ, MMBIR...). Dans plusieurs cas, une analyse fonctionnelle a été menée,

conduisant a une reclassification en variant pathogene dans 42,7 % des situations analysées.

Ces résultats démontrent que le séquencage long-read offre une couverture suffisante a

I’échelle du génome, y compris dans des régions complexes. Il permet de détecter des réarran-



gements ignorés par les méthodes conventionnelles, et d’en fournir une description fine, qu’il
s’agisse de duplications simples ou complexes. Ainsi, cette technologie constitue un atout
majeur pour 1’étude des SVs dans les troubles du neurodéveloppement, en complément des
approches classiques. Elle ouvre la voie a une meilleure compréhension des mécanismes im-
pliqués, a une interprétation plus précise des variants détectées et a une amélioration du rende-

ment diagnostique en génétique clinique.



ABSTRACT

Rare diseases are defined by their low prevalence rather than by shared clinical or pathologi-
cal characteristics. In the European Union, a disease is considered rare when it affects fewer
than one in 2,000 people, which corresponds to approximately 5 million individuals. Among
rare diseases, neurodevelopmental disorders represent a complex group, associated with high
genetic heterogeneity and significant impacts on quality of life. Structural variants (SVs) ac-
count for 10 to 20% of cases. However, their comprehensive characterization remains limited

by current tools, and their interpretation is often uncertain.

This is particularly true for duplications, whose interpretation depends on their underlying
structure. A copy number gain can correspond to very different architectures: tandem duplica-
tions (direct or inverted), complex duplications (DUP-TRP/INV-DUP), triplications, interge-
nic or intragenic insertions, etc. This structural diversity can lead to various mechanisms of
deregulation, triplosensitivity, haploinsufficiency, gain or loss of function, making detailed
characterization essential for accurate interpretation. Routine diagnostic technologies struggle
to capture this complexity. Long-read sequencing, particularly with Oxford Nanopore Tech-
nology (ONT), emerges as a promising solution. It is up to five times more sensitive in detec-

ting SVs and allows direct analysis of their structure.

In this context, this PhD project aimed to assess the relevance of ONT sequencing for stu-
dying copy number gains identified in diagnostics in patients with neurodevelopmental disor-
ders. The goal was twofold: to refine the structural characterization of these variants and to

explore their functional impact when possible, in order to improve their clinical interpretation.

We sequenced 15 patients using ONT. All targeted SVs could be visualized, and 93% were
detected by structural variant calling software. This approach enabled us to uncover the pre-
cise organization of the rearrangements and infer the mechanisms involved (NAHR, NHEJ,
MMBIR, etc.). In several cases, functional analyses were performed, leading to reclassifica-

tion as pathogenic variants in 50% of the analyzed cases.

These results demonstrate that long-read sequencing provides sufficient genome-wide cove-
rage, including in complex regions. It allows detection of rearrangements missed by conven-
tional methods and offers fine-grained structural resolution, whether for simple or complex

duplications. As such, this technology is a major asset for studying SVs in neurodevelopmen-



tal disorders, complementing classical approaches. It paves the way for a better understanding
of the underlying mechanisms, more accurate interpretation of detected variants, and impro-

ved diagnostic yield in clinical genetics.
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1. De la génétique humaine aux troubles neurodéveloppementaux

1.1. La génétique humaine et sa diversité

Le noyau d'une cellule humaine est diploide, contenant 46 chromosomes, répartis en 22 paires
d'autosomes et une paire de gonosomes (chromosomes sexuels). Les chromosomes consti-
tuent le support de l'information génétique et sont formés de longues molécules d'acide

désoxyribonucléique (ADN) en double hélice d’environ 2 metres.(1,2)

Le génome humain comprend environ 3 milliards de paires de bases et est unique a chaque in-
dividu, a ’exception des jumeaux monozygotes. La diversité génétique, définie comme 1’en-
semble des variants dans les séquences d’ADN entre les individus ou les populations, est un
moteur fondamental de 1’évolution. Elle contribue a la variabilité phénotypique humaine et
peut influencer la susceptibilité aux maladies, la réponse aux traitements ou encore certains

traits physiologiques.

Les premieres études sur la variation génétique ont montré que de nombreuses différences
sont partagées entre les populations humaines. Deux individus pris au hasard dans une popu-
lation caucasienne présentent en moyenne environ 3 a 4 millions de variants nucléotidiques,

représentant environ 0,1 % de divergence génomique.(3)

Les variants génétiques les plus courants sont observés dans la plupart des populations hu-
maines, mais certains variants plus rares sont spécifiques a certains sous-groupes. Le projet
1000 Genomes, lancé en 2008, a cartographié cette diversité en séquencant le génome de
2504 individus issus de 26 populations a travers le monde, mettant en évidence plus de 88
millions de variants. Il a révélé que de nombreux variant polymorphiques, aussi appelés SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) varient considérablement en fréquence selon les popula-
tions, et qu’une partie de ces variants « non synonymes » influence la structure et la fonction
des protéines. Ces différences suggerent que certains variants génétiques pourraient étre le ré-

sultat d’adaptations a des environnements particuliers.(4,5)

Au-dela de I’étude de la diversité génétique, les études d'association pangénomiques (GWAS)

ont été menées a grande échelle sur des milliers de patients et de témoins sains. Grace a cette

26



approche, des associations ont pu étre établies entre certains variants génétiques et diverses

maladies, permettant d’identifier des régions du génome particuliérement impliquées.

Si la majorité des variants génétiques sont neutres ou de faible impact, certains peuvent per-
turber des fonctions biologiques essentielles et étre a 1’origine de pathologies. C’est notam-
ment le cas des maladies génétiques rares, qui résultent généralement de mutations déléteres

affectant un ou plusieurs genes.

1.2. Maladies génétiques rares

Les maladies rares sont définies avant tout par leur faible prévalence, et non sur la base de cri-
teres pathologiques ou cliniques communs. Dans 1’Union européenne, une maladie est consi-
dérée comme rare si elle touche moins d’une personne sur 2 000, soit environ ~260-450 mil-
lions de personnes dans I’ensemble de la population mondiale. Bien que peu fréquentes indi-
viduellement, ces maladies sont collectivement nombreuses : on estime qu’il en existe entre

6 000 et 10 000, affectant au total plusieurs centaines de millions de personnes dans le monde.
(6)

En raison de cette définition fondée sur la fréquence, les maladies rares forment un ensemble
hétérogene, englobant une grande diversité de tableaux cliniques et de mécanismes physiopa-
thologiques. Cette these se concentrera sur un sous-ensemble de ces pathologies, a savoir les
maladies génétiques rares, qui représenteraient environ 80 % de 1’ensemble des maladies

rares.

Début 2020, la base de données OMIM, qui recense les génes humains ainsi que les maladies
génétiques et leurs phénotypes associés, répertoriait 6 594 maladies associées a des anomalies
génétiques caractérisées au niveau moléculaire, impliquant collectivement 4 225 génes.(7) Ce
nombre ne cesse d’augmenter au fil des années, au rythme des avancées en génomique, en
phénotypage et en partage de données cliniques. Cette dynamique est illustrée par les données
de la base MorbidGenes Panel, qui comptabilise, en juin 2025, 5072 genes associés a des
anomalies génétiques caractérisées. Il est ainsi concevable qu’avec le temps, nous puissions
accumuler suffisamment de cas humains pour nous rapprocher d’un objectif longtemps
imaginé par les généticiens : un crible de mutagenese de saturation a 1’échelle du génome
humain, permettant de perturber systématiquement chaque gene et d’en observer les

conséquences phénotypiques. Bien qu’accessible dans un cadre expérimental direct chez
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I’Humain via la technique de saturation génomique (SGE), I’étude des maladies génétiques
rares représente une forme naturelle de mutagenése, qui, par accumulation, nous aide a

cartographier les fonctions essentielles de chaque géne dans 1’espéce humaine.(8)

Parmi 1’ensemble des maladies génétiques rares, les troubles neuro-développementaux
occupent une place particuliéere en raison de leur complexité clinique, de leur forte

hétérogénéité génétique et de leur impact majeur sur la qualité de vie des patient.

1.3. Troubles neurodéveloppementaux

Les troubles neuro-développementaux se définissent cliniquement comme un ensemble d'af-
fections survenant au cours de la période de développement. Ces troubles sont caractérisés par
un déficit du développement, entrainant des altérations du fonctionnement personnel, social

ou académique.(9-11)

Parmi ces troubles, la déficience intellectuelle (DI) se manifeste par une réduction des capaci-

tés intellectuelles et adaptatives, affectant trois domaines principaux :

¢ Le domaine conceptuel, qui inclut les aspects cognitifs tels que la connaissance, la mé-

moire et le raisonnement ;

¢ Le domaine social, impliquant les interactions interpersonnelles, telles que 1'amitié et

I'empathie ;
* Le domaine pratique, qui concerne l'autonomie dans les activités de la vie quotidienne.

On parle généralement de déficience intellectuelle a partir de I’age de 5 ans, lorsque les fonc-
tions cognitives sont suffisamment développées pour étre évaluées de maniere fiable. Avant

cet age, on utilisera plus le terme de retard global de développement.(12)
Pour poser un diagnostic de DI, trois critéres doivent étre satisfaits :
1. Un déficit des fonctions intellectuelles

2. Un déficit des fonctions adaptatives
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Number of genes

3. L'apparition de ces déficits durant la période de développement

La prévalence des troubles neuro-développementaux, y compris la DI, est estimée entre 1 et 3

%, avec des variations régionales notables. (10,11)

Les causes de la DI sont variées. Bien que des facteurs exogenes tels que des traumatismes ou
des infections puissent étre impliqués, un nombre important est d'origine génétique. La DI
peut survenir de maniere non syndromique (isolée), mais elle est souvent associée a d'autres
signes cliniques, tels que des caractéristiques dysmorphiques, des anomalies congénitales ou

encore des troubles neurocomportementaux, comme l'autisme (10,11)

Ces troubles sont caractérisés par une grande hétérogénéité clinique et génétique, ce qui rend
leur diagnostic particulierement complexe. Le premier diagnostic génétique de la DI a été po-
sé en 1959, avec l'identification de la trisomie 21, responsable du syndrome de Down (MIM

#190685), qui est 'anomalie la plus fréquente dans les cas de DI.(10,13)

1000

ARID genes

Human Genome

sequencing ADID genes

200

XLID genes
MtID genes
1380 1985 1990 1995 K00 2005 10 2015 W0
Years

DA sequencing
autamatization

Microarrays

Massive parallel sequencing

Figure 1: Génes de DI identifiés au cours des années. ARID: Déficience Intellectuelle Autosomique
Dominante; ADID: Déficience Intellectuelle Autosomique Récessive; XLID: Déficience Intellec-

tuelle lié a I'X; MtID: Déficience Intellectuelle Mitochondriale (Figure extraite de Maia et al, 2021)
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Bien que rarement traitable, un diagnostic moléculaire est essentiel pour les familles, car il
permet de les accompagner dans le processus d'acceptation de la maladie et d'offrir des
conseils génétiques en vue de la planification d'éventuelles grossesses futures. Les avancées
technologiques récentes ont considérablement accru la capacité a établir des diagnostics molé-
culaires, tout en améliorant notre compréhension des causes génétiques de ces troubles.(Fi-

gure 1)(10)

A ce jour, plus de 3000 génes associés dans le développement de la DI et candidats ont été
identifiés (selon la base de donnée SysNDD) (Figure 1). Actuellement, des variants patho-
genes dans environ 1 700 genes ont été directement associés a des troubles neurologiques
(OMIM, avril 2025).(7) Par ailleurs, la prévalence de la DI est plus élevée chez les hommes
que chez les femmes, en raison de I'implication d'environ une centaine de génes liés au chro-
mosome X. Cette hétérogénéité génétique résulte non seulement de la présence de variants cy-
togénétiques, tels que des anomalies du nombre ou de la structure des chromosomes, mais

aussi de variants génétiques ponctuels.(14)

2. Variants génétiques, mécanismes et impact

Les variants polymorphiques ou pathogenes sont tres diverses, allant des variants d'un seul
nucléotide (Single Nucleotide Variant, SNV), qui représentent des altérations ponctuelles
d'une seule base de 'ADN, a des réarrangements cytogénétiques plus importants, tels que les
variants du nombre de copies (Copy Number Variants, CNV) et les variants de structure

(Structural Variants, SV) (Figure 2). (14,15)
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Figure 2: Type de variant génétique: (A) Exemple d'un SNV: G>T et d'un INDEL (B) Exemple de SVs

2.1. Variants génétiques

2.1.1. Variant Nucléotidique

Les SNVs sont des variants génétiques ou un seul nucléotide d'une séquence d'’ADN est subti-
tué (Figure 2.A). Ce sont les formes les plus courantes de variation génétique, avec plus de
630 millions de SNVs identifiés et répertoriés dans la base de données ClinVar.(17). Ces va-
riants peuvent se situer dans des régions codantes ou non codantes du génome et sont liées a
de nombreux troubles neuro-développementaux, entrainant des effets phénotypiques divers.
(17,18)

Dans le contexte d'une séquence codante, un SNV peut avoir plusieurs conséquences. Un va-
riant est dit synonyme s'il entraine un changement dans la séquence codante sans affecter la

séquence d'acides aminés, grace a la redondance du code génétique. A l'inverse, un variant
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peut étre qualifié de non-sens s'il provoque un changement dans la séquence d'acides aminés
et introduit un codon stop, aboutissant ainsi a une protéine tronquée. Enfin, un variant faux-
sens entraine également une substitution d’un acide aminé pour un autre, mais sans créer de

codon stop.(18)

Les SNVs sont parfois appelés polymorphismes nucléotidiques. La différence principale entre
ces deux termes réside dans leur fréquence au sein de la population: un variant est qualifié de

SNP lorsque sa fréquence dépasse 1 %.(18)

2.1.2. INDEL :

Les INDELSs (insertions et délétions) sont des variants génétiques impliquant I'ajout ou la sup-
pression de quelques bases nucléotidiques dans le génome, généralement entre 1 et 50 paires
de base (pb) (Figure 2.A). Comme les SNVs, ces variants peuvent se situer dans des sé-

quences codantes ou non codantes.

Lorsque des INDELs apparaissent dans une séquence codante, leur impact sur la traduction
dépend de leur taille. Les INDELs qui ne sont pas des multiples de trois induisent un décalage
du cadre de lecture, ce qui peut mener a la production d'une protéine tronquée ou non fonc-

tionnelle. (18)

Une étude basée sur les données du projet 1000 génomes a révélé que les INDELSs sont relati-

vement rares, se produisant environ 16 fois moins fréquemment que les SNPs. (5,18,19)

Ces variants inférieurs a 50pb comprenant donc les INDELs ainsi que les SNPs ne font pas

partis de 1’étude et ne seront donc pas plus abordés.

2.1.3. Les variants cytogénétiques

Les anomalies cytogénétiques se classent en deux grandes catégories : les anomalies de
nombre et les anomalies de structure. Les anomalies de nombre, également appelées aneuploi-
dies, sont caractérisées par un déséquilibre du nombre total de chromosomes. Parmi ces ano-
malies, on retrouve la trisomie, qui se traduit par la présence d'un chromosome surnuméraire

alors que la monosomie, se manifeste par la perte d’un chromosome dans une paire.(20)
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Ce travail ne se concentrera pas sur les anomalies de nombre de chromosomes et ne les abor-

dera donc pas davantage.

Les anomalies de structure, qui se définissent par des modifications d’au moins 50 nucléo-
tides, sont des altérations cytogénétiques ayant un impact majeur sur la structure globale du
génome (Figure 2.B). Ces variants de structure représentent une force mutationnelle impor-

tante, modifiant I’organisation génomique et générant des effets sur les fonctions cellulaires.

Les variants de structure, loin d'étre rares, sont en réalité tres fréquents dans le génome hu-
main. Une étude menée en 2020, qui a analysé des génomes complets par séquencage courts
fragments sur de 14 891 échantillons, a identifié plus de 433 371 variants de structure. Cette
analyse a permis d’établir un nombre médian de variants de structure dans la population géné-
rale, avec une moyenne d’environ 7 439 variants par génome (Figure 3). Ce chiffre est bien
plus élevé que celui observé dans le cadre du Projet 1000 Genomes, qui avait fourni un pre-
mier apercu de la variabilité génomique structurelle humaine.(5,21) Sur la base des estima-
tions actuelles, la charge totale des SV par génome est environ 200 fois inférieur au nombre

moyens de SNV (4x10¢) et plus de 40 fois moins que les INDELs (8x10°%).(22)

AFR AMR EAS EUR OTH  Med.

8,775 37
8,000 [ 7.376 7,338 7,132 7.692 7,439/ 441

328 MCNV (Gain)
723 DUP

220 MCNV (Loss)
3,505 DEL

Figure 3: Comptage médian des SVs totaux par génome (Figure extraite de Collins et al, 2020)

Les variants de structure se divisent en deux catégories en fonction de leur impact sur le do-
sage de I'ADN : les variants déséquilibrés et les variants équilibrés. Les variants déséquilibrés,
ou variants en nombre de copies (Copy Number Variant ; CNVs), incluent les duplications,
qui entrainent un gain d'’ADN, et les délétions, qui en entrainent une perte. Ces modifications
perturbent le dosage de I'ADN, affectant ainsi 1'équilibre génique. A I’inverse, les variants dits
équilibrés, tels que les inversions ou les translocations, ne modifient pas la quantité totale
d’ADN dans le génome. Toutefois, ces réarrangements structuraux peuvent avoir des consé-
quences pathogenes importantes, en particulier lorsque les points de cassure interrompent un

gene essentiel ou déplacent un gene dans un environnement régulatoire inapproprié. Ce type
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de réarrangement peut ainsi altérer I'expression d’un géne, modifier les interactions entre pro-
moteurs et enhancers, ou perturber 1’architecture tridimensionnelle du génome, avec des ef-

fets potentiels sur la transcription.(23)

Ces réarrangements chromosomiques sont importants pour la diversité génétique et 1’évolu-
tion humaine, car ils contribuent a la variabilité entre les individus. Toutefois, certains
peuvent étre associés a des troubles : environ 10% des patients présentant des DI ou et 5 %
des patients présentant des troubles du spectre autistique présentent un variant de structure qui
peut expliquer leur phénotype.(24) Cela met en évidence I’importance des variants de struc-
ture qui, bien qu’étant souvent neutres, peuvent provoquer des phénotypes cliniques lorsqu’ils

affectent des genes impliqués dans le développement ou les fonctions neuronales.(9)

Les variants de structure émergent principalement au cours de trois étapes cellulaires: pré-
méiotique, méiotique et postzygotique. Cependant, bien que ces moments soient identifiés
comme des périodes critiques de génération de ces variants, leur timing précis reste souvent

difficile a déterminer.

2.1.3.1. Variants intrachromosomiques simples

Les variants intrachromosomiques simples englobent les délétions, les duplications et les in-
versions qui n'affectent qu'un seul chromosome et résultent d’un ou de deux points de cas-
sures. Les inversions correspondent au renversement d’une portion du génome (Figure 2.B).
Les délétions peuvent se localiser a l'intérieur d'un bras chromosomique (délétions intersti-
tielles) ou tronquer l'extrémité d'un chromosome (délétions terminales) (Figure 2.B). En ce
qui concerne les gains de copie, ils présentent une certaine diversité en fonction de la réinser-
tion de la copie surnuméraire (Figure 2.B). Celle-ci peut se faire en tandem , en miroir, inter-
calée (interspersed), ou étre insérée dans une autre région de I’ADN.(23) La diversité de la
réalité de I’organisation des gains de copie complexifie leur interprétation en routine diagnos-

tique.

2.1.3.2. Variants interchromosomiques simples

Les variants interchromosomiques simples, en particulier les translocations, impliquent un
échange de matériel génétique entre deux chromosomes distincts. Dans la majorité des cas, il

s'agit de translocations réciproques équilibrées, ou deux chromosomes échangent des seg-
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ments sans perte ni gain d'information génétique. On distingue deux principaux types de
translocations équilibrées : les translocations robertsoniennes, impliquant la fusion de deux

chromosomes acrocentriques, et les translocations réciproques (Figure 2.B).

Bien que ces translocations soient généralement asymptomatiques, car elles ne modifient pas
le nombre de copies des genes impliqués, elles peuvent avoir des effets phénotypiques si les
points de cassure impactent des génes impliqués en pathologie. Chez les individus porteurs de
translocations équilibrées, la méiose peut étre perturbée, entrainant un risque d'infertilité en
raison d'un arrét méiotique. Il est aussi important de noter que bien que de nombreux porteurs
de translocations équilibrées soient phénotypiquement sains, ils présentent un risque accru de
transmettre ces variants a leur descendance, ce qui peut mener a des complications génétiques
chez les enfants, telles qu'un déséquilibre génique ou un risque accru de fausse couche.

(23,25)

A l'inverse, les translocations déséquilibrées, qui conduisent a un gain ou a une perte de maté-
riel génétique, peuvent entrainer des anomalies cliniques telles que la trisomie ou la monoso-
mie. Ces déséquilibres sont souvent associés a des DIs et peuvent étre a l'origine de 1’appari-

tion et la transmission de DIs au sein des familles.(23)

2.1.3.3. Variants chromosomiques complexes

Un variant chromosomique est qualifié de complexe lorsqu'il présente au moins trois points
de cassure dans le génome, une caractéristique souvent associée aux maladies onco-hématolo-
giques mais rare en cytogénétique constitutionnelle. Ces réarrangements chromosomiques
complexes présentent des organisations spécifiques, auxquelles des termes particuliers sont at-

tribués selon leur structure.

La duplication inversée adjacente a une délétion terminale est un exemple de ce type de réar-
rangement.(Figure 4.A) Relativement fréquente, cette structure est présente aussi bien dans
les contextes oncologiques que dans le génome constitutionnel. Un autre type courant est la
duplication-normale-duplication (DUP-NML-DUP), caractérisée par des duplications entou-
rant une région de copie normale.(Figure 4.B) Ces DUP-NML-DUP ne sont pas associées a
un syndrome spécifique, car elles proviennent de divers loci génomiques et concernent une

grande variété de génes. Cependant, ces réarrangements peuvent dupliquer, fusionner ou per-
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turber des genes aux points de cassure, rendant cruciale leur caractérisation précise pour éva-

luer leur impact potentiel sur la pathologie.(23)

Les triplications se déclinent en plusieurs formes. Les triplications simples, ou de type I, appa-
raissent sans autre variation de copie adjacente, tandis que les triplications de type II sont ac-
compagnées de duplications adjacentes.(Figure 4.C) Un exemple notable de réarrangement
complexe impliquant une triplication est la DUP-TRP/INV-DUP, une structure associant tri-

plication et duplications.
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Figure 4: Réarrangements chromosomiques complexes: Caractérisation

structurelle des réarrangements complexes associés aux résultats de CGH-

Array (A) Duplication inversée adjacente a une délétion terminale (B) Duplica-

tion-Normal-Duplication (C) Triplication de Type I et de type II (Figure ex-

traite de Weckselblatt, 2015)
Un exemple associé aux variants complexes sus-mentionnés sont les variants de structures as-
sociés au syndrome de duplication de MECP2 (MIM #300260). Ce trouble neurodéveloppe-
mental se manifeste par une hypotonie infantile, un retard global du développement, une défi-
cience intellectuelle sévére, une absence de langage et des crises d’épilepsie. L’organisation
génomique sous-jacente a ce syndrome inclut cing catégories de variants de structure, parmi

lesquelles 5 % correspondent a des DUP-NML-DUP et 20 % a des DUP-TRP/INV-DUP.(26)
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Dans des cas plus complexes, on parle de chromoanagenese, un phénomeéne ou les chromo-
somes subissent des réarrangements massifs. La chromoanagénése germinale est extrémement
rare mais a été observé chez les enfants atteints de troubles de développement. La croissance
de cohortes témoins a révélé que ces événements peuvent également se produire dans la popu-

lation générale a des fréquences tres basses (environ 1/10000 individus).(22)

La chromoanagenese comprend trois types spécifiques : le chromothripsis correspondant a
I’éclatement des chromosomes, la chromoanasynthese qui désigne la reconstitution des chro-
mosomes et la chromoplexie qui est un tout-en-un désignant un remaniement massif du gé-

nome.(Figure 5).(23,27)

La chromothripsie est un réarrangement chromosomique fréquemment observé dans les can-
cers et originellement observé dans un cas de leucémie myéloide chronique, ou il touche envi-
ron 2 % des génomes tumoraux. Ce phénomeéne se distingue par un éclatement massif d'un ou
plusieurs chromosomes (parfois jusqu'a cing), suivi d’un réassemblage aléatoire des frag-
ments chromosomiques (Figure 5). Principalement de novo, la chromothripsie est caractérisé
par une prépondérance d’inversions et de délétions, avec des duplications relativement rares.
Parmi ses principales caractéristiques, elle affecte généralement un seul des deux chromo-
somes concernés, présente des points de cassure groupés et entraine une variation du nombre
de copies, allant de 1’hétérozygotie a une perte compléte. Le réassemblage aléatoire des frag-
ments mene a une reconstruction complexe et souvent désorganisée des chromosomes impli-

qués.(23,27,28)

La chromoanasynthése est un processus de reconstitution chromosomique qui se limite a un
seul chromosome ou a un locus spécifique (Figure 5). Contrairement a la chromothripsie, elle
geénere non seulement des délétions, mais aussi des duplications et triplications, impliquant
entre 8 et 33 points de cassure. Les principales caractéristiques de la chromoanasynthese in-
cluent une combinaison complexe de réarrangements structuraux, des modifications localisées
du nombre de copies avec une prédominance de duplications et triplications, ainsi que la pré-
sence de microhomologies aux points de cassure. Ces caractéristiques font de la chromoana-

synthese un réarrangement chromosomique distinct et complexe.(23,27,29)

Et enfin, la chromoplexie est un processus de remaniement massif du génome. Ce phénomene

résulte de multiples translocations et de délétions inter/intra-translocations (Figure 5). Ces
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phénomeénes peuvent impliquer jusqu’a 8 chromosomes distincts en chaine fermée. On va re-
trouver donc plusieurs chromosomes dérivés sans réelle grosse altération en nombre de copie.

(27,30)

I EEsEE
Chromothripsis Chromoanasynthése Chromoplexie

>
\-‘\’ ‘\ T
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- D-EEa 1
Chromosome réarrangé et \ y .

Chromosome dérivé réarrangé

Figure 5: Schéma des trois processus associés a la chromoanagénése: Chromothripsis, Chromosynthese et

Chromoplexie.

Tous les variants génétiques, qu'il s'agisse de SNVs, dINDELs, de variants de structure ou de
variants chromosomiques complexes, posseédent des caractéristiques distinctes qui nécessitent
des approches spécifiques pour leur détection et leur interprétation. Leur impact dépend de
leur nature et de leur position dans le génome, influencant 1'expression et la fonction des
genes. Ces variants résultent de mécanismes mutationnels variés, tels que des erreurs de répa-
ration, de recombinaison ou de réplication, dont I’étude est essentielle pour comprendre leur

origine et leurs conséquences biologiques.

2.2. Mécanismes d’apparitions des SV
Les SVs résultent de divers mécanismes mutationnels, principalement liés a des erreurs de ré-
paration de cassures doubles brins (Double Strand Breaks ; DSBs) de I'ADN, ainsi qu'a des
processus de recombinaison et de réplication. Ces DSBs peuvent survenir spontanément lors
de la réplication ou de la réparation de I’ADN, mais aussi étre induites par des facteurs exté-
rieurs comme les rayonnements ou certains agents chimiques. En moyenne, pendant la répli-
cation, une DSB apparait naturellement tous les 108 paires de bases, mais ce taux peut consi-

dérablement augmenter sous ’effet d’expositions. Par exemple, une mammographie peut en
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induire environ 0,016 lésions/cellules, un TEP-scan environ 0,4 1ésions/cellules, tandis qu’une

mission spatiale de 60 jours pourrait en générer jusqu’a 2 lésions/cellules. (31,32)

Sur le plan évolutif et populationnel, plusieurs études ont tenté d’estimer le taux d’apparition
spontanée de ces réarrangements au fil des générations. Ainsi, une étude basée sur le séquen-
cage de nouvelle génération (Next-Generation Sequencing ; NGS) a estimé qu’en moyenne,
0,11 a 0,29 SV de novo apparaissent a chaque génération, une valeur probablement sous-esti-

mée du fait des limites de détection actuelles.(22)

La détection de ces mécanismes repose sur l'analyse des "cicatrices" laissées dans le génome,
qui fournissent des indices sur le type de processus ayant conduit a la formation d'un variant
de structure. Ces marques génomiques permettent de retracer 1'origine du mécanisme impli-
qué, que ce soit une erreur de recombinaison, une anomalie lors de la réplication ou une répa-

ration inappropriée des DSBs.

2.2.1. Variant récurrent

Les variants de structures cytogénétiques sont des événements rares et spontanés dans le gé-
nome, mais certains d'entre eux apparaissent de maniere récurrente dans les bases de données.
Ces variants récurrents, observés chez plusieurs individus, présentent des caractéristiques
communes, comme la taille, le contenu génique, et des co-localisations des points de cassure.
Cette récurrence indique souvent I’existence de mécanismes biologiques sous-jacents qui faci-
litent leur apparition, telle que la recombinaison homologue (HR), un processus impliqué dans

la réparation des DSBs.

La recombinaison homologue est essentielle pour réparer les DSBs de I'ADN, en utilisant la
chromatide sceur comme modéle pour restaurer les séquences endommagées. Ce mécanisme
repose sur l'alignement précis des brins d'ADN et I'homologie des séquences entre les chro-

matides, garantissant une copie réparée fidele.

Le processus débute par la résection de I’ADN double-brin au niveau de la cassure, sur une
distance d’environ 300 nucléotides. Cette résection génere des extrémités 3’ simple brin, qui
sont rapidement stabilisées par des protéines de liaison a I’ADN simple-brin. Ces protéines
permettent ensuite I’appariement de la séquence endommagée avec la chromatide sceur. Cette

étape aboutit a la formation d'une structure d’invasion de brin, appelée D-loop, dans laquelle
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le brin 1ésé s’apparie avec la séquence complémentaire intacte. Une polymérase est alors re-

crutée pour synthétiser le brin manquant en utilisant la chromatide sceur comme matrice.
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Figure 6: Recombinaison homologue (HR) pour la réparation

de DSBs

A mesure que la synthése progresse, la D-loop peut évoluer vers une jonction de Holliday.
Deux voies principales de réparation sont alors possibles. Dans le modéle de réparation clas-
sique par cassure double-brin (DSBR), la seconde extrémité de la cassure participe également
a la formation d’une jonction de Holliday, aboutissant a la formation d’une double jonction.
Cette derniere est ensuite résolue par clivage enzymatique, ce qui peut conduire a un échange
de matériel génétique entre les chromatides. A 1’inverse, dans le modéle de type SDSA (Syn-
thesis-Dependent Strand Annealing), le brin nouvellement synthétisé se détache de la chroma-

tide sceur apres une courte phase d’élongation. Il s’apparie alors avec 1’autre extrémité de la
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cassure, évitant la formation de structures intermédiaires complexes et limitant ainsi les

risques de recombinaison croisée.(Figure 6)(33)

La HR, essentielle a la réparation des DSBs dans I’ADN, peut étre trompée par la présence de
séquences répétées, représentant 50% du contenu du génome humain.(34) Elles incluent des
éléments mobiles comme les séquences Alu, des répétitions en tandem, et des régions a faibles
nombres de copies (Low Copy Repeats ; LCRs), qui comprennent des duplications segmen-
taires (10 to 400kilobases (kb)), de longs éléments nucléaires dispersés (Long Interspersed
Nuclear Elements ; LINE) (~6kb), et de courts éléments nucléaires dispersés (Short Intersper-
sed Nuclear Elements ; SINE) (~300pb).(35) Ces séquences répétées, en particulier les grands
LCRs qui représentent environ 4 a 5 % du génome, créent des zones vulnérables aux réarran-
gements structuraux a cause de leur forte homologie avec d’autres séquences du génome (au

moins 90 % d’identité sur une longueur minimale de 1 kb).(34)

Lorsqu’une recombinaison homologue non allélique (Non Allelic Homologous Recombina-
tion; NAHR) se produit, elle est induite par des LCRs de compositions proches sur des chro-
matides sceurs, ce qui amene la cellule a engager par erreur un processus de recombinaison.
Lorsque les LCRs sont alignées dans le méme sens, la NAHR favorise 1’apparition de délé-
tions ou de duplications, créant des crossing-over inégaux.(Figure 7.A) A 1’inverse, lorsque
les LCRs sont orientées en sens opposé, la NAHR génére des inversions.(Figure 7.B) Ces ré-
arrangements altérent significativement I’organisation du génome et peuvent étre observés

chez différents individus avec des caractéristiques communes.(34)

La nature réciproque du mécanisme de NAHR implique qu’un réarrangement donné peut si-
multanément produire une délétion et une duplication d’une méme région génomique. Ainsi,
certains troubles génomiques présentent a la fois des formes associées a une délétion et des

formes associées a une duplication de la méme région.

Un exemple notable de cette dualité phénotypique est illustré par les syndromes de Smith-Ma-
genis et de Potocki-Lupski. Le syndrome de Smith-Magenis, principalement causé par une dé-
létion de la région 17q11.2 (MIM #182290), a son homologue dans le syndrome de Potocki-
Lupski (MIM #610883), ou une duplication de la région 17q11.2 est impliquée. Dans ce
contexte, on retrouve trois LCRs, appelés SMS-REPs, qui jouent un role clé dans la survenue

de réarrangements récurrents. Les SMS-REPs proximal et distal, d’environ 256 kb et 176 kb
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respectivement, sont orientés dans le méme sens. Cette orientation favorise la formation de
délétions ou de duplications récurrentes par NAHR et explique le double syndrome. En re-
vanche, une troisieme LCR, intermédiaire, orientée en sens inverse, est impliquée dans la for-
mation d’inversions. Les patients atteints du syndrome de Smith-Magenis tendent, par
exemple, a présenter une obésité en fin d’enfance, tandis que les individus avec le syndrome

de Potocki-Lupski montrent des tailles et des poids inférieurs a la moyenne. (36—38)

Bien que la plupart des variants récurrents observés soient des variants en nombre de copies,
certaines translocations récurrentes existent, comme la translocation t(11;22)(q23;q11). Ce
type de translocation, bien que souvent asymptomatique chez les porteurs, est favorisé par des
structures secondaires spécifiques de 1I’ADN, favorisant des DSBs et donc facilitant les réar-
rangements. Toutefois, les descendants des individus porteurs de cette translocation t(11,22)
présente un risque d’hériter d’un chromosome surnuméraire dérivé du chromosome 22, me-
nant au syndrome d'Emanuel (MIM #609029). Ce syndrome est caractérisé par diverses ano-
malies congénitales, une dysmorphie cranio-faciale et un retard de développement et intellec-
tuel important.(27—29) Ces réarrangements proviennent de la présence de séquences homo-
logues ainsi que de hot-spots de DSBs situés dans des régions spécifiques du génome. Ces ré-
gions contiennent des répétitions riches en AT de type palindromique (Palindromic AT-Rich
Repeats, PATRRs), favorisant la NAHR et conduisant ainsi a la formation de translocations.

(23,25,39,40)

A B
— -

Figure 7: Mécanisme NAHR: (A) Recombinaison entre deux LCRs orientés dans le méme sens générant délé-
tions et duplications (B) Recombinaison entre deux LCRs dans une orientation inverse générant une inversion.

(Figure extraite de Carvalho et Lupski, 2016)

2.2.2. Variant non récurrent

Les variants de structure non récurrents sont des réarrangements caractérisés par une taille dif-

férente a un locus donné chez des individus non apparentés. Bien que distincts entre eux, ces
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réarrangements peuvent malgré tout générer des phénotypes similaires chez les individus qui
en sont porteurs. Ce phénomene s'explique lorsque la région de chevauchement minimale de

ces réarrangements affecte un gene sensible au dosage. (34)

Inter-LCR distances

wec leotide simils
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Common recurrent CNV Uncommon recurrent CNV

Figure 8: Génération de SVs récurrents et non récurrents via le mécanisme de NAHR. (Figure extraite de

Carvalho et Lupski, 2016)

Certains variants complexes peuvent toutefois étre influencés par la présence de LCRs avec
une homologie de séquence moins importante que lors de SVs récurrents. En particulier, des
structures comme les DUP-TRP/INV-DUP sont fréquemment médiées par ces LCRs. Les
LCRs jouent ici un role en facilitant la NAHR, qui peut conduire a des réarrangements spéci-
fiques. (Figure 8). Cependant, la majorité des réarrangements non récurrents se forment en

I'absence de LCR et résultent plutot d'autres mécanismes d'instabilité génomique. (34)

Deux principaux mécanismes vont permettre d’aboutir a ces réarrangements non récurrents :

le Non-Homologous End-Joining Repair (NHEJ) et les mécanismes associés a la réplication.

2.2.2.1. Non-Homologous End-Joining

L’un des principaux mécanismes de réparation des cassures double brin est le Non-Homolo-
gous End-Joining, qui se divise en deux variantes : le NHEJ classique (c-NHEJ) et le NHEJ
alternatif (a-NHEJ ou MMEJ). A la différence de la recombinaison homologue, qui utilise des
sequences répétées pour réparer I’ADN de maniere précise, le c-NHEJ est un processus de ré-
paration non fidéle. Cela signifie qu’il ne nécessite pas de longues séquences d’homologie
pour fonctionner. Toutefois, dans certains cas, il peut faire appel a de courtes régions de mi-

crohomologie, généralement de 2 a 3 bases, pour faciliter la réparation.
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Dans le c-NHEJ, la réparation débute par la reconnaissance des extrémités d'’ADN cassées et
une stabilisation de ces extrémités et une protection contre la dégradation. Une nucléase, in-
tervient pour ajuster les extrémités d'’ADN en éliminant les bases endommagées, créant ainsi
des extrémités franches. Ces modifications sont nécessaires pour permettre l'action de la li-

gase. Enfin, les extrémités sont reliés pour rétablir la continuité de I'ADN.(34,37)

Comme mentionné, le c-NHEJ est non conservatif, c’est-a-dire qu’il ne garantit pas une copie
exacte de la séquence initiale, laissant souvent des cicatrices dans I’ADN que cela soit des pe-
tites insertions ou délétions. Cette réparation imparfaite peut également donner naissance a di-
vers types de SVs, qui ne sont pas uniquement limités aux réarrangements en nombre de co-
pies. En effet, toute DSB réparée par c-NHEJ peut potentiellement aboutir a des variants de
structure équilibrés, tels que des translocations ou des inversions, ainsi qu’a des variants dés-

équilibrés, tels que les duplications et délétions.
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Figure 9: Mécanisme de Non-Homologous End Joining: c-NHEJ (panel gauche); a-NHEJ (panel droit).

Le a-NHEJ, ou MMEJ, devient actif lorsque le c-NHEJ n'est pas viable. Contrairement au c-
NHEJ, qui dépend de protéines spécifiques pour stabiliser et réparer les cassures d'ADN, le a-

NHEJ s'appuie sur la micro-homologie. Ce mécanisme est fréquemment observé lorsque les
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extrémités d'ADN sont plus dégradées ou difficiles a réparer par c-NHEJ, permettant ainsi de

réparer les cassures dans des conditions moins favorables.(Figure 9)(34,37)

La réparation des cassures double-brin débute par la reconnaissance des extrémités d’ADN lé-
sées. Une fois que la protéine est recrutée et fixée sur les extrémités, elle induit une ouverture
de la chromatine environnante, notamment via des modifications post-traductionnelles des
histones, afin de faciliter 1’acceés aux autres facteurs de réparation. Un complexe multi-pro-
téique est ensuite mobilisé pour traiter les extrémités endommagées, initiant leur résection.
Cette étape génere des extrémités 3' propices a I'appariement. La résection est poursuivie par
d'autres cofacteurs, permettant 1'exposition de courtes régions de micro-homologie. Ces sé-
quences servent de points d’ancrage pour aligner les deux brins d’ADN. Enfin, I'étape de liga-
tion vient souder les extrémités, assurant ainsi la restauration de la continuité du génome.(Fi-

gure 9)(37,41)

Cependant, cette réparation est moins fidele que celle du c-NHEJ. Le processus peut entrainer
des délétions, car 'ADN cassé doit parfois étre raccourci pour permettre l'alignement des ex-
trémités via des régions de micro-homologie. Cela rend le a-NHEJ plus susceptible d'intro-
duire des variants génétiques, notamment des délétions, tout en permettant la réparation des
cassures lorsque le c-NHEJ est défaillant. Chez les mammiferes, le c-NHEJ reste le méca-
nisme principal, tandis qu'environ 10 % des réparations par jonction des extrémités sont effec-

tuées par le a-NHEJ/MMEJ.(42,43)

L’étude des points de cassure est cruciale pour identifier le mécanisme a l'origine des variants
de structure et évaluer le role du NHEJ. Ce mécanisme génere principalement des points de
cassure simples, parfois associés a une courte homologie de 2 a 3 bases, ainsi qu'a de petites
délétions ou insertions. En revanche, lorsque les cassures présentent des cicatrices avec une
micro-homologie plus étendue (> 3 bases) et I’insertion d’éléments courts, le mécanisme im-
pliqué semble davantage lié aux processus de réplication de 'ADN, ce qui suggére une ori-

gine distincte des réarrangements structuraux.

2.2.2.2. Mécanismes liés a la réplication

Les mécanismes de réparation des cassures double brin pendant la réplication sont essentiels
pour préserver 1’intégrité du génome. En effet, lors de la réplication de I'ADN, des bloquages

peuvent survenir, perturbant ainsi la continuité du processus et entrainant potentiellement des
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SVs. Trois mécanismes principaux sont impliqués dans la réparation de ces cassures au cours
de la réplication : le Break-Induced Replication (BIR), le Microhomology-Mediated Break-In-
duced Replication (MMBIR) et le Fork Stalling and Template Switching (FoSTeS). (Figure
10)

Dans le mécanisme BIR, seule une extrémité est impliquée dans la réparation, et la réplication
reprend a partir de cette extrémité, envoyant le surplomb 3’ envahir une séquence homologue
(70-100pb). Cela forme une D-loop, ot le brin d'ADN cassé s'aligne et se répare en utilisant la
séquence homologue comme modele pour la synthése. Cette réparation est assurée par I'ADN
polymérase et peut s'étendre sur de longues distances, parfois jusqu'au télomere. Bien que ce
mécanisme de réparation soit précis, il peut mener a des réarrangements tels que des délétions

ou des duplications dans les régions voisines de la cassure.(Figure 10)(23,34)
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Figure 10: Mécanismes de réparation de I'ADN associé a la réplication.(A) Le BIR est initié lors de l'effondre-
ment d'une fourche de réplication en présence de longues régions homologues.(B) Le MMBIR est initié dans des
conditions similaires, mais repose sur de courtes régions homologues. (Figure extraite de Carvalho et Lupski,

2016)

Le MMBIR est une variante du BIR. Contrairement au BIR classique, qui nécessite une

longue séquence d’homologie pour I’invasion du brin cassé, le MMBIR repose sur de courtes
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régions de micro-homologie (2-9pb). Ce mécanisme intervient principalement lorsque la

fourche de réplication est bloquée ou effondrée.

Dans ce processus, I’invasion du brin est facilitée par ces micro-homologies, et une polymé-
rase a faible processivité est utilisée pour prolonger la synthese d’ADN. En raison de la faible
fidélité de cette réparation, le MMBIR est particulierement impliqué dans la formation de va-
riants de structure non récurrents, tels que des délétions, des duplications ou des inversions,

rendant ainsi le génome plus vulnérable aux réarrangements.(Figure 10)

Le mécanisme FoSTeS se produit lorsqu'une fourche de réplication est bloquée ou rencontre
un obstacle, ce qui entralne un arrét temporaire de la réplication. Ce phénomene a été observé
dans des réarrangements génomiques complexes, comme ceux associés au syndrome de Peli-
zaeus-Merzbacher (PMD, MIM #312080), une leucodystrophie hypomyélinale rare, principa-
lement causée par des mutations dans le gene PLP1 (protéolipide 1).(44) Lors de ce proces-
sus, la fourche de réplication peut basculer entre différentes régions du génome, générant des
réarrangements sans points de cassure récurrents. Ce mécanisme utilise des micro-homologies
(2-9pb), qui servent de points d’ancrage pour la reprise de la réplication sur un nouveau brin
d'ADN. Par conséquent, de la méme facon que le MMBIR, le FoSTeS meéne a la formation de

variants de structure uniques et imprévisibles.

Ces deux mécanismes associés sont toujours nommeés ensemble. Ce sont des modéles propo-
sés et aucune donnée ne permet de nommer un mécanisme préférentiellement. La base princi-
pale de leur réparation se base sur la micro-homologie et dans la plupart des variants obser-
vés, une micro-homologie sera observée a la jonction du point de cassure. Cependant dans
certains cas, la micro-homologie peut se retrouver a distance du point de cassure (entre 5 et

100pb).(45)

Ces mécanismes sont essentiels pour maintenir l'intégrité génomique, mais leur potentiel a gé-
nérer des erreurs pendant la réparation peut mener a des réarrangements génomiques variés,
certains récurrents et d'autres non récurrents. En effet, les mécanismes de MMBIR et de
FoSTeS sont tres souvent nommés pour étre la cause d’apparition de variants de structures
non récurrents, que cela soit des variants de gains de copies, des inversions, des translocations

mais aussi de variants beaucoup plus complexes. (34,37)
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Les variants de structure complexes mentionnés précédemment, tels que les DUP-NML-DUP
et les DUP-TRP/INV-DUP, sont bien documentés et étroitement liés aux mécanismes de répa-
ration impliqués dans leur apparition. La faible processivité des polymérases joue un role dans
ces réarrangements, en favorisant des « sauts » entre différentes régions du génome, ce qui ex-

plique la formation de ces structures complexes.(34,44,46)

Ces 4 mécanismes décrits ici ne sont cependant pas les seuls mécanismes pouvant aboutir a
génération de variants de structures. Les mécanismes responsables de variants complexes sont
encore plus divers et peuvent comprendre des cascades mutationnelles en plusieurs étapes a la

mauvaise ségrégation des chromatides et peuvent aussi étre actuellement inconnus.

2.3. Conséquences des variants de structures

L’étude de I’impact des variants génétiques constitue un défi majeur pour le diagnostic et le
suivi des patients. Une analyse menée sur 465 familles présentant des troubles du neurodéve-
loppement a révélé que, parmi I’ensemble des variants candidats détectés, 203 ont été classés
comme pathogenes ou probablement pathogenes. Parmi ceux-ci, 65 % (132/203) étaient des

SNV, 22 % (45/203) des INDELSs et 12 % des variants de structure.(47)

Les SNV et INDELs, largement étudiés en diagnostic moléculaire, sont majoritairement situés
dans les régions codantes, ot ils altérent la séquence protéique en modifiant les acides aminés,
ou dans les introns, ou ils perturbent 1’épissage. Ces mécanismes, bien documentés, facilitent
généralement leur interprétation, a I’exception des variants faux-sens, dont I’impact fonction-

nel peut étre plus difficile a prédire.

En revanche, les variants de structure présentent une grande diversité et des conséquences
plus complexes a interpréter. Bien qu’il a été démontré que plus de 49 % des SV détectés sont
petits et inférieurs a 500pb, des treés grands variants de structures subsistent et sont ceux qui

vont poser le plus de difficulté a I’interprétation.(22)

2.3.1. Sensibilité au dosage

Les variants déséquilibrés, comme mentionné précédemment, correspondent aux variants du

nombre de copies, incluant les duplications et les délétions qui entralnent respectivement un
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gain ou une perte de matériel génétique. Dans certains cas, des CNVs de grandes tailles
peuvent englober un ou plusieurs genes entiers, induisant ainsi des conséquences fonction-
nelles significatives. Ces altérations peuvent entrainer soit une haploinsuffisance, soit une tri-
plosensibilité. La plupart des genes impliqués dans ces mécanismes sont associés a des mala-

dies autosomiques dominantes.

L’haploinsuffisance se produit lorsque I’expression d’un seul alléle ne suffit pas a assurer le
bon fonctionnement du géne dans la cellule, on parle d’intolérance a une perte de copie. Un
exemple bien documenté est le gene MED13L, dont la perte d’une copie est associée au syn-
drome MED13L (MIM #616789). Ce syndrome se manifeste par une plagiocéphalie, un stra-
bisme, une absence de langage, un retard du développement et une DI. (48) C’est aussi le cas

du syndrome de Sotos (MIM #117550) par la délétion du gene NSD1.

A P’inverse, la triplosensibilité désigne une intolérance & 1’augmentation du dosage d’un géne,
c'est-a-dire une sensibilité au gain de copie. Un exemple caractéristique est le gene STAG2.
Des études menées sur plusieurs familles présentant une duplication en Xg25 ont permis
d’identifier une région minimale critique de 173 kb contenant uniquement STAGZ2, qui code
pour une sous-unité du complexe cohésine. Les individus porteurs de cette duplication pré-
sentent un retard des acquisitions, des troubles du langage, une hypotonie, une DI, des
troubles du comportement ainsi qu’une dysmorphie faciale caractéristique.(49) D’autres genes
sont connus tels que CREBBP (MIM #600140), LMNBI1 (#150340), MECP2 (MIM #300005)
ou encore PLP1 (MIM #300401).

Ainsi, les variants déséquilibrés, en modifiant le nombre de copies de geénes essentiels,
peuvent avoir des conséquences fonctionnelles majeures. L haploinsuffisance et la triplosensi-
bilité illustrent l'importance du dosage génique, comme le démontrent les exemples de
MEDI13L et STAG2. Ces mécanismes soulignent I'impact potentiel des CNV's sur le dévelop-

pement, justifiant leur analyse approfondie dans un contexte clinique et génétique.

La taille du déséquilibre génomique joue également un role déterminant dans la probabilité
d’un effet pathogene. En effet, un variant de grande taille a plus de chances d’inclure des
genes connus pour leur implication dans des pathologies, augmentant ainsi la probabilité
d’une conséquence clinique significative. Toutefois, bien que de larges délétions impliquant

plusieurs genes pathogenes puissent expliquer le phénotype par un mécanisme d’haploinsuffi-
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sance, la pathogénicité de nombreuses duplications ne peut étre attribuée uniquement a la pré-
sence d’une copie supplémentaire mais peuvent impacter le génome de maniére différente.

(50)

2.3.2. Impact sur la séquence codante

Certains variants de structure, qu’ils soient équilibrés ou déséquilibrés, peuvent présenter des
points de cassure situés a I’intérieur d’un géne. L’impact fonctionnel d’un tel remaniement

dépend du type de variant et de la conservation ou non d’une copie intacte du géne concerné.

Dans certains cas, ces variants n’ont pas de conséquences majeures, comme c’est le cas lors
de duplications en tandem ou le gene partiellement dupliqué retrouve ses deux copies fonc-
tionnelles. Cependant, lorsque la séquence d’un alléele est altérée, I'impact peut étre plus im-
portant. En effet, certains variants de structure peuvent entrainer une interruption du geéne du
gene, ce qui conduit a la production de transcrits tronqués. Ces derniers peuvent alors étre dé-
gradés par le mécanisme de nonsense-mediated mRNA decay (NMD), entrainant ainsi une ha-

ploinsuffisance.

D’autres réarrangements intragéniques peuvent modifier profondément 1’architecture du gene
concerné. Par exemple, une duplication en tandem totalement intragénique peut allonger le
gene et introduire des exons supplémentaires, modifiant ainsi le cadre de lecture et la structure
protéique. De méme, une inversion intragénique peut perturber I’ordre des exons et engendrer
la production d’une protéine non fonctionnelle ou au contraire acquérir une nouvelle fonction.
Selon la nature du remaniement et le role du gene impliqué, ces altérations peuvent conduire a

une perte de fonction ou, dans certains cas, a un gain de fonction.

Dans des cas plus complexes, la protéine altérée peut induire un effet dominant-négatif, une
situation qui se situe a la frontiére entre les mutations perte de fonction et gain de fonction. La
protéine altérée perd sa fonction initiale, tout en interférant avec la fonction normale des pro-
téines produites par l'allele sain. Ce mécanisme peut rendre certaines pathologies plus délé-
teres a I’état hétérozygote qu’a 1’état homozygote, comme c’est le cas des genes COL1AI et

COL1A2, impliqués dans les ostéoporoses imparfaites (MIM #166200). (50,51)

Un cas aussi retrouvé en constitutionnel mais de facon plus importante en oncologie sont les

fusions de genes. En effet, des translocations peuvent survenir lorsque les points de cassure se
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situent chacun dans un gene. Avec la translocation de ceux-ci, on peut retrouver 2 genes diffé-
rents fusionnés. Le cas le plus connu est le chromosome de Philadelphie qui est une transloca-
tion t(9;22)(q34.1;q11.2) qui crée le géne de fusion BCR-ABL en lien avec la leucémie myé-
loide chronique (CML, MIM #608232). (62,63) Un seul cas de fusion de genes lié a un rema-
niement constitutionnel a été décrit. Il s’agit de la fusion des génes PKT2 et THOC2 (MIM
#300395) suite a une translocation t(X;8)(gq25;q24.3) chez une patiente présentant une ataxie
congénitale, une déficience cognitive et une hypoplasie congénitale cérébelleuse (Figure 11).
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Figure 11: Translocation t(X;8) entrainant la formation d’un transcrit de fusion PKT2-THOC2.(A) Caryotype
montrant un chromosome X et un chromosome 8 WT, ainsi que les chromosomes X et 8 dérivés (der(8) et der(X)) ré-
sultant de la translocation.(B) Schéma illustrant la formation du transcrit de fusion au niveau de I’ADN et de
I’ARNm, accompagné de la validation par séquengage Sanger de la séquence ARNm fusionnée. (Figure extraite de

Di Gregorio et al., 2013)

2.3.3. Effet de position

Dans certains cas, les variants de structure n'affectent ni des génes sensibles au dosage, et
leurs points de cassure ne se situent pas dans des régions codantes. Toutefois, ils peuvent in-
duire un effet de position, modifiant 1’environnement génique et perturbant ainsi I’expression

d’un gene.

Le premier mécanisme repose sur la variegation par effet de position (Position Effect Varie-
gation, PEV), ou un gene est déplacé d’un environnement euchromatinien (chromatine décon-
densée) permissif vers un environnement hétérochromatinien plus condensé, défavorable a sa

transcription. Ce phénomene, largement étudié chez Drosophila melanogaster, n’a pas encore
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été clairement démontré chez I’Homme. (52) Toutefois, un mécanisme s’en rapprochant a été
proposé dans certains cas de translocations entre un autosome et le chromosome X chez des
individus de sexe féminin (XX). La translocation d’une séquence autosomale sur le chromo-
some X peut entralner sa co-inactivation en raison du processus d’inactivation physiologique
de I’un des deux chromosomes X, conduisant ainsi a une hyperméthylation et a une possible

répression transcriptionnelle de cette région autosomale.(53)

Les autres mécanismes, mieux caractérisés chez I’Homme, sont associés aux SVs perturbant
I’interaction entre un gene et ses éléments régulateurs, compromettant ainsi son expression.

La régulation transcriptionnelle repose sur trois composants clés:
* Le promoteur, site de recrutement de la machinerie transcriptionnelle.

* Les enhancers et silencers, régions d’ADN non codantes, modulant 1’expression d’un

gene en interagissant avec son promoteur.

* L’environnement chromatinien local, influencant ces interactions en fonction de I'or-

ganisation tridimensionnelle du génome.(54)

Si un variant de structure perturbe 1’un de ces éléments, 1’expression du gene peut étre altérée.

2.3.3.1. Impact sur I’élément régulateur

Les enhancers, des régions spécifiques non codantes de I'ADN, jouent un role clé dans la ré-
gulation de la transcription et 1'expression des genes. Découverts il y a environ 40 ans par
Schaffer et ses collaborateurs, leur importance a été révélée par une séquence de 72 pb du vi-
rus simien 40 (SV40) capable de stimuler l'activité de transcription du gene de la $-globine de

lapin, indépendamment de I'orientation ou de la distance par rapport au géne cible.(55)

Les enhancers sont donc assez difficiles a détecter car ils sont dispersés dans les 98% du gé-
nome humain qui n’est pas codant, ce qui démontre d’un grand espace de recherche. De plus,
ils jouent un role sur la transcription en agissant en cis sur les promoteurs des genes, situés en
amont du site d’initiation de la transcription. L'emplacement des enhancers est variable, ils
peuvent se retrouver en amont ou en aval des genes, avoir une action sur des genes assez €éloi-
gnés sur le plan linéaire et peuvent aussi réguler différents génes. Pour que I’activité transcrip-

tionnelle se fasse, les enhancers ainsi que les promoteurs disposent de site de liaison a I’ADN
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qui permettent la fixation de facteurs de transcription et aussi a I’ARN polymérase en vue de

la transcription.(55,56)

Les SVs peuvent directement affecter un élément régulateur, soit en altérant sa séquence, soit
en modifiant I’environnement associé. D’une part, une modification de la séquence d’un en-
hancer peut perturber ses sites de fixation a I’ADN, compromettant ainsi son interaction avec
les facteurs de transcription. D’autre part, une duplication ou une délétion survenant au sein
d’un méme environnement chromatinien peut entrainer une variation du nombre de copies des
éléments régulateurs interagissant avec un gene donné, impactant potentiellement son expres-

sion.(Figure 13)

Un exemple bien documenté concerne le locus SOX9 : la duplication de ses éléments régula-
teurs entraine une réversion sexuelle chez les individus 46,XX (MIM #278850), tandis que
leur délétion provoque une réversion sexuelle chez les individus 46,XY (MIM #616425). En
revanche, aucune conséquence pathogene n’a été rapportée pour les inversions de régions

contenants des enhancers.(57)

Dans un contexte plus directement lié a la DI, des variant ciblant un enhancer régulant

CSMD1 ont été identifiées, entrainant des perturbations de la neurogénese.(58)

2.3.3.2. Impact sur ’environnement 3D

2.3.3.2.1. Domaines topologiquements associés

Le génome humain, bien que principalement décrit de facon linéaire est de plus en plus repré-
senté en structure 3D. En effet, le génome est compartimenté en territoires bien distincts qui
va permettre la mise en place d’une compartimentalisation des genes pour réguler leur expres-

sion transcriptionnelle.

Les domaines topologiquement associés (Topologically Associated Domains ; TADs) ont été
initialement identifiés grace a la technique 5C, mais ont été entierement cartographiés via le
séquencage de la conformation de la chromatine, aussi appelé Hi-C (High-Throughput Chro-
mosome Conformation Capture) . Les TADs sont des domaines chromatiniens ou les interac-
tions entre régions génomiques proches (intra-TAD) sont favorisées, contrairement aux inter-
actions entre domaines voisins (inter-TAD) (Figure 12.A). Ces domaines, généralement de

quelques centaines de kb a 1-2 Mégabases (Mb) (de moyenne d’environ 800 kb), sont organi-
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sés en boucles, délimitées par des éléments dits "isolants" qui jouent le role de frontieres.
Cette organisation contribue a favoriser les interactions de proximité et a limiter les contacts

entre TADs adjacents.(59,60)

De plus, la formation de TADs favorise les interactions enhancer-promoter, facilitant donc
’activité transcriptionnelle en maintenant ces paires a l'intérieur des mémes boucles et en re-

streignant les interactions avec d’autres éléments régulateurs extérieurs.(60)
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Figure 12 : Organisation tridimensionnelle de la chromatine et délimitation des TADs. Représentation des TADs
identifiés par Hi-C (panel supérieur), son organisation tridimensionnelle (panel inférieur) et localisations des

marques spécifiques insulinatrices (panel central).

2.3.3.2.2. Impact

Les variants de structure peuvent également perturber 1’architecture des TADs, modifiant ain-

si I’environnement transcriptionnel des genes.(61)

Lorsqu’une duplication chevauche deux TADs distincts, elle peut conduire a la formation
d’un néo-TAD, résultant de la fusion partielle des deux domaines initiaux.(Figure 13) Cette
réorganisation peut entrainer 1’établissement de nouvelles interactions entre des enhancers et
des promoteurs appartenant initialement a des TADs distincts. Deux scénarios sont envisa-

geables :
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* Adoption d’un enhancer : si la duplication inclut un gene issu du premier TAD et un
enhancer provenant du second, ce dernier peut étre recruté de maniére aberrante par le

promoteur du gene du premier TAD. (62) On parle d’hijacking d’enhancer.

* Absence d’impact transcriptionnel : si la duplication ne contient pas 1’ensemble des
éléments fonctionnels nécessaires (par exemple, un géne sans un enhancer ou inverse-

ment), aucune modification de 1’expression génique n’est observée.
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Figure 13: Synthése des différentes possibilités d'effet de position en lien avec I'organisation de la chromatine en

TADs (Figure adaptée de Spielmann et al., 2018 et extraite de N.Chatron, 2020)

De plus, la délétion d’une frontiere de TAD peut fusionner deux domaines adjacents, favori-
sant des contacts anormaux entre un enhancer et un promoteur appartenant a des TADs dis-
tincts.(Figure 13) Ce mécanisme a été mis en évidence avec la délétion de la frontiére située
en 5’ du TAD contenant LMNBI, entrainant une leucodystrophie démyélinisante de 1’adulte
(MIM #621061).(63) Enfin, un remodelage des TADs peut également survenir dans le cas de
variants de structure équilibrés, tels que les translocations et les inversions ou de variants plus

complexes. Ce phénomene, appelé "TAD shuffling", correspond a une réorganisation des
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frontieres de TADs, entrainant la fusion de domaines.(Figure 13) Cette réorganisation peut
conduire a une adoption aberrante d’enhancers par des promoteurs inappropriés, modifiant

ainsi I’expression des genes.

Un cas de translocation entrainant une partie du TAD du géene MEF2C a été observé, causant
une perte de contact avec ses enhancers naturels et par conséquent une perte de fonction cau-
sant une hypoplasie du corps calleux.(61) Un second cas documenté impliquant une duplica-
tion insertionnelle modifiant 1’architecture chromatinienne tridimensionnelle au locus ARH-
GAP36 a été publié, impactant 1’expression des voies de signalisation osseuse et entrainant
une calcification ectopique progressive, ou les tissus mous du patient se transforment en os.

(81)

Les variants de structure, ont 2 voies d’étude vis a vis de leur impact : I’impact sur les sé-
quences codantes et les genes et I’impact sur I’environnement et les régions non codantes. Un
schéma d’interprétation dans 1’étude de I’impact des variants de structure peut donc étre éta-

blie afin d’étudier les différentes possibilités associés. (Figure 14)
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Figure 14 : Stratégies pour interprétation des variants de structure.(Figure adaptée de

Spielmann et al., 2018)

3. Detection des SV

De nombreuses pathologies sont causées par des variants, et leur détection est cruciale pour
établir un diagnostic précis. La découverte de ces variants et le diagnostic des patients re-

posent sur un processus diagnostique structuré, qui inclut plusieurs techniques.

3.1. Caryotype et FISH

Le caryotype humain a été décrit pour la premiére fois en 1956 par Tjio et Levan, marquant

une avancée majeure dans le domaine de la cytogénétique.(65) En effet, depuis les 33 années
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précédentes, au moins 40 études avaient confirmés la présence de 48 chromosomes alors que
le nombre correct s’est révélé étre 46. Cette correction a pu étre obtenue par ’utilisation de la

colchicine permettant I’accumulation de mitoses.(66)

Les techniques d'identification des chromosomes ont ensuite connu un essor considérable
dans les années 1970, grace au développement de méthodes de coloration différentielles per-
mettant une analyse fine des structures chromosomiques. Ces méthodes reposent donc sur I'ar-
rét par la colchicine du cycle cellulaire en métaphase, étape ou les chromosomes sont les plus
condensés, suivi d’un traitement des cellules avec une solution hypotonique permettant la pro-
pagation des chromosomes puis d'une coloration sélective mettant en évidence 1'euchromatine

et I'hétérochromatine.(67)

La premiere méthode de banding, introduite en 1970 par Torbjérn Caspersson, utilise un colo-
rant fluorescent, la quinacrine, pour révéler des motifs spécifiques sur les bandes cytogéné-
tiques, une technique connue sous le nom de Q-banding.(68,69) Peu apres, le G-banding a été
mis au point par Drets et Shaw en 1971, reposant sur un traitement protéolytique par trypsine,
dégradant certaines protéines chromosomiques, suivi d'une coloration au Giemsa.(Figure 15)
(70) Cette méthode met en évidence des bandes sombres dans les régions riches en bases adé-
nine-thymine (AT), tandis que les régions euchromatiques riches en guanine-cytosine (GC)

restent peu colorées.

En parallele, le R-banding a été développé par Verma et Lubs, également basé sur une colora-
tion au Giemsa, mais avec un prétraitement thermique des chromosomes.(71) Ce chauffage
déstabilise préférentiellement les hélices riches en AT, permettant ainsi de colorer spécifique-
ment les régions riches en GC.(Figure 15)(72) Par conséquent, les techniques de G-banding et
de R-banding produisent des patrons de coloration inversés, offrant une complémentarité pré-

cieuse dans I’analyse des structures chromosomiques.(67,73,74)

Ces techniques de coloration permettent d’analyser avec précision les bandes cytogénétiques
et, par conséquent, d’identifier d’éventuels remaniements chromosomiques. Le caryotype
offre ainsi la possibilité de visualiser divers réarrangements structuraux, tels que les transloca-
tions interchromosomiques, les réarrangements intrachromosomiques (treés grands variants en

nombre de copies) ainsi que des anomalies complexes comme la chromothripsie et la chro-
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moanasynthese. Cette technique est considérée comme un examen cytogénétique de référence

et méme de premiére intention jusque dans les années 2000.

A

(T DO TIMIN
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Figure 15: Chromosome Banding du chromosome 3: G-banding associée
aux régions riches en bases AT (chromosome de droite) et R-banding asso-
ciée aux régions riches en bases GC (chromosome de gauche) (Figure ex-

traite de Debatisse et al., 2006)

Cependant, cette méthode présente certaines limites, notamment en termes de résolution. En
effet, seuls les variants du nombre de copies d'une taille minimale de 5 a 10 Mb peuvent étre
détectés, et il est estimé qu’a peine 70 % des CNVs de 5 Mb sont effectivement identifiés. De
plus, bien que cette technique permet de repérer la présence d’anomalies chromosomiques,
elle ne fournit pas toujours d’informations précises sur les points de cassure ou les caractéris-
tiques exactes des réarrangements. Cette imprécision complique 1’interprétation des impacts
fonctionnels de ces anomalies sur le génome, ainsi que sur les géenes et les voies biologiques

qu'elles affectent.(74)
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Puis avec le développement de sondes radioactives a la fin des années 60, la cytogénétique
passe d’une analyse purement miscroscopique a une analyse plus précise de I’ADN. La tech-
nique d’hybridation in situ en fluorescence (fluorescence in situ hybridization, FISH), obser-
vée pour la premiéere fois avec Pardue et Gall en 1969, repose aujourd’hui sur I’utilisation de
sondes marquées par fluorescence qui s’hybrident spécifiquement a des séquences complé-
mentaires d’ADN ou d’Acide Ribonucléique (ARN).(Figure 16)(75) Cette méthode permet de

visualiser des régions chromosomiques précises avec une résolution d’environ 100 kb.(76)

»

Figure 16: Hybridation In-Situ en Fluorescence démontrant une translocation t(1,22). (Figure ex-

traite de Fauqueux et al.).

Contrairement au caryotype, qui offre une vue d’ensemble des chromosomes, la FISH cible
des zones spécifiques, ce qui la rend particuliéerement utile pour des analyses focalisées. Tou-
tefois, son efficacité repose sur la connaissance préalable de I’anomalie a investiguer ou sur
une forte suspicion, et nécessite la disponibilité de sondes adaptées. Cette technique va donc
principalement pouvoir détecter les translocations interchromosomiques, les réarrangements
intrachromosomiques (variants en nombres de copies) et anomalies plus complexes. Cepen-
dant, cette technique ne permet pas de détecter de petits réarrangements ni certaines duplica-

tions en tandem.(67,74,76)
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L’un des principaux atouts de la FISH par rapport au caryotype est sa capacité a localiser pré-
cisément les loci impliqués dans des réarrangements chromosomiques, offrant ainsi des infor-

mations pour la caractérisation fine de ces anomalies.

3.2. Analyse chromosomique par puce ADN (CGH-Array/ACPA) :
Développée en 1992 par Kallioniemi et al, 1’analyse chromosomique par puce ADN (ACPA

ou aCGH; array Comparative Genomic Hybridization) est une technique avancée permettant
de détecter des anomalies chromosomiques de nombre, souvent invisibles par caryotype ou
FISH.(77) Cette méthode repose sur le mélange en quantités égales d’ADN isolé a partir d’un
échantillon de référence et d’un échantillon de test, chacun étant marqué différemment : I’un
avec de la biotine et I’autre avec de la digoxigénine. Ces ADN sont ensuite hybridés sur une
puce contenant des fragments d’ADN fixés, correspondant a des régions spécifiques du gé-

nome, permettant ainsi la détection d’éventuels variants génomiques.(Figure 17)(67,74,76)

Les CNVs sont détectées en analysant les différences d’intensité de fluorescence entre les
deux échantillons. Une surreprésentation ou une sous-représentation des séquences d’ADN
dans 1’échantillon de test refléte respectivement un gain ou une perte de copie. Grace a une ré-
solution comprise entre 25 et 200 kb, cette technologie permet de repérer des CNVs avec une

sensibilité bien supérieure a celle du caryotype ou de la FISH.(67)

L’analyse par puce ADN est rapidement devenue le test de premiére intention dans le cadre
clinique pour la détection de CNVs, en particulier chez les patients présentant des DIs, des re-
tards de développement ou des anomalies congénitales multiples. Son utilisation a significati-
vement amélioré le rendement diagnostique, passant d'une détection de 3-5 % des cas a 15-20

%.(74)
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Cependant, malgré ses avantages, 1’analyse par puce ADN présente certaines limites. La loca-
lisation des points de cassure reste approximative, car elle dépend des sondes utilisées, et le
positionnement précis des nouvelles copies n’est pas détectable. De plus, cette méthode ne
permet pas de détecter efficacement les réarrangements chromosomiques équilibrés, tels que
les inversions et les translocations, ni le mosaicisme inférieur a 10-15 %, qui peuvent poser

des défis supplémentaires pour le diagnostic.
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Figure 17: CGH-Array: Principe de la technique

3.3. Séquencage de nouvelles générations
Le séquencage de nouvelle génération, développé dans les années 2000, a révolutionné l'ana-
lyse génétique en permettant de séquencer l'intégralité du génome humain de maniere rapide,
précise et a grande échelle. Cette méthode repose sur la fragmentation de I’ADN en segments
de 100 a 300 paires de bases, obtenus par des procédés mécaniques ou enzymatiques.(78,82)
La terminologie de « nouvelle génération » largement utilisée depuis 2009, correspond au sé-

quencage de deuxieme génération actuel.

3.3.1. Méthode

La librairie préalablement préparée est chargée sur une matrice de séquencage appelée flow-
cell. Parmi les technologies disponibles, [llumina est la plus couramment utilisée et sera dé-
taillée ici.(79) Le séquencage Illumina, aussi appelé séquencage par synthése, repose sur une
technique appelée « amplification en pont », brevet publié en 1998 (W01998044151A1). Les
fragments d’ADN, dotés d’adaptateurs ligaturés a leurs extrémités, s’hybrident avec des oli-
gonucléotides fixés sur la lame de verre (flowcell). Par cycles répétés d’amplification, chaque

fragment donne naissance a des « clusters » clonaux composés d’environ 1 000 copies iden-
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tiques. Grace a leur disposition dense sur la lame, la flowcell permet de réaliser des millions

de réactions paralleles.(Figure 18)(84)

Le séquencage se déroule en plusieurs cycles au cours desquels des nucléotides modifiés, spé-
cifiques a chacune des quatre bases, sont incorporés dans les fragments en cours de synthese.
Chaque nucléotide est marqué par un fluorophore unique et agit comme un terminateur tem-
poraire de synthese. Une fois la fluorescence détectée, les terminateurs sont chimiquement dé-
bloqués, permettant le cycle suivant d’incorporation. Ce processus se répete sur plusieurs cen-
taines de cycles, classiquement allant de 75 a 150, générant des lectures correspondant a

chaque fragment d’ADN.(80)

L’utilisation de la détection par fluorescence permet une analyse rapide et précise grace a
I’imagerie directe, réalisée par des caméras. Ces fragments sont ensuite alignés sur un génome
de référence afin d'identifier différentes anomalies génétiques, allant des grands variants de

structure aux variants ponctuels telles que les SNVs.
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Figure 18: Principe du séquencage de Nouvelle Génération (NGS) par la technolo-

gie Illumina

Le NGS a considérablement accru le rendement diagnostique des maladies génétiques rares,
en permettant la découverte de nouvelles mutations. Différentes approches sont possibles:(Fi-

gure 19) (74)

* Panels ciblés de génes : Cette approche est utilisée lorsque des genes spécifiques sont
suspectés dans une pathologie. Le rendement diagnostique peut varier considérable-
ment en fonction du trouble étudié. Par exemple, dans le cadre de la DI sporadique, ce

rendement est d'environ 10 %.
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* Séquencage de I'exome : Cette méthode permet de séquencer uniquement les régions
codantes du génome. Le séquencage de I'exome a un rendement diagnostique de 35%
dans le cadre des maladies rares mendéliennes, ce qui en fait une option puissante pour

l'exploration génétique de ces pathologies.

* Séquencage du génome complet : Utilisé lorsque le séquencage de I'exome ne permet
pas de détecter de variants, le séquencage du génome complet inclut I'analyse des ré-
gions non codantes du génome. Bien que plus cofiteux, il permet d'identifier des ano-
malies supplémentaires avec un rendement additionnel de 3 a 5 % chez les patients

avec un exome négatif. (81)
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Figure 19: Alignement des fragments d'’ADN du séquencage short-read dépendant du ciblage.

3.3.2. Détection des variants

Pour des réarrangements chromosomiques complexes, la détection dépend de la capture des

points de cassure, ce qui est rare dans les panels ciblés ou méme dans le séquencage d'exome.

Face au nombre croissant de résultats négatifs dans les séquencages d'exomes et aux rende-
ments supplémentaires obtenus grace aux séquencages de génome complet, les recommanda-
tions diagnostiques évoluent. Il est de plus en plus préconisé de privilégier le séquencage du

génome complet comme premiere approche dans les analyses cliniques.(74)
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Ces méthodes permettent de cartographier de maniere globale les variants génétiques, telles
que les SNPs et les variants en nombre de copies (CNV), notamment grace a 1’analyse de la
profondeur de séquencage, qui est censé étre homogeéne tout au long du génome.(Figure 19)
(82) En effet, lorsqu’une région présente une couverture anormalement élevée ou basse par
rapport au reste du génome, et qu’un multiplicateur significatif est observé entre les diffé-

rentes régions, cela peut indiquer la présence d’un CNV.

De plus, le séquencage paired-end offre une opportunité supplémentaire d’analyser la taille
d’insert ainsi que 1’orientation des reads pairés. Chaque fragment d’ADN est séquencé aux
deux extrémités, générant un read 1 (R1) qui lit la partie 5’ et un read 2 (R2) qui lit la partie
3’. Ces reads sont normalement séparés par une distance de taille d’insert connue et adoptent

une orientation inversée 1’un par rapport a I’autre.(83)

Lors de I’alignement sur le génome de référence, la taille d’insert est comparée a la taille at-

tendue.(Figure 20) Une taille anormale peut révéler la présence d’un variant structurel :

» Taille d’insert plus grande que prévu — Possible délétion

» Taille d’insert plus petite que prévu — Possible duplication en tandem

L’analyse de I’orientation des reads permet également d’identifier d’autres types de variants

de structure, tels que :

* Inversions et duplication en tandem — lorsque I’orientation des reads ne suit plus le

schéma classique

* Translocations — lorsque les reads appariés s’alignent sur deux chromosomes diffé-

rents

Enfin, I’identification de reads chimériques, construction aberrante de reads, s’alignent sur
des régions génomiques différentes, constitue un fort indicateur de la présence de réarrange-
ments, comme des translocations équilibrées ou déséquilibrées, ainsi que des réarrangements
chromosomiques plus complexes.(Figure 20) En théorie, chaque type de SV produit un motif
caractéristique dans les lectures de séquencage, permettant en principe d’identifier la mutation
sous-jacente. Cependant, en pratique, leur détection reste un défi en raison de plusieurs

contraintes techniques inhérentes au NGS.
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Figure 20: Stratégie de détection des SVs par NGS: (A) Identification des CNVs par profondeur
de séquencage. (B) Identification des SVs par l'appariement des reads (C) Identification des SVs

par points de cassure dans un read. (Figure extraite de Halder et Jain, 2014)

3.3.3. Limites

L’un des principaux obstacles réside dans la taille limitée des fragments d’ADN séquencés.
Le séquencage paired-end, généralement réalisé en 2x150 pb, produit des fragments de 300 a
600 pb, ce qui impose un chevauchement précis au niveau des points de cassure afin de per-
mettre I’identification correcte des réarrangements. Contrairement aux SNVs, qui se limitent a
une seule base, les SVs peuvent couvrir plusieurs kb voire Mb, dépassant ainsi largement la
longueur des reads typiques. Cela complique considérablement leur cartographie, car les

reads individuels ne couvrent souvent qu’une fraction de la région affectée.

Comme mentionné précédemment, les reads sont alignés sur un génome de référence. Actuel-
lement, la derniere version disponible est GRCh38.p14, qui comprend un total de
3298912,062 bases, dont 3137300923 bases non ambigués (excluant les bases "N"). Ainsi,
plus de 100 millions de bases manquantes créent de nombreuses discontinuités dans le gé-

nome, rendant I'alignement des séquences partiellement impossible.
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De plus, la forte présence de régions répétées ou hautement homologues constitue un défi sup-
plémentaire. En effet, 52,5 % du génome humain est composé de séquences répétées.(84)
Lorsque les points de cassure des variants se situent dans ces régions, ils deviennent particu-
lierement difficiles a résoudre avec les approches de séquencage standard, car 1’alignement

des reads y est complexe. Ces limitations peuvent entralner plusieurs conséquences :

* Une mauvaise assignation des reads, compromettant ainsi la fiabilité de 1'identification

des SVs.

* Une sous-estimation de la complexité des réarrangements, certaines mutations restant
totalement invisibles lorsqu'elles sont masquées par des régions répétitives mal assem-

blées.

* Des faux-positifs

Cette contrainte explique également pourquoi les duplications ne sont pas toujours entiere-
ment caractérisées. Si le gain de copies peut étre détecté, il demeure souvent impossible de
déterminer précisément ou la nouvelle copie est réinsérée dans le génome. Or, cette informa-
tion est essentielle, car la réinsertion peut perturber des génes adjacents ou des éléments régu-
lateurs. Par conséquent, de nombreux variants identifiés par NGS sont classés comme variants

de signification inconnue (VSI), compliquant leur interprétation clinique.

Par ailleurs, le NGS repose sur une étape d’amplification par PCR, susceptible d’introduire
des biais. En effet, la PCR tend a amplifier préférentiellement certaines séquences selon leur
teneur en GC. Toutefois, les régions extrémement riches en GC posent souvent probléme en
raison de la formation de structures secondaires stables pouvant bloquer la polymérase, ce qui
les rend sous-représentées et peut fausser 1’évaluation de la profondeur de séquencage. (85)
Une étude menée par Ebbert et al. a analysé dix génomes provenant de séquencgage par syn-
these avec une couverture moyenne de 37X et a révélé que plus de 36 000 régions (intergé-
niques et exoniques) étaient insuffisamment, voire pas du tout, séquencées. De plus, une liste
de 76 genes d’intérét clinique a été établie, révélant des régions/exons difficiles a analyser

avec cette technologie.(86)

Ces limites expliquent pourquoi les technologies d’analyses de lectures longues tel que le sé-

quencage long-read (PacBio et Oxford Nanopore Technologie (ONT)) et I’Optical Genome
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Mapping (Bionano), gagnent en popularité dans 1'étude des variants de structure. Ces ap-
proches permettent en effet une meilleure résolution des points de cassure, en particulier dans

les régions complexes du génome.

3.4. Cartographie Optique

La cartographie optique du génome est une approche pour analyser les grands génomes euca-
ryotes et est utilisé dans le génome humain dans le cadre de détection de variants complexes.
Il consiste en 1’analyse de brins d’ADN de haut poids moléculaire, de taille de plusieurs mil-
liers de paires de bases atteignant une lecture moyenne de 200kb. L’ADN est préparé et éti-
queté tel un code barre via un marquage avec un fluorophore par la méthyltransferase DLE-1
ayant un motif de reconnaissance de CTTAAG. Ces molécules sont ensuite alignés aux molé-
cules de références via 1’alignement des codes barres et permet d’analyser les variants de

structures.(87)
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Figure 21: Principe de la Cartographie Optique du Génome: De la partie Wet-lab a la partie
Bio-informatique (Figure adaptée de Delpu et al., 2021)

L’utilisation de longues molécules permet aux régions répétitives et a d’autres régions com-
pliquées de cartographier plus facilement qu’avec des molécules courtes. Cela conduit a la
création de cartes qui peuvent couvrir I’ensemble d’un bras d’un chromosome et permettant

donc la détection d’insertions et de délétions aussi petites que 500pb, créant un décalage entre
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les code barres. Les autres variants de structures doivent étre tout de méme de 30kb ou plus

pour étre détectable car ils sont dépendent de la présence des marques.(88)

Cependant, cette technique d’étude ne consiste pas en un séquencage et ne permet pas 1’étude

précise des variants de structure et de leur point de cassure.

3.5. Séquencage de troisieme génération
Le séquencage de troisieme génération, aussi appelé séquencage long-read (LRS), se dis-
tingue par sa capacité a séquencer des fragments d'ADN de grande taille (jusqu'a 1 Mb) en

temps réel. Deux techniques principales sont utilisées:
e Séquencage en temps réel d'une seule molécule (SMRT) par PacBio.
e Séquencage Nanopore par Oxford Nanopore Technologies.

En séquencant des segments plus longs d'ADN, ces techniques peuvent capturer des informa-

tions manquantes dans les méthodes de short-read. (89)

3.5.1. Séquencage PacBio

Le premier séquenceur PacBio Science a été commercialisé en 2011. La technologie permet
de séquencer des fragments de longueurs allant a 80kb et ayant une moyenne de 10 a 15kb.
Les adaptateurs en forme d’épingles a cheveux se lient sur les fragments d’ADN double brin,
permettant leur circularisation, ils sont appelés les SMRT bells.(90) Durant le séquencage, ces
SMRT bells sont incorporés dans des chambres de séquencage de facon individuelle et I’ADN
polymérase va étre fixée sur ces adaptateurs et permettre de polymériser I’ADN complémen-
taire via incorporation de nucléotides fluorescents. Le signal fluorescent mais aussi les temps
entre chaque incorporation vont permettre de faire la distinction entre chaque nucléotides in-

corporés mais aussi d’étudier les modifications épigénétiques.(Figure 22) (91)

Les fragments étant circulaires, ils peuvent étre séquencés plusieurs fois afin d’augmenter la

précision du séquencage.
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Figure 22: Principe du séquencage Long-Read par la technologie des SMRT bells de PacBio.

3.5.2. Oxford Nanopore Technologie

3.5.2.1. Origine du nanopore

La technologie des nanopores repose sur la détection de molécules individuelles en temps
réel. Son origine remonte aux années 1950 avec le développement du compteur Coulter, un
appareil concu pour compter les globules rouges dans les fluides en détectant les variations de

champ électrique induites par le passage de particules a travers un orifice microscopique.(92)

L’appareil développé par Wallace Coulter est constitué d’une sonde immergée dans un liquide
a analyser, ou deux électrodes générent un courant électrique.(93) Une paroi en verre perforée
sépare ces électrodes, et I’aspiration du liquide a travers 1’orifice permet aux particules de cir-
culer une a une. Lorsqu’une molécule traverse 1’orifice, elle modifie localement le champ
électrique, entrainant une variation mesurable du courant. Cette variation, proportionnelle au
volume de la particule, permet non seulement de la détecter, mais aussi de déterminer sa
taille. L’appareil peut étre calibré pour ne détecter que les particules dépassant un certain
seuil, grace a des solutions étalons contenant des particules de taille connue (grains de latex,
pollen, spores...).(92,94) Pour étre détectées, les molécules doivent traverser 1’orifice une a
une. La taille de cet orifice est donc adaptée en fonction du type de molécule analysé. Il doit
étre suffisamment petit pour permettre une obstruction partielle du courant électrique lors du

passage d’une molécule, mais aussi assez large pour laisser celle-ci transiter sans entrave.

Initialement congu pour I’hématologie, le compteur Coulter a vu son application élargie grace

a la réduction de la taille de I’ orifice, passant du micron au nanometre. Cette avancée a ouvert
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la voie a la détection de molécules bien plus petites, comme I’ADN, I’ARN, les protéines ou
encore certains métabolites. Toutefois, pour atteindre cette échelle nanométrique, il était né-
cessaire de concevoir un pore adapté, ce qui a conduit au développement des nanopores.

(92,94)

Le concept des nanopores a été proposé par le professeur David Deamer, qui a envisagé qu’un
canal protéique inséré dans une membrane lipidique pourrait étre utilisé pour analyser les
acides nucléiques.(Figure 23)(95,96) Peu apres, il a démontré qu’un pore biologique pouvait
remplacer 1’orifice de Coulter. En particulier, il a montré que I’a-hémolysine, une toxine sé-
crétée par Staphylococcus aureus, pouvait perforer une bicouche lipidique et ainsi former des

nanopores capables de laisser passer des molécules d’ADN et d’ARN.

s bbb bt et blbdddddddlill Fddddddibbbiobbibdbbbibviiw

: S AA
Sisaloss Losuie 25 1P e eofe
- Ve — y . = o
writy Sz A oo Losegone - Lo/ bgso i1
7 7 A s ; I s
Al war e Py Lo jge ity sl ’ i <
BT o R L
i O Wl
«/\/ e s L
3 123
S [ <
¥ =
)
= e T
Eee e e

L. /\,\/;

Figure 23: Carnet de David Deamer (1989): Deux pages dans lesquelles un pre-
mier draft du concept du séquengcage Nanopore est visualisé. Le dessin présente 3
bases d'ADN simple brin transloquées au travers d'un nanopore via un voltage
donnant un read-out électrique spécifique aux bases. (Figure extraite de Deamer et

al., 2016)

En 1996, Branton et Deamer ont prouvé que ces nanopores permettaient non seulement la

translocation des acides nucléiques, mais aussi leur détection et la mesure de leur longueur.
(97,98)
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En 2001, il a été démontré que les nanopores pouvaient identifier des brins d’ADN avec une
résolution a I’échelle d’une seule base, distinguant des brins de 30 nucléotides différant d’une
seule base.(99) Puis, en 2009, une avancée majeure a permis de différencier de maniére fiable
les quatre bases nucléotidiques.(100) Ces progres ont été rendus possibles grace a des modifi-
cations spécifiques des nanopores et a une analyse fine des variants du champ électrique in-

duites par le passage des molécules.

Ainsi, la technologie des nanopores repose sur un principe simple mais puissant : détecter et
analyser des molécules individuelles avec une précision extréme. Cette capacité a conduit au

développement du séquencage par nanopores.

3.5.2.2. Type de nanopore

Les nanopores sont classés en trois catégories : les nanopores biologiques, les nanopores syn-

thétiques solides et les nanopores hybrides.
* Les pores biologiques :

Les pores biologiques proviennent de protéines naturelles. Ces pores présentent des caracté-
ristiques spécifiques, telles qu'une durée de vie relativement courte, une instabilité et une exi-
gence d'un environnement particulier. Ils sont principalement produits par des bactéries, 1'a-
hémolysine étant I'un des exemples les plus connus. Cette protéine est thermiquement stable,
fonctionne a des températures proches de 100°C et dans une plage de pH allant de 2 a 12. Ce-
pendant, sa région de sensibilité est relativement longue, atteignant jusqu'a 12 bases, ce qui

peut influencer le passage des ions et affecter la précision de la détection.(Figure 24.A)(101)

Le MspA, produit par des mycobactéries, est un pore robuste capable de fonctionner a des
températures avoisinant 80°C et dans une plage de pH allant de 0 a 14. Ce pore présente un
intérét particulier en raison de sa région de sensibilité plus réduite, ce qui améliore la préci-
sion dans la reconnaissance des quatre bases nucléotidiques. Contrairement a 1'a-hémolysine,
il permet une lecture plus fine des signaux électriques générés par le passage de I’ADN.(Fi-

gure 24.B)
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A. a-hemolysin
10 nm

C. Phi29 connector

Figure 24: Structures de trois pores biologiques: (A) Toxine a-hémolysine de Staphylococcus aureus. (B) Porine

MspA de Mycobacterium smegmatis (C) Canal connecteur du bactériophage Phi29 (Figure extraite de Haque et
al., 2013)

Ces deux canaux, en raison de leur diametre étroit, ne permettent que le passage de I’ADN

simple brin.(101)

La protéine Phi29, capable de s’insérer dans une bicouche lipidique par un mécanisme de fu-
sion, se distingue par sa grande robustesse. Son canal, plus large que ceux de I’a-hémolysine
et du MspA, permet non seulement le passage de I’ADN simple brin, mais aussi celui de

I’ ADN double brin.(Figure 24.C)

* Les pores synthétiques a 1’état solide :

Les pores synthétiques représentent une alternative intéressante aux pores biologiques en rai-
son de leurs propriétés géométriques et dimensionnelles bien définies, de leur robustesse et de
leur facilité de modification. Ces caractéristiques peuvent étre précisément controlées, offrant
ainsi une grande flexibilité dans leur conception et leur utilisation. Leur fabrication repose sur
différentes techniques, telles que les réactions électrochimiques, la gravure laser ou encore la
nanolithographie. Différents types de membranes peuvent étre utilisées, notamment le sili-
cium, I'aluminium, le bore ou encore le graphéne. En raison de leur stabilité et de leur adapta-

bilité, ces pores sont les plus largement utilisés dans les applications modernes.(101)

* Les pores hybrides :

Les pores hybrides reposent sur I’insertion de protéines, telles que I’a-hémolysine, dans des
membranes artificielles. Cette approche combine les avantages des pores biologiques, notam-
ment leur capacité a interagir spécifiquement avec les molécules, avec la robustesse des mem-

branes synthétiques. Elle permet ainsi d’obtenir des pores atomiquement stables tout en utili-
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sant des supports moins fragiles que la bicouche lipidique, améliorant ainsi leur durabilité et

leur compatibilité avec différentes conditions expérimentales.(101)

3.5.2.3. Principe

ONT propose une technologie de séquencage a molécule unique reposant sur l'utilisation de
nanopores. Ce systeme fonctionne grace a des cellules d’écoulement, appelées flowcells,
constituées de deux compartiments remplis d’une solution ionique et séparés par une mem-
brane contenant les nanopores. Le séquencage repose sur 3 étapes : la préparation de libraire,

le séquencage, et le traitement bio-informatique.

Le processus débute par la préparation de la librairie de séquencage, qui repose sur l'utilisa-
tion d’ADN natif. Celui-ci subit d'abord une étape de réparation avant d’étre lié a des adapta-
teurs spécifiques, eux-mémes associés a des protéines motrices essentielles au bon déroule-
ment du séquencage. Une fois la librairie préte, elle est chargée sur la flowcell via le pore
d’entrée. Des tethers hydrophobes situés sur la flowcell capturent alors les molécules d’ADN
et les dirigent vers la membrane ou se trouvent les nanopores. Lorsque le complexe ADN-pro-
téine motrice atteint un nanopore, la protéine se fixe et agit comme une hélicase, déroulant
I’ADN double brin en un simple brin qu’elle transloque au travers du pore a une vitesse

controlée.(Figure 25)(101)(103)

Modifications <
S
S

DNA or RNA

LOGCTGGTAAGATGC...

Nanopore signal

Motor protein

Reader protein

Membrane

Figure 25: Principe du séquencage Long-Read par la technologie ONT: Schéma illustrant
la translocation de I’ADN double-brin (ADNdb) en ADN simple-brin (ADNsb) a travers le
nanopore, facilitée par le chargement du tether et représentation du principe de basecalling,
permettant I’identification des bases nucléotidiques lors du passage de I’ADN a travers le na-

nopore. (Figures extraites de Ming He et al.)
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Comme décrit précédemment avec le compteur Coulter, une tension constante est appliquée,
générant un courant ionique a travers le nanopore. Les molécules d’ADN, chargées négative-
ment, sont ainsi entrainées au travers du pore, ce qui perturbe le courant de maniére caracté-
ristique. Chaque modification du signal refléte une séquence nucléotidique spécifique et est
enregistrée sous forme de fichiers bruts (FAST5 ou PODS5). Ces données sont traitées en
temps réel par des algorithmes bioinformatiques permettant de convertir les signaux en sé-

quences nucléotidiques lisibles, générant ainsi des fichiers FASTQ. (103)

3.5.2.4. Spécificités

Grace a l'utilisation d'ADN natif, cette technique de séquencage permet d'analyser des frag-
ments d'ADN longs, avec une taille moyenne d'environ 10 kb et pouvant atteindre jusqu'a 1
Mb.(94) De plus, elle conserve les marques épigénétiques associées aux molécules d'ADN.
Cette capacité offre un avantage considérable pour I'étude des modifications des bases, telles
que les méthylations 5’-mC, 5’-hmC et 6mA, qui peuvent désormais étre détectées et analy-

sées avec une précision accrue, grace a des algorithmes spécifiques.(104)

Cela permet non seulement de récupérer la séquence exacte des fragments d’ADN, mais aussi
de collecter des informations sur les modifications épigénétiques associées. Ces dernieres, jus-
qu'alors difficiles a détecter par des méthodes traditionnelles, peuvent maintenant étre étu-

diées avec un degré de précision jamais atteint.(105)

De plus, comme mentionné précédemment, le séquencage long-read par technologie Nano-
pore présente la particularité d’étre effectué en temps réel. Cette approche permet de suivre
dynamiquement plusieurs parametres, tels que la taille des reads, la qualité de séquengage ou
encore 1’activité des pores. L’un des développements majeurs rendus possibles par cette lec-
ture en temps réel est 1’Adaptive Sampling, une technique de ciblage bio-informatique en
temps réel permettant I’enrichissement, ou la déplétion de régions spécifiques du génome. Ce
ciblage repose sur I’implémentation d’un fichier BED, dans lequel sont définies les régions

d’intérét a enrichir ou a éviter.

Concretement, lors de I’enrichissement, chaque fragment d’ADN est d’abord séquencé pen-
dant environ une seconde (correspondant a ~400 pb). Cette séquence initiale est ensuite com-
parée aux régions cibles définies dans le fichier BED. Si le fragment appartient a I’une de ces

régions, le séquencage se poursuit ; dans le cas contraire, la polarité du pore est inversée, in-
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terrompant le séquencgage et expulsant la molécule en cours. Elle offre ainsi la possibilité de
réaliser un séquencage ciblé sans étapes d’enrichissement préalable, réduisant a la fois les

colits de séquencage et la taille des fichiers générés.(106-109)

Cependant, I’utilisation des nanopores présente encore certaines limitations qui sont active-
ment prises en charge. En effet, la détection ne se fait pas base par base, mais par groupes de
bases, ce qui peut entralner des erreurs et expliquer que le séquengage Nanopore ait une préci-
sion d’environ 96.8 %, ce qui reste relativement faible comparé aux technologies NGS.

(103,110)

Chaque nanopore possede des caractéristiques spécifiques, notamment des zones de détection
de taille variable. Pour surmonter ces défis, plusieurs améliorations ont été apportées aux na-
nopores. Par exemple, la surface des membranes a été réduite pour accélérer la stabilisation
du signal électrique, ce qui diminue le bruit de fond. De plus, la vitesse de translocation des
molécules a été optimisée afin de garantir une mesure précise de chaque base. Enfin, les mem-
branes ont été adaptées pour produire des segments de signal correspondant désormais a des
blocs de 5 bases, permettant une détection plus fine et une distinction plus précise des bases
individuelles. Ces améliorations contribuent a renforcer la précision globale des appels de

bases et a rendre les nanopores encore plus performants pour I’analyse génomique.

ONT a continuellement amélioré ses nanopores, lancant régulierement de nouvelles versions
afin d’augmenter la précision et l'efficacité du séquencage. Ces versions incluent : R6 (juin
2014), R7 (juillet 2014), R7.3 (octobre 2014), R9 (mai 2016), R9.4 (octobre 2016), R10 (mars
2019) et R10.3 (janvier 2020).(103) L’objectif principal de ces améliorations est de perfec-

tionner la précision des appels de bases.

Les protéines utilisées dans les nanopores des générations R6, R7, R7.3, R10 et R10.4 n’ont
pas encore été divulguées par ONT. La version R9 a marqué un progres important, avec une
amélioration significative du rendement en séquencage atteignant environ 87 % de précision,
contre seulement 64 % pour la génération R7. Cela a été rendu possible grace a I'utilisation de
la sous-unité de croissance dépendante de la Nanopore Curlin Sigma S (CSGG) d'Escherichia

coli.
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Figure 26: Comparaison structurelle des chimies de la technologie ONT (Figure extraite du site d'ONT)

La génération R10.3 (CsgG-FCP) a introduit un nanopore avec deux régions de sensibilité au
lieu d’une seule, permettant une meilleure distinction des bases.(Figure 26) Plus récemment,
la génération R10.4 a été lancée, bien que les détails de ses améliorations ne soient pas encore
totalement divulgués. Cependant, ONT a annoncé que cette nouvelle version atteint désormais

une précision d'appel des bases de 99 %.(111)

3.6. De la cytogénétique a la cytogénomique

L’évolution de la cytogénétique vers la cytogénomique a transformé notre fagon d’explorer le
génome. Autrefois limitée a 1’observation des chromosomes au microscope, notre compréhen-
sion s’est affinée grace aux technologies de séquencage et aux outils d’analyse avancés. Au-
jourd’hui, nous pouvons détecter des variants génétiques avec une précision a la base pres,
ouvrant la voie a des diagnostics moléculaires plus précis et a une meilleure prise en charge

des maladies génétiques.

Cependant, chaque technique est associée a des spécificités de détection, a une résolution ain-

si qu’a des limites. Les nouvelles technologies tendent donc a avoir une résolution a la base
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unique, une précision de détection de 100 % mais aussi la capacité a détecter tous types de va-

riants sans hypothese préconcue.(Tableau 1)

Tableau 1: Comparaison des différentes techniques de cytogénétique

Technigue

Colt

Nécessité de cellules?

Résolution

Détection de CNVs ?

Détection de Variants Equilibrés ?

Mosaicisme

Etude de laSéguence ?

Caryotype

FISH

ACPA/CGH-array

NGS

LRS

OGM

e+

TS

Oui

Oui

Non

Non

Non

Non

54 10Mb

100kb

25 et 200kb

Résolution unique

Résolution unique

30kb

Oui

Uniguement les Translocations

Non

Naon

Oui mais élevé

Ce qui nous importe principalement dans cette these est la détection et 1’analyse des variants
de structure a travers les différentes approches technologiques disponibles en routine diagnos-
tique. La littérature récente tend a démontrer que les technologies émergentes permettent non
seulement d’affiner le nombre réel de SVs détectés par patient, mais aussi de mettre en lu-
miere les différences concrétes de performance entre ces approches. Dans ce contexte, les
technologies de séquencage dites de troisieme génération, en particulier le séquencage long-
read, apparaissent comme particuliéerement adaptées a 1’étude fine des SVs. Leur capacité a
générer des lectures longues et continues offre un avantage pour la résolution de variants
complexes, souvent inaccessibles aux méthodes conventionnelles. Ces technologies se ré-
velent également pertinentes dans le cadre de réanalyses de génomes, notamment lorsqu’un
SV potentiellement causal aurait pu étre manqué par les outils de premiere intention. (Figure

27)
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Figure 27: Rendement des analyses des variants de structure a travers les techniques d'étude du génome. (Fi-

gure extraite de Collins et al., 2025)

4. Utilisation du séquencage long-read pour I’étude des variants de

structures

Comme expliqué précédemment, certains SVs présentent des points de cassure situés dans des
régions difficiles a analyser par séquencage short-read (SRS ; NGS). Ces régions, souvent
riches en séquences répétitives ou en structures complexes, peuvent donc masquer une partie
de la complexité du génome, rendant leur détection et leur caractérisation difficiles, voire im-
possibles, avec les techniques traditionnelles. En conséquence, l'incapacité de capturer ces
structures avec des lectures courtes peut entrainer une sous-estimation des événements géné-
tiques responsables de certaines pathologies, en particulier dans des maladies comme le can-
cer ou les troubles neurodégénératifs, ot les SVs jouent un role clé. En effet, depuis 1’utilisa-
tion des nouvelles technologies de séquencage, la moyenne de 7400 Svs par génome a été

revu a la hausse avec plus de 12000 SVs.(Figure 27)

Les lectures longues, issues de technologies comme PacBio ou ONT, se révelent particuliéere-
ment avantageuses pour 1’appel des SVs, car elles offrent la possibilité de couvrir des régions
complexes et répétitives, mais également d'analyser des zones qui, autrement, seraient insuffi-
samment couvertes par le SRS. De cette maniere, les lectures longues, notamment celles dé-

passant les 5 kb, permettent non seulement une meilleure cartographie des SVs, mais aussi la
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détection de variants de structure de plus grande taille, souvent invisibles avec les lectures
courtes. Grace a cette approche, il devient possible de reconstruire plus fidélement I'architec-
ture du génome et d'améliorer ainsi la précision du diagnostic et la compréhension des méca-

nismes biologiques.

Stancu et ses collaborateurs, en 2017, ont proposé le LRS comme approche alternative pour la
détection a I’échelle du génome des SVs cliniquement pertinents. Ils ont utilisé le séquencage
du génome complet par la technologie ONT pour analyser deux patients présentant des ano-
malies congénitales causées par des réarrangements de chromothripsis de novo. Ils ont dé-
montré que le LRS, méme avec une faible couverture de séquencage (16X), a une qualité de

détection supérieure par rapport au SRS.(112)

De plus, d’autres études ont aussi démontré les avantages potentiels du LRS par rapport au
SRS dans le diagnostic clinique pour détecter les SVs pathogenes. Par exemple, une étude
réalisée par Merker et al, a réussi a démontrer, via la technologie PacBio, la cause moléculaire
d’un patient atteint du syndrome de Carney, alors que le séquencage du génome complet par
SRS s’était révélé négatif. (113) De méme, Miao et al. ont confirmé le diagnostic moléculaire
d’un patient atteint d’un trouble de stockage du glycogéne avec la technologie ONT, en iden-

tifiant un second variant dans un gene autosomique récessif.(114)

5. Interprétation des variants

En 2015, I’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) et 1’Association
For Molecular Pathology (AMP) ont publié une directive qui fournit un cadre pour I’interpré-
tation des variants de séquence. Cette directive est devenue une référence dans le domaine de

la génétique clinique et a été adoptée par de nombreux laboratoires.

La directive a défini 28 critéres, avec des codes qui traitaient des types de preuve. Chaque
type de preuve s’est vu attribuer une classification bénigne (B) ou pathogene (P). Des regles
de combinaison de ces criteres ont également été prévues pour attribuer une pathogénicité

pour chaque variant sur la base de critéres appliqués.

Les lignes directrices ACMG/AMP ont été développées pour étre largement applicables a de

nombreux genes, modeles de transmission et maladies. Cependant, certaines limites ont été
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identifiées, notamment en ce qui concerne 1’interprétation des variants dans les génes présen-

tant des effets de dosage ou dans les maladies multifactorielles.(115,116)

Le consortium ClinGen a été formé en 2013 pour développer des normes et des processus
d’évaluation des genes et des variants génomiques afin d'améliorer la validité clinique et I'uti-

lité.

Plusieurs criteres entrent en compte dans 1’évaluation de la pathogénicité d’un variant :

* Les critéres de fréquence dans la population : Les informations concernant la fré-
quence d'un variant dans la population peuvent étre utilisées a la fois pour et contre la
pathogénicité. Un variant survenant a une fréquence beaucoup plus élevée que prévu
pour la maladie avec laquelle il est associé est un indicateur de sa nature bénigne. Il
peut étre considéré comme BA1, ce qui signifie qu'aucune évaluation supplémentaire
n'est nécessaire. Par exemple, un variant trouvé a une fréquence de 5 % dans gnomAD
chez des individus en bonne santé est tres probablement bénin pour une maladie auto-

somique dominante rare dont la prévalence est inférieure a 1/10 000.

* Le type de variant et sa position : La connaissance du spectre des variantes dans un
gene et de leur répartition selon la maladie associée est nécessaire. Le seul critere dési-
gné avec un niveau de force tres élevé pour la pathogénicité (PVS1) est défini comme
une variant dans un gene ou la perte de fonction est un mécanisme connu de la mala-
die. Par exemple, une mutation entrainant un codon stop prématuré dans TP53, un
gene suppresseur de tumeur, a de fortes chances d’étre pathogéene. En revanche, un va-
riant faux-sens dans une région non conservée d’un gene pourrait étre considérée

comme de signification inconnue.

* Les preuves fonctionnelles et familiales : La pathogénicité d’un variant peut étre ren-
forcée par des études fonctionnelles démontrant un effet délétére (critéere PS3) ou par
des études de ségrégation dans les familles. Par exemple, un variant observé chez plu-
sieurs individus atteints dans une méme famille et absent chez les individus non affec-

tés apporte un argument supplémentaire en faveur de sa pathogénicité (critere PP1).

Grace a ces criteres, l'interprétation des variants gagne en précision, ce qui permet d’améliorer

le diagnostic génétique et la prise en charge des patients. (Figure 28) Toutefois, 1’évolution
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des connaissances et I’accumulation de nouvelles données nécessitent des mises a jour régu-
lieres des classifications, comme en témoigne la réévaluation de certains variants initialement

classés VSI qui sont désormais considérés comme pathogenes ou bénins.

Variant détecté

\ 4
= o Geéne Associé a un Expression dans le
Géne associéadelaDl ——>» phénotype chez 'Homme _ SNC
Caractéristiques
du SNC J A
\ 4 }
- Variant Perte de Plus de 50% des
Varlantactﬂgngr:::mme Fonctionaune  ——  isoformes sont ~——
P 9 fréquence <1% touchés
v
Confirmation avec étude sur la ségrégation famimiale e
Prédiction In Sillico: Fonction dommageable des protéines —
Phénotype Similaire —_—
A4 l h 4 \ 4
[ Pathogéne ] [ Probablement Pathogéne ] [ Signification Inconnue ] [ Probablement Bénin/Bénin ]

Figure 28: Stratégies pour la classification des variants. (fleches rouges : OUI ; fléche noire : NON) (Figure
adaptée de Maia et al., 2021)
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La détection, la compréhension et ’analyse des variants de structure est un défi majeur en
routine diagnostique moléculaire. L.’approche par CGH-array en premiére intention est perfor-
mante mais présente des limitations importantes concernant 1’organisation réelle du génome
lors de la détection des gains de copie, une résolution limitée et une non détection des variants
équilibrés. Les méthodes plus résolutives, comme le séquencage short-read, sont limitées par
la nature répétitive de I’ADN, qui complique I’interprétation de certains variants de structure,
ainsi que par la complexité de réarrangements complexes. Ces défis, tant en détection qu’en
caractérisation, nous amenent a nous interroger sur les apports des technologies émergentes,
notamment le séquencage Nanopore. Nous cherchons donc a répondre aux questions sui-

vantes :

* La technologie Oxford Nanopore permet-elle une couverture suffisante de la ré-

gion d’intérét et du génome dans son ensemble ?

* Est-elle capable de caractériser structurellement les variants de structure, qu’ils
soient simples ou complexes, et représente-t-elle une avancée significative par

rapport aux technologies utilisées en routine ?

* Les algorithmes d’appel de variants de structure dédiés a cette technologie sont-

ils suffisamment performants pour une détection fiable et précise, sans a priori ?

* Enfin, le séquencage Nanopore permet-il d’émettre des hypotheéses fonctionnelles
sur les variants de structure, d’en approfondir I’interprétation biologique et, po-

tentiellement, d’en affiner la classification ?

L’objectif principal de cette thése est d’explorer les variants de structure, en mettant 1’accent
sur les gains de copies détectés par les technologies de diagnostique de routine chez les pa-
tients atteints de troubles neurodéveloppementaux. Pour ce faire, nous utilisons le séquencage
long-read Nanopore pour évaluer ses performances, affiner la caractérisation de ces variants

et analyser leurs implications diagnostiques.

L’enjeu est également de déterminer si cette technologie émergente peut améliorer le rende-
ment diagnostique des patients atteints de troubles neurodéveloppementaux et si son adoption

en routine est envisageable.(Figure 29)
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1. Mateériel

1.1. Matériel biologique

Différents types de matériel biologique ont été utilisés au cours de cette étude. L’ADN géno-
mique a été extrait de maniére automatisée a partir de sang périphérique, recueilli apres obten-
tion du consentement éclairé des patients. Certains ADN provenaient de patients externes,
pour lesquels la méthode d’extraction et la méthode de conservation de I’ADN n’étaient pas

identiques.

Des lignées lymphoblastiques immortalisées ont été établies a partir de sang périphérique col-
lecté dans des tubes héparinés. L’ ARN total a ensuite été extrait manuellement a partir de ces

lignées cellulaires.

Cette étude a été conduite conformément aux principes éthiques de la Déclaration d’Helsinki

et a recu 1’approbation du Comité de Protection des Personnes (CPP) « Ile-de-France II ».

1.2. Matériels associés au séquencage Nanopore
1.2.1. Séquenceurs

Les technologies de séquencage long-read d’Oxford Nanopore Technologies (ONT) ont été
employées a mesure de leur disponibilité au sein du Centre de Biologie Pathologie. Les

échantillons ont ainsi été analysés sur trois types de plateformes distinctes :
* MinION Mk1C
* P2 Solo couplé a un GridION

* P2 Integrated (P2i)

1.2.2. Informatique et logiciels

L’analyse bioinformatique a évolué en parallele des avancées technologiques du séquencage,
s’adaptant notamment aux mises a jour successives des logiciels de basecalling. Les séquen-

ceurs ont été pilotés par le logiciel MinKNOW, avec un basecalling réalisé initialement via
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Guppy (v6.4.6), puis progressivement migré vers Dorado (v7.6.7), en fonction des versions

disponibles au moment de 1’analyse.

L’alignement des fichiers FASTQ au génome de référence a été effectué majoritairement avec
Minimap2 (v2.24), outil rapide et optimisé pour le séquencage long-read.(117) Pour certaines
régions génomiques complexes ou particulierement sujettes a des réarrangements, 1’outil
NGMLR (v0.2.7) a été préféré en raison de ses meilleures performances dans ce contexte.(Fi-

gure 29)

La qualité des données a été évaluée a I’aide de plusieurs outils complémentaires :

* Mosdepth

* Qualimap

* PycoQC

L’identification des variants de structure a reposé sur deux pipelines complémentaires :

e CuteSV (v2.1.1), optimisé pour les longues lectures avec de bonnes performances en

sensibilité.(118)

* Sniffles2 (v2.0.7), particulierement performant pour la détection dans des contextes a

faible profondeur.(119)

Les fichiers VCFs générés servaient de base pour confirmer 1’appel des variants précédem-
ment identifiés par d’autres techniques utilisés en routine. Les fichiers VCFs n’ont pas été

analysés en totalité ni filtrés.

L’analyse des données issues du séquencage Nanopore a été menée de maniere collaborative :

* L’équipe de bioinformatique de la Plateforme de séquencage de 1’Université de Lille
a pris en charge le traitement initial des données brutes, en mobilisant une infrastruc-

ture performante, composée notamment de :

* 2 GPU A6000
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¢ 64 threads CPU
¢ 256 Go de RAM

* Une partie des analyses a été réalisée de maniere autonome, sur une machine virtuelle

dédiée, hébergée sur le cluster Gaia (Bi-Lille), disposant des ressources suivantes :
* 12vCPU

* 90 Gode RAM

Patients atteints de
troubles
neurodéveloppementaux

:  Routine
idiagnostique
: ( )
Détection de Variants DI Guppy/ MinMap2/
de Structures Long:Read Dorado NGMLR
Nanopore j
. —
E Mosdepth Sniffles?
: PycoQC nines
5 2 CuteSV
: Qualimap
: .
¥
Analyse

Fonctionnelle

Figure 29: Protocole du projet de These

2. Meéthodes

Les principales méthodes employées tout au long de cette theése sont présentées ci-dessous.
Les techniques plus spécifiques ou utilisées de maniére ponctuelle seront détaillées ultérieure-

ment dans le contexte des thématiques concernées.
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2.1. CGH-Array

Les échantillons de sang périphérique des patients ont été collectés dans des tubes EDTA.
L'ADN génomique a été extrait a I'aide du systéeme d'extraction robotisé CHEMAGIC-STAR
(Hamilton, Reno, US-NV). Les expériences ont été réalisées sur de I'ADN génomique. Les
puces Agilent Human Genome CGH 60K a oligonucléotides (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

ont été utilisées selon les protocoles du fabricant.

2.2, Librairie de séquencage ADN Long-Read Nanopore

Les bibliotheques d’ADN ont été préparées a 1’aide du kit Ligation Sequencing Kit V14 (Ox-
ford Nanopore Technologies, ONT, Oxford, UK). Le séquencage a ensuite été réalisé selon le

protocole standard sur un séquenceur d’ONT, utilisant une flow cell R10.4.1.

Apres séquencage, le basecalling a été effectué a 1’aide d’un basecaller en mode High-Accu-

racy (HAC).

Les lectures obtenues ont été alignées sur la derniere version du génome de référence humain
GRCh38 a I’aide de MiniMap2 et/ou NGMLR.(117) Ces données alignées ont ensuite été uti-
lisées pour les analyses en aval. La détection des variants structurales a été réalisée avec

Sniffles2 et CuteSV.(118,119)

L'inspection visuelle des variants de structure dans les régions cibles a été effectuée a 1’aide
de logiciels tels que Integrative Genomics Viewer (IGV, version 2.10 a version 2.18) et Ge-

nome Ribbon (V1 et V2).(120)

2.3. Déroulement d’un run Nanopore sur ADN

Le déroulement des séquencages a été suivi en temps réel a ’aide du logiciel MinKNOW, qui
fournit une visualisation dynamique des performances des runs. Les principaux indicateurs

analysés étaient :
* Le nombre total de lectures (reads), réparties en :

e lectures totales,
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* lectures dites « pass » (Qscore > 9),
* lectures « fail » (Qscore <9),
* lectures « skipped »
* La quantité totale de données générées (en gigabases, Gb)
* Le Qscore, indicateur de qualité des lectures
* Le N50, indicateur de la distribution de longueur des fragments

» L’état des pores : activité (en séquencage, disponibles, inactifs, non classés) et pore

scan (répartition des statuts de fonctionnement)

Bien que d’autres parametres tels que la température ou la vitesse de translocation soient ac-
cessibles, ils n’ont pas été retenus pour 1’analyse, les runs s’étant déroulés dans des conditions

satisfaisantes.

Les objectifs de couverture étaient de 30% pour les séquencage complet du génome (Whole
Genome Sequencing ; WGS) (environ 100 Gb par échantillon) et de 10 Gb pour les expé-
riences d’adaptive sampling ciblant 0,5 a 1 % du génome. Ces seuils sont théoriquement attei-
gnables avec une flowcell unique par échantillon, un seul chargement de librairie et un run de
72 heures, sous réserve d’une qualité optimale de I’ADN et d’une préparation adéquate des li-

brairies.

Un seuil minimal de couverture a 10x pour le WGS (soit environ 32 Gb) a été fixé pour in-
clure un échantillon dans les analyses, en accord avec les performances documentées du sé-
quencage long-read a faible profondeur. La présence de reads chimériques a également
constitué un critére déterminant de validation. Lorsque ces reads étaient détectés, aucun sé-
quencage complémentaire n’a été jugée nécessaire, méme si certaines métriques secondaires
(qualité moyenne des lectures, homogénéité de la couverture) pouvaient présenter des variabi-

lités.
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2.3. Analyse qPCR ciblée

Une PCR quantitative a été réalisée a partir de ' ADN génomique extrait des patients, en utili-
sant le kit PowerUp SYBR Green (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) et des
amorces spécifiquement concues pour quantifier le nombre de copies au niveau du locus va-
riant. Le nombre de copies a été normalisé par rapport a un échantillon témoin traité dans les
mémes conditions que I’échantillon patient. Les niveaux relatifs d’amorces ont été calculés
selon la méthode 2-AACt, avec normalisation sur un gene de référence. Une analyse statis-
tique a été réalisée a 1’aide de logiciels appropriés. Toutes les expériences ont été effectuées

en triplicat.

2.4. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires lymphoblastoides humaines (LCL) ont été établies par immortalisation
des lymphocytes sanguins du sujet a I’aide du virus d'Epstein-Barr et maintenues dans un mi-
lieu RPMI 1640 (ThermoFisher Scientific) supplémenté avec 10 % de sérum bovin feetal
(FBS) (ThermoFisher Scientific) et 1 % de pénicilline-streptomycine (Life Technologies).
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IVI Résultats
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1. Approche de séquencage et panorama des données

1.1. Metrics associé au séquencage

Au total, 15 patients ont été séquencés a I’aide de la technologie Oxford Nanopore. Parmi
eux, 12 ont bénéficié d’un séquencage WGS, tandis que 3 ont été analysés par Adaptive Sam-
pling, ciblant spécifiquement des régions d’intérét. Les séquencages ont généré un volume to-
tal de 11,4 To de fichiers Pod5. La médiane des données de BAM obtenues était de 93,94 Gb
pour les échantillons séquencés en WGS et de 8,48 Gb pour les échantillons séquencés par
AS. La longueur moyenne des lectures était de 7934 pb (données sur 14 patients), avec un
N50 des séquencages de WGS de 11,33 kb, ce qui témoigne d’une longueur suffisante pour
outrepasser certains éléments répétés tels que les SINEs ou LINEs. En terme de profondeur de
séquencage sur I’ensemble du génome, la médiane obtenue était de 26x pour les échantillons
WGS (données sur 11 patients) et de 2,3 sur le génome total pour les échantillons AS (40X

en moyenne sur la cible estimé via IGV).

Pour évaluer systématiquement la distribution de la couverture, les taux d’alignement et
d’autres caractéristiques des lectures, les outils PycoQC, Mosdepth et Qualimap ont été utili-
sés. Les résultats de ces évaluations sont résumés dans le Tableau 2, qui présente pour chaque
échantillon les caractéristiques du séquencage, les performances en termes de profondeur et

de qualité, ainsi que les métriques post-alignement.

L’analyse de la concordance entre Sniffles2 et CuteSV a révélé une variation de performance
en fonction des régions et des profils de variants. En moyenne, 66,6% (6/9) des variants dé-
tectés par Sniffles2 ont également été identifiés par CuteSV, tandis que 54,5% (6/11) des va-
riants détectés par CuteSV ont été retrouvés par Sniffles2. Au total, parmi les 15 échantillons
étudiés, un seul n’a pas été détecté par au moins un des deux outils. Ces résultats suggerent
que, bien que des divergences existent entre les deux outils, leur complémentarité pourrait étre
utile pour une détection plus exhaustive des variants de structure. Une analyse cependant plus
détaillée des appels de variants par CuteSV et Sniffles2 sera présentée dans les sections sui-

vantes, au fur et a mesure de la description des patients étudiés.

1.2. Spécificités du séquencage par adaptive sampling
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Les données issues du séquencage par Adaptive Sampling présentent des métriques particu-
liéres, qui peuvent parfois préter a confusion. Comme mentionné précédemment, cette mé-
thode commence par séquencer tous les fragments sur environ 400 bases, avant d’évaluer si la
séquence correspond a une région d’intérét définie dans un fichier BED. Si le fragment fait
parti de la région ciblée, le séquencage se poursuit intégralement ; dans le cas contraire, il est
interrompu. Toutefois, les ~400 premiéres bases séquencées sont conservées et alignées sur le

génome de référence, méme si elles ne sont pas issues de la région ciblée.

Cette caractéristique explique pourquoi les données de profondeur de séquencage obtenues en
Adaptive Sampling reflétent une couverture faible mais relativement uniforme sur I’ensemble
du génome, constituée en majorité de reads peu informatifs. Les logiciels comme MinK-
NOW, ou méme certains outils de contréle qualité, ne permettent pas d’évaluer spécifique-

ment la profondeur obtenue sur les régions ciblées.

De fagon similaire, le N50 fourni par MinKNOW est calculé sur I’ensemble des reads géné-
rés, incluant donc tous les fragments d’environ 400 bases qui ont été rejetés apres 1’amorcage
du séquencage. Ce biais entraine une sous-estimation de la taille des reads réellement perti-
nents pour I’analyse. Les outils de métriques post-alignement permettent cependant une dis-
tinction plus fine, offrant ainsi une estimation plus représentative de la taille moyenne des

fragments utiles.

1.3. Impact des facteurs pré-analytiques sur les performances de
séquencage

Nos résultats mettent en évidence l'importance de plusieurs parametres pré-analytiques sur les
performances du séquencage, en particulier les conditions d’extraction et de conservation de
I’ADN, ainsi que la qualité de préparation et du chargement de la librairie. Ces éléments af-
fectent directement la survie des pores actifs au cours du run et, par conséquent, la quantité

totale de données générées.

L’échantillon UPN15 en fournit une illustration marquante. Issu d’un prélévement externe,
conservé selon des modalités différentes de celles des autres échantillons, il n’a permis de gé-
nérer que 8 Gb de données.(Tableau 2) Ce rendement est comparable a celui obtenu pour les

échantillons UPN1 et UPN2, mais utilisant des flowcells contenant environ cing fois moins de
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pores actifs, soulignant ainsi 1'impact majeur de la qualité de I’ADN sur l'efficacité du séquen-

cage.

La qualité de la librairie et son chargement sur la flowcell représentent également des facteurs
critiques. L’échantillon UPN4, par exemple, a présenté un rendement particuliérement faible.
(Tableau 2) L’analyse fine des rapports de séquencage et des parametres de pore scan a révélé
que, bien que 80 % des pores soient disponibles, seuls 20 % d’entre eux étaient effectivement
en cours de séquencage (Figure 30). Cette inefficacité traduit un chargement insuffisant de la
librairie, qui a non seulement limité le volume de données produites, mais a également com-
promis la durée de vie des pores, ces derniers devenant inactifs plus rapidement lorsqu’ils ne

sont pas sollicités.
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Pore currently Pore available for Pore currently Pore no longer suitable Pore status unknown
seguencing seguencing unavailable for for further sequencing

sequencing

100

80

60

40

Pore activity status %

20

0

00:30 0230 0430 06:30 0830 1030 12:30 14:30 16:30 18:30 20:30 22:30 24:30  26:30 28:30  30:30 3230 34:30  36:30  38:30 40:30
Time {Hrs:Mins)

Figure 30: Profil d’activité des pores au cours du séquencage de I’échantillon UPN4

Ces observations soulignent I’importance cruciale d’'un ADN de haute qualité et d’une librai-
rie correctement préparée pour assurer le succes des runs de séquencage, tant sur le plan du

rendement que de la stabilité des performances au cours du temps.

Toutefois, malgré des volumes de données parfois limités, I’objectif principal du projet a été
atteint. En effet, comme illustré dans le Tableau 2 correspondant, 1’ensemble des runs a per-
mis d’identifier des reads chimériques informatifs, associés aux variants de structure spéci-

fiques étudiés.
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Tableau 2 : Caractéristiques de séquengage de quinze individus (UPN1-UPN15) présentant des variants de structure non résolus détectés lors de tests diagnostiques cli-

niques

echnique

T
Patient d'extraction
ADN + qualité

Nom de la
Flowcell

Type de la
Flowcell

Version de
Guppy

Protocole de
séquencage

aille a la

T
WGS/AS ?  TapeStation
(bp)

Quantité de
départ (ug)

Appareil

Nombre de
pores au
départ

Taille
Pod5
(Go)

Quantité
totale de
read

Quantité
totale

N50

Co
>10X

>30X

c
médiane

%GC

T
moyenne

Taille
médiane

Nombre de reads
supportant le
variant

Durée du
ru

Nombre de
canaux actifs

% de reads
alignés

Appels des
variants

UPN 1

UPN 2

UPN 3

UPN 4

UPN 5

UPN 6

UPN 7

UPN 8

UPN 9

UPN 10

UPN 11

UPN 12

UPN 13

UPN 14

UPN 15

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

Robotique

ADN extérieur

FAW79182

FAX91519

PAWS56632

PAW10372

PAQ46303

PAW04998

PAS57516

PAW06528

PAU96371

PAU00824

PAW63468

PAW06168

PAWS56637

PAS5759

PAW10221

MinlON

MinlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

PromethlON

Guppy 6.4.6

Guppy 7.0.9

Dorado 7.2.14

Guppy 7.0.9

Guppy 7.0.9

Dorado 7.2.14

Guppy 7.0.9

Dorado 7.2.14

Dorado 7.2.14

Guppy 7.0.9

Dorado 7.2.14

Dorado 7.2.14

Dorado 7.2.14

Guppy 7.0.9

Guppy 7.0.9

Tigation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSk114)

Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSk114)

Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-

14)

Ligation Sequencing
NA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSK114)

Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSK114]

Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSK114)

Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSK114)

Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSK114)

Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSK114]

Ligation Sequencing
9DNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSk114)

Ligation Sequencing
9DNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-

Ligation Sequencing
NA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
LSK114)

Ligation Sequencing
9DNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK-
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2. Etude de variants récurrents, soumis au mécanisme de NAHR

2.1. Article 1 — Publié dans Epilepsia: Long-Read Sequencing of
Recurrent FGF12 Duplications in Epilepsy: Insights into Structural
Mechanisms and Aberrant Isoforms

2.1.1. Introduction

Le facteur de croissance des fibroblastes 12 (FGF12), codé par FGF12 (anciennement désigné
FHF1), appartient a la famille des facteurs homologues des fibroblastes (FHF), qui comprend
FHF1 (FGF12), FHF2 (FGF13), FHF3 (FGF11) et FHF4 (FGF14).(121) FGF12 est majori-
tairement exprimé dans le systeme nerveux en développement et mature, les tissus muscu-
laires cardiaques et squelettiques, ainsi que dans 1’épithélium olfactif.(131) FGF12 génere
deux principaux transcrits. Le transcrit long, désigné A, code une protéine comportant une sé-
quence de type signal de localisation nucléaire (NLS), permettant sa localisation nucléaire. En
revanche, le transcrit court, désigné B, code une protéine dépourvue de cette séquence, ce qui
entraine sa localisation cytoplasmique.(121,123) FGF12 interagit avec des canaux sodiques
voltage-dépendants (Nav), notamment Navl.2 (SCN2A), Navl.5 (SCN5A) et Navl.6

(SCN6A), et module les cinétiques d’inactivation rapide de ces canaux.(122,124)

Des variants faux-sens hétérozygotes pathogénes récurrents de FGF12 ont été associés a des
encéphalopathies développementales et épileptiques autosomiques dominantes (MIM
#617166), et ont été rapportés dans plus de vingt publications.(125-129) Le phénotype asso-
cié comprend un retard du développement, une déficience intellectuelle (DD/ID), une hypoto-
nie axiale, une ataxie et une épilepsie précoce pharmacorésistante.(130) Des études électro-
physiologiques ont démontré que ces variants récurrents ont un effet de gain de fonction, en-
trainant un décalage dépolarisant de 1’inactivation rapide dépendante du voltage du canal
Nav1.6.(125,131) Outre les variants ponctuels, des duplications partielles de FGF12 associées
a un phénotype similaire ont été rapportées chez six patients.(132—134) Ces duplications sont
supposées produire un transcrit plus long, associé a un mécanisme de perte de fonction.

(132,135)

Nous rapportons ici deux nouveaux patients porteurs d’une duplication partielle récurrente de

FGF12. Grace au séquencage long-read de 1I’ADN, nous avons entierement résolu le variant
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structurel sous-jacent, sans hypothese préalable, et démontré qu’il s’agissait d’une duplication
en tandem. En complément, nous avons étudié les transcrits aberrants contenant FGF12 a
I’aide du séquencage long-read de I’ADN complémentaire (ADNCc) pleine longueur. Nous
fournissons également une description détaillée des phénotypes cliniques et électrocliniques
de la maladie. Cette étude met en lumiere le rdle central du LRS dans 1’élucidation des va-

riants de structure et apporte de nouvelles perspectives sur leurs conséquences fonctionnelles.

2.1.2. Méthodes spécifiques

2.1.2.1. Déclaration éthique

Les données cliniques ont été recueillies et un consentement éclairé a été obtenu pour les ana-
lyses génétiques. Des prélevements sanguins ont été réalisés chez les individus atteints ainsi
que chez leurs parents, apres obtention des consentements éclairés. Les analyses ont été effec-
tuées dans un cadre diagnostique, conformément aux regles bioéthiques du droit francais.
Cette étude a été approuvée par le Comité de Protection des Personnes (CPP), référence
n°2023-A00473-42. Un consentement écrit et éclairé a été obtenu aupres de 1’ensemble des

participants ou de leurs représentants légaux.

2.1.2.2. Séquencage des amplicons d’ADNc

La synthese d’ADNCc a été réalisée a 1’aide du kit SuperScript III First-Strand Synthesis Sys-
tem (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), suivie d’'une RT-PCR utilisant la poly-
mérase NEBNext High-Fidelity (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Plusieurs
amorces ont été congues pour amplifier et analyser a la fois les transcrits wild-type (WT) et
aberrants, en fonction de 1’hypothése formulée. I’objectif était d’amplifier la jonction de la
duplication en tandem dans les transcrits de FGF12. Pour les transcrits aberrants, des amorces
ciblant les exons 4 a 3 ont été utilisées, tandis que pour les transcrits WT, les amorces ci-
blaient les exons 3 a 6 ; ces dernieéres permettaient également 1’amplification des transcrits
aberrants (liste des amorces disponible sur demande, Figure_Annexe 1). Les produits PCR
amplifiés ont été préparés sous forme de bibliotheques pour le séquencage Nanopore, puis
chargés sur un flowcell PromethION. Le basecalling a été effectué avec Guppy (version 6.4.6)
en mode High-Accuracy (HAC). Les lectures obtenues ont été alignées sur le génome de réfé-

rence humain GRCh38 a I’aide de Minimap2, avec des parameétres adaptés a 1’alignement des
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données transcriptomiques (splice-aware). Tous les alignements chimériques ont été cartogra-
phiés sur le génome a 1’aide de I’outil BLAST, afin de déterminer leur origine génomique, ce

qui a permis de distinguer les transcrits WT des transcrits aberrants.(136)

2.1.2.3. Analyse des points de cassures

Des amorces de séquencage ont été concues afin d’amplifier les points de cassure spécifiques
chez les deux patients. Une premiére PCR d’environ 6 000 pb a été réalisée a 1’aide de la po-
lymérase Expand Long Template (Roche, Bale, Suisse). Celle-ci a été suivie d’une PCR ni-
chée utilisant la polymérase NEBNext High-Fidelity 2X (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA). Les produits PCR ont été extraits d’un gel d’agarose a 2 %, purifiés a 1’aide d’un kit de
purification PCR (Macherey-Nagel), puis séquencés par la méthode de Sanger (liste des

amorces disponible sur demande).

2.1.3. Résultats

2.1.3.1. Description clinique et caractéristiques des EEG de UPN1

UPN1 est né de parents en bonne santé, non apparentés, apres une grossesse sans complica-
tion. Le développement psychomoteur précoce était normal (marche acquise a 14 mois, pre-
miers mots a 12-13 mois, bonnes interactions sociales)(Tableau 3). Aucun trait dysmorphique
n’a été observé. L’épilepsie a débuté brutalement a 1’age de 18 mois, avec des états de mal
épileptique moteurs généralisés récurrents non fébriles (trois états de mal en un mois) et des
crises fronto-temporales a bilatéralisation rapide. Les premiers EEG, réalisés dans un contexte
de crises multiples quotidiennes, montraient une activité de fond désorganisée et ralentie (3,5
Hz en moyenne, prédominance delta a 1,5 Hz entrelacée d’activité théta a 4-5 Hz), avec une
amplitude tres élevée atypique (150-400 microvolts) sans gradient antéro-postérieur en état
d’éveil, et de rares pointes focales, souvent diffuses sur un hémisphere, droit ou gauche (Fi-
gure 31A). En sommeil, I’activité delta diminuait, tandis que I’activité théta augmentait, et des

fuseaux de sommeil bilatéraux étaient présents (Figure 31B).
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Figure 31: EEG de UPN1 au début de I’épilepsie (Phase aigué 1), a I’dge de 18 mois, en état d’éveil (1A),

pendant le sommeil (1B) et lors des crises (1C-D). (A) En éveil, activité anormalement lente, désorganisée et de

haute amplitude, entre 200 et 400 microvolts, avec des pointes multifocales rares. Réglages des filtres : 0,53 —

70 Hz, filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibilité : 20 uyV/mm. (B) Pendant le sommeil, activité delta réduite a 1,5

Hz, enrichie en théta a 4-5 Hz, présence de fuseaux de sommeil bilatéraux. Réglages des filtres : 0,53 — 70 Hz,

filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibilité : 15 uV/mm. (C-D) Crises tonico-cloniques bilatérales, suivies d’une

suppression de ’activité EEG pendant une minute. Réglages des filtres : 0,53 — 70 Hz, filtre coupe-bande a 50

Hz ; sensibilité : 25 pV/mm.

Le monitoring EEG a enregistré des crises tonico-cloniques bilatérales, durant 1 a 1,5 minute,

comportant un spasme myoclonique, une phase tonique, puis une phase clonique bilatérale

(Figure 31C-D), ainsi que des crises a début fronto-temporal avant bilatéralisation. Quelques
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semaines apres le début de 1’épilepsie, le patient a présenté une régression psychomotrice sé-
vere, incluant une perte compléte du langage oral, un trouble relationnel majeur (absence de
contact visuel, absence de sourire, de rire ou de pleurs), un syndrome pyramidal, une perte de
la marche et une ataxie. L’IRM cérébrale initiale, 1’analyse du liquide cérébrospinal et les
examens immunologiques et métaboliques étaient normaux. Aucun signe d’atteinte extra-neu-
rologique n’a été observé, et I’évaluation cardiaque était normale. Compte tenu de la sévérité
I’hypothése d’une encéphalite séronégative. Cette approche ayant permis une amélioration
partielle (récupération de la marche), elle a été suivie d’un traitement par perfusions de rituxi-

mab pendant 18 mois.

Apres la phase aigué initiale, 1’épilepsie a évolué avec des salves mensuelles de crises tonico-
cloniques bilatérales, toniques, toniques focalisées, ainsi que de nombreux épisodes de crises
focales complexes durant 3 a 5 jours. Les Figure 32A-B illustrent une crise focale d’une mi-
nute avec un début temporal droit, enregistrée a I’age de 3 ans. Les EEG montrent une hyper-
synchronie lente prolongée a 1’éveil durant plusieurs minutes, avec un rythme delta généralisé
et une altération du contact (Figure 32C), une augmentation des ondes triphasiques diffuses en
période d’éveil, ainsi que des pointes multifocales plus fréquentes. Parmi les 29 EEG réalisés
sur une période de 5 ans, un seul montrait une amplitude normale avec une activité de fond
subnormale et de rares activités paroxystiques en sommeil, enregistré apres une période de
deux mois sans crise. Cette amélioration transitoire n’était associée a aucune modification thé-
rapeutique. L’évolution de I’IRM cérébrale a révélé une atrophie cérébrale et cérébelleuse
modérée (Figure_Annexe 2). Un TEP cérébrale a mis en évidence un hypométabolisme mar-

qué et symétrique des régions associatives frontales, pariétales et temporales.

A 1’age de 5 ans, des crises myocloniques et des absences atypiques sont apparues, accompa-
gnées d’une augmentation marquée des pointes-ondes généralisées subcontinues a I’EEG. La
fréquence des crises toniques et tonico-cloniques bilatérales s’est accrue, survenant plusieurs
fois par jour. L’activité de fond était caractérisée par des pointes généralisées isolées ou des
salves de pointes-ondes a 2,5 Hz, associées a des absences atypiques et a des myoclonies
concomitantes (Figure 32D), entrelacées d’une activité delta bi- et triphasique. L’état neurolo-
gique du patient s’est fortement détérioré, avec une perte compléte des acquisitions motrices,
une absence totale d’autonomie pour 1’alimentation, et une réduction drastique du temps

d’éveil quotidien, sans aucune réponse aux stimulations.
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Figure 32 : EEG de UPN1 a I’dge de 3 ans pendant les crises (phase 2 « lune de miel » avec crises intermittentes)
(2A-B), un mois plus tard (2C), et lors du dernier suivi a 5 ans (phase 3 d’aggravation). (A-B) Crises tonico-clo-
niques bilatérales suivies d’une suppression de I’activité EEG pendant une minute. Réglages des filtres : 0,53 — 70 Hz,
filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibilité : 25 uV/mm. (C) Hypersynchronie lente au réveil durant plusieurs minutes, ac-
tivité delta généralisée rythmique, avec altération du contact pendant cette période sur plusieurs EEG successifs et
augmentation des ondes triphasiques diffuses. Réglages des filtres : 0,53 — 70 Hz, filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibi-
lité : 10 uV/mm. (D) Tracé de fond d’encéphalopathie diffuse riche en activité delta bi- et triphasique (cercle bleu),
avec pointes généralisées isolées ou salves de pointes-ondes a 2,5 Hz (en rouge), associées a des absences atypiques
et des myoclonies concomitantes. Réglages des filtres : 0,53 — 70 Hz, filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibilité : 10

uV/mm.

Depuis le début de 1’épilepsie, plusieurs traitements antiépileptiques ont été essayés. Le ré-
gime cétogene, les vitamines B6, B8, ainsi que le cannabidiol (10 mg/kg/j) se sont révélés in-

efficaces. La lévétiracétam (55 mg/kg/j), le valproate de sodium (30 mg/kg/j), la lamotrigine
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(mal tolérée a 1 mg/kg/j), le clonazépam (0,15 mg/kg/j), le clobazam (0,15 mg/kg/j), le topira-
mate (mal toléré a 2 mg/kg/j) et le phénobarbital (5 mg/kg/j) ont montré une efficacité par-
tielle et transitoire. Des bloqueurs des canaux sodiques ont été introduits apres le diagnostic
génétique a I’age de 5 ans et 3 mois. La carbamazépine (20 mg/kg/j) a temporairement réduit
’activité épileptique, sans amélioration des anomalies de fond a I’EEG, et a perdu son effica-
cité apres quelques mois. La phénytoine a permis de controler efficacement les états de mal
tonico-cloniques bilatéraux, mais son utilisation prolongée a entrainé une aggravation de
’ataxie et des myoclonies. Au dernier suivi (a 6 ans et demi), le patient était traité par phéno-
barbital et felbamate (Figure_Annexe 3A). Il restait alité, peu réactif, et présentait des crises

toniques et tonico-cloniques bilatérales plusieurs fois par jour.

2.1.3.2. Description clinique et caractéristiques des EEG de UPN2

UPN? est le troisieme enfant d’un couple non consanguin, sans antécédent familial d’épilep-
sie. Il est né a terme, eutrophique, apres une grossesse sans complications. L’épilepsie a débu-
té a 1’age de 5 mois, par des crises généralisées caractérisées par une hypotonie et une aréacti-
vité durant environ 2 minutes, suivies d’un retour rapide a la normale. Il a rapidement présen-
té des crises récurrentes avec déviation de la téte et mouvements cloniques des membres supé-
rieurs. L’EEG initial a révélé un rythme de base modérément ralenti, associé a des ondes
lentes et des pointes dans les régions temporales pendant le sommeil (Figure 33A). Malgré le
début de I’épilepsie, il a acquis les premieres étapes du développement moteur (position assise
a 9 mois, marche a 14 mois)(Tableau 3). Une régression du langage a été observée a 15 mois
dans un contexte d’otite séreuse, suivie d’une absence de progression du langage et d’un iso-
lement social croissant. Un diagnostic de trouble du spectre autistique (TSA) sévére a été
confirmé a 1’age de 4 ans. Le patient a acquis la marche autonome, sans signes de syndrome
pyramidal ni d’ataxie. Il est bien intégré dans un établissement médico-éducatif spécialisé.

Les IRM cérébrales réalisées a 6 mois et a 2 ans étaient normales.

Il présentait 1 a 2 crises par mois au cours des premieres années de vie. Les traitements anti-
épileptiques administrés ont été peu efficaces (valproate de sodium, lévétiracétam, oxcarbazé-
pine, lamotrigine et topiramate). Vers 1’age de 3 ans, I’EEG a révélé un ralentissement global

avec une activité delta désorganisée et de voltage anormalement élevé (Figure 33B).
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Figure 33 : EEG de UPN2. (A) Phase aigué 1 a I’dge de 6 mois, en sommeil. Ondes lentes et pointes dans les

régions temporales et occipitales gauches. Réglages des filtres : 0,53 — 70 Hz, filtre coupe-bande a 50 Hz ; sen-
sibilité : 20 pV/mm. (B) A 4 ans. Tracé de fond lent, désorganisé, avec ondes delta de haut voltage. Réglages des
filtres : 0,53 — 70 Hz, filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibilité : 15 yV/mm. (C) A 6 ans. Tracé de fond lent, désor-
ganisé et de haut voltage avec ondes bi- et triphasiques, salves continues de pointes-ondes dans les régions fron-
tales. Réglages des filtres : 0,53 — 70 Hz, filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibilité : 20 uV/mm. (D) A 6 ans. Tracé
de fond lent et désorganisé avec décharges rythmiques théta pointues localisées au vertex central. Réglages des

filtres : 0,53 — 70 Hz, filtre coupe-bande a 50 Hz ; sensibilité : 10 pV/mm.

A 6 ans, il a présenté une augmentation significative de la fréquence des crises, principale-
ment des épisodes tonico-cloniques bilatéraux pouvant étre prolongés, ainsi que plusieurs

types de crises focales. L’activité de fond a I’EEG s’est dégradée et montrait un pattern domi-
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nant d’encéphalopathie delta, avec des ondes delta bi- et triphasiques fréquentes en plus de
décharges bilatérales de pointes-onde frontales (Figure 33C). Les modifications ultérieures du
traitement n’ont pas apporté d’amélioration significative (lacosamide, clonazépam, phény-
toine, pérampanel, topiramate, cannabidiol, régime cétogene), voire ont aggravé 1’activité épi-
leptique (clobazam) (Figure_Annexe 2B). Les EEG de suivi ont continué a montrer une acti-
vité persistante désorganisée, avec des crises asymptomatiques localisées aux régions cen-
trales droites et médianes (Figure 33D). Son niveau de conscience s’est progressivement alté-
ré. Au dernier suivi, a 1’age de 6 ans et demi, le patient présente un retard intellectuel profond,
une autonomie limitée dans les activités quotidiennes, et des troubles du langage, ne pronon-

cant que quelques mots.

A I’age de 7 ans, le patient a présenté un épisode de deux mois d’état de mal épileptique ré-
fractaire, avec un diagnostic suspecté mais non confirmé d’encéphalite limbique. La prise en
charge a nécessité une admission en unité de soins intensifs et un traitement par échanges
plasmatiques. L’état de mal myoclonique a été résolu apres I’administration orale de phény-
toine et de zonisamide, avec un retour progressif et complet a 1’état de base du patient :
marche autonome, présence de stéréotypies, absence de langage oral, et expression émotion-

nelle par le sourire et des vocalisations. Aucun signe de syndrome pyramidal n’a été observé.

2.1.3.3. Caractérisation des réarrangements structuraux par sé-

quencage LRS

Les deux patients présentaient un gain de novo de taille minimale de 536 kb au sein de
FGF12, localisé sur le locus 3q28q29, tel que précédemment détecté par analyse CGH sur
puce : arr[GRCh38] 3q28929(192182695_192719315)x3. Un séquencage ciblé par la techno-
logie Long-Read Sequencing a été réalisé a 1’aide de la méthode d’Adaptive Sampling, en ci-
blant la région chr3:163,000,000-195,000,000, qui inclut FGF12 parmi plus de 120 genes.
Apres enrichissement, la duplication ciblée a atteint une couverture d’environ 35x chez les
deux patients, tandis que la couverture moyenne sur I’ensemble du génome était de 2 a 3x
(Tableau 2). Le séquencage a généré 12,6 Gb et 6,6 Gb de données, correspondant respective-
ment a 14,9 millions et 11,37 millions de lectures pour les UPN1 et UPN2. La taille moyenne
des lectures supportant le variant de gain de copies impliquant FGF12 était de 15 508 pb pour
UPN1 et de 7 948 pb pour UPN2.
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Figure 34 : Etude des réarrangements d’ADN englobant le géne FGF12 (A) Visualisation des lectures issues du
séquencgage long recouvrant les points de cassure des duplications de FGF12 chez les UPN1 et UPN2, affichées
avec I’Integrated Genome Viewer (IGV). (B) Représentation schématique du mécanisme de réparation par recombi-
naison homologue non allélique (NAHR), localisée précisément sur les éléments LINE L1PA2 aux points de cassure
de la duplication de FGF12. (C) Vue d’ensemble des duplications identifiées chez des patients de la littérature (L1

a L6) et chez les patients de notre étude (UPN1 et UPNZ2), ainsi que la localisation des éléments L1PA2 dans le Ge-
nome Browser UCSC (Université de Californie, Santa Cruz) (chr3:192080000-193020000).

Les coordonnées précises des duplications identifiées étaient les suivantes
NC_000003.12:2.192153910_192743885dup chez UPN1, et
NC_000003.12:g.192155125_192745081dup chez UPN2 (Figure 34A).

Par ailleurs, la détection de variants de structure a 1’aide de CuteSV a identifié la duplication
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chez les deux patients, confirmant ainsi ces événements. Les points de cassure étaient situés
au sein des éléments répétitifs LINE LI1PA2-A et LIPA2-B, respectivement en
chr3:192,149,316-192,155,328 et chr3:192,739,214-192,745,242. Ces éléments LINEs par-
tagent une homologie de séquence de 98,14 %. L’alignement de lectures chimériques a révélé
une duplication tandem dans les deux cas, avec un point de cassure 5’ localisé dans I’intron
terminal, commun aux deux isoformes de FGF12, et un point de cassure 3’ situé en aval de la
région 5’UTR, dans une région intergénique (Figure 34B—C). L’implication des éléments L1-
PA2-A et L1PA2-B chez les deux patients suggére un mécanisme de recombinaison homo-
logue non allélique (NAHR) (Figure 34B). Ce mécanisme, ainsi que la présence des duplica-
tions, ont été confirmés par le séquencage Sanger des points de cassure (Figure_Annexe 4),

révélant des séquences homologues de 73 pb chez UPN1 et de 53 pb chez UPN2.

2.1.3.4. Séquencage LRS des isoformes majeures A et B de FGF12

L’analyse des ADNcs a été réalisée sur les isoformes A et B de FGF12. Les deux transcrits
WT partagent les exons terminaux, désignés exons 3 a 6, mais différent par leurs exons ini-
tiaux : le transcrit sauvage A contient I’exon 1A, tandis que le transcrit sauvage B contient les
exons 1B et 2. Les exons 1A, 1B et 2 forment ensemble les exons initiaux du transcrit (Initial

Transcript Exons, ITE).

L’ARN a été extrait a partir de lignées cellulaires lymphoblastoides (LCL) dérivées de UPN1,
puis rétro-transcrit en fragments d’ADNc. Des amorces PCR ont été congues pour amplifier
d’éventuels transcrits aberrants, et la bibliotheque d’amplification a été séquencée par techno-
logie de séquencage long-read. L’analyse des séquences des derniers exons a permis d’identi-

fier deux types d’isoformes aberrantes en plus des isoformes WT (Figure 35A).

La premiére isoforme aberrante A correspond a une fusion des séquences codantes des exons

5 et 3, avec saut de 1’exon 6, conduisant a la séquence ITE-3-4-5-3-4-5-6 (Figure 35B).

La seconde isoforme aberrante B est caractérisée par I’insertion de 123 nucléotides issus de la
région intergénique chr3:192,738,861-192,738,983, désignée « INS », insérée apres 1’exon 5
puis suivie de I’exon 3, formant la séquence ITE-3-4-5-INS-3-4-5-6 (Figure 35B).

Les protéines issues des isoformes sauvages A et B comptent respectivement 243 et 181
acides aminés. La protéine dérivée de I’isoforme aberrante A basée sur 1’isoforme B est pré-

dite a 320 acides aminés, sans arrét prématuré en raison de la fusion en phase des exons 5 et 3
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(Figure 35C). En revanche, la protéine issue de I’isoforme aberrante B est prédite tronquée,

avec un codon STOP prématuré (Figure 35C).
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mm
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Figure 35: Etude de 'impact sur les transcrits ARN de FGF12 (A) Visualisation des transcrits aberrants en séquen-
cage long de UPN1 au niveau de I’exon 5, dffichée avec IGV. (B) Modélisation des séquences des isoformes des trans-
crits sauvages (WTA et WTB) et des transcrits aberrants, basée sur la visualisation des séquences des transcrits. (C)

Modélisation des séquences des protéines sauvages et aberrantes (carré jaune : séquence intergénique ; carré rouge :

codon STOP).

2.1.4. Discussion

Les courants sodiques résurgents jouent un réle clé dans la régulation de I’excitabilité des
neurones centraux et périphériques. Dans cette étude, nous avons utilisé le séquencage long-
read pour explorer |’organisation structurale de microduplications intragéniques récurrentes

dans FGF12 et évaluer leurs effets transcriptionnels chez deux patients atteints d’encéphalo-
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pathie développementale et épileptique (DEE), présentant un phénotype chevauchant et des

anomalies EEG spécifiques.

Des microduplications récurrentes de FGF12, dont les points de cassure sont localisés dans
les éléments répétitifs LINE L1PA2-A et L1PA2-B, ont été précédemment rapportées chez des
patients DEE via analyse par CGH-array, puis confirmées par séquencage Sanger (Tableau 3).
(132-134,137) Le séquencage long-read a permis de caractériser précisément la réorganisa-
tion structurale complete, correspondant a une duplication en tandem entre les deux répéti-
tions intercalées et paralogues L1PA2-A et L1PA2-B, auparavant seulement suspectée.(132—
134) Contrairement au séquencage génomique short-read, le long-read offre une approche
globale et non biaisée pour analyser 1’organisation bidimensionnelle du génome, soutenant
ainsi la formulation d’hypotheses physiopathologiques.(109,138) Cette réorganisation est pro-
bablement médiée par un mécanisme de recombinaison homologue non allélique (NAHR),
exploitant I’homologie de séquence entre les répétitions L1PA2-A et L1PA2-B orientées dans
le méme sens. Ce mécanisme, impliqué dans d'autres régions instables du génome flanquées
d’éléments répétitifs, peut conduire a des délétions ou a des duplications.(139) La duplication
récurrente de FGF12 observée ici présente des points de cassure hautement conserveés, avec
des régions homologues ne différant que par quelques bases, ce qui renforce 1’hypothéese d’un

événement médié par NAHR.(132-134,137)

En tant que membre de la sous-famille des FHF (Fibroblast Homologous Factors), FGF12
posséde au moins deux sites d'initiation de la transcription, a ’origine de deux principaux iso-
formes. Le transcrit A (ENST00000454309.7; NM_021032) code I’isoforme A de FGF12,
qui présente une région N-terminale plus longue que I’isoforme B, codée par le transcrit B
(ENST0000044105.7; NM_004113). Sur le plan structural, les protéines FHF partagent un re-
pliement en tréfoil 3, comprenant une région C-terminale conservée masquant une surface hy-
drophobe du tréfoil.(122,123,140,141) Ce motif structural contient également des séquences
spécifiques permettant I’interaction directe avec les extrémités cytoplasmiques des canaux so-
diques voltage-dépendants (Nav), modulant ainsi leur activité. Ces interactions renforcent
I’excitabilité neuronale en provoquant un décalage dépolarisant du seuil d’inactivation rapide
des canaux Nav.(122,123,141) FGF12 contient des résidus de surface essentiels pour 1’inter-
action avec les canaux Nav. L’isoforme A présente notamment un motif N-terminal conservé
de 15 a 20 acides aminés, agissant comme une particule de blocage du canal ouvert. Ce motif

participe aux mécanismes d’inactivation rapide et prolongée des canaux Nav, en stabilisant un
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état inactivé de longue durée.(131,150) Une variante faux-sens pathogene, p.(Argl44His),
identifiée dans I’isoforme A, a été rapportée comme responsable d’encéphalopathie dévelop-
pementale et épileptique (DEE). Cette substitution altere 1’interaction entre FGF12 et les ca-
naux Nav, induit un décalage dépolarisant de I’inactivation du canal, et entraine un effet de

gain de fonction.(123,125,135)

Les duplications récurrentes de FGF12 identifiées dans cette étude incluent le motif central
ainsi que les résidus clés nécessaires a I’interaction avec les canaux sodiques Nav, notamment
Lys9, Ile11, Arg52, Tyr93 et Val95 (selon la nomenclature de I’isoforme A de FGF12).(135)
Ces duplications sont associées a deux transcrits aberrants, chacun issu du site d’initiation de
transcription respectif des transcrits de type sauvage A ou B. Le premier transcrit aberrant, dé-
rivé du transcrit A sauvage, est composé de huit exons, selon la séquence suivante : exon 1A-
3-4-5-3-4-5-6, sans codon stop prématuré prédit. Le second transcrit aberrant, dérivé du trans-
crit B sauvage, comprend sept exons ainsi qu’une région intergénique (INS) : exon 1B-2-3-4-
5-INS-3-4-5-6 (Figure 35). Des travaux antérieurs utilisant la RT-PCR et le séquencage San-
ger a partir de sang et de follicules pileux chez un patient porteur d’une duplication de FGF12
avaient suggéré la présence d’un long transcrit aberrant contenant tous les exons en phase de
lecture.(142,144). Cette hypothese est confortée par nos résultats, qui confirment par séquen-
cage long-read de I’ADNCc la présence de ce méme long transcrit, correspondant au transcrit
aberrant A. Ce transcrit pourrait potentiellement étre entierement traduit, donnant naissance a
une protéine hypothétique plus longue comportant deux domaines f-trefoil, dans la mesure ou
les exons 5 et 3 sont maintenus en phase et ne générent pas de décalage du cadre de lecture.
Bien que la séquence protéique n’ait pas été analysée, nous suspectons qu’une telle conforma-
tion structurale aberrante pourrait entrainer une instabilité de la protéine et sa dégradation.
Nos résultats confirment également 1’existence d’un second transcrit aberrant, caractérisé par
I’insertion d’une séquence intergénique hors cadre, menant a un codon stop prématuré.(133) Il
convient également de souligner que FGF12 peut étre affecté a la fois par des variants de
structure récurrents et non récurrents. Par exemple, un patient porteur de variants de structure
bi-alléliques, incluant une délétion de 1’exon 6 et une duplication des exons 3—4 de FGF12, a
récemment été décrit.(142) Dans cette étude, le séquencage long-read a permis de résoudre
des variants bi-alléliques de petite taille. Le patient présentait des crises focales motrices évo-
luant vers des crises toniques-cloniques bilatérales et un état de mal épileptique, avec une ré-

ponse apparente au traitement. Ces observations illustrent la grande hétérogénéité des réarran-
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gements liés a FGF12 et soulignent I’intérét du séquencage long-read pour la caractérisation

de variants de structure complexes et cliniquement pertinents.

Des variants faux-sens pathogenes ont été associés a un effet gain de fonction sur les canaux
sodiques Nav, tandis que les duplications ont été associées a une perte de fonction. Malgré ces
mécanismes opposés, les deux altérations entrainent un phénotype identique de DEE (encé-
phalopathie développementale et épileptique), ne différant que par 1’adge d’apparition des
crises. Les variants gain de fonction abaissent le seuil de déclenchement des canaux Nav, in-
duisant une hyperexcitabilité neuronale et des crises précoces.(125,135) En revanche, les du-
plications perte de fonction ne déclenchent pas d’hyperexcitabilité immédiate et sont asso-
ciées a un début des crises légerement plus tardif. La protéine allongée aberrante hypothétique
pourrait déplacer la dépendance en voltage de 1’inactivation des canaux Nav vers des poten-
tiels plus hyperpolarisés, altérant ainsi leur activité et renforcant I’hypothése d’un mécanisme
de perte de fonction.(135) Dans I’hippocampe, les fibres moussues transmettent les signaux
des cellules granulaires du gyrus denté vers la région CA3. Ces fibres ciblent a la fois des cel-
lules pyramidales excitatrices et des interneurones inhibiteurs GABAergiques. Ces derniers,
en libérant le neurotransmetteur GABA, jouent un role essentiel dans la suppression de ’acti-
vité neuronale, participant a la régulation de 1’excitation et au maintien de 1’équilibre du ré-
seau neuronal.(143-145) Les canaux Nav, notamment Nav1.2, sont fortement exprimés dans
les cellules granulaires du gyrus denté, qui projettent vers la région CA3. Fait intéressant, les
fibres moussues établissent des connexions environ 50 fois plus fréquemment avec des inter-
neurones inhibiteurs spécifiques appelés cellules a panier qu’avec les cellules pyramidales ex-
citatrices. Une perte de fonction des canaux Nav diminue I’efficacité de la signalisation inhi-
bitrice, ce qui augmente 1’hyperexcitabilité dans la région CA3.(143-145) Cette excitabilité
altérée pourrait expliquer 1’apparition plus tardive des crises (age moyen d’apparition a 19
mois pour les duplications, contre 19 jours pour les variants faux-sens), un délai qui corres-
pond a I’expression de ces cellules dans un cerveau plus mature, tel qu’observé chez les pa-
tients porteurs d’une duplication de FGF12.(125,132—-135) Ainsi, comme précédemment sus-
pecté, les patients présentant une duplication de FGF12 présentaient un début des crises plus
tardif, accompagné d’une stagnation ou d’une régression apparente du développement apres

leur apparition.(132)

La majorité des patients porteurs de variants faux-sens pathogénes dans FGF12 présentaient

une épilepsie pharmacorésistante, avec un EEG montrant principalement des anomalies multi-
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focales non spécifiques. Lorsque les données EEG étaient disponibles, la moitié des patients
présentaient une activité de fond ralentie, des pointes interictales focales ou multifocales, et
plus rarement des schémas discontinus de type suppression-burst. Les EEG ictaux étaient rap-
portés comme focaux (avec une propagation rapide vers les régions bilatérales) ou générali-
sés, avec une activité rapide de bas voltage suivie de pointes diffuses et d’une suppression
post-ictale.(129,130)A I’inverse, chez les patients présentant des duplications de FGF12, nous
avons observé un profil EEG plus complexe, avec certaines spécificités communes (Tableau
3). D’abord, au début de 1’épilepsie, les deux patients présentaient une altération marquée de
I’électrogénese compatible avec une encéphalopathie sévere, suggérant une étiologie inflam-
matoire. En effet, tous deux présentaient une activité tres lente et de fort voltage, comme celle
décrite dans les encéphalites.(146) L’un de nos patients, comme d’autres rapportés dans la lit-
térature, a recu un traitement immunomodulateur.(137) Chez ces patients traités, une évolu-
tion en trois phases a été observée. La premiere phase correspond a une tempéte de crises ac-
compagnée d’une régression cognitive (Figure 36). La phase 2 est une « phase de lune de miel
», caractérisée par une réponse partielle au traitement, une période sans crises, et une amélio-
ration notable des performances cognitives. Enfin, la phase 3 se manifeste par une aggravation
de 1’épilepsie, avec un état de mal non convulsif, une obnubilation et des myoclonies, accom-
pagnés a I’EEG de pointes-ondes diffuses sous-continuelles et de nombreuses ondes tripha-
siques, évoluant vers un état grabataire.(132,133,137)Les deux patients rapportés dans cette
étude ont présenté, au début de 1’épilepsie, des crises toniques-cloniques bilatérales et des
crises focales temporales. Cette localisation temporale est cohérente avec 1’hypothese d’un
déséquilibre entre les signaux excitateurs et inhibiteurs dans ces régions.(143) La cinétique
d’apparition et de progression des crises dans les duplications de FGF12 pourrait suggérer
une évolution similaire a celle observée dans les pertes de fonction de Nav1.2 (SCN2A), avec
un début plus tardif que les formes a gain de fonction de Nav1.2.(143)Le paralléle avec les al-
térations de Nav1.2 pourrait également s’étendre aux approches thérapeutiques. Tout comme
les patients porteurs de variants faux-sens pathogénes, ceux porteurs de duplications ont mon-
tré une résistance marquée aux traitements antiépileptiques, malgré de nombreuses stratégies
thérapeutiques. Bien que la phénytoine ait démontré une efficacité partielle chez les patients
porteurs de duplications de FGF12, son effet global était limité et n’a pas permis d’améliora-

tion clinique significative.(130,132,133)
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Figure 36 : Evolution en trois phases de I’épilepsie et du développement neurodéveloppemental. Aprés un dé-
veloppement initial, les patients connaissent une phase de crises convulsives intenses (Phase 1), suivie d’une
amélioration transitoire (Phase 2), puis d’un déclin ultérieur marqué par un état de mal épileptique non convul-

sif et une détérioration motrice (Phase 3).

Nous avons fourni la premiére caractérisation approfondie des duplications de FGF12 en
combinant une approche de séquencage long-read sur I’ADN avec une analyse sur I’ADNCc,
permettant de révéler la réorganisation structurale complete induite par des mécanismes de re-
combinaison homologue non-allélique (NAHR) ainsi que son impact sur les transcrits. Cela a
conduit a I’identification de deux isoformes aberrantes distinctes : une isoforme A allongée et
une isoforme B avec décalage du cadre de lecture. Les conséquences électrocliniques des du-
plications de FGF12 semblent plus spécifiques qu’on ne le pensait jusqu’a présent, comparées
aux variants faux-sens pathogénes ponctuels, avec une régression clinique observée apres le
début des crises et des profils EEG distinctifs a 1’apparition et au cours de 1’évolution, suggé-

rant que ces duplications pourraient étre suspectées sur la base des données EEG.
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Tableau 3: Tableau clinique des patients nouvellement rapportés et précédemment publiés présentant la duplication récurrente de 500 kb du géne FGF12

[Patient 1 [Patient2 [shi et ey 1.2020 Abraham et al. 2024 1L (p1) 2020 i 1. (p2) 2020 I (p3) 20: [Duplication Synthesis. Trivisano etal.
[Patient age i l6vo lov.0 lovo 7v.0 b2ve [10v.0 5vo. 30 v.o. 622 v.0] mihs -33 v.o
|Genomic variant 2.153.910-192. 26425(chi3:192,154,622.192.744 509) (1326 192156263-192739147) (y 2 2300192733325 O 2159179 21591701
lde novo. lae novo lde novo lde novo lde novo linherited p3 [Mother of p2. de novo
[Age at diagnosis pyo |5 months [N o 16Y0 [na [na =
ical impairment
[Intellectual impairment [res [ves [ves [res [res [res [res [es (100%) [Yes (87.5%)
[Early Psychomoter development [Normal Inormal Inomal Jae: de. lnormal 4,002
iting age Ina lo months I = [N [na I
[Walking age 15 months 15 months [N Ina Ina [na [N
[Age of first words 12 months [2 words at 18 months (dad, mom) N A [na [na [N
1 (words, )i uage [Few words [Few words Singlc words No specch (before her death at 22) [No specch [Reduced & |Abnommal speech - 100%
|Autonomy in daily 1i i ting. d [Lack of autonomy I Lack ot valking. Loss of practical hand skills. independant walLoss the ability to speak and eat and » I |Core supervisor for her d r Lo
[Profound 1D [na [Profound = [Severe b1 [na [Mild 10 moderate [Mitd 10 Profound [Mild 0 Severe
[ASD or autstic traits? [ves [ves [N A Ino [ves, level 3 Ina (23%). No (796). NA (70%) [ves (43.7%). No (25 %), Other (18.7%6)
ical signs lobal Hypot [na hasia, At lhand apraia [Ataxia [Unstead,
[Behavioral issues [Pooreve contact e N laughing, and crying A N [N
i [ves Jno [yes ves Ina [na I
IpC1 (148, B2D (378, P8 (1/8), 2P
|(/8), LTG(/8), PHT (278), LEV (1/8),
[TPM 218, VPA (4/8), CBZ (1/8), GBP
e Ipc1. Bz, P and czp |2 types of LTG lprr LTG, LEV. TP, PHT and BZD PHT. VPA and GBP. [vPA. BZD, 16 and TPM lvea [vea and cBz lasy
esno [N lno o o [ves. 13 manths. o INo /8) [No (100%)
[Eebrite scizure mumber o lo lo o o
ile sci [N [va [N = [va INa [N A
[age of onset 18 months. 5 months fvo lsvo 12 months 15 months 1 month 19 months (1 mihs-dyol 24 days 2
T3 01100 FTs(10) FBTCS/16), MS(2116),
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2.2. Etude d’un variant récurrent lié a I’X: IDS
2.2.1. Méthode complémentaire
PCR long-range

Des amorces spécifiques ont été concues afin d’amplifier et de vérifier I’un des points de cas-
sure associés a 1’inversion du gene IDS, ainsi que la séquence sauvage correspondante, chez
le patient UPN3, sa meére et un témoin sain. Des longues PCR (long-range PCR) ont été réali-
sées a ’aide de la polymérase Advantage GC Genomic LA (Takara Bio, Shiga, Japon). Les

produits PCR ont ensuite été séparés par électrophorese sur un gel d’agarose a 2 %.

2.2.2. Résultats

2.2.2.1. Présentation clinique et familiale du patient UPN3

Le patient UPN3 de sexe masculin a été diagnostiqué cliniquement et biochimiquement
comme porteur d’une mucopolysaccharidose de type II (MPS II, maladie de Hunter, MIM
#309900). Il présentait un phénotype compatible de la maladie(147), incluant notamment une
dysmorphie faciale avec des traits grossiers, les mains trapues et courtes avec une brachydac-
tylie des premiers, deuxiémes et troisiemes doigts dans les deux mains, des troisiémes pha-
langes trés courtes et des coudes peu fléchis. Il présentait aussi une hépatomégalie globale de
contour émoussé et de structure homogene, une splénomégalie globale et une néphromégalie.
Les dosages de glycosaminoglycane urinaire étaient augmentés a 68.6mg/g créatinine, avec
un profil électrophorétique évocateur d’une accumulation de dermatane sulfate et héparane

sulfate, typique de cette pathologie.

Ce syndrome est un trouble génétique récessif lié a I'X qui touche principalement les hommes
associé a des variants localisés dans le gene IDS.(147) Apreés une premiére analyse molécu-
laire du centre de référence de diagnostique moléculaire de la mucopolysaccharidose de type
IT avec un sanger et un panel centré sur le gene associé ainsi que d’autres techniques tels
qu’une CGH-array et le séquencage d’un panel 500 génes (incluant IDS), aucune anomalie
moléculaire n’a pu étre identifiée. Le patient UPN3 est décédé a I’age de 9 ans, sans que le

diagnostic moléculaire ait pu étre formellement établi.
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Dans ce contexte, bien que le diagnostic clinique ait permis d’envisager la mise en place
d’une prise en charge thérapeutique, 1’absence de confirmation moléculaire posait une limite
majeure pour le conseil génétique. IDS étant localisé sur le chromosome X, une transmission
maternelle était envisageable, rendant 1’identification du variant causal indispensable pour es-
timer précisément le risque de récurrence. Cette problématique est devenue particuliérement
urgente lorsque lorsqu’une grossesse a été détectée chez la tante maternelle du patient. En
I’absence de variant identifié, un risque de transmission ne pouvait étre exclu, justifiant la né-
cessité de poursuivre les investigations moléculaires afin de localiser 1’anomalie responsable

de la pathologie.

2.2.2.2. Diagnostic moléculaire d’une mucopolysaccharidose de type

II par séquencage Long-Read

Comme mentionné précédemment, différentes approches diagnostiques ont été mises en
ceuvre, incluant notamment le séquencage d’un panel de genes comprenant IDS, sans mise en
évidence de variant pathogene. Dans ce contexte, un LRS-WGS a été réalisé afin d’explorer
d’éventuelles anomalies de structure non détectées par les approches de routine. L’analyse a
été orientée principalement vers les variants de structure, les variants ponctuels ayant été

considérés comme déja explorés.

Le séquencgage a permis de générer au total environ 45Gb égale a une profondeur de 13X et
donc environ 6-7X sur le chromosome X (Tableau 2). Dans un premier temps, 1’inspection
des résultats issus des outils de détection de variants de structure Sniffles? et CuteSV, ainsi
que I’analyse visuelle a I’aide de I’outil IGV, n’a permis d’identifier ni de variant de structure
significatif, ni regroupement de lectures chimériques suggérant une anomalie localisée. Toute-
fois, dans un second temps, ’utilisation de 1’outil de visualisation Genome Ribbon (120), ain-
si qu’une option spécifique d’IGV (« Link Supplementary Alignment »), a mis en évidence
plusieurs lectures s’alignant sur des brins opposés au niveau de IDS. Trois lectures chimé-
riques, compatibles avec un événement d’inversion, ont ainsi été détectées. (Figure 37A-B)
Néanmoins, ces lectures ne s’alignent pas exactement aux mémes points de rupture et
semblent de qualité incertaine. Les cassures impliqueraient les régions situées aux environs de
chrX:149,486,089-149,489,234 (GRCh38; intron 7 de IDS) et chrX:149,520,144—
149,529,146 (GRCh38 ; EOLA1-DT).
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Une analyse plus fine de ces régions a mis en évidence, dans ’intron 7 du géne IDS, une sé-
quence de 1 620 pb présentant une homologie de 96,2 % avec une séquence localisée sur le
brin opposé au point de cassure identifié dans EOLA1-DT. (Figure 37C) Cette forte similarité
pourrait expliquer la difficulté d’alignement des lectures chimériques, en raison de la présence

de ces régions homologues proches.

Afin de confirmer plus précisément la présence de cette inversion, une PCR long-range a été
réalisée, contournant les régions homologues, de maniéere a amplifier a la fois 1’alléle sauvage
et I’allele inversé. Cette PCR a mis en évidence la présence de I’inversion a 1’état hémizygote
chez le patient UPN3, et a confirmé I’absence de 1’allele sauvage. (Figure 37D-E)
Par ailleurs, I’étude de I’ADN maternel a permis d’identifier cette méme inversion a 1’état hé-

térozygote, confirmant la transmission maternelle de I’événement. (Figure 37D-E)

A Reference B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1o 11 12 13 14 15 161718192222 X Y
—

Figure 37: Diagnostic moléculaire de UPN3. (A) Visualisation des reads de séquengcage Nanopore via
I’outil Ribbon-Genome (B) Visualisation de I’alignement d’un read chimérique spécifique (C) Visualisa-
tion sur UCSC genome browser de I’alignement de la région d’incertitude (en bleu) et de la région ho-
mologue correspondante (en vert). (D) Electrophorése des produits de PCR détectant I’inversion du géne

IDS. (E) Electrophorése des produits de PCR amplifiant la séquence de type sauvage (WT) de IDS.

119



2.2.3. Conclusion

Le séquencage long-read a permis d’identifier des reads chimériques dans des régions répé-
tées du génome, caractérisées par un score d’alignement tres faible. Bien que les données ob-
tenues restent approximatives et ne puissent étre considérées comme totalement concluantes
en l'absence de seconde technique de validation, elles ont permis de formuler une hypothese

moléculaire cohérente avec le diagnostic clinique initial.

Il est important de noter que le séquencage long-read présente certaines limitations, notam-
ment dans des régions génomiques complexes, mais celles-ci peuvent étre atténuées par di-
verses stratégies, telles qu'une augmentation de la couverture ou l'utilisation de méthodes de
basecalling plus performantes. Dans ce cas, la profondeur de séquencage sur le chromosome
X était d’environ 6-7%, une couverture relativement faible qui souligne néanmoins la sensibi-
lité de cette technologie pour la détection des variants de structure. Une couverture plus éle-
vée aurait tres probablement amélioré la visualisation et I’interprétation des reads chimé-
riques. De plus, le basecalling a été effectué en mode high-accuracy, et non en mode super
high-accuracy, ce qui a pu limiter la qualité des appels dans les régions problématiques. La
forte homologie entre les séquences impliquées a également pu constituer un obstacle a un ali-

gnement précis.

Dans ce contexte, bien que 1’approche long-read n’ait pas permis une détection non biaisée de
I’inversion, elle s’est révélée précieuse pour explorer et soutenir une hypothese moléculaire
ciblée, fondée sur les données cliniques. Cette hypothése a pu étre confirmée par une tech-

nique indépendante, a savoir la PCR.

L’association des données issues du séquencage long-read et de la PCR a donc permis de
confirmer la présence d’une inversion hémizygote emportant IDS, en concordance avec le
diagnostic clinique. Cette inversion, déja décrite dans la littérature, présente un point de cas-
sure situé dans I’intron 7 de IDS et dans une région de 1’ancien pseudogene IDS-2, aujour-
d’hui pseudogéne nommé IDSP1, et implique une séquence homologue d’environ 1,6 kb.
(148) Ce séquencage a tout de méme permis de localiser plus précisément le point de cassure
au sein du pseudogene EOLA1-DT, et non dans IDSP1, bien que ces deux genes présentent
une duplication segmentaire. Toutefois, la duplication observée dans IDSP1 n’est pas simi-

laire a celle retrouvée dans I’intron 7 du géne IDS.
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Ainsi, ces résultats mettent en évidence un variant probablement récurrent, vraisemblablement
induit par un mécanisme de recombinaison homologue non allélique (NAHR), facilité par la

présence de deux régions homologues inversées.

Sur la base de cette observation, des amorces spécifiques ont été concues pour permettre la
confirmation moléculaire de cette inversion récurrente, ouvrant la voie au développement
d’un test diagnostique ciblé pour le syndrome de Hunter. Cette stratégie permettra notamment
de tester la présence de I’inversion chez la tante maternelle du patient. Et enfin, 1’identifica-
tion de cette inversion dans d’autres cas cliniques non encore confirmés moléculairement
pourrait permettre de déterminer son caractére récurrent et sa pertinence en tant que marqueur

diagnostique du syndrome.

3. Etude de variants non récurrents

3.1. Article 2: Publié dans CSBJ : Combining long-read DNA and RNA
sequencing to enhance molecular understanding of structural variations
leading to copy gains(149)

3.1.1. Introduction

Les variants de structure sont des réarrangements génomiques a grande échelle qui affectent
des segments d’ADN de 50 paires de bases ou plus. Les SVs sont classés en deux grands
types selon leur effet sur le dosage de I’ADN : les variants déséquilibrés et les variants équili -
brés. Les variants déséquilibrés, également appelés variants du nombre de copies, incluent les
duplications et les délétions qui entrainent des gains et des pertes d’ADN, perturbant le do-
sage génétique ou I’environnement régulateur. En revanche, les variants équilibrés, tels que
les inversions et les translocations équilibrées, ne modifient pas la quantité totale d’ADN mais
réorganisent la structure génomique. Ces réarrangements peuvent affecter 1’expression ou la
régulation des genes, en particulier lorsque les points de cassure perturbent des genes fonc-

tionnellement critiques.(23,34,150)

Une caractérisation précise des SVs est essentielle pour un diagnostic exact. Leur détection
repose généralement sur des techniques de cytogénétique conventionnelle et moléculaire, in-
cluant le caryotypage, I’hybridation in situ en fluorescence (FISH), les puces d’hybridation

génomique comparative et le séquencage short-read.(23) Cependant, ces approches présentent
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des limites importantes, notamment pour résoudre les réarrangements génomiques complexes
(Complex Genomic Rearrangement ; CGRs) et les SVs situés dans des régions hautement re-
pétées du génome. Ces difficultés compliquent la caractérisation précise de certaines duplica-
tions, ce qui est pourtant essentiel pour évaluer leurs effets potentiels sur les genes ou les élé-
ments régulateurs voisins.(151) En conséquence, certains SVs identifiés par SRS ou CGH
peuvent rester classés comme des variants de signification inconnue, ce qui pose des défis im-

portants en termes d’interprétation clinique et de prise de décision.(152)

Dans ce contexte, 1’utilisation des technologies de séquencage long-read pour caractériser des
événements complexes a permis de faire progresser de maniere significative la compréhension
des SVs.(109,153) Les reads générées par les technologies LRS varient de 10 a 150 kb, per-
mettant de capturer des SVs de longueur complete ou quasi complete. En réduisant les biais
de séquencage et en résolvant 1’organisation des régions complexes au niveau de I’ADN et de
I’ADNCc, les stratégies LRS sont aujourd’hui considérées comme un élément clé de la cytogé-

nomique.(154)

Dans cette étude, nous avons utilisé le LRS a la fois sur I’ADN et I’ADNCc afin de caractériser
pleinement deux cas de cytogénétique structurale non résolus : un gain de deux copies du
gene ZMYM?2 et un gain de copie du gene RERE. ZMYM?2 code un régulateur transcriptionnel
a doigts de zinc impliqué dans la promotion et le maintien de 1’identité cellulaire.(155) Les
variants ZMYM?2 avec perte de fonction monoallélique provoquent un syndrome craniofacial
autosomique dominant avec anomalies rénales et cardiaques (NECRC, MIM #619522). De
plus, certaines données suggerent un mécanisme dominant négatif potentiel via une fuite du
mécanisme de dégradation des ARNm non-sens (NMD).(156) RERE code pour un corégula-
teur des récepteurs nucléaires impliqué dans la régulation du signal de 1’acide rétinoique.(157)
Les variants pathogenes de RERE sont associés a un trouble neurodéveloppemental autoso-
mique dominant caractérisé ou non par des anomalies cérébrales, oculaires et cardiaques
(MIM #605226). La plupart des variants pathogénes dans RERE entrainent une perte de fonc-
tion, bien que des phénotypes séveéres aient également été rapportés avec des variants faux-

sens spécifiques.(157,158)

Notre objectif était donc d’intégrer une approche combinée ADN et ADNc par LRS afin de
préciser la classification de variants de structure précédemment désignés comme des variants

de signification inconnue.
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3.1.2. Matériels et méthodes supplémentaires

Des échantillons de sang périphérique ont été prélevés chez les individus affectés et leurs pa-
rents aprés obtention du consentement éclairé. Cette étude a été approuvée par le comité
d’éthique du Comité de Protection des Personnes (CPP), référence #2023-A00473-42. Un
consentement éclairé écrit a été obtenu de tous les participants ou de leurs représentants lé-

gaux.

3.1.2.1. Descriptions cliniques

UPN4 est un garcon de 2 ans, né de parents non apparentés. L’enfant est né a 39 semaines de
gestation apres une grossesse durant laquelle une cardiopathie congénitale avait été suspectée,
mais non confirmée apres la naissance. A ’age de 15 mois, son poids était de 9,7 kg (-1 DS),
sa taille de 75 cm (-2 DS) et son périmetre cranien de 44 cm (-3 DS). Les caractéristiques cli-
niques incluent une hypotonie axiale débutant a 2 mois, des troubles de 1’alimentation, un re-
tard de développement modéré, une microcéphalie postnatale et une cryptorchidie. L’analyse
CGH a identifié un gain de deux copies en 13q12.11 englobant les génes PSPC1, ZMYMS5 et
ZMYM?2.

UPNS est une fille de 11 ans, née de parents non apparentés, apres une grossesse a terme sans
complication. A 1’age de 10 ans, elle pesait 41 kg (+1 DS), mesurait 1,46 m (+2 DS) et avait
un périmetre cranien de 55 cm. Elle présentait un retard de langage, ses premiers mots appa-
raissant vers 1’age de 3 ans. Elle présentait également un retard global et une déficience intel-
lectuelle modérée. Un gain de copie en 1p36.23 englobant les génes RERE et ENO1 a été ini-
tialement identifié par CGH.

3.1.2.2. Cartographie optique du génome (OGM)

L’ADN de poids moléculaire ultra-élevé a été isolé a partir de sang total de patient selon le
protocole Bionano Prep SP pour sang humain congelé (Bionano Genomics, San Diego, CA,
USA). En résumé, I’ADN a été marqué a 1’aide de 1I’enzyme DLE-1 au niveau du motif CT-
TAAG, et la structure de fond a été colorée en suivant le protocole Direct Label and Stain

(DLS) de Bionano Genomics. L’ ADN marqué a été quantifié a ’aide du test Promega Quanti-
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fluor HS, puis chargé sur une puce Saphyr pour linéarisation et imagerie sur 1’instrument Sa-

phyr.

3.1.2.3. Librairie de séquencage ADNc Long-Read Nanopore

L’ARN a été extrait des LCL a I’aide du kit PureLink RNA Minikit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Pour ’expérience de séquencage ONT, le protocole de séquencage direct de I’ADNCc

(SQK-LSK114 kit) a été suivi conformément aux instructions du fabricant.

En résumé, pour chaque patient, 2 a 4 pg d’ARN total ont été rétrotranscrits a 1’aide
d’amorces spécifiques au patient, suivis d’un changement de brin afin de produire un ADNc
pleine longueur. Les bibliothéques préparées ont ensuite été chargées sur des flowcells Prome-

thION, une par patient, pour le séquencage.

Le basecalling a été effectué avec Guppy (version 6.4.6) en mode High Accuracy (HAC). Les
lectures obtenues ont été alignées sur le génome de référence humain GRCh38 a I’aide de Mi-
nimap2, avec des parametres adaptés aux données transcriptomiques.(117) Une RT-qPCR a

été réalisée pour étudier la distribution des différents transcrits.

3.1.2.4. Analyse cytogénétique conventionnelle

Le caryotype a été réalisé par bande RHG sur des étalements en métaphase préparés a partir
de sang périphérique de la patiente UPN5 selon les procédures standard. Une analyse FISH a
été effectuée sur des noyaux en métaphase et en interphase provenant de lymphocytes san-
guins a 1’aide des clones fosmides G248P82408E3, G248P86196F8, G248P82014D9 et
G248P89339F11 pour UPNS5.

3.1.2.5. Séquencage Hi-C

Le séquencage Hi-C a été réalisé pour UPN5 sur des LCLs a 1’aide du kit Arima HiC pour li-
gnées cellulaires de mammifeéres (Arima Genomics, Carlsbad, CA, USA). En bref, 10 millions
de cellules ont été réticulées avec 2 % de formaldéhyde, lysées et digérées avec les enzymes
fournies dans le kit Arima. Les fragments obtenus ont été marqués a la biotine, ligaturés, puis
la réticulation a été inversée. Les fragments d'ADN marqués a la biotine ont ensuite été frag-

mentés a une taille d’environ 400 pb a I’aide d’un instrument Covaris S220 (Covaris LLC,
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Woburn, MA, USA) et de tubes AFA. Les fragments marqués ont ensuite été enrichis de ma-
niére sélective avec les billes fournies dans le kit. L’ADN a ensuite été traité selon les étapes
de réparation du protocole Arima a I’aide du kit NEBNext Ultra II DNA Library Prep (New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Les librairies de séquencage ont été préparées par liga-
tion d’adaptateurs et d’index a 1’aide du kit NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (New En-
gland Biolabs). La purification des produits PCR et la sélection de taille ont été réalisées avec
les billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, A63881). Les librairies ont été soumises
a un séquencage profond (~300 millions de lectures) en run paired-end 150 pb sur un séquen-
ceur NextSeg550 (Illumina, San Diego, CA, USA). Les lectures appariées issues du séquen-
cage ont été alignées a 1’aide du Burrows-Wheeler Aligner (BWA-MEM 0.7.17).(159) Les
parameétres ont été définis selon la documentation de HiCExplorer 3.7.3.(160) En bref, les lec-
tures appariées du Hi-C ont été alignées séparément avec des parametres définissant une forte
pénalité d’extension des gaps (-E50) et une pénalité de clipping en 5’ et 3’ a zéro (-L0).
Comme recommandé, le score de correspondance a été fixé a 1 (-Al) et la pénalité de mis-
match a 4 (-B4). Les alignements ont été convertis de fichiers SAM a BAM puis triés a 1’aide
de Sambamba.(161) Pour I’exploration des données, des matrices de contact Hi-C ont été pro-
duites a différentes résolutions a 1’aide de HiCExplorer. Les résolutions de 50 kb et 1 Mb ont
été sélectionnées respectivement pour la visualisation des contacts locaux/TADs et des

contacts interchromosomiques.

3.1.3. Résultats

3.1.3.1. Le séquencage long-read permet une caractérisation a

I’échelle nucléotidique d’une triplication impliquant le gene ZMYM2

Un gain de deux copies en 13q12.11, englobant les genes PSPC1, ZMYM5 et ZMYM?2, a ini-
tialement été identifié par CGH chez UPN4 (Figure 38A). Ce résultat a ensuite été confirmé
par gPCR ciblée et considéré comme de novo (Figure_Annexe 5A). Un séquencage long-read
utilisant la technologie Nanopore a été réalisé pour caractériser cette réorganisation. L’en-
semble des données de séquencage est présenté dans le Table_Annexe 4. L’analyse visuelle
de la profondeur de lecture et les résultats des outils de détection de variants de structure ont
confirmé la présence du gain de copies (Figure 38B). Des lectures chimériques ont permis
d’identifier les points de cassure aux positions chr13:19 680 196-20 033 950, chaque gain de

copie s’étendant sur 353 755 pb et étant organisé selon une configuration tandem (Figure
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38C). Cette duplication inclut I’intégralité des génes PSPC1 et ZMYM5, tandis que le géne
ZMYM? est tronqué au niveau de I’intron 10 (Figure 38D-E). Ce gain de copies n’a pas été
rapporté dans les bases de données gnomAD CNV ou DGV. Si ZMYM_? est un gene déja asso-
cié a une pathologie, aucune altération de PSPC1 ou ZMYM5 n’a été rapportée a ce jour. De
plus, les scores prédictifs de sensibilité aux gains ou pertes de copies n’indiquaient pas de po-

tentiel pathogéne significatif pour ZMYM5 ou PSPC1.(162)

L’analyse des séquences chimériques a révélé les jonctions en amont et aval du gain de co-
pies, avec une microhomologie de 3 pb au niveau des points de cassure, validée par séquen-
cage Sanger (Figure_Annexe 5B). Par ailleurs, 1’absence d’éléments répétitifs similaires dans
la région et aux points de cassure suggere qu’un mécanisme de recombinaison homologue non

allélique (NAHR) est peu probable (Table_Annexe 1 et Table_Annexe 2).

La caractérisation fine de la structure obtenue par LRS a confirmé la nature en tandem de la
réorganisation. Cette analyse a révélé deux alleles WT de ZMYM?2, en plus de deux alleles
tronqués contenant les exons 1 a 10. Au vu des scores prédictifs issus de 1’outil pTriplo et de
I’absence de cas précédemment rapportés présentant un gain de copies affectant ces génes, au-
cune investigation complémentaire de 1’impact sur PSPC1 et ZMYM5 n’a été jugée néces-

saire.

L’analyse sur ADNCc par séquencgage long-read Nanopore a confirmé la présence simultanée
de transcrits complets de ZMYM? et de transcrits tronqués anormaux s’arrétant a proximité de
I’exon 10 avec des signaux de polyadénylation (Figure 38E). Une RT-qPCR a été réalisée
pour quantifier la répartition entre les transcrits complets et tronqués, révélant un ratio de
50:50 chez le patient. Ce résultat suggere un décalage du cadre de lecture (frameshift) induit

par le variant de structure de type triplication impliquant ZMYM?2 (Figure 38F-G).
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Figure 38: Analyse moléculaire du gain de deux copies chez UPN4. (A) L’analyse par hybridation génomique
comparative (CGH) révéle un gain de 0,3 Mb englobant I’intégralité des génes PSPC1 et ZMYMS5, ainsi qu’une
duplication partielle du géne ZMYM?2. (B) Le profil de couverture issu du séquengage long-read Nanopore de
I’ADN montre un gain de deux copies couvrant les géenes PSPC1, ZMYMS5 et les exons 1 a 10 de ZMYM2, avec
identification précise des points de cassure. (C) La visualisation des données de séquengage long-read via Rib-
bon Genome Viewer met en évidence un événement de triplication en tandem. (D) Schéma des alléles sauvage et
tripliqué, avec mise en évidence des régions dupliquées (zones encadrées). (E) Visualisation dans IGV (Integra-
ted Genome Viewer) des données de séquencage long-read de I’ADN et de ’ADNc, montrant les points de cas-
sure génomiques et leur impact sur les transcrits de ZMYM?2. (F) Analyse par RT-qPCR quantifiant les trans-
crits totaux (barres bleues, ciblant la région 5' de ZMYM?2) et les transcrits de type sauvage (barres rouges, ci-
blant la région 3' de ZMYM?2). (G) Représentation schématique des transcrits ZMYM? issus de I’annotation
MANE (Matched Annotation from NCBI and EMBL-EBI) et des transcrits aberrants.
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3.1.3.2. Le séquencage long-read révéle un variant structurel haute-

ment complexe impliquant le géne RERE

L’analyse CGH a mis en évidence un gain de copies en 1p36.23 d’une taille de 499 kb, in-
cluant les genes RERE et ENO1 UPNS5S (Figure 39A). Un examen plus approfondi a révélé la
présence de trois sondes consécutives au sein de cette région présentant un ratio logarithmique
d’environ 1, suggérant un second gain de copies inclus dans le premier, aboutissant a une
configuration DUP-TRP-DUP. Le réarrangement a ensuite été confirmé par qPCR ciblée et
considéré comme de novo. Ce gain de nombre de copies spécifique n’a pas été rapporté aupa-
ravant dans les bases de données gnomAD CNV ni DGV.(163,164) Un séquencage long-read
utilisant la technologie Nanopore a été réalisé afin de caractériser plus finement le réarrange-
ment. L’ensemble des données de séquencage est présenté dans la Table_Annexe 4. L’analyse
de la profondeur de couverture a confirmé la structure déséquilibrée DUP-TRP-DUP, avec
des segments de 87 189 pb, 213 819 pb et 246 772 pb, nommés « B », « C » et « D », respecti-
vement, conformément aux résultats de la CGH (Table_Annexe 1). Trois CNV de plus petite
taille ont également été identifiés : un gain de copies en amont du segment « B », nommé
« A », de taille de 1 871 pb, et deux autres gains situés 7 Mb en aval, au locus 1p36.21, de
tailles de 46 495 pb et 1 034 pb, nommés «E» et «F», respectivement (Figure 39B ;
Figure_Annexe 6 et Figure_Annexe 7). Ces variants ont été validés par qPCR, avec des va-
leurs de fold-change de 1,5, compatibles avec une duplication, et de 2,0, compatibles avec une
triplication. (Figure_Annexe 8A). Pour plus de clarté, nous utiliserons désormais la désigna-
tion A-B-C-D-E-F pour chacun des segments génomiques (Figure 39C ; Figure_Annexe 7).
L’analyse fine des lectures chimériques a identifié plusieurs organisations impliquant ces dif-
férents segments, notamment une interaction entre les loci 1p36.23 et 1p36.21, ainsi qu’entre
ces deux loci et la région 22q11.2 (Figure 39C). Ces observations suggéerent un réarrangement

de structure plus complexe.

Dans cette configuration, deux hypotheses de réarrangement étaient envisageables : une inser-
tion sur le chromosome 22 ou une translocation réciproque. Des analyses cytogénétiques com-
plémentaires ont donc été réalisées pour trancher entre ces deux scénarios. Le caryotype et la
peinture chromosomique ont mis en évidence la présence du 22pter sur le 1pter et du 22qter
sur le 1qter, soutenant I’hypothése d’une translocation réciproque (Figure_Annexe 8B-C).
L’OGM et la FISH ont également été réalisés avec des sondes ciblant les régions ‘B’, ‘C’, ‘D’

et ‘E’. L’OGM a identifié huit points de cassure, tandis que les régions ‘A’ et ‘F’ n’ont pas été
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détectées en raison de leur petite taille, et cette technique a aussi confirmé la translocation
t(1;22) impliquant une région hautement répétée du locus 22q11.2 (Figure_Annexe 8D-F).
Ainsi, la variation structurelle initialement identifiée comme une duplication du géne RERE
s’est avérée impliquer des chromosomes dérivés 1 et 22 résultant d’une translocation t(1;22),
avec deux régions complexes déséquilibrées aux deux points de cassure incluant des segments

génomiques de la région RERE.

La configuration du réarrangement indique la présence d’un alléle sauvage de RERE et de
deux alleles aberrants dérivés des chromosomes der(1) et der(22). L’analyse des transcrits par
LRS a révélé la présence d’un transcrit de pleine longueur ainsi que deux transcrits aberrants
distincts (Figure 39D-E). Le premier transcrit aberrant correspond a un alignement avec le
gene RERE jusqu’a I’exon 10, poursuivie sur le chromosome 22, correspondant au dérivé
der(1). Le second transcrit aberrant s’étend jusqu’a ’exon 12 du gene RERE, puis s’aligne
avec I’exon 3 du gene FHAD], suivi des exons 2 a 7 de ’ARN non codant FAM230G, corres-
pondant au chromosome der(22). Il est a noter que la séquence terminale de 1’exon 12 de
RERE et la séquence initiale de I’exon 3 de FHAD1 sont phasées, suggérant la possible for-
mation d’un transcrit de fusion impliquant RERE, FHAD1 et FAM230G (Figure 39E). Une
RT-gPCR a été réalisée pour quantifier la proportion relative des transcrits de pleine longueur
et des transcrits aberrants, révélant un ratio de 50:50 chez le patient (Figure 39F). Ces résul-
tats suggerent donc un décalage du cadre de lecture induit par la réorganisation complexe im-

pliquant RERE sur der(1) et der(22).
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Figure 39: Analyse moléculaire du réarrangement complexe du géne RERE chez UPNS5. (A) Analyse par hybridation
génomique comparative identifiant un gain de 0,5 Mb incluant I’ensemble du géne ENO1 et une duplication partielle du
géne RERE. (B) Profil de couverture issu du séquencage ADN long-read Nanopore, montrant des gains de copies, dési-
gnés A a F. (C) Schéma récapitulatif (« subway plot ») représentant I’ensemble du réarrangement complexe observé
chez le patient. Les structures grises représentent les chromosomes de type sauvage, les segments jaunes correspondent
au chromosome dérivé 1, et les segments rouges au chromosome dérivé 22. (D) Visualisation IGV des données de sé-
quengage d’ADNc Nanopore, montrant a la fois le transcrit complet de type sauvage et des transcrits aberrants de
RERE s’arrétant aux exons 10 et 12. La barre verte indique I’exon 10 de RERE, et la barre rouge ’exon 12. (E) Sché-
ma des transcrits MANE et aberrants du géne RERE. (F) Analyse par RT-qPCR quantifiant I’ensemble des transcrits

(barres bleues, ciblant la région 5' de RERE) et les transcrits de type sauvage (barres rouges, ciblant la région 3' de
RERE).
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Figure 40: Analyse du génome 3D ciblant la réorganisation structurale de UPN5. (A)
Cartes de contact cis Hi-C des chromosomes 1 et 22 comparant un témoin de type sauvage
(WT) et de UPN5. Les cadres rouges mettent en évidence des contacts interchromoso-
miques ectopiques observés entre les chromosomes 1 et 22 chez UPN5 (B) Carte de contact
cis Hi-C du chromosome 1 chez le témoin WT et UPN5 Les fleches noires indiquent des
contacts intrachromosomiques ectopiques au sein du chromosome 1 chez UPN5 (C) Carte
des domaines topologiquement associés (TAD) du chromosome 22 (chr22:15,000,000—
23,000,000 ; hg38) dérivée des données Hi-C pour le témoin WT et IUPN5. Des altérations

dans la structure des TAD sont visibles chez UPN5 par rapport au témoin WT.
Enfin, un séquencage Hi-C a été réalisé afin d’étudier I’effet de ce réarrangement complexe
sur 1’organisation tridimensionnelle des chromosomes 1 et 22. Des contacts interchromoso-

miques entre les chromosomes 1 et 22 ont été observés, cohérents avec 1’hypothese de translo-
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cation (Figure 40A). Des interactions intrachromosomiques ont également été identifiées sur
le chromosome 1 entre les régions 1p36.23 et 1p36.21 (Figure 40B). Compte tenu de la désor-
ganisation de la région 1p36, nous avons exploré la possibilité de nouvelles interactions en-
hancer-gene. Bien que la translocation semble altérer 1’architecture de la chromatine, son ef-
fet sur les interactions enhancer-promoteur semble limité ou négligeable (Figure 40C). Au-
cune nouvelle interaction enhancer-promoteur significative n’a été observée, suggérant une

perturbation régulatrice minime (données non montrées).

2.1.4. Discussion

La caractérisation précise des variants de structure, en particulier des événements complexes
impliquant des gains de copies, demeure 1’un des principaux défis en cytogénomique. L.’émer-
gence de nouvelles technologies de séquencage, notamment le séquencage long-read de
I’ADN et de I’ADNC, a considérablement amélioré la capacité a élucider I’organisation et les
conséquences des SVs (109,153,154,165). Dans cette étude, les approches LRS ont permis la
caractérisation de deux CGRs, permettant I’identification précise des points de cassure et la

définition claire de la nature des SV.

Le LRS a permis une analyse complete pour UPN4, caractérisant précisément le CNV comme
une triplication tandem avec un point de cassure situé dans 1’intron 10 du gene ZMYM_2. Cette
approche a localisé la triplication et ses points de cassure a 1’échelle nucléotidique, identifiant
une microhomologie de 3 pb aux deux points de cassure (Table_Annexe 2, Figure_ Annexe
5B). Cette microhomologie, dans le contexte de gains de copies, fournit des éléments clés sur
les mécanismes possibles impliqués et suggere fortement 1’implication de processus basés sur
la réplication, tels que la réplication induite par cassure avec microhomologie (MMBIR) ou le
blocage de fourche suivi de changement de matrice (FoSTeS). Ces mécanismes auraient utili-
sé la microhomologie de 3 pb comme matrice de réparation lors de I’événement de réarrange-
ment.(34,37,44) Ces processus peuvent entrainer des effondrements répétés de la réplication,
produisant des variants de structure plus complexes, comme la triplication observée (Figure
38D). Cette triplication en tandem de ZMYM?2 différe des gains de copies médiés par recombi-
naison homologue non allélique (NAHR)(23), tels que les triplications de type I, qui ne com-
portent ni duplications flanquantes ni inversions, ou de type II, qui comprennent typiquement

des inversions et des duplications flanquantes.(23,166) Le mécanisme de NAHR ne s’ap-
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plique pas ici en raison de I’absence d’éléments répétés dans la région (Table_Annexe 1 et
Table_Annexe 2).

Dans des publications antérieures, une microcéphalie a été rapportée chez 4 patients sur 14,
des troubles neurodéveloppementaux chez 9 sur 14, une hypotonie chez 3 sur 14, des troubles
de I’alimentation chez 2 sur 14, et une cryptorchidie chez 1 patient. UPN4, qui présentait un
retard de développement, une cryptorchidie et une microcéphalie, évoquait ce phénotype.
(156) Le LRS sur I’ADNCc du patient UPN4 a permis d’examiner les conséquences de la réor-
ganisation de ZMYM?2 sur les profils de transcription. Notamment, nous avons observé une ré-
partition 50:50 entre les transcrits sauvages et les transcrits tronqués dans 1’échantillon de
LCL, suggérant la production d’une protéine ZMYM?2 aberrante. Nous émettons 1’hypothese
que les transcrits tronqués de ZMYM?2 échappent a la dégradation du mécanisme de NMD.
Comme le suggerent Connaughton et al., des variants pathogénes tronquants similaires ont été
identifiés dans une famille présentant un phénotype comparable. A I’aide d’un test BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer), qui mesure les interactions protéine-protéine
via un transfert d’énergie d’une luciférase a un fluorophore, les auteurs ont démontré que cer-
tains variants tronquants pouvaient perturber I’interactome de ZMYMZ2. Si ces variants per-
mettent aux transcrits d’échapper a la NMD, ils pourraient altérer les facteurs de transcription
liant I’ADN, les corépresseurs, et des protéines impliquées dans la régulation et 1’organisation
de la chromatine.(156) Ces altérations pourraient avoir des effets en aval sur des facteurs clés
du développement de 1’appareil urinaire et contribuer aux malformations urinaires observées
chez ce patient.(167) En particulier, des variants tronqués de ZMYM?2 ont été montrés comme
interagissant partiellement avec FOXP1, un facteur de transcription impliqué dans les patho-
logies neurodéveloppementales et rénales.(168) Ces résultats suggerent que les protéines tron-
quées de ZMYM?2 pourraient perturber I’interactome natif en entrant en compétition avec les

protéines WT, contribuant ainsi au phénotype du patient.

Le séquencage du génome de UPNS5 par LRS a révélé un CGR avec plusieurs gains de copies,
des inversions intercalées, et une translocation réciproque entre les chromosomes 1 et 22, avec
des points de cassure au sein des genes RERE et FHADI1 (Figure 40C). Le LRS a permis
d’identifier précisément tous les gains de copies, leur organisation, et les localisations exactes
des points de cassure, y compris leur séquence a la base pres.(108,109,113) Malgré la com-

plexité des points de cassure, souvent localisés dans des régions répétées, des microhomolo-
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gies ont été identifiées entre les régions génomiques impliquées (Table_Annexe 1 et

Table_Annexe 2).

Nous proposons un mécanisme en deux étapes a 1’origine de ce réarrangement. Dans une pre-
miéere étape, une réparation par MMBIR/FoSTeS aurait provoqué une chromoanasynthése sur
le chromosome 1, conduisant aux CNVs observée. Des microhomologies de 3 a 8 pb auraient
pu servir de matrice de réparation. La microhomologie entre les segments ‘C’ et ‘F’ n’a pas
pu étre directement observée, probablement en raison de la perte de la lecture chimérique cor-
respondante, suggérant que cette interaction a été altérée par des événements de réparation ul-

térieurs.(34,37,44)

Dans une seconde étape, deux cassures double-brin (DSBs) sur les chromosomes 1 et 22 au-
raient déclenché la formation de la translocation réciproque.(169) Au point de cassure du
chromosome 22, une région contenant plusieurs copies d’une séquence de type A — caractéri-
sée par des segments riches en AT et tres variables — a été identifiée (Figure_Annexe 9A).
(170) Cette région tend a former des structures secondaires cruciformes, ce qui favorise I’in-
stabilité génomique et rend la région plus susceptible aux DSBs (Figure_Annexe 9B).(171)
De maniére similaire, la cassure sur le chromosome 1 pourrait avoir été induite par une inver-
sion pres de la région ‘B’, susceptible de générer des structures secondaires favorisant 1’insta-

bilité génomique.(172)

Une fois ces DSBs survenues, les mécanismes cellulaires de réparation ont été engagés pour
restaurer 1’intégrité du génome. Sur la base des séquences identifiées aux points de cassure, la
jonction d’extrémités non homologues (NHEJ) semble étre le mécanisme le plus probable, fa-
cilitant la fusion entre 1pTER/22pTER et 1qTER/22qTER (Figure 40C, Figure_Annexe 9C).
Ce processus de réparation expliquerait la translocation réciproque et fournit un modele plau-
sible pour le réarrangement complexe observé. Ce mécanisme en deux temps aurait pu se pro-
duire a différents stades du développement : pré-méiotique, méiotique ou post-zygotique. Ces
étapes sont critiques pour 1’émergence de telles altérations, bien que le timing précis d’appari-

tion reste difficile a connaitre.

L’analyse transcriptomique et structurale a permis d’évaluer I’impact de ce réarrangement
complexe sur I’expression de RERE. Des variants pathogenes monoalléliques de RERE sont

associés a un trouble neurodéveloppemental caractérisé par des anomalies cérébrales, ocu-
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laires et cardiaques (MIM #605226).(158) Ces variants sont principalement de type perte de
fonction. Cependant, des phénotypes séveéres ont aussi été associés a certains variants faux-
sens localisés dans le domaine atrophine-1, suggérant un possible mécanisme dominant néga-
tif.(157,158) Les données cumulées montrant un transcrit sauvage aux cotés de deux transcrits
tronqués aberrants de RERE (Figure 40D-E) soutiennent fortement 1’haploinsuffisance comme

mécanisme pathogene principal.

L’analyse par RT-qPCR, révélant un ratio 50:50 entre les transcrits sauvages et aberrants, met
en évidence plusieurs observations intéressantes. Le premier transcrit aberrant, comprenant
les exons 1 a 10 de RERE et s’alignant sur le chromosome 22, semble étre dégradé par la voie
NMD.(173) Le second transcrit aberrant, incluant les exons 1 a 12 de RERE, I’exon 3 de
FHAD1 et les exons 2 a 7 du IncRNA FAM230G, pourrait avoir une pertinence fonctionnelle.
Ce transcrit de fusion suggere la possibilité d’une protéine chimérique contribuant au phéno-
type observé. Notamment, des transcrits de fusion impliquant des IncRNAs ont déja été dé-
crits comme codant des protéines fonctionnelles en cancérologie. La répartition équimolaire
entre ce transcrit et le transcrit sauvage renforce sa possible implication fonctionnelle.(174)
En cohérence avec la littérature, les patients porteurs de variants RERE menant a une haploin-
suffisance présentent souvent un phénotype plus modéré et moins spécifique, comme observé
chez UPN5.(157,158) De fagon surprenante, ce SV complexe, impliquant plusieurs CNVs,
ainsi que des inversions et une translocation, semble avoir un impact limité sur I’environne-
ment régulatoire du locus RERE, n’induisant qu’un effet dérégulateur modeste. Bien que les
données Hi-C suggerent une réorganisation possible des domaines topologiquement associés

(Figure 40C), aucun événement de détournement d’enhancer n’a été observé.(64,175,176)

Dans les deux cas rapportés, le LRS a significativement amélioré notre compréhension des
CNVs et des CGRs. Bien que ces SV soient survenus de novo, ils pourraient étre transmis a la
descendance. Leur caractérisation détaillée est donc essentielle pour le conseil génétique, per-
mettant une meilleure évaluation du risque reproductif. Cette technologie a permis d’établir
un diagnostic moléculaire probable chez ces patients en errance diagnostique. Néanmoins,
I’analyse des données LRS dans un contexte diagnostique reste complexe, avec de nombreux
défis bioinformatiques. Les outils actuels de détection de SV échouent souvent a identifier
tous les points de cassure et a restituer la complexité compléete des réarrangements.(177) Les
deux outils utilisés ici, CuteSV et Sniffles2, ont identifié respectivement uniquement la dupli-

cation de UPN4 et une seule inversion chez UPN5.(118,119) De plus, CuteSV a détecté une
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inversion entre les régions ‘A’ et ‘B’ et une délétion entre ‘A’ et ‘E’. La détection de cette «
délétion » n’est pas surprenante, car elle refléte le contact observé entre ces deux régions. Ce-
pendant, ce variant est mal nommeé : il ne s’agit pas d’une véritable délétion mais d’une inser-
tion d’un segment dupliqué, ce que I’algorithme n’a pas pris en compte. Cette divergence sou-
ligne les limites actuelles des algorithmes de détection, notamment pour les CGRs. Des fac-
teurs tels que la complexité du SV, la qualité du séquencage et la profondeur de lecture jouent
un réle déterminant. Par exemple, une couverture faible ou une région génomique complexe
peut empécher la résolution des points de cassure, entrainant une sous-détection des réarran-
gements.(177) Le développement d’algorithmes intégrant efficacement la profondeur, la
consistance d’alignement, et le contexte de séquence sera crucial pour exploiter tout le poten-
tiel du séquencgage long-read en diagnostic. Ces avancées pourraient améliorer la détection
des points de cassure et la caractérisation fine des réarrangements. Cependant, la curation ma-
nuelle et la validation expérimentale complémentaire demeurent indispensables pour garantir

une interprétation précise et pertinente cliniquement des SVs identifiés.

Le LRS a démontré sa polyvalence en permettant a la fois une analyse du génome et une ca-
ractérisation du transcriptome. Contrairement aux méthodes classiques, il permet le séquen-
cage direct de transcrits complets sans amplification préalable par PCR, préservant les carac-
téristiques natives de I’ARN et limitant les biais.(178,179) Cette capacité a été essentielle
pour identifier précisément les transcrits tronqués et de fusion chez les deux patients, fournis-
sant des informations clés sur I’impact fonctionnel des SV sur I’expression génique. Les tech-
niques SRS ne permettent pas de couvrir directement de grandes régions génomiques, s’ap-
puyant plutdt sur une reconstitution statistique des séquences. Elles ont donc des difficultés a
détecter avec précision des événements de fusion ou des réarrangements complexes.(180)
L’OGM, bien qu’étant un outil puissant pour détecter les grands SVs et visualiser intuitive-
ment les réarrangements a 1’échelle du génome, présente une limite de résolution autour de 5
kb, ce qui peut empécher la détection de petits événements, comme cela a été observé dans
notre étude avec les régions ‘A’ et ‘F’. Dans une étude comparant OGM et LRS par technolo-
gie Nanopore, I’OGM détectait 74 % des jonctions dans les cas complexes, tandis que le LRS

en identifiait 100 %.(153)

Nos résultats soulignent I’importance d’intégrer le LRS d’ADN et de ADNc dans le diagnos-
tic clinique des maladies rares. Ces approches apportent des informations indispensables sur

la nature des SVs, permettent d’émettre des hypothéses sur leurs mécanismes de formation et
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leurs effets pathogeénes, et améliorent la classification des variants de signification inconnue.
En renforcant la précision diagnostique, cette stratégie globale soutient une prise en charge

plus personnalisée et efficace des patients concernés.

3.2. Article 3 — En soumission: Deciphering Structural Mechanisms of
Copy Gain Variants With Long-Read Sequencing

3.2.1. Introduction

Les variants de structure sont des altérations du génome affectant des segments d’au moins 50
paires de bases et sont généralement classés en variants déséquilibrés ou équilibrés. Les SVs
déséquilibrés, également appelés variants du nombre de copies, en particulier les duplications,
jouent un role important dans les troubles génomiques, mais leur caractérisation précise reste
un défi.(23,34) Les puces a hybridation génomique comparative et le séquencage short-read
sont largement utilisés pour détecter les duplications, mais ces méthodes présentent des li-
mites. L’approche par CGH fournit des informations sur les changements de dosage, mais ne
permet pas de déterminer la configuration structurelle des duplications, notamment pour sa-
voir si elles sont en tandem, dispersées ou complexes. De méme, le SRS peut avoir des diffi-
cultés a résoudre les points de cassure et a différencier des duplications structurellement dis-
tinctes, en particulier dans les régions répétitives ou trés homologues.(151) Par conséquent,
les approches conventionnelles laissent souvent les duplications non résolues sur le plan struc-
turel, ce qui complique leur interprétation clinique et la compréhension des mécanismes sous-

jacents.

Les technologies de séquencage avancées, telles que le séquencage long-reads, offrent une so-
lution prometteuse en permettant une caractérisation structurelle plus précise des variants de
structure ou variants du nombre de copies au niveau nucléotidique. Contrairement aux ap-
proches de séquencage short-reads, le LRS géneére des lectures étendues (>10 kb) qui ré-
duisent les biais de séquencage et permettent la résolution complete des SV. Cette technologie
permet une analyse plus précise des points de cassure et offre une meilleure compréhension

des régions génomiques complexes, améliorant ainsi la classification des variants .(109,153)

Dans cette étude, nous avons appliqué le LRS a ’ADN de sept patients afin de caractériser

des variants de gain de copies détectés précédemment par puces CGH et/ou séquencage a
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short-reads, d’élucider les mécanismes de réparation sous-jacents a leur formation, et d’iden-

tifier des éléments structuraux susceptibles d’aider a définir leur role dans la pathogénicité.

3.2.2. Méthodes spécifiques

Séquencage short-read

Les échantillons de UPN9 ont été préparés avec le kit [llumina DNA Prep Enrichment (Illu-
mina). Un séquencage exome en lecture appariée de 150 pb a été réalisé sur une plateforme
[llumina NovaSeq 6000, avec une couverture moyenne ciblée de 150X, analysée selon les
meilleures pratiques GATK. Les lectures ont été alignées sur la version 38 du génome humain
de la Genome Reference Consortium (GRCh38) et les variants annotés a 1’aide de Variant Ef-
fect Predictor (181) en combinaison avec le pipeline interne ANATOLE2. Les CNV ont été
appelés avec I’outii CNV-DRAGEN (Illumina). Les bibliothéques génomiques en trio de
UPN 11 et de ses parents ont été préparées sans amplification (module NEBNext Ultra IT End-
repair/A-tailing, New England Biolabs) et séquencées en mode lecture appariée sur la plate-
forme NovaSeq6000 (Illumina). Les lectures ont été alignées sur la référence humaine

GRCh38. Les CNV et SV ont été appelés a I’aide de MANTA et ClinSV.(182,183)

3.2.3. Résultats

3.2.3.1 Le séquencage long-reads (LRS) identifie des duplications en

tandem associées a des mécanismes de réparation par microhomologie

UPNG est un garcon de 11 ans présentant une déficience intellectuelle, un état de mal épilep-
tique, des comportements auto-agressifs, des stéréotypies et des mouvements de battement des
mains. L’analyse par puce CGH a révélé une duplication de novo en 21g22.3 ainsi qu’une dé-
létion de novo en 20p13, toutes deux confirmées par qPCR ciblée. Si la délétion en 20p13 est
probablement le facteur principal du phénotype en raison de la disruption du gene CSNK2A1,
impliqué dans le syndrome neurodéveloppemental d’Okur-Chung (MIM #617062), le gain de
copie en 21g22.3 nécessite une investigation plus approfondie. Ce gain de copie englobe plu-
sieurs genes morbides référencés dans OMIM (TSPEAR, ITGB?2), suggérant un role potentiel
dans la modulation de la présentation clinique (Tableau 2). Le LRS a été réalisé, générant

115,88 Gb de données avec une couverture du génome de 35X et une longueur N50 des lec-
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tures de 16,07 kb. La délétion hétérozygote terminale sur chr20:1,608,153 a été observée dans
les reads mais non détectée par les logiciels d’appel de variants. Un gain de copie de 403 327
pb a été identifié par les logiciels Sniffles2 et CuteSV et caractérisé comme une duplication en
tandem sur chr21:44,591,282-44,994,608, révélant deux copies adjacentes de la région 21A
(Figure 41A et Figure_Annexe 10A-B). L’analyse des points de rupture et de séquence a révé-
1é que les points de cassure de la duplication se situent au sein du gene TSPEAR et a proximité
du gene SLX9 (Figure 41B). Une microhomologie de 3 pb, "GAG", a été identifiée a la jonc-
tion du point de cassure (Figure 41C). Faute de données supplémentaires informatives, la per-
tinence pathogénique de ce variant de gain de copie n’a pas pu étre clarifiée davantage. Il
reste donc classé comme variant de signification inconnu, sans que sa contribution potentielle

au phénotype du patient puisse étre exclue.

UPNY7 est un garcon de 6 ans présentant un retard du développement neurodéveloppemental,
une fente labio-palatine, une surdité bilatérale, une hypospadias, un cryptorchidisme et une
ectrodactylie (Tableau 2). L’analyse par puce CGH a identifié un gain de copie hérité de la
meére au locus Xp22.5, englobant les génes STAGZ2 et XIAP, confirmé par qPCR ciblé. Ce gain
de copie recouvre partiellement des duplications pathogenes déja décrites. L’ectrodactylie
n’ayant jamais été rapportée chez les patients porteurs de cette duplication, nous avons ré-ana-
lysé ce gain de copie par séquencage long-reads afin d’identifier d’éventuelles structures ad-
ditionnelles. Le LRS a généré 68,07 Gb de données avec une couverture du génome de 20X et
une longueur N50 des lectures de 12,24 kb. Un gain de copie de 328 128 pb a été identifié par
les logiciels Sniffles et CuteSV sur chrX:123,875,069-124,203,250 et caractérisé comme une
duplication en tandem, révélant deux copies adjacentes de la région XA (Figure 41D et Fi-
gure_Annexe 10C-D). Les points de cassure sont situés dans 1’intron 1 du gene XIAP et dans
une région intergénique entre les genes STAG2 et SH2D1A (Figure 41E). Une microhomolo-
gie de 2 pb, "CT", a été identifiée a la jonction du point de cassure (Figure 41F). Cette dupli-
cation reste classée comme pathogene et explique partiellement le phénotype du patient. Tou-

tefois, elle n’explique pas 1’ectrodactylie, qui pourrait résulter d’un autre facteur génétique.

UPNS est une fille de 14 ans présentant une déficience intellectuelle légére, une obésité, une
hypothyroidie, des troubles du comportement, un raccourcissement des mains et des pieds,
ainsi qu’une hyperlaxité des coudes (Tableau 2). L’analyse par puce CGH a détecté un gain
de copie de novo en 6q16.3, confirmé par qPCR ciblé. Ce gain de copie, incluant le géne

GRIK2, a initialement été classé comme variant de signification inconnue. Le séquencage
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long-reads a généré 119,26 Gb de données, couvrant le génome avec une profondeur de 35X
et une longueur N50 des lectures de 13,83 kb. Un gain de copie de 917 638 pb a été détecté
par Sniffles2, avec des points de cassure en chr6:101,752,983-102,670,620. Le variant a été
caractérisé comme une duplication en tandem, révélant deux copies adjacentes de la région
6A (Figure 41Get Figure_Annexe 10E-F). La duplication s’étend de I’intron 7 a la région 3'-
UTR du gene GRIK2. Une microhomologie de 3 pb, "GAA", a été identifiée a la jonction du
point de cassure (Figure 41I). Cette microhomologie a été confirmée par séquencage Sanger
(données non montrées). Toutefois, I’analyse par LRS sur ADN n’a pas permis de conclure

quant au caractéere bénin ou pathogéne de ce variant.

UPN9 est un garcon de 14 ans présentant un syndrome cérébelleux, caractérisé par un élargis-
sement modéré des scissures vermiennes, un retard de langage et des troubles de la coordina-
tion motrice (Tableau 2). Le séquencage de 1’exome a identifié une duplication de novo en
5g31.3 (Figure S1H en supplément). Ce gain de copie, classé comme variant de signification
inconnue, englobe le géne PURA, connu pour étre impliqué dans un trouble neurodéveloppe-
mental avec insuffisance respiratoire néonatale, hypotonie et difficultés alimentaires (#MIM
616158). Le séquencage longue lecture a généré 88,1 Gb de données, avec une couverture du
I’appel de variants par CuteSV, a permis de localiser un gain de copie de 215 355 pb, avec des
points de cassure en chr5:140,028,373-140,243,707, et de le caractériser comme une duplica-
tion en tandem, révélant deux copies adjacentes de la région 5A (Figure 41J-Ket Figure_An-
nexe 10G-H). Une microhomologie de 4 pb, "AGTG", a été identifiée a la jonction du point
de rupture (Figure 41L). Cette microhomologie a été confirmée par séquencage Sanger (don-
nées non montrées). Toutefois, 1’analyse par LRS sur ADN n’a pas permis de conclure sur le

caractere bénin ou pathogene de ce variant.

Ces quatre cas illustrent des duplications en tandem associées a des microhomologies aux
points de cassure, soulignant une possible implication de mécanismes réparateurs spécifiques

dans la genése de ces variants.
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Figure 41 : Analyse moléculaire des variants de gain de copies chez UPN6-9, mettant en évidence des points
de cassure associés a des microhomologies. (A, D, G, J) Représentations en “subway plot” des variants de gain
de copies en tandem situés sur les chromosomes 21 (450 kb), X (325 kb), 6 (900 kb) et 5 (210 kb), chez UPNG6,
UPN7, UPN8 et UPN9 respectivement. (B, E, H, K) Visualisations dans le navigateur génomique UCSC des
points de cassure localisés dans les géenes TSPEAR, XIAP (englobant STAG2), GRIK2 et NRG2/CYSTM1, chez
les mémes patients respectivement. (C, F, I, L) Analyses des points de cassure mettant en évidence des microho-

mologies de 3 pb, 2 pb, 3 pb et 4 pb, respectivement chez UPN6, UPN7, UPN8 et UPN9.

3.2.3.2. Le séquencage long-reads révéle un mécanisme de répara-

tion marqué par des cicatrices d'insertion aux points de rupture

UPN10 est une fille de 15 ans présentant une déficience intellectuelle modérée (acquisition de
la position assise a 10 mois, marche a 28 mois), des traits dysmorphiques, une hypotonie et

une hyperlaxité (Tableau 2). L’analyse par puce CGH a mis en évidence une triplication de
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novo au locus 21g22.13, confirmée par qPCR ciblée. Ce gain de copie, classé comme variant
de signification inconnue et incluant des geénes morbides OMIM, a justifié une exploration
complémentaire pour mieux évaluer son role potentiel pathogénique. Le séquencage long-
reads a généré 95,02 Gb de données, avec une couverture génomique de 29X et une longueur
N50 des lectures de 10,82 kb. L’approche combinée avec les outils Sniffles et CuteSV a per-
mis d’identifier deux points de rupture associés, caractérisant structurellement deux gains de
copies consécutifs formant une triplication tandem de 482601 pb en chr21:37,230,352-
37,712,952 (Figure 42A, Figure_Annexe 11A-B). L’analyse des points de rupture a révélé
que ceux-ci étaient localisés dans I’intron 5 du gene VPS26C et dans I’intron 3 du gene
KCNJ6, englobant le géne DYRKI1A (Figure 42B). Par ailleurs, une insertion de 26 pb a été
identifiée a la jonction des points de rupture, suggérant un mécanisme de formation complexe

(Figure 42C).

Cette observation illustre une triplication en tandem complexe, associée a une insertion au
point de cassure, suggérant I’intervention de mécanismes réparateurs atypiques dans la forma-

tion du variant.

A VPS26C KCNJ6
372|40kb 3740|0kb 376|00kb

o DN I

B C

Sude
ot 37150000 3720000 3'2_77575% 000 ACTTTCCGATTAGGTTCCTGTGCCTTTTGTTCTATGGAAAGGAGACCGCTCCT

20kb

2210 ACTTTCCGATTAGGTTCCCTAATCGGAAAACAATAAGTATAGGT RTARAATAR

SR TCATTTTCCCTCTCCTCCCACTGACATGATATTAACATATACAA NTARARTAR

Figure 42 : Analyse moléculaire des variants de gain de copies chez UPN10, mettant en évidence des cica-
trices d’insertion aux points de cassure. (A) Subway plot illustrant un variant de gain de deux copies en tandem,
localisé sur le chromosome 21, d’environ 460 kb, chez le patient UPN10. (B) Visualisation du variant dans le
navigateur génomique UCSC chez UPN10, montrant un point de cassure situé dans les génes VPS26C et

KCNJ6. (C) Analyse des points de cassure du variant chez UPN10, mettant en évidence une insertion de 26 pb.
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3.2.3.3. Le séquencage long-reads permet une analyse approfondie

des variants de structure complexes et des mécanismes de réparation

UPN11 est un garcon de 12 ans présentant une déficience intellectuelle et des troubles du
comportement, incluant un trouble du spectre autistique et un comportement auto-agressif
(Tableau 2). Le séquencage du génome a mis en évidence deux gains de copies rapprochés et
inversés au locus Xp11.22, d’origine maternelle (Données supplémentaires). Le séquencage
longue lecture a généré 124,29 Gb de données, avec une couverture du génome de 32X et une
longueur médiane des lectures (N50) de 8,26 kb. En combinaison avec I’outil Sniffles, deux
inversions chevauchantes ont été identifiées: 1’'une s’étendant sur 290689 pb
(chrX:52 930 637-53 221 326) et 1’autre sur 664 895pb (chrX:53 054 017-53 718 912). En pa-
rallele, deux duplications rapprochées ont été détectées sur la base de 1’augmentation locale
de la profondeur de lecture : la premiere entre chrX:52 930 637-53 054 016 et la seconde
entre chrX:53 221 326-53 718 911. La premiere duplication est localisée dans une région in-
tergénique et dans I’intron 1 du géne GPR173, tandis que la seconde se situe dans I’intron 1
du gene KDM5C et dans une région intergénique incluant les genes SMCIA et HUWE] (Fi-
gure 43A-B). La caractérisation structurale de ces variants indique qu’ils résultent d’'un méme
événement complexe de réarrangement génomique, formant une configuration DUP/INV-
NML-DUP. Cette structure implique que ce réarrangement comprend une duplication inver-
sée et qu’elle contient une seconde duplication qui semblent étre en contact (Figure 43A et Fi-
gure_Annexe 11C-D). L’analyse des points de cassure a révélé qu’une microhomologie de 2
pb, “GC”, est partagée entre la fin de la duplication 3B et la fin de la duplication 3A, tandis
qu’aucune microhomologie ni insertion/délétion n’a été détectée au point de cassure entre le
début des duplications 3A et 3B (Figure 43C-D). Cet événement complexe entrainant une du-
plication d’une région connue pour sa triplosensibilité, contenant SMC1A et HUWEI, a été

classé comme pathogéne.
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Figure 43 : Analyse moléculaire de variants de structure complexes chez UPN11 et UPN12. (A, E) Subway
plots représentant respectivement un réarrangement DUP/INV-NML-DUP sur le chromosome X chez UPN11, et
un réarrangement DUP-TRP/INV-DUP sur le chromosome 3 chez UPN12. (B, F) Visualisation des variants
dans le navigateur génomique UCSC pour UPN11 et UPN12, montrant les points de cassure localisés dans les
génes GPR173 et KDM5C (UPN11), ainsi que LEKR1, WDR49 et CHRD (UPN12). (C-D, G-H) Analyse des
points de cassure 5’ et 3’ des régions concernées dans les variants de gain de copies respectifs chez UPN11 (ré-
gion XB) et UPN12 (région 3B).

UPN12 est un garcon de 21 ans présentant une déficience intellectuelle et une présentation
clinique évocatrice d’une syndrome Cornelia-de-Lange (Tableau 2). L.’analyse par CGH-array
a révélé une duplication-triplication-duplication (DUP-TRP-DUP) de novo au locus 3g25-

3g27.1. En raison de la complexité du variant structurel détecté, des analyses complémen-
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taires ont été réalisées afin de mieux en caractériser la structure et d’évaluer ses implications
potentielles. Le séquencage long-reads a généré 119,92 Gb de données, avec une couverture
du génome de 32x et une longueur médiane des lectures de 11,96 kb. En combinaison avec
les outils Sniffles et CuteSV, ’approche LRS a confirmé la présence du réarrangement com-
plexe et permis sa caractérisation précise, révélant une configuration DUP-TRP/INV-DUP
(Figure_Annexe 11E-H). Les points de cassure ont été localisés aux positions
chr3:157 023 828-167 491 869 (14468042 pb) pour 3A, chr3:167 491 870-167 662 642
(170 773 pb) pour 3B, et chr3:167 662 643—-184 386 326 (16 723 684 pb) pour 3C (Figure
43E-F). L’analyse des points de cassure a révélé 1’absence de microhomologie entre la fin de
3C et la fin de 3A (reads en faveur de I’inversion), tandis qu’une microhomologie de 3 pb
(“TTC”) a été identifiée entre le début des segments 3A et 3B (reads en faveur de 1’inversion)
(Figure 43G-H). En raison de la taille globale du réarrangement déséquilibré, ce CNV a été

classé comme pathogéne.

L’ensemble de ces analyses démontre que, méme si le variant a été automatiquement classé
pathogene de par sa grande taille, le séquencage long-reads permet non seulement la détection
précise de variants complexes, mais aussi une caractérisation fine des points de cassure.
L’identification de signatures moléculaires distinctes dans ces réarrangements souligne la di-

versité des mécanismes a 1’origine de ces événements génomiques complexes.

3.2.4. Discussion

Dans cette étude, nous avons utilisé le séquencage long-reads pour caractériser des variants
de structure de type gain de copies chez sept patients, soulignant son intérét pour la résolution
de réarrangements génomiques complexes restant partiellement élucidés par les approches
conventionnelles telles que le séquencage short-reads ou les CGH-array. Le LRS permet une
résolution plus fine des points de cassure, identifie des signatures de microhomologie et dé-
tecte des architectures structurales complexes, améliorant significativement la classification
des variants. La caractérisation précise de ces variations structurelles a des implications cli-
niques directes, en permettant une évaluation plus fiable de leur caractére pathogéne. Notre
étude met en évidence 1’importance d’approches de séquencage complémentaires pour obtenir

de nouvelles informations contribuant a un diagnostic moléculaire complet en cytogénomique.
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L’analyse par séquencage long-reads a permis d’identifier quatre duplications en tandem, une
triplication en tandem, une DUP-TRP/INV-DUP, ainsi qu’un réarrangement complexe de
type DUP/INV-NML-DUP. Bien que cette étude se soit principalement concentrée sur la ca-
ractérisation structurale et la résolution des points de cassure, les informations supplémen-
taires fournies par le LRS ont permis de réévaluer la classification de plusieurs variants. En
effet, la cartographie précise des points de cassure et de 1’architecture structurale a facilité la
réinterprétation de certains variants de nombre de copies, une étape essentielle pour leur éva-

luation clinique.

Parmi les quatre duplications en tandem, aucune n’a pu étre reclassée sur la seule base des
données structurales. Par exemple, la duplication observée chez UPNG6, bien qu’elle englobe
des génes morbides listés dans OMIM, demeure un variant de signification inconnue. La du-
plication identifiée chez UPN?7, initialement classée comme pathogene, a été réexaminée en
raison de son lien potentiel avec le phénotype d’ectrodactylie. Toutefois, la caractérisation

structurale n’a pas permis de conclure a une corrélation phénotypique élargie.

De méme, la duplication observée chez UPN8 est restée classée comme VSI. Néanmoins,
compte tenu du phénotype spécifique de ce patient, notamment I’obésité, et de la localisation
de la région dupliquée, nous émettons 1’hypothese d’une implication possible de SIM1. Ce
gene est impliqué dans 1’obésité et 1’hypopituitarisme, justifiant une exploration plus appro-
fondie de son contexte régulatoire et de I’impact potentiel sur I’architecture locale de la chro-

matine.(184)

Chez UPNY, les données de LRS n’ont pas permis de reclasser la duplication. Toutefois, I’im-
plication de PURA, un gene associé a des troubles du développement neurologique incluant
une hypotonie néonatale, une insuffisance respiratoire et des troubles de 1’alimentation rend
ce variant digne d’intérét, et des études fonctionnelles ultérieures pourraient s’avérer informa-

tives.(185)

La triplication en tandem englobant DYRK1A chez le patient 5 a été reclassée comme proba-
blement pathogeéne, en accord avec la sensibilité au dosage de ce gene dans les phénotypes

neurodéveloppementaux et compte tenu du caractere de novo du variant.
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L’analyse du réarrangement complexe DUP/INV-NML-DUP chez UPN11 a conduit a sa re-
classification pathogéne en raison de 1I’implication de HUWE1, un géene associé au retard in-

tellectuel 1ié a 1’X.(186)

Bien que les analyses fonctionnelles aient été hors du périmetre de cette étude, la résolution
structurale apportée par le LRS met en évidence des loci candidats pour des investigations fu-

tures.

Notre étude apporte des éclairages mécanistiques sur la formation des variants de structure, en
soulignant le role des processus de réparation de I’ADN et de la réplication. Le séquencage
long-reads a permis la détection de caractéristiques des points de cassure, telles que des mi-
crohomologies et des insertions, révélant ainsi les empreintes de mécanismes de réparation

distincts.

La jonction classique non homologue (c-NHEJ) ligature directement les extrémités d’ADN et
introduit fréquemment de petites insertions/délétions. La jonction médiée par microhomologie
(MMEJ), une variante de la NHEJ, utilise de courtes séquences homologues (5-25 pb) et en-
traine souvent des délétions ou des réarrangements complexes. Les mécanismes basés sur la
réplication, tels que le fork stalling and template switching (FoSTeS) ou la réplication induite
par cassure médiée par microhomologie (MMBIR), se produisent durant la réplication, géné-
rant des insertions, duplications ou triplications via des changements de matrice via des mi-
crohomologies. Contrairement a la recombinaison homologue non allélique (NAHR), ces pro-

cessus aboutissent a des réarrangements variables et non récurrents .(23,34,37,44)

Dans notre cohorte, des microhomologies aux points de cassure ont été détectées dans 57 %
des cas (4/7), notamment dans les duplications en tandem des UPN6 a UPN9 (2—7 pb), cohé-
rent avec des mécanismes de réparation médiés par microhomologie.(44) Toutefois, il reste
difficile de déterminer si ces SV résultent de mécanismes de recombinaison comme c-
NHEJ/MMEJ ou de processus basés sur la réplication tels que FoSTeS/MMBIR.(187) Bien
que FoSTeS/MMBIR soient typiquement associés a des réarrangements complexes, ils
peuvent également générer des duplications simples avec microhomologies, ce qui complique

leur distinction par rapport aux événements NHEJ ou MMEJ.(187,188)

UPN10 présente une cicatrice au niveau des points de cassure, caractérisée par 1’insertion de

26 pb (1/7, 14 %). Ce type d’insertion est généralement associé a des mécanismes de répara-
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tion a fort taux d’erreur, tels que FoSTeS/MMBIR, capables de générer des variants de struc-

ture complexes comme des triplications..(34,44)

Chez UPN11 et UPN12 (29 %), des réarrangements complexes impliquant quatre points de
cassure (DUP-TRP/INV-DUP et DUP-NML-DUP/INV) ont révélé des signatures mixtes: une
jonction avec microhomologie, indicative de FoSTeS/MMBIR, et une autre sans microhomo-
logie, compatible avec NHEJ. Ces observations suggérent que plusieurs mécanismes de répa-
ration peuvent agir séquentiellement, avec une initiation par des processus basés sur la répli-
cation, suivie d’une résolution par NHEJ sans insertion ni délétion (Figure_Annexe 12A-B).

(189)

Pour étudier la complexité structurale des CNVs, le séquencage long-reads a été appliqué a
sept patients présentant des gains de copie de signification inconnue ou des phénotypes dis-
cordants. Le LRS a atteint une couverture moyenne du génome de 28,5X avec une longueur
moyenne de lecture de 9 936 pb, détectant des variants de structure avec environ 16 lectures

supports.

Bien que ces variants de structure aient déja été identifiés par des techniques convention-
nelles, nous avons choisi d’utiliser des logiciels de détections de variants de structure (SV cal-
lers) pour évaluer s’ils pouvaient étre repérés uniquement via le LRS et sans a priori. Deux
outils parmi les meilleurs ont été sélectionnés : Sniffles2 et CuteSV. (177,190-192) Pour as-
surer la comparabilité, nous avons harmonisé les parameétres afin que les deux outils détectent
des SVs d’au moins 30 pb avec un support minimal de 8 lectures. La plupart des réglages par
défaut ont été conservés, mais quelques ajustements étaient nécessaires: le parametre par dé-
faut de CuteSV “--maxsize 100000 n’était pas compatible avec les variants de grande taille,
nous I’avons donc modifié en “--maxsize -1” avec “--min_support 8” ; pour Sniffles2, nous

avons utilisé “--minsvlen 30 et “--minsupport 8”.

Sniffles2 a détecté 75 % (6/8) des variants, manquant celui de UPN9 et la délétion de UPNG6,
tandis que CuteSV en a détecté 71 % (5/7), manquant celui de UPNS et la délétion de UPN 6
(la détection de UPN11 a échoué). La taille médiane des variants détectés par Sniffles2 était
de 532 936 pb, contre 357 360 pb pour CuteSV. Sans modification du parameétre “--maxsize”
de CuteSV, aucun variant n’aurait été détecté, ce qui souligne 1I’importance du réglage des pa-

rametres.
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La détection pourrait étre améliorée en utilisant un autre outil d’alignement, comme NGMLR,
qui, selon la littérature, améliore la détection des SVs malgré une vitesse de calcul moindre et
un taux d’erreur plus élevé. Sniffles reste I’outil de détection le plus performant mais sa sensi-
bilité diminue avec une couverture de séquencage plus faible.(177,193) Plus surprenant,
Sniffles2 n’a pas détecté le variant de UPN9 malgré 20 lectures supports, suggérant la néces-
sité d’ajuster certains parametres. Plusieurs études recommandent ainsi de réduire le seuil mi-

nimal de support a trois lectures et de modifier les parameétres de regroupement dans CuteSV.

Notre évaluation met en évidence les limites des parametres par défaut, en particulier pour les
SVs de grande taille. Si Sniffles2 a de trés peu surpassé CuteSV, I’optimisation des para-
metres reste cruciale pour améliorer la sensibilité. Les efforts futurs devraient se concentrer
sur I’affinement des pipelines de détection et des stratégies de séquencage afin d’améliorer la
détection, la classification et 1’interprétation des SV, au bénéfice de la recherche comme du

diagnostic clinique.

3.3. Etude de variants associés a MED13L
3.3.1. Contextualisation

Le syndrome MED13L (MIM #616789) est causé par des variants pathogénes monoalléliques
de MED13L, qui code pour une sous-unité du complexe Mediator, un régulateur clé des pro-
cessus transcriptionnels. MED13L partage sa localisation fonctionnelle au sein du module ki-
nase du complexe Mediator avec son paralogue MED13. Ces deux protéines présentent une
région régulatrice spécifique centrée autour de la thréonine 326, contenant un motif de dégra-

dation phosphorylé, également appelé phosphodégron.

L’étude du spectre clinique des anomalies liées a MED13L a conduit a 1’identification majori-
taire de variants de perte de fonction, associés a un trouble du neurodéveloppement caractéri-
sé par une déficience intellectuelle modérée, un retard de langage et des traits dysmorphiques,
parfois accompagnés de malformations cardiaques congénitales. De plus, deux variants de
structure impliquant des translocations avec un point de cassure intragénique dans MED13L
ont été rapportés. Les patients porteurs de ces réarrangements présentaient des anomalies car-

diaques, une microcéphalie, ainsi qu’un retard du développement associé a une déficience in-
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tellectuelle. Ces observations soutiennent 1’idée que les variants de structure affectant directe-

ment la structure de MED13L peuvent étre déléteres.

Dans ce contexte, nous avons identifié deux patients présentant des gains de copies partiels du
locus MED13L, détectés par analyse CGH. Contrairement aux cas décrits précédemment, ces
variants sont des duplications, et non des translocations, et les phénotypes associés sont relati-
vement peu spécifiques. Une caractérisation fine de ces duplications était donc nécessaire afin
d’évaluer leur impact potentiel sur MED13L et de déterminer si tout variant structurel affec-

tant ce géne est nécessairement pathogene.

3.3.2. Résultats

3.3.2.1. Présentation clinique des patients UPN13 et UPN14

UPN13 est un garcon de 2 ans présentant un retard de développement et une hypertonie.
L’analyse par puce CGH a révélé un gain de copies d’origine paternelle au locus 12q24.21,

englobant le gene MED13L, observation confirmée par qPCR.

UPN14, 4gé de 10 ans, présente quant a lui une déficience intellectuelle séveére. Une analyse
similaire a mis en évidence un gain de copies au méme locus, incluant également MED13L et

hérité par un des membres de sa famille.

Compte tenu des données de la littérature avancée précédemment, et des phénotypes observés
chez UPN13 et UPN14, I’impact pathogéne potentiel de ces duplications mérite d’étre interro-
gé. Dans ce contexte, une analyse plus approfondie de ces variants a été réalisée par LRS-

WGS.

3.3.2.2. Etude de I’impact biologique des gains de copies associés a

MED13L

Afin d’évaluer I’impact potentiel du gain de copies observé chez UPN13 et UPN14, un LRS-
WGS a été réalisé. Celui-ci a permis de générer 100,4 Gb de données, correspondant a une
couverture moyenne du génome de 28X, avec une longueur médiane de lecture de 11,93 kb
pour UPN13 et 61,68 Gb de données, avec une couverture moyenne de 18X et une longueur

N50 de 8,13 kb pour UPN14 (Tableau 2).
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L’analyse des données de UPN13 a mis en évidence un gain de copies de 308 355 pb, détecté
par I’outil Sniffles2 entre les positions chr12:115,949,420-116,257,774 (GRCh38), caractérisé
comme une duplication en tandem. Les points de cassure étaient localisés dans I’intron 1 de
MEDI13L en 5’, et en région intergénique a proximité de la région 3’-UTR du méme geéne.(Fi-
gure 44.A-E) Une séquence de microhomologie de 7 pb ("TATTTTT") a été identifiée au ni-
veau de la jonction.(Figure 44.C) Les données suggerent donc une duplication partielle de

MEDI13L ne contenant pas le premier exon codant.

L’analyse des données de UPN14 a I’aide de I’outil CuteSV a permis d’identifier deux points
de cassure définissant une duplication en tandem de 11 347 pb, localisée entre les positions
chr12:115,949,781-115,961,127 (GRCh38) (Figure 44.B-E). Une insertion de 2 pb a été dé-
tectée au niveau de la jonction de cassure, et confirmée par séquencage Sanger (Figure 44.D).
Le point de cassure proximal était situé en région intergénique entre les genes TBX3 et

MED13L, tandis que le point de cassure distal se trouvait dans la région 3’-UTR de MED13L.
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Figure 44: Analyses moléculaires des gains de copies impliquant MED13L. (A-B) Représentation par subway plots des du-
plications en tandem identifiées chez les patients UPN13 et UPN14. (C-D) Analyse des points de cassure aux jonctions des
duplications pour chacun des patients. (E) Visualisation sur le navigateur UCSC de la séquence de type sauvage (WT) de
MEDI13L et des régions concernées par les duplications. (en jaune :segment dupliqué chez le patient UPN13 ; en vert, celui

du patient UPN14).

Ces deux analyses ont permis de mettre en évidence des gains de copies emportant partielle-
ment MED13L ne causant pas de modification sur la structure biologique de MED13L laissant
donc deux copies intactes du gene. Le gene n’étant pas connu pour étre triplosensible, en 1’ab-
sence d’effet délétere manifeste sur sa structure, ainsi qu’au regard de 1’héritage du variant,

ces gains de copie ont été reclassé comme probablement bénigne.
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3.3.3. Conclusion

Le séquencage long-read Nanopore a permis une caractérisation fine de la structure des gains
de copies initialement détectés par CGH-array. Ces derniers, bien que facilement identi-
fiables, restent peu informatifs en 1’absence de données sur la localisation précise et 1’orienta-
tion de la copie supplémentaire, ce qui justifie leur classification initiale comme variants de

signification inconnue.

L’analyse par LRS-WGS a révélé, chez les deux patients, des duplications en tandem impli-
quant MED13L de maniere partielle : de I’exon 2 a I’exon 31 chez UPN14, et uniquement la
région 3'-UTR pour UPN15. Cette organisation en tandem implique que la copie supplémen-
taire n’altére pas la structure du gene sur 1’allele de référence, ce qui soutient leur reclasse-

ment comme variants probablement bénins.

Par ailleurs, 1’étude fine des points de cassure a permis de mieux comprendre les mécanismes
d’émergence et de réparation de ces duplications. Chez UPN13, une microhomologie de 7 pb
a été identifiée a la jonction, suggérant un mécanisme de réparation dépendant de la réplica-
tion, tel que FoSTeS ou MMBIR mais aussi potentiellement des mécanismes comme NHEJ/
MMEJ. En revanche, chez UPN14, la présence d’une insertion de 2 pb est plus en faveur d’un
mécanisme de type NHEJ, non conservatif, caractérisé par la présence de cicatrices d’inser-

tion.

Bien que les deux patients présentent un gain de copies impliquant MED13L, les caractéris-
tiques moléculaires de ces variants différent nettement : la taille des duplications, la localisa-
tion des points de cassure ainsi que les mécanismes de réparation impliqués ne sont pas les
mémes. Ces observations soulignent 1’hétérogénéité structurelle de ces duplications et

confirment qu’il s’agit de variants non récurrents associés a MED13L.
3.4. Etude d’un variant associé a GPSM2
3.4.1. Méthode spécifique
Les prédictions de 1’impact sur I’épissage des variants introniques ont été réalisées a 1’aide de

NetGene2(194), un outil in silico reposant sur des réseaux de neurones artificiels, permettant
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d’identifier et de localiser de maniére prédictive des sites donneurs et accepteurs d’épissage

dans une séquence donnée.

3.4.2. Résultats

3.4.2.1. Présentation clinique du patient UPN15 et explorations par

génome Short-Read

UPN15 est un garcon né de parents non apparentés, présentant un phénotype syndromique as-
sociée a une surdité neurosensorielle profonde, une hydrocéphalie, une agénésie du corps cal-

leux, une gyration corticale anormale, une dysplasie cérébelleuse ainsi qu’un hypertélorisme.

Dans le cadre de 1’exploration étiologique de cette surdité, un séquencage du génome complet

en trio (patient et ses deux parents) a été réalisé par technologie short-read.

Cette analyse a permis d’identifier une variation hétérozygote, de transmission paternelle, cor-
respondant a une délétion de 4 paires de bases localisée dans I’intron 13 du gene GPSMZ2
(chr3:108922579-108922582, GRCh38). Les outils de prédiction in silico (tels que SpliceAl
et SpiP) suggerent fortement une abolition du site donneur d’épissage. Cette variation est ex-
trémement rare dans la population générale, avec une fréquence allélique de 1,371 x 107¢
dans la base de données gnomAD, et est rapportée comme pathogene dans ClinVar (ID:

419262).

GPSM?2 est responsable du syndrome de Chudley-McCullough (MIM #604213), un syndrome
autosomique récessif caractérisé par une surdité neurosensorielle d’apparition précoce asso-
ciée a une combinaison de malformations cérébrale, notamment une agénésie partielle du
corps calleux, une dysplasie cérébelleuse et la présence de kystes arachnoidiens.(195) Le phé-
notype clinique étant trés spécifique, il oriente fortement vers ce diagnostic des la description

initiale.

Le mode de transmission étant récessif, la pathogénicité de la variation identifiée ne peut étre
pleinement interprétée qu’en présence d’un second variant pathogéne sur 1’autre allele. Or,
aucun autre variant n’a été détecté par les algorithmes d’appel de variant. Néanmoins, au vu
de la forte concordance phénotypique avec le syndrome de Chudley-McCullough, 1’hypothese

d’un second variant passé inapercu reste hautement probable.
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Dans ce contexte, une inspection manuelle des données issues du séquencage génomique
short-read a été réalisée. Cette analyse a révélé, au niveau de ’intron 10 de GPSM2, la pré-
sence de lectures chimériques suggérant une possible translocation impliquant le chromosome
9. Ces lectures chimériques ont été observées chez le patient ainsi que chez sa mere. Toute-
fois, en raison du manque de précision inhérents a la technologie short-read, les éléments re-
cueillis ne permettaient pas de conclure quant a la nature exacte de cette réorganisation ni a
son éventuelle pathogénicité. Afin de mieux caractériser cet événement, un séquencage par

technologie long-read a été envisagé.

3.4.2.2. Diagnostic moléculaire du syndrome Chudley-McCullough
par séquencage Long-Read

Caractérisation moléculaire du syndrome Chudley-McCullough

Dans ce contexte, un LRS-WGS a été réalisé afin de caractériser plus précisément le variant
de structure suspecté a partir des données short-read. Le séquencage a été effectué par adap-
tive sampling, ciblant environ 0,5 % du génome, correspondant a la région englobant GPSM2
(chr3:100,000,000-116,000,000, GRCh38). Cette approche a permis de générer un total de
8,49 Gb de données, correspondant a une couverture moyenne d’environ 30 sur la région ci-

blée, et de 2x sur le reste du génome (Tableau 2).

L’analyse des données obtenues a permis, dans un premier temps, de confirmer la présence de
la délétion pathogene de 4 pb identifiée dans I’intron 13 de GPSM2 (Figure 45.A). Par
ailleurs, les outils de détection de variants de structure, en particulier CuteSV, ainsi qu’une
inspection visuelle approfondie, ont mis en évidence une insertion d’environ 2,5 kb localisée
dans I’intron 10 du méme geéne (Figure 45.B). L’analyse des lectures chimériques a révélé
que cette insertion provenait d’une région du chromosome 9 et était inversée par rapport a sa

séquence d’origine (chr9:87,757,558-87,759,515, GRCh38). (Figure 45.C-D).

Ces résultats ont donc permis de détecter une insertion inversée dans GPSM2 de transmission
maternelle, confirment les observations issues du génome short-read, et illustrent les limites
de cette technologie pour la détection et la caractérisation fine de certains variants de struc-

ture, notamment en raison de la faible taille des lectures générées.

SVA et prédiction in silico
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Figure 45: Analyse des variants affectant le géene GPSM2 chez UPN15. (A) Visualisation dans IGV de la délé-
tion de 4 pb, localisée dans I’intron 13 de GPSM?2 et héritée du pére. (B) Visualisation dans IGV d’une insertion
d’environ 2 500 pb dans I’intron 10 de GPSM2. (C) Alignement des lectures au niveau de I’insertion dans I’in-
tron 10, visualisé avec Ribbon genome browser. (D) Lecture chimérique suggérant ’insertion d’un segment in-
versé, visualisée avec Ribbon genome browser. (E) Visualisation dans UCSC Genome Browser de la région du

chromosome 9, mettant en évidence des séquences répétées caractéristiques des éléments SVA.

L’analyse des reads issues du séquencage long-read a permis de caractériser finement I’inser-
tion. Dans la région du chromosome 9, des séquences répétées caractéristiques ont été mises
en évidence. Leur analyse a révélé que I’insertion correspond a un rétrotransposon de type
SVA (SINE-VNTR-Alu), une famille de rétrotransposons non autonomes, spécifiques des ho-
minidés et connue pour son implication dans diverses pathologies humaines (Figure 45.E).

(196,197)

Compte tenu des caractéristiques des SVAs, nous avons émis 1’hypothese qu’il pourrait per-
turber 1’expression ou 1’épissage des transcrits de GPSM2, entrainant un effet potentiellement
pathogene. Les SVAs peuvent influencer la transcription des genes, comme documenté dans
la littérature. Une insertion intronique peut modifier I’épissage ou la stabilité des ARN messa-

gers, capter des exons en amont, initier la transcription depuis I’intron ou en interne, et pro-
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duire des transcrits de longueurs variées selon le signal polyA utilisé, impactant ainsi la régu-

lation normale du géne héte.

Afin d’évaluer cette possibilité, une analyse in silico de 1’épissage a été réalisée a I’aide de
I’outil NetGene2. Comparée a la séquence de I’intron 10 de 1’alléle de référence, 1’analyse
prédit I’émergence d’un nouveau site donneur d’épissage a proximité de la région insérée,
ainsi qu’un site accepteur situé environ 1200 pb en aval (Figure 46.A-C). Ces éléments sug-

gerent la création d’un nouvel exon cryptique a I’intérieur de I’intron 10, susceptible d’induire
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Figure 46: Prédiction in silico de I’impact de I’insertion sur I’épissage de GPSM2. (A) Prédiction des sites
d’épissage dans la séquence WT a I’aide de ’outil NetGeneZ2. (B) Mise en évidence d’un site donneur d’épissage
potentiel dans la séquence du patient UPN15. (C) Identification d’un site accepteur d’épissage potentiel. (D)

Schéma illustrant la potentielle formation d’un nouvel exon dans ’intron 10 de GPSM2.
un décalage du cadre de lecture et, par conséquent, d’altérer la structure du transcrit de

GPSM?2 (Figure 46.D).

Compte tenu du phénotype de UPN15, hautement évocateur du syndrome de Chudley-McCul-
lough, et de I’hypothese d’un décalage du cadre de lecture induit par I’insertion inversée, cette

derniére a été interprétée comme probablement pathogene.

3.4.3. Conclusion

Le séquencage long-read a permis de palier aux problémes associés a la taille des fragments

séquencés par séquencage par synthese. En effet, a cause de cette limite, le diagnostic molécu-
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laire du patient n’a pas pu étre fait. UPN15 présente un phénotype tres spécifique et similaire
permettant une hypothése de diagnostique du syndrome Chudley-McCullough. Ce séquencage
short-read a donc confirmé en partie cette hypothése via détection d’un variant hétérozygote
associé a une délétion de 4pb dans I’intron 13 de GPSM2. Mais ce géne étant connu pour étre

récessif, la seconde partie confirmant le diagnostic moléculaire était manquante.

L’inspection visuelle des données de SRS a permis de poser une hypothése de translocation
avec le chromosome 9. Cependant a cause de la taille trop petite des fragments de séquencage,

la caractérisation structurelle de ce variant n’a pas pu étre fait.

Le séquencage long-read a permis de caractériser structurellement le variant identifié, qui
s’est révélé étre une insertion inversée d’un pseudo-exon dans I’intron 10 de GPSM2 (Figure
45.B-D). Ces données ont également permis une analyse fine du mécanisme a 1’origine du ré-
arrangement. En effet, la présence de SVA suggeére I’implication du mécanisme de Target-
Primed Reverse Transcription (Figure 45G). En effet, les SVAs (SINE-VNTR-Alu) ex-
ploitent la machinerie des LINE-1 pour leur insertion. Elle repose sur un mécanisme appelé
reverse transcription amorcée sur le site cible (Target-Primed Reverse Transcription). L’en-
donucléase de L1 clive I’ADN génomique riche en A/T (AATTTT dans ce cas), générant une
extrémité 3’-hydroxyle utilisée comme amorce pour la synthése d’ADNCc a partir de I’ARN
polyadénylé du SVA. Ce processus aboutit a une insertion accompagnée d’une duplication du
site cible (TSD) de 13bp dans cette insertion et d’une queue poly-A, signatures caractéris-

tiques de ce mécanisme. (Figure_Annexe 13). (198)
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1. Caractérisations structurelle et moléculaire de variants de structure

1.1. Analyse par LRS : Vers un meilleur taux diagnostique ?

La majorité des variants de structure étudiés dans notre cohorte correspondait a des gains de
copies. Ce type de variant, fréquemment identifié en routine diagnostique, est souvent com-
plexe a interpréter, notamment en raison du manque d’information concernant 1’organisation

structurale.

Les données de la littérature confirment ces difficultés : avec la technologie CGH-array, entre
10 et 15 % des CNVs demeurent classés comme de signification incertaine, en grande partie a
cause de la résolution limitée de la méthode et des incertitudes liées a I’interprétation. Dans
une étude rapportant que 15,7 % des profils CGH révélaient des gains de copies classés de si-
gnification inconnus, une simple réanalyse des données avec des outils d’annotation actualisés
a permis de reclasser pres de 40,6 % de ces variants, soulignant I’importance des efforts de ré-

interprétation pour améliorer le rendement diagnostique.(199)

Ces données, associées aux limites des technologies short-read, montrent que de nombreux
gains de copies ne sont pas caractérisés de maniere précise avec ces techniques. En effet, les
biais techniques pour le SRS, notamment liés a la présence de séquences répétées ou a la
faible mappabilité de certaines régions du génome de référence, empéchent une détection
fiable des CNVs. Ainsi, un grand nombre de variants mal identifiés ou initialement classés
comme de signification inconnue restent aujourd’hui a réinterpréter, en particulier a la lumiére

des nouvelles approches de séquencage long-read.

Dans ce contexte, nous avons entrepris une réanalyse de 12 gains de copie identifiés chez 15
patients de notre cohorte (UPN4-UPN11 et UPN13-UPN15), initialement classées comme
VSI ou dont le lien avec le phénotype restait incertain. Grace a la technologie LRS, nous
avons pu affiner considérablement la description de ces variants, en accédant a une résolution
structurelle plus fine. Cette approche a permis de localiser précisément les points de cassure et
de déterminer la nature exacte des réarrangements sous-jacents, révélant dans certains cas des

configurations inattendues ou complexes pouvant contribuer a la pathogénicité du variant.

Au total, cette réanalyse a permis de proposer une hypothese diagnostique et de reclasser

25 % des variants (3/12 ; UPN10-UPN11 et UPN 15) comme probablement pathogenes ou
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pathogenes. Deux duplications (16,7 %, UPN13 et UPN14) ont été reclassées comme proba-
blement bénignes, tandis que quatre autres (33,3 %, UPN6 a UPN9) n’ont pas pu étre reclas-

sées avec certitude. (Table_Annexe 5)

Par ailleurs, deux duplications supplémentaires (UPN4 et UPN5) ont pu étre reclassées
comme probablement pathogenes grace a une approche fonctionnelle fondée sur I’analyse de
de I’ADNCc par séquengage long-read. En effet, le LRS permet de mieux comprendre 1’impact
des variants de structure sur les génes affectés et a permis de confirmer I’effet délétére suspec-

té sur les bases de données génomiques.

Ainsi, en combinant 1’analyse structurelle du génome a une approche transcriptomique, au to-
tal 42,7 % des gains de copies initialement classés comme VSI ont pu étre reclassés comme
probablement pathogenes. Dans les cas non résolus, 1’étude de I’impact potentiel sur 1’archi-
tecture tridimensionnelle du génome, en particulier via des perturbations des interactions re-
gulatrices a distance, représente une piste complémentaire a explorer pour mieux comprendre
la signification fonctionnelle de ces duplications. De plus, pour les patients pour lequel le va-
riant avait déja été classé pathogene que cela soit au vu de sa taille ou par rapport aux données
déja existantes dans les bases de données (UPN1-UPN2, UPN7 et UPN12), les données ont
tout de méme permis de préciser le réarrangement complet mais aussi d’en préciser le point de

cassure et de pouvoir préciser le mécanisme de survenues. (Table_Annexe 5)

En complément de I’analyse des gains de copies, une inversion impliquant le gene IDS a éga-
lement été identifiée (UPN3). Cette découverte a non seulement permis de confirmer le diag-
nostic clinique de syndrome de Hunter, précédemment suspecté, mais également de détecter

un variant de structure qui n’avait pas été mis en évidence par les analyses antérieures.

Ces performances pourraient encore s’améliorer avec le développement d’outils d’annotation
dédiés aux variants de structure. En effet, I’essor des technologies long-read a récemment re-
lancé I’intérét pour ces variants, entrainant le développement de nouvelles approches bio-in-
formatiques. L’un des premiers outils disponibles, AnnotSV, permet 1’annotation fonctionnelle
des SVs, mais il se heurte a des limites pratiques : le grand nombre de variants détectés par
génome (souvent plus de 10 000 SVs par fichier VCF) engendre des fichiers trés volumineux
et complexes a exploiter.(200) Leur analyse nécessite un important travail de pré-tri et de fil-

trage pour aboutir a un fichier interprétable. D’autres outils sont en cours de développement et
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montrent des perspectives intéressantes, comme LRGenotate, spécifiquement congu pour 1’an-
notation des SVs dans un contexte de maladies rares, et qui semble offrir des performances

prometteuses.(201)

1.2. Que nous aurait révélé le séquencage short-read ?

Associés a ces résultats et au rendement diagnostique globalement encourageant, se pose la
question de la légitimité de recourir d’emblée au séquencage long-read, notamment dans les
cas ou un SRS n’a pas été réalisé en amont. En effet, parmi les 15 patients de notre cohorte,
60 % des gains de copies ont été initialement détectés par CGH-array, 6,7 % par séquencage

ciblé (panel ou exome), et 26,6 % par WGS-SRS.

A la lumiére des recommandations actuelles en matiére de diagnostic moléculaire, il est rai-
sonnable de penser qu’une partie des variants identifiés par CGH-array (soit environ 60 %)

auraient pu, en théorie, étre accessibles a une premiere analyse via le WGS-SRS.

Toutefois, nos résultats suggerent que cette approche n’aurait pas toujours été suffisante. En
effet, chez le patient UPN15, le séquencage long-read a permis de détecter un variant non ap-
pelé avec les outils d’analyse SRS. Par ailleurs, cette technologie a apporté des informations
structurales précises dans des cas complexes (notamment UPN5 et UPN11), pour lesquels la
résolution des points de cassure ou 1’orientation des duplications n’a pas pu étre atteinte avec

un séquencage short-read.

Enfin, dans le cas du patient UPN3, porteur d’une inversion impliquant IDS, il est peu pro-
bable que ce variant ait pu étre identifié par WGS-SRS. Les points de cassure étaient localisés
dans des régions riches en séquences répétées, plus précisément au sein de duplications seg-

mentaires, qui compromettent fortement la qualité d’alignement avec les lectures courtes.

Par ailleurs, les gains de copies détectés par CGH-array dans cette cohorte présentaient, pour
la plupart, des tailles importantes ou des configurations laissant supposer une complexité
structurale sous-jacente. Dans ce contexte, un SRS aurait probablement apporté peu d’infor-
mations supplémentaires sur la structure fine des variants, ou bien des données partielles né-
cessitant de toute facon une confirmation par une autre technique. A I’inverse, I’approche

LRS a permis, des le départ, d’envisager une résolution compléte des événements structuraux.
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De plus, ’objectif principal de cette étude était précisément d’évaluer la plus-value du sé-
quencage long-read dans des cas ou les variants étaient classés de signification inconnus ou
soulevaient encore des interrogations. Dans cette optique, il était donc pertinent de se tourner
directement vers le LRS, indépendamment des techniques utilisées en amont, afin d’illustrer

son potentiel diagnostique dans un large éventail de configurations.

Enfin, I’ajout systématique d’un SRS en amont aurait non seulement allongé les délais de
diagnostic, mais également augmenté les cofits, sans garantie d’une interprétation complete
des variants identifiés. Néanmoins, dans les situations ou le variant détecté semble de faible
impact ou lorsqu’aucun géne connu pour étre impliqué en pathologie n’est concerné, un SRS

préalable peut rester pertinent. C’est une idée qui sera débattue par la suite.

1.3. Les gains de copies : une complexité sous-jacente ?

L’analyse des variants de notre cohorte s’inscrit dans un objectif plus spécifique : mieux ca-
ractériser la complexité structurale que peuvent présenter certains gains de copies, au-dela de
ce que suggere leur profil initial. Cette complexité est d’ailleurs bien documentée dans la litté-
rature. Comme évoqué précédemment, plusieurs études portant sur les duplications impli-
quant le gene MECPZ2 ont montré que, bien que la majorité de ces variants correspondent a
des duplications simples en tandem, des architectures plus complexes telles que des DUP-

NML-DUP ou des DUP-TRP-DUP ont également été identifiées.(26,202)

Si certains indices de cette complexité peuvent étre suggérés lors de I’analyse CGH-array, ils
passent néanmoins parfois totalement inapercus. Cela peut s’expliquer par plusieurs facteurs :
la taille du variant, une répartition sous-optimale des sondes sur la région concernée, ou en-
core les parametres algorithmiques de détection, qui nécessitent un certain nombre de sondes

déviantes pour appeler un variant.

Une étude de Shen et al. illustre bien cette problématique : une duplication de plusieurs exons
du géne DMD a été identifiée par MLPA chez un patient, ainsi que chez sa mere. L’analyse
par séquencage long-read a ensuite révélé que cette duplication s’accompagnait en réalité
d’une inversion, soulignant la complexité de I’événement et I’intérét du LRS pour en élucider

la structure précise. (203)
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Nos données illustrent également la complexité structurelle que peuvent présenter certains
gains de copies, ainsi que les limites des approches de diagnostic moléculaire convention-
nelles pour les caractériser. Sur les 15 patients de notre cohorte, quatre variants (UPN5 et
UPN11-UPN12 et UPN15) présentaient une architecture complexe qui avait initialement été
mal interprétée. Par exemple, le variant de UPN5, d’abord visualisé comme une duplication
incluant RERE, avait ensuite été décrit par les algorithmes de détection comme deux inver-
sions et une délétion, avant qu’une analyse plus approfondie ne révéele une chromoanasyn-
these associée a une translocation. De méme, le variant d’UPN11, interprété comme deux du-
plications distinctes, s’est révélé correspondre a un réarrangement de type DUP-NML-DUP
avec une inversion associée. Le cas d’UPN12, considéré comme une duplication simple, a été
requalifié en motif DUP-TRP-DUP. Enfin, pour UPN15, une hypothése initiale de transloca-

tion a été posée au profit d’une insertion inversée.

Ces exemples montrent combien certains réarrangements peuvent étre sous-estimés ou mal
caractérisés par les outils classiques, et a quel point le séquencage longue lecture permet une
résolution fine de ces structures. Cette meilleure compréhension structurelle ouvre la voie a de
nouvelles hypothéses sur 1’impact biologique de ces variants, en particulier sur les génes im-

pliqués ou les mécanismes régulateurs a distance.

1.4. Etude associée aux mécanismes d’apparitions

L’analyse approfondie des gains de copies, et plus largement des SVs, a également permis
d’explorer les mécanismes impliqués dans leur formation. Contrairement a une approche po-
pulationnelle, qui permet d’évaluer la récurrence d’un variant en identifiant des événements
de taille et de localisation similaires chez des individus non apparentés, 1’étude fine des points
de cassure offre une perspective complémentaire. En examinant les séquences présentes aux
jonctions, il est en effet possible d’identifier les signatures moléculaires laissées par les méca-
nismes de réparation de I’ADN, et ainsi de proposer une hypothése mécanistique pour chaque

événement.

Dans notre cohorte, 20 % des variants (3/15) se sont révélés récurrents, avec des points de
cassure suggérant des mécanismes de NAHR médiés par la présence de longues régions d’ho-
mologie : des éléments répétitifs de type LINEs pour UPN1 et UPN2, et des duplications seg-

mentaires pour UPN3. Les 80 % restants correspondaient a des variants non récurrents, pour
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lesquels I’analyse des jonctions a mis en évidence la présence de micro-homologies ou d’in-
sertions, en faveur de mécanismes de réparation de type MMBIR/FoSTeS ou NHEJ.

(Table_Annexe 5)

Ces résultats illustrent la diversité des mécanismes en jeu dans la formation des gains de co-
pies, et soulignent I’importance d’une analyse a haute résolution pour mieux les caractériser.
En combinant 1’étude fine des points de cassure a 1’interprétation structurale des variants, il
devient possible de mieux comprendre leur origine, de distinguer les événements récurrents

des événements uniques.

2. Le séquencage long-read par la technologie Nanopore

2.1. Mise en ceuvre du séquencage génomique complet sur flowcell
Nanopore

L’un des objectifs de cette these, au-dela de 1’étude des variants de structure, était également
de démontrer la faisabilité technique d’un séquencage ciblé et génomique complet par techno-
logie long-read Nanopore. Pour cela, un protocole spécifique a été développé, basé sur une
approche d’un patient par flowcell. L’ objectif était d’atteindre les performances annoncées par
la technologie Nanopore, soit entre 100 et 200 Gb de données générées par flowcell, avec un
N50 d’environ 25 kb pour I’ADN génomique, ce qui correspond a une profondeur de séquen-
cage théorique de 31 a 62X. Ce rendement est en principe obtenu via plusieurs lavages et re-

chargements de la flowcell afin de débloquer les pores bloqués au cours du séquencage.

Dans notre cas, compte tenu de la quantité limitée d’ADN disponible pour certains patients,
nous avons opté pour une stratégie plus conservative, consistant a effectuer un seul charge-
ment par flowcell, avec un temps de séquencage de 72 heures. Cette approche, a permis d’at-
teindre en moyenne une profondeur de 26X sur les 11 WGS analysés, soit un rendement lége-
rement en deca a la cible initiale de 30X. Néanmoins, cette couverture s’est révélée suffisante
pour la détection et la caractérisation des variants de structure. Par ailleurs, plusieurs études
antérieures ont montré que des profondeurs de séquencage bien moindres (4X) pouvaient déja
permettre la détection efficace des variants de structure, y compris par des algorithmes d’ap-

pel des variants de structure.(204)
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La taille des fragments d’ADN, et donc la valeur du N50, est un parametre essentiel dans les
protocoles de séquencage long-read, car elle conditionne directement la capacité a recons-
truire des variants de structure complexes. Dans notre étude, la cible initiale était d’obtenir un
N50 compris entre 25 et 30 kb, correspondant a de véritables longs fragments d’ADN géno-
mique. Pour atteindre cet objectif, plusieurs stratégies ont été envisagées, en tenant compte

des contraintes techniques et de disponibilité du matériel.

Un premier protocole proposé par ONT reposait sur une extraction manuelle d’ADN a haut
poids moléculaire a I’aide d’un kit spécifique de Qiagen. Cependant, cette méthode n’a pas
été retenue dans notre laboratoire, ou les extractions sont effectuées de maniére automatisée.
Nous avons ensuite tenté un chargement direct de I’ADN extrait, sans étape de fragmentation
préalable. Cette approche s’est révélée sous-optimale : les fragments, trop longs, provoquaient
un blocage fréquent des pores, nécessitant de nombreux lavages de la flowcell et des recharge-
ments répétés de librairies, avec un impact notable sur le rendement et ne correspondant pas a

notre stratégie conservative.

D’autres protocoles de fragmentation, comme 1’utilisation du Megaruptor(205), ont été décrits
dans la littérature pour générer de longs fragments. Cet équipement n’étant pas disponible,
nous nous sommes donc orientés vers un protocole recommandé par ONT ciblant une taille de
fragments plus petite d’environ 10 kb, basé sur I’utilisation des Covaris g-TUBE. Cette mé-
thode nous a permis d’obtenir, pour nos données de WGS, une taille de fragment moyenne de

11,33 kb.

A V’issue de I’analyse de nos données, des pistes d’optimisation ont été identifiées pour amé-
liorer ce protocole. En particulier, plusieurs études, telles que celles de Miller et al. ou de De
Clercq et al., ont également utilisé les g-TUBE mais rapportent des N50 plus élevés, autour de
15 a 20 kb.(109,153,206) Des tests sont donc actuellement en cours dans notre laboratoire afin
d’augmenter le N50 des fragments et d’optimiser ainsi le rendement et la qualité des données

générées.

2.2. Faut-il privilégier 1’Adaptive Sampling ?

Comme présenté dans les résultats, les approches de séquencage ont différé selon les patients
et les variants étudiés. Trois des quinze patients de la cohorte (UPN1, UPN2 et UPN15) ont

été analysés par séquencage long-read ciblé (Targeted Long-read Sequencing ; T-LRS), per-
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mettant une caractérisation fine de leurs variants de structure. A partir de ces cas, s’est posée
la question de la pertinence d’utiliser la technique d’adaptive sampling comme alternative au

séquencage génomique complet.

Le WGS génere en effet des volumes de données particulierement importants, ce qui souleve
des problématiques de stockage. Dans notre projet, plus de 11 To de données ont été produits,
incluant les fichiers bruts Pod5, sans compter les fichiers d’alignement (BAM) ou d’appel des
variants (VCF). Bien que les fichiers Pod5 puissent théoriquement étre supprimés apres le ba-
secalling, ils ont été conservés, compte tenu de la nouveauté de la technologie, des évolutions
fréquentes du basecaller Dorado, et des nouveaux algorithmes d’appel de méthylation qui ex-

ploitent ces fichiers bruts.

L’adaptive sampling apparait donc comme une alternative intéressante pour réduire les vo-
lumes de données générées, tout en ciblant spécifiquement les régions d’intérét. Cette straté-
gie s’est révélée efficace pour détecter les variants de structure lorsque le ciblage représentait
seulement 0,5 a 1 % du génome. Néanmoins, cette méthode présente une limite majeure : elle
ne permet pas toujours une analyse fine lorsque les variants présentent une structure com-
plexe. C’est ce que nous avons observé chez le patient UPN5, dont le variant n’a pas pu étre
entierement caractérisé par adaptive sampling (donnée non présentée), en raison d’'un manque

de lectures informatives. Un LRS-WGS a alors dii étre réalisé en complément.

En effet, comme discuté précédemment, les variants de structure peuvent présenter une
grande complexité. Or, 1’adaptive sampling repose sur une sélection spécifique de régions a
enrichir, définies dans un fichier BED. Si des lectures informatives se situent en dehors de ces
régions, elles peuvent étre perdues, compromettant ainsi 1’interprétation des données. Dans le
contexte d’une étude exploratoire, ou aucun a priori sur 1’architecture du variant n’est pos-
sible, cela représente une limite. En revanche, lorsque des hypotheses structurales peuvent
étre formulées a partir d’analyses préliminaires (comme un caryotype ou une puce CGH), il
devient possible d’optimiser le fichier BED en conséquence. C’est le cas, par exemple, de
I’étude de Miller et al. dans laquelle 1’intégration de données cytogénétiques a permis de ci-
bler avec précision les régions d’intérét et, grace au T-LRS, de reconstruire entierement un ré-

arrangement complexe.(109)
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Enfin, I’intérét économique de cette méthode est a nuancer. Bien que le ciblage d’un faible
pourcentage du génome permette d’envisager un séquencage sur une flowcell de type Mi-
nlON, dont la capacité est inférieure a celle d’une PromethION, la différence de coiit reste
peu significative. A 1’unité, une flowcell MinION est proposée a environ 800 $, contre 955 $
pour une PromethION (prix catalogue ONT). L’écart de prix, relativement faible, ne justifie
pas systématiquement le recours a I’adaptive sampling, d’autant plus si un nouveau séquen-

cage est nécessaire en cas d’échec d’analyse.

C’est pourquoi nous avons principalement choisi d’axer notre étude sur des analyses en WGS,
plut6t que sur 1’adaptive sampling. Néanmoins, cette approche ciblée présente un réel intérét
dans certains contextes : notamment pour le développement de panels de genes ou 1’étude de
variants spécifiques retrouvés chez plusieurs patients, qui pourraient étre séquencés et multi-
plexés sur une méme flowcell. Une étude menée par Miller et al. illustre d’ailleurs la perti-
nence de cette stratégie : en ciblant par T-LRS des patients atteints d’un syndrome de Werner
non résolu, les auteurs ont pu identifier avec succes des variants de structure auparavant man-
qués par les approches conventionnelles.(206) Dans ce cadre, I’adaptive sampling permettrait
non seulement de cibler les régions d’intérét, mais aussi d’optimiser les cofits et la gestion des

données, en autorisant le séquencage de plusieurs échantillons sur une seule flowcell.

2.3. Vers une mise en place en routine diagnostique ?

Au vu de nos résultats, la pertinence de 1’utilisation du LRS, en WGS ou en adaptive sam-
pling, dans un cadre diagnostique de routine peut étre discutée. Il ne s’agit probablement pas
d’une technique de premiére intention, mais plutét d’un outil complémentaire pertinent dans
des contextes bien définis, par exemple en cas de suspicion de syndrome génétique spécifique
ou, comme dans notre étude, pour affiner I’interprétation de variants de structure initialement

classés comme de signification inconnue et pertinents.

Une question importante émerge alors : le LRS pourrait-il, a terme, remplacer le SRS ? Si
cette perspective fait 1’objet de nombreux débats, il est important de souligner que, dans une
approche sans a priori sur le génome et non biaisée par des stratégies de capture, la détection
des SNVs et des INDELSs reste un enjeu majeur. Or, ces petits variants représentent encore, a
elles seules, environ 65 % et 22 % des variants pathogeénes identifiés dans les troubles du neu-

rodéveloppement.(47)
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Dans ce contexte, le séquencage des génomes par technologie SRS reste a ce jour une ap-
proche privilégiée, en particulier en raison de son cofit plus accessible notamment pour les
analyses en trio avec les parents (Tableau 1) ainsi que pour sa meilleure précision en basecal-
ling. Une étude comparative récente sur 1’appel de variants entre les technologies SRS et LRS
a mis en évidence une différence notable en faveur du SRS concernant la détection des IN-
DELs, ces derniers étant significativement moins bien appelés dans les données LRS. Les IN-
DELs représentant une source importante d’erreurs, cette limitation peut avoir un impact non
négligeable sur la précision diagnostique. Néanmoins, cette méme étude confirme notre étude
sur I’avantage du LRS pour la détection des variants de structure, en particulier dans les ré-
gions répétées du génome, confirmant son intérét complémentaire dans certaines situations

cliniques.(207)

L’appel des SVs repose sur des algorithmes dont la performance est en constante améliora-
tion, mais qui nécessitent encore une optimisation fine. Comme discuté dans notre troisieme
article portant sur les duplications, le réglage des parametres d’algorithmes tels que cuteSV ou
Sniffles2 peut avoir un impact significatif sur la sensibilité et la spécificité de détection. Le de-
sign d’un pipeline bioinformatique adapté a la détection de grands réarrangements est donc
essentiel pour garantir des résultats robustes. Le choix et la configuration des outils in-
fluencent directement la capacité a détecter certains types de variants, et par conséquent, la
performance diagnostique. Dans notre étude, bien que l'utilisation conjointe de cuteSV et
Sniffles2 se soit révélée suffisante compte tenu du ciblage spécifique des données analysées,
une stratégie davantage optimisée aurait sans doute permis d'améliorer la détection et I’inter-
prétation de certains événements complexes. De nouveaux outils récemment développés, tels
que DeBreak, Svision ou encore pbsv, apparaissent comme des alternatives prometteuses et
mériteraient d’étre évalués dans des contextes diagnostiques variés, notamment dans la pers-

pective de pipelines congus pour 1’analyse de génomes complets sans a priori. (191,208)

Cependant, la détection des SVs n’est pas exclusivement accessible par le LRS. Une part im-
portante des variants détectés dans notre étude sont des duplications en tandem, qui peuvent,
dans certains cas, étre détectées par les technologies SRS. Comme évoqué précédemment,
certains variants de structure complexes, en particulier ceux situés dans des régions répétées
du génome, sont difficilement détectables en SRS, ce qui souligne la valeur ajoutée du LRS
dans ces contextes. Toutefois, dans des cas moins complexes, le SRS reste une approche in-

formative et pertinente pour la détection des variants de structure.
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A ce jour, le LRS peut donc étre considéré comme une technologie complémentaire au SRS.

Cela dit, cette limitation tend a s’atténuer avec 1’évolution constante de la technologie Nano-
pore, dont les améliorations portent a la fois sur I’architecture des nanopores afin d’affiner la
détection des bases et sur le développement continu de leur basecaller, Dorado. Ainsi, la
question d’un remplacement partiel ou total du SRS par le LRS reste ouverte, en particulier
dans les années a venir, bien que le cofit des réactifs et du stockage constitue encore un fac-

teur limitant majeur dans le choix de la technologie.

Malgré ces considérations, la technologie Nanopore a d’ores et déja été mise en ceuvre en rou-
tine diagnostique a Lille mais pas pour les indications spécifiques évoquées précédemment.
En effet, ses applications ne se limitent pas a ces seuls contextes. Comme mentionné en intro-
duction, I’un des atouts du LRS est également la possibilité d’accéder a des données de mé-
thylation. Les lectures longues permettent aussi de séquencer efficacement des amplicons is-
sus de PCR long-range, mais aussi d’accéder au phasing haplotypique. Le LRS est donc au-

jourd’hui utilisée en routine pour ces applications.

Ces applications ont déja fait I’objet de plusieurs études. Par exemple, dans le cas d’un géne
soumis a empreinte parentale, Paschal et al. ont utilisé le phasing haplotypique pour démon-
trer qu'une délétion identifiée était localisée sur 1’allele maternel, apportant ainsi une preuve
diagnostique.(209) Dans une autre étude plus axée sur la méthylation, LaFlamme et al. ont
mis en évidence une hyperméthylation du bras long du chromosome 13, probablement induite
par une translocation t(X;13), et susceptible d’expliquer le syndrome d’encéphalopathies épi-
leptique et développementale observé chez la patiente.(210) La possibilité d’accéder au pha-
sing est particulierement précieuse lorsque 1’ADN parental n’est pas disponible, notamment
pour I’interprétation de pathologies récessives ou 1’analyse de genes soumis a empreinte. Le
LRS constitue ainsi un outil puissant pour enrichir I’interprétation des variants dans des

contextes génétiques complexes.

I1 ne faut pas négliger que le séquencage long-read représente également une alternative perti-
nente dans le cadre de projets fonctionnels, en complément d’autres approches. Bien que sa
mise en ceuvre en routine puisse s’avérer complexe, notamment en raison de sa dépendance a
la qualité des résultats, les données obtenues sont loin d’étre négligeables. Cette technologie

pourrait d’ailleurs constituer un atout majeur pour établir des collaborations avec des labora-
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toires de recherche en vue de confirmer certains résultats. Comme nous avons pu le démon-
trer, les analyses transcriptomiques réalisées a partir de I’ADNCc des patients UPN4 et UPNS5,
ainsi que 1’étude d’amplicons des transcrits de UPN1 et UPN2, ont permis une caractérisation
fine de I’impact des variants sur les transcrits. Ces approches ont également contribué a une

compréhension plus approfondie des conséquences biologiques associées.

2.4. Qu’en est-il de la seconde approche de séquencage Long-Read :
PacBio ?

Les analyses par séquencage long-read se multiplient, tant dans les publications scientifiques
que dans les laboratoires, et les deux principales technologies : Oxford Nanopore Technolo-
gies et PacBio HiFi y sont régulierement utilisées. Chaque équipe de recherche tend a privilé-
gier 1'une ou l'autre en fonction de ses objectifs. Par exemple, 1’équipe de Miller et al. s’ap-
puie principalement sur la technologie Oxford Nanopore pour ses travaux (109,206,209,210),
tandis que celle de Hoischen et al. se tourne davantage vers la technologie HiFi de PacBio.

(211,212)

Ces deux approches reposent sur des principes techniques fondamentalement différents. La
technologie Nanopore permet le séquencage de fragments d’ADN simple brin de trés grande
taille allant jusqu’a plusieurs mégabases en lecture unique. En revanche, la technologie Pac-
Bio repose sur un séquencage circulaire de fragments généralement limités a ~60 kb, qui sont

lus plusieurs fois afin de générer une séquence consensus de haute fidélité (HiFi).

Ces différences se traduisent par des avantages complémentaires. Nanopore offre des lectures
exceptionnellement longues, ce qui facilite la résolution de réarrangements trés complexes ou
de régions peu mappables. A 1’inverse, PacBio HiFi se distingue par une précision de lecture
supérieure, grace au séquencage multiple d’'un méme fragment. Cette complémentarité a été
bien mise en évidence dans 1’étude comparative de Mahmoud et al.(213), qui souligne que le
choix de la technologie dépend avant tout du contexte et des objectifs du projet. Par exemple,
pour I’identification de variants de structure complexes, les longues lectures de Nanopore
peuvent étre déterminantes. En revanche, pour une détection plus précise des SNV ou IN-
DELSs, notamment en comparaison avec Illumina, PacBio HiFi reste préférable, bien que les

deux technologies montrent des performances inférieures a celles du short-read. Concernant
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les variants de structure, les deux technologies long-read offrent des performances trés ro-

bustes, souvent supérieures aux approches traditionnelles. (214)

Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser la technologie Oxford Nanopore, principale-
ment en raison de sa capacité a générer des lectures globalement plus longues (méme si le
N50 initialement visé n’a pas été atteint), mais également pour des raisons économiques et
pratiques. Les séquenceurs Nanopore, concus comme des appareils de paillasse, présentent en
effet un avantage en termes de flexibilité d’installation, contrairement aux plateformes PacBio
qui nécessitent une infrastructure plus lourde. Par ailleurs, le cofit global d’utilisation d’un
systeme ONT demeure nettement inférieur a celui d’un systéeme PacBio, ce qui rend cette

technologie plus accessible pour de nombreux laboratoires.

Cette différence de cofit peut néanmoins s’expliquer en partie par le fait que PacBio fournit
une suite logicielle compléte et bien intégrée pour 1’analyse et 1’annotation des données. A
I’inverse, ONT propose sa propre solution logicielle, EPI2ME, qui permet certaines étapes
d’analyse, mais dont les performances et les fonctionnalités restent plus limitées a ce jour. Ce-
pendant, 1’écosystéme ONT bénéficie d’un développement rapide, et de nombreuses alterna-
tives open source ou tierces se développent pour pallier ces limitations. Des outils de visuali-
sation comme IGV ou Ribbon Genome Browser, notamment, s’imposent progressivement
comme des supports fiables pour I’exploration et I’interprétation des données issues de Nano-

pore, en particulier pour la visualisation de variants de structure complexes.
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V1/ Conclusion
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Les travaux présentés dans cette these ont permis d’apporter des éléments de réponse solides
aux objectifs formulés. Ce projet visait a évaluer la pertinence du séquencage long-read par
ONT pour I’étude des variants de structure, en particulier les gains de copies détectés par les
techniques de routine diagnostique, et a en analyser les implications en termes de caractérisa-

tion, d’interprétation fonctionnelle et de potentiel diagnostique.

L’ensemble des données générées a confirmé que le séquencage long-read offre une couver-
ture suffisante, tant au niveau global du génome qu’au sein des régions ciblées. Il s’est avéré
capable de révéler des réarrangements complexes passés inapercus avec les approches
conventionnelles, et d’en fournir une description structurelle fine, qu’il s’agisse de variants
simples ou complexes. Dans plusieurs cas, cette résolution accrue a permis une modélisation
précise de I’organisation des points de cassure, mettant en évidence des structures telles que

des insertions, des inversions ou des événements de type chromoanasynthese.

Les algorithmes d’appel de variants utilisés dans le cadre de cette étude, bien que nécessitant
encore des ajustements méthodologiques, se sont révélés globalement robustes. Leur combi-
naison a permis une détection fiable sans recourir a des hypothéses préalables, ce qui consti-

tue un atout dans le contexte de ’analyse génomique non ciblée.

Au-dela de la détection, le recours a la technologie Nanopore a permis d’enrichir 1’interpréta-
tion fonctionnelle de plusieurs variants. Des hypothéses mécanistiques ont pu étre formulées a
partir des données structurelles obtenues, conduisant a une réévaluation de la classification

clinique de certains variants identifiés.

Ces résultats soulignent I’intérét du séquencage long-read pour améliorer la résolution et la
compréhension des variants de structure, en complément des approches actuellement utilisées
en diagnostic. Ils suggérent que cette technologie pourrait contribuer a augmenter le rende-
ment diagnostique chez les patients atteints de troubles du neurodéveloppement, et qu’elle

constitue une piste sérieuse pour faire évoluer les pratiques de routine a moyen terme.
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Figure_Annexe 1 : Positions des amorces pour I’amplification des transcrits de FGF12. Les fléches vertes in-

diquent les amorces couvrant les exons 4 a 3 (orientation inverse), amplifiant spécifiquement uniquement les

transcrits aberrants.

Figure_Annexe 2 : IRM cérébrale de UPN1 a I’dge de 4 ans. (A-B) Coupes axiales en pondération T1. (C-D)
Coupes sagittales en pondération T1. (E) Image en séquence FLAIR.
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Figure_Annexe 3 : Chronologie des traitements thérapeutiques. (A) Chronologie des traitements thérapeu-
tiques pour UPN1. Les lignes rouges en pointillés indiquent la durée de chaque traitement. (B) Chronologie des

traitements thérapeutiques pour UPN2.
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Figure_Annexe 4 : Séquencage Sanger des points de cassure de la duplication en tandem. (A) Séquengage San-
ger du point de cassure de la duplication en tandem chez UPN, montrant une séquence homologue de 73 pb. (B)
Séquengage Sanger du point de cassure de la duplication en tandem chez UPN2, montrant une séquence homo-
logue de 53 pb. Légende des couleurs : le vert indique la fin de la duplication, le bleu indique le début de la dupli-
cation, le violet représente la séquence commune des deux éléments L1PA2, et le rouge désigne la séquence non

homologue entre les deux éléments L1PA2.
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Figure_Annexe 5 : Analyse moléculaire complémentaire du gain de deux copies chez le patient UPN4. (A) qPCR de la région
dupliquée chez un témoin sain (WT) et le UPN4, confirmant la présence d’un gain de deux copies chez le UPN4. (B) Séquengage

Sanger du point de cassure chez le UPN4montrant une homologie de 3 pb entre les séquences en amont et en aval.
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Figure_Annexe 6 : Visualisation dans Integrated Genome Viewer (IGV) de ’ADN du patient UPN5 a partir des données
de séquengage long-read Nanopore. (A) Visualisation IGV des lectures couvrant les régions A et B, montrant une inver-
sion.(B) Visualisation IGV des lectures couvrant les régions C et D, montrant une inversion.(C) Visualisation IGV des lec-
tures couvrant les régions E, F et le chromosome 22, montrant un remaniement complexe. (D) Visualisation IGV des lec-

tures couvrant les régions B, C et le chromosome 22, montrant un remaniement interchromosomique.
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Figure_Annexe 7: Visualisation dans Ribbon Genome Viewer de I’ADN du patient UPN5 a partir des données de sé-
quengage long-read Nanopore. (A) Visualisation Ribbon des lectures couvrant les régions C et D, montrant une inver-
sion. (B) Visualisation Ribbon d’une lecture unique couvrant les régions C et D. (C) Visualisation Ribbon des lectures
couvrant les régions E, F et le chromosome 22, montrant un remaniement complexe. (D) Visualisation Ribbon d’une
lecture unique couvrant les régions E, F et le chromosome 22. (E) Visualisation Ribbon des lectures couvrant les ré-
gions A, B et E, montrant un remaniement complexe. (F) Visualisation Ribbon d’une lecture unique couvrant les ré-

gions A, B et E. (G) Visualisation Ribbon des lectures couvrant les régions B et C, montrant une inversion.
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Figure_Annexe 8: Analyse moléculaire complémentaire du gain de copie chez le patient UPN5. (A) Analyse par

gPCR des régions dupliquées chez le patient UPN5, confirmant la présence de gains de cinq copies et d’un gain de

deux copies. (B) Caryotype des cellules du patient UPN5 montrant une translocation réciproque entre les chromosomes

1 et 22. (C) Chromosome painting des chromosomes d* UPN5, confirmant la translocation réciproque entre les chro-

mosomes 1 et 22. (D) Visualisation par FISH des régions B et D sur les chromosomes dérivés 1 et 22. (E) Visualisation

par FISH des régions C et E sur les chromosomes dérivés 1 et 22. (F) Analyse par Optical Genome Mapping (OGM)

illustrant des molécules réarrangées, confirmant la présence de remaniements génomiques complexes.
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Figure_Annexe 9: Analyse structurale et mécanistique chez le patient UPNb5. (A) Visualisation via UCSC Genome

Browser des éléments répétitifs situés a proximité du point de cassure sur le chromosome 22. L’élément surligné cor-

respond a une structure de séquence connue localisée prés du point de cassure. (B) Prédiction in silico de la structure

secondaire de I’élément surligné. L’analyse informatique suggeére un motif potentiel de repliement de cette séquence ré-

pétitive. (C) Représentation schématique du mécanisme proposé a I’origine de la chromoanasyntheése et de la translo-

cation chez le patient UPN5.
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Table_Annexe 1: Positions précises des points de cassure des régions CNV identifiées chez les deux patients.

Genes 5' repeating element 3' repeating element Variant Number of reads supporting Called by Callers
PSPC1; ZMYM5; ZMYM2 AluSx None Tandem Triplication 10 Sniffles (Duplication)
RERE Repeat(AAAAT)N Aluy Duplication 10No
RERE Aluy AluSz Duplication 7No
RERE AluSz None Triplication 22No
RERE; ENO1 None AluJb Inverted Duplication 19 Sniffles (Inversion)
FHAD1 Aluy None Duplication 11 No
FHAD1 None None Duplication 8No
NA PATRR Translocation 4No
NA PATRR Translocation 6No
Table_Annexe 2: Résumé de I’homologie et des éléments mécanistiques entre les régions réarrangées chez les deux patients
Patient Region Rearranged SVs formed Chimeric Sequence Microhomology junction DEL/INS proposed formation mechanism
UPN4 3 TG/5' TG Tandem Duplication CTTTAGTTTACCTATGCTGTAGAGATAGGGTTTCACCAT 3bp - "GTA" No FoSTeS/IMMBIR
5 1B/5' 1A Inverted Inserted duplication ATTTTATTTTATTTATTTTTTGAGACAGA 6bp - "TTTTTT" No FoSTeS/IMMBIR
3 1A5'1E Inserted duplication CCACTTTGGCGGATGGATCACTAGGTCAGGAGA 8bp - "TGGATCAC" Yes-G>T FoSTeS/IMMBIR
UPNS 3 1E/3_1F Inverted Inserted duplication GTCACCACGCCCGGCCCTTAGGCTATACTTTGGC 4hp - "GGCC" No FoSTeS/IMMBIR
5' 1F/22qTER Translocation AGTTTTGTGAGGATGGGGTGCACTTTTTAGTAGAGA No 211 bp INS NHEJ
3_1C/3 1D Inversion CTTTGATGAAGACATACTGCACCCAGCAAACTT 3bp - "ACT" No FoSTeS/IMMBIR
5' 1C/22pTER Translocation CGTTGAAGGATGCAGGATGTAAAAAGAAAT 5bp - "TAAAA" No NHEJ

TG: Target Region

RED: Microhomology

GREEN: Substitution not seen in dbSNP base

BLUE: dbSNP (<1%)




Table_Annexe 3: Amorces spécifiques utilisées pour les expériences de PCR et de qPCR.

Patient fragment primer_forward primer_reverse Type of PCR
ZMYM2 ggcatctcagaagggaagtg tctcaggaggtcttcgticaa gPCR
UPN4 ZMYM2 ttggtcatccagcttgtcct gctggagcagaaattgaagg gPCR
ZMYM2-5' aatcctgattcttggatctccca aacaaaagaggtgagctgatcct RT-gPCR
ZMYM2-3' acaggagtatttgtgtggaagt tcttcaactcgagagaatattgacc RT-gPCR
1A atgtgaccagcgttcctgag aacagcatagacccaaggcc gPCR
1B cctgagacatgagatcggcc ttgactgtgttgagaggccc gPCR
1C gctctgecctgctaactggat agccattctgtgaggaaccg gqPCR
1C actggcggtagatgtctcct tgagaatccctttgccgtgg gPCR
UPNS5 1D attccctaacacctccccca ccggccttcctgcttcttta gPCR
1E cagagaaggtggctgggaag ggggaactacaggtgacagc gqPCR
1F ctagcgtgggtgtcctgaag gcgtgctcctcttaccttcc gPCR
RERE_exon2/3 tcaaactggtccacaactcc tcaaactggtccacaactcc RT-gPCR
RERE exonl18/19 cagccagtcagctaggttct ctcttcttggccagcettgga RT-gPCR
Table_Annexe 4: Mesures de la qualité de la préparation de librairie et du séquengage long-read chez les deux patients.
Patient Sequencing Protocol DNA/RNA source DNA/RNA processing tape station size (bpstart prep (pg) kit flow cell device load1 (fnpores start sequencin yield (Gbp) coverageN50 (bp) length_mean (bplength median (bp) quality mean quality median __number of reads
Ligation Sequencing
gDNA V14 - human
sample (N50 30 kb) on
PromethlON (SQK- Shearing (Covaris g-tube - SQK-
UPN4 L_SK114) ) Blood 4000RPM x 1min) 11881 3LSK114 R10.4 PROM 33 8242 34,27 9,7X 9629 6793 5885 18,9 19,4 4,37M|
Vi4 - Direct coNA
sequencing (SQK- Full-lenght cDNA reverse- SQK-
LSK114) Cell Line (LCLs) transcription NA 4,785LSK114 R10.4 PROM <30fmol 6731 17,22 2,1X 1906 1353 926 11,1 11,9 9,87M
Ligation Sequencing
Zompie (NS0 30 kb) on
PromethlON (SQK- Shearing (Covaris g-tube - SQK-
UPN5 L§K114) ) Blood 4000RPM x 1min) 11970 3LSK114 R10.4 PROM 44 7550 92,86 23X 7727 7020 6558 18,7 19,2 13,65M]
Via Direct oA
sequencing (SQK- Full-lenght cDNA reverse- SQK-
LSK114) Cell Line (LCLs) transcription NA 3LSK114 R10.4 PROM <20fmol 7423 13,68 2,7X 1252 923 626 10,9 11,8 12,06M|
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Figure_Annexe 10 : Visualisation avec Ribbon Genome Viewer de ’ADN de UPN6 a UPN) a partir de don-
nées de séquengage long-read. (A, C, E, G) Visualisations avec Ribbon des lectures couvrant les régions 21A
(UPNG6), XA (UPN7), 6A (UPNB8) et 5A (UPN9), montrant une duplication en tandem. (B, D, F, H) Visualisa-

tions avec Ribbon d’une lecture unique couvrant les mémes régions respectives chez UPN6 a UPN9.
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Figure_Annexe 11 : Visualisation avec Ribbon Genome Viewer de ’ADN de UPN10 a UPN12 a partir de
données de séquencage long-read. (A, C, E, G, ). Visualisations avec Ribbon des lectures couvrant les régions
21A (UPN10, montrant une triplication en tandem), XA-XB (UPN11 montrant une inversion), 3A-3B et 3B-3C
(UPN12, montrant des inversions). (B, D, F, H, J) Visualisations avec Ribbon d’une lecture unique couvrant les

mémes régions respectives chez UPN10 a UPN12.
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Figure_Annexe 12 : Modele prédictif de I’émergence de variants complexes chez les patients 8 et 9. (A) Mo-
dele prédictif de I’émergence de I’événement DUP/INV-NML-DUP chez UPN11. La formation de cet événement
débuterait par un arrét puis un effondrement de la fourche de réplication prés du point de cassure BP1, situé a
la fin de la région A. Une micro-homologie favorise alors ’invasion de brin au niveau de BP1°, situé a la fin de
B’ sur le brin opposé, produisant la jonction 1. La réplication de I’ADN se poursuit ensuite dans la direction op-
posée jusqu’a ce qu’un second effondrement de la fourche se produise prés de BP2, situé au début de B’. Une
réparation par NHEJ (réparation non homologue) survient ensuite sur le brin original prés de BP2’, situé au dé-
but de A, créant la jonction 2. (B) Modéle prédictif de I’émergence de 1’événement DUP-TRP/INV-DUP chez
UPN12. La formation de cet événement commencerait par un arrét puis un effondrement de la fourche de répli-
cation pres de BP1, situé a la fin de la région C. Une micro-homologie favorise I’invasion de brin au niveau de
BP1’, situé a I’extrémité de B’ sur le brin opposé, produisant la jonction 1. La réplication de I’ADN se poursuit
ensuite dans la direction opposée jusqu’a un second effondrement de la fourche prés de BP2, situé au début de
B’, suivi d’une réparation par NHEJ sur le brin original au niveau de BP2’, situé au début de A, créant la jonc-

tion 2.
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CACACCTTAAAAGTGAAAACCACTG
GTGTGGAATTTTCACTTTTGGTGAC

CACACCTTAAAAGTGAAAACCACTG
GTGTGGAA C;QTTTGGTGAC

CACACCTTAAAAGTGAAAACCACTG p

GTGTGGAA 4+——TTTTCACTTTTGGTGAC
SVA
TSD TSD
CACACCTTAAAA |GTGAAAACCACTG|——— AAAA [GTGAAAACCACTG
GTGTGGAATTTT |CACTTTTGGTGAC|——— TTTT |CACTTTTGGTGAC

Figure_Annexe 13 : Modéle mécanistique de I’insertion d’un SVA. (1) I’endonucléase LINE-1 clivant ’ADN
cible au site riche en A/T (AATTTT), (2) I’appariement de la queue poly-A du SVA avec I’extrémité 3’ de I’ADN,
(3) la synthése d’ADNc a partir de I’ARN SVA, et (4) la formation de la duplication du site cible (TSD) apres in-

sertion.
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Table_Annexe 5: Synthése des anomalies étudiées: type d'anomalies, mécanismes sous-jacent ainsi que la reclassifica-

tion

Patient Anomalie identifiée Particularités du point de ::Jicsa-‘jnai:g:':: Classification initiale Reclassification
cassure probable
UPN 1 Duplicstéigg::n;l':ndem LINEs (LngZS?Si;J: points de NAHR Pathogene Pathogéne
UPN 2 Duplicstéig:rfgn'tl':ndem LINEs (Llpgzs?sﬁ?: points de NAHR Pathogéne Pathogéne
UPN 3 Inversio;éggﬁfgrt]itczlement DusLi;?é?gtssSdeeggesgtiiZES NAHR Aucun variant détecté Pathogene
UPN 4 Triplication en Tandem Microhomologie de 3bp MMBIR/FoSTeS VSI Probablement Pathogéne
UPN 5 Chromﬁﬁgzatiggtsrllc;esaetizsnsocié a |Multiples mé’%gggmologies + MMBIR’\/‘ZOE?TeS + Vs Probablement Pathogéne
UPN 7 Duplication en Tandem Microhomologie de 2bp l‘gy%'ﬁg;ﬁ&%? Paézogri%}%\{% gca);tie Pathogene ar:/gr? gfgltiigu%u phenotype
UPN 8 Duplication en Tandem Microhomologie de 3bp %y%lﬁéﬁfj&%? VS| Vﬁ:é;géﬂfg?fgg&g’;lif%antl(t’ir;gr?elslxl
UPN 9 Duplication en Tandem Microhomologie de 4bp I\gm&gﬁ?ﬁ? VS| V(Sriétgsys‘?fetzéesseéﬂ?e@i?;fﬁ?ogﬁeﬁﬂ?
UPN 10 Triplication en Tandem Insertion de 26bp MMBIR/FoSTeS VSI Probablement Pathogéne
UPN 11 DUP/INV-NML-DUP Microhomologie de 2bp + MMB'RN/L"E?TeS + Vsl Probablement Pathogéne
UPN 12 DUP-TRP-DUP Micggt’:gmft'ggif‘?ai‘zﬁgf + MMB'R,\/“F_?E?TQS + Prg;?}%'gg\i“t Probablement Pathogéne
UPN 13 Duplication en Tandem Microhomologie de 7bp I\gmﬁlgéﬁlﬁ&%ﬁ’ Pathogéne Bénin
UPN 14 Duplication en Tandem Insertion de 2bp C-NHE) Pathogéene Bénin
UPN 15 Duplication Insertionnelle Microhomologie de 6bp & MMBIR/FoSTeS Non détecté Probablement Pathogéne

inversée

distance de 10bp
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Génétigue Médicale, avenue Oscar Objective: Fibmoblast growth factor 12 (FGFI12), a member of the fibroblast
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homologous factor family, plays a key mle in the modulation of voltage-gated
sodium (Nav) channels. Pathogenic variantsin the FGFI2 gene leading to a gain-
of-function mechanism and partial duplication encompassing the FGFI2 gene
leading to a loss-of-function mechanism are associated with developmental and
epileptic encephalopathy ( DEE), characterized by developmental delay, intellec-
tual disability, ataxia, and drug-resistant epilepsy. We report two patients with
DEE harboring de novo recurrent intrgenic duplications of FGFI12 identified by
long-read sequencing { LRS).

Methods: We applied LRS to the DNA and cDNA of patients with FGF12duplica-
tion to fully characterize the DNA's structural organization and its transcriptional
consequences. Additionally, we reanalyzed electroencephalographic (EEG) data

This is an open aocess article under the terme af the Creative Commans Attdbution License, which permits use, diktribution and reproduction in any medium, provided
the ariginal wark is properhy cited.
© 2025 The Authan 5). Epilepsio published by Wiley Periodicals LLC on behall of International League Against Epilepsy.
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from patients at different timepoints to identify phenotypical specificities and re-
fine the electroclinical spectrum.

Results: These duplications, spanning approximately 536kbp, were mediated
by nonallelic homologous recombination between LIPAZ elements (LINE-1
Primate-specific subfamily A, number 2). cDNA analysis revealed aberrant tran-
scripts, one predicted to encode an elongated FGF12 protein and another lead-
ing to premature termination. Both patients shared overlapping clinical features,
including postepilepsy onset regression, global developmental delay, and ataxia.
EEG studies revealed a marked early encephalopathic pattern with disorganized
and high-voltage slow background activity with multifocal spikes at onset evolv-
ing later into subcontinuous generalized spike and wave activation.
Significance: Our findings are consistent with previous reports linking structural
variants to functional disruption, suggesting impaired Nav channel activity due
to a shift in inactivation to hyperpolarized potential, leading to a loss-of-function
effect. These findings underscore the utility of LRS for DNA and cDNA analysis
in resolving structural variants and expanding the electroclinical spectrum of pa-

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Fibroblast growth factor 12 (FGF12), encoded by the
FGFI12 gene and previously designated FHF1, is a mem-
ber of the fibroblast growth homologous factor (FHF)
family, which includes FHFI (FGF12), FHF2 (FGF13),
FHF3 (FGFI1), and FHF4 (FGF14)." FGF12 is predomi-
nantly expressed in the developing and mature nerv-
ous system, cardiac and skeletal muscle tissues, and
olfactory E[:|[L|:1El[|.1|:1'|.2 The FGF12 transcripts produce
two major transcripts. The longer transcript, desig-
nated A, produces a protein with an N-terminal nuclear
localization-like sequence (NLS) that allows its nuclear
localization. In contrast, the shorter transcript, desig-
nated B, produces a protein without the NLS sequence,
resulting in its cytoplasmic localization.'* FGF12 in-
teracts with voltage-gated sodium (MNav) channels, in-
cluding Navl.2 (SCN2ZA), Navl.5 (SCN3A), and Navl.6
(SCMaA ), and modulates the fast inactivation kinetics of
these channels.**

Recurrent pathogenic heterozygous missense wvari-
ants in FGFIZ have been associated with autosomal
dominant developmental and epileptic encephalopa-
thies{Mendelian Inheritance in Man #617166), and have
been reported in more than 20 [:u.ﬂ:nl[cut[i:n|:1s..5'g The asso-
ciated phenotype includes developmental delay, intellec-
tual disability, axial hypotonia, ataxia, and early onset
drug-resistant Ep[lepsy.m Electrophysiological studies
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tients with FGFI12 duplications.

FGF1Z, intellectual disability, long-read sequencing cDMNA analysis

Key points

« LRS identified aberrant FGFI2 transcripts, in-
cluding an elongated protein and a truncated
variant.

« FGFI12duplications in DEE impair Wav channel
function, leading to aloss-of-function effect and
epilepsy-related regression.

« EEG analysis showed an early encephalopathic
pattern, with high-voltage slow activity and
multifocal spikes evolving into generlized
spike-waves.

have demonstrated a gain-of-function effect of these re-
current variants, which causes depolarzing shifts in the
voltage-dependent fast inactivation of Navl 6.5 In ad-
dition to single nucleotide variants, partial duplications
of the FGFI12 gene with a similar phenotype have been
reported in six patients.'*** The duplication is expected
to produce a longer transcript associated with a loss-of-
function mechanism.'*"

We report two additional patients carrying a re-
current partial duplication of FGFI2. Using DNA
long-read sequencing (LRS), we fully resolved the un-
derlying structural variant without prior assumptions,
demonstrating that it corresponds to a direct tandem
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duplication. Additionally, we examined aberrant FGFI2-
bearing transcripts using full-length cDNA LRS. We also
provide a detailed description of the clinical and elec-
troclinical phenotypes of the disease. This study high-
lights the central role of LRS in elucidating structural
variants and offers new insights into their functional
CONSequUEences.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Ethics statement

Clinical details were collected, and informed consent
was obtained for genetic studies. Blood samples were
collected from the affected individuals and their parents,
after informed consent was obtained. Analyses were
performed on a diagnostic basis in accordance with the
bioethical rules of French law. This study was approved
by the Comité de Protection des Personnes ethics com-
mittee {reference no. 2023-A00473-42). Informed writ-
ten consent was obtained from all participants or their
legal guardians.

2.2 | Cell culture

Human lymphoblastoid cell lines { LCLs) were established
by Epstein-Barr vimus immortalization of the subject’s
blood lymphocytes and maintained in RPMI 1640 me-
dium (Thermo Fisher Scientific) supplemented with 15%
fetal bovine serum (Thermo Fisher Scientific) and 1% pen-
icillin-streptomycin (Life Technologies).

2.3 | DNAand ENA extraction

DMNA was extracted from patient lymphocytes using
the QlAamp DNA Blood Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. KMNA was extracted from
the LCL of Patient 1 using the PureLink RNA Minikit
(Invitrogen).

24 | Array comparative genomic
hybridization

Copy number variations were detected by comparative
genomic hybridization (CGH) array experiments using a
60-K oligonucleotide microarmy (SurePrint G3 Human
CGH Microamray Kit, 8x60K, Agilent Technologies).
Data were analyzed using CGH-Analytics software v2.7
and the ADM2 algorithm.
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2.5 | Nanopore LRS

DNA libraries were prepared using the Ligation
Sequencing Kit v14 (Oxford Nanopore Technologies)
and subsequently sequenced following the standard
protocol on a GridlON sequencer (Oxford Nanopore
Technologies). After sequencing, base calling was per
formed using the Guppy base caller (ve.4.6) in high-
accuracy (HAC) mode. Reads were mapped to the human
reference genome {GRCh38) using MiniMap2 (v2.24) and
NGMLE (v0.2.70. "% Structural variations were detected
using Sniffles2 (v2.0.7) and CuteSV (v2.1.1). Sniffles2 call-
ing was tested with specific parameters to enhance detec-
tion of complex variants: “--long-dup-length 5000 000"
and “--minsupport 3" and CuteSV with “~max_size —1"
and “--min_support 3”. Visual analysis of structural varia-
tions in target regions were conducted with the Integrative
Genomics Viewer (v, 13}.]&”

cDNA  synthesis was then performed using the
SuperScript 111 First-S5trand Synthesis System Kit(Thermo
Fisher Scientific), followed by real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR) using the NEBNext High-Fidelity
Polymerse (New England Biolabs). Several primers were
designed to amplify and analyze both wild-type (WT) and
aberrant transcripts based on the proposed hypothesis.
The goal was to amplify the junction of the tandem du-
plication in FGFI12 transcripts. For abermnt transcripts,
primers targeting exons 4 to 3 were used, whereas for WT
transcripts, primers targeting exons 3 to 6 were used: these
primers also amplified aberrant transcripts {primers are
available upon request; Figure 51). PCR amplified prod-
ucts were prepared as nanopore librares and loaded onto
a PromethlOMN flow cell. Base calling was performed using
the Guppy base caller (v6.4.6) in HAC mode. The result-
ing reads were aligned to the human reference genome
GRCh38 using Minimap2 with splice-aware alignment
settings to accommodate transcriptomic data. All chi-
meric alignments were mapped to the genome using the
BLAST tool to determine their genomic origin, allowing
us to distinguish between WT and aberrant transcripts.”™

2.6 | Breakpoint analysis

Sequencing primers were designed to amplify the specific
breakpoints in the two patients. An initial PCR of ap-
proximately 6000bp was performed using Roche Expand
Long Template Polymerase (Roche). This was followed by
nested PCK using NEBNext High-Fidelity 2X Polymerase
(Mew England Biolabs). PCR products were extracted
from a 2% agarose gel, purified using a PCR clean-up kit
(Macherey-Magel), and sequenced by the Sanger method
{primers are available upon request).
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3 | RESULTS

31 | Clinical description and EEG
features of Patient 1

Patient 1 was bom to healthy unrelated parents after an
uncomplicated pregnancy. Early psychomotor develop-
ment was nommal (walking at 14 months, fist words at
12-13months, good social interactions). No dysmor-
phic features could be seen. Epilepsy began abruptly at
18months of age, with recurrent afebrile generalized
motor status epilepticus (three status epilepticus inci-
dents in Imonth) and frontotemporal seizures with rapid
bilateralization. First electroencephalography (EEG), per-
formed in the context of multiple daily seizures, showed
disorganized, slowed (3.5Hz on average, delta predomi-
nant 1.5 Hz intertwined with theta 4-5Hz), and atypical
very high-voltage background activity (150-400 pV) with
no anteroposterior gradient in wakefulness and rare focal
spikes often diffuse over one hemisphere, either right or
left { Figure 1A). Delta activity decreased in sleep, whereas
theta activity increased, and bilateral sleep spindles were
present (Figure 1B). EEG monitoring recorded hilateral
tonic—clonic seizures, lasting 1-1.5 min, with a myoclonic
jerk, tonic phase, and bilateral clonic phase (Figure 1C,13)
and seizures with frontotemporal onset before bilaterali-
zation. A few weeks after the onset of epilepsy, the patient
showed severe psychomotor regression, including com-
plete loss of oral language, severe relational disorder (lack
of eye contact, no smiling, laughing, or crying), pyramidal
syndrome, loss of gait, and ataxia. Initial magnetic reso-
nance imaging (MRI), cerebrospinal fluid analysis, and
immunologic and metabolic tests were normal. The pa-
tient had no extraneurological involvement and a normal
cardiac evaluation. Given the severity of the disease, he
was treated with immunoadsorption at 20months of age
on the assumption of seronegative encephalitis. Because
it resulted in a partial clinical improvement (regaining the
ability to walk), this was followed with rituximab infu-
sions for 18 months.

After the initial acute phase, epilepsy evolved with
monthly bursts of bilateral tonic—clonic, tonic, tonic with
focalization, and multiple types of complex focal seizures
lasting 3-5days. Figure 2AB presents a 1-min focal sei-
zure with right temporal onset registered at 3years old.
EEGs showed prolonged slow hypersynchrony on awak-
ening lasting several minutes, with genemlized delta
rhythm and altered contact (Figure 2C), an increase in
diffuse triphasic waves during wakefulness, and more fre-
gquent multifocal spikes. Of the 29 EEGs performed over
Syears, only one showed normal voltage, with subnormal
background activity and rare paroxysmal activity during
sleep, recorded after a 2-month seizure-free period. This

transient improvernent was not related to any thempeutic
maodification. Evolution of brain MR revealed mild cere-
bral and cerebellar atrophy (Figure 52). A positron emis-
sion tomography brain scan showed marked, symmetrical
hypometabolism in the frontal, parietal, and temporal as-
sociative areas.

At the age of 5years, myoclonic and atypical absence
seizures appeared, along with a substantial increase in
subcontinuous generalized spikes and waves on the EEG.
The frequency of tonic and bilateral tonic—clonic seizures
increased, occurring several times per day. Background ac-
tivity was characterized by isolated generalized spikes or
bursts of spike and waves at 2.5Hz, along with atypical ab-
sence seizures and concomitant myoclonus (Figure 2D,
intertwined with bi- and triphasic delta activity. His neu-
rological condition deteriorated significantly, with com-
plete loss of motor skills, lack of feeding autonomy, and a
drastic reduction in daily wake time, with no responsive-
ness to simulation.

Since epilepsy started, several antiepileptic therm-
pies were tried. Ketogenic diet, vitamin B6, vitamin
B8, and cannabidicl (10mg/kg/day) were ineffective.
Levetimcetam (55mg/kg/day), sodium valproate (30 mg/
kg/day), lamotrigine (poory tolerated at 1mg/kg/day),
clonazepam  (15mg/kg/day), clobazam (.15mg'keg/
day), topiramate {poorly tolerated at 2mg/kg/day), and
phenobarbital {5mg/kg/day) showed transient and par-
tial efficacy. Sodium channel blockers were introduced
after genetic diagnosis at the age of 5years 3Imonths.
Carbamazepine {20 mg/kg/day) tempomrily reduced sei-
zure activity, without improvement of background ab-
normalities on EEG, and lost efficacy after a few months.
Phenytoin successfully treated bilateral tonic-clonic sta-
tus epilepticus, but long-term use resulted in increased
ataxia and worsening myoclonus, At the last follow-up
(6.5years old), the patient was treated with phenobarbital
and felbamate (Figure 53 ). He remained bedridden, poorly
reactive, and experienced tonic and bilateral tonic—clonic
seizures several times per day.

3.2 | Clinical description and EEG
features of Patient 2

Patient 2 is the third child of a nonconsanguineous couple
with no family history of epilepsy. He was born eutrophic
at full term after an uncomplicated pregnancy. Epilepsy
began at 5months of age, with generalized epileptic sei-
zures characterized by hypotonia and nonreactivity last-
ing approximately 2min, followed by normal recovery.
He mpidly presented recumrent seizures with head de-
viation and clonic movements of the upper limbs. Initial
EEG showed a moderately slowed baseline rhythm, along
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FIGURE 1 Patient 1 electroencephalographic (EEG) background at onset of epilepsy (acute phase 1) at 18months in wakefu lness (A)
and sleep (B} and during seizures (C, D) (A) In wakefulness, abnormally high-volta ge slow disorganized activity between 200 and 400 v,
with rare multifocal spikes. Filter settings: . 53-70 Hz, 50-Hz notch filter; sensitivity: 2008 ‘mm. (B) In sleep, with reduced delta activity

at 1.5Hz and richer in theta at 4-5 Hz; sleep spindles were found bilaterally. Filter settings: .53-70 Hz, 50-Hz notch filter; sensitivity:

15 mm. {C, D) Bilateral tonic—clonic seizu res followed by a suppressed EEG for 1min after. Filter settings: .53-70 Hz, 50-Hz notch filter;

sensitivity: 25 gV fmm.

with slow waves and spikes in the temporal regions dur-
ing sleep (Figure 3A). Despite the beginning of epilepsy,
he reached early developmental motor milestones (sitting
at 9 months, walking at 14months). Language regression
was noted at 15 months in the context of sermus otitis, fol-
lowed by an absence of further language development and
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increasing social withdrawal. A diagnosis of severe autism
spectrum disorder was confirmed at the age of 4years. The
patient achieved independent walking, with no signs of
pyramidal syndrome or ataxia. He is well integrated into
a specialized medical-educational facility. Brain MRI per-
formed at 6months and at 2 years of age was normal.
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FIGURE 2 PFatient 1 electroencephalographic { EEG) background at age 3years during seizures (“honeymoon” phase 2 with intermittent

seizures; A, B)and 1month later (C), and at last follow-up at 6 years old (

phase 3 aprravation; 0. (A, B) Bilateral tonic-clonic seizures

followed by asuppressed EEG for 1 min after. Filter settings: 53-70Hz 50-Hz notch filter; sensitivity: 25 g%/ mm. (C) Slow hypersy nchrony
on awakening lasting several minutes, generalized delta rthythmic, with altered contact during this period on several successive EEGs

and an increase in diffuse tri phasic waves. Filter settings: . 53-70 He, 50-Hz notch filter; sensitivity: 1090V /mm. (D) Background of diffuse
encephalopathy rich in bi- and triphasic delta activity, with isolated peneralized spikesor bursts of spikes-waves at 2.5 Hz, with atypical
ahsence and concomitant myoclonus, Filter settings: .53-70 Hz, 50-Hz notch filter; sensitivity: 10pV/mm.

He had 1-2 seizures per month during his first
vears of life. Administered antiepileptic treatments
were poorly effective (sodium valproate, levetiracetam,
oxcarbazepine, lamotrigine, and topiramate). At ap-
proximately 3years old, EEG revealed global slowing
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with abnormally high-voltage and disorganized delta
activity (Figure 3B).

At 6years old, he experienced a significant increase
in seizure frequency, consisting primarily of bilateral
tonic—clonic episodes that could be prolonged, along
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FIGURE 3 Electroencephalographic (EEG) background of Patient 2. (A) Acute phase 1at 6 months old during sleep, showing slow
waves and spikes in left temporal and occipital regions. Filter settings: .53-70 Hz, 50-Hz notch filter; sensitivity: 20 g% /mm. (B) At 4 years

old, showing slow disorganized background with high-voltage delta waves. Filter settings: .53-70 Hz, 50-Hz notch filter; sensitivity:

15 pv/mm. {C) At 6years old, showing slow disorganized and high-voltage background with bi- and triphasic waves and continuous
spikes-waves in the frontal regions. Filter settings: 53-70 Hz, 50-Hz notch filter; sensitivity: 20 0 /mm. (D) At Gyears old, showing slow
disorganized background with sharp theta chythmic discharge on central vertex regions. Filter settings: 53-70Hz, 50-Hz notch filter;

sensitivity: 10 PV /mm.

with multiple types of focal seizures. Background activ-
ity on EEG deteriorated and showed a predominant delta
encephalopathy pattem, with frequent bi- and triphasic
delta waves in addition to bilateral frontal spike-wave
discharges (Figure 3C). Further treatment modifications
did not provide significant improvement (lacosamide,
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clonazepam, phenytoin, perampanel, topiramate, can-
nabidiol, ketogenic diet) or even womsened seizure activ-
ity (clobazam; Figure 53). Follow-up EEG continued to
show persistently disorganized activity, with asymptom-
atic seizures localized to the central right and midline
regions (Figure 3D). His level of consciousness altered
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progressively. On last follow-up at the age of 6.5 years, the
patient demonstrated profound intellectual disability, lim-
ited autonomy in daily activities, and speech impairments,
speaking only a few words.

At the age of 7vyears, the patient experienced a 2-
month episode of refractory status epilepticus, with a sus-
pected but unconfirmed diagnosis of limbic encephalitis.
Management included admission to the intensive care
unit and plasma exchange therapy. The myoclonic status
epilepticus resolved following oral administration of phe-
nytoin and zonisamide, with a gradual and complete re-
turn to the patient’s baseline status: independent walking,
presence of stereotypies, absence of spoken language, and
emotional expression through smiling and vocalizations.
No signs of pyramidal syndrome were observed.

3.3 | Characterization of the structural
rearrangements by LRS

Both patients had a de novo gain of minimal size of
536 kbp within the FGFIZ gene at the 3928929 locus as
previously detected by array CGH analysis: arrf{GRCh 38|
3g28g29 (192182695 192719 315) = 3. Targeted LRS was
performed using the adaptive sampling method, focus-
ing on the region chr3:163000000-195000000, which
includes FGFI2 among more than 120 genes. After se-
quencing enrichment, the targeted region achieved
22-fold coverage for both patients, whereasthe entire ge-
nome had 2-3-fold coverage. Sequencing generated 12.6
GBand 6.6 GB of data, corresponding to 14.9 million and
11.37 million reads for Patient 1 and Patient 2, respec-
tively. The average supporting read size over the copy-
gain variant containing FGF12 was 15508 bp for Patient
1 and 7948 bp for Patient 2.

The precise coordinates of the identified duplica-
tions were as follows: NC_000003.12:5.192153910_1927
43885dup in Patient 1 and NC_000003.12:5.192155125
_19274508 1dup in Patient 2 (Figure 44 ). Furthermore,
Structural wvariant calling using CuteSV detected
the duplication in both patients, further confirming
these events. The breakpoints were located within the
L1PAZ-A and L1PAZ-B (LINE-1 Primate-specific sub-
family A, number 2) LINE elements (Long Interspersed
Muclear Element) at chr3:192149316-192155328 and
chr3:192 739 214-192 745 242, respectively. These LINE
elements share 958.14% sequence homology. Chimeric
read alignments indicated a direct tandem duplication
for both cases, with the 5° breakpoint located in the last
intron, common to both isoforms. The 3 breakpoint
was located downstream of the 5 untranslated region
in an intergenic region (Figure 4B—4C). The involve-
ment of L1PAZ-A and L1PAZ-B LINE elements in both

patients suggests a nonallelic homologous recombina-
tion (NAHR) mechanism (Figure 4B). This mechanism
and the occurrence of duplications are further sup-
ported by Sanger sequencing analysis of the breakpoints
(Figure 54}, which revealed homologous sequences of
73bpin Patient 1 and 53bp in Patient 2.

3.4 | LRS of FGF12 major isoforms
Aand B

cDMNA analysis was performed on FGFI2 soform A and
isoform B. Both WT transcripts share the terminal exons,
referred to as exons 3 to 6. They differ in their first exons;
WT transcript A contains exon 1A, whereas WT transcript
B contains exon 1B and exon 2. Exons 14, 1B, and 2 to-
gether form the initial ranscript exons (1TEs).

BNA was extracted from human LCLs derived from
Patient 1 and reverse transcribed in cDNA fragments. PCR
primers were designed to amplify potential abermrant tran-
scripts, and the resulting amplicon library was sequenced
using LRS technology, By analyzing the sequences of the
last exons, we identified two different types of aberrant
isoforms in addition to the WT isoforms (Figure 54). The
first, abermant isoform A, involved a fusion of the coding
sequences of exon 5 and exon 3, skipping exon 6, in the
sequence [TE-3-4-5-3-4-5-6 (Figure 5B). The second, aber-
rant isoform B, was chamcterized by the insertion of 123
nucleotides from the intergenic region chr3:192 738861~
192738983, named “INS,” after exon 5, followed by exon
3, in the sequence ITE-3-4-5-1ns-3-4-5-6 (Figure 5B). The
WT proteins yielded from isoform A and isoform B consist
of 243 and 181 amino acids (aa), respectively. The aberrant
isoform A protein based on the isoform B is predicted to
be 320 aa, with no premature termination due to the in-
frame fusion of exon 5 and exon 3{Figure 5C). In contrast,
the aberrant isoform B protein is predicted to be truncated
with a premature stop codon (Figure 5C).

4 | DISCUSSION
Resurgent sodium currents are essential for regulating
the excitability of central and peripheral neurons. In this
study, we applied LRS to investigate the structural organi-
zation of recurrent intragenic microduplications in FGFI2
and their effects on transcription in two patients with de-
velopmental and epileptic encephalopathy (DEE), both
harboring an overdapping phenotype and specific EEG
features.

Recurrent FGFI2 microduplications with breakpoints
located within the L1PAZ-A and L1PA2-B LINE elements
have been previously identified in patients with DEE
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FIGURE 4 Study of DMNA rearrangement encom passing FGFI2 pene. (A) Visualization of long-read sequencing reads overlapping the
FGF12 duplication breakpaoints in Patients 1 and 2, displayed using the Integrated Genome Viewer. (B} Schematic representation of the
repair mechanizsm through nonallelic homologous recombination, precisely localized on L1IPAZ LINE elements (LINE-1 Primate specific
subfamily A, number 2 ; Long Interspersed Nuclear Element) at the FGF1 2 duplication breakpoint. {C) Overview of duplications identi fied
in patients from the literature { L1-L6) and in patients from our study (Patient 1 and Patient 2), along with the localization of LIPAZ
elements in the UCSC Genome Browser (University of California, Santa Cruz; chr3: 192080 000-193020000). { FISH = Fluorescence In Sitn
Hybridization; MANE = Matched Annotation from NCEI and EMEL-EEI).

through array CGH and confirmed via Sanger sequenc- LRS provides an unbiased and comprehensive approach
ing (Table 1)."*"**! LRS enabled the precise identifica- to investigate the two-dimensional organization of the
tion of the complete structural rearrangement as adirect  genome, thereby supporting the formulation of physi-
tandem duplication between the two interspersed paral-  opathological hypotheses** This structural change is
ogous repeats, L1IPAZ-A and L1PAZ-B, as previously sus- likely to be driven by the NAHR mechanism, which ex
pected.]l]' Unlike whole-genome shortread sequencing,  ploits sequence homology between the directly oriented
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ts. { C) Modeling of the sequence of the WT and aberrant proteins

{yellow: intergenic sequence; red: stop codon ). (MANE = Matched Annotation from MCEI and EMEB-EEI).

L1PAZ-A and L1PAZ-B repeats to mediate recombination.
This process can result in either deletions or duplications,
as observed in other genomic instability hotspots flanked
by repeat elements.* Similarly, the recurrent FGFI2 du-
plication exhibits highly conserved breakpoints, with
homologous regions differing by only a few base pairs, fur-
ther supporting an NAHR-mediated mechanism, >4
As member of the FHF subfamily, FGFIZ has at least
two transcription initiation sites that generate two major
isoforms. Transcript A (ENSTO0000454309.7; NM_021032)
encodes FGF12 isoform A, a protein with a longer N-
terminal sequence compared to FGF12 isoform B, en-
coded by transcript B (ENSTOD00044 105.7; NM_004113).
Structurally, FHF proteins share a [i-trefoil fold, with a
conserved C-terminal region that covers a hydrophobic
surface on the f-trefoil fold. = The [-trefoil fold of
FGF12 contains unigue motifs that facilitate interactions
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with the cytoplasmic tails of Mav channels, thereby modu-
lating their activity. These interactions enhance neuronal
excitability by shifting the voltage dependence of rapid in-
activation of the Nav channels.** FGFI12 contains key
surface residues essential for Nav channel interactions.
The FGF12 isoform A possesses distinct properties due
to a conserved motif of 15-20 residues at the N-terminus,
which acts as an open-channel blocking particle. This
maotif facilitates both rapid and prolonged inactivation
by maintaining the channel in a long-term inactivated
state.*™ A pathogenic missense variant, p.(Argl44His)
in isoform A, has been identified as a cause of DEE. This
substitution disrupts the interaction FGF12-Nav channel
interaction, causing a depolarizing shift in channel inacti-
vation and leading to a gain-of-function effect. ™

The recument FGFIZ duplications identified in this
study included the central motif and key residues essential
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for interactions with Nav channels, specifically Lys9,1lel1,
Arg52, Tyr93, and Val9s (as designated in FGF12 isoform
A nomenclature)." These duplications were associated
with two aberrant transcripts, each originating from tran-
scription starts of either transcript A or transcript B. The
first aberrant transcript, derived from WT trmanscript A,
is composed of eight exons, corresponding to the follow-
ing sequence: exon 1A-3-4-5-3-4-5-6, with no predicted
occurrence of a premature stop codon. The second ab-
errant transcript, derived from WT transcript B, is com-
posed of seven exons and includes an intergenic region.
It corresponds to the following sequence: exon 1B-2-3-4-
5-INSsequence-3-4-5-6 (Figure 5). Previous studies using
RT-PCR and Sanger sequencing on blood and hair follicles
from a patient with FGFI12 duplication suggested the pres-
ence of a long abermnt transcript containing all exons in-
frame. This hypothesis is further supported by our study,
withthe identification by LRS on cDMN A of the presence of
the same extended transcript, corresponding to aberrant
transcript A.'*"* The aberrant transcript could potentially
be fully translated, yielding a hypothetical longer protein
with two central [-trefoil folded regions, as exons 5 and
3 remain in-frame, preventing a frameshift. Although we
have not analyzed the protein sequence, we suspect that
the abermnt structural conformation may lead to protein
instability and degradation. Our results also validated the
existence of a second aberrant transcript characterized by
an outof-frame inserion of intergenic content, leading
to a premature stop codon.'* It is also important to note
that FGFI2 is affected by both recurmrent and nonrecur-
rent structural vardants. For example, a patient with bial-
lelic structural variants—including a deletion of exon &
and a duplication of exons 34 of FGFI12—was recently
reported.” In that study, LRS enabled the resolution of
small, complex biallelic structural varants. The patient
exhibited focal motor seizures progressing to bilateral
tonic-clonic seizures and status epilepticus, with appar-
ent treatment responsiveness. These findings illustrate
the heterogeneity of FGFI12-related rearrangements and
emphasize the utility of LRS in chamcterizing clinically
relevant, complex structural variants.

Pathogenic missense variants have been linked to a
gain-of-function effect on Nav channels, whereas du-
plications have been linked to loss of function. Despite
these opposite mechanisms, both alterations give rise to
an identical DEE phenotype, differing only by the age at
epilepsy onset. Gain-of-function variants lower the fir-
ing threshold of Nav channels, leading to neuronal hy-
perexcitability and early onset seizures.”'" In contrast,
loss-of-function duplications do not trigger hyperexcit-
ability and are associated with a slightly later seizure
onset. The putative aberrant elongated variant pro-
tein may shift the voltage dependence of Nav channel
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inactivation toward more hyperpolarized potentials,
impairing channel activity, further supporting a loss-
of-function mechanism."” In the hippocampus, mossy
fibers carry signals from granule cells in the dentate
gyvrus to the CA3 region. These fibers target excitatory
pyramidal cells and GA BAergic inhibitory interneurons.
These interneurons, which release the neurotransmitter
GABA, play a key role in suppressing neuronal activ-
ity, thereby regulating excitation and maintaining net
work balance” ™ Nav channels, particularly Navl.2,
are highly expressed in the dentate gyrus granule cells,
which project to the CA3 region. Interestingly, mossy fi-
bers form connections with specific inhibitory interneu-
rons known as basket cells approximately 50 times more
frequently than with excitatory pyramidal cells. Loss of
function in these Nav channels reduces the efficiency
of inhibitory signaling, thereby increasing hyperexcit-
ability in the CA3 region.”" ™ This altered excitability
may explain the later onset of epileptic seizures (average
onset at 19 months for duplicated variant against 19 days
for missense variants), a timing that corresponds with
the expression of these cells in a more mature brain and
is observed in patients with FGFI2 duplication.”"* "
Thus, as previously suspected, patients with FGFI12 du-
plication presented with a later onset of seizures and
showed an apparent stagnation or regression in devel-
opment after seizure onset.*

Most of patients with FGFI2 pathogenic missense
variants presented with drug-resistant epilepsy and EEG
showing mainly multifocal nonspecific abnormalities.
When EEG data were available, half presented with
slow background activity and interictal focal or multifo-
cal spikes; discontinuous patterns of suppression burst
were rmrely seen. Ictal EEG was reported as focal (with
rapid spread to bilateral regions) or generalized with
low-voltage fast activity, followed by widespread spikes
and postictal suppression.™” Conversely, in patients
with FGFI12 duplications, we have observed a more
complex EEG pattern, with some common specificities
{Table 1). First, at the onset of epilepsy, both patients
presented a marked alteration in electrogenesis compat-
ible with severe encephalopathy, suggesting an inflam-
matory etiology. Both patients showed a very slow and
high-voltage activity, as described in encephalitis.”’ One
of our patients, like others in the literature, was treated
with immunomodulatory drugs.® In treated patients,
a three-phase evolution was observed. The first phase
comesponded to a storm of seizures with cognitive re-
gression (Figure 6). Phase 2 was a “honeymoon phase,”
with partial response to therapy, corresponding to a
seizure-free period, but with significant improvement in
cognitive performance. Finally, in phase 3, we observed
a worsening of the epilepsy with nonconvulsive status
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epilepticus, obnubilation, myoclonus (accompanied by
diffuse subcontinuous spikes and waves with abundant
triphasic waves on EEG), and progression toward bed-
ridden state.'*'**! Both patients reported in this study
had hilateral tonic-clonic seizures and focal temporal
seizures at epilepsy onset. This temporal localization is
consistent with the hypothesis of disruption in the bal-
ance between excitatory and inhibitory signaling within
these regions.”® The kinetics of seizure onset and pro-
gression in FGFI12 duplications may suggest a disease
course similar to Nav1.2 (SCN2A) loss of function, with
a later onset compared to Navl.2 (SCN2A) gain of func-
tion.” The parallel with Mavl.2 alterations could be
extended to treatment approaches. Like patients with
pathogenic missense variants, those with duplications
exhibited significant resistance to antiepileptic treat-
ments despite various therapeutic approaches. Although
phenytoin demonstrated partial efficacy in FGF12 dupli-
cations, its overall impact was limited and failed to pro-
duce substantial clinical improvement,'"'*'*

We have provided the first comprehensive charac-
terization of FGFI2 duplications using LRS approaches
on DNA combined with cDNA analysis, to reveal the
complete structural rearrangement caused by NAHR
mechanisms and their impact on transcripts. This re-
sulted in two distinct aberrant isoforms: an elongated
isoform A and a frameshift isoform B. The electroclin-
ical consequences of FGFIZ duplications appear to be
more specific than previously suspected compared to

point pathogenic missense variants, with clinical regres-
sion observed after seizure onset and distinctive EEG
patterns at onset and during evolution/progression, sug-
gesting that these duplications could be suspected based
on EEG findings.
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ARTICLE INFOD ABSTEACT

Keywords: Structural vadants (5vs) significantly contribute 1o human disease, but their complexity often makes accurate
Long Read Sequencing chamcterization difficult with conventional methods. Advances in long-read sequencing (LRS) offer potential by
Nanopar= spanning kilobases and directly resolving 5Va. In this study, we examined two individuals with unresclved Svs.
?;:f"mm“ LRS on both DNA and ¢DNA provided single-bage resolution of all breakpoint junctions, revealing detailed
VM reamangement structures and underlying mechanisma. Transeriptomic analyses identified abnomal fusion

trangeripts and elarified their functional congequences, inchiding haploinsuificiency and potential dominant-
negative elfects. In one case, a triplication affecting the ZMYM2 gene wis precisely mapped, revealing a trun-
cated variant that may escape nondense-mediated decay. In the second cme, a highly complex meipmeal
transgkocation involving RERE and FHADT disrupted RERE expresion, with Hi-Cdata showing minimal impact on
enhancer-promoter interactions. Due o the ircomplexity, these 5Vs were not fully resolved by standard methods.
By integrating LES with transcriptomic and chmomaomal conformation analyses, we provided a comprehensive
undestanding of 5 formation and i pathogenic impact. Our findings emphagize the need for advanced
genomic approaches to mesolve complex V4, enhance diagnoatic accuracy, and inform elinical management.

1. Introduction cytogenetic technigues, including karyotyping, fluorescence in sie hy-

bridization {(FISH), comparative genomics hybridization arrays (CGH),

EBtructural variants (5Ws) are large-scale genomic rearrangements
that affect DM A segments of 50 base pairs (bp] or more. 5V are broadly
classified into two main types based on their effect on DNA dosage:
unbalanced and balanced variants. Unbalanced variants, also known as
copy number variants {CNVs), include duplications and deleticns that
result in DMA gains and losses, disrupting genetic dosage or the regu-
latory environment. In contrast, balanced varants, such as inversions
and balanced translocations, do not change the overall DNA content but
reprganize the genomic stucture. These rearrangements can affect gene
expression or regulation, particularly when breakpoints disrupt func-
tionally critical genes [1-3].

Accurate characterization of 5Vs is essential for precise diagnosis.
Their detection fypically involves conventional and maolecular

and short read sequencing (SRE] [1]. Howewver, these approaches face
significant limitations, particularly in resolving complex genomic rear-
rangements (CGRs) and Vs within highly repetitive genomic regions
Euch challenges complicate the precize characterization of some dupli-
cations, which is critical for assessing their potential effects on nearby
genes or regulatory elements [4 ). Az a result, some 5V identified by SRS
or OGH may remain classified as variants of uncertain significance
(VUE), presenting significant challenges for clinical interpretation and
decision-making. [5].

In this context, the use of long read sequencing (LRS] technologies to
characterize complex events has significantly advanced the under-
standing of 5Vs [ 4,7]. Reads generated by LRS technologies range from
1010 150 kbp, enabling the capture of full-lengthor near full-length Vs,
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By reducing sequencing bias and resolving the organization of complex
regions at both the DNA and ¢DNA levels, LRS strategies are considered
a key component of cytogenomics [5].

In this study, we employed LRS on both DNA and cDNA to fully
characterize two unresolved structural cytogenetic cases: a two-copy
gains of the ZMYM2 gene and a copy gain of the RERE gene. The
ZMYM2 gene encodes a zine finger transcriptional regulator inv olved in
promoting and maintaining cell identity [9]. Monoallelic ZMYM2
loss-of-function variants cause an autosomal dominant craniofacial
syndrome with renal and cardiac anomalies (NECRC, MIM #619522).
Additionally, some evidence suggests a potential dominant-negative
mechanism through escape from nomsense-mediated decay (NMD)
[107]. The RERE gene encodes a miclear receptor coregulator that regu-
lates the retinoic acid signal [11]. Pathogenic variants within RERE are
associated with an autosomal dominant neurodevelopmental disorder
characterized by bmin, ocular, and cardiac anomalies (MIM #605226).
Most pathogenic variants in RERE lead to loss of function, although
severe phenotypes have also been reported with specific missense var-
iants [11,12].

Owr goal was to integrate a comprehensive DMA and cDMNA approach
wsing LRS to mefine the classification of structural variants previously
designated as variants of uncertain significance.

2, Materials and methods

Peripheral blood samples were collected from the affected in-
dividuals and their parents after obtaining informed consent. This study
was approved by the Comite de Protection des Personnes (CPP) ethics
committee, reference #2023-A0047 342, Informed written consent was
obtained from all participants or their legal guardians.

Chnical descriptions Patient 1 is a 2-year-old boy born to unrelated
parents. The patient was delivered at 39 weeks' gestation after a preg-
nancy with suspected congenital heart defect that was not confirmed
after birth. At 15 months of age, his weight was 9.7 kg (-1 8D, his height
was 75 cm (-2 50, and his cranial circumference was 44 cm (-3 500
Clinical features include axial hypotonia that began at 2 months of age,
feeding difficulties, moderate developmental delay, posmatal micro-
cephaly and cry ptorchidism. CGH analysis identified a two-copy gain at
13q1211 encompassing the PSPC], ZMYMS, and ZMYM2 genes for
Patient 1.

Patient 2 is an 11-year-old girl born to unrelated parents after an
uncomplicated full-temm pregnancy. At 10 years of age, the patient
weighed 41 kg (+1 5D, was 1.46 m tall (+2 5D, and had a cranial
circumference of 55 cm. She presented with speech delay, with her first
words appearing around 3 years of age. She showed global delay and
moderate intellectual disability. A copy gain at 1p36.23 encompassing
the RERE and EN('! genes was initially identified by CGH for Patient 2.

21. CGH-armay

Patient peripheral blood samples were caollected in EDTA tubes.
Genomic DMA was exiracted using the CHEMAGIC-S5TAR robotic
extraction system (Hamilton, Reno, US-NV). Experiments were per-
formed on genomic DNA. Agilent Human Genome CGH 60 K oligonu-
cleotide arrays (Agilent, Santa Clara, CA, USA] were used according to
the manufacturer's protocols.

22, Nanopore long-read DNA sequencing

O™ A libraries were prepared using the Ligation Sequencing Kit SQK-
LSK1 14 (Owford Nanopore Technologies ONT, Owford, UK. Sequencing
was then performed according to the standard protocol on an ONT
PromethION sequencer, using a PromethION flow cell (R10.4.1) con-
nected to a GridlON sequencer as the computing device. After
sequencing, basecalling was performed using the Guppy basecaller
(version 6.4.6) in High Accuracy (HAC) mode

Computatonal and Seucuml Bisechnology Joumal 27 {2025) 1732-1 70

The resulting reads were mapped to the human reference genome
GRCHh38 using MiniMap2 [version 2.24) [1 3]. These mapped data were
then used for downstream analysis. Sniffles2 (version 2.0.7) and CuteSV
(version 2.1.17 were used to detect structural variation [ 14, 15]. Sniffles2
calling was optimized with specific parameters to enhance detection of
complex variants: —long-dup-length 5000000 and —minsupport 3, while
CuteSV was used with the parameters -max size — 1 and —min suppart 3.
Visual inspection of structuml variants within target regions was per-
formed using toals the Integrative Genomics Viewer (IGV version 2,101
Breakpoints were confirmed by Sanger sequencing using specific
primers, which are availablein Additional Table 53,

2.3, gPCR torgeting analyss

Quantitative PCR was performed using genomics DMNA extracted
from the patient and the PowerlUp SYBR Green kit (ThermoFisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA) with primers specifically designed to
quantify copy number within the variant locus. Copy number was
normalized to that of a contmol sample processed under the same con-
ditions as the patient sample. Relative primer levels wem calculated
using the 2% method with normalization to a reference gene, and
statistical analysis was performed using appropriate software. All ex-
periments were performed in triplicate.

24. Opical genome mapping (OGM)

Ultra-high molecular weight DNA was isolated from patient whaole
blood using the Bionano Prep 5P pmotocol for frozen human blood
{Bionano Genomics, San Diego, CA, USA). Briefly, DNA was labeled with
the DLE-1 erzyme at the CTTAAG motif and the backbone was stained
using the Direct Label and Stain Kit acconding to the Bionano Prep DLS
protocol (Bionano Genomics). The labeled DNA was guantified using the
Promega Quantifluor HS assay and then loaded onto a Saphyr chip fior
linearization and imaging on the Saphyr instrument.

2.5 Cell culture

Human lymphoblastoid cell lines (LCL) were established by Epstein-
Barr virus immaortalization of the subject's blood lymphocytes and
maintained in RPMI 1640 medium (ThermoFisher Scientific]) supple-
mented with 15 % fetal bovine serum (FBS) {ThermoFisher Scientific)
and 1 % penicillin-streptomycin (Life Technologies).

246, Nanopore bng-recd cINA sequencing

RMA was exiracted from LCL wsing the PurelLink RMA Minikit
(Invitrogen, Carlshad, CA, USA). For the ONT sequencing experiment,
the Direct cDNA sequencing protocol (SQK-LSK114 kit) was followed
according to the mamifacturer' s instructions. Briefly, for each patient,
2—4 pgp of total RNA was reverse transcribed wsing patent-specific
primers, followed by strand switching to produce full-length cDMNA
The prepared cDNA libraries were then loaded onto separate Prom-
ethlON flow cells, one for each patient, for sequencing. Base calling was
performed wing the Guppy basecaller (version H.4.6) in High Accuracy
(HAC) mode. The resulting reads weme aligned to the human reference
genome GRCh38 using Minimap2 with splice-aware alignment settings
to accommodate transcriptomic data. RT-gPCR was performed to
examinate the distribution of the transcripts of candidate gene in both
patients.

2.7. Conventional cytogenetic analysis

Karyotyping was performed using RH G-banding on metaphase
spreads prepared from peripheral blood of patient 2 according to stan-
dard procedures. FISH analysis was performed on metaphase and
interphase nuclei from hlood lymphocytes using fosmid clones
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G24BPE240BES, G24BPEGI96GER,
G24BPEO32OFL] for patient 2.

G24RPR201 4049, and

28. Hi-C sequencing

Hi-C sequencing was performed for patient 2 on LCLs wing the
Arima HiC kit for ma mmalian cell lines [Arima Genomics, Carlshad, CA,
USA) Briefly, 10 million cells were cross-linked with 2 % formaldethy de,
lysed, and digested with enzymes provided in the Arima kit The
resulting fragments were labeled with biotin, ligated, and cross-linking
was reversed. Next, the biotin-labeled DN A fragments were sheared to
asize of approximately 400 bp using a Covaris 5220 instrument (Covaris

A comparative genomic hybridization assay of 1341211 lacus

Computatonal and Sructmi Biokechaology Jowrmal 27 (202 5) 1732-1 740

LLEC, Woburn, MA, USA) and AFA tubes. Biotin-labeled fragments wene
then selectively enriched with beads from the kit. DNA was further
processed through repair steps according to the Arima protocol usng the
MWEBMext Ultra [T DMA Library Prep Kit (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) Sequencing libraries were prepared by ligation of adapters
and indexes wsing the NEBNext Multiplex Oligos for llumina kit (New
England Biclabs). PCR purification and size selection were performed
uzing Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, A63881). The
libraries were subjected to deep sequencing (~ 300 million reads) in a
150 bp paired end run on a Next5eq550 sequencer (Ilumina, San Diegao,
CA, USA). Paired reads obtained from the sequencing were aligned using
the Burmws-Wheeler Aligner (BWA-MEM 0.7.17] [ 14 ]. Parameters wene
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Fig. 1. Maolecular analysis of the two-copy gain in Patient 1. {A) Compamtive genomic hybrdization asay (OGH) analysis reveal a 0.3 Mb gain encompessing the
entire PSPCT and ZMYMS genes, along with a partial duplication of the ZMYMZ gene. (B) Coverage plot from DNA long-read nanopore sequencing shows a two-copy
gain enoompasing the entiee PSPCT and ZMYMS genes and exong 1-10 of ZMYMZ2, with precise breakpoint identification. (C) Ribbon Genome Viewer viswaliza tion
of long-read nanopore sequencing data identifies a tandem tiplication event [43). (D) Schematic representation of wild-type and triplicated alleles, with boxed
regions highlighting copy gain locl (E) Integrated Genome Viewer (1GV) visualization of DNA and ¢DNA Jong-read nanopore sequencing data showing genome
breakpoints and their effect on ZMYMZ transcripts. (F) RT-qQPCR analysis quantilying total tmnseripts (Mlue bam, targeting the 5 region of ZMYMZ) and wild-type
transeripts (red bard, targeting the 3 megion of ZMYMZ)L (G) Schematic representation of MANE (Maiched Annotation from NCEI and EMBLEBI) and aberrant

EMYMZ transe ripla.
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set in accordance to the documentation of HiCExplorer 3.7.3 [17]. respectively.

Briefly, mates of the Hi-C sequencing read pairs were aligned separately

with parameters setting a high gap extension penalty (-E50) and the 3. Results

penalty for 5' and 3' clipping to zero (-L0). As proposed in the docu-

mentation, we also set the matching score to 1 (-Al) and the mismatch 3.1. LRS enables base-level characterization of a tripiication invelving the
penalty to 4 (-B4). Alignments were converted from SAM to BAM files EMYM2 gene

and sorted wsing Sambamba [15]. For further data exploration, Hi-C

contact matrices were produced at wvarious resolutions  using A two-copy gain at 13g12.11 encompassing the PSPC 1, ZMYMS, and
HiCExplorer. Resolutions of 50 kb and 1 Mb wem selected for the ZMYM2 genes was initially identified by OGH for Patient 1 (Fig. 1AL
visualization of local contact or TADs and inter-chromosomal contacts Thiz finding was subsequently confirmed by targeted gPCR and

A Comparative genomic hybridization assay of 1p36.23 locus
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Fig. & Molecular Analysis of the Highly Complex RERE Reamangement in Patient 2 (A) Compamative genomic hybridization ssay (OGH) analysis identifies a
05 Mb gain encompassing the entire ENOT gene and a partial duplication of the RERE gene. [B) Coverage plot of DNA long-read nanopome sequencing reveals regions
with five-copy and two-copy gaing, labeled A 1o F. (C) Subway plat depicting the complete complex marmngement observed in Patient 2. Gray sireciumes mepreent
wild-type chromosomes, yellow denotes the derdvative chmmaome 1, and red denotes the derivative chromosome 22, (E) 16V viEualization of ¢DMA long-read
Manopore sequencing data, showing fulllength wild-type and aberrant RERE transcripts terminating at exon 10 and exon 12, Green bar indicate exon 10 of the
RERE gene and Red bar indicate exon 12 of the RERE gene. (E) Schematic map of the MANE and Abermant RERE tmnseripia. (F) RT-qPCR analysis quantilying total
transeripts {blue bars, targeting the 5 region of RERE) and wild-type transcripts {red barm, targeting the 3’ region of RERE)L
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considered to be de nove (Additional Figure 51A)

LRS using Nanopore technology was performed to characterize the
rearrangement. All sequencing data are reported in Additional Table 54,
Visual read depth analysis and the structuml varants callers confirmed
the presence of the copy gains (Fig. 1B). Chimeric reads identified the
breakpoints at chrl3:19,680,196-20,033,950, with each copy gain
spanning 353,755 bp and arranged in a direct tandem configumtion
(Fig. 1.C). This duplication encompassed the entire PSPC] and ZMY M5
genes, while the ZMYM2 gene was disrupted by truncation at intron 10
(Fig. 1D-E). This specific copy number gain has not been previously
reported in the gnomAD CNV or DGV population databases. While
ZMYMZ is known to be associated with disease, alterations in PSPCI
andor ZMYMS have not been reported in pathology. In addition, pre-
dictive sensitivity scores for copy number gains or losses did not suggest
significant pathogenic potential for ZMYMS or PEPCT [10].

Chimeric sequence analysis revealed junction sequences both up-
stream and downstream of the copy gains, with a 3-bp microhomology
at the breakpoints that was validated by Sanger sequencing {Additional
Figure 51H). Furthermaore, the absence of similar repeat elements in the
region and at the breakpoint suggests that a non-allelic homologous
recombination (NAHR) mechanism is unlikely {Additional Tahles 51-
52).

The detailed structural characterization provided by LRS confirmed
the tandem-direct nature of the rearrangement. This analysis revealed
twio wild-type alleles of EMYM2, in addition to two truncated alleles
containing exons 1-10. Given the predictive sensitivity scores from the
pTriplo tool and the absence of previously reported cases with copy
mumber gains affecting these genes, no further investigation into the
impact on PSPCI and ZMYMS5 was deemed necessary.

cOMA analysis using LRS Nanopore sequencing confirmed the pres-
ence of both full-length EMYM2 transcripts and aberrant truncated
transeripts terminating near exon 10 with polyadenylation signals
(Fig. 1E). RT-gPCR was performed to quantify the distribution of full
length wersus aberrant transcripts and revealed a 5050 ratio of full
length to truncated tramecripts in the patent. This finding suggests a
frameshift comsequence of the triplication 8V involving EMYM2 (Fig. 1F-
Gl

3.2, LRS wwavels a highly complex strucheral weriant involving the RERE
gene

CGH analysis identified a copy gain at 1p36.23 spanning 499 kbp
and encompassing the RERE and ENOI! genes in Patient 2 (Fig. 2A).
Further examination revealed three consecutive probes within this re-
gion with a log ratio of approximately 1, suggesting the presence of a
second copy gain within the first, resulting in a DUP-TRP-DUP config-
wuraticn. The rearangement was subsequently confirmed by targeted
gPCR and considered to be de nova. This specific copy number gain has
not been previously reported in the gnomAD CNV or DGV population
databaszes [20,21].

LRS using Manopore technology was performed to further charac-
terize the rearrangement. All sequencing data are repaorted in Additional
lable 54, Depth of covemge analysis confirmed the unbalanced DUP-
THRP-DUP, with segment sizes of 87,189 bp, 213,819bp, and
246,772 bp, named ‘B', *C' and “I¥, respectively, coresponding to the
CGH result (Additional Table 517, Additionally, threesmaller CNVs were
identified: a copy gain upstream of the 'B' segment, named 'A', with a
size of 1871 bp; and two additional copy gains located 7 Mb down-
stream at the 1p36.21 locus, with segment sizes of 46,495 bp and
1034 bp, named 'E' and 'F', respectively (Fig. 2B, Additional Figures 52-
53). These variants were validated by qPCR with fold-change values of
L5, consistent with duplications, and 2.0, consistent with triplications
(Additional Figure 54A). For clarity, we will use only the A-B-C-D-E-F
designation for each genomic segment (Fig. 2C, Additional Figure 53],
Detailed analysis of chimeric read patterns identified multiple organi-
zations invalving these differemt segments, notably an interaction
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between locws 1p36.23 and locus 1p36.21, and between these two loci
and the 22q1 1.2 region (Fig. 2C). This suggested a more complex rear-
rangement pattern.

In thiz configuration, two potential hypotheses of rearrangement
were possible: one involving aninsertion in chromosome 22 and another
invalving a reciprocal translocation. Complementary cytogenetic ana-
lyses were then performed to differentiate between a translocation from
an insertion. Karyotyping and chromosome painting confirmed the
presence of 22pter on 1pter and 22qgter on lgter, suppaorting the hy-
pothesis of a reciprocal tmnslocation (Supplementary Figure S4B-C).
OGM and FISH were also performed with probes targeting the ‘B', 1€,
‘I, and “E' regions. OGM identified eight breakpoints, while *A" and *F’
were not detected due to their small size, and confirmed the tmans-
location t(1;22] invalving a highly repeated region in the 22q11.2 locus
(Supplementary Figure 540-F)L Thus, the complete SV, initially identi-
fied as a duplication of the RERE gene, was found to involve derivative
chromosomes 1 and 22 resulting from a t(1;22) translocation, with two
unbalanced complex regioms at both breakpoints that include genomic
segments from the RERE region.

The rearrangement configuration indicated the presence of one wild-
type allele of the RERE gene and two aberrant alleles arising from the der
(1) and der{22) chromosomes. LRS transcript analysis revealed the
presence of a full-length wild-type transcript along with two distinct
abemrant tramscript types (Fig. 2D-E). The first aberrant transcript
aligned with the RERE gene up to exon 10 and continued on chromo-
some 22, corresponding to der{l). The second aberrant transcript
extended to exon 12 of the RERE gene, then aligned with exon 3 of the
FHADD gene, followed by exons 2-7 of the long non-coding BN A
FAM2304G, corresponding to der(22). Notably, the terminal sequence of
exon 12 in RERE and the start sequence of exon 3 in FHAD] are phased,
suggesting the possible formation of a fusion transcript involving RERE,
FHADD, and FAM230G (Fig. 2E). RT-gPCR was performed to quantify
the distribution of full length wersus aberrant transcripts and revealed a
50:50ratioof full length to truncated tmnscripts in the patient. (Fig. 2FL
This finding suggests a frameshift equivalent of the CGR invalving RERE
from bath der(1) and der{22].

Hi-C sequencing was then used to investigate the effect of the char-
acterized CGR on the 3D organization of chromosomes 1 and 22, Inter-
chromosomal contacts between chromosomes 1 and 22 were confirmed,
consistent with the translocation hypothesis (Fig. 3 A). In addition,
intra-chmmosomal intemctions were observed on chromosome 1 be-
tween regions 1p36.23 and 1p36.21 (Fig. 2B). Given the disorganization
of the 1p36 region, we investigated the potential for novel enhancer-
mene interactions. While the translocation appeared to alter chromatin
architecture, its effect on enhancer-promoter associations was minimal
or negligible (Fig. 3 C). No significant novel enhancer-promaoter in-
teractions were observed, suggesting limited regulatory disruption (data
naot shown).

4, Discussion

The accurate characterization of SVs, especially complex events
involving copy gains, remains one of the major challenges in cytoge-
nomics. The advent of new sequencing technologies, particularly long-
read sequencing for both DNA and ¢DNA, has greatly improved the
ahbility to unravel the organization and consequences of 8Vs [6-522]. In
this study, the LRS approaches facilitated the characterization of two
CGRs, enabling the precise identification of breakpaoint locations and a
clear definition of the nature of the SVs.

LRS provided a comprehensive analysis for patient 1, precisely
characterizing the CNV as a tandem triplication with a breakpaoint
within intron 10 of the ZMYMZ2 gene. This approach localized the trip-
lication and its breakpaoints at the nucleotide level, with a 3-bp micro-
homology at the two breakpoints (Additional Table 52, Additonal
Figure 5 1B]). This microhomology, in the context of copy gains, provides
valuable insight into potential mechanisms and strongly suggesis the
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Patient 2 Maknx

Fig. 3. 3D Genome Analysis Targeting the Structural Rearrangement of Patient 2. (A) Hi-C cis contact magg ke chromosomes 1 and 22 comparing a wild-type (WT)
contml and patient 2. Red frames highlight ectopic interchromosomal contacts observed between chromosomes 1 and 22 in patient 2. (B) Hi-C cis contact map lor
chmomaosome 1 in WT control and patient 2. Black amows indieate ectopic intm-chromosomal contacts within cdromodome 1 in patient Z. (C) Topologically aae
ciated domain {TAD) map of chromosome X2 (ol 15 000, 00023, D00, 60; hg38) dedved from Hi-C data for WT contral and patient 2. Alterations in the TAD

sirwctures in patient 2 are evident compared to the WT contml.

imvolvement of replication-hased processes such as microhomology-
mediated break-induced replication (MMBIR) or fork stalling and tem-
plate switching (FoSTeS). These mechanisms likely utilized the 3 bp
microhomaology as a repair tem plate during the rearrangement event [ 2,
23,24, Such processes can repeatedly collapse during replication,
resulting in structurally more complex variants such as the observed
triplication (Fig. 1D). The direct tandem friplication of ZMYM2 is
different from copy gains mediated by the non-allelic homologous
recombination (NAHR] mechanism [1], such as type I triplications,
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which lacks flanking duplications or inversions, or type Il triplications,
which ty pically contain inversions and flanking duplications [1 25]. The
NAHR mechanism does not apply in this case due to the absence of
repeat elements in the region (Additional Tahles 51-5270

In previous reports, microcephaly was documented in 4 of 14 pa-
tients, neumdevelopmental disorders in 9 of 14, hypotonia in 3 of 14,
feeding difficulties in 2 of 14 and cryptorchidism in 1 patient. Patient 1,
who presented with developmental delay, cryptorchidism and micro-
cephaly, was mminiscent of this condition [10]. LBS on cDMNA from
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Patient 1 provided insight into the effect of the ZMYM2 rearrangement
on franscript profiles. Notably, we observed a 50:50 distribution of
wild-type and truncated transcripts in the LCL sample, which is pre-
dicted to result in the production of an aberrant ZMYMZ2 protein. We
hypothesize that the truncated ZMYM2 transcripts may escape
nomsense-mediated decay (NMD). As suggested by Connaughton et al,
similar truncating pathogenic variants were identified in a family, that
displayed a comparable phenotype. Using Bioluminescence Resonance
Energy Transfer (BRET) assays, which measure protein-protein in-
teractions by transferring energy from a luciferase to a fluorophore, the
authors demonstrated that some truncating pathogenic variants could
disrupt the ZMYM2 interactome. If these variants allow the transcript to
escape nonsense-mediated decay (WMDY, they may impact DNA-binding
transcription factoms, co-repressors, and proteins involved in chromatin
regulation and organization [10]. These altemtions may have down-
stream effects on key factors imvolved in urinary tract development and
may contribute to the observed urinary tmct malformations in the pa-
tient described in this study [26]. In particular, tuncated ZMYM2 var-
iants have been shown to partally interact with FOXP1, a transcription
factor implicated in both neurodevelopmental and renal diseases [27].
In line with this hypothesis, these findings suggest that the truncated
IMYM2 proteins could dismpt the native interactome by competing
with wild-type proteins, thereby contributing to the patient's
phenotype.

LRS of the genome of Patient 2 revealed a CQGR with multiple copy
mumber gains, interspersed inversions, and a reciprocal translocation
between chromosomes 1 and 22, with breakpoints within the RERE and
FHAD! genes (Fig. 2C). LRS facilitated the precise identification of all
copy number gains, their arrangements, and the exact locations of the
breakpaoints, including base-pair resolution sequencing of the break-
points themselves [6,25 29]. Despite the challenging nature of the
breakpaint locations, which often included repetitive elements, regions
of microhomaology were identified between interacting genomic regions
(Additional Table 51-52].

We propose a two-step mechanism underlying the rearrangement. In
the first step, repair by mechanisms such as MMBIR/FoSTeS likely
induced chromoanasynthesis onchromosome 1, leading to the observed
CNV. Micmmhomologies ranging from 3 to 8 base pairs may have served
as repair templates. The microhomaology between segments °C' and F'
was not directly observed, possibly due to the loss of the corresponding
chimeric read, suggesting that this interaction was disrupted by subse-
quent repair events [2,23,24],

In a second step, two double-stand breaks (DSBs) on chmmosomes 1
and 22 appear to have triggered the formation of the reciprocal trans-
location [30]. At the chromosome 22 breakpaoint, a region containing
multiple copies of a type A tramslocation breakpeoint sequence
—characterized by AT-rich, highly wariahle segments— was identified
(Additional Figure 55A) [ 31 ]. This region tends to form cruciform sec-
ondary structures, which increase genomic instability and make the
region more susceptible to DE&Bs (Additional Figure S58) [32]. Simdlarly,
the D5B on chromosome 1 may have been driven by an inversion near
region ‘B’ which could have induced secondary structure formation,
further promoting genomic instability and leading to a break [33].

Omnce these DEBs occurred, cellular repair mechanisms were engaged
to restore genomic integrity. Based on the sequences identified at the
breakpoints, non-homaologous end joining (NHED) appears to be the
most likely mechanism, facilitating the fusion of 1pTER/22pTER and
1qTER/22qTER (Fig. 2C, Additional Figure 55C). This repair process
explains the reciprocal translocation and provides a plausible model for
the observed complex rearrangement. This proposed two-step mecha-
nism could have occurred during different developmental window-
s—premeiotc, meiotic, or posteypotic. While these stages are
corsidered critical for the emergence of such genomic alterations, pin-
pointing the exact timing remains challenging.

Tmnscriptomic analysis and structuml studies provided compre-
hensive insights into how the observed complex rearangement affects
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RERE gene expression. Monoallelic pathogenic variants of RERE are
associated with a neurodevelopmental disorder characterized by brain,
eye and heart abnormalities (MIM #605226] [ 12]. Pathogenic variants
in RERE are predominantly loss-of-function. However, severe pheno-
types have also been associated with specific missense varants within
the atmophin-1 domain, suggesting a dominant-negative mechanism may
contribute to more severe clinical presentations [11,12]. Thecumulative
data showing one wild-type transcript alongside two aberrant tnmn-
cating REREtranecripts (Fig. 2D-E}- strongly suppart haploinsufficiency
as the most likely pathogenic mechanism.

RT-gPCR analysis, which revealed a 50:50 ratio of wildtype to
abemant tramscripts, highlights several intriguing findings. The first
abemant transcript, comprising exons 1-10 of the RERE gene and
aligned to chromosome 22, appears to be degraded via the NMD
pathway [34]. The second aberrant transcript, spanning exons 1-12 of
the RERE gene, exon 3 of the FHAD! gene, and exons 2-7 of the
FAMZ2 3G Inc RN A, may hav e functional relevance. This fusion transcript
suggests the possibility of producing a chimeric protein that may
contribute to the observed phenotype. Notahly, fusion transcripts
involving IncRMAs, as observed in cancer studies, have been shown to
generate functional proteins. This raises the possibility that the second
abemant transcript exerts a hiological effect that contributes to the
phenotype. The observed 50:50 ratio between the second aberrant
transcript and the WT transcript further supports its potential functional
relevance [55]. Consistent with the literature, patients with RERE var-
iants leading to haploinsufficiency often present with milder and less
specific phenotypes, aligning with the clinical features observed in Pa-
tient 2 [11,12]. Surprisingly, the complex 5V involving multiple CNVs,
inversions, and a translocation appears to have minimal impact on the
regulatory environment and may only lead to RERE dysmegulation.
Although Hi-C data suggested a possible reorganization of topologically
associated domains (Fig. 3 C), no evidence of enhancer hijacking events
was ohserved in this case [36-358].

In both reported cases, LRS sgnificantly enhanced our understand-
ing of CNVs and CGRs. Although both SVs occurred de movo in the pa-
tients, they could potentially be transmitted to future genemtions. The
detailed characterization of these complex rearrangements is therefore
essential for genetic counseling, enabling a better understanding of
patential reproductive risks. This technology allowed us to identify the
likely molecular diagnosis in these patients, who experienced a “diag-
nostic odyssey”. Nevertheless, analysis of LRS data in the context of
medical molecular diagnosis remains challenging, and many bicinfor-
matics issue nedd to be addressed. Current structural variant callers
often fail to detect all breakpoints and to capture the full complexity of
such mearrangments [ 39]. The two variant calling software tools used,
CuteSV and Sniffles2, accurately both identified only the duplication in
Patient 1 and a single inversion in Patient 2 [14,15]. Additionally,
CuteSV identified an inversion between regions “A' and “B', and a
deletion between regions ‘A’ and ‘E'. The detection of this deletion is not
surprising, as it reflects the contact observed between these two regions
However, the variant is inaccurately named: itis nota true deletion, but
rather an insertion of a duplicated segment, which the caller did not take
into account. This discrepancy highlights the limitatons of current
variant calling algorithms, especially when analyzing complex rear-
rangements. Factors such as struetural variant complexity, sequencing
quality, and read depth play a key role in variant detection and char-
acterization. For example, low coverage or regions of high sequence
complexity can hinder breakpoint resolution, leading to underrepre-
sentation of specific rearmngements and incomplete varianmt profiles
[39]. The development of improved algorithms that effectively integrate
depth, read mapping consistency, and sequence context will be key to
unlocking the full potential of long-read sequencing in genomic di-
agnostics. These advances could improve breakpoint detection and
enable more accurate characterization of complex rearrangements
However, manual curation and complementary experimental validation
remain essential components of comprehensive genomic analysis to
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ensure accurate interpretation amd clinical relevance of identified
structural variants.

LRS has demonstrated its versatility by enabling both genome anal-
v5is and transeriptome chamcterization. Unlike traditional methods, it
enables direct sequencing of full-length transcripts without prior PCR
amplification, preserving mnative HRMNA  features and minimizing
amplification-induced bias [ 40,41 |. This capability was essential for the
accurate identification of truncated and fusion transcripts in both pa-
tents, providing critical insight into the functonal impact of structural
variants on gene expression. SRS technigues lack the ability to directly
span large genomic regions, relying instead on statistical inference to
piece together sequences As a result, they often struggle to accumtely
resnlve intricate fusion events and other complex structural varations
[42]. While OGM is a powerful tool for detecting large structural vari-
ants and pmovides an intuitive visnalization of genome-wide rearrange-
ments, it has resolution limitations that may hinder its ability to capture
finer details of complex genomic rearrangements [CGRs). Specifically,
(GM has a resolution threshold of a ppmximately 5 kb, which can result
in missed detection of smaller events, as observed in our study with
regions ‘A’ and ‘F'. In a separate study comparing OGM to long-read
sequencing (LRE) using Nanopore technology, OGM detected 74 % of
the junctions in complex cases, whereas LRS alone identified 100 % of
these junctions [7].

(wr findings emphasize the importance of imtegrating long-read
sequencing of DNA and ¢cDNA into routine clinical diagnostics for rare
diseases. These approaches provide essential insights into the charac-
teristics of structural variants, facilitate hypotheses about their forma-
tion mechanisms and pathogenic effects, and ultimately improve the
classification of VUS. By enhancing diagnostic accuracy, this compre-
hensive stmtegy supports more personalized and effective clinical
management for affected individuals.

CRediT authorship contribution statement

Thuillier Caroline: Validation, Methodology, Investigation. ¥Yahya
Emilie: Software, Methodology, Investigation. Meneboo Jean-Pascal:
Software, Methodology, Investigation, Formal analysis. Faungueux
Jade: Writing — original draft, Visualization, Validation, Methodology,
Investigation, Formal analysis. Thomes Lue: Software, Methodaology,
Inwvestigation. Caumes Roseline: Investigation, Data curation. Figeac
Martin: Software, Methodology, Investigation. Villenet Celine: Formal
analysis. Smol Thomas: Writing - review & editing, Writing — original
draft, Validation, Resources, Project administration, Funding acquisi-
ton, Conceptualization. Ghoumid Jamal: Writing — review & editing,
Writing — original draft, Validation, Resources, Project administration,
Conceptualization. Boudry Elise: Formal analysis, Data curation.

Declaration of Competing Inte rest

All authors declare that they have no conflicts of interest.
Acknow ledgments

We thank the patients and their families for participating in this
study. This work was supported by the University Hospital of Lille,
France (Grant Mo, BPIZ2-07-1531). We thank Delphine Ceraso, Alexis
Leurent, Heidi Tampere, and Pauline Grave for their technical assistance
with LRS, primer design, and RT-PCR experiments. We thank Julien
Merlin for his technical asistance with FISH analysis.
Appendix A. Supporting information

Supplementary data associated with this article can be found in the
online versiom at doi: 1OLL016/.0shj. 2025.04.03 1.

Computatonal and Sy oumid Fioecmology Joumal 207 (X25) 17321 70
Data Availability

All data sets used of analyzed in this study are available from the
corresponding author upon request.

References

[1) Weks=Thlatt B, Rudd ME. Human stroctura] varis o mechanisms of chromosome

renrrangements. Trends Genet 20153188799, haps://dad_org A0 101679
g 2015 05010,
[2) Carvalho CME Lupski JH. Mechanisms underlying structural variant formation in
genamic disorders. Mat Rev Genat X0116;172224-38 hiips/dod ong /100 1038
nrg 2015 25

[3] Schuy J, Grochowsld CM, Carvalho CMB, Lindstrand A Complex genamic
rarrangsments an underestimated canme of rare dismses. Trends Ganet TIG 2022;
31344 haps/ dolorg 10,1016 §oig202 2 G003

[4] Mewman & Hermedz KE, Weckselblatt B, Rudd ME. Nexi-generation sequencng of
duplimtion CNVs reveals that most are @ndem and some create fikion genes at
breakpaints. Am J Hum Genet 20159620820 hape /dad org /10010167
ajhg 2014 12017

[5] Bowcatt KM, Rath A, Chang JX, Hartley T, Aluraya PS, Baynam G, et al.
Internaticnal cooperation ta enahle the diagnasis of all rane genetic dizssages Am J
Hum Genet 201 71002695705 itpes/dol org 1001 016 ajhg 2017 04003

[6] MEller DE, Sulovari A, Wang T, Loucks H, Hoslzema K, Munsaon KM, etal. Targeted
longread sequencing identifies miwing d ease.@using variaton. Am J Hum Genet
2151081 3649 hitpees Sdol args 1001 0186 ajheg 3021 06 06

[7) De Clereq G, Vantamme L, Dewaels B Callswaent B, Vanalder O, Jansens £ ot al.
Full characterization of inresalved srucural variation through long: read
sequencng and optical genome mapping. S5 Rep 2024 1429142 higs
1L 10385 415 9 024 H000E 2

[8] Demaraju N, Miller AL, Miller DE. Longresd DNA and RNA ssquendng to
sireamline clinical genetic esting and reduce barriers o com prehensive genstic
iesting. J ApplLab Med 2024:5138-50. hitpe/dol org 10,1083 almfad 107,

[9] Owwen I, AguilarMartinez B, B2, 1 Y, Sharrocks AD. ZMYM2 cantrolk human
transposahle element tramscription through distinet oosregolatory complexes. eLife
N2 % 12 RPAGEEA . hitpe Adalorg 107 554 feLife GHGG9

[10) Cormaughtan DM, Dai K, Owen [, Marquez J, Mann N, Graham-Paquin AL, et al.
Munations of the transoiptional @repressor 2MYM2 @use syndromic urinary Tact
malformatons. Am J Hum Gened M0 107727 42 himps sdolorg 101016 7
ajhg 20A0 08013,

[11) Pregeau B, Kim BI Hemandez Garcia A, Jordan VK, Cha MT, Schour RE, et al_ De
Movo munations of HERE @muse a genetic syndrome with feamres that overlap those
asmocivted with proximal 1p3h deletions. Am J Hum Genet 20169896370
bt /d ol arg 100100 6 b 30 16 003 002

[12) Jorden VE, Pregeau B, Ge X, Giordano J, ‘Wapner R, Baloi TB, et al. Genoty pe-
phenatype carrelations in individuaks with pathogenic RERE varianss. Hum Mutat
A8 39666-T8 haps -/ /dad org A0 1002 humu_ 238000

[13) LiH. Minimap pairwise alignment for mudentide ssquences. Biain forma Ouxdf Engl
185349094 100 htpes <o org 1001 093 ol nfarmatics biy1 910

[14) Smollka 8, Paulin LF, Grochowskd O, Horner DW, Mahmoud M, Behera & et al
Detection of mosaic and population:level structural varians with Sniffles2. Nat
Bimtechnal 2024, httpec/ ‘dolorg: 101038 /241 587 (2302 (2 4y

[15) Jiang T, Lin ¥, Jiang ¥, Li J, Gao ¥, Cui & et al Long-read hassd human genamic
struciural variation deteciion with cuteSV. Genome Bial 2020721-189 ips odal
arg 101 18651 3059052002 107w,

[16) Li H. Aligning sequence reads, chone ssquences and assembly contigs with BWA-
MEM 2013, hitpss Sdolorgs 10 48550 ariv 1303397,

[17) Ramirez F, Bhardwaj ¥, Arrigond L, Lam KC, Griining BA, Villaveces J, et al_ High
rezalutian TADs reveal DMA sequences underlying gename arganteation in flies
Mait Commun 201 89:189. haps/dolor g 101038 S41857 0 17 02525 .

[18) Tarasow A, Vildl Al Cuppen B, Nijman L, Prirs P Sambamba: G5t processing of
WGE alignment formats. Bioinforma Oof Engl 2015312000824 hiipe /dalorg
1011093 i i o mnavtie s a9

[19) Rizggs ER, Andersen EF, Cherry AM, Kantarci £, Kearney H, Patel A, & al. Technical
standards for the interpretation and repanting of constimtional copy -number
varints a jaint conssneus recommendation of the American Caollege of Madical
CGenetics and Genomics (ACMG) and ghe Clindcal Genome Resource (ClinGen o
Genet Med J Am Caoll Med Genet 2020722:245 87 hiipe /dol org /1001034
o] A 01 S0 805

[20) Chen & Frandali LG, Goodrich JK, Callins HL, Kanai M, Wang ¢}, et al. A genamic
mutaticnal constraim map using variation in 7, 156 nman genomes. Mamre
A2 hvipss fdolong 101038 /541 58602 3. 060540

[21) MacDonakl J0, Ziman R, Yuen REC, Peuk L, Scherer SW. The Database of Genamic
Variant< a curated aollection of structural varistion inthehuman genome. Mudeic
Acids Res 201 £42D986-92 hapss/dad sorg A0 1093 nar gla9s i,

[22) Pujimoto A, Wong JH, Yoshii ¥, Akivama £ Tanaka A, Yagi H, et al Wholegename
sequencing with long reads reveals complex structure and origin of strucural
varistion in human genetic varistions and somatic mutations in cancer. Gename
Mexd 202113268 httper Ao org 101 186,551 307 3. (2 10088 3. 1.

[23) Bahrambeigi V, Song X, Sperle K, Beck CH, Hijas H, Grochowsld CM, ot 2l Distinct
patterns of camplex revrrangements and a mutational signatune of
microhamen oz y are frequently observed in PLPF] copy number gain sructural
varianis. Gename Med 20191180 haps-/ dal_org AL 118651 3073 019087 401

dolorg

233



I Powpewy et al

[24]

[25])

[2a]

[27]

[28])

[29]

[ELU

[31]

[32]

[33)

Currall BE, Talkowski Chiang C, Morton ME OO Mechanims for structural
variation in the human genome Curr Genet Mad Hep 2013;1:81-900 haps: ol
arg 101007 /=40 14201 3001 2.8

Lhimajima K, Mano T, Kashiwagi M, Tanabe T, Sugawara M, Okamowo N, etal
PelimeusMerzbacher discase cansed by a duplicastion - imver ted tripliation-

dup lication in chramosamal segmemts inchiding the PLF region Bur J Med Genet
201 255 400-2 hap=//dodorg 101016 4 ejmg 201 202 013,

Estruch 5B, Graham SA, (uevedo M, Vino A, Dekkers DHW, Derfiotis P, etal
Proteamic analysk of FOXP protens reveals imeractions between cortical
transoipiion factors asocisted with neurad evelopmental disorders. Hum Mal
Genet 2018 haps/doiorg 10 1093 hmg dd vl

Wu ST, Feng ¥, Sang B, Qd ¥, Li L, Lu [, et al. Foogpl & recquirsd fiar renal
imercalated cell differentiation and acidbase regulation. J Am Soc Nephral JASN
2R LS5 -4, hitpr Adolorg/ 10168 1/AASN Q000 00000003 19,

Merker JD, Wenger AM, Snaddan T, Grove M, ZappalaZ, Fresard L, ot al Long. read
gename sequendng identifies cansal stuctral variation in a Mendelizn dissase.
Genet Med J Am Caoll Med Genet 201 82001 5963 it Sdolorg 101058/

Fim 2017 85,

Makamichi K, Huey J, Sangermano K, Flace EM, Bujzkowska KM, Marra M, et al_
Targeted bong.read sequencing enriches d sease relevant genomic regions of
imterest to provide camplete Mendelian disease diagnostics. JC Insight 20245
el htpe /dod arg /101 172/ el insight 183902

Lisher MH, Gu J, Lu H, Shimazaki M, Tsad AG. Nonhomologous DMA end joining
(MHET and chromesamal ranshodions in himans Subcell Biochem 20 105
2799 _hips/Sdolorg 10 1007 A7 8-90-481-3471.7 14

Detihas N. A family of long intergenic non-coding KNA genes in human
chramomamal region 22q11.2 @mrry a DNA transks ation break paint/AT-rich
sexquence. PSS One 2018132019502 haps:/dol arg A0 1371 ourmal

pone 01 95700

Carrell- Tash &, Lilley B, Salmans v H, Mhmarsk E, Franoond CP, McNamara M,
et al Double strand breks (DSRs) as indicators of genamic insability in PATRR-
mediated ranslomtions. Hum Maol Genet 202 ;20387281 haps/sdolorgs
101093/ hmg ddaa 251

Adt Baada A, Guo W, Costa AR, Yang J, Wang J, Lobachev K5 Widely spaced and
divergent imverted repeats become a potent source of chromosamal
rearrangememns in lang singlestrandsd DMNA regions. Mucleic Acids Res 202351
372234 hape A adol org /101093 narn ghad 153,

234

[24)

[35])

[36]

[37]

[248)

[39])

[40]

[41]

[42]

[43]

Computatonal and Sruckiml Biokechnology fourmal 27 [X025) 17321 M8

Hug N, Longman [, Cdeeres JF. Mechaniom and regulation of fhe nonsense.
meiated decay pathway. Nuckesic Ackds Res 201604148395 haps o dalorg
10,1093 Srar gl 01 0L

Zdnches Marin D, Silvaldzares MB, Parras-Reves Fl, Garda-Romdn B, Campos-
Farra AlL Breaking paradigms Long non-mding ANAs forming gene fisions with
potential implications in cancer. Genes D 2024;1 12101 136 fipe Y d ol arg

10 J(U-!u-‘|$_-:‘.'|-:|l:i_'£|_'{ 101136,

Wang X, Xu J, Zhang B Hou ¥, Song F, Lyn H, et 2l Genomeawide datection of
enhancerhijadeing events fram chramatin imteraction dat in re.arrangesd
genomes. Mat Methods 202118661 -8 hitpe dol org 10013854 1592021

01 103w,

Mela US, Jatzl J, Prach-Medina CA, Flex E, Hartmann £ Ali £ 2t al Enhancer
hijacking at the ARHGAP3S loos & assodated with connective thsue to bane

i arsfonmation. Mat Commun 2023142004 haps:doiorg AL 1038541467
(2337558,

Hamani ¥, Shendure J, Duan £ Understanding spatial gename arganizatoc
methods and imsights. Genom Proteaom Bioinforma 20160147 -20_ hogpscdolorgs
101016, b 201601002

Hedal AA, Saad BT, Saad MT, Mosaad G5, Aboshanab KM Benchmarking longread
aligners and SV @llers for strucral variation detection in Oadornd nanopore
s=quancing data Sa Rep 2024146160 hips//dolarg/ 101038 /=41 598.02 4
St gl

Logsdaon GA, Vallger MR, Eichler EE. Longread human genome sequencing and its
app lications. MNat Rev Genet 200072 1567 614 hitpedal arg /100108854 1576
LUl e

Vallmers &, Fenland L, Kanbar JN, Quake S Movel exons and splice variants in
the human antibady heavy dhain identifisd by zingle cell and single maksoule
sequencing. oS One 20151 ¢e011750. bt dol arg /1001 37 1 fournal

pone 0117050

Mattestad M, Goochwin £, Nz K, Baslan T, Sedbeeck PJ, Reschenader P, etal
Complex rearrangements and oncogene amplifications revealed by longread DRNA
and KNA sequencing of 2 brenst cancer o2l line. Genome Hes 3018:28:1126-35.
hitpesAdol ong/ 1001 1012 231 1001 17

Mattestad M, Aboukhalil B, Chin C-5, Schae MO Ribbo e imuitive visual zation for
mmplkx genomic variatdon Bioinforma Ouxf Engl 2021:37:413-5. higpsvdolorg”
1020903 iy in foer i, T mad B0




	Index des figures
	Index des Tables
	Liste des Abréviations
	Lexique des gènes - Nomenclature HUGO :
	I/ Introduction
	1. De la génétique humaine aux troubles neurodéveloppementaux
	1.1. La génétique humaine et sa diversité
	1.2. Maladies génétiques rares
	1.3. Troubles neurodéveloppementaux

	2. Variants génétiques, mécanismes et impact
	2.1. Variants génétiques
	2.1.1. Variant Nucléotidique
	2.1.2. INDEL :
	2.1.3. Les variants cytogénétiques
	2.1.3.1. Variants intrachromosomiques simples
	2.1.3.2. Variants interchromosomiques simples
	2.1.3.3. Variants chromosomiques complexes


	2.2. Mécanismes d’apparitions des SV
	2.2.1. Variant récurrent
	2.2.2. Variant non récurrent
	2.2.2.1. Non-Homologous End-Joining
	2.2.2.2. Mécanismes liés à la réplication


	2.3. Conséquences des variants de structures
	2.3.1. Sensibilité au dosage
	2.3.2. Impact sur la séquence codante
	2.3.3. Effet de position
	2.3.3.1. Impact sur l’élément régulateur
	2.3.3.2. Impact sur l’environnement 3D



	3. Detection des SV
	3.1. Caryotype et FISH
	3.2. Analyse chromosomique par puce ADN (CGH-Array/ACPA) :
	3.3. Séquençage de nouvelles générations
	3.3.1. Méthode
	3.3.2. Détection des variants
	3.3.3. Limites

	3.4. Cartographie Optique
	3.5. Séquençage de troisième génération
	3.5.1. Séquençage PacBio
	3.5.2. Oxford Nanopore Technologie
	3.5.2.1. Origine du nanopore
	3.5.2.2. Type de nanopore
	3.5.2.3. Principe
	3.5.2.4. Spécificités


	3.6. De la cytogénétique à la cytogénomique

	4. Utilisation du séquençage long-read pour l’étude des variants de structures
	5. Interprétation des variants

	II/ Objectifs
	III/ Matériel et Méthodes
	1. Matériel
	1.1. Matériel biologique
	1.2. Matériels associés au séquençage Nanopore
	1.2.1. Séquenceurs
	1.2.2. Informatique et logiciels


	2. Méthodes
	2.1. CGH-Array
	2.2. Librairie de séquençage ADN Long-Read Nanopore
	2.3. Déroulement d’un run Nanopore sur ADN
	2.3. Analyse qPCR ciblée
	2.4. Culture cellulaire


	IV/ Résultats
	1. Approche de séquençage et panorama des données
	1.1. Metrics associé au séquençage
	1.2. Spécificités du séquençage par adaptive sampling
	1.3. Impact des facteurs pré-analytiques sur les performances de séquençage

	2. Étude de variants récurrents, soumis au mécanisme de NAHR
	2.1. Article 1 – Publié dans Epilepsia: Long-Read Sequencing of Recurrent FGF12 Duplications in Epilepsy: Insights into Structural Mechanisms and Aberrant Isoforms
	2.1.1. Introduction
	2.1.2. Méthodes spécifiques
	2.1.2.1. Déclaration éthique
	2.1.2.2. Séquençage des amplicons d’ADNc
	2.1.2.3. Analyse des points de cassures

	2.1.3. Résultats
	2.1.3.1. Description clinique et caractéristiques des EEG de UPN1
	2.1.3.2. Description clinique et caractéristiques des EEG de UPN2
	2.1.3.3. Caractérisation des réarrangements structuraux par séquençage LRS
	2.1.3.4. Séquençage LRS des isoformes majeures A et B de FGF12

	2.1.4. Discussion

	2.2. Etude d’un variant récurrent lié à l’X: IDS
	2.2.1. Méthode complémentaire
	2.2.2. Résultats
	2.2.2.1. Présentation clinique et familiale du patient UPN3
	2.2.2.2. Diagnostic moléculaire d’une mucopolysaccharidose de type II par séquençage Long-Read

	2.2.3. Conclusion


	3. Étude de variants non récurrents
	3.1. Article 2: Publié dans CSBJ : Combining long-read DNA and RNA sequencing to enhance molecular understanding of structural variations leading to copy gains(149)
	3.1.1. Introduction
	3.1.2. Matériels et méthodes supplémentaires
	3.1.2.1. Descriptions cliniques
	3.1.2.2. Cartographie optique du génome (OGM)
	3.1.2.3. Librairie de séquençage ADNc Long-Read Nanopore
	3.1.2.4. Analyse cytogénétique conventionnelle
	3.1.2.5. Séquençage Hi-C

	3.1.3. Résultats
	3.1.3.1. Le séquençage long-read permet une caractérisation à l’échelle nucléotidique d’une triplication impliquant le gène ZMYM2
	3.1.3.2. Le séquençage long-read révèle un variant structurel hautement complexe impliquant le gène RERE


	3.2. Article 3 – En soumission: Deciphering Structural Mechanisms of Copy Gain Variants With Long-Read Sequencing
	3.2.1. Introduction
	3.2.2. Méthodes spécifiques
	3.2.3. Résultats
	3.2.3.1 Le séquençage long-reads (LRS) identifie des duplications en tandem associées à des mécanismes de réparation par microhomologie
	3.2.3.2. Le séquençage long-reads révèle un mécanisme de réparation marqué par des cicatrices d'insertion aux points de rupture
	3.2.3.3. Le séquençage long-reads permet une analyse approfondie des variants de structure complexes et des mécanismes de réparation

	3.2.4. Discussion

	3.3. Étude de variants associés à MED13L
	3.3.1. Contextualisation
	3.3.2. Résultats
	3.3.2.1. Présentation clinique des patients UPN13 et UPN14
	3.3.2.2. Étude de l’impact biologique des gains de copies associés à MED13L

	3.3.3. Conclusion

	3.4. Étude d’un variant associé à GPSM2
	3.4.1. Méthode spécifique
	3.4.2. Résultats
	3.4.2.1. Présentation clinique du patient UPN15 et explorations par génome Short-Read
	3.4.2.2. Diagnostic moléculaire du syndrome Chudley-McCullough par séquençage Long-Read

	3.4.3. Conclusion



	V/ Discussion
	1. Caractérisations structurelle et moléculaire de variants de structure
	1.1. Analyse par LRS : Vers un meilleur taux diagnostique ?
	1.2. Que nous aurait révélé le séquençage short-read ?
	1.3. Les gains de copies : une complexité sous-jacente ?
	1.4. Étude associée aux mécanismes d’apparitions

	2. Le séquençage long-read par la technologie Nanopore
	2.1. Mise en œuvre du séquençage génomique complet sur flowcell Nanopore
	2.2. Faut-il privilégier l’Adaptive Sampling ?
	2.3. Vers une mise en place en routine diagnostique ?
	2.4. Qu’en est-il de la seconde approche de séquençage Long-Read : PacBio ?


	VI/ Conclusion
	VII/ Bibliographie
	VIII/ Annexes
	Article Annexe 1
	Article Annexe 2


