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RESUME

Contexte : La rétinite pigmentaire (RP) est une maladie rare, caractérisée par une perte
progressive de la vision, pour laquelle plus d’une cinquantaine de génes ont été identifiés. Le
laboratoire du CHRU de Lille est recours national pour le diagnostic moléculaire de ces
pathologies depuis 2008, et utilise dorénavant le séquencage haut débit (SHD), qui permet une
analyse étendue et non plus séquentielle et partielle des geénes. L’objectif de notre étude est
d’évaluer la prévalence des génes responsables de rétinites pigmentaires autosomiques
dominantes et liés a ’X en France et de comparer quatre stratégies de diagnostic génétique
développées pour leur identification.

Meéthode : 625 patients issus de I’ensemble du territoire et atteints de RP ont été analysés
entre 2008 et 2017, tout d’abord par séquencage ciblé des points chauds mutationnels par
technique Sanger (n=337) puis par séquencage haut débit selon 3 modalités : i) un panel de 12
genes le séquenceur PGM (Life Technologies) (n=193) ii) par un panel de 18 genes (n=95) et
iii) un panel de 150 génes ( n=32) sur séquenceurs lllumina.

Résultats : Un diagnostic moléculaire a été établi chez 33,12% des patients analysés. Les
genes les plus freqguemment identifies sont RHO (10.56%) PRPH2 (4.96%) et RP1
(4%).Parmi les 265 variants identifiés, 106 n’ont jamais été décrits dans la littérature. Nous
montrons que 1’analyse par SHD, bien que permettant I’analyse de toutes les régions codantes
des génes, n’améliore pas significativement le nombre de diagnostics positifs par rapport au
séquencage ciblé par méthode Sanger. Enfin les grands panels de génes ont surtout permis
d’¢lucider des formes récessives et atypiques sur le plan phénotypique. Le SHD offre
également I’avantage d’une analyse simultanée d’un grand nombre de génes pour un grand
nombre de patients a moindre codt.

Conclusion : Nous rapportons ’analyse de la plus grande cohorte de rétinite pigmentaire sur

le plan international. Ce travail a permis d’identifier un grand nombre de variants non décrits

3
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et de réaliser une corrélation génotype/phénotype. Une meilleure connaissance de ces
pathologies et 1’identification des génes en cause est un prérequis pour de futures inclusions

de ces patients dans des essais médicamenteux ou de thérapie génique
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INTRODUCTION

La rétinite pigmentaire (RP) est une maladie dégénérative de I’eil qui se caractérise par
une perte progressive et graduelle de la vision évoluant généralement vers la cécité. Elle est
liée a Dlaltération du programme génétique des cellules de la rétine, les photorécepteurs,
indispensables & la vision.

Il s’agit d’une maladie génétique complexe : il existe plusieurs modes de transmission,
elle est génétiquement hétérogéne avec plus d’une cinquantaine de génes identifiés comme
responsables de la pathologie et peut étre associée a d’autres manifestations cliniques dans des
syndromes différents et variés (Syndrome de Usher, Syndrome de Bardet Biedl) (1).

L’hétérogénéité génétique et la diversité des mécanismes de la dégénérescence des
photorécepteurs représentent un challenge pour le diagnostic moléculaire. La connaissance du
mécanisme moléculaire est essentielle pour le diagnostic clinique, le pronostic et le conseil
génétique des patients et leurs familles. Avec les progres de la thérapie génique et des
techniques de manipulation génétique tel que le CRISPR/CAS9, I’identification des génes de
rétinite pigmentaire deviendra indispensable pour [I’utilisation de ces thérapeutiques

prometteuses.
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I. La Rétine Humaine

A. Anatomie de la rétine

L’homme posséde la remarquable habilité a percevoir les couleurs, les formes et le
mouvement et a différencier les variations d’intensité de lumiére. L’ceil est un systéme optique
qui transmet la lumiére a la rétine (2): ’information lumineuse entre par la pupille, traverse le
cristallin puis I’humeur aqueuse pour finalement atteindre la rétine. La rétine se compose de

deux tissus : la neurorétine et 1’épithélium pigmentaire de la rétine (EPR) (3)

a) Neurorétine

La neurorétine est un tissu d’origine neuroectodermique dérivé du diencéphale, composé de
cellules neuronales (photorécepteurs, cellules horizontales, bipolaires, amacrines et
ganglionnaires) et de cellules gliales (cellules de Miller, astrocytes et cellules microgliales).
La neurorétine est organisée en couches de noyaux cellulaires alternant avec des couches de
synapses.

Sur le plan histologique, I’architecture de la rétine se présente de la maniere suivante (3)
(figurel) :

- une couche de cellules ganglionnaires, qui collectent 1I’information visuelle pour la
transmettre au systeme nerveux. Les signaux des photorécepteurs sont relayés vers les cellules
ganglionnaires par un réseau d’interneurones (cellules horizontales, bipolaires et amacrines).
Les axones des cellules ganglionnaires convergent vers la papille pour former le nerf optique.

-une couche plexiforme interne : réseau de connexions synaptiques entre les axones
des cellules bipolaires et amacrines et les dendrites des cellules ganglionnaires

-une couche nucléaire interne composée des noyaux de cellules bipolaires,

amacrines, horizontales et des cellules gliales de Miiller. Les cellules de Muller sont présentes
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dans toutes les couches de la rétine car elles traversent radialement la rétine et sont en contact
avec tous les neurones rétiniens. Elles sont impliquées dans le contréle de I’angiogenése, la
régulation du flux sanguin rétinien et contribuent a la formation et au maintien de la barriére
hémato-rétinienne.

-une couche plexiforme externe : lieu de formation des connexions synaptiques entre
les photorécepteurs et les cellules bipolaires et horizontales (interneurones)

-une couche nucléaire externe, composée exclusivement de photorécepteurs qui sont
les cellules sensibles a la lumiéere. Il existe deux types de photorécepteurs qui portent des
noms reflétant leur forme : les batonnets, fins, et les cones, de forme conique.

La rétine centrale ou macula est spécialisé dans la vision des détails. Au centre de la
macula se trouve une dépression appelé fovéa, qui est la zone de la rétine ou la vision est la
plus précise et qui ne contient que des cones (4).

Les photorécepteurs reposent sur la partie externe de la rétine, la localisation la plus
éloignée de la lumiére « entrante ». Le stimulus lumineux passe a travers les couches internes
avant d’étre capturer par les photorécepteurs. Bien que cette organisation semble contre
intuitive, il permet a 1’épithélium pigmentaire juxtaposé a la partie externe des

photorécepteurs d’absorber la lumiere non captée par les photorécepteurs.

B

Sclere

Choroide
] EPR

Segment externe

Segment interne

Couche nucléaire externe

Couche plexiforme externe

#  Couche interne nucléaire

Couche plexiforme interne

~" | Couches de cellules gaglionnaires

Figure 1 : Schéma d’organisation des cellules de la rétine et coupe transversale de rétine

d’aprés Sung et al., 2010 (2)
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Les photorécepteurs

Les batonnets (rods) constituent 95% des photorécepteurs (120 millions) et sont
concentrés dans la périphérie de la rétine. Ils sont sensibles a une faible luminosité et
permettent la vision nocturne, la vision périphérique et la détection du mouvement.

Les cOnes sont moins nombreux (6 millions) et sont concentrés dans la fovéa. Les
cones sont sensibles a la lumiére vive et interviennent dans la vision diurne, la vision des
couleurs, la vision centrale et fine (2).

La structure des batonnets et des cones est globalement trés similaire. Chaque
photorécepteur est organisé en 4 compartiments distincts (figure2):

- le corps cellulaire contient le noyau

- le segment interne contient la machinerie métabolique avec les mitochondries, le
réticulum endoplasmique, le complexe de Golgi, les lysosomes et les ribosomes

- le segment externe, relié au segment interne par un cil connecteur, constitue la partie
photosensible

- la terminaison synaptique

Les cOnes se distinguent des batonnets par leur segment externe : on observe un
repliement de la membrane plasmique au niveau du segment externe des cones alors que le
segment externe des batonnets contient un empilement d’environ 2000 disques qui sont
entourés d’une membrane plasmique. De nouveaux disques sont constamment synthétisés a la
base du segment externe et se déplacent vers la portion apicale ou ils sont phagocytés par

I’épithélium pigmentaire, ainsi chaque disque a une durée de vie approximative de 15 jours.
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Batonnet

Segment Cone
externe
" Segment
T—Disques externe
= +—Cil connecteur—— =

Mitochondries: §@g
Segment Segment
interne interne

Noyau O O Noyau

Terminaison Terminaison
synaptique synaptique
i

Figure 2: Schéma d'un batonnet et d'un cone

D’aprés Salesse et al., 2017(5).

Les membranes des disques des batonnets contiennent le pigment visuel, la
rhodopsine. La rhodopsine fait partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G
(GPCR). Elle est composée d’une protéine transmembranaire, 1’opsine, et d’un chromophore,
le 11-cis rétinal (figure 3). Le 11-cis rétinal permet 1’absorption de la lumiére.

Les 3 types de cones L-cones (sensibles au rouge), M-cones (sensibles au vert) et S-cones

(sensibles au bleu) expriment des pigments d’opsine dans I’empilement de leur membrane

plasmique, sensibles a des longueurs d’ondes différentes et permettant la vision des couleurs.

1
D.m4ﬂ
7

RN NN

VS S BERE S S

C

11-cis rétinal o) H

Figure 3 Structure de la rhodopsine et son organisation

D’aprés Salesse et al., 2017 (5).
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b) Epithélium pigmentaire de la rétine (EPR)

L’EPR est un ¢élément majeur de la rétine par ses propriétés physiques et
métaboliques. Il est composé d’une monocouche de cellules situées a I’interface entre la
neurorétine et la choroide (3). L’EPR a de multiples roles dans le maintien de 1’intégrité et du
fonctionnement de la rétine :

- adhésion de la rétine neurale, par I’interdigitation de ses villosités avec les
photorécepteurs et par I’existence d’une pompe ionique

- synthése et stockage de facteurs de croissance (FGF, VEGF, TGFbeta)

- phagocytose des segments externes des photorécepteurs, permettant le
renouvellement des articles externes

- synthese et stockage de pigments de mélanine par les mélanosomes. La mélanine
permet 1’absorption de 1’excés de photons non capturés par les photorécepteurs permettant de
diminuer les effets phototoxiques

- stockage de grains de lipofushine

- transport transépithélial d’ions et de métabolites et maintien de la barriére hémato-

encéphalique
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B. Physiologie de la rétine

a) Phototransduction

La phototransduction est le processus biochimique par lequel les photons absorbés par

les pigments visuels dans les photorécepteurs sont amplifiés et convertis en une réponse

électrique (figure 4).
Membrane
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Figure 4: Mécanisme d’activation de la phototransduction

D’aprés Salesse et al., 2017 (5)

L’absorption de la lumiére active la rhodopsine par I’isomérisation du 11-cis rétinal en
tout-trans rétinal puis par la formation de la métarhodopsine Il (rhodopsine activée). La
métarhodopsine II active la transducine en catalysant 1’échange du GDP pour le GTP de la
sous-unit¢ Gat. La métarhodopsine II peut lier une autre transducine pour I’activer,
contribuant ainsi a I’amplification du signal.

La sous-unit¢ Gat-GTP de la transducine va se dissocier du complexe pour activer la
phosphodiestérase 6 (PDE) en se liant a ses sous-unités y. La PDE activée va hydrolyser le
GMPc en 5°-GMP. La diminution de la GMPc provoque la fermeture des pores Na*/Ca?* de
la membrane plasmique dont 1’ouverture dépend de la liaison au GMPc. L’activité
d’hydrolyse de la PDE6 est extrémement €levée conduisant ainsi a la deuxieme étape
d’amplification de la phototransduction.

Cependant, un échangeur continue a pomper le Ca®* a I’extérieur des photorécepteurs ce qui

conduit & une chute importante de la concentration intracellulaire en Ca?* dans le segment
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externe du photorécepteur et son hyperpolarisation ainsi que I’arrét de la sécrétion de

glutamate au niveau de leur terminaison synaptique.

b) Le cycle visuel des rétinoides

La rhodopsine est régénérée a partir de I’opsine et du 11-cis rétinal par le cycle visuel
des rétinoides qui implique des enzymes se trouvant a la fois dans les photorécepteurs et
I’EPR.

L’absorption de la lumiére par la rhodopsine méne a 1’isomérisation du 11-cis rétinal en tout-
trans rétinal. Le tout-trans rétinal se dissocic de I’opsine et est oxydé par la rétinol
déshydrogénase 8 (RDH8) en tout-trans rétinol, qui est par la suite transporté par
I’interphotoreceptor binding protein (IRBP) et le cellular retinol binding protein (CRBP1)
dans I’EPR.

Dans I’EPR, la lécithine rétinol acyltransférase (LRAT) va transformer le tout-trans rétinol en
rétinylester qui sera ensuite isomérisé et clivé pour produire le 11-cis rétinol par la RPE65. Ce
produit sera réduit en 11-cis rétinal par la RDHS5 et transporté jusqu’aux photorécepteurs par

la CRBP-1 et ’IRBP ou il se liera a 1’opsine pour régénérer la rhodopsine.
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Figure 5 : Cycle visuel des rétinoides

D’apreés Salesse et al., 2017(5)

c) La fonction ciliaire et le transport intra flagellaire

Le cil connecteur relie le segment interne au segment externe des photorécepteurs.
L’assemblage et le maintien du cil requiert des mouvements bidirectionnels le long d’un
axonéme. Aucune synthéese protéique n’a lieu dans le segment externe et toutes les protéines
qui y sont destinées doivent étre acheminées depuis le segment interne via le cil. Le transport
est assuré par des complexes protéiques IFT (intraflagellar transport) qui délivrent des
protéines nécessaires pour la phototransduction.

Les mutations dans les génes de fonction ciliaire sont associées a des dystrophies rétiniennes
syndromique et non syndromique (ciliopathies) avec anomalies du squelette, malformations

rénales, dystrophie rétinienne et malformations cérébrales.
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Il. Les dystrophies rétiniennes héréditaires

Les dystrophies rétiniennes correspondent a une dégénérescence progressive des cellules
de la rétine avec une atteinte primitive des photorécepteurs ou de I’épithélium pigmentaire.
Les dystrophies rétiniennes héréditaires sont des maladies rares, avec une incidence de 1 sur
2 000 a 3 000 (6) (Soit pres de 40 000 a 50 000 personnes en France) mais représentent 20%

des cas de cécité chez le sujet de moins de 20 ans (7).

A. Clinique

Les phénotypes sont trés variables dans 1’age d’apparition, la progression de la maladie et
la sévérité de I’atteinte visuelle, allant de la cécité totale pour les formes les plus sévéres
(Amaurose Congénitale de Leber) a des phénotypes plus modérés (cécité nocturne,
achromatopsie). L’hétérogénéité des dystrophies rétiniennes est d’autant plus complexe
qu’elles sont soit isolées et confinées a I’ceil ou font partie d’un syndrome avec une atteinte
multisystémique. Dans de multiples syndromes, la dystrophie rétinienne est le premier
symptome détectable. L’utilisation de la tomographie par cohérence optique, I’imagerie en
auto fluorescence du fond d’ceil et la vision des couleurs ainsi que les mesures
d’¢électrophysiologie a permis de mieux détailler ces phénotypes. Les dystrophies rétiniennes
présentent des phénotypes trés variés et chevauchants mais elles peuvent se distinguer en
quatre groupes (6) :

- le groupe des rétinites pigmentaires, affectant la vision périphérique et des
dystrophies de type céne-batonnet, touchant la vision centrale, est le plus représenté (70%).
Ces atteintes peuvent étre syndromigues ou non.

- les maculopathies (20%) qui se caractérisent par une photophobie, des anomalies de

la vision des couleurs, une baisse de la vision centrale et I’inhabilité a voir les détails. Ces
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signes sont présents a des degrés variables (la photophobie est majeure dans la dystrophie des

cbnes mais discrete dans la maladie de Best).

- les formes stationnaires (7%)

- les troubles du développement (2,8%)

Rétinites pigmentaires

Maculopathies
Dystrophies
Rétiniennes
héréditaires

Formes stationnaires

Troubles du
développement

Rétinite pigmentaire non

syndromique

Rétinite pigmentaire
syndromique

Maladie de Stargardt
Dystrophie des cones
Maladie de Best
Pattern dystrophie
Rétinoschisis lié a I'X
Cécité nocturne stationnaire
congénitale
Achromatopsie
Albinisme

Fundus albipunctus

Aniridie
Microphtalmie

Colobome

RP: Rod Cone dystrophy
RP: Cone Rod dystrophy
Amaurose congénitale de Leber
Choroidémie

Syndrome de Usher
Syndrome BBS
Syndrome métabolique
Ciliopathhie
Syndrome neurologique
Syndrome dysmorphique

Figure 6 : Classification des Dystrophies Rétiniennes Héréditaires

adaptée de Bocquet et al, 2013 (6)

B. Génétique

Les dystrophies rétiniennes sont hétérogenes sur le plan génétique avec plus de 290

génes et localisations chromosomiques identifiés (261 génes identifiés d’aprés la base

RETNET, https://sph.uth.edu/retnet/). Les progrés de la génétique ont permis de mieux

comprendre la physiopathologie des dégénérescences rétiniennes et de commencer les

premiers essais de thérapie génique. La plupart des genes sont impliqués dans les trois voies

de signalisation visuelle : phototransduction, cycle visuel et transport ciliaire. Une pathologie
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peut étre associée a plusieurs genes, par exemple plus de 60 génes sont associés a la rétinite
pigmentaire non syndromique ou a I’inverse certains sous-types de dystrophies rétiniennes ne
sont causés que par des mutations dans un seul géne : le rétinoschisis li¢ a I’X (mutations du
géne RS1), la maladie de BEST (mutations dans le géne BEST1). Des mutations sur un méme
géne peuvent étre responsables de phénotypes trés différents, comme c’est le cas des
mutations sur le gene NR2E3 qui peut causer des rétinites pigmentaires ou un syndrome de
Goldmann Favre et le géne de la périphérine (PRPH2) associé a des maculopathies ou a des
rétinites pigmentaires (figure 7).

Tous les modes de transmission sont possibles : récessif, dominant ou liées a I’X et bien que
la majorité des dystrophies soient héréditaires, une mutation de novo peut survenir chez un
individu. Une transmission mitochondriale est également possible par I’ADN mitochondrial
maternel, elles sont rares et une atteinte systémique accompagne I’atteinte rétinienne
(syndrome de Kearns-Sayre, neuropathie optique de Leber). Pour ajouter en complexité, il
existe plusieurs types de transmission pour un géne comme RP1 qui est associé a des rétinites
pigmentaires de forme autosomique ou récessive selon la localisation de sa mutation et I’effet
sur la protéine produite (8,9). De rares formes digéniques combinant les mutations de deux
génes ont également été rapportées (10-12). Enfin, des formes autosomiques dominantes avec
une pénétrance incompléte (PRPF31-PRPF8) sont également possibles, avec des individus

porteurs de la mutation pathogene qui ne développent pas la maladie (13-15).

16



CHUNE Valérie INTRODUCTION

Amaurose congénitale

de Leber Cécité nocturne

CRB1, IMPDH1,
LRAT, MERTK,
RDH12, RPE65,
TULP1

CcvD

Dystrophie des cones
et cone-batonnets

CA4, CERKL, CNGA1, CNGB1,
EYS, KLHL7, NRL, PAP1,
PDEGA, PRCD, PRPF3, PRPFB8,
PRPF31, RBP3, RGR, ROM1,
RP1, RP2, SNRNP200,
TOPORS, USH2A

Rétinite pigmentaire

Dyschromatopsie

Vitréo-rétinopathie

Maculopathies

Figure 7 : Dystrophies rétiniennes et leurs génes

D’aprés Berger et al 2010, (16). Les phénotypes sont indiqués par des cercles, les génes dans
les zones chevauchantes indiquent que des mutations dans un géne peuvent conduire a des
phénotypes différents.
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IIl. La rétinite pigmentaire

Les rétinites pigmentaires (rod-cone dystrophy) constituent la principale forme de
dystrophies héréditaires avec une prévalence de 1/3000 a 1/5000 selon les populations
(17,18). Les rétinites pigmentaires sont caractérisées par la présence de migrations
pigmentaires de forme et de localisation variables secondaires a la perte progressive des
photorécepteurs. La dégénérescence débute et prédomine aux batonnets, qui sont les
photorécepteurs responsables de la vision périphériqgue et nocturne (7). Les rétinites
pigmentaires non syndromiques, sont des maladies mendéliennes monogéniques qui se
répartissent en 45% de cas sporadiques et 55% de cas familiaux, qui comprennent 20% de cas
a transmission autosomique dominante, 20% de cas récessifs autosomiques et 15% de cas liés
a I’X (6). Au-dela de la complexité génétique, les RP ont des signes cliniques communs et

caractéristiques.

A. Manifestations cliniques de la rétinite pigmentaire

Les aspects varient en fonction de I’age de début, du mode de transmission et du geéne
causal (7). La maladie peut débuter a n’importe quel age avec une fréquence d’apparition plus
grande entre 10 et 30 ans (17). La rétinite pigmentaire débute par une héméralopie (géne a la
vision nocturne), des difficultés d’adaptation a 1’obscurité et une photophobie a I’adolescence
puis par un rétrécissement du champ visuel périphérique donnant une impression de « vision
en tunnel » chez le jeune adulte. La vision centrale, dépendante des cones, est généralement

conservée jusqu’a des stades tardifs de la maladie. L’atteinte de la vision centrale se manifeste
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par des difficultés a réaliser des activités minutieuses puis une diminution progressive de
I’acuité visuelle aboutissant a la cécité totale chez 1’adulte (17).

Les symptdmes visuels ne sont que le reflet de la dégénérescence des
photorécepteurs : initialement des batonnets qui permettent la vision périphérique et la vision
crépusculaire puis des cones qui sont responsables de la vision des couleurs et la vision des
détails, concentrés au centre de la rétine. Les personnes peuvent étre inconscientes de
I’atteinte de la vision nocturne car les activités quotidiennes peuvent étre réalisées avec une
quantité suffisante de lumiere qui permet la vision avec les cones. Par ailleurs, des patients
peuvent perdre jusqu’a 90% des cones dans leur fovéa avant une diminution de leur acuité
visuelle.

Il existe également une maladie appelée dystrophie cone-batonnets (cone-rod
dystrophy) faisant partie de la famille des rétinites pigmentaires. Cette maladie ne présente
pas les mémes manifestations que la rétinite pigmentaire en elle-méme : la vision centrale est

affectée avant la vision périphérique.

La rétinite pigmentaire est une maladie confinée a I’ceil. Cependant dans 15-20% des
cas, elle peut étre associée a des manifestations multisystémiques et est appelée rétinite
pigmentaire syndromique. Une vingtaine de syndromes ont été décrits parmi lesquels le
syndrome de Usher et le syndrome de de Bardet-Biedl sont les plus fréguents. Le syndrome
de Usher associe une surdité et une rétinite pigmentaire. La surdité peut étre présente a la
naissance et profonde (type 1), modérée et non progressive (type II) ou apparaitre a 1’age
adulte (type II). Le syndrome de Bardet-Biedl associe la RP a une obésité, une déficience

intellectuelle, une polydactylie, des malformations génitales et rénales.
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B. Diagnostic

A D’examen du fond d’ceil, on décrit des lésions bilatérales (figure 8):
une dépigmentation de I'épithélium pigmentaire au début de la maladie. Puis le déplacement
des cellules pigmentées va donner une pigmentation périphérique de la rétine, formant des
amas que l'on a comparés a des ostéoblastes (bones spicules), des artéres gréles sur tout le
fond d'ceil et une paleur papillaire. Chez de nombreux patients atteints de rétinite pigmentaire,
une cataracte postérieure, des drusens papillaires, une interface vitro-rétinienne anormale
(membrane épirétinienne) , un cedéme maculaire cystoide ou une atrophie maculaire peuvent

se manifester.

Figure 8: Fond d’ceil au stade avancé d’un patient atteint de rétinite pigmentaire

D’aprés Meunier et al ; 2014 (7)

L’examen du champ visuel montre un scotome dans la moyenne périphérie, rétrécissement
du champ visuel périphérique qui s’accroit avec 1’évolution de la maladie jusqu’a ne laisser

qu’une vision tubulaire (centrale).

20


http://www.snof.org/encyclopedie/oed%C3%A8me-maculaire-cysto%C3%AFde

CHUNE Valérie INTRODUCTION

L'OCT (Optical Coherence Tomography) mesure de facon non invasive I'épaisseur de la
rétine qui diminue lorsque I'on est face a une véritable rétinite pigmentaire. 1l existe une
discontinuité et/ou une perte de la ligne des photorécepteurs, avec une altération de la ligne de
jonction des articles externes et internes. . La perte des photorécepteurs se traduit par un

amincissement progressif de la couche nucléaire externe. (noyaux des photorécepteurs)

Figure 9 : OCT maculaire : eedéme maculaire compliquant une rétinite pigmentaire

fourni par le Docteur Lam

L’électrorétinogramme (ERG) mesure [activité électrique de la rétine lors d’une
stimulation lumineuse. Les réponses issues des batonnets sont diminuées et les réponses des
cones sont dans la limite de la normale au début de la maladie puis 1’altération des systémes

photopiques et scotopiques aboutit a un ERG éteint avec des réponses non discernables.

L’imagerie en auto fluorescence utilise les propriétés fluorescentes d’un indicateur
métabolique appelé lipofushine (produit du métabolisme- dégradation des photorécepteurs)
pour étudier la viabilité¢ de 1’épithélium pigmentaire. L’augmentation de 1’autofluorescence est
liée a la disjonction entre segments externe et interne avec une accumulation anormale de la
lipofushine dans I’épithélium pigmentaire, 1’hyperautofluorescence signe la souffrance des
photorécepteurs. Les zones atrophiques, correspondant a la disparition des photorécepteurs,

sont hypoautofluorescentes.
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Figure 10 : Imagerie en autofluorescence :

ostéoblastes (aspect de spicules) et atrophie (hypoautofluorescence) péripheriques,
anneau hyper autofluorescent au p6le postérieur, fourni par le Docteur Lam

L’Angiographie a la fluorescéine a été remplacée par I’imagerie en auto fluorescence et
n’est indiquée qu’en cas de doute, de complications néovasculaires, de télangiectasies

maculaires ou périphériques.
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IV. Le séquencage haut débit dans le diagnostic
moléculaire de dystrophies rétiniennes

298 geénes et locus chromosomiques ont été associés aux dystrophies rétiniennes, mais il

persiste encore des genes a identifier (https://sph.uth.edu/retnet/sum-dis.htm#A-genes) . Le

séquencage Sanger a longtemps été considéré comme la technique de référence pour la
détection de mutations génétiques, mais c’est une technique longue et coiteuse. Elle produit
une séquence de lecture de 500 a 1000 paires de bases par réaction. Le séquencage haut débit
(ou séquencage de 2™ génération) a donc été développé afin d’augmenter les capacités de
séquencage et de réduire les codts et les délais. Son principe repose sur un séquencage massif
en simultané de plusieurs régions du génome, voire du génome complet, et de plusieurs

patients en une seule réaction.

A. Séquencage haut-débit: panel ciblé, exome et génome

Le génome humain comporte environ 3 x 10° bases ; I’ensemble des parties codantes des
génes (exome) ne compte que pour 1%, les 99% de bases restantes correspondent a des
régions introniques et intergéniques.

Les technologies de séquencage haut-débit permettent d’identifier rapidement des
variations causales dans un nombre sans cesse croissant de génes de dystrophie rétinienne.
Ces technologies séquencent de multiples petits fragments d’ADN provenant de différentes
régions du génome en une seule réaction. En attribuant un code barre moléculaire a I’ADN de
chaque patient, elles permettent également de séquencer des échantillons provenant de
plusieurs patients en parallele. Les petites séquences sont ensuite reconstruites en comparant
leur sequence a celle du génome de référence. On peut décrire 3 approches de séquencage

haut-débit :
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- cibler des séquences de génes d’intérét : on parle de capture d’exons ou de panels
ciblés. Les panels sont optimisés pour chaque exon et peuvent inclure la recherche
de variants spécifiques et de variants d’épissage

- cibler toutes les séquences codantes du génome : on parle d’exome

- amplifier I’ensemble du génome

Ces technologies vont indubitablement faire progresser notre compréhension de la génétique
moléculaire des dystrophies rétiniennes héréditaires. En effet, ce sont des maladies idéales
pour le séquencage haut-débit car de nombreux genes ont été associés aux dystrophies
rétiniennes mais il reste encore des genes a identifier. De plus, elles présentent une diversité
des tableaux cliniques qui peuvent étre causés par des mutations dans un seul géne. Enfin, les
présentations cliniques sont chevauchantes et il devient compliqué de donner un diagnostic en
ne se basant que sur le phénotype. Ainsi, Ge et al. en 2015 (19) décrit dans sa cohorte de
rétinite pigmentaire trois patients porteurs de variants pathogenes pour les genes CEP290,
GPR98 et GRM6 qui sont associés respectivement a I’amaurose congénitale de Leber , au
syndrome de Usher et a la cécité nocturne congénitale stationnaire. Il émet I’hypothése que les
patients ont été diagnostiqués porteur d’une rétinite pigmentaire et que le diagnostic

moléculaire permet de redéfinir leur phénotype.

Cependant, le séquencage haut-débit étant basé sur des séquences courtes (reads), il est peu
performant pour la détection d’insertions ou de délétions de grande taille et des élements
répétitifs de longueur variable. Il pose également le probléme de I’analyse et la gestion des
données qui nécessitent une collaboration étroite entre cliniciens, biologistes et
bioinformaticiens.

D’autre part, chaque technique possede ses avantages et ses inconvénients. Les panels ciblés
n’étudient qu’une petite portion du génome humain que sont les exons des genes connus et les

genes candidats ; il est nécessaire de refaire les panels pour incorporer de nouveaux genes.
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L’exome est un outil puissant pour identifier de nouveaux geénes mais se limite aux exons

contrairement au génome.

Sur les 15 dernieres années, le National Human Genome Research Institute (NHGRI) a
calculé le montant du séquencage d’un génome entier. En septembre 2001, il ’estime a 95
millions de dollars US. Avec le développement du séquencage Sanger, les colts ont été
divisés par deux tous les 2 ans avec une estimation a 9 millions de dollars US en avril 2007.
L’introduction du NGS a partir de 2007 a permis de réduire significativement le colt d’un

génome entier estimé en octobre 2015 a 1245 dollar us.

(https://www.genome.gov/sequencingcostsdata/)
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B. Stratégie d’analyse des variants

Un variant (ou variation) est une séquence d’ADN différente du génome de référence a
une position donnée. Il y a environ 20 000 variations exoniques chez un individu et les
stratégies d’analyse de séquencage haut-débit ont pour objectif d’identifier les variants

potentiellement pathogénes pour une pathologie donnée.

Bien que les technologies différent selon les laboratoires, des étapes communes d’analyse sont
décrites dans la littérature(20-22). Brievement, la premiére étape consiste a identifier les
variants par un algorithme informatique (pipeline) a partir de critéres préétablis. Dans des
panels de capture d’exons, des sous-groupes de genes associés a un phénotype particulier sont
analysés en priorité (par exemple : rétinite pigmentaire versus maculopathie versus amaurose
congénitale de Leber). Si aucun variant n’est identifié dans un sous-groupe, 1’analyse est
réalisée sur 1’ensemble des génes des dystrophies rétiniennes car les phénotypes sont
chevauchants. Dans les techniques d’exome et de génome, 1’analyse est réalisée sur
I’ensemble des genes de dystrophies rétiniennes. En I’absence de variant identifié, une
réanalyse porte sur I’ensemble de geénes (exome) et des régions introniques et intergéniques
(génome) afin d’identifier des nouveaux génes ou des mutations introniques.

Des filtres de fréquence allélique dans les bases de données internationales sont également
utilisés : par exemple inférieure & 5% dans la base de données dbSNP, ou inférieure & 1%
dans la base de données EXAC pour une maladie autosomique dominante (13,23,24). La base
ExXAC (Exome Aggregation Consortium) fournit la fréquence allélique dans la population
génerale, elle contient le génotype de 60 706 individus obtenus par séquencage d’exomes de 6
groupes ethniques (Afrique, Asie du Sud, Asie de I’Est, Latino, Européenne non finlandaise,
Finlandaises et Autres). La fréquence allélique peut étre prise en considération selon 1’origine

ethnique du patient. (http://exac.broadinstitute.org/). La base gnomAD (Génome Aggregation

Database) accessible librement depuis fevrier 2017 est également disponible et contient
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123 136 exomes et 15496 génomes des 6 groupes ethniques du groupe EXAC et de la
population juive ashkénaze. Elle permet ainsi de fournir une fréquence allélique dans les

régions introniques.

La seconde étape consiste a interpréter les variants et leur implication dans la pathologie :

- le génotype et la fréquence du variant est cohérente avec le mode de transmission
chez le patient et le mode attendu de transmission pour le géne.

- la revue de la littérature et des banques de données publiques Human Gene Mutation
Database (HGMD) et ClinVar : si le variant a été rapporté pour un phénotype identique ou

qu’il existe des tests fonctionnels, le variant peut étre considéré comme pathogeéne.

- I’effet du variant sur la protéine : les conséquences d’un changement de nucléotide
s’étendent de « bénin » (il n’y a pas d’impact sur la séquence de la protéine ou I’impact est
non significatif), « probablement bénin », «variant de signification indéterminée » (VSI),
« probablement causal » et « causal » (codon stop ou modification de la séquence protéique).
L’effet délétére de grandes délétions/insertions, des petites délétions/insertions entrainant un
décalage du cadre de lecture ou de mutations non-sens (codon stop prématuré) posent peu de
problémes d’interprétation car ils impactent fortement la protéine.

L’interprétation est plus délicate pour les variants faux-sens (acide aminé substitué). Les
conséquences déependent de la nature du changement induit et de la localisation au sein de la
protéine (site catalytique, site de liaison, cceur hydrophobe). Leurs effets sont predits par des
logiciels qui se basent sur la conservation du nucléotide et de 1’acide aminé au sein des
especes et 1’écart physico-chimique entre deux acides aminés (SIFT, Polyphen-2, a-GVGD,

Mutation Taster). Plus celui-ci est conservé, plus son remplacement par un autre acide aminé
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a des chances d’étre délétere et ce d’autant plus que 1’écart physico-chimique entre les 2
acides aminés est important

- D’effet du variant sur I’épissage les variants introniques (en position -20 & +8)

peuvent étre prédite in silico par les logiciels Human Splicing Finder, MaxEntScan, NNsplice,
GeneSplicer. Ces scores calculent la perte ou la dégradation de site d’épissage.

- le variant est bien visualisé par les logiciels d’exploitation de données (Integrative
Genome Viewer IGV, SeqNext), le séquencage est de bonne qualité et ne résulte pas d’un
artefact de la technique, il peut dés lors étre confirmé par séquencage Sanger.

- I’étude de ségrégation familiale : elle permet de confirmer I’impact du variant dans la
pathologie familiale si les membres affectés sont porteurs du variant et si les membres sains

ne le sont pas.

Report no mutation detected. | REPORTED } { Check . datab } || NOT REPORTED

Give
Clinical sensitivity
Predicted Predicted
Deleterious Benign

(stop, incels, some (silent mutations, not

splice sies) potential sphce site)
DELETERIOUS: BENIGN: l 3 1
Evaluate evidence Evaluate evidence Report as Uncertain Report as
Deleterious (missense, potential Benign
sphoe site, inframe indels,
SNP association only)
A Evidence does Evidence Evidence does

Ef,f;é'&': o pOn a1 | | supports not support Collect evidence
ibod, SNP
association onty)

Report as Uncertain

(give evidence for probable
Report as Treat as Report as Treat as b X m‘f:;‘-‘"& i
Deleterious Uncertain Benign Uncertain Ppropee
] Collect evidence
EVIDENCE = B Amino acid change severity l J'
0O Case/Control association studies
& Conservation ~ orthologs/paralogs Evidence supports Evidence Evidence supports
D d i i Deleterious Ambiguous Benign
O Family concordance 1 1 1
O Functional studies
0O mRNA studies Follow-up report as Remains Follow-up report as
© Predicted splice site Deleterious Uncertain Benign
© Protein domain
B Can be determined [ Requires acditional studies: Report as
at time of testing, uncertain, continue collecting evidence.

Figure 11: Arbre décisionnel d’interprétation d’un variant

Recommandations de I’ American College and Medical Genetics and Genomics, 2008 (25)
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Afin d’harmoniser les interprétations inter-laboratoires, /’American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) a édité des recommandations pour I’interprétation des
variants (26): les termes « mutation » et « polymorphisme » qui prétent a confusion, sont
remplacés par « variant » suivi d’un qualificatif (i) pathogéne (ii) probablement pathogéne
(iii) de signification indéterminée (iv) probablement bénin (v) bénin. Les critéres de
classification reposent sur des arguments cliniques (phénotype, histoire familiale, mode de
transmission), biologiques (conservation de I’acide aminé ou du nucléotide), fonctionnelles, la
littérature, les banques de données et la fréquence allélique (Annexe 1 et 2). Les arguments

sont ensuite combinés pour déterminer 1’effet du variant. (Annexe 3)
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C. Données

rétiniennes

de séquencage

haut-débit dans

les dystrophies

Le séquencage haut-débit permet de sequencer de grandes séries de patients avec des

phénotypes hétérogeénes sur I’ensemble des geénes. De nombreux panels de capture ciblant les

genes des dystrophies rétiniennes ont été développés. Ces tests séquencent soit les genes

connus d’une pathologie donnée, soit I’ensemble des geénes des dystrophies rétiniennes (de

105 genes a 195 genes dans les études présentées dans le tableau 1). A chaque mise a jour du

panel, la technique doit étre validée et les patients éventuellement retestés.

L’exome permet d’effectuer un test diagnostique unique pour toutes les dystrophies

rétiniennes. Lorsque de nouveaux géenes sont implémentés, une réanalyse bio-informatique

des données déja disponibles est suffisante.

Variations

Patients Population Technologie (probablement) . C,Zas Références
irrésolus
causales
82 Irlande du Nord Capture d’exons 186 génes 60% 40% Zhao et al, 2015 (27)
105 Banque eyeGENE® Capture d’exons 195 génes 49,5% 50,5% Ge et al, 2015 (19)
537 Mondiale Capture d’exons 105 génes 51% 49% Ellingford et al, 2016 (23)
309 Irlande Capture d’exons 57% 43% Carrigan et al, 2016 (28)
89 Européenne Capture d"exons 1,05 genes & Exome 61% 39% Weischuss et al, 2016 (29)
& Génome
58 Suisse Exome 64% 36% Tiwari et al, 2016 (30)
59 Espagnole Exome 71% 29% Riera et al, 2017 (31)
266 Néerlandaise Exome 52% 48% Haer-Wingman et al, 2017 (22)
722 Anglaise Exome & Génome 56% 44% Carss et al, 2017 (20)

Tableau 1: Données de sequencage haut-debit sur les patients atteints de dystrophies

rétiniennes héréditaires
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La technologie de capture d’exons permet d’identifier dans 50-60% des dystrophies
rétiniennes une variation causale ou probablement causale. Les taux de détection sont
significativement affectés par les conditions de réalisation de 1’étude (sélection des patients),
le nombre de génes testés, par un screening préalable des patients et par I’origine éthnique de
la population. Les études d’exome présentent des résultats similaires avec un pourcentage
d’identification entre 50-65%, a I’exception de 1’étude espagnole de Riera et al., 2017, qui a
identifié un variant dans 71% des cas (31). Les conclusions de ces études sont la redéfinition
des phénotypes a partir du diagnostic génétique : dans 1’étude de Haer Wingman (22), un cas
de dystrophie cone-batonnet non syndromique et un cas de rétinite pigmentaire non
syndromique ont été identifiés porteurs d’une variation pathogéne dans le gene PANK2. Le
géne PANK2 provoque le syndrome NBIAL, avec une large gamme de symptdmes
neurologiques. La dystrophie rétinienne est l'un des premiers symptdmes chez les patients
présentant des variants PANK2. Les deux patients de 1I’étude ont présenté ultéricurement les
symptdmes neurologiques du syndrome NBIAL.

Enfin, entre 30-50% des cas n’ont pas de diagnostic moléculaire (21).
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D. Absence de diagnostic moléculaire dans les dystrophies rétiniennes

La détection des mutations reste difficile pour plusieurs raisons (21):

- une profondeur de couverture non-uniforme et la problématique des régions riches en
GC qui restent difficiles a séquencer.

- un pipeline et un filtre inappropriés des données. Le filtre de fréquence doit étre
adapté en fonction de la pathologie et du mode de transmission (1/100, 1/500, 1/1000). Il est
nécessaire de vérifier le niveau de validation d’une variation déja rapportée dans les banques
(dbSNP).

- une variation située dans une région complexe non ciblée par la capture (exclue du
design, variation non codante ou geéne non identifi¢). L extension du screening aux régions
introniques permettra d’obtenir la prévalence des variants introniques dans les dystrophies
rétiniennes. Les mutations affectant 1’épissage de ’ARNm peuvent étre prédites in silico et
confirmées par une analyse de transcrit. Les analyses transcriptomiques permettront
d’explorer les variants d’épissage dans les dystrophies rétiniennes.

- des variants structurels tels que les inversions, les duplications ainsi que les genes
non encore identifiées dans les dystrophies rétiniennes.

- une mauvaise hypothése de départ sur le mode de transmission, une mosaique
germinale, un mode de transmission additif (combinaison de variations homozygotes
déléteres).

- la pénétrance incomplete de génes ne permettant pas la ségrégation familiale. Un
membre de la famille peut étre porteur de 1’allele muté, bien que la maladie ne se soit pas
encore manifestée ou parce que la mutation n’est pas pénétrante chez 1’individu, tel
PRPF31 qui a une pénétrance incompléte jusqu’a 20%.

- I’absence de détection de CNV (variation du nombre de copie) qui compterait pour

3,5 a 18% des patients négatifs. De nombreux outils ont été développés pour la détection de
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CNV dans les algorithmes bio-informatiques de séquencage haut-débit. L’analyse des
données de couverture par exon a permis d’identifier des CNV chez 10% de patients négatifs
par séquencage d’exome dans une cohorte de 60 personnes atteintes de dystrophies
rétiniennes (32). D’autres technologies sont également disponibles : pcr quantitative, MLPA
(multiplex ligation-dependant probe amplification) et CGH (comparative genomic array)

(33).

Au-dela de cette complexité génétique, il persiste le probléme des Variants de
Signification Inconnue qui sont des variants rares, pour lesquels les logiciels de prédiction ne
s’accordent pas et potentiellement pathogénes dans des génes connus de rétinite pigmentaire.
C’est un probléme fondamental en génétique médicale étant donné le nombre important de

variants rares et apparemment causaux dans la population.
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V. Genétique de la rétinite pigmentaire autosomique

dominante et liée a I’X

On répertorie actuellement 67 génes et loci chromosomiques responsables de Rétinite
Pigmentaire typique (rod-cone dystrophy) dont 23 pour les formes autosomiques
dominantes, 39 pour les formes récessives et 5 pour les formes liées a I’X. Ces geénes couvrent
divers aspects de la physiologie des récepteurs. La base de données HGMD recense plus de
1700 variants dans les genes de rétinite pigmentaire, bien que certains ne soient pas causaux

voire sont de signification inconnue.

Il faut souligner les variations d’expression des génes : par exemple une mutation du gene
RHO peut donner une rétinite pigmentaire, ou une cecité nocturne congénitale stationnaire.
(tableau 1). De plus, certains génes peuvent conduire a des formes dominantes ou des formes
récessives (RP1, NR2E3) (8,9,34). Il n’y a a notre connaissance aucune anomalie épigénétique

décrite dans les rétinites pigmentaires autosomiques dominantes et liées a 1’X.

Le tableau 2 dresse une liste des génes impliqués dans les rétinites pigmentaires autosomiques

dominantes (ADRP) et les rétinites pigmentaires lices a I’X et testés dans cette étude.
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Symbole

Géne/protéine

Chromosome

Maladies alternatives Fonction

RHO

PRPH2
(RDS)

PRPF3

PRPF8

PRPF31

IMPDH1

RP1

NRL

NR2E3

SnRNP
200

RP2

RPGR

Rhodopsine

Peripherine 2

Pre-mRNA processing
factor 3

Pre-mRNA processing
factor 8

Pre-mRNA processing
factor 31

Inosine monophosphate
déshydrogénase 1

RP1 protéine

Neural retina lucine
zipper

Nuclear receptor
subfamily2 group3

Small nuclear
ribonucleoprotein
200kDA

Retinitis Pigemntosa
protein 2

Retinitis pigmentosa
GTPase regulator

3q22.1

6p21.1

1q21.2

17p13.3

19q13.42

7932.1

8q12.1

14q11.2

15q23

2q11.2

Xp11.23

Xpll.4

Pigment visuel de photorécepteur
Phototransduction
Structure du segment
membranaire externe

Cécité nocturne congénitale stationnaire
Rétinite pigmentaire récessive

Dystrophie maculaire dominante
Rétinite pigmentaire digénique avec ROM1
Dystrophie maculaire vitelliforme de
I’adulte
Dystrophie Cone-Rod dominante
Atrophie centrale aréolaire dominante
Amaurose congénitale de Leber récessive

Morphogénese des
photorécepteurs
Structure du segment
membranaire externe

Maturation de I’ARN

Maturation de I’ARN

Maturation de I’ARN

Synthese de bases

nucléotididiques (adénine et
guanine)

Amaurose congénitale de Leber dominante

Structure ciliaire
Fonction ciliaire (transport de
protéine entre le segment interne
et externe des photorécepteurs)

rétinite pigmentaire récessive

rétinite pigmentaire récessive Facteur de transcription

recessive enhanced S-cone syndrome (ESC)
rétinite pigmentaire récessive (Portuguese
Crypto Jews)

Facteur de transcription

Maturation de I’ARN
(épissage de ’ARN)

Segment interne

Viabilité de photorécepteur
Cil connecteur

Dystrophie maculaire atrophique liée a I'X
Dystrophie des cones liée a I’X

Tableau 2: Génes de la rétinite pigmentaire autosomique dominante et de la rétinite
pigmentaire liée a I’X
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A. Fonction normale des genes de la rétinite pigmentaire autosomique

dominante

Le tableau 2 résume brievement le role des génes impliqués dans la rétinite pigmentaire
autosomique dominante. Il n’est pas étonnant que des génes codant pour des protéines
produites dans les photorécepteurs soient responsables de la pathologie. Par exemple, la
rhodopsine qui est une protéine transmembranaire indispensable a la structure du disque et a
la phototransduction. Cependant, la relation entre la fonction et la maladie n’est pas
clairement établie pour certains génes. Par exemple, les produits des genes PRPF3, PRPFS8,
PRPF31 et snRNP200 sont des éléments essentiels du splicéosome(35). Ces génes sont
exprimés dans tous les tissus et tres conservés chez tous les eucaryotes. La raison pour
laquelle des mutations dans ces genes sont responsables uniquement d’ADRP n’est pas

connue.
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B. Prévalence des genes dans la littérature

Vingt-deux genes de rétinite pigmentaire autosomique dominante sont décrits dans la
littérature, leur prévalence est donnée dans le tableau 3. Parmi eux, 10 génes ont éte
sélectionnés dans notre panel de diagnostic moléculaire de routine. On trouve 4 génes
majeurs, RHO, PRPF31, PRPH2 et RP1 qui couvrent pres du tiers des patients. Pour 30 a
70% des patients, le diagnostic n’est pas établi sur le plan génétique, il est donc vraisemblable
que plusieurs dizaines de geénes restent a découvrir. L’identification de ces génes est
importante pour la compréhension de ces maladies et pour le conseil génétique. Concernant le
dernier point, la connaissance des génes des formes dominantes revét une importance majeure

puisque I’atteinte des descendants se pose.

Geéne Méthode Série Origine % Références
RHO Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 26,9 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome +CGH Array 86 Belgique 14 Van Cauwenbergh et al., 2017
Panel 150 génes, SOLID 29 Allemagne-Suisse 13,7  Glockle et al., 2014
Exome 22 Chine 4,5 Huang et al., 2017
genotyping microarray, Sanger 167 Espagne 21 Fernandez-San Jose et al., 2015
16 %
PRPF31 Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 8,7 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome +CGH Array 86 Belgique 10,5  Van Cauwenbergh et al., 2017
Panel 150 génes, SOLID 29 Allemagne-Suisse 6,8 Glockle et al., 2014
Exome 22 Chine 13,6 Huang et al., 2017
SSCP, Sanger + capture d’exon + exome 167 Espagne 7,6 Martin-Merida et al., 2017
WES + MLPA+ aCGH (CNV) 167 Espagne 1,2 Martin-Merida et al., 2017
8,4%
PRPH2 Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 75 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome +CGH Array 86 Belgique 4,7 Van Cauwenbergh et al., 2017
Sanger 310 France 10,3 Manes et al., 2015
genotyping microarray, Sanger 167 Espagne 1,9 Fernandez-San Jose et al., 2015
5,9 %
RPGR Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 75 Daiger et al., 2014
RP1 Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 3,6 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome +CGH Array 86 Belgique 10,5 Van Cauwenbergh et al., 2017
IMPDH1 Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 3,2 Daiger et al., 2014
Panel 150 génes, SOLiID 29 Allemagne-Suisse 35 Glockle et al., 2014
Exome 22 Chine 4,5 Huang et al., 2017
genotyping microarray, Sanger 167 Espagne 0,6 Fernandez-San Jose et al., 2015
PRPF8 Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 24 Daiger et al., 2014
NR2E3 Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 2 Daiger et al., 2014
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Sanger + Capture d’exons + exome +CGH Array 86 Belgique 23 Van Cauwenbergh et al., 2017
Panel 150 génes, SOLiID 29 Allemagne-Suisse 6,8 Glockle et al., 2014
genotyping microarray, Sanger 167 Espagne 1,2 Fernandez-San Jose et al., 2015
Sanger NR2E3 mutation G56R 201 35 Blanco-Kelly et al, 2016
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 1,2 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 1,2 Daiger et al., 2014
Panel 150 génes, SOLID 29 Allemagne-Suisse 35 Glockle et al., 2014
genotyping microarray, Sanger 167 Espagne 18 Fernandez-San Jose et al., 2015
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 1,2 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 0,8 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome +CGH Array 86 Belgique 35 Van Cauwenbergh et al., 2017
Panel 150 génes, SOLiID 29 Allemagne-Suisse 35 Glockle et al., 2014
Exome 22 Chine 9 Huang et al., 2017
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 0,8 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 0,4 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 04 Daiger et al., 2014
Exome 22 Chine 4,5 Huang et al., 2017
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 04 Daiger et al., 2014
Sanger + Capture d’exons + exome 253 USA 0,4 Daiger et al., 2014
Exome 22 Chine 4,5 Huang et al., 2017
genotyping microarray, Sanger 167 Espagne 0,6 Fernandez-San Jose et al., 2015
Sanger + Capture d’exons + exome +CGH Array 86 Belgique 1,2 Van Cauwenbergh et al., 2017
Panel 150 génes, SOLiID 29 Allemagne-Suisse 35 Glockle et al., 2014
Exome 22 Chine 4,5 Huang et al., 2017
Exome 22 Chine 4,5 Huang et al., 2017
Exome 22 Chine 9 Huang et al., 2017

Tableau 3 : Prévalence des genes de la rétinite pigmentaire autosomique dominante

38



CHUNE Valérie INTRODUCTION

L’avantage des maladies mendéliennes telles que la rétinite pigmentaire autosomique

dominante est qu’elle ségrége au sein de famille, ce qui facilite I’identification de sa
pathogénicité (18) , sauf dans les genes a pénétrance incomplete dans lesquels des porteurs de
variants pathogénes sont asymptomatiques.
Bien qu’il n’y ait pas de protocole établi, chaque publication de séquencage haut-débit citée
dans le tableau 3 suit la méme stratégie (décrite précédemment dans le chapitre 1V.2 (stratégie
d’analyse des variants)). En plus de ces criteres, des critéres plus spécifiques a la rétinite
pigmentaire peuvent étre appliqués (13,14,18,19,24):

- la couverture de séquencage des genes les plus fréquents tel que RHO, PRPH2 et
PRPF31 doit étre suffisante

- il faut prendre en considération une transmission liée a 1’X si il n’existe pas de
transmission de la pathologie d’homme a homme dans la famille

- le filtre du pipeline d’analyse tient compte des variants dont la fréquence allélique est
<0,1% dans les bases de données disponibles tels que 1000 Genomes, ESP, EXAC.

- déterminer si les variants retenus sont déja connus comme responsables de la
pathologie dans la littérature, la banque de données HGMD et ClinVar. Les banques de
données locales peuvent également étre consultées

- si aucun variant n’a été détecté dans les genes, rechercher les grandes délétions dans le
géne PRPF31 et/ou une mutation dans la région de ’'ORF15 du géne RPGR

- la confirmation de ces variations par un séquencage Sanger et l’analyse de la
ségrégation chez les autres membres de la famille.

- en se basant sur les critéres cités précédemment et en incluant ’histoire clinique, le
mode de transmission, les phénotypes possibles des génes, il devient possible d’établir la

probabilité de I’implication d’un variant dans la maladie observée chez le patient.
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Dans les formes liées a 1I’X, les hommes porteurs de la mutation sont symptomatiques
avec des signes fonctionnels, des anomalies du fond d’ceil, de I’imagerie ou de ’ERG dés les
stades précoces. Il est plus difficile de savoir si une femme est conductrice, mais I’examen du

fond d’ceil peut étre évocateur d’anomalies.
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V1. Objectif du travail

Ce projet a pour objectif de comparer quatre stratégies diagnostiques pour 1’identification
de variants responsables de rétinite pigmentaire dominante autosomique et li¢ a I’X, I’'une des
causes les plus fréquentes de maladies héréditaires de la rétine.

La connaissance de ces genes permettra de : i) fournir un diagnostic certain et donc un
conseil génétique fiable aux familles, avec pour conséquence des choix parentaux éclairés et
un meilleur suivi des descendants ; ii) évaluer précisément la prévalence des géenes connus
dans la population de rétinite pigmentaire autosomique dominante en France. iii) mieux
reconnaitre certains phénotypes particuliers afin de guider le diagnostic moléculaire et
d’anticiper 1’évolution de chaque cas ; iiii) évaluer la meilleure stratégie pour le diagnostic

moléculaire de rétinite pigmentaire autosomique dominant
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MATERIELET METHODES

I. Sélection des patients

Les ADN étudiés proviennent de 625 patients atteints de rétinite pigmentaire (cas index) de
forme familiale sur un mode autosomique dominant ou sporadique. Le diagnostic de rétinite
pigmentaire était posé aprés un examen ophtalmologique comprenant I’examen du fond d’ceil,
I’examen du champ visuel, 1’électrorétinographie, une tomographie en cohérence optique et
une angiographie a la fluorescéine. Les ADN ont été étudiés aprés recueil du consentement
éclairé des patients.
Le recrutement des patients est national et se répartit de la fagon suivante :

- 348 patients du Centre de Référence National de Maladies Rares « Affections
Sensorielles Génétiques » de Montpellier

- 95 patients du Centre de Compétence —Maladies Rares de Nantes

- 31 patients du Centre de Compétence —Maladies Ophtalmiques Rares de Lille

- 13 patients du service de Génétique, CHRU de Lille

- 138 patients d’autres régions de France

Une étude de ségrégation a été réalisée lorsque les ADN des apparentés étaient disponibles.
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I1. Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN est extrait a partir de deux tubes EDTA de 5ml de sang total sur le
robot Hamilton® Chemagic Star. Le sang est d’abord mélangé a un tampon contenant des sels
chaotropiques permettant la lyse des membranes cellulaires des globules blancs et de la
protéinase K digérant les protéines. Un tampon de fixation permet I’accrochage de I’ADN sur
des billes magnétiques. Les billes couplées a I’ADN sont lavées avec des tampons de lavage
de concentrations croissantes en éthanol. L’¢lution de I’ADN est obtenu avec un tampon Tris
HCI 10 Mm pH qui permet de rompre les liaisons billes-ADN. L”ADN extrait est ensuite dosé
au spectrophotometre Dropsense (Trinean). Un grand nombre de prélévements provenant des

Centres de référence nationaux nous parviennent déja extraits.
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I1l. Séquencage par méthode Sanger

La premiére méthode utilisée de 2008 & 2014 est le sequencgage de 28 exons de 10 génes
d’ADRP par méthode Sanger. Seule I’analyse des génes RHO (5 exons) et RDS/PRPH2 (3
exons) est exhaustive. Pour les autres genes, n’ont été étudiées que les régions décrites dans la

littérature comme points chauds mutationnels :

RP1 : exon 4 en 4 fragments IMPDHL1 : exon 10

PRPF31:exons 3,5,6,7,8,9,10, 11, 12 NRL : exon 2

PRPF8 : exon 43 NR2E3 : exon 2

PRPF3 : exon 11 snRNP200 : exons 16 et 25
A. PCR

La PCR ou Polymerase Chain Reaction est une technique de réplication de I’ADN in
vitro. Elle permet d’obtenir a partir d’un échantillon peu abondant d’importante quantité d’un
fragment de I’ADN spécifique et de longueur définie. L’ordre de grandeur est celui du million
de copies en quelques heures.

Il s’agit de réaliser une succession de réactions de réplication d’une matrice double brin
d’ADN. Chaque réaction met en ccuvre deux amorces oligonucléotidiques dont les extrémités
3’ pointent I'une vers ’autre. Les amorces (primers) définissent en la bornant la séquence a
amplifier. Les produits de chaque étape sont réutilisés comme matrices pour les étapes

suivantes. L’amplification est donc exponentielle.
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a) Mode opératoire

La composition du mélange réalisé pour effectuer les PCR est décrite dans le tableau 4. La
polymérase utilisée est la TAQ (Invitrogen®). Un témoin négatif est préparé simultanément

pour chaque exon en remplagant I’ADN du patient par un volume d’eau ppi équivalent.

Réactifs Volume par tube réactionnel (uL)

H20 11,875
MytagBuffer 5
Primer sens (20mM/ pL) 1
Primer anti-sens (20mM/pL) 1

Taq polymerase Invitrogen (5U/ pL) 0,125
ADN 1
Volume Total 20

Tableau 4: Mélange de PCR utilisé pour I’amplification des exons des génes d’ADRP

La température d’hybridation des amorces a été adaptée selon le pourcentage de GC contenu
dans chaque exon, elle va de 58°C & 60°C selon les exons. La programmation du

thermocycleur a été réalisée selon le tableau 5 :

Etape Température durée Nombre de

cycles

Deénaturation 95°C 1 minute 1 cycle

initiale

Dénaturation 95°C 15s

Hybridation des selon les exons entre 58°C et 62°C 115s 35 cycles

amorces

Elongation 72°C 10s

Elongation finale 72°C 7 minutes 1 cycle

Tableau 5: programme de la PCR
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b) Migration sur gel

Cette procédure permet de mettre en évidence le fragment d’ADN amplifié : elle contrble
le fonctionnement de 1’amplification, la taille du fragment et la spécificité de la réaction.
L’ADN amplifi¢ est mélangé avec du Bleu de Bromophénol puis déposé dans un gel
d’agarose 2% TAE (Trix Acétate EDTA) dans lequel a été préalablement incorporé du
bromure d’éthidium. Le bromure d’éthidium est un agent intercalant se liant a I’ADN double
brin et émettant une fluorescence lors de son exposition aux UV courts (300nm).

c) Purification des produits de PCR

Les produits de PCR nécessitent d’étre purifiés apres amplification. L’exonucléase

(Illustra™) ¢limine les amorces en exces tandis que la phosphatase alcaline (Promega™)

digére les dNTP non incorporés.
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B. Séquencage Sanger
a) Principe

La réaction de séquengage consiste en une synthése in vitro d’ADN. Celle-ci se fait a
partir d’un brin recopié par une ADN polymérase a partir d’'une amorce fixée spécifiquement
et de facon complémentaire au brin matrice. La polymérase incorpore aleéatoirement des
désoxynucléotides (ANTP) par la formation d’un pont phosphodiester entre le 3°’OH de la
chaine et le 5’phosphate du dNTP suivant. Le milieu comporte également des
didéoxynucléotides (ddNTP) marqués par un fluorochrome spécifique. Les ddNTP différent
des ANTP par leurs extrémités 3’H qui empéchent la formation de la liaison phosphodiester
avec le nucléotide suivant et provoque l’arrét de synthése du brin d’ADN. Le milieu
réactionnel est donc le lieu d’une compétition entre les ANTP non marqués et les ddNTP
fluorescents, 1’incorporation aléatoire des ddNTP conduit ainsi @ un mélange de fragments
d’ADN de tailles différentes.
Les fragments neosynthétisés sont ensuite séparés en fonction de leur taille sur un gel de
polyacrylamide contenu dans le capillaire du séquenceur. Un faisceau laser excite les
fluorochromes couplés aux ddNTP. La longueur d’onde de fluorescence réémise permet
d’identifier la base correspondante. Aprés analyse par 1’algorithme du séquenceur, un

électrophorégramme est obtenu composé de quatre couleurs différentes.
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Figure 12: Principe du séquencage Sanger
d’aprés Shendure et al., 2008 (36)
b) Mode opératoire

La chimie utilisée pour la réaction d’extension est le BigDye terminator 3.1 (Applied
Biosystems®). Ce mix contient les réactifs du séquencage : dNTPs, ddNTPs et ADN

polymérase.

Réactifs Volume par tube réactionnel (uL)
Master mix Big Dye Terminator 2
Tampon Big Dye Sequencing Buffer 3
Amorce sens ou antisens (5uM) 1
produits de PCR 05 a4
H20 XX
\olume Total 20

Tableau 6: Mélange réactionnel pour 1’extension
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Etape Température durée Cll\lombre
e cycles
Tl 96°C 1 minute 1 cycle
T2 96°C 10s
T3 50°C 10s } 25 cycles
T4 60°C 4 minutes

Tableau 7: programme PCR de séquencage

L’extension est suivie d’une purification au biogel P10 (Biorad®). C’est une chromatographie
d’exclusion en gel de polyacrylamide dans laquelle sont élués les produits d’extension. Les
primers et le BigDye (ANTP, ddNTP) restent dans la colonne formée par le gel.

Aprés purification, les produits sont passes sur le séquenceur 48 capillaires 3730XL (Applied
Biosystems®). L’excitation au laser des ddNTP marqués permet d’établir une succession de
couleurs correspondant a ’ordre des nucléotides. Les données obtenues sont alignées et

analysées sur le logiciel SeqScape Version 2.7 (Applied Biosystems®).
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V. Protocole du séquencage haut-débit

A partir de 2014, le séquencage haut-débit a été développé dans le service. Il a été appliqué au
diagnostic moléculaire des rétinites pigmentaires pour remplacer le séquencage Sanger. Les
10 génes précédemment analysés de facon partielle ont ainsi pu étre étudiés de facon
exhaustive. Deux genes supplémentaires ont été ajoutés au panel, RP2 et RPGR, impliqués
dans les formes liées a I’X. Le premier séquenceur utilis¢ a été le PGM™ |on Torrent (Life
Technologies™). Puis, pour des questions de défaut de qualité et d’analyse des
homopolyméres, nous avons basculé sur les séquenceurs MiSeq™, et plus recemment vers le
NextSeq™ d’Illumina. L’utilisation de ces séquenceurs nous a permis de développer des
panels plus larges, de 18 genes et de 150 génes.

On peut définir un protocole général partagé en 4 étapes clés communes a toutes les
techniques de séquencage haut débit.

La premicre étape est la préparation d’une collection de fragments recouvrant la totalité des
séquences d’ADN a étudier. Cette collection est appelée « librairie ». Les ADN sont
initialement fragmentés puis liés a des adaptateurs communs. On y ajoute également des
séquences nucléotidiques (barcode) spécifiques pour chaque patient. Ce barcode permet
d’adresser a un patient donné toutes les séquences qui auront été générées a partir de son
ADN.

La seconde étape est I’amplification clonale qui permet de générer a partir d’un fragment
d’ADN unique un trés grand nombre de copies identiques.

La troisieme étape est le séquencage de molécules nucléotidiques a 1’aide de techniques de
« wash-and-scan » (ou cycles). Elle est basée sur des polymérases et réactifs qui doivent étre
enlevés a chaque cycle apres I’incorporation des bases a lire.

La derniére étape est I’analyse de données de séquencage par des outils bioinformatiques.
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Dans notre étude, avons utilisé deux kits différents de préparation de librairies

-lon AmpliSeq™ (Life Technologies™) pour I’analyse de 12 génes, séquencés sur le
séquenceur lon Personal Genome Machine (PGM, Life technologies).

- Haloplex™ (Agilent Technologies™) pour 1’analyse de 18 génes et de 150 geénes,

séquencés sur le NextSeq™ (Illumina).
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V. Séguencage haut-débit PGM 12 génes

A. Construction des librairies : technologie AmpliSeq

a) Principe

L’objectif de cette étape est d’obtenir une collection (librairie) d’ADN cible, composée de
fragments de taille uniforme et bornés a leur extremité par des adaptateurs. Le panel se
compose de 10 génes de RP autosomiques dominantes (RHO, PRPH2, RP1, IMPDHI,
PRPF3, PRPF8, PRPH31, snRNP200, NRL, NR2E3) et 2 genes de RP liées a I'X (RP2 et
RPGR).

La premiere étape consiste alors a effectuer une PCR multiplex en utilisant un mélange
d’amorces. Apres I’amplification, une enzyme de restriction, la FuPa, digere partiellement les
amorces et permet de récupérer des amplicons de taille identique. Une ADN ligase va liguer
de part et d’autre des amplicons un adaptateur « A » et un adaptateur «P1 ». I’adaptateur
« A » possede une sequence spécifique (barcode) qui permettra d’identifier chaque patient au

séquencage (figure 11).

Amplicon dADN
—

Amplification par PCR

Digestion partielle des amorces

Adaptateur A avec barcode — e——

Ligation des adaptateurs
Adaptateur P1

Figure 13: Préparation de la librairie d’ADN par AmpliSeq
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La ligation est suivie de deux étapes de purification par billes magnétiques AMPure entre
lesquelles une étape de nicktranslation termine la liaison compléete des adaptateurs aux
amplicons. Chaque amplicon est ensuite dosé sur la Tape Station puis normalisé. Les
échantillons sont mélanges afin de constituer la librairie. Cette derniére est quantifiée sur le

Bioanalyseur (Agilent Technologies™).
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b) Mode opératoire

Réactif Volume par tube réactionnel (pl)
5X lon AmpliSeq HiFi Master Mix 1
2X lon AmpliSeq Primer Pool 1 2,5
ADN 1,5
volume final 5

Tableau 8: Mélange réactionnel pour 1I’amplification des régions cibles

Etapes Température Durée
Dénaturation initiale 99°C 3 min
Dénaturation 99°C 20 secondes
Hybridation des amorces 60°C 4 min
Elongation finale 10°C XX min

Tableau 9: Programme d’amplification pour les régions cibles

Température Durée
50°C 10min
55°C 10 min
60°C 20min

10° 60 min max

Tableau 10: Programme de digestion par la FUPA

Réactif \olume par tube réactionnel (pl)

lon P1 Adapter 0,125
Switch Solution 1

Eau 0,25
DNA ligase 0,5

lon Xpress Barcode 0,125
ADN 5
Volume final 7,5

Tableau 11 : Mélange réactionnel pour I’amplification des régions cibles

Température Durée
22°C 30 min
72°C 10 min
10°C XX min

Tableau 12: Programme de ligation des primers
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B. Préparation de la matrice de séquencage

L’objectif de cette étape est de fixer un fragment unique sur une bille (ISP ou lon Sphere
Particle) et d’en synthétiser un grand nombre de copies. La technologie AmpliSeq™ utilise le
principe de la PCR en émulsion sur I’automate lon OneTouch 2 (Life Technologies™).
L’amplification est réalisée au sein d’une émulsion huile dans eau dans laquelle des
microgouttelettes aqueuses vont constituer des microréacteurs. Dans la situation ideale,
chaque gouttelette de la phase aqueuse contient une ISP unique, un fragment unique et les

réactifs nécessaires pour réaliser une PCR.

PCR Break Template
amplification emulsion dissociation

Primer, template,
dNTPs and polymerase

Figure 14 : Principe de la PCR en émulsion

d’aprés Metzker , 2010 (37)

La réaction commence par une amplification grace a des amorces complémentaires des
adaptateurs A et P1. Les amplicons obtenus apres cette premiere PCR s’hybrident sur la bille
et peuvent ensuite étre amplifiés et copiés par une seconde PCR. Des amorces biotinylées
complémentaires de I’extrémité libres sont aussi introduites.

Apres la réaction, I’enrichissement de la librairie consiste a ne sélectionner que les ISP
chargées par un fragment et d’¢liminer les ISP vides. La sélection est réalisée grace a la
réaction streptavidine/biotine sur 1’automate Ion OneTouch TM ES (Life Technologies™)
L’enrichissement est contr6lé sur le fluorométre Qubit® par marquage des ISP par 2
flluorochromes différents. La premiére sonde Alexa Fluor® 488 est complémentaire de
I’amorce B (la totalit¢ des ISP) tandis qu'une deuxieéme sonde Alexa Fluor® 647 s’hybride
sur 1’adaptateur A (ISP recouvertes de fragments d’ADN). Le rendement de la réaction est

calculé par le ratio de fluorescence Alexa Fluor® 647/ Alexa Fluor® 488. La fraction enrichie
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doit étre supérieure a 10%.

C. Séquencage

La technologie de séquencage du systeme lon Torrent est basée sur la détection d’un
signal électrique généré par une variation de pH réalisée sur I’automate lon PGM™,
Les billes obtenues aprés enrichissement sont déposées sur une puce de séquencage contenant
des puits, de sorte que chaque puit ne contient qu’une seule bille recouverte d’ADN. Les
fragments d’ADN sont initialement dénaturés et le séquengage est réalisé par des lavages
successifs de solutions de nucléotides (flow) qui seront incorporés par I’ADN polymérase s’ils
sont complémentaires au brin en cours d’¢longation.
Chaque incorporation s’accompagne d’une libération d’un pyrophosphate et d’un proton H+
spécifique du nucléotide incorporé. La libération d’un H+ entraine une variation locale du pH
détectée par un capteur et convertie en une différence de voltage. La hauteur du signal détecté
est proportionnelle au nombre d’ions H+ libérés et de nucléotides incorporés. Si aucune
variation de pH n’est détectée, cela signifie que la position sur le brin en cours n’est pas
complémentaire au dNTP distribué. Les bases non incorporées sont éliminées et le nucléotide
suivant est ajouté.

\\,‘, ;' t’\ N

7

TAACAGTA

Single nucleotide addition
Only one dNTP species is

Semiconductor sequencing present during each cycle:

As a base 13 incorporated, a single several identical dNTPs can be
H*ion is released, which is detected incorporated during a cycle,
by & CMOS-ISFET sensor increasing the emitted ions

S ) RN

Figure 15: Principe du sequencage par la technologie lon Torrent

d’aprés Goodwin et al., 2016 (38)
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VI. Séguencage haut-débit 18 génes et 150 genes

A. Construction des librairies : technologie Haloplex™

a) Principe

Les librairies ont été réalisées a I’aide du kit d’enrichissement Haloplex™ (Agilen™t),
Les ADN des patients sont d’abord normalisés a une concentration de Sng/ ul. La librairie se
construit en quatre étapes : les ADN sont digerés par 8 réactions successives realisées par 16
enzymes de restriction, permettant d’obtenir des séquences d’ADN digérees de différentes
tailles. Puis les fragments d’ADN sont hybridés avec les sondes Haloplex. Ces sondes sont
congues pour s hybrider spécifiquement a des régions du génome grace a leurs extrémités qui
sont complémentaires aux fragments cibles d’ADN. Chaque sonde contient également un
motif central composé d’un barcode avec des adaptateurs universels similaires (P5 et P7), des
amorces de séquencage et une extrémité biotinylée. L’hybridation entraine donc une

circularisation des fragments cibles et I’incorporation du motif central dans les fragments.

o Digest and denature sample DNA 0 Purify and ligate targets
Target Regior
== = . L
e Y 4 4 4 3\
e PR < ~\
— e e 7
—_— - ;\ \
—
—_— e
— e, S—
o Hybridize probe library to DNA taigets o Amplify enriched fragments by PCR
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Figure 16: Préparation de la libraire d’ADN par Haloplex

(http://lwww.genomics.agilent.com/article.jsp?pageld=3061)
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Les ADN hybridés contenant de la biotine sont capturés sur des billes aimantés de
streptavidine. Une ADN ligase est ajoutée afin d’obtenir une circularisation parfaite. Les ADN
cibles sont ensuite éluées par 1’action de la soude et sont amplifiées par PCR a partir du
primer universel.

Aprés purification, les produits de PCR sont quantifiés sur TapeStation (Agilent). Le dosage
consiste en la migration des produits de PCR mélangés avec un tampon fluorescent (SYBR
GREEN). Les amplifications sont normalisées a 1000pg/microl puis multiplexées de facon
équimolaire. Une analyse quantitative et qualitative de la librairie est effectuée sur

Bioanalyseur (Agilent) par électrophorese.

b) Mode opératoire

Réactif Volume par tube réactionnel (ul)
RE buffer/BSA 4
Enzymes Stripl 0,5
Enzymes Strip2 0,5
ADN (5ng/ul) 5
Volume Total 10

Tableau 13: Mélange réactionnel pour la digestion de I’ADN

Réactif Volume par réaction (ul)
Solution d'hybridation 50
Sondes Haloplex 20
Master Mix 70
Indexing primer 10
ADN digéré 10
Volume Final 160

Tableau 14: Mélange réactionnel pour I’hybridation de I’ADN
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Etapes Température Durée
Dénaturation 95°C 10 minutes
Hybridation 54°C 3h si <20 000 sondes —

16h si >20 000 sondes
Tableau 15 : Programme d’hybridation de I’ADN

Réactifs \olume par tube réactionnel (pl)

5X Herculase Il reaction buffer 10

dNTP 256mM 0,4
Haloplex Primerl (25uM) 1
Haloplex Primer2 (25uM) 1

Acide Acétique 2 M 0,5
Herculase 11 Fusion DNA poly 1

H20 16,1

ADN capturé 20
Volume Total 50

Tableau 16 : Mélange réactionnel pour la réaction de séquence

Etapes Température Durée cycle
Dénaturation initiale 98°C 2min 1 cycle
Dénaturation 98°C 30 secondes
Hybridation des amorces 60° 30secondes } 19 cycles
Elongation 72° 1 min
Elongation finale 72° 10 min 1 cycle
8° XXXX

Tableau 17 : Conditions réactionnelles pour la réaction de séquence
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B. Amplification clonale par technologie Illumina

L’objectif de cette étape est la génération de clusters de séquences d’ADN sur des
séquenceurs de paillasse MiSeq™/ NextSeq™ (Illumina). L’amplification clonale est réalisée
par une « bridge PCR ». Elle commence par la fixation aléatoire des fragments d’ADN a une
lame de verre appelée flowcell recouverte de deux types d’oligos complémentaires aux
adaptateurs des fragments d’ADN PS5 et P7. Il y a synthése d’une séquence complémentaire
fixée a la flowcell puis une étape de dénaturation et de lavage éliminent le brin originel.

L’extrémité libre de chaque brin néosynthétisé est complémentaire a [’autre
oligonucléotide de la surface de la flowcell et peut s’hybrider a celui-ci. Le brin se recourbe et
forme donc un «pont» d’ou le terme de « bridge PCR ». La polymérase synthétise un
second brin d’ADN formant un pont d’ADN double brin qui sera dénaturé pour donner deux
copies d’ADN simple brin. Les extrémité libres de chaque brin peuvent s’hybrider a un autre
primer de la flowcell, les cycles d’élongation et de dénaturation se répétent de fagon
simultanée. L’amplification a ainsi lieu de proche en proche jusqu’a former des groupements

de séquences identiques ou « clusters ».
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Figure 17: principe de la « bridge PCR » appliqué a la technologie Illumina
(https://www.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf)
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C. Séquencage

La réaction de séquencage a lieu sur le méme support (flowcell). La spécificité du
séquencage Illumina réside dans le choix d’une technologie par terminaison réversible de
I’¢longation. Les déoxynucléotides modifiés (terminateurs de chaines) sont marqués par un
fluorophore spécifique a chaque base.

Pour s’assurer que chaque cluster ne sera séquencé que dans une direction et pour permettre
une meilleur hybridation des primers de sequencage, les fragments liés aux sites P7 sont
clivés et éliminés, ne laissant que les brins forward. Un fragment bloquant les sites P7 et
I’extrémité libre de chaque brin est ajouté pour éviter leur hybridation.

Le premier cycle commence par I’ajout des 4 déoxynucléotides, mais seulement un dANTP est
incorporé selon la séquence de la matrice. Les dNTP non fixés sont éliminés et les clusters
sont excités par une source lumineuse permettant 1’émission d’un signal caractéristique. Pour
un cluster donné, les brins identiques sont lus simultanément. Aprés la lecture, le groupement
chimique terminateur et le marquage fluorescent sont hydrolysés pour permettre le cycle
suivant. Le nombre de cycle détermine la longueur des reads (150 pb), la longueur d’onde

émise et I’intensité du signal détermine le « base call ».

Incorporation des nucléotides Lavage et acquisition de S
P g .. q Elimination des fluorochromes et
marqueés par des fluorochromes I’image .
ot groupements terminateurs
différents

Figure 18: Principe du séquencage Illumina

d’aprés Goodwin et al., 2016 (38)
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Aprés le séquencage du read, celui-ci est éliminé et un primer d’index est hybridé, permettant
de séquencer le barcode de chaque cluster.

Ensuite, ’extrémité 3’ de la séquence est déprotéinée et peut se rabattre sur I’adaptateur voisin
P7. Une nouvelle amplification est alors possible pour obtenir le brin reverse. Les brins
matrice fixés en P5 sont éliminés et les clusters fixés en P7 sont sequencés de facon identique.
(Séquencage paire-end)

L’avantage de cette technologie est I’incorporation et la détection séquentielle des bases,

vitant les erreurs de séquencage sur les homopolymeres.

20 microns

Figure 19 : Image de la flowcell au cours du séquencage

d’aprés Bentley et al 2008 (39)
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VII. Panels de genes analysés sur séquenceurs lllumina

Le kit utilisé pour le panel 18 genes comporte les genes précédemment testés dans le
panel 12 génes ainsi que 8 génes impliqués dans d’autres pathologies
ophtalmiques (tableaul8):

- ABCA4 : maladie de Stargardt

BESTL : maladie de Best

- ELOVLA : dystrophie maculaire

- PROML1 : rétinite pigmentaire récessive et dystrophie maculaire dominante

- IMPGL1 : dystrophie maculaire vitelliforme dominante

- IMPG2: rétinite pigmentaire récessive et dystrophie maculaire vitelliforme

dominante

Le panel 150 genes comportent les génes du panel 18 genes et les génes les plus freguemment

retrouvés dans les dystrophies rétiniennes (tableau 18).
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géne NM_ exon géne NM_ exon géne NM_ exon
ABCA4 000350,2 50 GPR98 032119,3 90 PROM1 006017,2 27
ADAM9 003816,2 22 GRK1 002939,2 7 PRPF3 004698,2 16
AIPL1 014336,3 6 GRM6 000843,3 10 PRPF31 015629,3 14
ARL2BP 012106,3 GUCA1A 000409,3 PRPF4 004697,3 14
ARL6 032146,4 9 GUCA1B 002098,5 PRPF6 012469,3 21
BBS1 024649,4 17 GUCA2A 033553,2 PRPF8 006445,3 43
BBS12 001178007,1 3 GUCY2D 000180,3 20 PRPH2 0003224 3
BBS7 176824,2 19 HK1 000188,2 18 RAB28 001017979,2 7
BEST1 004183,3 10 IDH3B 006899,3 12 RAX2 032753,3 3
C120rf65 001145199,1 6 IMPDH1 000883,3 17 RB1 000321,2 27
C1QTNF5 015645,4 15 IMPG1 001563,2 17 RBP3 002900,2 4
C2lorf2 004928,2 7 IMPG2 016247,3 19 RBP4 006744,3 6
C2orf71 001029883,2 2 1QCB1 001023570,2 15 RD3 183059,2 3
C20rf86 015910,5 18 ITM2B 021999,4 6 RDH12 152443,2 9
C8orf37 025000,3 14 KCNJ13 002242,4 RDHS5 001199771,1 5
CA4 000717,3 8 KCNV2 133497,3 RGR 002921,3 7
CABP4 145200,3 6 KIAA1549 001164665,1 20 RGS9 003835,3 19
CACNALF 005183,3 48 KLHL7 001031710,2 11 RGS9BP 207391,2 1
CACNA2D4 172364,4 38 LCA5 181714,3 9 RHO 000539,3 5
CAPN5 004055,4 13 LRAT 0047443 RIMS1 014989,5 34
CDH23 022124,5 70 LRIT3 198506,4 4 RLBP1 000326,4 9
CDH3 0017934 16 LRP5 002335,3 23 ROM1 000327,3 3
CDHR1 033100,3 17 MAK 001242957,1 15 RP1 006269,1 4
CERKL 001030311,2 14 MERTK 006343,2 19 RP1L1 178857,5 4
CHM 000390,2 15 MFRP 031433,3 15 RP2 006915,2 5
CLRN1 001195794,1 4 MVK 000431,2 11 RP9 203288,1 6
CNGAl 001142564,1 10 MYO7A 000260,3 49 RPE65 000329,2 14
CNGA3 001298,2 8 NDP 000266,3 3 RPGR 000328,2 19
CNGB1 001297,4 33 NEK2 002497,3 8 RPGRIP1 020366,3 24
CNGB3 019098,4 18 NMNAT1 022787,3 5 RS1 000330,3 6
CNNM4 020184,3 7 NR2E3 014249,2 8 SAG 0005414 16
CRB1 201253,2 12 NRL 006177,3 3 SEMA4 022367,3 15
CRX 000554,4 4 NYX 022567,2 2 SLC24A1 004727,2 10
CYP4V2 207352,3 11 OAT 000274,3 10 SLC7A14 020949,2 8
DFNB31 015404,3 12 OFD1 003611,2 23 SNRNP200 014014,4 45
DHDDS 205861,2 9 OPN1LW 020061,5 6 SPATA7 018418,4 12
DHX38 014003,3 27 OPN1IMW 000513,2 TEAD1 021961,5 13
DMD 004011,3 51 OPN1SW 001708,2 TMEM67 153704,5 28
EFEMP1 001039348,2 12 oTX2 021728,3 5 TOPORS 005802,4 3
ELOVL4 022726,3 6 PCDH15 001142763,1 35 TRIM32 012210,3 2
EMC1 015047,2 23 PDEGA 000440,2 22 TRPM1 001252020,1 27
EYS 001142800,1 43 PDE6B 000283,3 22 TSPAN12 01238,3 8
FAM161A 001201543,1 7 PDE6C 006204,3 22 TTC8 144596,3 16
FLVCR1 014053,3 10 PDE6G 002602,3 TTLLS 015072,4 32
FSCN2 001077182,2 PDE6H 006205,2 TULP1 003322,4 15
FzZD4 012193,3 2 PDZD7 001195263,1 17 UNC119 005148,3 5
GNAT1 144499,2 PGK1 000291,3 11 USH1C 153676,3 27
GNAT2 005272,3 PITPNM3 031220,3 20 USH2A 206933,2 72
GPR125 145290,2 19 PLA2G5 000929,2 5 VCAN 0043854 15
GPR179 001004334,3 11 PRCD 001077620,2 5 ZNF513 144631,5 4

Tableau 18: Liste des genes du panel 150 génes, sur fond gris génes du panel 18 genes.
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VIIlI. Analyse bio-informatique des données de

ségquencage

Les reads ou lecture générés par les séquenceurs (fichiers fastq) sont analysés par 2
logiciels afin de générer un fichier de variants ou « vcf» (Variant Calling Files) : SeqNext et
Torrent Browser pour PGM™ ou MiSegReporter pour les séquenceurs Illumina.

Les VCF obtenus sont confrontés et compilés par un programme mis en place au sein du
Centre de Biologie Pathologie de Lille, la Diagnostic Variant Database. Ce logiciel synthétise
I’ensemble des données et permet le report des annotations concernant les variants déja
rencontrés. Les paramétres a prendre en compte pour I’interprétation des données :
- la couverture : zone couverte par au moins une lecture, exprimée en%
- la profondeur : nombre de lecture de chaque base
- le pourcentage de recouvrement auquel le variant a été retrouvé (nombre de reads
avec le variant par rapport au nombre de reads total, il est en théorie de 50% pour
un variant hétérozygote)
La technologie lon Torrent génére des artefacts au niveau des homopolymeres qu’il est
nécessaire de controler visuellement car dans les régions répétés, plusieurs nucléotides
identiques sont incorporés au cours du séquencage, conduisant a une variation du pH plus
importante. Cependant la détection de cette variation est moins précise que pour
I’incorporation d’un unique nucléotide et les séquences d’homopolymeéres plus longues
constituent donc une difficulté pour le séquencage.
La pertinence clinique des variants a été évaluée en fonction de la pathogeénicité prédite par
les logiciels Polyphen-2, Align Grantham Variation and Grantham Deviation (a-GVGD),
Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT), la fréquence du variant dans la population (ExXAC), la

description dans la base de donnée HGMD et la comparaison a notre base de données locales.
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Les variants d’intérét sont rares avec une fréquence allélique inférieure a 1%.

L’analyse des CNV a été réalisée sur les panels 18 génes et 150 génes en calculant un ratio de

couverture d’exon de chaque patient sur le ratio moyen de couverture de I’exon de 1’ensemble

des patients séquencés sur le run.
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RESULTATS

I. Données obtenues par Sanger

Nous avons séquencé par méthode Sanger les exons de 10 génes d’ADRP chez 337
patients. 240 d’entre eux ont été recrutés dans le cadre d’un projet hospitalier de recherche
clinique national (PHRC) (2009-2012) qui portait sur des familles atteintes d’une forme
autosomique dominante clairement établie sur le plan clinique (2 a 3 générations atteintes).
Nous avons détecté 124 variants chez 122 patients et nous n’avons détecté aucun variant chez
215 patients. Parmi les 124 variants, 120 ont été classés causaux et responsables de la rétinite
pigmentaire, 3 variants ont été classés de « signification indéterminée » et 1 variant a été
classé « probablement bénin » aboutissant a un diagnostic moléculaire chez 119 patients
(35,3%). Les patients sont présentés dans le tableau 20 et les variants sont détaillés dans le

tableau de synthese.

337 patients

Aucun variant
mis en évidence

215 patients

Variant déetecte

122 patients

|
| | |
120 Variants 3 variants de 1 variant
(probablement) signification probablement
pathogéne indéterminée hénin
119 cas résolus 218 cas non résolus
35,3% 64,7%

Figure 20 : Résultats obtenus par la technique Sanger
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Parmi les patients pour lesquels aucun variant n’a ét¢ mis en évidence, 7 ont par la suite été
testés par le panel 12 génes et 5 sur le panel de 150 genes.

Les génes les plus fréquemment identifiés sont RHO (13,1%), PRPH2 (5,4%) et RP1 (5,4%)
couvrant pres de 24% des patients (figure 21). Les variants les plus fréquents sont la
€.403C>T, p.Argl35Trp de RHO (7 patients), ¢.166G>A, p.Gly56Arg de NR2E3 (6 patients),
€.829-4 C>G de PRPH2 (4 patients).

Au total, ce sont 86 variants différents qui ont été identifiés, parmi lesquels 32 n’ont jamais

été décrits dans la littérature.

N=337

13.1%

5,4%
PRPF31

5.4%
NR2E3

0,
2.4% PRPF3

3.3%
snRNP200

64.5% 2.1%

PRPFS
1,8%

1.5% IMPDH1
0.3%

0.3% ENRL

Non résolu

Figure 21: Prévalence des genes identifiés dans I’ADRP par la technique Sanger

La majorité des patients n’était porteur que d’un seul variant a ’état hétérozygote a
I’exception des cas suivants :

- variant ¢.340G>A, p.Gly114Ser du géne RHO

Le variant a été détecté a 1’état homozygote chez le patient ADRP599. L’étude de
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ségrégation n’a pas été réalisée, cependant I’histoire familiale semble évoquer une rétinite
pigmentaire de forme sporadique. Ce variant n’a jamais été décrit dans la littérature, ni
recensé dans la base EXAC, mais il a été considéré comme causal et impliqué dans la

pathologie d’apres les logiciels de prédiction.

Figure 22 : Fond d’ceil d’un patient homozygote pour le variant p.Gly114Ser de RHO

- variant c.[164 A>G ; 251T>C ], p.[(Asn55Ser : Leu84Pro)] du géne RHO

L’allele complexe c. [164 A>G ; 251T>C], p.[(Asn55Ser ; Leu84Pro)] a été identifié chez le
patient ADRP097-01. Les deux variants ne sont pas connus des bases de données mais chacun
est prédit probablement délétere par les logiciels de prédiction. Le caractere causal a
finalement été établi apres 1’étude familiale qui a confirmé que les deux variations formaient
un allele complexe et que chaque membre de la famille porteur de 1’allele était atteint de

rétinite pigmentaire.

-variants ¢.1477C>T, p.Pro493Ser et ¢.1481 C>T, p.Thr494Met du géne PRPF3

Le patient ADRP068-01 est porteur de ces deux variants, cependant I’étude de ségrégation n’a
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pas été réalisée et il n’est donc pas possible de savoir s’il s’agit d’un allele complexe ou de
deux mutations sur des alléles distincts. Ces deux variations ont été décrites par Chakarova et
al en 2002 et sont predites comme delétéres par les logiciels de prédiction. Elles ont donc été

incriminées dans la pathologie du patient.

-variants ¢.1477C>T, p.Pro493Ser du géne PRPF3 et c.98T>C, p.lle33Thr du

géne PRPH2

Ces deux variants ont été identifiés chez le patient ADRP120-01. Le variant ¢.1477C>T de
PRPF3 a été décrit dans le paragraphe précédent. Le variant ¢.98T>C, p.lle33Thr du gene
PRPH2/RDS n’a jamais été décrit dans la littérature, il affecte un nucléotide et un acide aminé
peu conservé mais 1’écart physico-chimique est important entre I’Isoleucine et la Thréonine.
Les logiciels de prédiction ne s’accordent pas non plus sur sa pathogénicité. L’étude familiale
a montré que la sceur du patient, asymptomatique, n’était porteuse que du variant c.98T>C,
p.1le33Thr du gene PRPH2/RDS, nous avons donc classé ce variant comme probablement
bénin et avons conclu que le variant ¢.1477C>T, p.Pro493Ser du géne PRPF3 était

responsable de la pathologie.

70



CHUNE Valérie RESULTATS
Tableau 19 : Résultats obtenus par séquengage Sanger
Patient Gene Variant (ADNCc) Variant (protéine) Référence Ségrégation familiale Commentaire

ADRP023-01 PRPH2 c.-11A>C p.? décrit ClinVAR Oui Classé probablement bénin
ADRP143-01 PRPH2 ¢.136C>T Argd6* Meins et al.,1993 un apparenté asymptomatique porteur
ADRP208-01 PRPH2 c.136C>T Argd6* Meins et al.,1993 N.R.
ADRP126-01 PRPH2 €.205delG Val69Cysfs*30 Manes et al.,2015 Oui
ADRP209-01 PRPH2 c.377T>C Leul26Pro Renner et al., 2009 N.R.
ADRP218-01 PRPH2 c.494G>A Cys165Tyr Souied et al., 1995 N.R.
ADRP245-01 PRPH2 c.494G>A Cys165Tyr Souied et al., 1995 Oui
ADRP156-01 PRPH2 ¢.535T>C Trpl79Arg Bareil et al.,2000 N.R.
ADRP233-01 PRPH2 ¢.535T>C Trpl79Arg Bareil et al.,2000 Oui
ADRP003-01 PRPH2 c.582T>A Asp194Glu Manes et al.,2015 Oui
ADRP204-01 PRPH2 ¢.594C>G Ser198Arg Sullivan etal., 2006 N.R.
ADRP243-01 PRPH2 €.631T>C Phe211Leu Manes et al.,2015 Oui
ADRP150-01 PRPH2 €.738G>C Trp246Cys Manes et al.,2015 cousin atteint non porteur
ADRP069-01 PRPH2 C.761T>A Leu254GIn Manes et al.,2015 Oui
ADRP057-01 PRPH2 c.761T>A Leu254GlIn Manes et al.,2015 fils asymptomatique porteur
ADRP084-01 PRPH2 €.829-4C>G Manes et al.,2015 Oui
ADRP197-01 PRPH2 €.829-4C>G Manes et al.,2015 N.R.
ADRP276-01 PRPH2 €.829-4C>G Manes et al.,2015 Oui
ADRPO011-01 PRPH2 €.829-4C>G Manes et al.,2015 Oui

ADRP 613 RHO c.31G>A ValllMet non décrit N.R.
ADRP059-01 RHO c.44A>G Asn15Ser Kranich 1993 Oui
ADRP275-01 RHO c.49A>G Thri7Ala non décrit N.R.
ADRP102-01 RHO ¢.50C>T Thrl7Met Sheffield et al., 1991 Oui
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ADRP224-01 RHO ¢.53G>A Gly18Asp non décrit Oui
ADRP129-01 RHO c.82C>G GIn28Glu non décrit N.R.
ADRP148-01 RHO ¢.140T>C Leud7Pro non décrit oui
ADRP081-01 RHO ¢.158C>G Pro53Arg Ingleheam et al., 1992 Oui
ADRP106-01 RHO ¢.173C>G Thr58Arg Dryja et al., 1990 N.R.
ADRP154-01 RHO c.185C>A Thr62Asn non décrit Oui
ADRP097-01 RHO c.[164 A>G;251T>C ] Asn55Ser;Leu84Pro non décrit / non décrit Oui Alléle complexe non décrit
ADRP121-01 RHO €.263T>C Leu88Pro Audo et al., 2010 N.R.
ADRP094-01 RHO €.289A>C Thr97Pro non décrit N.R.
ADRP184-01 RHO c.316G>A Gly106Arg Ingleheam et al., 1992 N.R.

ADRP599 RHO €.340 G>A Gly114Ser non décrit N.R. homozygote
ADRP252-01 RHO €.380C>T Serl27Phe Souied et al., 1994 Oui

ADRP605 RHO €.380C>T Serl27Phe Souied et al., 1994 Oui
ADRP244-01 RHO €.380C>T Ser127Phe Souied et al., 1994 Oui
ADRP105-01 RHO c.403C>T Arg135Trp Sung et al., 1991 Oui
ADRP147-01 RHO c.403C>T Arg135Trp Sung et al., 1991 Oui
ADRP152-01 RHO c.403C>T Arg135Trp Sung et al., 1991 Oui
ADRP172-01 RHO c.403C>T Arg135Trp Sung et al., 1991 Oui
ADRP235-01 RHO €.403C>T Argl35Trp Sung et al., 1991 N.R.
ADRP100-01 RHO c.403C>T Argl135Trp Sung et al., 1991 N.R.

ADRP436 RHO €.403C>T Argl35Trp Sung etal., 1991 Oui
ADRP183-01 RHO ¢.404G>C Arg135Pro Gal et al., 1997 N.R.
ADRP141-01 RHO C.497C>A Alal66Asp non décrit Oui
ADRP228-01 RHO €.501C>G Cys167Trp Briscoe et al., 2004 N.R.
ADRP099-01 RHO ¢.501C>G Cys167Trp Briscoe et al., 2004 Oui
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ADRP282-01 RHO c.541G>A Glul81Lys Dryjaetal., 1991 N.R.
ADRP592 RHO €.545G>T Gly182Val Sheffield et al. 1991 N.R.
ADRP272-01 RHO €.545G>T Gly182Val Yang et al., 2014 N.R.
ADRP219-01 RHO c.562G>A Gly188Arg Dryjaetal., 1991 Oui
ADRP058-01 RHO ¢.568G>T Asp190Tyr al-Maghtheh etal., 1993 Oui
ADRP371 RHO €.616_624del Tyr206_Phe208del Maubaret et al., 2012 N.R.
ADRP369 RHO €.616_624del Tyr206_Phe208del Maubaret et al., 2012 Oui
ADRP065-01 RHO C.647T>G Met216Arg Haim et al, 1996 Oui
ADRP153-01 RHO €.800C>G Pro267Arg Souied et al., 1994 Oui
ADRP101-01 RHO C.886A>G Lys296Glu Keen et al., 1991 N.R.
ADRP125-01 RHO €.1033G>A Val345Met Dryja et al., 1991 Oui
ADRP072-01 RHO €.1039C>T Pro347Ser Dryja et al., 1990 Oui
ADRP200-01 RHO €.1040C>T Pro347Leu Dryja et al., 1990 N.R.
ADRP524 RHO c.1040C>T Pro347Leu Dryja et al., 1990 N.R.
ADRP207-01 RHO €.1040C>T Pro347Leu Dryja et al., 1990 N.R.
ADRP017-01 PRPF3 €.1465G>C Ala489Pro Gamundi et al., 2008 N.R.
PRPF3 c.1477C>T Pro493Ser Chakarova et al., 2002 N.R.
ADRP068-01
PRPF3 €.1481C>T Thrd94Met Chakarova et al., 2002 N.R.
PRPF3 c.1477C>T Pro493Ser Chakarova et al., 2002 confirme la pathogénicité de PRPF3 :
ADRP120-01 sceur asymptomatique porteuse uniquement
PRPH2 €.98T>C 11e33Thr non décrit du variant PRPH2 Classé VSI
ADRP107-01 PRPF3 €.1504G>C Ala502Pro non décrit Oui
ADRP124-01 PRPF3 €.1481C>T Thr494Met Chakarova et al., 2002 N.R.
ADRP131-01 PRPF3 €.1465G>C Ala489Pro Gamundi et al., 2008 Oui
ADRP264-01 PRPF3 €.1465G>C Alad89Pro Gamundi et al., 2008 N.R.
ADRP486 RP1 €.2005G>A Ala669Thr Khaliq et al., 2005 Oui
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ADRP135-01 RP1 €.2018del Lys673Argfs*9 non décrit Oui
ADRP018-01 RP1 €.2035C>T GIn679* Sullivan et al., 1999 N.R.
ADRP116-01 RP1 €.2035C>T GIn679* Sullivan et al., 1999 Oui
ADRP144-01 RP1 €.2065C>T GIn689* Audo et al., 2012 N.R.
ADRP194-01 RP1 €.2065C>T GIn689* Audo et al., 2012 N.R.
ADRP020-01 RP1 €.2169delA 1le725tyrfs*13 non décrit Oui
ADRP212-01 RP1 €.2169delA 11e725Tyrfs*13 non décrit N.R.
ADRP027-01 RP1 ¢.2243del Asn748llefs*15 Lafont et al., 2011 Oui "r%zsce‘?gﬁ'e“;re‘;firliz‘im‘i”e de
ADRP283-01 RP1 €.2243del Asn748llefs*15 Lafont et al., 2011 N.R.
ADRP180-01 RP1 C.2443G>T Glug15* non décrit non concluant (gﬁfﬁgﬁg ;je renseignement
ADRP250-01 RP1 €.2560_2561del Ser854Phefs*7 non décrit un apparenté asymptomatique porteur
ADRP278-01 RP1 €.2613dup Arg872Thrfs*2 Payne et al.,2000 N.R.

ADRP594 RP1 €.2563_2564del Leu855Serfs*6 non décrit N.R.

ADRP491 RP1 c.2585C>A Ser862* Lafont et al., 2011 N.R.
ADRP115-01 RP1 €.2585C>A Ser862* Lafont et al., 2011 Oui
ADRP249-01 RP1 €.2613dup Arg872Thrfs*2 Payne et al.,2000 N.R.
ADRP132-01 RP1 €.2732C>G Ser911* Lafont et al., 2011 Oui
ADRP016-01 NRL C-11C>T p.2 non décrit (Odg‘cfitf)“o” splicing N.R.
ADRP170-01 PRPF8 €.6901C>T Pro2301Ser Ziviello et al., 2005 Oui
ADRP029-01 PRPF8 C.6926A>C His2309Pro McKie et al., 2001 non concluant ( itl’lsnelgzz ‘;e renseignement
ADRP269-01 PRPF8 C.6926A>G His2309Arg Walia et al., 2008 frere asympton'fl‘uﬁggﬁ porteur de la
ADRP050-01 PRPF8 €.6977dup Tyr2326* non décrit Oui
ADRP073-01 PRPF8 €.6928A>G Arg2310Gly McKie et al., 2001 Oui
ADRP149-01 PRPF31 c.73G>T Glu25* non décrit Oui
ADRP254-01 PRPF31 €.168_172del Asp56Glufs*5 non décrit N.R.
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ADRP151-01 PRPF31 ¢.354C>G Tyrl18* non décrit 1 apparenté asymptomatique porteur
ADRP261-01 PRPF31 c.524del GIn175Argfs*23 non décrit N.R.
ADRP089 PRPF31 €.666_668del 11e223del non décrit apparentés asymptomatiques porteurs Classé VSI
ADRP234-01 PRPF31 c.757G>T Gly253trp non décrit N.R.
ADRP570 PRPF31 ¢.1130 G>A Arg377His non décrit N.R.
ADRP098-01 PRPF31 c.1231C>T Gln411* non décrit Oui
ADRP598 PRPF31 c. -4C>G p.? non décrit N.R. Classé VSI
ADRP262-1 PRPF31 €.698-2A>G IVS7-2A>G non décrit N.R.
ADRP185-01 NR2E3 c.131C>T Serd4leu Bernal S et al., 2008 N.R.
ADRP095-01 NR2E3 c.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 1 apparenté asymptomatique porteur
ADRP155-02 NR2E3 c.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 N.R.
ADRP046-01 NR2E3 €.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 N.R.
ADRP176-01 NR2E3 €.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 N.R.
ADRP201-01 NR2E3 c.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 N.R.
ADRP215-01 NR2E3 c.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 N.R.
ADRP111-01 NR2E3 ¢.166G>C Gly56Arg Xu et al, 2014 Oui
ADRP113-01 NR2E3 ¢.166G>C Gly56Arg Xu et al, 2014 Oui
ADRP232-01 NR2E3 c.205G>A Gly69Ser non décrit N.R.
ADRP615 NR2E3 iVS1-2ASC n.? Haider g(t) ﬁL igﬂgr(() E]r;h)anced S Frére et mére asI);mnp]Jact)g:?Ot:]ques porteurs de
ADRP060-01 SNRNP200 €.2041C>T Arg681Cys Banaglio et al., 2011 Oui
ADRP216-01 snRNP200 €.2041C>T Arg681Cys Banaglio et al., 2011 Oui
ADRP569 SNRNP200 €.2041C>T Arg681Cys Banaglio et al., 2011 Parents asymptomatiques non porteurs
ADRP447 SNRNP200 €.3260C>T Ser1087Leu Zhao et al 2009 N.R.
ADRP239-01 SNRNP200 €.3260C>T Ser1087Leu Zhao et al 2009 Oui
ADRP096-01 snRNP200 €.2160+1G>A p.? non décrit N.R.
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ADRP246-01

IMPDH1

C.945C>A

Asn315Lys

non décrit

Oui

N.R : ségrégation non réalisé

76




CHUNE Valérie RESULTATS

II. Données obtenues par PGM 12 genes

Nous avons étudi¢ 193 patients par séquengage haut débit sur 1’automate PGM™ avec le
panel de 12 génes. Le taux de couverture était de 40X et les régions de couverture inférieure a
40 ont été contrdlées visuellement sur le logiciel Seq Pilot. Les exons 15 et 31 de PRPF8, les
exons 1, 4 et 6 d’IMPDHL1 et la région ORF15 du géne RPGR ne sont pas couverts par notre
stratégie et ne sont pas séquencés par Sanger.

Nous avons détecté au moins un variant d’intérét chez 63 patients (32,6%) et nous n’avons
identifié aucun variant chez 130 patients (67,4%).

Parmi les 65 variants identifiés, 59 ont été classés causaux, 2 de «signification
indéterminée » et « probablement bénin» aboutissant au diagnostic moléculaire de rétinite

pigmentaire chez 57 patients.

193 patients

Aucun variant
mis en évidence

Variant détecté

63 patients 130 patients
I
I I I

59 Variants 2 variant de 4 variants
(probablement) signification probablement

pathogene indéterminée bénins
57 cas résolus 136 cas non résolus

29,5% 70,5%

Figure 23: Résultats obtenus par la technique PGM

Au total, nous avons identifie 55 variants différents dont 36 non rapportés dans la littérature.

Les genes les plus frequemment identifiés parmi les 193 patients sont RHO (9,3%) NR2E3

e



CHUNE Valérie RESULTATS

(3,6%), RPGR (3,1%) et RP1 (3,1%) (figure 23). Contrairement a la technique Sanger, nous

n’avons identifié aucun variant dans les génes NRL et PRPF8 avec ce panel.

n=193
9.30 0
2.6% RHO

3.19% PRPH?

2.6% RP1
3.6% PRPF31
_ NR2E3
1.0% MRPGR
1.6%
PRPF3
1,6% 1.0%
snRNP200
70,5%
IMPDH1
RP2
Non résolu

Figure 24: Prévalence des génes identifiés dans ’ADRP par le panel 12 génes

Parmi les patients négatifs, un patient (OPH363) s’est révélé porteur d’une mutation de
I’ORF15 du géne RPGR, dans une région non couverte par notre technique. Une analyse de
cette région avait été précédemment effectuée chez 1’oncle maternel dans le laboratoire de
I’hopital des Quinze-Vingt & Paris et avait identifié le variant c.2731delG,
p.Glu911Argfs*178. La mutation entraine un décalage du cadre de lecture et ’apparition d’un
codon stop prématuré. La présence de ce variant a par la suite été confirmée chez notre

patient.

- variants c.316G>A, p.Gly106Arg et c.439C>T, p.Argl47Cys du géne RHO

Ces deux variants ont été identifiés chez le patient OPH590 atteint d’une rétinite pigmentaire

sporadique d’apres 1’histoire familiale. La ségrégation familiale n’a pas été réalisée et il n’est
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donc pas possible de conclure a un allele complexe ou a une forme de RP récessive comme
cela a déja éte décrit. Néanmoins les deux variants sont prédits pathogenes par les logiciels et
ont déja été décrits dans la littérature. L’aspect au fond d’ceil est évocateur d’une rétinite
pigmentaire en secteur et oriente sur une mutation du gene RHO, confirmant ainsi notre
diagnostic moléculaire.

- variants c.659G>C, p.Arg220Pro de PRPH2 a I’état hétérozygote et

€.613G>A, p.Glu205Lys de RP2 a I’état hémizygote

Ces deux variants ont été¢ identifiés chez le patient OPH573, 4gé de 43 ans pour lequel 1’arbre
généalogique est en faveur d’une transmission dominante et le phénotype plutét évocateur
d’une rétinite pigmentaire liée a I’X. Les deux variants ne sont pas décrits dans la littérature et
sont considérés comme déléteres par les logiciels de prédiction. Le codon Arg220 de PRPH2
est également la cible de deux autres mutations connues p.Arg220Trp et p.Arg220GIn
rapportés dans des cas de pattern dystrophy. La mere du patient, asymptomatique, est porteuse
a I’état hétérozygote du variant RP2. Nous avons attribué la rétinite pigmentaire a RP2 au vu
du phénotype mais une révision du diagnostic serait possible avec I’examen clinique et

I’analyse moléculaire d’autres apparentés.

Figure 25 : Fond d’ceil du patient OPH573 porteur de variant p.Arg220Pro PRPH2 et
Glu205Lys RP2, présence d’ostéoblaste en extréme périphérie, fourni par le Dr Zanlonghi,
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- variant c.6370A>T, p.lle2124Phe du géne PRPF8

Le variant c.6370A>T, p.lle2124Phe de PRPF8 (patient OPH924) est trés conservé, 1’écart
physico-chimique peu important et les logiciels ne s’accordent pas (peu délétére d’aprés a-
GVGD, probablement délétére d’apres Polyphen2, Sift et Mutation Taster). Le variant a
finalement été classé comme « variant de signification indéterminée » dans I’attente de la

ségrégation familiale.

- variant IVS4+6C>T de IMPDH1

Ce variant a été trouvé chez la patiente OPH322, atteinte d’une rétinite pigmentaire
sporadique trés évoluée avec une vision tubulaire et une cécité nocturne totale. Le variant a
été classe comme « probablement bénin » car les logiciels ne s’accordent pas sur son impact
et plusieurs apparentés asymptomatiques sont porteurs du variant.

Les autres hypotheses évoquées par les cliniciens sont une forme récessive ou une mutation

de I’ADN mitochondrial. La recherche de mutations dans les génes récessifs est en cours.

Figure 26 : Fond d’ceil du patient OPH322 porteur du variant IVS4+ 6C>T de IMPDH1

- variant ¢.727G>A, p.Val243lle de IMPDH1

La patiente OPH27 est porteuse d’une rétinite pigmentaire périvasculaire diagnostiquée a

I’age de 52 ans avec un examen clinique évocateur d’une mutation du géne NR2E3. Le fond
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d’ceil montrait une rétine modérément atrophique, quelques pseudo-ostéoclastes en moyenne
périphérie. Le fond d’ceil en autofluorescence montrait une zone afluorescente autour de la
papille et des gros vaisseaux rétiniens, ailleurs une fluorescence quasi normale a 1’exception
de tdches hyperautofluorescentes de forme arrondie ; a ’OCT de I’ceil droit, une rétine
¢épaissie en nasal et a I’OCT des taches hyperautofluorescentes, la disparition de la ligne des
photorécepteurs et de la limitante externe. Le séquencage n’a pas identifié d’anomalie dans le
gene NR2E3, mais a mis en évidence une variation de signification inconnue c.727G>A,
p.Val243lle de IMPDHL1. L’implication du variant est incertaine et seule une étude familiale

nous permettrait de conclure.

- variant IVS1-2A>C du géne NR2E3

Le variant 1IVS1-2A>G du gene NR2E3 a été rapporté dans la littérature dans des cas
d’Enhanced S cone Syndrom et dans des rétinites pigmentaires récessives. L’étude
fonctionnelle de Bernal et al en 2008 a montré 1’apparition d’un transcrit alternatif dépourvu
de I’exon 2 et générant un codon stop prématuré.

Ce variant a été identifié¢ a 1’état homozygote chez la patiente OPH780 dont I’examen clinique
était évocateur d’une rétinite pigmentaire atypique ou d’Enhanced S cone Syndrom. Le mode
de transmission semblait autosomique dominant (mere atteinte de rétinite pigmentaire).
L’OCT périphérique montrait une zone atrophique avec un aspect de schisis et I’OCT
maculaire une hypoplasie fovéolaire. L’angiographie montrait de larges plages
d’autofluorescence supérieures. L’ERG photopique était moyennement altéré et scotopique
trés altéré avec aucune réponse individualisable par rapport au bruit de fond.

La variation a finalement été identifiée a 1’état homozygote chez la mére, qui présentent une
RP, et a I’état hétérozygote chez le pere, asymptomatique, les parents sont non apparentés

mais issus de 2 villages proches.
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Figure 27 : Fond d’ceil du patient OPH780, porteuse du variant 1VS1-2A>G de NR2E3 a
I’état homozygote

Une deuxiéme patiente agée de 4 ans (OPH846) a été identifiée avec le méme variant a 1’état
homozygote. Ses parents, cousins germains, étaient asymptomatiques et porteurs a 1’état
hétérozygote du variant. L’examen clinique évoquait une forme particuliére de rétinite
pigmentaire : le fond d’ceil ne montrait pas de migration pigmentaire mais des taches blanches
rondes, I’examen en autofluorescence retrouvait des microtaches hyperautofluorescentes de
disposition annulaire en moyenne périphéric. A I’OCT une couche nucléaire externe
anormalement épaisse et préservée, a ’ERG des réponses uniformes aux stimulations
photopiques et scotopiques suggérant la réponse d’un seul type de photorécepteurs.

A la reprise du dossier par les cliniciens et au vu des résultats moléculaires, le diagnostic

d’Enhanced S Cone Syndrom a finalement été posé.
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Tableau 20 : Résultats obtenus par le panel 12 genes

Patient Geéne Variant ADNc Variant protéine référence ségrégation familiale Commentaire
OPH274 PRPH2 €.397G>C Gly133Arg non décrit N.R.
OPH738 PRPH2 €.397G>A Gly133Arg non décrit N.R.
OPH416 PRPH2 c.514C>T Argl72Trp Wells et al., 1993 N.R.
ADRP646 PRPH2 c.514C>T Argl72Trp Wells et al., 1993 Oui
PRPH2 €.659G>C Arg220Pro non décrit 5 At
OPHSTS RP2 C.613G>A GISZOSLys non décrit r;g;;n:f;fxgﬁ;rgébwg hémizygote
ADRP621 PRPH2 €.901_902del Ser301Argfs*90 non décrit apparenté asymptomatiques porteurs | Classé causal, pénétrance incompléte
OPH168 RHO C.44A>G Asn15Ser Kranich 1993 Oui
OPH452 RHO C.49A>G Thri7Ala non décrit N.R.
OPHB831 RHO ¢.50C>T Thr17Met Sheffield et al., 1991 incomplete
OPH654 RHO ¢.57_71del Val20_Phe24del non décrit N.R.
OPH183 RHO ¢.311_316del Val104_Phel05del non décrit N.R.
OPH716 RHO €.316G>A Gly106Arg Ingleheam et al., 1992 N.R.
RHO c.[316G>A(;) 439C>T] Gly106Arg(;)Argl47Cys Ingleheam et al., 1992
OPH590 N.R Alléle complexe?
RHO c.[316G>A(;) 439C>T) Gly106Arg(;)Arg147Cys Carrigan et al., 2016
OPH506 RHO €.380C>T Ser127Phe Souied et al., 1994 Oui
OPH175 RHO €.392T>C Leul31Pro Fuchs et al,,1994 N.R.
OPH187 RHO €.403C>G Arg135Gly Bunge et al 1993 N.R.
OPH180 RHO c.403C>T Argl35Trp Sung et al., 1991 N.R.
OPH656 RHO c.403C>T Argl35Trp Sung et al., 1991 N.R.
Y983 RHO .403C>T Arg135Trp Sung et al., 1991 Oui
OPH503 RHO €.404G>C Arg135Pro Gal et al., 1997 Oui
OPH184 RHO €.544G>C Gly182Arg+/- Sheffield et al. 1991 N.R.
OPH167 RHO c.568G>T Aspl190Tyr al-Maghtheh etal., 1993 N.R.
OPH812 RHO c.1034T>A Val345Glu non décrit Oui
OPH334 RHO €.937-2A>G IVS4-2A>G non décrit Oui
OPH171 PRPF3 €.1427-3C>A p.? non décrit apparenté asymptomatique porteur Classé VSI
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OPH179 PRPF3 c.1481C>T Thr494Met Chakarova et al., 2002 N.R.
OPH525 PRPF3 ¢.1465G>C Alad89Pro non décrit N.R. Gamundi Etcf’l'fgégch” la A489D
OPH854 RP1 €.1186C>T Arg396* Bocquet et al 2013 N.R.
OPH703 RP1 €.2029C>T Arg677* Pierce et al.,1999 Oui

ADRP622 RP1 €.2029C>T Arg677* Pierce et al., 1999 N.R

ADRP643 RP1 €.2399_2400del Lys800Serfs*6 non décrit Oui
OPH649 RP1 €.2490del Asp832llefs*16 non décrit N.R.

OPH520 RP1 €.3439C>T GIn1147* non décrit N.R.
OPH924 PRPF8 €.6370A>T 11e2124Phe non décrit N.R. Classé VSI
OPH281 PRPF31 €.330_333del p.His111Serfs*86 non décrit Oui
OPH176 PRPF31 ¢.1205C>A Ser402* non décrit Oui
OPH323 PRPF31 c.1231C>T GIn411* non décrit Oui
OPH3 PRPF31 €.1462_1472del p.Lys488Argfs*75 non décrit N.R.
OPH189 PRPF31 €.323-1G>A p.? non décrit N.R.
OPH256 PRPF31 €.259G>A Ala87Thr non décrit apparentésp%srytlgpr)stomatiques Classé probablement bénin
OPH169 NR2E3 c.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 N.R.
OPH185 NR2E3 c.166G>A Gly56Arg Coppieters et al., 2007 N.R.
OPH244 NR2E3 ¢.170A>G Lys57Arg non décrit N.R.
OPH62 NR2E3 c.844G>A Glu282Lys non décrit N.R.

ADRP639 NR2E3 €.932G>A Arg311Gin +/+ Haider et al 200%:\7235 sd de Goldman Oui homozygote
OPH780 NR2E3 ivs1-2A>C p.? Haider et al ngggrgnmh:med S cone oui homozygote
OPH846 NR2E3 ivs1-2A>C p.? Haider et al i?/?}%rgma”“d S cone Oui- consanguinité homozygote
OPH382 SNRNP200 €.2359G>A Ala787Thr Xu et al., 2014 Oui
OPH710 snRNP200 €.2359G>A Ala787Thr Xu et al., 2014 Oui sporadique
OPH177 SnRNP200 €.2576C>G Pro859Arg non décrit Oui
OPH33 snRNP200 c.4165G>A Val1389lle non décrit ? Classé probablement bénin
OPH316 IMPDH1 c.1446del p.Gly483Alafs*40 non décrit Oui

ADRP629 IMPDH1 c.1778C>T Ser593Phe non décrit N.R.?

OPH322 IMPDH1 IVS4+6 C>T p.? non décrit apparentésp%sri/gz;r)stomatiques Classé probablement bénin
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OPH27 IMPDH1 c. 727 G>A Val243lle non décrit N.R. Classé probablement bénin
OPH797 RP2 €.352C>T Arg118Cys Bader et al 2003 ? hémizygote
OPH234 RP2 c.448T>C Trp150Arg non décrit Oui hémizygote
OPH317 RPGR €.1221_1231del +/+ Arg409Lysfs*40 non décrit N.R. hémizygote
OPHA413 RPGR c.1441_1442del +/- Glu481Serfs*5 non décrit Oui
OPH634 RPGR c.1441_1442del +/- Glu481Serfs*5 non décrit Oui hémizygote
OPH383 RPGR €.935-1G>T IVS8-1G>T non décrit Oui

OPH1 RPGR c.2110A>T Lys704* non décrit Oui
OPH1159 RPGR €.2233_2234delAG p.ORF15+Glul61Argfs*23 Rozet et al, 2002 oui hémizygote

N.R. : non réalisé
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I1l. Données obtenues avec le panel 18 génes

Le panel 18 génes a été développé en début d’année 2017 et est utilisé pour le
diagnostic de rétinite pigmentaire depuis mai. Nous avons étudié 95 patients avec ce panel sur
le séquenceur NextSeq™. Les régions sont considérées non couvertes si la couverture est
inférieure a 30X et sont séquencées par méthode Sanger. L’ORF15 du géne RPGR n’est pas
couverte par cette stratégie.

Nous avons détecté au moins un variant chez 31 patients (32,6%) et nous n’avons identifié
aucun variant chez 64 patients (67,3%). Parmi les 37 variants identifiés, 30 ont été classés
causaux, 4 de «signification indéterminée » et 3 probablement bénins. Le diagnostic
moléculaire a ainsi pu étre établi chez 24 patients (25,2%). Contrairement aux précédentes
méthodes, peu de ségrégation familiale ont été réalisées car les résultats moléculaires ont été

analysés récemment.

95 patients
Variant détecté A.ucun’va.rlant
mis en évidence
31 patients 64 patients
30 Variants 4 variants de 3 variants
(probablement) signification probablement
pathogéne indéterminée bénin
24 cas résolus 71 cas non resolus
25,2% 74,8%

Figure 28: Résultats obtenus par le panel 18 genes

Les genes les plus frequemment identifiés comme impliqués dans la rétinite pigmentaire dans
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ce panel sont PRPH2 (6,32%), RHO (4,21%) et de facon surpenante ABCA4 (5,26%).

Les patients porteurs de variants causaux d’ABCA4 seront considérés comme « non résolus »,
si I’étude familiale ne confirme pas la ségrégation bi-allélique qui validerait une rétinite
pigmentaire récessive liée a ABCA4. On ne peut en effet éliminer une présence fortuite de
plusieurs variants ABCA4, situés sur le méme allele, et sans lien avec le phénotype.

Aucun variant n’a été identifi¢ dans les génes ELOVL4, IMPDH1, IMPG2, NRL et PRPF3

- Variant ¢.5603C>T, p.Asn1868lle du géne ABCA4

Ce variant était considéré comme probablement bénin et non impliqué dans la maladie de
Stargardt du fait de sa tres grande fréquence dans la population générale (EXAC : 6.7% en
Europe). La publication récente de Zernant et al, en 2017, a montré que ce variant est plus
fréquent chez les patients atteints de maladie de Stargardt que dans la population générale,
qu’il est hypomorphe et est associé a des formes plus tardives de la maladie (40). Nous avons
identifié ce variant chez deux patients :

- le patient OPH1215, porteur également du variant c.455G>A, p.Argl52GIn de
ABCAA4, dont la pathogénicité est douteuse

-le patient OPH1229 porteur aussi des variants ¢.2701A>G, p.Thr901Ala et ¢.5715-
5T>C du géne ABCA4 .

L’¢tude familiale permettra de vérifier si les variants ségrégent sur le méme all¢le.

- Variant ¢.102+2T>G et ¢.102+5T>A de Pintronl du géne RP2

Ces deux variants ont été identifiés chez un patient atteint d’une rétinite pigmentaire liée a
I’X. La ¢.102+2T>G entraine une disparition du site donneur consensus d’épissage, son role
delétére est donc certain alors que la ¢.102+5T>A n’est pas considéré comme délétére par les

logiciels de prédiction.
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- Variant ¢.501C>G, p.Cys167Trp de RHO et ¢.344T>G, p.Leull5Arg de
PROM1
Ces deux variants ont été identifiés chez la patiente OPH1265 et sont considérés comme

pathogeénes par les logiciels de prédiction. Le variant p.Cys167Trp a été décrit par Bricoes et
al en 2004. La pathologie de la patiente a été attribuée a RHO plutdt qu’a PROML car celui-ci
est un gene causal dans les formes récessives de RP, bien qu’il puisse étre aussi responsable

de dystrophies maculaires dominantes.
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Tableau 21: Résultats obtenus par le panel 18 génes

Patient Géne variant (ADN) variant (protéine) Référence Commentaire
OPH927 ABCA4 C.4633A>G p.Ser1545Gly non décrit classé variant de signification indéterminée
OPH1099 ABCA4 €.2930C>T p.Thr977Met non décrit
C.455G>A p.Arg152GIn Paloma et al., 2001 étude familiale pour voir si les 2 variants ségrégent sur le
OPH1215 ABCA4 méme alléle
c.5603A>T p.Asn1868lle Zernant et al., 2017
€.2701A>G p.Thr901Ala Rivera et al. 2000
- implication douteuse de la p.Thr901Ala dans la pathologie et
- ?
OPH1229 ABCA4 ¢5715-5T>C p-) non décrit €.5715-5T>C classé probablement bénin
¢.5603A>T p.Asn1868lle Zernant et al. 2017
. . Classé variant de signification indéterminée, recherche d'un
OPH1242 ABCA4 €.1654G>A p.Val552lle Michaelides et al., deuxieme variant sur ABCA4
OPH1099 ABCA4 €.2930C>T p.Thr977Met Zenant et al., 2014 non concluant, recherche d'un deuxiéme variant sur ABCA4
OPH932 Bestl €.256G>A p.Val86Met Yardley et al., 2004 saut d'exon 4
OPH1233 IMPDH1 c.833C>T p.Thr278Met non décrit classé variant de signification indéterminée
OPH1185 NR2E3 IVS1-2ASC 0.(7) Haider et al 2000 (Enhanced S cone
syndrome)
OPH1079 PRPF31 ¢.359dup p.Arg121Glufs*4 non décrit
OPH1255 PRPF31 €.238+1G>C p.(?) non décrit
OPH1166 PRPF31 €.1060C>T p.Arg354* Sullivan et al 2013
OPH1100 PRPF8 ¢.5987+3G>T p.(?) non décrit
OPH978 PRPH2 c.397G>A p.Gly133Arg non décrit
OPH1143 PRPH?2 c589A>G p.Lys197Glu Kohl etal., 1997 classé variant de S|gn|f|cat,|on mgletermlnee, étude familiale
nécessaire
PRPH2 c.441delT p.Glyl48Alafs*5 Neveling et al., 2012
OPH1154
ABCA4 c.4457C>T p.Prol486Leu Lewis et al. 1999
OPH1161 PRPH2 ¢.517G>A p.Aspl73Asn non décrit c.518 A>T, p.Asp173Val décrite par Gruning
OPH1163 PRPH2 ¢.535T>C p.Trpl79Arg Bareil et al., 2000
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OPH 1303 PRPH2 ¢.536G>T p.Trpl79Leu Fernandez-San Jose et al., 2015
OPH1097 PRPH2 €.631T>C p.Phe211leu Manes et al , 2015
OPH1010 RHO c.328T>C p.Cys110Arg/- To et al, 2004
OPH1059 RHO c.176T>G Leu59Arg non décrit
RHO ¢.501C>G p.Cys167Trp Briscoe et al , 2004
OPH1265
PROM1 ¢.344T>G p.Leull5Arg non décrit probablement causal
OPH 1392 RHO C.568G>A p.Asp190Asn Keen et al., 1991
OPH1261 RP1 c.4971T>A p.Cys1657* non décrit
€.102+2T>G p.(?9) non décrit
OPH 1374 RP2
c.102+5T>A p.(?9) non décrit classé probablement bénin
OPH1034 RPGR C.778+5G>A p.(?9) Buraczynska et al., 1997
OPH1142 RPGR c.1681C>T p.GIn561* non décrit
OPH1280 RPGR €.1547_1548delAA p.Lys516llefs*4 non décrit
OPH975 snRNP200 €.3260C>T p.Ser1087 Leu Zhao et al., 2009
OPH1081 SnRNP200 €.2066A>G Tyr689Cys Benaglio et al., 2011
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V. Données obtenues par le panel 150 genes

Ce panel permet de séquencer 150 genes de dystrophies rétiniennes en une seule
technique couvrant des phénotypes variés (rétinite pigmentaire sporadique et syndromique,
achromatopsie, amaurose de Leber, maculopathie, cécité congénitale stationnaire etc...) et de
transmission autosomique dominante, récessive ou liée a I’X.

Nous avons séquencé 32 patients sur MiSeq puis NextSeq (figure 26). Les patients
sélectionnés sont principalement des patients lillois (37,5%) pour lesquels aucun diagnostic
moléculaire n’a été établi par les précédentes méthodes. La rétinite pigmentaire est décrite
comme «atypique » a I’examen clinique chez 9 patients (dystrophie mixte, rétinite
pigmentaire cOne-batonnet, schisis, suspicion de maladie métabolique) et 1’histoire familiale
évoque une forme sporadique ou récessive ou liée a I’X chez 11 patients, incriminant ainsi des
genes non testés dans nos panels classiques de 12 et 18 genes La recherche de grand
réarrangement a été réalisée chez 9 patients sur des génes autosomiques dominants (AD),

récessifs (AR) ou liés a I’X. Les détails cliniques sont présentés dans le tableau 22.

32 patients

Variant détecté Aucun variant mis en évidence
14 patients \ 18 patients
7 cas résolus 25 cas non résolus
21 1904 7 8, 1%

Figure 29 : Résultats obtenus par le panel 150 génes
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Nous avons identifié des variants chez 15 patients (35 SNV, 1 delétion, 1 CNV), la
pathogénicité d’un variant a été attribué selon le mode de transmission de la maladie, les
phénotypes, I’effet prédit des logiciels de prédiction et la fréquence allélique fournie dans les
bases de données. Au final, nous avons établi un diagnostic moléculaire chez seulement 7
patients (21,8%), les genes incriminées sont des genes recessifs : ABCA4, CRB1, RPEGS5,
PROML ou des génes dominant ou liés a I’X non testés dans nos précédents panels : RP2 et
CA4.

A T’exception du patient ADRP589, pour lequel le géne RP2 n’avait pas été séquencé a
I’époque du Sanger, aucun variant n’a été identifiée dans les 12 génes de rétinite pigmentaire

testés en routine diagnostique, confortant nos techniques précédentes.

Il 'y a plusieurs explications pour les patients porteurs de variant mais pour lesquels nous
n’avons pas pu confirmer le diagnostic moléculaire :
- les variants causaux dans des genes récessifs n’ont pas été retenus comme impliqués
dans les familles affectées sur 3 a 4 générations, évoquant donc une transmission dominante
- les logiciels de prédiction informatique ne s’accordent pas sur 1’effet du variant
-un seul variant est identifié dans des génes récessifs chez des patients atteints de
rétinite pigmentaire autosomique récessive et sporadique

-le variant identifié dans un géne n’est pas cohérent avec le phénotype du patient
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Tableau 22: Résultats obtenus avec le panel 150 genes, les cas résolus sont sur fond rose

Patient Géne identifie e_t,phenotype variant EXAC Référence Pathogénicité Arjalyses .
associé complémentaires
ADRP370 RP de
trasmission autosomique NEGATIE /
dominante sur 4
générations
PITPNMS3 cone ou cone rod c.1688C>T All=0,05%, non décrit Vsl
dsytrophy AD p.Thr563Met Afr=0,01%
CAPNS Vitréorétinopathie
. . néovasculaire inflammF;toire , ¢.263C>T non décrit VSI CNV négatif pour
ADRP482 origine Afrique AD p.Ser88Leu A
du Nord, transmission les genes AD,
dominant'e ou récessive CNGAL, CDH23
' . et PITPNM3
CDH23 Syndrome de Usher €.6655G>A Moteki et al, causal
AR p.Asp2219Asn 2015
CNGAL1 rétinite pigmentaire c.547G>A -
AR 0.Val183Met non décrit VSI
doute sur une
RDS598 mére et sceur duplication du géne
atteintes en faveur d'une NEGATIF RP9 (géne de
transmission dominante rétinite pigmentaire
AD)
) ADR_P492Aucune_ CLRNL1 rétinite pigmentaire ¢.154_157delinsTGT Fields el al, Tagman négatif,
information phénotypique AR CCAAT 2002 causal absence de
cas sporadique Syndrome de UsherAR deuxiéme mutation
CNGAL1 Rétinite pigmentaire c.1885C>T causal
AR p.Arg629Ter
EYS Rétinite pigmentaire AR ¢.3003T>A causal
p.Cys1001Ter en attente de
ADRP112 DHX38 Rétinite pigmentaire €.2947A>G Vsl renitlailgirl]eurre]ent
AR p.1le983Val
GRM6 Cécité nocturne c.713G>A c(gg?slcng Vsl
congénitale Stationnaire AR p.Arg238GIn p.Arg12107Trp
ADRP548 NEGATIF /
. RPEG5 Rétinite pigmentaire €.1022T>C : ST
ADRRS$6 sceur atteinte de AD/AR  Amaurose p.Leu341Ser Morimura et Causal ségregation
rétinite pigmentaire s al, 1998 familiale
congénitale de Leber AR homozygote
ADRP589_RF_>typ|qu§ avec | ppo Rétinite pigmentaire liée c.896C>T fer ségrégation
une transmission dominante < non décrit VSI AP
i alx p-Ala299Val familiale a réaliser
ou liée a I'X
ADRP608 NEGATIF /
ADRP572 NEGATIF /
OPH328 RP type cone rod NEGATIF /
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PROM1 Rétinite pigmentaire ¢.1354dup Pras et al en causal
OPH329 frére atteint de AR p-Tyrd52Leufs*13 2009 ségrégation
rétinite pigmentaire Cone ou Cone rod dystrophy . familiale
AD 2050C>T Arg684* non décrit causal
OPHA420 dystrophie ¢.5848G>A All = den Hollander —
rétinienne mixte, non CRBL1 Rétinite pigmmentaire p.Gly850Ser 0,00083% etal., 2004 SRR
syndromique chez une AR Amaurose congénitale de fgm?Iiale
enfant de 6 ans, aucun Leber AR
A - c.4142C>G o
antécédent familial p.Pro1381Arg non décrit causal
OPH70 NEGATIF /
ol non décrit causal
ABCA4 Dégénration p.Glu1291*
maculaire, - ségrégation
Ot e Cone ou cone-rod dystrophy C.2461G>A ;‘;ﬂ:ﬁ:; familiale a réaliser
rétinite pigmentaire AR p.Trp82L* al., (cone-rod causal
dystrophy)
analyse des génes
OPH1152 NEGATIF de rétinite
pigmentaire AR
CACNALF Cone / Cone-rod
dystrophy X ¢.1903G>A All =0,31% probablement
Cécité congénitale p.Val635lle NFE : 0,56% Weber, 2002 bénin
Stationnaire norcturne X
MERTK Rétinite pigmentaire €.2467G>C ALLO0,098% -
AR p.Glu823GlIn NFE: 0,16% | "ondecrit VS
OPH255 Rp dominant avec CNVADet X,
pénétrance incomplete ou X | MFSD8dégération maculaire €.1205 C>T All =0,0041%, non décrit probablement | MERTK et RDH5
car cousin atteint AR p.Ser402Leu NFE= 0,006% bénin négatif
NEK?2 Rétinite pigmentaire ¢.68A>G p.GIN23Arg nd non décrit probapl(_ement
AR bénin
RDH5 Cone / Cone-rod
dystrophy AR~ Cecite ¢.223C>T Al =0,0017% |  non décrit Vsl
congénitale stationnaire p.Arg75Cys
nocturne AR
P . €.3037C>T Henderson et | probablement
Ciil REE K;ﬁg:ﬁg;ae're p.GIn1013* al, 2011 pathogéne
OPH611 RP sectoriel congénitale de Leber AR ¢.498_506del Cortonetal., | probablement | CNV négatif pour
: ' 11e167_Gly169del 2013 pathogéne les génes AD,
sporadique ou AR
GUCY2D Cone or cone rod Wang et al robablement CRB1 et GUCY2D
dystrophy AD Amaurose C.74C>T p.Ser25Phe 2%11 ! P athooene
congénitale de Leber AR pathog
OPH524 RP atypique, CTNNAL dégénération €.2219C>T . probablement L
héméralopie depuis maculaire AD p.Ser740Leu non décrit bénin CNV négatif pour
I'enfance (atteinte ' les génes AD et
métabolique ou dysfonction CNGB1
précoce?) ;;:zii:\;atlon dela | CNGB1 Retﬁge pigmentaire C.249245G>A p.(?) nd non décrit VSI:
OPH300 RP en secteur
évocateur d'une mutation CNV Negatif pour
RHO mode de transmission NEGATIF les genes AD
AR ou sporadique
¢.1210G>T nd non décrit VSI douteux
) TULP1Amaurose congénitale p-Ala404Ser CNV négatif pour
OPH217 RP typique, i los g
sporadique de L_eber AR Rétinite es génes AD et
pigmentaire AR décrit douteux Tulpl
C. -6C> (7 =0, (1}
1496-6C>Ap.(?) | All = 0,0094% Ge 1998 VSl
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Geetal, 2015
¢.1753C>T nd (casde RP de 3 VSI douteux
RPGRIP1 Cone cone rod p.Pro585Ser variants dont 1
OPH1566 RPAR ou dystrophy AR , Amaurose stop)
sporadique, suspicion congenlta_le d_e Leber_AR aatif
d'anomalie métabolique syndromic disease with Cl\:g/S l;sr?sstlA%our
avec nombreuse plage c.491-4T>C p.(?) nd non décrit VS| douteux
d'atrophie
VAN Ocular retinal ¢.1045A>G nd non décrit Vsl
developmnt disease AD p.Lys349Glu,
OPH2003 RP atypique de Wissinaer etal | Mo" cohérent
transmission autosomique KCNV2 Cone/cone -rod €.989T>C nd 201lg(cone avec le mode | CNV Négatif pour
dominante car pére et sceur dystrophie AR p.Phe330Ser dystrophy ) de les génes AD
atteints, ystrophy transmission
GPR125 Rétinite pigmentaire c.1582G>A —n 120
AR Gly258Ser All=0,15% nd
L non cohérent
OPH22 RP transmission P
autosomique dominante, 4 | CNGB1 Rétinite pigmentaire €.2209C>T All=0 07% non décrit avec Ideemode C’\:;/S N;?;“L%our
générations atteintes AR p.Arg737Cys Bt transmission g
KCNV2 Cone ou cone -rod c.441C>A _ 0 .
dystrophy AR p.Asp147Glu All=0,025% non décrit
SERL N ciniineteg CA4 Rétinite pigmentaire AD G nd Non décrit /
clinique p.Pro227Ser
OPH203 dystrophie
rétinienne mixte avec
cedéme maculaire cystoide NEGATIF Exome en cours
et rétinoshisis de
transmission autosomique
récessive
OPH204 apgggente de OPH NEGATIF Exome en cours
Y1209 ret_lpltg r')lgmentalre NEGATIF ORG15  faire
lige da I'X
T . ¢.525_526del e
Y377 retinite pigmentaire | -~z g o oroidémie lié A I'X hémizygote Van Bokhoven causal ségrégation
lige a I'X - etal., 1994 familiale
p.Glul77Lysfs*6
Y1384 rétinite pigmentaire ADAMTS18 dystrophie c.438G>A nd non décrit ORG15 2 faire
liée a I'X ou dominant rétinienne récessive p.Glu146Glu
ADRPS96 _retinite NEGATIF ORGI5 4 faire
pigmentaire liée a I'X
ADRP497 rétinite 5 fa:
pigmentaire liée & I'X NEGATIF ORG15 a faire

RP : rétinite pigmentaire
AD : autosomique dominant
AR : autosomique récessif
VSI : variant de signification indéterminée
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V. Prévalence des génes de Rétinite Pigmentaire en

France

Au total, ce sont 625 patients atteints de rétinite pigmentaire qui ont été analysés entre 2008 et
2017. Les 265 variants identifiés, parmi lesquels 106 n’ont jamais été décrits dans la
littérature, se répartissent sur 41 géenes. Nous avons conclu a un diagnostic moléculaire chez
207 patients (33.12%) lorsque le variant identifié¢ est causal, ¢’est-a-dire selon son impact sur
la protéine (codon stop), les données de la littérature, la ségrégation familiale et les

prédictions in silico (figure 27).

Patients atteints de RP

| 625 cas
1
| | ] ]
SANGER ‘ Panel 12 génes Panel 18 génes
337 cas | 193 cas 95 cas
| \
[ | y_l—\
1 variant | 0 Variant | 0 variant | 1 variant | 1 variant | 0variant
| 121cas | 216 cas | 125 cas | 68 cas | 3lcas | 67cas

1 o 1
I 150 géne: : 1
: 34 cas ! :
I ! I
| — ! |
1 1 1
: | 1 variant: | 0 variant : :
: | 28cas | 67cas 1 :
I I ! I
1 | ! 1
1 . 1 :
: ¥ ' 1
1 1
1 ‘ :
1

_____________ > Nombre de cas résolus: 207 a————

Figure 30: Workflow d’analyse des patients atteints de rétinite pigmentaire

Pour calculer la prévalence finale des genes de rétinite pigmentaire (tableau 23), nous avons
inclus les variants causaux et les variants de signification indéterminée de genes autosomiques
dominants du séquencage Sanger et des panels 12 et 18 génes. Concernant le panel 150 génes,
nous avons incriminé i) des genes autosomiques dominants lorsque le variant est causal, ii)

des génes autosomiques récessifs lorsque 2 variants causaux d’un méme géne sont présents.
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Nous n’avons donc pas pris en compte le cas ou un unique variant causal ou de signification

indéterminee est trouvé dans un géne récessif.

Nous avons donc incriminé 18 génes dont les plus fréquents sont : RHO (10,56%), PRPH2
(4,96%) et RP1 (4%). On compte 64% de variants faux sens, 14% de frameshift, 11% de non-
sens, 8,5% de variant d’épissage et 2,5% de délétions respectant le cadre de lecture. Aucune

variation du nombre de copie (CNV) n’a été détectée.

Génes Total prévalence
RHO 66 10,56%
PRPH2 31 4,96%
RP1 25 4,00%
NR2E3 19 3,04%
PRPF31 18 2,88%
SNRNP200 11 1,76%
PRPF3 10 1,60%
RPGR 9 1,44%
PRPF8 7 1,12%
RP2 5 0,80%
IMPDH1 4 0,64%
ABCA4 2 0,32%
CRB1 2 0,32%
NRL 1 0,16%
Best 1 0,16%
CA4 1 0,16%
RPEG5 1 0,16%
PROM1 1 0,16%
TOTAL 214 34,24%

Tableau 23 : Prévalence des génes de rétinite pigmentaire en France
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VI. Comparaison des techniques

Les taux de variant positif (causal ou de signification indéterminée) sont : par la technique
Sanger de 36,2%, par le panel 12 genes de 30,5%, par le panel 18 génes de 27,3%, par le

panel 150 genes de 22%. Il n’y a pas de différence significative entre les quatre stratégies.

45
40
35 l
30
25
20
15

10

Sanger 12 génes 18 génes 150 génes

Figure 31: Taux de diagnostic positif par sequencage Sanger et par séquencage haut
débit 12, 18 et 150 génes.

Nous avons obtenu le meilleur taux diagnostic avec la technique Sanger bien qu’elle ne cible
que les exons hot-spot des genes de rétinite pigmentaire. Nous expliquons cette différence par
le recrutement des patients de la série Sanger qui sont majoritairement issus d’un PHRC
National de familles de rétinite pigmentaire bien caractérisées sur le plan phénotypique avec 2
a 3 générations atteintes par la maladie.

Le developpement du séquencage haut débit permet de séquencer un grand nombre de génes
simultanément a des cotts raisonnables. L’analyse des résultats sur le panel 12 génes est
longue et fastidieuse car la technologie lon Torrent produit de nombreux artefacts au niveau

des homopolymeres et nécessite un controle visuel des variants sur des logiciels bio-
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informatiques. Le panel 18 génes a été développé récemment dans le laboratoire, il couvre des

genes de rétinite pigmentaire et de maculopathie permettant de tester des patients dont le

phénotype est chevauchant ou atypique. L’analyse des données par rapport au panel de 12

genes est plus rapide car la technologie Illumina produit moins d’artefacts. De plus des outils

bioinformatiques ont été développés sur les séquenceurs Illumina permettant I’analyse des

CNV.
Génes SANGER 12 genes 18 genes 150 génes Total
RHO 44 13,06% 18 9,33% 4 4,21% 66
PRPH2 19 5,64% 5 2,59% 7 7,37% 31
RP1 18 5,34% 6 3,11% 1 1,05% 25
PRPF31 10 2,97% 5 2,59% 3 3,16% 18
NR2E3 11 3,26% 7 3,63% 1 1,05% 19
RPGR 6 3,11% 3 3,16% 9
PRPF3 7 2,08% 3 1,55% 0 0,00% 10
SnRNP200 6 1,78% 3 1,55% 2 2,11% 11
PRPF8 5 1,48% 1 0,52% 1 1,05% 7
IMPDH1 1 0,30% 2 1,04% 1 1,05% 4
RP2 3 1,55% 1 1,05% 1 3,13% 5
NRL 1 0,30% 0 0,00% 0 0,00% 1
ABCA4 1 1,05% 1 3,13% 2
BEST1 1 1,05% 1
CA4 1 3,13% 1
RPEG5 1 3,13% 1
PROM1 1 3,13% 1
CRB1 2 6,25% 2
Positif 122 36,20% 59 30,56% 26 27,37% 7 21,88% 214
Négatif 215 134 69 25

Tableau 24: Prévalence des genes selon le séquencage Sanger et le séquencage haut débit sur

un panel de 12, 18 et 150 genes.

Aucun patient n’a été test¢ en premiere intention par le panel 150 geénes rendant la

comparaison avec les autres techniques plus délicate. Néanmoins ce panel a permis d’élucider

7 cas atypiques ou des formes récessives sur des génes non testés en routine diagnostique

contribuant au diagnostic moléculaire final de 1,12% de la cohorte. En couvrant de nombreux
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génes de dystrophies rétiniennes, elle permet une analyse plus large lorsque le diagnostic
clinique est précoce ou peu précis. Du fait du nombre important de genes testés et de variants
détectés, le temps consacré a 1’analyse des résultats est considérablement allongé. La majorité
des variants de cette étude ne sont pas décrits dans la littérature et peu d’études fonctionnelles
sont disponibles compliquant leur interprétation. Une autre limite de ce panel est la
description précise du phénotype du patient sans laquelle I’interprétation moléculaire ne peut
étre réalisée.

En ce qui concerne les couvertures de séquencage, le séquencage Sanger ne cible que les
exons hot spot et ne permet qu’une analyse partielle des génes. Les grands panels ne couvrent
pas totalement les génes mais permettent une analyse plus complete, les exons hot spot non
couverts par les panels de 12 et 18 génes sont donc séquences par Sanger pour éviter les faux-
négatifs. Le panel 150 genes couvrent plus de genes mais la profondeur de lecture est moins

importante et trés variables d’un amplicon a un autre sur un méme exon d’un gene (tableau

25).

SANGER

12 genes 18 genes 150 génes

RHO
PRPH2
RP1
IMPDH
NR2E3
NRL
PRPF3
PRPF31
PRPF8
SnRNP200
RPGR
RP2
BEST
ELOVL4
ABCA4
PROM1
IMPG1
IMPG2

80-99%
60-79%
40-59%
20-39%
1-19%
0

Tableau 25: Comparaison des couvertures selon les méthodes de séquencage
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Nous avons comparé les colits d’analyse des 4 stratégies qui sont des criteres essentiels dans
le choix de la technique de diagnostic moléculaire. Ces codts prennent en compte le prix des
réactifs et consommables mais pas les colts personnels (temps technique et médical) par
patient (tableau 26). Le temps d’analyse par le biologiste est la durée estimée pour caractériser
complétement 1’anomalie moléculaire chez chacun des patients. Nous n’avons pas pris en
compte le temps consacré par les techniciens pour le traitement des fichiers fastq et vcf sur les
logiciels d’analyse, ni le temps dédié a la vérification des variants trouveés par séquencgage
haut débit avec le séquencage Sanger. Ce temps peut étre de plusieurs semaines. Le nombre
maximal de patients par série (run) sur les panels 18 génes et 150 genes est de 96 patients,

mais pour I’ergonomie de la technique, nous réalisons 2 runs de 48 patients.

Technique Cofiten Temps Technique Nombrede | Temps d’Analyse
Euros/patient patients par run biologique

Sanger 26 exons 136 2 jours 2 30 min

12 génes 99 4 jours 20 1h

18 génes 170 2 jours 2x48 15 min

150 génes 275 2 jours 2x48 1h30

Tableau 26: Colts médico-économique et temps d’analyse par technique

Le temps consacré a I’analyse par le biologiste sur le panel 12 genes est plus long que

sur le panel 18 geénes en raison des nombreux artefacts de séquencage de la technologie lon
Torrent (homopolymeéres). Le temps consacré a [’analyse du panel 150 génes est
considérablement allongé du fait du nombre de génes testés et des nombreux variants

détectés.
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Tableau 27 : Résumé des variants identifiés dans I’étude

Les variants probablement bénins sont sur fond bleu, les variants de signification indéterminée sont sur fond violet

Famille conservation du Ecart a- Effet sur
Exon | variant (ADNc) | variant protéine Exac Référence nucléotide/acide physico- SIFT Mutation Taster Polyphen o
s (n) S 2 GVGD I"épissage
aminé chimique
PRPH2
1 ¢.-11A>C p.(?) 1 0.009977 non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
1 c.98T>C p.11e33Thr 1 0.000008239 non décrit moyenne/faible important COo Deleterious | polymorphism Benign 0
1 ¢.136C>T p.Arg46* 2 0.00002472 Meins et al.,1993 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
1 €.205delG p.Val69Cysfs*30 1 N.R. Manes et al.,2015 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
1 c.377T>C p.Leul26Pro 1 N.R. Renner et al., 2009 trés conservé important Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
1 €.397G>A p.Gly133Arg 2 0.000008237 non décrit tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging 0
1 €.397G>C p.Gly133Arg 1 N.R. non décrit tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging 0
1 c.441delT p.Glyl48Alafs*5 1 0.000008236 | Neveling et al., 2012 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
1 c.494G>A p.Cys165Tyr 2 N.R. Souied et al., 1995 trés conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging 0
1 ¢.514C>T p.Argl72Trp 2 N.R. Wells et al., 1993 faible/trés conservé | important C35 | Deleterious | Disease-causing | probably Damaging 0
1 c.517G>A p.Aspl173Asn 1 N.R. non décrit trés conservé imﬁgzant C15 | Deleterious | Disease-causing | probably Damaging N.A.
1 ¢.535T>C p.Trpl79Arg 3 N.R. Bareil et al.,2000 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | probably Damaging 0
Fernandez-San Jose R . peu . . . .
1 ¢.536G>T p.Trpl79Leu 1 N.R. 2015 tres conservé important C55 | Deleterious | Disease-causing | probably Damaging N.A.
2 c.582T>A p.Asp194Glu 1 N.R. Manes et al.,2015 non conservg/tres _Peu C35 | Deleterious | Disease-causing Begnin N.A.
conserve important
Kohl et al 1997 (cone moyenne/tres peu - P n -
2 c.589A>G p.Lys197Glu 1 N.R. rod dystrophy) conservé important Co Tolerated | Disease-causing | Possibly damaging N.A.
2 €.594C>G p.Ser198Arg 1 N.R. Sullivan etal., 2006 moyir;r;]zr;]rt\slrét/tres important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
2 €.631T>C p.Phe21lLeu 2 N.R. Manes et al.,2015 tres conservg/tres _peu C15 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
conserve important
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€.659G>C p.Arg220Pro N.R. non décrit tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
.738G>C p.Trp246Cys N.R. Manes et al.,2015 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
C.761T>A p.Leu254GIn N.R. Manes et al.,2015 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.829-4C>G p.(?) N.R. Manes et al.,2015 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Max ent -19%
€.901_902del p.Ser301Argfs*90 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
RHO
c.31G>A p. ValllMet N.R. non décrit faiblemer;t/moyenn imgc?rutant Co Deleterious | Disease-causing | possibly damaging N.A.
C.44A>G p.Asn15Ser N.R. Kranich 1993 trés (c:ggzg:\\;zltrés im;?grtiant Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.49A>G p.Thrl7Ala N.R. non décrit trés Egp\:gxi/trés imggrtiant Co Deleterious | Disease-causing Benign N.A.
c.50C>T p.Thrl7Met N.R. Sheffield et al., 1991 trés gggzgxgltrés important Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.53G>A p.Gly18Asp 0.00003298 non décrit trés gggzg;zg/trés imﬁgrutant Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
¢.57_71del p.p.Val20_Phe24del N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
€.82C>G p.GIn28Glu N.R. non décrit trés conservé im;?g:iant Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.140T>C p.Leud7Pro N.R. non décrit trés conservé important Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.158C>G p.Pro53Arg N.R. Ingleheam et al., 1992 trés conservé important Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.176T>G Leu59Arg N.R. non décrit tres conservé important C35 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging
Cz[éiilrfg (]3 p.Asn55|SD$g(;)Leu84 N.R. non décrit / non décrit tres conservé imr?gliant Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
Cz[éﬁ_f‘é? p.Asn55|SD$(r)(;)Leu84 N.R. non décrit / non décrit failil(;arrggr\tgrés important Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.173C>G p.Thr58Arg N.R. Dryja et al., 1990 trés conservé important Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.185C>A p.Thr62Asn 0.00001647 non décrit tres conservé imgg;iant Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.263T>C p.Leu88Pro N.R. Audo et al., 2010 moyennerenent/faibl important C35 | Deleterious | polymorphism possibly Damaging N.A.
€.289A>C p.Thr97Pro N.R. non décrit moyecrérr\]es?r?/rét/trés im[?gﬁant C35 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
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c.311_316del p.Val104_Phel05del 1 N.R. non décrit perte de 2 résidus/ N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
c.316G>A p.Gly106Arg 2 0.00001653 | Ingleheam et al., 1992 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.328T>C p.Cys110Arg 2 N.R. To et al, 2004 tres conservé im[ggérstant C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.

€.340 G>A +/+ p. Gly114Ser 1 N.R. non décrit tres conservé imggrliant C55 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.380C>T p.Serl27Phe 4 N.R. Souied et al., 1994 tres conservé im[gfrstant C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.392T>C p.Leul31Pro 1 N.R. Fuchs et al,,1994 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.403C>G p.Argl35Gly 1 N.R. Bunge et al 1993 faik;l;:gg:\tgrés important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.403C>T p.Arg135Trp 10 N.R. Sung etal., 1991 failil(;arzzgxgrés important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
€.404G>C p.Arg135Pro 2 N.R. Gal et al., 1997 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.

c.[f?%gCG:'l"A]\(;) p'GIylaié;%(;)Argl 1 0.00001653 Carrigan et al.,2016 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging g;ab%bilg/g

c'[f;gg:%(;) p.GIyl(;t;ér}g/;s(;)Argl 0.00004943 To et al, 2004 moglg;\:eei‘\//étrés important C66 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging ll;;&b;bilr?/g
c.497C>A p.Alal66Asp 1 N.R. non décrit tres conservé important Co Deleterious | Disease-causing | possibly Damaging N.A.
c.501C>G p.Cys167Trp 3 N.R. Briscoe et al., 2004 non gg;zgxee;/trés im;:i'stant C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.541G>A p.Glul81Lys 1 N.R. Dryja et al., 1991 trés conservé im;?c?:iant C55 | Deleterious | Disease-causing | possibly Damaging N.A.
c.544G>C p.Gly182Arg+/- 1 N.R. Sheffield et al. 1991 trés conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
¢.545G>T p.Gly182Val 2 N.R. Yang et al., 2014 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.562G>A p.Gly188Arg 1 N.R. Dryja et al., 1991 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.568G>A p.Asp190Asn 1 N.R. Keen et al. 1991 trés conservé im;?g:iant C15 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
¢.568G>T p.Asp190Tyr 2 N.R. al-Maghtheh etal., 1993 trés conservé im;ggérstant C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.

€.616_624del | p. Tyr206_Phe208del 2 N.R. Maubaret et al., 2012 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
c.647T>G p.Met216Arg 1 N.R. Haim et al, 1996 conservtér/énswoyenne important c45 Deleterious | Disease-causing Benign N.A.
€.800C>G p.Pro267Arg 1 N.R. Souied et al., 1994 tres conservé important Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
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4 c.886A>G p.Lys296Glu N.R. Keen et al., 1991 tres conservé im[gfrstant C55 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
5 ¢.1033G>A p.Val345Met N.R. Dryja et al., 1991 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
5 €.1034T>A p-Val345Glu N.R. non décrit tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
5 ¢.1039C>T p.Pro347Ser N.R. Dryja et al., 1990 tres conservé im;:Jerstant Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
5 ¢.1040C>T p.Pro347Leu 0.000008263 Dryja et al., 1990 tres conservé important Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
Mx Ent,
intron4 €.937-2A>G p.IVS4-2A>G N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice, HSF:
-100%
PRPF3
11 €.1465G>C p.Ala489Pro N.R. non décrit tres conservé imggrutant Co Tolerated | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
11 c.1477C>T p.Pro493Ser N.R. Chakarova et al., 2002 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
11 c.1481C>T p.Thr494Met N.R. Chakarova et al., 2002 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
. trés peu . - .
11 ¢.1504G>C p.Ala502Pro N.R. non décrit conservé/moyenne important Cco Tolerated | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
MaxEnt -
50.9%
€.1427-3C>A p.1427-3C>A N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. ,Nnsplice -
89.5%
HSF -10,4%
RP1
4 €.1186C>T p.Arg396* 0.00004948 Bocquet et al 2013 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 ¢.2005G>A p. Ala669Thr 0.0001427 Khaliq et al., 2005 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2018del p.Lys673Argfs*9 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2029C>T p.Arg677* N.R. Pierce et al.,1999 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2035C>T p.GIn679* N.R. Sullivan et al., 1999 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2065C>T p.GIn689* N.R. Audo et al., 2012 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2169delA p.lle725tyrfs*13 N.R. Lafont et al., 2011 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
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4 €.2243del p.Asn748llefs*15 N.R. Lafont et al., 2011 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2399_2400del p.Lys800Serfs*6 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2443G>T p.Glug15* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2490del p.Asp832llefs*16 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2560_2561del p.Ser854Phefs*7 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2563_2564del p.Leu855Serfs*6 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2585C>A p.Ser862* N.R. Lafont et al., 2011 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2613dup p.Arg872Thrfs*2 N.R. Payne et al.,2000 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.2732C>G p.Ser911* N.R. Lafont et al., 2011 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 €.3439C>T p.GIn1147* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
4 c.4971T>A p.Cys1657* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
NRL
2 c.-11C>T p.(?) 0.0002621 non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
PRPF8
MaxEnt:100%,
€.5987+3G>T p.(?) 0.00004139 non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice -
69%, HSF -8%
40 c.6370A>T p.1le2124Phe N.R. non décrit trés conservé im;?:?tant (o0] Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
43 €.6901C>T p.Pro2301Ser N.R. Ziviello et al., 2005 tres conservé important Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
43 €.6926A>C p.His2309Pro N.R. McKie et al., 2001 tres conservé important Cco Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
43 €.6926A>G p.His2309Arg N.R. Walia et al., 2008 trés conservé im;?oerL;ant Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
43 €.6928A>G p.Arg2310Gly N.R. McKie et al., 2001 trés conservé important Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
43 €.6977dup p.Tyr2326* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
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PRPF31
2 €.168_172del p.Asp56Glufs*5 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
2 c.73G>T p.Glu25* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
Ao trés peu . . .
4 €.259G>A p.Ala87Thr N.R. non décrit conservé/moyene important CO0 Tolerated | Disease-causing benign N.A.
5 €.330_333del p.His111Serfs*86 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
Max En HSF
ivs3 €.238+1G>C p.(?) 0.000008239 non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. et NNsplice -
100%
5 ¢.354C>G p.Tyrl18* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
5 ¢.359dup p.Arg121Glufs*4 N.R. non décrit N.A./N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
6 c.524delA p.GIn175Argfs*23 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
7 €.666_668del p.lle223del N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
- moyenne/tres tres - . . .
8 c.757G>T p.Gly253trp N.R. non décrit conserve important C65 | Deleterious | disease causing probably damaging N.A.
10 ¢.1060C>T p.Arg354* N.R. Sullivan et al., 2013 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
1 c.1130 G>A p. Arg377His 0,00005353 non décrit moyenne/tres . peu C25 | Deleterious | disease causing | probably damaging N.A.
conserve important
12 €.1205C>A p.Ser402* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
12 c.1231C>T p.Gln411* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
14 €.1462_1472del p.Lys488Argfs*75 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
Max ent/HSF
5'UTR c. -4C>G p.(?) N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnspllice -
0,5%
maxent,
intron 4 €.323-1G>A p.(?) N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice, HSF
-100%
maxent,
intron7 €.698-2A>G p.(?) N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice, HSF
-100%
NR2E3
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2 ¢.131C>T p.Serd4Leu Bernal S et al., 2008 faible/faible _ frés Co toléré 0 Begnin N.A.
important
2 c.166G>A p.Gly56Arg Coppieters et al., 2007 tres conservé important C15 délétere 0 Probably damaging N.A.
2 c.166G>C p.Gly56Arg Xu et al, 2014 tres conservé important C15 délétere 0 Probably damaging N.A.
2 c.170A>G p.Lys57Arg non décrit tres conservé imggrliant Co délétere 0 possibly damaging N.A.
2 c.205G>A p.Gly69Ser non décrit moyenne/t,r es _peu Co délétere 0 Probably damaging N.A.
conservé important
6 c.844G>A p.Glu282Lys non décrit moyenne/moyenne | . peu C15 délétere 0 benign N.A.
important
Haider et al , 2000 - peu (1A .
6 €.932G>A p.Arg311Gin (Goldmann Favre) moyenne/faible important Co délétere 0 benign N.A
Haider et al 2000 Maxent
intronl ivs1-2A>C p.(?) (Enhanced S cone N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice HSF
syndrome) -100%
SnRNP200
16 €.2041C>T p.Arg681Cys N.R. Banaglio et al., 2011 trés conservé im;:)erstant Co délétere disease causing | Probably damaging N.A.
16 €.2066A>G p.Tyr689Cys N.R. Banaglio et al., 2011 trés conservé im;:)erstant Co délétere disease causing possibly damaging N.A.
16 €.2160+1G>A p.(?) N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
18 €.2359G>A p.Ala787Thr N.R. Xu et al., 2014 tres conservé imggﬁant Co délétere disease causing | Probably damaging N.A.
20 €.2576C>G p.Pro859Arg N.R. non décrit tres conservé important Co délétere disease causing | Probably damaging N.A.
moyenne/tres tres N . . .
25 €.3260C>T p.Serl087Leu 0.000008238 Zhao et al 2009 conserve important Cco délétére disease causing Probably damaging N.A.
. moyenne/tres peu . . .
31 C.4165G>A p-Val1389lle 0.005349 non décrit conserve important Cco Tolerated disease causing benign N.A.
IMPDH1
10 c.945C>A p.Asn315Lys N.R. non décrit tres conservé important Co délétere disease causing benign N.A.
14 ¢.1446del p.Gly483Alafs*40 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
16 c.1778C>T p.Ser593Phe 0.00004137 non décrit trés conservé im;garstant C15 délétere délétere possibly Damaging N.A.
8 C.727G>A p. Val 243 lle 0,0000175 non décrit faible/trés conservé i mggrli ant COo Tolerated disease causing benign N.A.
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9 €.833C>T p.Thr278Met 0,000124 non décrit tres conservé important Co Deleterious | Disease-causing | probably Damaging N.A.
Max ent
+35%,
intron4 1VS4+6 C>T p.(?) non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice
+0,4% HSF
+2,5%
RP2
2 ¢.352C>T p.Arg118Cys N.R. Bader et al 2003 trés conservé im;:Jerstant C65 | Deleterious | disease causing possibly damaging N.A.
2 c.448T>C p.Trpl50Arg N.R. non décrit moyenne/moyenne | important C15 | Deleterious | disease causing possibly damaging N.A.
2 c.613G>A p.Glu205Lys N.R. non décrit moyenne/tyes _peu C55 | Deleterious | disease causing Benign N.A.
conservé important
c.896C>T p.Arg299Val N.R. non décrit moyenne / ,tres _Peu Co Tolerated | Disease Causing | probably damaging N.A.
conservé important
Max En HSF
ivsl €.102+2T>G p.(?) N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. et NNsplice -
100%
Maxent : 0%,
ivsl €.102+5T>G p.(?) N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice +4%
HSF +0%
RPGR
MaxEnt -50%,
intron7 c.778+5G>A p.(?) N.R. Buraczynska et al 1997 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. L’:g’},'/fﬂ:S'FC_E )
14%
Maxent
intron8 €.935-1G>T p.(?) N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. Nnsplice HSF
-100%
10 €.1221 1231del | p.Arg409Lysfs*40 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
12 €.1441_1442del p.Glu481Serfs*5 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
13 .1547_1548del p.Lys516llefs*4 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
14 c.1681C>T p.GIn561* N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
(variant identifié
14 ¢.1600C>T p.GIn534* N.R. non décrit dans un autre N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
laboratoire) N.A
orfl5 c.2110A>T p.Lys704* + N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
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orfl5 €.2233 2234del | p.Glu746Argfs*23 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
(variant identifié
orfl5 €.2731del p.Glu911Argfs*178 N.R. non décrit dans un autre N.A. N.A N.A N.A. N.A. N.A.
laboratoire) N.A.
ABCA4
- moyenne/trés peu . . . .
31 c.4633A>G p.Ser1545Gly N.R. non décrit conservé important C55 | Deleterious | Disease-causing Benign N.A.
€.2930C>T p.Thr977Met 0.0001565 non décrit tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
faiblement peu n . .
5 c.455G>A p.Arg152GIn 0.002399 Paloma et al 2001 conservé/moyenne | important Co Tolerated | Disease-causing Benign N.A.
40 ¢.5603A>T p.Asn1868lle 0.04456 Zernant et al. 2017 tres conservé important C65 | Deleterious | Polymorphism Benign N.A.
18 €.2701A>G p.Thr901Ala 0.001748 Rivera et al. 2000 moyenne/t,r es . peu Co Tolerated | Disease-causing Benign N.A.
conservé important
intron Max Ent: -
40 ¢.5715-5T>C p.(?) 0.00003295 non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 10%, HSF et
NNsplice -1%
. . faiblement
1 c.1654G>A p.Val552lle N.R. Michaelides 2007 conservé/tres . peu C25 | Deleterious | Disease-causing Benign N.A.
dystrophy maculaire . important
conservé
20 €.2930C>T p.Thr977Met 0.0001565 Zenant et al. 2014 tres conservé important C65 | Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
30 c.4457C>T p.Pro1486Leu 0.0001425 Lewis et al. 1999 trés conservé important Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
c.3871C>T p.Glul291* 0.000008506 non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
Boulanger-Scemama et
C.2461T>A p.Trp821* 0.000008241 al., (cone-rod N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
dystrophy)
BEST1
4 €.256G>A p.Val86Met N.R. Yardley et al 2004 tres conservé imggzant Co Deleterious | Disease-causing | Probably Damaging N.A.
PROM1
4 €.344T>G p.Leull5Arg N.R. non décrit tr?rs;]g;r;irg/e important Cco Deleterious | Disease-causing | probably Damaging N.A.
c.1354dup p.Tyr452Leufs*13 0.0001549 Pras et al en 2009 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
2050C>T p.Arg684* 0.00001401 non décrit NA NA NA NA NA NA NA

110




CHUNE Valérie RESULTATS
ADAMTS18
c.438G>A Glul46Glu N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
CHM
¢.525_526del Glul77Lysfs*6 N.R. Van Bo"lgfg‘f” etal, N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
PITPNM3

€.1688C>T Thr563Met ﬁ;lr:zoooosf& non décrit tréfn%t;r;sner:\éé/ important C15 | Deleterious | Disease-causing | probably damaging N.A.
CAPN5

€.263C>T Ser88Leu 0.00003497 non décrit tré;g;r;i?‘r:é/ im;;:)érstant Co Deleterious | Disease-causing | probably damaging N.A.
CDH23

€.6655G>A Asp2219Asn N.R. Moteki et al, 2015 tres conservé im;?grtiant CO | Deleterious | Disease-causing | probably damaging N.A.
CNGALl

c.547G>A Val183Met N.R. non décrit faible imgc?rutant CO | Tolerated Disease-causing benign N.A

€.1885C>T p.Arg629* 0.00001656 Non décrit N.A N.A N.A N.A N.A N.A N.A
CLRN1

CS'#E’G“T—éE’CTgi!}” N.R. Fields el al, 2002 NA NA NA NA NA NA N.A

EYS

¢.3003T>A p.Cys1001* N.R. Audo et al, 2010 N.A N.A N.A N.A N.A N.A N.A
DHX38

€.2947A>G p.1le983Val 0,0006353 Non décrit M%(re]r;;e\itérés imggrutant C15 | Deleterious | Disease-causing benign N.A
GRM6

c.713G>A p.Arg238GIn 0,000008513 Non décrit trés conservé imggrutant Co Tolerated Disease-causing | Possibly damaging N.A

GPR125
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19 €.3628C>T p.Arg1210Trp 0,000008241 non décrit Mc?(/;rgre\?\llgres important C35 | Deleterious | Disease Causing | Possibly damaging N.A
RPE65
hc.1022T>C p..Leu341Ser N.R. Morimura et al, 1998 tres conservé o tres C65 | Deleterious | Disease Causing | probably damaging N.A.
omozygote important
CRB1
¢.5848G>A p.Gly850Ser 0,000008253 den Hollander et al., tres conservé __peu C55 Deleterious | Disease Causing | Probably Damaging NA
2004 important
c.4142C>G p.Prol1381Arg N.R. non décrit tres conservé important C65 | Deleterious | Disease Causing | Probably Damaging N.A.
¢.3037C>T p.GIn1013* 0,000008265 | Henderson et al , 2011 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
.498_506del p.lle167_Gly169del 0,0005712 Corton et al., 2013 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
GUCY2D
C.74C>T p.Ser25Phe 0,0008092 Wang et al., 2011 faible / moyenne im;:Jerstant Co Deleterious polymorphism Probably Damaging N.A.
CTNNA1
€.2219C>T p. Ser740Leu N .R. non décrit e GaTBETE e Co Tolerated Disease causing benign N.A.
moyenne important
CNGB1
€.2209C>T p.Arg737Cys 0,000008280 non décrit moyenne im;;Lerstant Cco Deleterious | Disease causing | Probably Damaging N.A.
Max ent -42%,
C.2492+5G>A 6] N.R non décrit N.A N.A N.A N.A N.A N.A Higples -
: N o o o o o o o 39,7%, HSF : -
12,6%
TULP1
¢.1210G>T p.Alad04Ser N.R. non décrit mogloe:;enll;res important Co Tolerated Disease causing | Probably Damaging N.A.
Max ent -26%,
¢.1496-6C>A p.(?) 0,00009383 Ge et al. 1998 N.A N.A N.A N.A N.A N.A NIERESe
! (7 ] . A A A A A A 90%, HSF : -
4%
RPGRIP
€.1753C>T p.Pro585Ser 0,001605 | Ge et al, 2015 (douteux) important Co Deleterious | Disease causing | possibly Damaging N.A.
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Max ent: -
€.491-4T>C 6] 1 N.R. non décrit N.A. N.A. N.A. N.A. NA. N.A. 5712{,% NﬂsspF"ce'
0,8%,
VAN
. moyenne / tres peu . . . .
¢.1045A>G p.Lys349Glu, 1 N.R. non décrit BT important C55 Deleterious polymorphism possibly Damaging N.A.
KCNV2
€.989T>C p. p.Phe330Ser 1 N.R. Wissinger 2011 ( cone trés conservé _ frés C65 | Deleterious | Disease causing | probably damaging N.A.
dystrophy) important
c.441C>A p.Aspl47Glu 1 0,0002537 non décrit non conserve/ el Co Deleterious | Disease causing | probably damaging N.A.
moyenne important
GPR125
c.1582G>A p.Gly258Ser 1 0,001663 N.R. faible/faible img’gﬂam CO | Tolerated | polymorphism benign N.A.
CA4
c.679C>T p.Pro227Ser 1 N.R. non décrit moisrﬁgggénttres important C65 | Deleterious N.A. probably damaging N.A.
CACNALF
€.1903G>A p.Val635lle 1 0,003051 Weber, 2002 moyenne/moyenne imgc?rbtlant Co Tolerated N.A. possiby damaging N.A.
MERTK
€.2467G>C p-Glu823Gin 1 0,0009804 non décrit it /trgs _peu COo Deleterious | Disease causing possiby damaging N.A.
conservé important
MFSD8
¢.1205 C>T p-Ser402Leu 1 0,00004122 non décrit U3 conserve J . 17 Cco Tolerated Disease causing benign N.A.
faible important
NEK2
- moyenne / tres peu . . .
€.68A>G p.GIn23Arg 1 N.R. non décrit conserve important Co Tolerated Disease causing benign N.A.
RDH5
€.223C>T p.Arg75Cys 1 N.R. non décrit faible / moyenne im;:)eriant Co Deleterious | Disease causing | probably damaging N.A.

N.R : non rapportée dans la base EXAC

N.A : non applicable
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VII. Etude de corrélation génotype/phénotype et

comparaison aux données de la littérature

Nous ne présenterons dans ce chapitre que les cas positifs pour lesquels nous disposions
d’une description des signes cliniques suffisamment détaillée. Nous nous sommes restreints
aux 5 genes les plus frequemment identifiés dans notre cohorte a savoir RHO, PRPH2, RP1,
PRPF31 et NR2E3. Le nombre limité de patients présentés ne permet pas une analyse
statistique fine, mais cette partie a pour objectif principal de décrire les particularités

phénotypiques attribuables a un géne donné et de les comparer aux cas de la littérature.

A. Patients porteurs d’une mutation RHO

L’héméralopie est le premier symptome révélateur d’une RP. Pour les 8 patients avec une
mutation RHO, nous constatons un age de début de cette héméralopie entre 13 et 65 ans, avec
une moyenne a 27.3 ans. L’acuité visuelle (AV) est tres variable, de 5/10 a 10/10 et semble
diminuer avec I’age. A noter que la réduction concentrique du champ visuel (CV) précéde la
baisse d’acuité visuelle (BAV). Au fond d’eil (FO), on constate une atteinte en secteur, ou
régionale, caractéristique des mutations du géne RHO, plus souvent dans la zone inférieure de
la rétine, avec une épargne maculaire le plus souvent. La notion de RP péricentrale est
rapportée chez un patient. Les papilles sont décrites habituellement péles dans toutes les RP et
les vaisseaux rétiniens gréles (24,41), mais cela n’est retrouvé chez aucun de nos 8 patients.
L’atrophie en périphérie n’est observée que dans un cas sur deux, tout comme la présence
d’ostéoblastes en périphérie (cellules de 1’épithélium rétinien pigmentées) ou d’un cedéme
maculaire. A TP’autofluorescence, on observe souvent un anneau d’hyperautofluorescence
périmaculaire et une hypoautofluorescence au-dela de la macula. A POCT (tomographie en

cohérence optique), on constate freqguemment une perte de la ligne ellipsoide a partir de la
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zone périfovéolaire. L’ERG (électro-rétinogramme) photopique, qui évalue la fonction des
cones, est altére et le plus souvent, I’ERG scotopique, qui évalue la fonction des batonnets, est
trés diminué voire non enregistrable. Autres signes observés, une dyschromatopsie chez un
jeune patient de 13 ans, et une photophobie décrite par un patient de 19 ans. Tous nos cas
présentent donc une rétinite pigmentaire en secteur, modérée, d’évolution lente et
progressive, comme il est décrit dans la littérature.

Les 8 patients portent des variants faux-sens, deux ne sont pas décrits mais sont prédits
déléteres.

A. B.

Figure 32: Fond d’ceil de patients avec variant RHO.
A) patiente avec RP en secteur et porteuse de deux variant RHO décrites,
p.[(Gly106Arg(;)Argl47Cys)]. La ségrégation n’est pas confirmée. B) patiente avec RP en
secteur et mutation p.ValllMet non décrite.
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B. Patients porteurs d’un variant PRPH2

Comme précédemment, [’héméralopie est le signe inaugural, apparaissant cette fois plus
tardivement entre 18 et 69 ans, avec une moyenne & 42.8 ans chez nos 8 patients PRPH2. A
noter que 1’un d’entre eux ne présente pas d’héméralopie. Manes et al., 2015 (42) ont décrit
I’ensemble des patients porteurs d’une mutation PRPH2 testés dans le cadre du PHRC 2008.
Nos 8 patients ne font pas partie de cette grande cohorte. Les auteurs ont rapporté de facon
tres proche, un 4ge moyen de début & 45.2 +/- 17.5 ans (de 13 a 78 ans, n=44). lls montrent
que la BAV est corrélée positivement a 1’age, tout comme la réduction du CV, et I’absence de
réponses a I’ERG (ERG scotopique non enregistrable au-dela de 54.2 ans, et au-dela de 52.4
ans pour I’ERG photopique). Chez nos patients, I’AV est modérément diminuée et en tout cas
tres variable (de 1/20 a 10/10). Un scotome central ou en moyenne périphérie est observé. On
retrouve au fond d’oeil des ostéoblastes en périphérie, mais pas toujours, et parfois des
logettes d’cedéme maculaire. La papille est pale et les vaisseaux sont gréles chez presque tous
les patients. Manes et al., décrivent la présence de dép6ts pigmentaires chez 73% des cas a 45
ans +/- 18 ans (42). L’autofluorescence montre une alternance de zones d’hyper et
d’hypoautofluorescence, en anneau, donnant un aspect en ceil de boeuf (anneaux
autofluorescents et spots atrophiques en périphérie chez 62.5% des cas a 47 +/- 18 ans d’aprés
Manes et al., (42)). Chez nos patients, ’OCT montre des anomalies de la macula et parfois de
la périphérie, ainsi que des logettes d’cedéme maculaire : cedéme cystoide dans 14.3% et
préservation de la zone ellipsoide en fovéa dans 70.4% des cas). L’ERG est altéré et plus
spécialement en scotopique. Le diagnostic évoqué était une rétinite pigmentaire modérée,
péricentrale, ou une dystrophie mixte de type cénes-batonnets. Dans la cohorte du PHRC,
il avait été observé une grande variabilité interindividuelle et intrafamiliale. L atteinte de la
macula pouvait étre absente, modérée ou sévére. Différents cas étaient possibles : 1) une RP

modérée avec quelques spots d’atrophie en périphérie avec épargne maculaire, 2) la présence
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d’ostéoblastes typiques avec une atrophie étendue dans la moyenne périphérie, 3) une atteinte
péricentrale et enfin, 4) des cas asymptomatiques ou paucisymptomatiques.

Sept de nos patients présentent un variant faux-sens dont trois sont des VSI prédits déléteres.
Un patient porte une délétion avec décalage du cadre de lecture. Deux des patients portent la
trés largement décrite p.Argl72Trp. L’un a présenté un début des signes a 18 ans, il a une AV
a 5/10, n’a pas de pigments en périphérie et présente un remaniement maculaire. L’autre a
débuté sa maladie a 50 ans, il a une AV a 1/20, une atrophie focalisée a la macula mais pas
d’atteinte périphérique. Ces deux cas illustrent ainsi la variabilité interindividuelle. Le patient
porteur de la délétion ne présente pas de forme plus sévére : I’héméralopie a débuté a 50 ans,
I’atrophie est concentrée a la macula, il n’y a pas d’ostéoblastes en périphérie mais on y
observe de fines lésions hyperautofluorescentes. L’ERG montre une altération de la réponse

des batonnets. Le diagnostic de dystrophie mixte a été évoqué chez lui.

Figure 33 : Fond d’ceil d’un patient porteur du variant p.Argl72Trp de PRPH2

Remaniements myopiques péripapillaires, remaniement maculaire avec un aspect pigmenté,
moyenne périphérie sans particularité, pas de zone atrophique, pas d'ostéoblaste.
Fourni par le Dr Zanlonghi
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C. Patients porteurs d’un variant RP1

Cinq patients porteurs d’un variant délétére RP1 étaient bien caractérisés sur le plan
phénotypique. L’age de début de I’héméralopie est compris entre 18 et 55 ans (moyenne a
36.6 ans ; n=5). LAV n’est connue que pour 1 cas : 5/10, mais ’atteinte centrale du CV et un
scotome annulaire sont présents chez plusieurs patients. Au FO, on note une atrophie de
I’épithélium pigmentaire, quelques ostéoblastes en périphérie dans la moitié des cas, une
rétine dépigmentée en périphérie, les papilles sont péles et les vaisseaux sont gréles. L’AF
montre une hyperautofluorescence en anneau maculaire et une hypoautofluorescence en 2¢me
couronne. La périphérie est hypoautofluorescente. A I’OCT on observe en périphérie une
perte de la ligne éllipsoide et un cedéme maculaire dans 2 cas sur 5. L’ERG montre une
atteinte en photopique et une absence de réponse en scotopique (réponse des batonnets). Tous
les cas sont des formes modérées, lentes, touchant les cones et les batonnets (atteinte mixte).
En plus des 5 cas décrits ci-dessus, Audo et al., 2011 a rapporté 7 autres patients avec
mutations RP1, également analysés au laboratoire dans le cadre du PHRC (43). lls rapportent
aussi une pénétrance variable, un age moyen d’apparition de I’héméralopie a 23 ans, une AV
allant de 20/25 a 20/800, une cataracte chez quelques patients et une vision centrale
relativement préservée. Le CV était concentrique, avec une atteinte de la rétine globale avec
parfois préservation de la fonction maculaire centrale. Au FO, on constate des pigments a la
périphérie, des vaisseaux gréles, des papilles pales. La FAF objective une atrophie avec perte
de ’AF en périfovéolaire et en dehors de ’arcade vasculaire. Un cas présentait un cedéme
cystoide maculaire. AI’OCT, on retrouve une conservation relative de la ligne au niveau de la
fovéa, une macula plus fine avec parfois une perte des PR. Enfin, une dyschromatopsie était
présente dans la moitié des cas.

Concernant nos 5 patients précédemment décrits, tous portent des variants non-sens ou

entrainant un décalage du cadre de lecture situés dans I’exon 4 comme classiquement retrouvé
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dans les formes dominantes liées au gene RP1. Deux délétions avec décalage du cadre de
lecture ne sont pas décrites dans la littérature et sont identifiées chez deux patients avec un
début plus tardif a 48 et 55 ans contre 13, 18 et 19 ans pour les variants connues qui elles sont

des variants faisant apparaitre un codon stop prématuré.

Figure 34 : Fond d’ceil d’un patient porteur du variant RP1 p.Arg677*.

Au FO, atrophie de I’épithélium pigmentaire périphérique avec des multiples ostéoblastes,
papille bien colorée et calibre vasculaire préserveé, fourni par le Dr Zanlonghi
A. B.

carte 2D en sensibilité

Figure 35 : Champ visuel (A) et autofluorescence révélée par I’angiographie (B) d’une
patiente avec un variant RP1 p.Arg396*.

CV avec scotome central mais pas d’atteinte de la périphérie. A 1’autofluorescence anneau
d’hyperautofluorescence périfovéolaire serré. Plus en périphérie on retrouve des patchs
arrondis d’hypoautofluorescence plus marquée en supérieur qu'en inférieur, et au-dela de ces
petites taches d'hypoautofluorescence discret liseré hyperautofluorescent sur pratiqguement

360°.
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D. Patients porteurs d’une mutation PRPF31

Seulement trois patients seront décrits partiellement dans ce paragraphe, leur héméralopie a
débuté a 6, 15 et 45 ans. L’ AV est conservée (10/10) dans 2/3 des cas mais avec une réduction
du CV périphérique. En plus de I’héméralopie, une photophobie est présente chez le patient
de 15 ans. On observe des ostéoblastes en périphérie sauf chez le plus jeune patient. Chez ce
dernier, les vaisseaux sont normaux mais on note une anomalie du reflet fovéolaire. Une
atrophie péripapillaire est rapportée dans un cas, chez qui ’atteinte des batonnets est
confirmée a I’ERG.

Les 3 cas présentés portent respectivement une délétion d’un nucléotide (début a 6 ans), une

variant non sens (début a 15 ans) et variant faux-sens (début a 45 ans).

E. Patients porteurs d’une mutation NR2E3

NR2E3 est ¢galement responsable a 1’état muté homozygote de formes particuliéres comme le
syndrome de Goldmann Favre. Nous avons identifié 3 patients avec un Goldmann Favre. Tous
sont des cas trés précoces. Nous décrirons plut6t les trois cas bien documentés, avec une
mutation hétérozygote de NR2E3 (RP dominante).

Le premier cas porte une mutation d’épissage connue. Sa pathologie a débuté a 13 ans, son
AV est de 10/10, le CV est tubulaire, il présente un début de cataracte et une anomalie du
vitré. Au FO, on observe de nombreux dépbts a 360° en périphérie mais la macula est
préservée. Certaines zones de la rétine périphérique sont épargnées. Le calibre des vaisseaux
est diminué et les papilles bien colorées. A la FAF, on note des plages d’atrophie en moyenne
périphérie avec un anneau en périphérie maculaire. A ’OCT, il existe un épaississement de la
fovéa et en périfovéolaire en nasal. Il n’y a pas d’cedéme maculaire. La ligne ellipsoide reste
visible bien que fine. L’ERG scotopique n’est pas enregistrable a stimulation faible mais il le

devient a de plus fortes intensités. L’ERG photopique est & 10% de la normale. L’ implication
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de RDH12 était suspectée chez ce jeune patient (NR2E3 étant positif, RDH12 n’a pas été
analysé). Le second patient ayant présenté son héméralopie a 4 ans porte un VSI prédit
délétere. Son AV est a 5/10 avec un CV central correct et sa RP est d’évolution lente et
progressive. Enfin, le troisieme cas porte un VSI prédit non délétére. Il débute ses symptémes
a 58 ans. Son AV est de 6/10 avec un scotome annulaire absolu. Au FO, les papilles sont
pales, les vaisseaux gréles, la macula est correcte mais on note des plages d’atrophie
choriorétinienne a 1’emporte-piéce ainsi que des ostéoblastes en périphérie. L’OCT montre
une disparition de la ligne des photorécepteurs en périphérie et un ERG photopique altéré
avec un scotopique effondré. Le diagnostic évoqué était celui d’une rétinite pigmentaire en
secteur.

Un article de Blanco Kelly et al., en 2016 rapportent la description de 7 cas positifs NR2E3
sur 201 testés, indiquant une prévalence de 3.5% dans la population espagnole (44). La seule
mutation identifiée est la p.Gly56Arg. A noter que cette mutation a fréquemment été retrouvée
chez les patients de la cohorte du PHRC. Dans la population décrite, le début de
I’héméralopie est a 15.9 +/- 10.0 ans (de 3 a 57 ans). Le CV diminue de fagon variable, la
vision tubulaire apparait a 30 ans et reste stable. La BAV apparait vers 50 ans. Trois patients
étaient aveugles vers 53, 60 et 71 ans. La moitié des cas présentait une cataracte vers 30 ans.
Au FO, on observe une grande variabilité intrafamiliale, une RP typique, la macula est parfois
touchée (47.4%) avec une AV préservée. Les vaisseaux et les papilles sont normaux. On
observe fréquemment des anomalies du vitré (corps flottants). ’ERG est altéré des le début

de la maladie (vers 10 ans) et n’est plus enregistrable vers 50 ans.
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Figure 36: Phénotype d’un patient de 13 ans, d’aprés Coppierters F et al., 2007.

En haut, la FAF, en bas, le fond d’eeil et ’angiographie a une phase tardive du pole
postérieur. A noter la présence de deux anneaux d’hyperAF, un autour de la fovea en oeil de
boeuf et ’autre en moyenne périphérie au-dela de ’arcade vasculaire temporale et en nasal
par rapport au disque optique (oeil droit). On observe une atrophie choriorétinienne diffuse
dans les aires correspoN.R.ant aux anneaux d’hyper AF visibles au FO et a 1’angiographie.
Discret rétrécissement des vaisseaux rétiniens

Figure 37: Fond d’ceil d’une patiente avec un Goldmann Favre,

Présence d’ostéoblastes en périphérie. La patient est porteuse homozygote de la mutation
NR2E3 IVS1-2A>C, fourni par le Dr Zanlonghi
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DISCUSSION

625 patients ont bénéfici¢ au moins d’une recherche de variant de rétinite pigmentaire
de transmission autosomique dominante, faisant de cette étude la plus grosse cohorte

internationale.

I. Comparaison aux etudes internationales

Nous avons identifié un variant (probablement) pathogene chez 34,24% de notre cohorte,
alors que les prévalences de la littérature varient entre 27% a 70% des populations étudiés. La
différence de résultats positifs peut s’expliquer par plusieurs raisons.

La premiére explication est le mode de recrutement de nos patients ; Daiger en 2014 a établi
un diagnostic moléculaire chez 69,2% des patients mais les familles étaient sélectionnées si la
maladie affectait au moins 3 générations ou 2 générations avec une transmission paternelle en
faveur d’un mode autosomique dominant (45). Parmi nos patients testés par sequengage
Sanger, 240 étaient issus d’'un PHRC national avec un phénotype bien caractérisé et de
transmission autosomique dominante. Le reste de la cohorte correspond aux demandes de
diagnostic moléculaire du laboratoire inclues au fil de 1’eau. Pour certains de ces patients, le
mode de transmission €tait peu clair en raison de I’absence de renseignement clinique et donc
probablement lié a I’X ou récessif. Le recrutement plus strict du PHRC explique également
notre meilleur taux diagnostic par Sanger.

Dans I’analyse du panel 150 geénes, nous avons choisi de ne pas attribuer de causalité¢ aux

variants si le géne n’avait jamais été décrit dans la rétinite pigmentaire. A 1’inverse, Ge et al.,
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(19) et Huang et al., (46) estiment que 2,8% a 13% de leurs cohortes portent des variants
dans des geénes associés a d’autre rétinopathies (dégénération maculaire, dystrophie cornéo-
rétinienne cristalline de Bietti, rétinopathies dans le cadre syndromique ou systémique,
amaurose congénitale de Leber) et contribueraient ainsi a 1’hétérogenéité génétique de la
maladie. Nous sous-estimons donc probablement a tort notre taux diagnostic dans le panel
150 génes mais il parait complexe d’incriminer des geénes non décrits dans la littérature et
pour lesquels aucun modéle animal n’a été étudié. Nous avons donc été plus stricts sur nos
critéres de validation.

Les techniques utilisées expliquent également notre taux plus faible de positif. Les études
ayant établi des taux diagnostic plus ¢levé ont recours a I’analyse de 1’exome ou du génome

(19,31,46).

Sur le plan clinique, nos cas sont conformes aux descriptions de la littérature. Il serait
intéressant de poursuivre la collecte des renseignements cliniques des patients positifs afin de
confirmer ces observations préliminaires. Néanmoins, jusqu’a présent, le nombre de cas

décrits dans la littérature reste trés modeste, excepté pour PRPH2 (42) et NR2E3 (44).

On ne constate pas de différences dans la sévérité des signes cliniques en fonction du type de
variant ou de sa localisation, sauf pour PRPF31 pour lequel on observe une atteinte plus
précoce avec un variant entrainant un décalage du cadre de lecture, qui génére une protéine
tronquée et/ou une absence de synthése de protéine, que la forme liée a un codon stop, qui elle

ne permet pas la synthése de protéine.
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Il. Prévalence des géenes

RHO
La prévalence de RHO dans notre étude est de 10,56%, elle est proche de la prévalence des
autres populations européennes (Allemagne —Suisse : 13,7%, Belgique : 14%) plus élevée que
dans la population chinoise (4,5%) mais plus basse que dans la population espagnole (21%) et
ameéricaine (26,9%) (13,18,46-48). Les variants sont en majorité des faux-sens (96%) et 16
d’entre eux n’ont jamais été décrits dans la littérature. Les variants les plus fréquemment
identifiés dans notre cohorte sont p.Argl35Trp (n=10), p.Serl27Phe (n=4), p.Cys167Trp
(n=3) et p.Pro347Leu (n=3) qui est le variant le plus fréquent en Europe. Nous avons
également trouvé un variant a 1’état homozygote p.Glyll4Ser, deux variants a 1’état
hétérozygote chez un patient p.[(Glyl06Arg(;)Argl47Cys)] et un allele complexe

p.[(Asn55Ser;Leu84Pro)] pour lequel la pathogénicité a été confirmée par une étude familiale.

A notre connaissance, il n’y a aucun alléle complexe décrit pour RHO dans la littérature.

PRPH2

La prevalence de PRPH2 dans la littérature est variable selon 1’origine de la population :
Espagne 1,2%, Belgique 4,7% et Etats-Unis 7,5% (13,24,45). Nous I’avons estimé a 4,96 %
dans notre cohorte qui se répartit en variant faux-sens a 71%, épissage 13%, frameshift 9,5%
et non-sens 6,5%. Les variants se concentrent sur les exons 1 et 2 du géne. Les variants les

plus fréquents sont ¢.829-4C>G (n=4) et p.Trp179Arg (n=3).

RP1
Les variants dans le géne RP1 sont estimé a 4% dans notre population, proche de la
prévalence de la population espagnole (3,5%), américaine (3,6% a 5,6%) italienne (5%) mais

inférieure a la prévalence de la population belge (10,5%). RP1 se compose de 4 exons et code
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pour une protéine de 2156 acides aminés localisée dans le cil connecteur du photorécepteur.
L’interprétation des variants de RP1 est plus complexe qu’elle n’y parait car le gene serait
responsable de rétinite pigmentaire dominante ou récessive selon la localisation et le type de
variant. Berson et al., (9) ont suggéeré que les variants non-sens du hot-spot de I’exon 4
échapperaient au systtme NMD (Nonsense-Mediated Decay) et produirait une protéine
tronquée dont les effets délétéres conduiraient a la dégénérescence rétinienne (effet dominant
négatif) des formes dominantes de la maladie. Le systtme NMD est un mécanisme de
surveillance visant a éliminer les ARN messager portant des variants non sens (codon stop
prématuré) afin d’éviter la production de protéine tronquée, potenticllement néfaste a la
cellule. Chen et al. a proposé de classer les mutations en 4 catégories (8). Les variants de
classe | sont localisés dans les exons 2 et 3 et sont sensibles au systtme NMD. lls entrainent
une perte de fonction de la protéine et sont impliquées dans les formes récessives. Les
variants de classe 1l sont les plus fréquents, ils se situent dans un hot-spot de 1’exon 4 entre les
acides aminés 500 et 1053. Les variants sont en majorité des délétions entrainant 1’apparition
d’un codon stop prématuré, insensibles au systtme NMD et produisant une protéine tronquée.
Les variants de classe III sont localisés dans 1I’exon 4 en dehors du hot spot mutationnel
(p.264 a 499 et p.1054 a 1751), ils entraineraient une perte de fonction et seraient
responsables de formes récessives. Les variants de classe IV sont situés dans 1’exon 4 apres
I’acide aminé 1816, ils seraient insensibles au systéme NMD et n’impactent pas la fonction de
la protéine.

Sur les 25 variants identifiés, la majorité (n=22) se localise dans le hot-spot mutationnel de
I’exon 4 entre les acides aminés 500 et 1053. Les 3 autres variants sont situés sur I’exon 4 en
dehors du hot-spot et seraient classés en catégorie Il : la p.Arg396* a été identifiée chez une
patiente atteinte d’une rétinite pigmentaire de forme sporadique, les variants p.GIn1147* et

p.Cys1657* chez deux patients dont nous ne disposons pas d’information clinique, aucune
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étude familiale n’a été réalisée chez ces patients.

PRPF31

La prévalence de PRPF31 dans notre étude est de 2,88%, elle est inférieure aux prévalences
rapportées dans la littérature : Espagne 7,6%, Etats-Unis 8,7%, Belgique 10,5%, (13,45,49).
Dix-huit variants, répartis sur I’ensemble du géne, ont été identifiés : 5 variants frame-shift
(27,8%), 5 variants non-sens (27,8%), 4 variants d’épissage (22,2%), 3 variants faux sens
(16,6%) et 1 delétion (5,6%). Chaque mutation a été trouvée 1 fois a I’exception de la
p.GIn411* (n=2). La majorité des variants de la littérature et de notre étude entraine une perte
de fonction provoquée par un codon stop prématuré ou des transcrits alternatifs susceptibles
d’étre dégradés par le systeme NMD. Nous observons un biais de sexe, comme cela a déja été
rapporté dans la littérature (46), avec plus de femmes (77,8%) porteuses d’anomalies sur le
gene PRPF31 que d’hommes (22,2%). Enfin, une pénétrance incompléte a été observée dans
17% des familles de notre cohorte. La pénétrance incompléte chez les porteurs
asymptomatiques serait liée a la surexpression de I’alléle wild-type pour compenser 1’allele
muté. Une autre hypothése proposée par Rose et al serait la présence d’éléments modulateurs
MSRI localisés en amont du promoteur qui régulerait 1’activité transcriptionnelle de PPRF31
(49). Par ailleurs, nos techniques ne permettaient pas jusqu’a présent de détecter les grandes
délétions ou duplications, décrites dans PRPF31, ce qui pourrait expliquer notre faible

prévalence.

Génes de I’X

Le géne RP2 a été identifie chez 0,8% de notre cohorte avec une prevalence identique a la
population américaine. Le géne RPGR a été incriminé chez 1,44% de notre cohorte, un taux
bien inférieur a ceux rapportes dans la littérature de 8,3% dans une cohorte américaine (45)

de rétinite pigmentaire autosomique dominante et 13,5% dans une cohorte de patients
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sporadique (50).

Churchill et al., a identifié des variants dans des génes li¢es a I’X chez 8,5% de ses patients
étiquetés initialement autosomiques dominants (51). Les rétinites pigmentaires liés a 1’X
touchent les hommes mais de nombreux cas ont été décrits dans la littérature avec des femmes
conductrices aux phénotypes variables allant d’une forme asymptomatique a des atteintes
séveéres similaires aux hommes, faisant déduire a tort a des formes dominantes.

La premicre explication de la faible prévalence dans notre cohorte est 1’absence de
séquencage dans les génes de rétinite pigmentaire li¢ a I’X par le séquencage Sanger chez 337
patients. Le taux de détection de génes liés a I’X calculé sur les patients testés par les panels
12 et 18 génes est cette fois de 4,5%.

La seconde raison est I’absence de séquencgage complet de la région ORF15 du géne RPGR.
Le transcrit ubiquitaire de RPGR est constitué de 19 exons mais une dizaine de transcrits
alternatifs codant pour différents isoformes de protéine ont été rapportés. L’isoforme RPGR-
ORF15 est largement produit dans la rétine, elle ne se compose que des 15 premiers exons de
la forme ubiquitaire et d’une portion de I’intron 15 donnant un exon terminal ORF15 propre a
I’isoforme. La protéine RPGR-ORF15 se localise dans le cil connecteur des photorécepteurs
et interagirait avec d’autre protéine pour réguler la fonction ciliaire et faciliter le transport des
protéines le long du cil. L’ORF15 est une région hautement répétitive et riche en purines (base
adénine et guanine) qui provoque l’arrét ou glissement (dérapage) (slippage) de I’ADN
polymérase au cours de la réplication, rendant cette région un hot-spot de mutations. La
région est difficile a séquencer et peu couverte par le séquencage haut-débit dans la littérature
(52). Au cours de notre étude, nous avons partiellement étudié cette région et nous avons
détecté 2 variants de I’ORF15 parmi les 9 patients porteur d’un variant RPGR soit 22,2%
alors que les mutations de I’ORF15 compteraient pour 57 a 73% des mutations du géne

RPGR (51,53) Il est donc fort probable que nous sous-estimions la prévalence de RPGR dans
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notre cohorte par I’absence de séquengage complet de I’ORF15. Plusieurs méthodes sont
proposées dans la littérature pour ameliorer la détection de variants: séquencage
complémentaire par Sanger avec de multiples primers chevauchant la région (52), sous-
clonage de la région (51), ou amplification spécifique de ’ORF15 avec une DNA polymérase

Takara suivi d’un séquengage haut débit (54)

NR2E3 et NRL

Les deux genes sont impliqués dans les formes récessives et dominantes de rétinite
pigmentaire. Ce sont des facteurs de transcription qui agissent dans la différenciation des
photorécepteurs en batonnets en réprimant 1’expression de génes spécifiques aux cones et en
activant des genes propres aux batonnets.

Le gene NR2E3 représente 3,04% de notre cohorte, la prévalence est évaluée a 1,2% a
6,8%(13,24,44,45,47) des formes dominantes de rétinites pigmentaires dans la littérature. Le
variant le plus fréquent dans la littérature est c.166G>A, p.Gly56Arg qui par un effet
dominant négatif est impliqué dans la rétinite pigmentaire autosomique dominante. Le variant
€.166G>A, p.Gly56Arg a été retrouvé chez 8 patients et le variant ¢.166G>C, p.Gly56Arg
chez 2 patients. Les autres variants les plus cités dans les études sont ¢.199-2A>C et
p.Arg311Gln, mais ils sont souvent identifiés a I’é¢tat homozygote ou hétérozygote composite
dans le syndrome de Goldmann-Favre ou Enhanced S-Cone Syndrome. Le variant
p.Arg311GIn a été identifié chez une patiente a 1’état homozygote. Le variant ¢.199-2A>C a
été trouve deux fois a 1’état hétérozygote et deux fois a 1’état homozygote pour des patients
dont la révision du phénotype est plus évocateur d’un syndrome de Goldman-Favre.

Les mutations de NRL contribueraient a moins de 1% des rétinites pigmentaires autosomiques

dominantes (45) et nous n’avons identifié qu’un patient porteur d’un variant de ce géne.
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Autres facteurs de transcription SNRNP200, PRPF3 et PRPF8

La prévalence du facteur d’épissage SNRNP200 est de 1,76% dans notre étude, sa prévalence
a été rapportée entre 0,8% a 3,5% dans les populations caucasiennes et jusqu’a 9% dans la
population chinoise (13,45-47). Parmi les variants de notre étude, 10 sont des faux sens
(91%) et le variant restant est un variant d’épissage. Les exons 16 et 25 sont le sicge de 2
variants récurrents p.Arg681Cys (n=3) et p.Ser1087Leu (n=3).

Les variants de PRPF3 est estimé a 1,6%0, les taux dans les autres populations sont de 1,2 a
3,5% (18,24,47). Le hot-spot mutationnel se situe dans I’exon 11 avec deux mutations
récurrentes p.Alad89Pro (n=4) et p.Thr494Met (n=3).

La prévalence de PRPF8 est de 1,12% dans notre population, inférieure au 2, a 5,8% de la
littérature (13,44). La majorité des mutations se situe dans 1’exon 43 et sont des variants faux
sens (71%). Chaque variant a été identifié une fois et la pénétrance est incomplete dans 28,5%
des cas. Contrairement a PRPF31, nous n’observons pas de biais de sexe dans les génes

snRNP200, PRPF3 et PRPFS8.

Variations du nombre de copie (CNV)

Depuis 2017, il nous est possible de rechercher les CNV sur le panel 18 génes et 150 génes.
Les CNV du gene PRPF31 ont été décrits et compteraient pour 1,9% des rétinites
pigmentaires (49). Nous n’avons trouvé aucun CNV sur le panel 18 génes et nous suspectons
une duplication du géne RP9 chez un patient analysé par le panel 150 geénes, pour lequel une

verification par Tagman est nécessaire.

TOPORS

Nous n’avons identifié aucun variant dans le géne TOPORS parmi les patients testés sur le

panel 150 genes, la prévalence du géne dans la littérature est pourtant de 1,2% (13,45).
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I11. Stratégie d’analyse au laboratoire du CHRU de
Lille

Les techniques de séquencage haut débit permettent donc de séquencer un grand
nombre de génes plus rapidement et a moindre codt. Le panel 12 genes a été employé entre
2014 et 2017 et depuis mai 2017, le panel 18 genes est utilisé pour le diagnostic moléculaire
en routine diagnostique. Le panel 18 génes présente 1’avantage d’une analyse des données
plus rapide et I’étude des CNV. De plus, en séquencgant des genes de rétinite pigmentaire et de
maculopathie, il permet d’étudier en une seule technique les phénotypes chevauchants. Le
panel 150 génes n’est réalisé qu’en seconde intention chez des patients dont le diagnostic n’a
pu étre établi. Enfin, le séquencage Sanger est utilisé pour la confirmation de variants
identifiés par le séquencage haut débit.

Le panel 150 genes, en screenant des genes de dystrophies rétiniennes a permis d’élucider des
cas atypiques, mais aucun diagnostic moléculaire n’a pu étre établi chez 2 familles de rétinite
pigmentaire autosomique dominante tres caractérisées sur le plan phénotypigue, nous faisant
suspecter que le gene responsable de la maladie ne soit pas sur notre panel.

Une part importante des rétinites pigmentaires reste inexpliquée dans notre étude et dans la
littérature (28 a 73%). Parmi les génes connus de rétinite pigmentaire, des régions restent
difficiles a séquencer (ORF15) et des variants peuvent étre complexes a identifier car localisés
dans des régions non codantes ou des régions régulatrices. Il existe trés probablement des
genes de rétinites pigmentaires non décrits, le séquencage d’exome ou de génome serait une
bonne stratégie car il couvre plus de régions et met en évidence des variants dans des génes
sans se limiter a un panel restreint, la détection des grands réarrangements et les mutations
introniques profondes. L’analyse d’exomes ou de génomes autorisent aussi la ré-analyse de

données en incrémentant les genes a étudier.
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CONCLUSION

La rétinite pigmentaire est une maladie rare pour laquelle aucun traitement curatif
n’existe a [I’heure actuelle. L’identification de I1’anomalie moléculaire facilite la
compréhension du mécanisme de dégénérescence et permettra probablement d’inclure les
patients dans des essais thérapeutiques dans les années futures.

Notre étude porte sur 625 patients atteints de rétinites pigmentaires de forme dominante
ou liée a I’X et a établi un diagnostic moléculaire chez 33,12% d’entre eux. Nous avons
montré que le séquencage haut débit permet de séquencer un grand nombre de génes pour un
colt réduit. Le grand panel de génes a élucidé des formes atypiques mais 1’interprétation
complexe des variants identifiés ne peut se faire sans une description précise du phénotype.

Enfin une part importante des rétinites pigmentaires reste inexpliquée, probablement liée
a DI’hétérogénéité génétique et aux genes non encore décrits. L’analyse des CNV et
I’amélioration du séquengage de I’ORF15 du geéne RPGR permettront d’augmenter notre
rendement diagnostique, mais dans le cas de familles négatives dont la clinique est tres

évocatrice le recours a I’analyse de I’exome ou du génome semble indispensable.
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ANNEXES

Annexe 1 : Critéres proposés par I’ACMG pour la classification de variant
pathogéne (26)

Evidence of pathogenicity Category
Very strong P51 null variant (nonsense, frameshift, canonical 1 or 2 splice sites, inftiation coden, single o rultiexosn
deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disease
Caveats:

= Boware of genes where LOF is not a known desease mechanism {e.g., GRAP, MYHS)
* Use caution interpreting LOF variants at the extreme 37 end of a gene
# Llse caution with splice variants that are predicted to kead o exon skipping but leave the remainder of the
protedn intact
= Llse caution in the presence of multipts transcripts
Strong P51 Same aming acid change as a previowsly estabished pathogensc variant regardless of nudeotide change
Example:  Val-slew caused by either GeC or G=T in the same codan
Cameal: Beware of changes thal impact splicing rather than at the amino acdfprotein kevel
P52 De novo (both maternity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family history

Mate: Canfirmation of patermity only is insulficient. Egg donation, surrogate motherhood, errors in embryo
tramsher, and so on, can coninbule o nonmatemity.

P53 Well-established i vilro or in vive Turclional studses supportive of a damaging effect on the gene or gene
product

Mate: Funclional studies that have been validated and shown 1o be reproducible and robast ina denical
deagnostic lboratory setling are considered the most well established.

P54 The prevalence ol the vamantin affecled individusals is signiflicantly increased compared with the prevalence
in controls

Mate 1: Relative risk or OR, as oblained from case-conirol studies, s =50, and the confidence interval around
the estimate of relative risk or OR does not ndude 1.0, 5ee the artice for detalled quidance,

Mate 2: In instances of very rare variants where case—control studses may nol reach statistical significance, the
prior obsenation of the wanant in multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absence in
controls, may be used as moderate level of evidence.

Maoderate PM Located ina mutational hot spot andfor critical and well-established functional domain (e.q., active site of
an enzyme) without benign vanation

PhA2 Absent from controls (or at extremely low frequency if recessve) (Table B) in Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium

Caveat: Population data for insertionsédeletions may be poorly called by next-generation sequendng.
PM3 For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant
Mate: This requires lesting of parents (o offspring) o determine phase.
P4 Protein length changes as a result of in-frame deletionsfnsertions in 2 nonrepeat region o stop-loss varants

PMS Mowvel missense change at an aminog acd residue whene a different missense change determined to be
pathogenic has been seen before

Bxarnple: Arg15%6Hs is pathogenic; now you obsene Arg156Cys
Caveal: Beware of changes thal impact splicing rather than at the amino acidfprotein level.
PMIB Assurned de nove, but without confirmation of paternity and maternity
Supporting PP Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene defnitively known to cause the
disease
Mate: May be used as stronger evidence wilh increasing segregation data
PPZ Missense variant in a gene that has a low rate of bemnign missense varation and in which missense variants
are a cormmon mechansm of disease

PP3 Multiple lines of computatonal evidence support a deleterious effect on the gene or gene prodisct
(consenation, evolutionary, splcing impact, etc.)

Cawveal: Because many in silico algonthms wse the same or very similar input for their predsctions, each
algarithm should nat be counted as an mdependent critenon. PP3 can be used only once in any evaluation of
a varant.

PP Patent’s phenotype or famaly history is highly specific for a disease with a single genetic etiology

PPS Reputable source recently reporis vaniant as pathogenic, but the evidence s not available to the laboratory
to perform an independent evaluation

LOK, loss of Tunction; OR, odds ratio.
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Annexe 2 : Criteres proposés par ’ACMG pour la classification de variant

bénin (26)

Evidence of benign
impact Category
Stand-alone BA1 Allele frequency is =5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium
Strong B57 Allele frequency is greater than expected for disorder (see Table 6)
BS? Observed in a healthy adult individual for a recessive (homozygous), dominant (heterozygous), or X-linked
(hemizygous) disorder, with full penetrance expected at an early age
B%3 Well-established in vitro or in vivo functional studies show no damaging effect on protein function or splicing
BS4 Lack of segregation in affected members of a family
Caveat: The presence of phenocopies for common phenotypes (i.e., cancer, epilepsy) can mimic lack of segregation
among affected individuals. Also, families may have more than one pathogenic variant contributing to an autosomal
dominant disorder, further confounding an apparent lack of segregation.
Supporting BP1 Missense variant in a gene for which primarily truncating variants are known to cause disease

BP2 Observed in frans with a pathogenic variant for a fully penetrant deminant genefdisorder or observed in cis with a
pathogenic variant in any inheritance pattern

BP3 In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known function

BPA Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene product (conservation, evolutionary,
splicing impact, etc.}

Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each algorithm
cannot be counted as an independent criterion. BPA can be used only once in any evaluation of a variant.

BPS Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease

BP& Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not available to the laboratory to perform an
independent evaluation

BPJ A synonymous (silent) variant for which splicing prediction algorithms predict no impact to the splice consensus
sequence nor the creation of a new splice site AND the nucleotide is nol highly conserved
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Annexe 3: Combinaison de critéres proposée pour la classification de
variants (26)

Pathogenic {i} 1Verystrong (PVS1) AND
(a) =1 Strong (PS1-PS4) OR
(b) =2 Moderate (PM1-PME) OR

(c} 1 Moderate (PM1-PME) and 1 supporting
{PP1-PP5) OR

{d) =2 Supporting (PP1-PPS)
(i} =2 Strong (P51-P54) OR
{iii} 1 Strong (PS1-PS4) AND

(@)=3 Moderate (PM1-PMe) OR

(b)? Moderate (PM1-PME) AND =2
Supporting (PP1-PPS) OR

(o)1 Moderate (PM1-PME) AND =4
supporting (PP1-PPS)

Likely pathogenic (i} 1 Very strong (PV51) AND 1 moderate (PM1-
PMe) OR

(i} 1 Strong (PS1-P54) AND 1-2 moderate
(PM1-PMEB) OR

(i} 1 5trong (PS1-P54) AND =2 supparting
(PP1-PPS) OR

(v} =3 Moderate (PM1-PMB) OR

(v} 2 Moderate (PM1-PM6E) AND =2 supporting
(PFP1-PPL) OR

{vi} 1 Moderate (PM1-PME&) AND =4 supparting
(PP1-PP5)

Benign (i} 15tand-alone (BA1) OR
(i} =2 Strong (BS1-B54)

Likely benign (i} 1 5trong (BS1-B54) and 1 supporting (BP1
BFTYOR

(i) =2 Supporting (BP1-BPY)
Uncertain (i} Other criteria shown above are not met OR

significance {ii} the criteria for benign and pathogenic are

contradictory
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Contexte : La rétinite pigmentaire (RP) est une maladie rare, caractérisée par une perte
progressive de la vision, pour laquelle plus d’'une cinquantaine de génes ont été identifiés. Le
laboratoire du CHRU de Lille est recours national pour le diagnostic moléculaire de ces
pathologies depuis 2008, et utilise dorénavant le séquencage haut débit (SHD), qui permet
une analyse étendue et non plus séquentielle et partielle des génes. L'objectif de notre étude
est d’évaluer la prévalence des génes responsables de rétinites pigmentaires autosomiques
dominantes et liés a I'’X en France et de comparer quatre stratégies de diagnostic génétique
développées pour leur identification.

Méthode : 625 patients issus de I'ensemble du territoire et atteints de RP ont été analysés
entre 2008 et 2017, tout d’abord par séquencgage ciblé des points chauds mutationnels par
technique Sanger (n=337) puis par séquencage haut débit selon 3 modalités : i) un panel de
12 genes le séquenceur PGM (Life Technologies) (n=193) ii) par un panel de 18 génes
(n=95) et iii) un panel de 150 génes ( n=32) sur séquenceurs lllumina.

Résultats : Un diagnostic moléculaire a été établi chez 33,12% des patients analysés. Les
genes les plus frequemment identifiés sont RHO (10.56%) PRPH2 (4.96%) et RP1 (4%).
Parmi les 265 variants identifiés, 106 n’ont jamais été décrits dans la littérature. Nous
montrons que l'analyse par SHD, bien que permettant I'analyse de toutes les régions
codantes des genes, n‘améliore pas significativement le nombre de diagnostics positifs par
rapport au séquencage ciblé par méthode Sanger. Enfin les grands panels de génes ont
surtout permis d’élucider des formes récessives et atypiques sur le plan phénotypique. Le
SHD offre également 'avantage d’une analyse simultanée d’'un grand nombre de génes pour
un grand nombre de patients a moindre co(t.

Conclusion : Nous rapportons I'analyse de la plus grande cohorte de rétinite pigmentaire sur
le plan international. Ce travail a permis d’identifier un grand nombre de variants non décrits
et de realiser une corrélation génotype/phénotype. Une meilleure connaissance de ces
pathologies et l'identification des génes en cause est un prérequis pour de futures inclusions
de ces patients dans des essais médicamenteux ou de thérapie génique
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