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Liste des abréviations

ACMG : American College of Medical Genetics and Genomics

ADN : Acide Désoxyribonucléique
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AVIESAN : Alliance Nationale Pour Les Sciences De La Vie Et De La Santé
BAM : Binary Alignment Map

BIAP : Bureau International d’Audiophonologie

BOR : Branchio-Oto-Rénal

CA : Conduction Aérienne

CBP : Centre de Biologie Pathologie

CCE : cellules ciliées externes

CCI : cellules ciliées internes

CCMR : Centres de Compétence Maladies Rares

CGH-Array : Hybridation Génomique Comparative sur micro réseau d’ ADN
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CMV : CytoMégaloVirus

CNV : Copy Number Variation

CO : Conduction Osseuse

CRMR : Centres De Référence Maladies Rares

dB : décibel

ddNTP : didésoxyribonucléotide

DFNA : surdité neurosensorielle isolée autosomique dominante

DFNB : surdité neurosensorielle isolée autosomique récessive

DFNM : surdité neurosensorielle isolée mitochondriale

DFNX : surdité neurosensorielle isolée liée a I'X

DFENY : surdité neurosensorielle isolée liée a I'Y

dNTP : désoxyribonucléotides

ECG : électrocardiogramme

FSMR : filieres de santé maladies rares

HCSP : Haut Conseil de la santé publique

HUGO : HUman Genome Organisation
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gPCR : PCR gquantitative ou PCR en temps réel

RCP : Réunion De Concertation Pluridisciplinaire

SAM : Sequence Alignment Map

SAS : Statistical Analysis System

SNV : Single Nucleotide Variant

STHD : Séquencage Tres Haut Débit

USIN : Unité De Soins Intensifs Néonatals

VCF : Variant Call Format

VSI : Variant de Signification Inconnue

WES : Whole Exome Sequencing

WGS : Whole genome Sequencing



INTRODUCTION

|.  Physiologie de I'oreille

A. Le son et 'oreille

Le son se définit comme une onde se déplacant dans la matiére. Ces vibrations
sonores sont caractérisées par une fréquence (en Hz) et par une intensité évaluée en
décibels (dB).

La fréquence correspond au nombre de vibrations par seconde : le son est percu

comme aigu si elles sont nombreuses et graves s’il y en a peu.

Un décibel désigne, quant a lui, la plus petite différence de niveau sonore perceptible

par l'oreille humaine : il différencie un son « fort » d’'un son « faible » (1).

L’oreille est un organe permettant la transmission et la perception des sons. L’oreille
humaine est capable d’entendre les sons situés entre 20 et 20 000 Hz mais elle percoit
les sons a partir de 0 dB (seuil d’audition) et les supporte jusqu’a 130 dB (seuil de
douleur) (2,3).

. Bruits Bruits Bruits Bruits
dB .
0 40 60 90 130

Figure 1: Echelle de niveaux sonores en fonction des intensités en dB

B. Anatomie et fonctionnement de l'oreille

L’oreille est divisée en trois parties : l'oreille externe, l'oreille moyenne et l'oreille

interne.
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Figure 2 : Vue transversale de I'oreille humaine (2)

En bleu, l'oreille externe ; en vert, l'oreille moyenne ; en orange, l'oreille interne

1. L’oreille externe

Les sons arrivent au niveau de I'oreille externe qui est composée du pavillon, partie
visible de l'oreille, et du conduit auditif externe. lls vont ensuite faire vibrer la membrane

tympanique plus communément appelée tympan.

2. L'oreille moyenne

Les vibrations sont transmises a I’oreille moyenne au niveau de la caisse du tympan.
Cette derniére contient la chaine des osselets, les trois plus petits os du corps humain :
le marteau, 'enclume et I'étrier. En réponse a la vibration du tympan, ces os se mettent

en mouvement autour d’'un axe (4).

De nombreux autres éléments interviennent également pour articuler ces osselets : le
ligament antérieur du marteau, le ligament postérieur de I'enclume, le nerf de la corde

du tympan et le tendon du muscle tenseur du tympan (5).

Dans l'oreille moyenne se trouve aussi la trompe d’Eustache qui est un conduit faisant
communiquer la caisse du tympan avec le pharynx. |l permet d’équilibrer des pressions

des deux cotés des tympans (4).
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Figure 3 : Représentation de I’oreille moyenne (6)

1)Tympan 2) Chaine des osselets 3) Trompe d’Eustache 4) Muscle du marteau

3. L'oreille interne

Les vibrations du tympan sont transmises le long de la chaine des osselets jusqu’a la
base de I'étrier pour arriver au niveau de I'oreille interne. Cette derniere est composée

du labyrinthe osseux et du labyrinthe membraneux (5).

Figure 4 : Représentation schématique de I'oreille interne (7)
1-Cochlée 2-Saccule 3-Utricule 4-Ampoule du canal postérieur 5-Ampoule du canal

externe 6-Ampoule du canal supérieur 7-Canal endolymphatique
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a. Lelabyrinthe osseux
Le labyrinthe osseux est composé de périlymphe, un liquide qui vibre sous I'influence
du mouvement de I'étrier. Il est composé de différentes parties :
- Le vestibule jouant un role dans I'équilibre ;
- Les trois canaux semi-circulaires : canal externe ou latéral, canal supérieur ou
antérieur et canal postérieur ;
- Le labyrinthe antérieur comprenant 'ensemble de la cochlée qui a une forme

de limagon, I'aqueduc du limagon et le conduit auditif interne.

La cochlée se divise elle-méme en deux portions : sa portion ascendante est appelée
rampe vestibulaire alors que la portion descendante est appelée rampe tympanique.
Le canal cochléaire situé entre les rampes vestibulaire et tympanique contient un autre
fluide : 'endolymphe. Deux entités flexibles séparent I'endolymphe de la périlymphe :
ce sont la membrane de Reissner et la membrane basilaire. En réponse aux ondes,

elles produisent des vibrations qui se propagent le long de la rampe vestibulaire (5).

b. Le labyrinthe membraneux postérieur et antérieur
Le labyrinthe membraneux postérieur est composé de deux parties : la premiere est
constituée des canaux semi-circulaires et la deuxieme correspond au vestibule

osseux, divisé en saccule et utricule.

Figure 5: Représentation en 3D des différentes parties de I'oreille interne (8,9)

Le labyrinthe membraneux antérieur contient la cochlée qui est un organe creux rempli
d’endolymphe et tapissé de cellules sensorielles ciliées. Ces derniéres sont coiffées
de stéréocils, structures filamenteuses groupées et libres de vibrer et de se plier contre

la membrane tectoriale pour libérer des neurotransmetteurs (5).
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Figure 6 : Photographie en microscopie optique des stéréocils (10)
A gauche : organisation linéaire dans les cellules ciliées internes (CClI) ;

A droite : organisation en W dans les cellules ciliées externes (CCE)

Ces cellules sont disposées le long de la membrane basilaire de facon tonotopique :
celles qui sont a la base de la cochlée réagissent aux sons les plus aigus alors que
celles qui sont a l'apex de la cochlée réagissent aux sons les plus graves. Cet
ensemble vient constituer I'organe de Corti, responsable de la transduction auditive
correspondant a la transformation du mouvement des cellules ciliées en message
électrique. Ce dernier est véhiculé par le nerf auditif vers les régions du cerveau

constituant le cortex auditif (4,5).

Figure 7 : Photographie de I’'organe de Corti au microscope optique (11)

L’ensemble de ces événements est responsable de notre perception acoustique des

sons environnants.
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[I. Surdités héréditaires

A. Epidémiologie des surdités héréditaires

La surdité est le handicap sensoriel le plus fréquent (12). Selon I'Organisation
Mondiale de la Santé, elle touche environ 1 a 2 naissances sur 1000 (12,13) et 1 enfant

sur 700 avant I'age adulte (14). En France, cela représente 800 enfants par an (15).

Les causes de la surdité sont trés variables et ont une origine soit environnementale
soit génétique. Elles ne sont pas toujours faciles a mettre en évidence a cause de la
grande hétérogénéité a la fois clinique et génétique (16). C’est pourquoi de
nombreuses surdités restent encore inexpliquées malgré les différentes explorations

réalisées.

Les derniéres estimations montrent que I'environnement est responsable de 20% a
30% des surdités (17). Elles peuvent étre la conséquence des étiologies suivantes :

- Prématurité,

- Méningites bactériennes (notamment a pneumocoque),

- Anoxie néonatale,

- Embryofcetopathies (par exemple infection a CMV),

- Traumatismes sonores,

- Médicaments ototoxiques (aminosides, furosémide, sels de platine ou

azithromycine).

Entre 60% et 80% des surdités de I'enfant sont expliquées par la génétique (16). Ce
taux est en constante augmentation grace aux nouvelles connaissances et aux
progres techniques. Chez I'adulte, il reste plus compliqué a déterminer mais il est

probablement aussi important (14).

Les progrés techniques et les connaissances croissantes en génétique ont permis
d’identifier de nombreuses formes génétiques de surdité, impliquant plusieurs
centaines de genes différents (18). Ces genes sont répertoriés sur la base de données
Hereditary Hearing Loss Homepage. Cette page spécifique aux surdités héréditaires

est réegulierement mise a jour et disponible gratuitement en ligne (19).

Les modes de transmission génétique sont variés et une nomenclature selon HUGO

Gene Nomenclature Committee Accession permet de classer les surdités.
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Mode de transmission génétique Pourcentage

Surdité de transmission autosomique récessive (DFNB) 7%
Surdité de transmission autosomique dominante (DFNA) 22%
Surdité de transmission liée a I'’X (DFNX) 1%

Surdité de transmission liée a I'Y (DFNY) <1%

Surdité de transmission liée a ’ADN mitochondrial (DFNM) <1%

Tableau 1 : Classification des surdités en fonction de leur mode de

transmission génétique (18)

Les surdités génétiques présentent la particularité d’avoir une relation génotype-
phénotype complexe (20). En effet, un méme gene possede parfois plusieurs modes
de transmission génétique. Il est également possible qu’'un géne soit impliqué a la fois
dans une forme de surdité isolée et dans une forme syndromique incluant une surdité.
Par exemple, le gene SIX1 est impliqué dans une surdité a transmission autosomique
dominante et dans le syndrome BOR. Le géne COL11A2, quant a lui, peut avoir un

mode de transmission a la fois autosomique dominant ou autosomique récessif.

La majorité des surdités d’origine génétique sont des maladies monogéniques (16),
c’est-a-dire qu’un seul gene est responsable de la déficience auditive et la transmission
a la descendance se fait selon le modele Mendélien. C’est pour cette raison qu’il est
important de déterminer le mode de transmission génétique. Le conseil génétique

permet alors d’'informer les familles du risque de récurrence dans la descendance.

Surdités neurosensorielles

70% 20%
Génétiques Extrinséques ou environnementales
30% 70%
Syndromiques Isolées
77% 22% 1%
Transmission Transmission Transmission récessive
autosomique récessive autosomique dominante liee a '’X (DFNX) ou
(DFNB) (DFENA) mitochondriale (DFNM)

Figure 8 : Proportion des facteurs environnementaux et génétiques dans les

surdités neurosensorielles (18)
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B. Sémiologie des surdités

Une surdité doit étre correctement caractérisée afin de cibler les genes a analyser et
faciliter I'interprétation des résultats. Plusieurs criteres permettent ainsi de classifier

les surdités.

1. L’age d’apparition de la surdité et 'dge au diagnostic

La surdité est qualifiée de congénitale lorsqu’elle est détectée dés la naissance. Avant
'age de 3-4 ans, le point d’appel est généralement un retard d’acquisition du langage :
on parle alors de surdité pré-linguale. A 'opposé, la surdité est considérée comme

post-linguale lorsqu’elle est diagnostiquée plus tardivement.

L’age du diagnostic dépend du retentissement sur le développement du langage qui
est lui-méme fonction de la sévérité de la surdité. Un retard de diagnostic et donc de
prise en charge ont de lourdes conséquences dans le développement du langage. Afin
d’éviter cette situation, le dépistage néonatal a été mis en place en France a partir de
2012 (13).

2. La sévérité de la surdité

Selon le Bureau International d’Audiophonologie BIAP (16), la sévérité de la surdité
est définie par le seuil minimal de perception des sons par l'oreille la moins atteinte :
elle est classée de légere a totale (en dB) (21).
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Figure 9 : Classification des surdités selon la perte auditive (22)
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3. Le caractere stable ou évolutif

Dans la plupart des cas, la surdité débute avec une sévérité qui reste constante au
cours du temps mais il est possible d’observer une dégradation plus ou moins
progressive au fil des années. L’évolution de la surdité peut aussi étre fluctuante ou se

faire par poussées.

4. Le mode de transmission génétique

Pour rappel, tous les modes de transmission génétique sont observés dans les
surdités génétiqgues (DFNB, DFNA, DFNX, DFNY, DFNM).

5. Origine du trouble auditif

a. Surdités de transmission
Les surdités de transmission correspondent a une atténuation de I'onde sonore lors
de son passage a travers le conduit auditif externe et I'oreille moyenne (21). Elles
n’excedent pas en général 60dB de perte auditive (séveérité [égére & moyenne) (22).
La grande majorité d’entre elles sont considérées comme acquises, la plupart étant la
conséquence d’otites séreuses (15). La prise en charge consiste en un traitement
médical et/ou chirurgical.

b. Surdités de perception ou neurosensorielle
Dans les surdités de perception, 'onde sonore arrive jusqu'a la cochlée mais la
perception du son est diminuée par une pathologie en aval : il s’agit d’'une anomalie

de la cochlée, du nerf cochléaire ou des voies centrales de I'audition (21).

La gravité de ces surdités est variable, allant de Iégére a totale en fonction des patients
(15). Les surdités de perception sont les plus frequemment rencontrées a la naissance
(22). Lorsque le diagnostic est établi, une consultation génétique est recommandée

afin de réaliser un bilan étiologique.

En termes de traitement, un appareillage est possible dés les trois premiers mois de
vie et I'implant cochléaire dés six mois de vie en cas de surdité profonde. La précocité
de la prise en charge est importante car il a été démontré que la réhabilitation est

optimale quand la chirurgie a lieu avant les 15 premiers mois de vie (15).
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c. Surdités mixtes
Parfois, la surdité est mixte, combinant une surdité de transmission a une surdité de
perception c’est-a-dire associant une anomalie de l'oreille externe ou moyenne avec

une anomalie de l'oreille interne ou du nerf auditif.

6. Surdités syndromiques ou isolées

En fonction des signes cliniques associés, les surdités sont classées en deux groupes :
70% sont des formes isolées non syndromiques et 30% sont des formes syndromiques
associant une surdité a des déficits fonctionnels ou a des malformations (18).

C. Diagnostic de la surdité

Surdité bilatérale

Surdité bilatérale de perception Surdité bilatérale de transmission
Enfant A tout age Enfant A tout 4ge
; Otite Tympan Tympan
Traumatisme s
onoa? séreuse’ normal anormal

Congeénitale?
Malformation Commotion du

de l'oreille? labyrinthe? Otospongiose ~ Séquelle otite
Séquelle Presbyacousie Traumatisme chronique?
infectieuse? précoce? chaine Otite
Maladie Génétique avec ossiculaire? ghrclam.qug
génétique? évolution ou Blocage évolutive’
révelation localisé? Perforation
tardive? (Syndrome de typanique
House) traumatique?

Figure 10 : Arbre diagnostique d’une surdité bilatérale (21)

1. Dépistage précoce de la surdité permanente néonatale.

a. Mise en place
Motivés par lirréversibilité des séquelles verbales engendrées par la surdité, un
groupe de travail de 'HAS (Haute Autorité de Santé) et un programme financé par la
Caisse Nationale d’Assurance Maladie ont été formés en 2004 afin de discuter de
l'intérét d’'un dépistage néonatal systématique dans les maternités. Le but de celui-ci
est de favoriser un diagnostic et une prise en charge plus rapides de la surdité

congénitale bilatérale (23). Suite a ce programme, est apparu I'arrété du 23 avril 2012,
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proposant le dépistage néonatal chez tous les nourrissons a 24 heures de vie et au
plus tard avant la fin du troisieme mois de vie. En effet, une prise en charge avant I'age
de six mois permet d’améliorer l'acquisition du langage et les capacités de

communication de I'’enfant.

Avec ce dépistage, environ 1% a 2% des nouveau-nés présentent une réponse
anormale. Une vérification dans un centre de référence de diagnostic a lieu avant 'age
d’'un mois. Une fois confirmée, la surdité est explorée et caractérisée par des examens
complémentaires. Le dépistage précoce de la surdité permanente en période
néonatale a ainsi fortement contribué a I'augmentation des demandes d’analyse

moléculaire des principaux genes impliqués par séquencage haut débit (NGS).

b. OEA ou PEAA ?
Deux méthodes de dépistage de la surdité néonatale sont disponibles a ce jour: les
oto-émissions acoustiques OEAs ou les potentiels évoqués auditifs automatisés
PEAAs. La simplicité de ces examens leur permet d’étre réalisés en 15 a 30 min par
les sages-femmes, les puéricultrices ou les aides-soignantes. lls sont effectués pour

chaque oreille et les résultats sont exprimés en réponse binaire (15).

Les OEAs peuvent étre spontanés ou provoqués par une stimulation du conduit auditif
externe. De faibles émissions sonores réflexes au niveau des cellules ciliées externes
(CCE) sont alors enregistrées pour obtenir les OEAs. Elles sont considérées comme
absentes a partir d’'une perte d’audition supérieure a 30 dB. les faux négatifs sont
extrémement rares (15) mais de nombreux nourrissons doivent étre tester une

seconde fois a cause du taux élevé de faux-positifs (13).

Les PEAAs correspondent a I'enregistrement de I'activité électrique de la cochlée et
du nerf auditif. La stimulation se fait par des clics de 35 dB sur des fréquences aigues
entre 2000 et 4000Hz (15). Au-dela de ces seuils, aucune réponse ne sera enregistrée.
Contrairement aux OEAs, cette technique présente I'avantage d’étre plus fiable et
donc de ne pas avoir a recourir a de nhombreuses confirmations (<1%). Elle permet
aussi de localiser I'atteinte auditive responsable de la surdité. Cependant, son co(t
initial continue a étre relativement élevé a cause du prix des consommables. De plus,
elle ne permet pas de réaliser une étude de I'audition fréquence par fréquence et ne

prend pas en compte les fréquences graves. Elle reste malgré cela aujourd’hui
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'examen de choix dans les services de néonatalogie et dans les services de

réanimation (15).

2. Pendant I'enfance

En France, l'audition est surveillée par des examens cliniques prévus sur le carnet de

santé: a 4 mois, a 9 mois, a 24 mois puis a 4 ans (13).

Des 6 mois de vie, une surdité est évoquée devant I'absence de réaction aux bruits,
'absence d’orientation vers la source sonore ou en cas de troubles du comportement
(agressivité, anxiété, apathie). Jusqu’a I'dge de 2 ans, la surveillance de I'audition se
fait par le réflexe d’orientation investigation. Le principal point d’appel reste cependant
le retard d’acquisition de la parole. Entre 2 et 4 ans, on utilise le test de désignation
et/ou la répétition a voix moyenne. Apres cet age, les audiometres de dépistage
deviennent possibles, accompagnés ou non du test de désignation ou de la répétition

sans lecture labiale (15).

Une surdité évolutive est suspectée en cas de dégradation du langage. Si des

antécédents familiaux sont signalés, une surveillance accrue est recommandeée (17).

3. Audiomeétrie tonale et audiogramme

La réalisation d’'une audiométrie tonale est nécessaire pour quantifier le type et le
degré de sévérité de la surdité. C’est 'examen le plus simple pour mesurer 'audition
d’un individu. Pour cela, le patient est isolé avec un casque dans une cabine et chaque
oreille est testée séparément pour chaque fréquence (de 125 a 8000 Hz et jusqu’a 120
dB) (24).

Les PAM ou pertes audiométriques moyennes en dB sont mesurées et reportées sur
'audiogramme en fonction des fréquences en Hz (22). Ces seuils auditifs sont définis
a la fois en conduction aérienne et en conduction osseuse. La conduction osseuse
évalue l'oreille interne et le nerf auditif. Un vibrateur est placé sur la mastoide pour
stimuler directement la cochlée. La conduction aérienne, quant a elle, mesure

'ensemble de l'oreille (externe, moyenne, interne et nerf auditif).
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Figure 11 : Comparaison d’audiogrammes des différentes formes de surdité.

Courbe noire = conduction osseuse ; courbe blanche = conduction aérienne (25)

Surdités isolées, syndromiques ou neuropathies
auditives

A. Surdités non syndromigues ou isolées

Selon le site Hereditary Hearing Loss Homepage, 121 genes sont impliqués dans les

formes non-syndromiques de surdité,

dont 49 possédant une transmission

autosomique récessive, 76 une autosomique dominante et 5 liée a I'’X (19).

De nombreux genes sont impliqués dans les surdités non syndromiques. Une

classification en fonction de leurs loci a été établie (16) :

64 DFNA, numérotées de DFNA-1 a DFNA-64 (20%)
95 DFNB, numérotées de DFNB-1 a DFNB-95 (75%)
5 DFNX, numérotées de DFNX-1 a DFNX-5 (2-5%)
7 DFNM, numérotées de DFNM-1 a DFNM-7 (1%)

DFNY

39



1. Formes isolées a transmission récessive

Les formes de surdité isolée touchent 1,33 naissance pour 1000 (26). Chez les enfants
agés de 5 ans, ce chiffre augmente a 2,7 enfants sur 1000 (26). Elles sont
généralement pré-linguales, stables et de gravité sévere a profonde (27) (tableau

récapitulatif en annexe 1).

a. DFNB1 (MIM #220290)
La surdité autosomique récessive de type DFNB1 (MIM#220290) est la forme la plus
couramment retrouvée parmi les surdités génétiques. Elle est freguemment causée
par la variation ¢.35delG du géne GJB2 (Gap Junction protein Beta 2, 26kDa) se

situant au locus 1312 et contenant deux exons dont seul le deuxieme est codant.

GJB2 code pour la connexine 26, une protéine transmembranaire s’assemblant en
hexameres pour former des connexons. Ces derniers constituent des jonctions
communicantes entre les cellules de la cochlée et permettent la circulation des ions
potassium. Plus rarement, c’est le gene GJB6 qui se trouve a proximité du gene GJB2
qui est impliqué via de grandes délétions.

En France, cette surdité concerne environ 60% des surdités non syndromiques

congénitales autosomiques récessives dont 30% a 40% concernant des cas

sporadiques, c’est-a-dire les patients sans antécédents familiaux (16).

Cliniguement, il s’agit d’une surdité neurosensorielle congénitale, avec une
prédominance sur les fréquences aigués et stable pour deux tiers des cas (17). Elle
est bilatérale et de gravité sévere ou profonde (16). Les courbes audiométriques sont
plates ou descendantes (20). Il n’y a pas de malformations au niveau de l'oreille

interne, les épreuves vestibulaires et le scanner des rochers sont normaux (16).

Au niveau génétique, la délétion récurrente c.35delG induit la synthése d’une protéine
tronquée. Elle représente prés de 70% des variations du géne GJB2 détectées en
France (16). Ce phénoméne peut s’expliquer par la forte prévalence des porteurs
hétérozygotes dans la population générale européenne :, elle est estimée entre 2,5%
et 4% en France, en Espagne et en ltalie (20). Ce pourcentage dépend des ethnies
composant les pays : il est beaucoup plus faible dans d’autres pays européen et il est

proche de zéro en Asie.
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Une détection de cette délétion a été mise en place en routine devenant ainsi I'un des
tests moléculaires les plus prescrits. En effet, cette analyse est assez simple a réaliser
car le géne GJB2 ne contient que deux exons. De plus, elle posséde un taux diagnostic
relativement élevé (28). Lorsqu’il est positif, cet examen affirme I'origine génétique de
la surdité et le patient est informé sur le risque de récurrence et le faible risque
d’aggravation. Il permet également de préciser un mode de transmission lorsque celui-
ci n’est pas évident. Lorsqu’il est négatif, des investigations plus larges peuvent étre
menées via I'analyse par NGS des panels de géenes ou de 'exome WES (Whole
Exome Sequencing).

b. DFNB4 (MIM #600791)
Le deuxieme géne le plus fréquemment mis en cause dans les surdités récessives
isolées est le géne SLC26A4 (historiguement PDS) codant pour la protéine pendrine.
Cette forme de surdité est appelée DFNB4 et est retrouvée dans 5% a 6% des cas de
surdité. Elle ressemble tres fortement au syndrome de Pendred car elle touche le
méme gene mais ne provoque pas d’atteinte thyroidienne. La surdité peut avoir une

évolution progressive ou fluctuante (16).

Il'y a généralement une malformation de l'oreille interne de type dilatation de 'aqueduc
du vestibule et/ou une dilatation cochléo-vestibulaire, appelée « malformation de
Mondini » (16) : I'imagerie des rochers est fondamentale pour poser le diagnostic car
elle oriente le diagnostic génétique. 40% des surdités associées a une malformation
de l'oreille interne sont en effet expliqguées par des variations dans le géne SLC26A4
(29). 4 variants sont frequemment mis en évidence : L236P, T416P, E384G et
IVS8+1G>A (30).

Figure 12 : Tomodensitométrie avec présence d’une dilatation de I'aqueduc du

vestibule a gauche, absente a droite (31)
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c. DFNB9 (MIM #601071)

Les variations dans le géne OTOF codant pour I'otoferline sont aussi couramment
retrouvées, notamment la variation Q829X en Espagne (20). Ce gene est impliqué
dans le trafic vésiculaire présynaptique des cellules ciliées interne. Il fut longtemps
considéré comme une cause majeure des neuropathies auditives. Aujourd’hui certains
le considére comme impliquée dans des « fausses neuropathies auditives » car
l'implant cochléaire semble tout a fait fonctionner lorsque le géne OTOF est touché.

Elles sont responsables d’une surdité pré-linguale, de gravité sévere a profonde.
Malheureusement, cette forme de surdité est diagnostiquée tardivement car elle
présente la particularité de conserver les OEAs durant les premiéres années de vie.

Elle n’est donc pas mise en évidence lors du dépistage néonatal.

d. DFNB2 (MIM #600060)
Le gene MYOT7A est a la fois exprimé au niveau de l'oreille interne et de la rétine. Ce
gene fait parti de ceux ayant une transmission autosomique récessive ou autosomique
dominante (DFNA1l et DFNB2). La surdité est pré- ou post-linguale, profonde et
stable. Elle est parfois accompagnée d’une rétinite pigmentaire, impliquant le géne
MYQO7A dans le syndrome d’Usher.

e. DFNB3 (MIM #600316)
MYO15A code pour une protéine associée a la whirlin (codé par WHRN) qui
permettant I'élongation des stéréocils. La surdité est de transmission autosomique

récessive (DFNB3), pré-linguale, sévere a profonde et stable.

f. DFNB16 (MIM #603720)
Les variations dans le géne STRC sont connues pour étre responsables d’'une surdité
pré-linguale, stable et touchant les fréquences aigles. La délétion compléte du géne
est tres fréquente : elle est retrouvée a 1,6% a I'état hétérozygote dans la population
générale européenne (18). Lorsque la délétion emporte avec elle le géne CATSPER?2,
les hommes souffrent alors du syndrome de surdité-infertilité masculine.

g. DFNB18 (MIM #614945), DFNB22 (MIM #607039) et DFNB28

(MIM #609823)

Ces trois formes de surdité se manifestent avant I'apparition du langage. Elles sont
plutét modérées si les variations touchent le gene OTOG (DFNB18), séveres si elles
sont situées sur OTOA (DFNB22) et jusqu’a profonde lorsque TRIOBP (DFNB28) est

en cause. Des troubles vestibulaires ont aussi été rapportés dans la surdité DFNB18.
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Gene Phénotype associé Particularités du phénotype

GJB2 DFNB1 ou DFNA3  Code pour la connexine 26 (CX26)

Surdité congénitale, sévere ou profonde,
stable et touchant les fréquences aigiies

Pas de malformations de l'oreille

MYOT7A DFNB2 ou DFNA11 Localisée dans les épithéliums pigmentaires,

ou USH1B cochléaires et vestibulaires
Surdité pré- ou post-linguale, profonde, stable
MYO15A DFNB3 Protéine associée la whirlin (geéne WHRN)

impliquée dans I'élongation des stéréocils
Surdité pré-linguale, sévere a profonde, stable

SLC26A4 DFNB4 ou syndrome Surdité pré- ou post-linguale progressive ou
de Pendred fluctuante

Variants fréquents : L236P, T416P, E384G et
IVS8+1G>A

Présence d’une malformation de Mondini

OTOF DFNB9 Surdité pré-linguale, sévere a profonde, stable
OEA conservées les premieres années de
vie et implant cochléaire efficace : pseudo-NA
STRC DFNB16 Protéine située dans CCE de l'oreille interne

Surdité dans I'’enfance, stable, touchant les
fréquences aigles

Si délétion de CATSPERZ2, surdité + infertilité

masculine = syndrome deafness-infertility
OTOG DFNB18 Code pour I'otogéline

Surdité pré-linguale et modérée

Troubles vestibulaires

OTOA DFNB22 Surdité pré-linguale, modérée a sévere

TRIOBP DFNB28 Surdité pré-linguale, sévere a profonde

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des principales formes de surdités isolées a

transmission récessive

2. Formes isolées a transmission dominante

Les formes a transmission génétique autosomique dominante sont quant a elles plutét

post-linguales et évolutives (tableau récapitulatif en annexe 2).
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Dans ce type de transmission, les courbes d’audiométrie sont parfois caractéristiques
d’'un géne : c’est notamment le cas avec les anomalies du gene TECTA qui donnent
des courbe « en cupule ». Les liens entre courbe audiométrique et gene impliqué sont
répertoriés sur le site « AudioGene v4 : Audioprofiles » et permettent d’orienter la

recherche génétique (32).

La surdité DFNA2 (MIM #600101) impliquant les génes KCNQ4 ou GJB3 est la forme
la plus fréquente de surdité isolée autosomique dominante. Ce géne est impliqué dans
un canal potassium voltage dépendant au niveau des cellules ciliées externes. Les
variations faux-sens induisent un effet dominant négatif alors que les délétions
provoquent plutét une haplo insuffisance (30). La surdité débute sur les fréquences
aigués entre 1 an et 30 ans (20). Elle progresse ensuite avec une perte d’environ 1 dB

par année avec la présence d’acouphénes (17).

Gene Phénotype Particularités du phénotype
KCNQ4 DFNA2 Surdité dans la premiere décennie
GJB3 Touchant les fréquences aigles

En moyenne, perte d’'un dB par an

MYH14 DFNA4 Surdité pré-linguale, progressive, Iégere a modérée
MYO6 DFNA22  Surdité dans la premiere décennie, progressive,
ou touchant toutes les fréquences

DFENB37  parfois associée a une cardiomyopathie hypertrophique

TECTA DFNA 8/12 Impliquée dans la structure de la membrane tectoriale

ou Surdité dans la premiére décennie, de sévérité
DFNB21 moyenne, stable ou progressive, touchant les
fréquences aigles

COCH DFNA9 Cochline située dans la matrice extra-cellulaire de la
cochlée

Surdité débutant a 'adolescence sur fréquences aigues

Progresse de 3-4dB par an jusqu’a toucher toutes les
fréquences et devenir profonde a 60ans

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des principales formes de surdités isolées a

transmission dominante

3. Forme isolée liée a I'’X : DENX2 (MIM #304400)

Le géne POU3F4 code pour un facteur de transcription intervenant dans la

morphogenese (20). Il est responsable de la forme la plus retrouvée dans les surdités
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isolées liées au chromosome X. Elle concerne 0,5% des surdités sévéres de I'enfant
(17). Chez les hommes, elle donne une surdité mixte, de gravité sévere a profonde,
rapidement progressive, débutant durant I'enfance et associée a une dysfonction

vestibulaire. Les femmes souffrent éventuellement d’une surdité mixte isolée.

L’imagerie des rochers montre une dilatation du conduit auditif interne et de la partie
cochléo-vestibulaire ainsi qu’'une disparition du modiolus (9) (noyau central de la
cochlée). Il existe un risque de geyser massif du périlymphe provoquant une cophose
(16). La chirurgie de stapédectomie est donc contre-indiquée dans cette forme

particuliére et le traitement consiste a la pose d’un implant cochléaire (17).

D’autres génes situés sur le chromosome X peuvent également étre responsables de
surdités lorsqu’ils sont touchés par une anomalie : AIFM1 (DFNX5), COL4AG,
GPRASP2, PRPS1, SMPX et TBL1X (voir annexe 3).

B. Surdités syndromiques

Plus de 500 syndromes incluant une surdité ont a ce jour été décrits (14). Le diagnostic
est principalement basé sur les symptéomes cliniques mais la biologie moléculaire est
un argument qui conforte le clinicien. Cependant, un syndrome peut avoir plusieurs
loci associés et les signes cliniques décrits sont parfois peu constants et peu

spécifiques (annexe 4).

1. Syndrome d’Usher

Le syndrome d’Usher se caractérise par une surdi-cécité précoce et évolutive: il
associe une surdité congénitale avec une rétinite pigmentaire (33). Des troubles
vestibulaires (troubles de I'équilibre) sont également fréquemment rapportés. Le signe

d’appel est généralement un trouble de la vision nocturne.

Il existe 3 principaux types de syndrome d’USHER : ils sont tous de transmission
autosomique récessive. Cependant, les genes impligués sont différents donnant des
phénotypes hétérogenes (34).

Le traitement consiste a poser précocement un implant cochléaire bilatérale afin de
permettre a I'enfant de développer un langage le plus t6t possible. (16)

Une base de données appelée Ushbase répertoriant tous les variants classés

pathogenes et impliqués dans le syndrome d’Usher est accessible depuis 2005 (35).
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- Typel

Il représente un peu moins de 40% des cas et se caractérise par une altération
vestibulaire marquée, une surdité congénitale bilatérale profonde et des signes
oculaires apparaissant avant I'age de 20 ans (33). Un syndrome d’Usher de type | est
suspecté chez tout enfant souffrant d’une surdité associé a un retard d’acquisition de
la marche supérieur a 18 mois (20). L’électrorétinogramme est alors le seul examen
prouvant I'absence de rétinite pigmentaire (16).

Au niveau génétique, cing genes peuvent étre impliqués : MYO7A, USH1C, CDH23,
PCDH15, USH1G ainsi que le locus USH1E.

- Typell
Il concerne prés de 60% des patients et peut étre causé par les genes USH2A, GPR98
(ADGRV1) et DFNB31 (WHRN) (33). Il donne une surdité congénitale de gravité
moyenne a sévere, stable, mais sans trouble vestibulaire. En comparaison au type |,

la rétinite pigmentaire arrive plutot vers I'age de 30 ans.

- Typelll

Il est le plus sévere mais le moins fréquent (moins de 3% des cas) (33). Les
symptomes apparaissent a I'adolescence voire plus tardivement avec une surdité
modérée et progressive avec ou sans trouble vestibulaire et une rétinite pigmentaire
progressive pouvant évoluer jusqu’a la cécité. Le géne impliqué dans cette forme
s’appelle CLRNL1.

2. Syndrome Branchio-Oto-Rénal (BOR)

La surdité est ici associée a des anomalies de I'oreille externe avec notamment des
oreilles mal ourlées ou des enchondromes. Des anomalies de I'oreille moyenne ou de
I'oreille interne sont également parfois observées. La surdité peut donc étre a la fois
transmissionnelle, neurosensorielle, ou mixte. Le développement anormal des arcs
branchiaux durant 'embryogenése a pour conséquence la présence de fentes, de

fistules préhélicéennes ou de kystes branchiaux a la naissance (16).

Une échographie rénale permet d’objectiver les anomalies pouvant étre responsables
d’'une insuffisance rénale chronique : malformation de I'arbre urinaire, hypoplasie ou
ageneésie rénale, dysplasie rénale ou encore kystes rénaux. Lorsque ces anomalies
sont séveres et dépistées durant la grossesse, elles constituent une indication pour

une interruption volontaire de grossesse (20).
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Figure 13 : Photographies d’anomalies de I'oreille externe (36)

Les genes responsables de ce syndrome BOR sont EYAL sur le chromosome 8 ou
SIX1 sur le chromosome 14. La transmission génétique se fait selon un mode

autosomique dominant et I'expressivité intra-famille et inter-famille est tres variable.

3. Syndrome de Pendred

La surdité de perception engendrée par ce syndrome est souvent d’origine cochléaire,
pré-linguale, de séveérité variable et évolutive (37). La surdité n’est pas profonde
d’emblée mais des paliers d’aggravation brutale suivis de phases de récupération
souvent partielles entrainent un handicap conséquent et des angoisses pour le patient
(16). Un défaut de transport de I'iode au niveau de la glande thyroide cause I'apparition

d’un goitre a I'adolescence (20). Des troubles de I'équilibre sont également décrits.

L’imagerie des rochers montre des anomalies morphologiques de l'oreille interne avec
une dilatation de l'aqueduc du vestibule et une cochlée incompléte de type

malformation de « Mondini » uni- ou bi-latérale (16).

Ce syndrome se transmet sur un mode autosomique récessif. Il est causé par des
variations dans le gene SLC26A4 sur le chromosome 7, codant pour la pendrine et

également responsable de la forme de surdité autosomique récessive DFNB4 (37).

4. Syndrome de Waardenburg

Ce syndrome est la cause la plus fréquente de surdité syndromique a transmission
autosomique dominante. Il est cependant trés hétérogene, aussi bien sur le plan

clinigue que génétique (38).

La surdité de perception est unilatérale ou bilatérale, pré-linguale, stable et profonde

dans 35% des cas (20). Des anomalies génétiques provoquent I'absence de
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mélanocytes, les cellules synthétisant les pigments. C’est pourquoi les patients
présentent souvent des anomalies de pigmentation : meche de cheveux blancs
frontale, cheveux blancs avant 'age de 30 ans, hétérochromie irienne, yeux vairons
ou d’un bleu tres clair, taches de dépigmentation cutanée (16,38). Des dysmorphies
faciales sont également observées : dystrophie des canthi internes, synophris, racine

du nez proéminente ou hypoplasie des ailes du nez (16,38).

Figure 14 : Patients présentant un syndrome de Waardenburg (39)

Il existe 4 grands types de syndrome de Waardenburg :

- Typel
Il est causé par des variations du gene PAX3 situé sur le chromosome 2 et codant
pour la protéine PAX3 (paired box protein). Il est caractérisé par la présence d’'une

dystopie des canthi (40).

- Typell
Il n’'y a pas de dystopie canthale mais I'hypoacousie et I'hétérochromie irienne sont
plus largement présentes. Le type Il est principalement expliqué par des variations
dans les génes MITF, SNAI2 et SOX10 (41).

- Typelll

Il est le plus rare et se caractérise par la présence d’anomalies des membres, en plus
des autres symptémes classiques du Waardenburg. Les variations dans le géne PAX3

sont également impliquées dans cette forme (42).
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- TypelV
Le type IV concerne les formes associant un syndrome de Waardenburg avec un
syndrome de Hirschsprung. Ce dernier se définit comme un trouble congénital de la
motilité intestinale causé par une absence de ganglion dans le c6lon terminal. Cette

anomalie implique les génes EDNRB et EDN3.

5. Syndrome de Stickler

Ce syndrome correspond a une atteinte du tissu conjonctif provoquant une arthro-
ophtalmopathie héréditaire progressive (43). Le patient présente des manifestations
oculaires avec une forte myopie, une cataracte précoce et parfois un strabisme. lly a
également des anomalies oro-faciales avec une séquence de Pierre Robin plus ou
moins complétes et des problemes ostéoarticulaires. La surdité n’est pas toujours

présente et sa sévérité est variable (20).

Le syndrome de Stickler est causé par des anomalies des chaines a du collagéne. Le
type 1 est causé par le gene COL2A1 et le type 2 par COL11A1. Des variations dans
le gene COL11A2 donne le type 3 qui se caractérise par une absence d’atteinte

oculaire (43).

Il est en général de transmission autosomique dominante. De rares formes
autosomiques récessives ont été décrites, impliqguant les genes COL9A1l et de
COL9A2.

6. Syndrome d’Alport

Le syndrome d’Alport se caractérise principalement par des anomalies rénales avec
I'apparition d’'une hématurie microscopique puis macroscopique (20). Il y a également
une protéinurie, signe de glomérulopathie. L’évolution est progressive jusqu’a atteindre
le stade d’insuffisance rénale terminale a un age estimé entre 30 ans et 50 ans (16).
Chez les garcons, les formes sont plus séveres avec une hématurie microscopique
dés I'age de 3 ans alors que les filles présentent des formes plus atténuées avec une
hématurie microscopique qui n'apparait qu’autour de 9 ans. Le diagnostic se fait a
partir d’'une biopsie rénale qui permet l'observation de la membrane basale

glomérulaire en microscopie électronique.

La surdité est en général d’origine cochléaire, post-linguale et progressive pendant la

premiere décennie. Des anomalies oculaires ont également été rapportees.
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L’expression phénotypique de ce syndrome est variable et le mode de transmission
génétique est différent en fonction du géne impliqué : les variations du géne COL4A5
codant pour la chaine alpha 5 du collagene IV seraient responsables des formes a

transmission liée a I’X, soit environ 80% des cas.

Concernant les modes de transmission autosomique récessif (15% des cas) et
autosomique dominant (5% des cas), ils seraient dus a des mutations dans les génes
COL4A3 et COL4A4 codant respectivement pour les chaines alpha 3 et 4 du collagéne
de type IV (44). Ces formes patrticulieres touchent aussi séverement les filles que les
gargons.
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Syndromes de transmission autosomique récessive

Genes impliqués Type de surdité Autres signes cliniques
Syndrome d’USHER

Type | : MYOT7A,
USH1C, CDH23, Congénitale, profonde et
PCDH15, USH1G, stable
USHI1E Rétinite pigmentaire évolutive et

troubles de I'équilibre (retard

Type 1l : CPR98 et Congeénitale, moyenne a d’acquisition de la marche)

DFNB31, USH2A séveére, stable
_ Evolution progressive a
Type il - CLRN1 partir de I'adolescence
Syndrome de Pendred
Pré-linguale, sévérité Goitre thyroidien, troubles de
SLC26A4 variable et évolution par I'équilibre, malformation de
paliers Mondini

Syndrome de Jervell et Lange Nielsen

KCNQ1 ou KCNE1 Congénitale et profonde Allongement QT, mort subite

Syndromes de transmission autosomique dominant
Syndrome BOR

Anomalies de l'oreille externe et
des arcs branchiaux, anomalies
rénales

Surdité de transmission,

SRUS C S de perception ou mixte

Syndrome de Waardenburg
Types | et lll : PAX2 Anomalies de la pigmentation

Pré-linguale, stable N .
g (cheveux blancs, hétérochromie

Type Il : MITF,
sKll?Mz, SOX10 et profonde irienne) et dysmorphie faciale
Syndrome de Stickler
Type | : COL2A1 Arthro-ophtalmopathie
Type 11 : COL11A1 Sévérité variable
Type IIl COL11A2 Type lll : pas d’atteinte oculaire

Syndromes a transmission génétique variable : syndrome d’Alport

Lié a I'X : COL4A5
] Auto_somique Post-linguale Anomalies rénales (protéinurie)
recessif : COL4A3 Progressive +/- oculaires

Autosomique
dominant : COL4A4

Tableau 4 : Principaux syndromes impliquant une surdité neurosensorielle
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C. Neuropathies auditives (NA)

1. Définition

Les neuropathies auditives, appelées également désynchronisations auditives, sont
des formes particuliéres de surdité, caractérisées par une désynchronisation des influx

nerveux au niveau du nerf cochléaire (45).

Ce phénoméne est la conséquence d'une atteinte sélective des cellules ciliées
internes CCI ou de la synapse entre ces CCI et le nerf cochléaire. Il est également
possible d’observer une atteinte du nerf auditif, des neurones du ganglion de Corti ou

encore des voies auditives du tronc cérébral.

2. Epidémioloqie

Chez les personnes atteintes de déficience auditive, la prévalence de ces
neuropathies auditives est estimée entre 4 et 11 % des surdités congénitales. Selon
la HAS, elle serait dix fois plus importante chez les enfants ayant effectué un séjour

en unité de soins intensifs néonataux USIN (13).

Cependant, la méconnaissance clinique et le manque de systématisation des tests

objectifs laissent penser que cette prévalence est aujourd’hui fortement sous-estimée.

3. Principaux genes impligués

Parmi les patients atteints de NA, 8 sur 10 présentent des polyneuropathies,
majoritairement des atrophies optiques, traduisant un phénoméne de dégradation

neuronale périphérique plus générale.

Tout comme dans les surdités « classiques », les neuropathies auditives sont divisées
en neuropathies auditives syndromiques ANSD (auditory neuropathy spectrum
disorder) et en neuropathies auditives isolées appelées NSAN (non-syndromic

auditory neuropathy).

La forme syndromique la plus décrite est la maladie de Charcot-Marie-Tooth
impliquant le géne MPZ ou CMT1 (myelin protein zero). Ce syndrome de transmission
autosomique dominant est défini comme étant une neuropathie héréditaire sensitivo-

motrice. Il est associé a une atrophie optique et touche les gaines de Schwann.

Le syndrome de Mohr Tranebjaerg-Jensen est caractérisé par une neuropathie
congénitale profonde et une atrophie optique sévere et progressive dés I'adolescence.
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Des troubles comportementaux et psychiatriques, un retard des acquisitions et des
neuropathies périphériques ont également été décrits. Ce syndrome touche les

hommes car il est causé par le géne TIMMB8A, situé sur le chromosome X.

Dans les formes isolées, le gene de l'otoferline OTOF peut étre impliqué via son
implication dans le transport des vésicules pré-synaptiques dans les CClI (locus DFB9).

Il possede une transmission autosomique récessive.

Au niveau mitochondrial, le géne OPA1 codant pour une protéine membranaire est
aussi responsable de neuropathie auditive associée a une atrophie optique. Le mode
de transmission décrit est de type autosomique dominant. TMEM126A codant pour
une protéine transmembranaire est impliqué dans les neuropathies auditives de
transmission autosomique récessive associée a une atrophie optique plus précoce et
plus sévere que celles causées par les variations dans OPAL. Enfin, sept familles ont
été décrites avec des variations dans le gene FDXR qui intervient dans 'homéostasie
du fer. Elles présentent des neuropathies auditives autosomiques récessives plus ou
moins associées a une atrophie optique. A cause du dysfonctionnement mitochondrial,
des cardiopathies et des neuropathies périphériques ont également été rapportées
pour OPA1l, TMEM126A et FDXR.

4. Diagnostic et prise en charge

La suspicion de NA commence généralement par des résultats paradoxaux entre
'audiométrie vocale et 'audiométrie tonale. En effet, les otoémissions acoustiques
spontanées et provoquées (OEAP) sont normales, preuve que les cellules ciliées
externes sont fonctionnelles. Par contre, les potentiels évoqués auditifs précoces
(PEAP) sont tres altérés voire absents. Cela signifie que les patients distinguent
correctement les sons ambiants mais leur compréhension du langage est altérée. Les
scores d’intelligibilités sont donc toujours plus dégradés que ce que laissent penser

les seuils obtenus en audiométrie tonale.

Du fait des étiologies trés variables, les caractéristiques cliniques des surdités liées
aux neuropathies auditives sont extrémement hétérogénes : hypoacousie de
perception de sévérité variable allant de 1égére a profonde, généralement bilatérale
(mais des neuropathies auditives unilatérales ont déja décrites dans la littérature),
prédominant sur les fréquences graves avec des niveaux de seuil fluctuants selon les

tests et évoluant dans le temps.
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Les appareils auditifs conventionnels sont rarement efficaces et I'implant cochléaire ne
fonctionne que s’il permet de renforcer le synchronisme des neurones auditifs. Il faut

donc que ces derniers soient indemnes afin de répondre correctement a la stimulation

électrique.

IV. Le Séquencage geneétique

A. De la découverte de I’ADN au séguencage haut débit

1. La « révolution ADN »

1869: 1977: 1990: 1995: 2000: 2005:

Friedrich Miescher  Frederick Sanger, Allan ~ The Human First genome of an Genome of the fruit  Advent of high-

discovers nuclein Maxam and Walter Genome Project organism decoded: fly sequenced throughput
Gilbert pioneer officially begins Haemophilus sequencing
DNA sequencing influenzae

1953: 1985: 1994: 1999: 2003:
Watson and Crick Kary Mullis Detailed human Publication of the ~ Human Genome Project:
describe the double- develops PCR genome map with  first sequenced sequencing completed
helix structure of DNA 5840 loci human

chromosome

Figure 15 : Frise chronologique de la « révolution ADN » (18)

Les premiéres notions d’hérédité ont été pour la premiere fois rapportées par Gregor
Mendel et ses petits pois (46). Il donne ainsi son nom aux lois mendéliennes, encore

utilisées aujourd’hui pour décrire les modes de transmission des maladies héréditaires.

L’histoire de la génétique se poursuit par la mise en évidence d’une substance
inconnue présente dans les leucocytes et appelée nucléine par Friedrich Miescher en
1869 (47). A partir de ce moment, les découvertes sur TADN humain se multiplient :

Walther Flemming initie I'étude des chromosomes, Wilhelm Johannsen invente le mot
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« géne » et les notions de « phénotype » et de « génotype » (48). La structure en
double hélice de 'ADN a ensuite été mise en évidence en 1953 par le britannique
Francis Crick et 'américain James Watson (49). Ces derniers préciseront par la suite

'ensemble de la structure chimique sucres-phosphates de '’ADN.

Les premiéres véritables analyses de cytogénétiques deviennent possibles en 1959
avec la découverte de limplication des chromosomes humains en pathologie,
notamment dans le syndrome de Down (plus couramment connu sous le nom de

trisomie 21).

En 1977, Frederick Sanger, Allan Maxam et Walter Gilbert réalisent une avancée
majeure en mettant au point des méthodes de séquengage de I'ADN (50,51). La
technique Sanger présente I'avantage d’étre rapide et moins toxique que celle de
Maxam et Gilbert. Elle reste encore aujourd’hui la technique de référence en
séquencage (52). Cependant, depuis sa création, les nucléotides ne sont plus
marqués par radioactivit¢ mais par des fluorochromes émettant a des longueurs

d’onde propres a chaque type de nucléotide.

La PCR (Polymérase Chain Reaction), c’est-a-dire I'amplification en chaine par
polymérase, est concue en 1985 par Kary Mullis (53). Elle permet d’obtenir un grand
nombre de copies identiques d'un fragment d’ADN, ouvrant ainsi de nombreuses

possibilités en biologie moléculaire.

En 1994, une premiere carte du génome humain contenant 5840 loci est disponible
(54). Le séquencage du premier génome d’haemophilus influenzaen est réalisé en

1995 puis celui de drosophila melanogaster en 2000 (55).

2. Human Genome Project

A partir de 1990, le séquencage complet du génome humain appelé Human Genome
Project a débuté grace a la mise en place de la technique de séquencage Sanger. Il a
fallu 15 ans et un budget de 3,7 milliards de dollars pour que ce projet collaboratif
international se termine en 2003. Une ébauche de la séquence d’ADN pouvant servir
de « séquence de référence » est disponible avec 2 ans d’avance par rapport a la date
initialement prévue (26). Au total, 3,25 milliards de nucléotides ont été séquencés,
composant les quelques 25 000 genes du génome humain et représentant seulement
1,2% du génome (56).
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3. L’émergence du séquencage haut débit ou séguencage

de nouvelle génération (NGS)

En 2005, pour augmenter la vitesse et le rendement, le groupe George Church a mis
au point la méthode de séquencage haut débit ou séquencage nouvelle génération
(NGS) : c’est ainsi qu’il a été possible d’étudier plusieurs genes simultanément chez
différents patients (57). Cela a aussi eu I'avantage de diviser le colt du séquencage
par 9 par rapport a la technique Sanger. La méthode NGS a ainsi été élue méthode
de I'année en 2007 (58).

Différentes techniques de NGS ont vu le jour depuis. La plus utilisée de nos jours est
le séquencage par synthése du laboratoire lllumina. On peut parfois retrouver le
pyroséquencage développé par le laboratoire Roche ou encore la ligation et la
détection d’ions H+, toutes les deux mises au point par le laboratoire Thermofisher. De
plus, la technique NGS n’a cessé de s’améliorer, avec des séquences analysées de
plus en plus longues et d’une qualité croissante. Ces progrés ont permis I'essor du

NGS, le propulsant sur le devant de la scéne en matiere de séquencage.

Le séquengage d’'un génome humain par NGS est devenu possible en moins de 20
heures et pour un codt inférieur & 1000 dollars. Selon les études, la puissance
informatique est multipliée par 2 tous les 2 ans et le colt du séquencage est quant a
lui divisé par deux. Si cette progression continue, un génome humain couterait moins

de 100 dollars d’ici une dizaine d’années (59).

COST PER GENOME COST PER MEGABASE
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Figure 16 : Colt par génome et par mégabase par année (18)
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Figure 17 : Comparaison entre la quantité de data générée et leur colt par
année (Gb = gigabases) (18)

Aujourd’hui, de nouvelles méthodes de séquencage appelées « séquencage de
troisieme génération » basées sur I'étude de longs fragments d’ADN sont en cours de

développement par lllumina et Oxford Nanopore (60).

Leader-Hairpin template
The leader sequence interacts
with the pore and a motor
protein to direct DNA,

a hairpin allows for
bidirectional sequencing

Alpha-hemolysin
A large biological pore
capable of sensing DNA

Current

Passes through the pore
and is modulated as
DNA passes through

= ONT output (squiggles)
g 5= Each current shift as DNA
=he translocates through the

0 1 2 3 4 pore corresponds to a
particular k-mer

Time (seconds)

Figure 18 : Principe de la technologie Nanopore d’Oxford (60)
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4. Analyse des panels de genes par NGS

Aujourd’hui, la stratégie de séquencgage la plus répandue est basée sur I'étude d’un
panel de génes aussi appelé la capture d’exons. Dans la majorité des cas, un panel
correspond a une thématique ou a un type de pathologie (ex : panel de génes sur les
surdités héréditaires). La création d’'un panel de génes demande une grande réflexion
en amont sur le choix des génes étudiés : il faut intégrer des genes pouvant expliquer
la pathologie sans intégrer des genes générant des résultats peu significatifs. lls sont
sélectionnés en fonction de leur description dans la littérature et de leur implication
dans la pathologie. Dans les maladies récessives, I'étude de famille consanguine peut

aussi étre un des moyens de découvrir I'implication de nouveaux géenes.

La taille de ces panels a tendance a croitre mais reste tres dépendante des besoins
cliniues. En effet, le nombre de génes analysés est proportionnel au risque
d’identification de variants de signification inconnue (VSI) ou de découvertes fortuites,
allongeant ainsi significativement le temps d’analyse biologique. Une découverte
fortuite est la mise en évidence, par hasard et sans lien direct avec l'indication
prescrite, d’'une variation pathogéne dans un géne présentant un intérét médical c’est-
a-dire nécessitant une prise en charge. Aujourd’hui, selon les recommandations de
ACMG, 57 variants doivent étre communiqués au prescripteur méme s’ils sont de
« découverte incidentale ». Il faut donc trouver le bon équilibre pour avoir un panel

donnant un bon ratio diagnostique en minimisant les VSI et les découvertes fortuites.

B. Le NGS dans le diagnhostic des surdités

1. Identification des genes de surdité

L’implication de la variation ¢.35delG de GJB2 a pour la premiére fois été mise en
évidence dans une famille pakistanaise en 1977 (61). De nombreux genes ont ensuite
été étudiés et leur lien avec la surdité a été établi. Depuis 2005, I'utilisation du NGS a

permis I'identification de nouveaux genes responsables de surdité (62).

Désormais utilisé en routine dans le diagnostic des surdités, I'analyse des panels de
genes par NGS possede un taux de positivité entre 10% et 83% (en moyenne 41%)
en fonction de la taille du panel utilisé (63). 6000 variations différentes dans plus de

150 genes ont été répertoriées en 2017 (64). Grace aux progres théoriques et

58



techniques, ce chiffre augmente constamment et continuera probablement a croitre.
De nouveaux génes continuent encore aujourd’hui d’étre impliqués dans les surdités
héréditaires, venant étayer les panels de géenes NGS-surdité qui voit leur taille grandir

d’année en année.
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Figure 19 : Frise historique des génes identifiés selon la méthode de

découverte et avancées du séquencage haut débit (26)

2. Particularités des surdités héréditaires

Les découvertes des variations génétiques se basent sur la comparaison des individus
sains avec les individus malades et sur la répétition de leurs variations pour faire le
lien génotype-phénotype (18). Cependant, ce lien n’est pas toujours trés clair dans les
surdités, notamment lorsque la pénétrance n’est pas compléte ou quand il y a un
chevauchement phénotypique. Le patient ne présente pas forcément le phénotype
habituellement associé au géne ou n’est pas reconnu par le clinicien. De plus, I'ethnie
est a prendre en considération car les variants retrouvés sont différents : il y a, par

exemple, tres peu de porteurs de la délétion GJB2 ¢.35delG en Asie.

Aujourd’hui, les recherches se sont essentiellement concentrées sur des causes

monogéniques mais des combinaisons de variants impliqués dans les mémes voies
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physiologiques ont également été décrites. Par exemple, le promoteur du géne
SLC26A4 contient un élément de régulation transcriptionnelle se fixant sur le gene
FOX11. En conséquence, des variations dans cet élément de régulation ou dans le
gene FOX11 peuvent étre responsables d’un syndrome de Pendred ou d’une surdité
isolée de type DFNB4 (30).

Certains variants, classés comme pathogenes a leur découverte, ont vu leur
classification se modifier suite a leur découverte chez un trop grand nombre de sujets
asymptomatiques : c’est notamment le cas du variant GJB2 M34T, dont la

pathogénicité a été révisée a plusieurs reprises mais reste trés controversée .

Dans le cas des surdités a transmission autosomique récessive, il a été rapporté la
notion de porteur sain, c’est-a-dire des patients ayant un statut hétérozygote pour un
variant pathogene : il est donc asymptomatique mais transmet ce variant pathogéne a

sa descendance selon le modéle mendélien.

C. Apport du bilan génétigue dans une découverte de surdité

Lorsqu’une surdité neurosensorielle est diagnostiquée, il est recommandé de réaliser
un bilan étiologique. Celui-ci comprend un interrogatoire détaillé ainsi qu’une
audiométrie chez le cas index et sa fratrie. Une tomodensitométrie des rochers est
également conseillée afin de visualiser une malformation de l'oreille (par exemple, une

malformation de Mondini) (22).

Des examens complémentaires sont prescrits afin de chercher une forme
syndromique : par exemple, un examen thyroidien et une bandelette urinaire pour le
syndrome d’Alport et BOR. Il faut aussi une consultation ophtalmologique réguliére
pour le syndrome d’USHER et de Stickler (17,22). Un ECG est également réalisé pour
éliminer un le syndrome Jervell et Lange-Nielsen (allongement de l'espace QT

responsable de morts subites) (20).

Cependant, 'ensemble de ces examens ne suffisent pas pour affirmer avec certitude
I'origine génétique de la surdité. Une consultation génétique et un bilan génétique sont
donc proposés pour rechercher des variations pathogenes dans les genes les plus
frequemment impliqués dans les surdités. Lorsqu’une variation pathogéne est
identifiée, cela permet au patient de mettre un nom sur I'étiologie de sa surdité. Il est

également possible de prédire le pronostic et I'évolutivité des signes cliniques (18).
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Si'anomalie mise en cause est impliquée dans une forme syndromique, des examens
complémentaires spécifiques sont réalisés et une surveillance accrue des
complications est mise en place (16). Des traitements spécifiques et une prise en
charge adaptée pourront étre mis en place précocement : surveillance de certains

parametres cliniques ou biologiques, appareillage des enfants en trés bas age...

Lors de la consultation génétique, la ségrégation familiale est proposée pour mettre
en évidence 'anomalie génétique chez les apparentés afin de diagnostiquer d’autres
membres de la famille. Cela peut également se révéler utile pour préciser le mode de
transmission génétique quand la pénétrance est incompléte ou quand I'expressivité
clinique est variable. Un conseil génétique est alors dispensé pour discuter du risque
de récidive pour les futures grossesses dans la famille. Pour les cas les plus séveres,
par exemple dans le syndrome d’Usher de type |, un diagnostic prénatal peut

également étre envisage (13).

D’un point de vue économique, des examens complémentaires colteux et non
contributifs sont évités (63): en cas d’atteinte du nerf auditif (neuropathies auditives
sans anomalies du géne OTOF), la pose d’un implant cochléaire est déconseillée car

inefficace (18).

Les différents examens génétiques sont également utilisés dans le domaine de la
recherche : les connaissances croissantes en génétique permettent d’élucider petit a
petit les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les surdités héréditaires. A
plus long terme, certains protocoles thérapeutiques basés sur des technologies
innovantes comme la thérapie cellulaire ou la thérapie génique se baseront sur ces

connaissances pour proposer a des patients des traitements personnalisés/ciblés.

Antécédents personnels et familiaux
Examen clinique

Tests auditifs: OEA/PEA, audiométrie tonale ou vocale

Diagnostic moléculaire: séquencage ciblé, panel de génes ou WES/WGS

V4

Imagerie, conseil génétique, examens complémentaires

Figure 20 : Place des analyses moléculaires dans le diagnostic de surdité
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D. L’avenir du séquencage : ’'exome WES et le génome WGS

Les guidelines de la BAAP de 2015 prévoient une maitrise de plus en plus poussée du
NGS. Cela permettrait une analyse accessible d’'un nombre de génes de plus en plus
grand, et ce, pour un moindre codt. Le principal inconvénient des panels de genes
réside dans le besoin de mettre a jour régulierement la liste des genes analysés qui
ne sera jamais exhaustive et pour laquelle il faut refaire la totalité de I'analyse a chaque
changement. Afin de remédier a cela, I'étude de la totalité des exons appelée WES
(Whole Exome Sequencing) voire une étude de 'ensemble du génome appelée WGS
(Whole Genome Sequencing) ont été mises au point. Jusqu’ici utilisée dans le cadre
de la recherche ou pour des dossiers complexes, il est maintenant envisageable de

les mettre en place en routine.

Ces techniques présentent I'avantage d’obtenir des données trés exhaustives qui
peuvent étre ré-analysées de nouveau si I'’hypothese diagnostic change ou si la
littérature évolue. Elles apportent aussi une plus-value dans les pathologies présentant
des signes cliniques trés hétérogénes ou dont le mécanisme moléculaire n'est pas
encore clairement établi. Aujourd’hui, de plus en plus de variations introniques
profondes sont décrites comme pathogénes : par exemple, dans le syndrome d’Usher,
une variation intronique active un site de splice cryptique (65). Le WGS permet de
mettre en évidence ce type de variation et de ré-analyser les données si de nouvelles

informations sont découvertes.

Cependant, comme avec les panels de génes tres étendus, la probabilité de découvrir
des variants de signification inconnue ou de faire des découvertes fortuites est
fortement augmentée. Afin de faciliter I'analyse, il est souvent demandé des
prélevements parentaux afin de réaliser des « trio » mais ils ne sont malheureusement
pas toujours disponibles. Il est également nécessaire de posséder des logiciels
performants ayant une puissance de calcul trés élevée. Une grosse capacité de
stockage pour ces données tres volumineuses doit aussi étre prévue. Le stockage
représente un codt financier non négligeable car il n’est autorisé que sur des serveurs

informatiques certifiés « hébergeur de santé ».

Chaque thématique choisit la stratégie de séquencage la plus adaptée en fonction de

ses besoins, des connaissances acquises et de I'évolution technique (nombre de
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genes, rendement diagnostique, couverture, co(t,

moyens techniques, stockage des

informations).
Panels WES
Genes inclus connus et validés | Tous les génes codants inclus
pour la pathologie en cause Dépistage des  phénotypes
Meilleure interprétation des | atypiques
variants Analyse rétrospective possible
Avantages Peu de découvertes fortuites | des génes nouvellement et
Coit réduit réegulierement identifiés
Meilleure couverture
Temps et efforts pour le Couverture variable (fiabilité

Inconvénients

développement et la mise en
place

Liste des génes rapidement
obsoletes

Ré-analyse des nouveaux
genes impossibles
Phénotypes atypiques

associés a des genes non
inclus non diagnostiqués

Multiplication des panels =
identifier le « bon » panel pour
le « bon » patient + tentation
d’utiliser  plusieurs  panels
successifs

d’'une analyse négative ?)
Codt actuellement plus élevé

Identification de variant causal
difficile en 'absence des parents

Risque de mise en évidence de
« découvertes incidentales »

Tableau 5 : Avantages et inconvénients : panel de genes versus WES (66)

E. Création des filieres

1. L’enjeu des maladies rares

L’épidémiologie des surdités montre que cette pathologie n’est pas rare dans la
population générale mais qu’elle regroupe de nombreuses maladies rares qui peuvent
avoir une origine génétique. La notion de génétique reste tres étroitement liée a la
notion de maladies rares, dans la mesure ou plus de 80 % de ces derniéres ont une
origine génétique déterminante (67). Il y a donc une part de surdités non génétiques

et une part de surdités génétiques qui ne sont pas considérées comme « rares ».
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Les maladies génétiques sont difficiles a élucider car leurs mécanismes
physiopathologiques ne sont pas ou que partiellement connus, créant ainsi une
errance diagnostiqgue majeure et freinant le développement des thérapies ciblées. En
effet, seule 1 personne sur 2 atteintes d’'une maladie rare dispose d’'un diagnostic
précis. Ce dernier est en général retardé car il met en moyenne 5 ans avant d’étre

posé pour plus d’un quart des patients (68).

2. Les Plans Nationaux de Santé Publigue Maladies Rares

a. Premier Plan : CRMR, CCMR et Orphanet
Grace a des mouvements associatifs, le milieu des années 1980 a été marqué par une
prise de conscience concernant les maladies rares et leur enjeu en matiere de santé
publique. La France a été le premier pays européen a mettre en place un Plan National
de Santé Publigue Maladies Rares entre 2004 et 2008 (69). Ce premier plan a permi
la création de 109 Centres de Références Maladies Rares (CRMR) et Centres de
Compétence Maladies Rares (CCMR). Cela a facilité I'accés au diagnostic et le suivi

des patients (70).

Le centre de référence des surdités genétiques créé en 2000 par le Dr Sandrine Marlin
coordonne le réseau national. Ce dernier est composé d’un site a La Pitié-Salpétriere
(Dr Isabelle Mosnier), d’'un autre a Lille (Dr Catherine Vincent-Delorme) et de 20

centres de compétences réparties en France (71).

Durant cette période, le portail francais Orphanet a été amélioré : I'objectif de ce
serveur est de collecter des informations qualitatives sur les maladies rares et de les
mettre a disposition des professionnels de santé et du grand public. Une nomenclature
(code ORPHA pour chaque maladie) est également en train d’étre mis en place afin
d’améliorer la visibilité des maladies rares dans les systémes d’information de santé
et de recherche. Un annuaire de services experts par maladie et une encyclopédie des
maladies rares sont disponibles gratuitement en ligne afin de guider les patients et les

professionnels de santé (72).
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Figure 21 : Carte mondiale du réseau Orphanet (72)

b. Filieres de santé maladies rares (FSMR)
Un deuxiéme Plan National Maladies Rares a été lancé entre 2011 et 2016. Ses
principaux objectifs étaient 'amélioration continue de la prise en charge des malades
et le renfort de la recherche sur les maladies rares via la coopération européenne et
internationale. La mesure phare consiste a créer la fondation maladies rares qui
coordonne les actions des différents acteurs (387 CRMR et 1800 CCMR) et mutualise

leurs ressources (73).

Il a également permis la mise en place des 23 filiéres de santé maladies rares (FSMR).
Chaque FSMR regroupe les acteurs impliqués dans une maladie rare afin d’organiser
des actions transversales : professionnels de santé, laboratoires de diagnostic, unités
de recherche, universités, structures éducatives, sociales et médico-sociales,
associations de malades... Il existe également depuis 2017 une collaboration avec les

réseaux européens de référence sur les maladies rares (73).

Concernant les maladies sensorielles de la vision et de I'audition, la FSMR concernée
s’appelle la filiere SENSGENE, coordonnée par le Professeur Héléne Dollfus du CHU
de Strasbourg. Celle-ci comprend, entre autre, le centre de référence de surdités

génétiques (voir annexe 5) (14)
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c. Diagnostic et traitement pour chacun
Face au succes des deux premiers plans nationaux, la France lance un troisieme plan
national en 2018. Celui-ci a pour but d’encourager le partage de I'innovation afin de

développer un diagnostic et un traitement pour chaque patient.

Pour cela, l'accés aux traitements est facilité¢ et I'errance diagnostique doit étre
diminuée grace a un dépistage et une prise en charge précoces via des dépistages
néonataux. Le réle des filieres de santé maladies rares est renforcé pour coordonner
les actions, accompagner les étapes clés du diagnostic et promouvoir la recherche et
'innovation. Les malades et leur entourage expriment aussi le besoin d’un parcours
de santé plus clair et un accompagnement plus important en cas de handicap. Enfin,
ce plan a pour but de favoriser le partage des données en valorisant la recherche et

'innovation, notamment grace a la dynamique européenne et internationale.

d. Plan France médecine génomique 2025
Le plan France médecine génomique 2025, piloté par la HAS/AVIESAN, a été lancé
en 2020. Il a défini les 51 pré-indications pour lesquelles un séquencage tres haut débit
(STHD) du génome entier apporterait une plus-value par rapport aux techniques
utilisées en routine. Une de ces pré-indications concerne les surdités syndromiques et

malformatives, portée par le Dr Sandrine Marlin.

PATIENT

RCP* D’AMONT

Analyse de cas
Validation de indication

\

== SEQOIA

/

Séquencage, interprétation

Figure 22 : Parcours des analyses prises en charge par SeqOIA
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Pour bénéficier de cette nouvelle technologie de médecine génomique, le médecin
prescripteur doit étre référencé par les filieres de santé maladies rares et la prescription

est obligatoirement validée en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP).

Les deux plateformes de séquencage retenues sont la plateforme SEQOIA et la
plateforme AURAGEN : elles seraient capables dés aujourd’hui de séquencer

I'équivalent de 18 000 génomes par an.
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Figure 23 : Répartition du territoire francais entre les plateformes SeqOIA et
AURAGEN en fonction de la population (74)

F. Le diagnostic des surdités au laboratoire du CHU de Lille

1. Organisation globale

Le poble du Centre de Biologie Pathologie (CBP) du CHU de Lille possede plusieurs
secteurs réalisant des analyses de biologie moléculaires et qui sont labellisés pour les

maladies rares depuis 2004-2006.

L’unité fonctionnelle des Marqueurs Prédictifs des Maladies Chroniques (MPMC) fait
partie du laboratoire de Génopathies du CBP et effectue depuis plusieurs années des
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analyses de biologie moléculaire, y compris celles concernant les surdités héréditaires.
Le service travaille en collaboration avec le Centre constitutif des surdités génétiques
du CHU de Lille (CRMR) de la filiere maladies rares SENSGENE. Des conseils et des
recommandations destinés aux associations de patients sont mis en place afin
d’améliorer la prise en charge et le suivi des patients et de leurs familles. Grace aux
réseaux nationaux comme Orphanet, le service est régulierement sollicité pour des

expertises ponctuelles sur des dossiers cliniques complexes.

2. Place du séquencage des genes GJB2 et GJB6

Avant la mise en place du séquencage haut débit, cing genes impliqués fréquemment
dans les surdités héréditaires étaient séquenceés : GJB2, GJB6, SLC26A4, OTOF et
COCH. Le taux de positivité théorique de cette stratégie est de 40% mais il n’est que
de 16% dans la pratique. Ce pourcentage est confirmé par une étude espagnole qui
retrouve un taux de 18,9% de positif pour leur analyse préalable qui étudie GJB2,
GJB6, OTOF et MT-RNRL1 (75). Le grand nombre de surdités inexpliquées a motivé la
mise en place d’un panel de genes par séquencage haut débit a partir de 2014.

Aujourd’hui, 'examen de premiére intention en cas de surdité neurosensorielle de
transmission autosomique récessive reste le séquencage des génes GJB2 et GJB6.
Lorsque le résultat de cette analyse est négatif ou douteux (variation hétérozygote
n’expliqguant pas entiérement la surdité du patient), le prélevement est alors passé en
panel de genes NGS-surdité. En cas de surdité neurosensorielle de transmission
autosomique dominante ou de formes syndromiques, la technique NGS-surdité est

réalisée sans analyse préalable.

DFNB
GJB2 homozygote GJB2 hétérozygote GJB2 négatif
(++) (+/-) @B
16% 17% 66%

Figure 24 : Résultats du taux de positivité de la connexine GJB2 au CHU de
Lille (n=1774)
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3. Création des panels de géenes surdités

Le premier panel de genes réalisé en routine était composeé de 123 genes sélectionné
en fonction des données de la littérature et des demandes des généticiens.
Rapidement, ce panel a évolué et de nouveaux genes ont été intégrés, donnant ainsi
le panel 2 de 146 genes puis le panel 3 de 170 genes et enfin le panel 4 actuel de 214

genes mis en place en 2020 (liste de génes étudiés dans ce panel en annexe 6).

A chaque changement de panel, une revue de la littérature est effectuée afin de mettre
a jour la liste des génes fortement impliqués dans les surdités. Un gene, récemment
découvert ou avec une fonction nouvelle, est inclus dans le panel s’il y a suffisamment
d’arguments pour associer le géne a la surdité (76). Ces arguments comprennent
'association du géne a une surdité de perception ou mixte, une publication établissant
le lien génotype-phénotype dans minimum deux familles différentes ou une publication
démontrant la co-ségrégation phénotypique avec les variants touchant le gene en
guestion (75). La classification d’Abou Tayoun permet de diviser cette association

génotype-phénotype en 3 classes en fonction de la force des arguments (76).

4. Déroulement de I'analyse panel NGS-surdité

Le Centre de Biologie Pathologie est équipé d’'un Plateau Commun de Biologie
Moléculaire qui met & disposition tous les automates et le matériel nécessaire a la
réalisation de séquencage de panels de genes. En 2017, prés de 10 380 examens

génétiques moléculaires ont été réalisés dans I'enceinte du CBP.

Ainsi, I'extraction de ’'ADN se fait automatiquement sur Chemagic et sa qualité est
vérifiée par automate SAFAS. Le pdle a choisi la chimie Haloplex Agilent
d’enrichissement par circularisation comme méthode de préparation des librairies. Ces
dernieres sont préparées a l'aide des robots Bravo et sont contrélées par quantification
et normalisation via Bioanalyseur. Les échantillons sont ensuite passés sur les
séquenceurs lllumina NextSeq550 ou MiSeq. Les données récoltées sont stockées
sur les serveurs Biolnfo et des logiciels adaptés sont a disposition des techniciens et
des biologistes afin de procéder a 'analyse des data générées. Les ADN extraits sont
stockés dans des congélateurs pour une durée indéfinie. Les fichiers de résultats sont
copiés et stockés sur les serveurs internes du CHU de Lille (serveur Isilon). Les
comptes rendus sont imprimés en double afin de conserver une copie pour I'archivage,

sous format papier pendant 30 années minimum.
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Les variants géniques d’intérét mis en évidence par cette analyse sont ensuite
confirmés. Lorsque ce sont des variants ponctuels, la vérification se fait par
séquencgage Sanger. Quand il s’agit de réarrangements géniques, la technique MLPA
peut étre employée si un kit est disponible au laboratoire. Dans le cas contraire, la
confirmation de la variation se fera par technique gPCR. lls sont également soumis a

une ségrégation familiale lorsque les prélevements des apparentés sont disponibles.

Concernant les dossiers les plus complexes ou lorsqu’il y a une suspicion clinique
précise dont le géne n’est pas couvert par notre panel, le service peut envoyer les
échantillons a des laboratoires experts : par exemple, certains ADN sont transférés a
Montpellier pour les syndromes d’'USHER. A linverse, des prélevements nous
parviennent parfois pour un avis d’expertise. C’est le cas dans le syndrome BOR car
le service est le seul en France a proposer le séquencage NGS pour les genes TSHZ1,
EYAL et SIX1.

Surdités DFNB avec analyse
de GJB2 normal

Surdités DFNA ‘ Formes syndromiques

| 4

NGS

Résultats NGS

Variants classes 1, 2 ou 3

Va”aztgucfsses Vanigtsdci(ljﬁzes 3 non concordants avec la
clinique
20% 15% W 300
Ségrégation Ségrégation familiale +
familiale discussion clini-biologique Non rendus

Figure 25 : Conduite a tenir devant les différents types de variants mis en

evidence par techniqgue NGS

Le compte-rendu est rédigé et signé par un biologiste puis envoyé au médecin

prescripteur en accord avec les dispositions réglementaires en vigueur (décrets 2000-
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570 du 23/06/00 et 2008-321 du 04/04/08). Il sera remis et communiqué explicitement
au patient lors d’une consultation médicale afin que ce dernier comprenne les enjeux
de ce résultat. En cas de prélévement venant d’'un laboratoire extérieur, un courrier est
€également envoyé au laboratoire préleveur afin de lui signaler que le résultat de

'analyse a été envoyé au prescripteur.
V. Objectifs du travalil

L’objectif de ce travail de thése est d’effectuer un bilan des résultats obtenus par
séquencage haut débit des genes impliqués dans les surdités héréditaires,
syndromiques ou non syndromiques dans le laboratoire du Centre Hospitalier
Universitaire de Lille. Pour cela, une étude rétrospective a été réalisée en reprenant
tous les dossiers ayant bénéficiés d’'une demande « panel NGS surdité » depuis sa

mise en place en 2014.

La premiére partie du travail consiste a dessiner une cartographie des demandes de
panel NGS surdité afin de déterminer le profil des demandes et leur évolution dans le
temps (entre 2015 et 2019). Les données récoltées sont également utilisées pour
décrire cliniguement les patients et sont comparées aux données retrouvees dans la

littérature.

La deuxiéme partie du travail est I'évaluation de I'apport de la technique NGS dans le
diagnostic des surdités par rapport au séquencage d’'une poignée de génes. L’objectif
est de déterminer quels sont les variants des genes les plus fréquemment retrouvés
par la technique NGS en fonction du type de surdité observé. Enfin, la concordance
entre les variants rendus sur les comptes rendus et 'hypothése diagnostic de départ
est évaluée. Lorsque les données sont disponibles, les résultats obtenus sont

comparés avec ceux rapportés dans la littérature.
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MATERIEL ET METHODES
l. Latechnique NGS

A. Choix de la technique

Aujourd’hui, la principale méthode de séquencage haut débit utilisée au CHU de Lille
est la technologie lllumina. Une plateforme commune équipée de 3 séquenceurs
lllumina (2 MiSeq et 1 NextSeg550) est mise & la disposition des services effectuant
des analyses de biologie moléculaire. Tout en étant adaptée au débit du péle, cette

technique est fiable, rapide et économique (77).

La techniqgue NGS se décompose en 4 étapes : la préparation de la « librairie »,
'amplification clonale, le séquencgage et I'analyses des données (78). Dans le cadre
de l'analyse des génes de la surdité, la librairie est préparée a partir d’un

enrichissement par circularisation avec les kits Haloplex (Agilent Technologies).

Avantages Inconvénients

Facile, rapide et reproductible Nombre de régions étudiées limité

Régions répétées ou pseudogenes non

Petite quantité d’ADN nécessaire
couvertes

Répartition hétérogéne = régions parfois

Grande profondeur des reads
non couvertes

Grands fragments bien alignés Peu d’évolution possible

Tableau 6 : Avantages et inconvénients de I’enrichissement par circularisation

d’Haloplex

Concernant I'étape de séquencgage, I'automate le plus couramment utilisé dans les
CHU est le NextSeqg550 d’lllumina car il permet de réaliser des séries de 48

patients (79).

B. Extraction de ’ADN

Avant de débuter la préparation de la librairie, il faut tout d’abord procéder a I'extraction

de 'ADN. Pour cela, les services cliniques prélevent 2 tubes EDTA qu’ils envoient au
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laboratoire accompagnés du bon d’analyse et des documents nécessaires a la

réalisation de I'analyse. Les prélévements venant de I'extérieur (hors-CHU Lille) sont

envoyés au laboratoire soit sous forme de tube EDTA soit sous forme d’ADN déja

extraits localement.

L’extraction leucocytaire est alors réalisée automatiquement sur le robot Hamilton

Chemagic Star. Les membranes cellulaires sont lysées par I'ajout de tampon et d’'une

protéinase. L’ADN va ensuite se fixer sur des billes magnétiques grace a une seconde

solution tampon. Aprés lavage et élution, il est quantifié sur un spectrophotométre

Dropsense. En cas d’indisponibilité de 'automate ou d’extraction a faire en urgence,

une méthode manuelle d’extraction de 'ADN est possible.

C. Préparation de la librairie

La préparation de la librairie correspond a I'étape d’enrichissement ou les échantillons

sont préparés pour le séquencage.

La librairie est préparée a partir des kits Haloplex (Agilent Technologies), permettant

a un enrichissement par circularisation divisé en 4 étapes :

digestion de I'ADN,

hybridation des sondes, purification et enfin amplification par PCR (80).
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Figure 26 : Principe d’enrichissement par circularisation avec kits Haloplex (81)
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La premiére étape consiste a digérer ’ADN par huit couples d’enzymes de restriction
différents donnant des fragments de taille variable (80). Puis, lors de I'hybridation, les
produits de digestion sont mis en contact avec les sondes Haloplex. Ces derniéres
vont se fixer par hybridation aux deux extrémités des fragments d’ADN. Elles
possédent une extrémité marquée a la biotine et apportent les nucléotides nécessaires
a la préparation de la librairie c’est-a-dire :

- Les index identifiant les séquences de chaque patient ou « barcode »,

- Les adaptateurs universels spécifiques de la flowcell : séquences P5 et P7,

- les amorces de séquencage propres aux régions ciblées.
Les motifs contenus dans la sonde sont donc incorporés dans le fragment d’ADN.

Le terme « librairie » désigne I'ensemble régions géniques d’intérét contenant a
chaque extrémité les adaptateurs oligonucléotiques apportés par les sondes Haloplex.

Cette hybridation des sondes provoque une circularisation du fragment d’ADN (82).

Une élution est ensuite réalisée avec des billes aimantées coatées a la streptavidine
lors de la troisiéme étape : on capture les fragments d’ADN qui nous intéressent sur
ces billes aimantées et on élimine les ADN non hybridés. Une circularisation parfaite
des fragments ou « halos » est obtenue grace a une ADN ligase. Enfin, ces halos sont

amplifiés par technique PCR utilisant des amorces universelles (82).

Il est nécessaire que les concentrations d’ADN composant une librairie soit similaires.
En effet, si cela n’est pas le cas, des échantillons risquent d’étre sous-représentés,
faussant les données issues du séquencage et rendant 'analyse ininterprétable. Apres
une étape de quantification et de normalisation, tous les échantillons sont « poolés »

ou « multiplexés » c’est-a-dire qu'’ils sont mélangés dans un milieu réactionnel unique.

D. Amplification clonale

L’étape d’amplification clonale est réalisée directement sur la flowcell a l'intérieur de
'automate Illumina via la « bridge PCR » : un brin d’ADN est copié de proche en

proche, rassemblant ainsi des brins d’ADN identiques, appelés clusters.

La flowcell désigne le support solide sur lequel se passe I'ensemble des réactions

d’amplification et de séquengage.
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Figure 27 : Représentation d’une flowcell (83)

Sa surface est recouverte de séquences complémentaires aux séquences P5 et P7
apportées par les sondes Haloplex lors de I'étape d’enrichissement. Grace a cette
complémentarité, les brins d’ADN s’hybrident le long de la flowcell et le brin

complémentaire est synthétisé par €longation.

Figure 28 : Synthése du brin complémentaire par élongation et élimination du
brin initial (83)

Le brin initialement fixé par hybridation a la flowcell est éliminé : il ne reste alors que
le brin complémentaire lié de maniere covalente a la flowcell. Il se replie et s’hybride
avec la deuxieme séquence complémentaire (P5 ou P7), formant ainsi un « pont »,

d’ou le nom de « bridge PCR ».

Figure 29 : Formation du « pont » (83)
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Le processus se répéete avec une hybridation et une dénaturation. Au final, deux brins

natifs et complémentaires d’ADN sont liés de facon covalente a la flowcell.

Figure 30 : Représentation des deux brins fixés de maniére covalente a la
flowcell (83)

Ce processus de « bridge PCR » est réalisé a de multiples reprises afin d’obtenir un

grand nombre de copies de ces deux brins d’ADN.

Figure 31 : Formation d’un cluster par « bridge PCR » (83)

Figure 32 : Cluster contenant un brin d’ADN et son brin complémentaire a

gauche et cluster composé uniquement du brin natif & droite (83)

e



Les brins complémentaires sont éliminés par clivage pour ne sélectionner que les brins
natifs: c’est ainsi qu’un seul cluster est formé, regroupant des brins d’ADN strictement
identiques.

b Illumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Sample preparation
DNA (5 ug)

Template
dNTPs

and
polymerase

Bridge amplification

Figure 33 : Représentation de la création des clusters sur la flowcell (84)

E. Séguencage

A la fin de I'amplification clonale, la flowcell est parsemée de différents clusters. Le
séquencage d’lllumina est basé sur une technique similaire a celle du Sanger, par

synthése du brin complémentaire a la séquence du brin d’ADN fixé a la flowcell.

La premiére étape est I'hybridation d’'une amorce universelle au brin d’ADN constituant
le cluster. Les nucléotides sont ensuite incorporés un a un pour synthétiser le brin
complémentaire. lls possedent tous un terminateur de chaine réversible. Les 4 types
de nucléotides (A, C, T, G) sont marqués par un fluorochrome émettant & une longueur
d’'onde spécifique afin de les différencier. A chaque cycle, grace a I'émission de

fluorescence captée, le séquenceur détermine la séquence d’ADN complémentaire.
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Figure 34 : Lecture de la fluorescence et détermination de la séquence d’ADN

par le séquenceur (84)

L’effet terminateur de chaine est ensuite retiré via un clivage chimique, libérant ainsi
I’ADN pour le cycle suivant. Cette opération est répétée, nucléotide aprés nucléotide,
jusqu’a I'obtention de la séquence compléte du brin ’ADN complémentaire a celui fixé

sur la flowcell.

Incorporate
all four
nuclectides,
each label
with a
different dye

C
{F)

Wash, fiour-
colour imaging

Cleave dye
and terminating
Eroups, wash

Repeat cy:les“ -
Figure 35 : Schéma récapitulatif du séquencage par « synthese » d’lllumina (84)
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Il. Traitements des données ou « data managing »

Le séquencage haut débit génére des données brutes massives qui ne sont pas
directement interprétables a la sortie de 'automate. Les outils bio-informatiques sont
donc essentiels au traitement et a I'analyse de ces data. Pour cela, différents pipelines,
également appelés workflows, sont utilisés pour obtenir une liste de variants annotés

propre a chaque patient.

L’analyse des données de séquengage est divisée en trois grandes parties :
- L’analyse primaire des données qui correspond a la reconstitution de la
séquence d’ADN analysée ;
- L’analyse secondaire qui consiste a aligner la séquence retrouvée a une
séquence de référence et a identifier les variants par rapport a cette séquence
de référence ;

- L’analyse tertiaire qui englobe l'interprétation biologique des résultats.

A. Analyse primaire = « base calling » et fichier .fastQ

Figure 36 : Représentation des fluorescences capturées par le séquenceur a un

instant t du séquencage (83)

A chaque nucléotide incorporé, le séquenceur a capturé une image de la fluorescence.
Chaque nucléotide étant marqué par un fluorochrome d’'une longueur d’onde
différente, il fait correspondre le signal lumineux au bon type de nucléotide et le
transforme en donnée informatique. En plus de son identification, I'outil informatique

va également associer un score qualité a chague base séquencée.

Avec ces informations, il génere un fichier texte, appelé Fasta Quality ou .fastQ,

composeé de trois lignes pour chaque séquence : la premiére donne l'identification de
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la séquence de référence, la deuxieme celle de la séquence analysée et la troisieme
le score qualité Phred assigné a chaque base. Ce score logarithmique estime avec
précision la probabilité d’erreur d’identification de chaque base. Ainsi, un score Phred
de 30, noté Q30, correspond a une probabilité de 99,9% d’avoir correctement identifié
la base ou encore une chance sur 1000 d’avoir fait une erreur d’identification sur cette

base.
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Figure 37 : Visualisation d’un fichier .fastQ (85)

C’est lors de cette étape qu’a aussi lieu le démultiplexage : les index ou barcodes
permettent de redistribuer les séquences analysées au bon patient. De ce fait, a partir
d’'une seule analyse, il y a la création d’autant de fichiers .fastq qu’il y a de patients

présents dans la librairie.

B. Analyse secondaire par GATK

1. Trimming

Afin de faciliter 'analyse des données, les amorces, les index et les bases qui ont

obtenues un mauvais score Phred sont éliminés : c’est le « trimming » (= lavage).

2. Alignement

Apres ce « lavage », l'outil bio-informatique aligne la séquence analysée avec le
génome de référence. Au laboratoire de Lille, la séquence de référence utilisée est
celle de février 2009, appelée GRCh37 ou hg19.
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Cette étape génere la création d’un fichier .sam (Sequence Alignment Map) contenant
11 criteres différents (annexe 7). Ce fichier étant d’'une trés grande taille, il est
compressé en format .bam (Binary Alignment Map). Ce dernier peut étre importé dans
les logiciels de visualisation comme IGV ou Alamut Visual. L’utilisateur visualise alors
les reads, leurs tailles, leurs sens, les zones artéfactuelles, leurs couvertures, leurs

profondeurs ainsi que les variations détectées par rapport au génome de référence.

La couverture correspond au rapport entre le nombre de bases séquencées sur le
nombre total de bases ciblées. La profondeur désigne le nombre de reads aligné de
fagon exploitable a une position nucléotidique donné, c’est-a-dire le nombre de fois ou
une base est lue. La région est considérée comme couverte lorsqu’il y a une

profondeur d’au moins 30 reads (notée 30 X) pour chaque position nucléotidique.

MLH1 - MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli) | GRCh37 (Chr 3)

ipt NM_0002

TR T S S W lz[,a_]l PR

w44 BAM Alignment (T3.bam) (1) £52 v Targets v Coverage v Reads

Targets (exons) =

Max Coverage: 116x

Figure 38 : Visualisation d’un fichier .bam sur le logiciel Alamut Visual

3. Elimination des duplicats de PCR

Un duplicat de PCR est défini comme deux reads ayant les mémes coordonnées
nucléotidiques et le méme score d’alignement CIGAR (Concise Idiosyncratic Gapped
Alignment Report). lls apparaissent généralement lors de la PCR qui est réalisée
pendant la création de la librairie. Afin de ne pas fausser les fréquences alléliques, un

seul read est compatibilisé (86).
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4. Réalignement autour des indels

En fonction des informations récoltées dans les bases de données, le logiciel
informatique détecte les régions qui doivent étre en partie réalignées afin d’éliminer

des faux positifs.

5. Variant Calling et annotations

Cette étape est la plus importante : pour chaque patient, une liste de variations par
rapport au génome de référence est créée. Le logiciel génére alors un fichier au format
.vcf (Variant Caller Format) contenant les informations caractérisant chaque variant :
le chromosome, la position génomique, la base de référence, la base altérée, la qualité
de la base, I'identification du variant par des bases de données (Rs), la fréquence

allélique dans la population générale, la référence du variant dans la littérature...

Au CHU de Lille, ces résultats sont transférés vers des portails internes appelés
DVDAIlanine et Anatole puis exportés sur un tableur Excel servant de base pour

I'exploitation de ces variants.

| Wb profonde | profonde | varfred [profonden iprofonden; vaifreaq
. prel ur_rel ur_alt BSO_BW r_ref r_alt ROAD,
i me Position Ref | At eve Géne Exon Fonction Transcript Nucléotidique Protéique BSO_BW BSO_BW A_Enrich ! BROAD_v | BROAD_v 3.7-
men A_Enrich {A_Enrichiment_v2.| 3.7- 37- 0_beta
; B K3 K3 K. i . = = Timent - iment 1-T: 10T 0 bet =i 0 beti-Ti mumini -
chrX 16317095007 G 31 AVPRZ 1 splic &intron NV_00114671511 c.2661=G 4 456797 45% 4 45697.45%
chr1é 56548501 C T 306 BES2 2 NM_031885.3 .209G=A p.Ser70Asn 60 1447 "96.08% 7 1455 95.89%
chrl 16380196 T C 30 CLCNKE 16 NM_000085.4 c.1685T>C p.Met562Thr 27 2718'09,45% 27 2718'09,45%
chr3 190106074 G C 11 CLON16 1 NM_006580.3 c 166G>C p.Alas6Pra 731 649"47,03% 675 64949,02%
chi3 190106071 AG A 11 CLDN16 1 &feature_t NIV_006580 3 c 164delG p Alas6LeufsTer16 1140 64236,64% 1138 640 36,67%
chr2 227919468 T A 21 COL4A4 30 g iant&intron NV_000092 4 C.27T17-6A>T 238 247 61.76% 238 24761, 76%
chi2 227892619 € T 563 COL4AL 42 < o NM_000092 4 c 4080G=A © 40B0G=A(p %30 1178 1046 47.37% 1232 1049 46 78%
chr3 132400909 C cT 1 NPHP3 27 frs _eNM_153240 4 © 3837dupA pAla1280SerfsTer? 57 575'91,77% B4 578790,34%
chr1 243456418 C T 1 SDCCAGSE & mi NM_006642 3 € 572C>T p.Thr191le 1129 817742,45% 1131 81942,62%
chris 48580713 T  C 31 SLC12A1 23 m ice_re NM_000338. 2 .2873T=C p.Val9s8Ala 15 1454 99.66% 15 1454 99.66%
chré 56904587 C G 31 SLC12A3 ] NM_001126108.1 c.791C>G p.Ala264Gly 87  4260798.99% 87 4270'98.71%
chrd 140127646 G C 3 SLCI4A3 NM_001177317.1 €.639G>C p.Gly180Ala 413 338'25,2% 413 33845,2%
chr1? 42331922 A T 1 SLC4A1 NM_000342 3 € 1999T>A P Ser667Thr 703 623"47,06% 694 61647,4%

Figure 39 : Capture écran du fichier .vcf exporté sur Excel

En fonction des besoins définis par le biologiste, différents filtres sont appliqués afin
de faciliter 'analyse et de mettre en évidence les variants ayant un score qualité éleve,

une faible prévalence dans la population générale et des critéres de pathogénicité.

Au cours de cette étape, un rapport qualité est également généré: celui-ci permet
d’obtenir le taux de couverture pour chaque patient et pour chaque gene étudié afin
de s’assurer que chaque patient a bénéficié d’un séquencgage satisfaisant et repérer

les régions qui ont été mal ou trop peu couvertes.

C. Utilisation d’un double workflow ou pipelines

Selon I’Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire (ANPGM), il est

recommandé de combiner des workflows différents. En effet, ils présentent tous leurs
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propres specificités, donnant ainsi in fine une liste de variants légerement différente.
Cela signifie que certaines variations éliminées par un premier workflow sont parfois
conserveées par le second. Cette vérification garantit une analyse exhaustive de tous
les variants et une diminution du taux de faux négatifs. Chacun d’entre eux posséde
ses avantages et ses limites en matiere de détection de mosaiques, de CNV,
d’alignement en présence d’un pseudogene. Les workflows choisis sont donc les plus

adaptés aux genes étudiés et a la taille du panel.

Dans le cadre du panel de génes des surdités, les workflows sont le MiSeq Reporteur
également appelé BSO (lllumina) et le BROAD (logiciel interne au CHU de Lille).

Données brutes ininterprétables
— Fichiers fastq.gz

Trimming
Alignement 2pipelines
Elimination duplicats de PCR BSO et BROAD

Réalignement autour des indels
— Fichiers .sam puis .bam
Visualisation sur Alamut Visual/IGV

Variant calling
— Fichiers .vcf et rapport qualité
Importation sur DVDAIlanine/Anatole puis sur Excel

Figure 40 : Schématisation des grandes étapes bio-informatiques de I'analyse

secondaire des données obtenues par NGS

lll. Interprétation biologique des résultats NGS

A. Application de filtres

A ce niveau de l'analyse, le biologiste obtient un fichier .vcf ol chaque variant est
annoté. Cependant, chaque génome humain dénombre pres de 3 millions de variants
différents (87). Il est donc nécessaire de mettre au premier plan les variants

intéressants et potentiellement impliqués dans le phénotype du patient.
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La liste du fichier .vcf contient en moyenne une centaine de variants par patient.
Cependant, elle sera réduite a une dizaine de variants grace a I'application de filtres
supplémentaires définis en fonction des besoins du biologiste. Ce dernier analyse
ensuite les variants restants un par un afin d’évaluer leur pathogénicité. Pour cela, il
s’aide d’'une combinaison d’informations détaillées ci-dessous : les données de
séquencage, les caractéristiques du variant, le gene impliqué, les bases de données

disponibles et les outils de prédiction in silico.

1. Données de séquencage

Les données du séquencage sont accessibles sur le logiciel Alamut Visual en
important les fichiers .bam du patient analysé. Afin d’éliminer les potentiels artéfacts
et les faux-positifs, les variants retenus ont une profondeur de lecture >30X et une
balance allélique >30% (car les variations recherchées ici sont constitutionnelles, les
patients ont soit une balance allélique aux alentours de 50% s’ils sont hétérozygotes
pour la variation détectée et aux alentours de 100% s’ils sont homozygotes). La
visualisation sur Alamut Visual permet également de vérifier la couverture et la

profondeur de la région, de visualiser les reads et I'environnement de la base étudiée.
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Figure 41 : Capture écran d’une fenétre du logiciel Alamut Visual (88)
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2. Données structurales du variant

Chaque variant possede des caractéristiques données par le logiciel Alamut Visual :
la conservation du nucléotide et de I'acide aminé au cours de I'évolution, le type de
variation (faux-sens, non-sens, insertion, délétion, synonyme, intronique), I'écart
physico-chimique entre les acides aminés si c’est une variation faux-sens, la position
dans le domaine fonctionnel de la protéine synthétisée... Ces données sont a prendre
avec précautions car elles sont a interpréter en fonction du mécanisme

physiopathologique du gene et de la pathologie étudiés.

3. Gene impliqué

Des informations relatives au gene peuvent étre consultées via la base de données
OMIM : cela permet de vérifier la concordance génotype-phénotype et la concordance

entre le mode de transmission décrit avec les antécédents familiaux rapportés.

4. Consultation des bases de données

Ces dernieres années, de nombreuses bases de données ont vu le jour, apportant
chacune des informations différentes et complémentaires. Certaines ont été créées
dans le cadre d’un projet ponctuel (GnomAD ou ExaC), d’autres sont alimentées au
jour le jour grace a leur mode de fonctionnement collaboratif (ClinvVar ou dbSNP).

Cependant, malgré leurs mises a jour régulieres, elles ne sont pas encore exhaustives.

Il est donc possible de consulter les bases répertoriant les variants présents dans la
population générale « contrdle » comme GnomAD, ExaC ou dbSNP. Des informations
peuvent aussi étre récoltées grace a des bases de patients : bases de données
locales, ClinvVar ou HGMDPro. Il existe également des bases de données spécifiques
a une thématique, un géne ou un type de pathologie : elles sont en général plus fiables
car plus ciblées et fournissent davantage de preuves cliniques et de tests fonctionnels

par rapport aux bases de données « générales ».

Le biologiste combine ces bases de données afin d’avoir une description compléte de
la variation retrouvée : fréquence dans la population générale, descriptions dans la
littérature scientifique ou médicale, tolérance du gene touché aux différents types de

variations.
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Un variant est considéré comme polymorphique si sa fréquence en population
générale est > 1%. Au contraire, un variant absent dans la population générale

possede une probabilité plus importante d’avoir des conséquences déléteres.

5. Qutils de prédiction bio-informatiques

Les outils de prédiction donnent différents scores qui se basent sur des
algorithmes bio-informatiques. La base de données Varsome concerne les variations
faux-sens ou les insertions/délétions en phase et combine neufs logiciels de
prédiction sur les conséquences proteiques : DANN, GERP, dbNSFP.FATHMM, LRT,
MetaLR, MetaSVM, MutationAssessor, MutationTaster, PROVEAN. Le logiciel Alamut
Visual s’intéresse aux variants ayant des conséquences sur I'épissage via les outils

de prédiction suivants : SpliceSiteFinder, MaxEntScan, NNSPLICE et GeneSplicer.

8 ol b B = re,

Show Caption | ESE Predicions  Hilight Differences  Options Report  Copy Snapshot  Information and Help  Close Window
NM_000249. 3(MLH 1):c. 677456 >A - [c. 585-7 (Intron 7) - ¢.677+105 (Intron &)]

SpliceSiteFinder-like 0-100] F7s.8

MaxEntScan k2

NNSPLICE 5 ' o-1] Lo

GeneSplicer 0-15]

Human Splicing Finder 1 [] | S 1

IReference Sequence I'ATTCGCTCCATCTTTGGAAATGC'I%TTAGTCdSTATE_TCGATAACCTATAT AAAAAAATCTTTTACATTTATTATCTTGG]
SpliceSiteFinder-like 1

MaxEntScan
NNSPLICE 3 '
GeneSplicer
Human Splicing Finder | [0-100] ]

SpliceSiteFinder-like

MaxEntScan 0-12] =4

NNSPLICE 5 '

GeneSplicer

Human Splicing Finder | [0-100 [ | [ ] 23 |

IMUtated Sequence [ATTCGCTCCAT CTTTGGAAATGC'I‘ETTAGTCC#ST ATET CGATAACCTATATAAARAAAATCTTTTACATTTATTATCTTGGT
SpliceSiteFinder-like 1
MaxEntScan

NNSPLICE 3 ' i
GeneSplicer ] "
Human Splicing Finder 0 ntera

Branch Point

Figure 42 : Outils de prédiction concernant I’épissage sur Alamut Visual

6. Données de séqgréqgation familiale

Lorsque des préléevements sont disponibles chez les apparentés, l'étude de
ségrégation familiale préciser le mode de transmission génétique. Cela permet de
déterminer si le variant étudié co-ségrége avec la pathologie, et s'il est hérité d’'un des
parents ou de survenue de novo. Ces informations sont importantes car elles

permettent de préciser la pathogénicité du variant et d’adapter le conseil génétique.
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Cependant, il existe dans certains cas une pénétrance incompléete ou une phénocopie

donnant une variabilité d’expression du phénotype.

7. Mise en évidence de variants associés

Comme dit précédemment, les surdités héréditaires sont considérées comme une
pathologie monogénique. De ce fait, si un variant posséde tous les arguments en
faveur de sa pathogénicité et concorde avec la clinique et le mode de transmission

suspecte, les autres variants analysés sont considérés comme probablement bénins.

Quand deux variants différents sont mis en évidence sur un méme gene, il est
intéressant de savoir s’ils sont en position cis ou trans car cela permet de savoir s'il
s’agit d’'un allele complexe (en cis) ou d’un alléle hétérozygote composite (en trans).
Cela constitue une information supplémentaire dans le mode de transmission

génétique et parfois dans le mécanisme moléculaire impliqgué dans la pathologie.

Enfin, lorsque seul un mode de transmission autosomique récessif est décrit, un

deuxiéme événement touchant ce géne doit étre recherche.

8. Données fonctionnelles

La génomique fonctionnelle permet d’étudier la fonction d’'un géne, sa régulation et les
interactions des ARN et des protéines qu’ils produisent. Pour cela, diverses conditions
physiologiques sont appliquées sur les génotypes sauvages et mutants afin d’analyser
le transcriptome et le protéome. Méme si elles sont rarement réalisées a cause de leur
complexité, les études fonctionnelles constituent un argument fort en faveur ou en

défaveur de la pathogénicité d’'un variant.

B. Classification selon les recommandations de ’ACMG

Ce faisceau d’arguments permet de classer les variants un a un selon les
recommandations de 2015 de 'ACMG (American College of Medical Genetics and
Genomics) et de 'ANPGM (Association Nationale des Praticiens de Génétique
Moléculaire) (89).

1. Classification des variants

Cette classification se base sur 28 criteres plus ou moins pondérés par un nombre de

points. Ces derniers donnent une somme qui divise les variants en cing grandes
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classes (annexes 8, 9 et 10). Ainsi, l'interprétation des variants est harmonisée et les

variations inter- et intra- laboratoires sont limitées (64,89).

- Classes 1 et 2: variants bénins ou probablement bénins

Ces variants modifient peu ou pas la protéine produite ou sont considérés comme des

polymorphismes si leur fréquence dans la population générale est >1%.

- Classe 3: variants de signification indéterminée (VSI ou VOUS)

Ces variants sont difficiles a interpréter : les outils et les données disponibles a ce jour
ne permettent pas d’exclure ou d’affirmer l'implication de ce type de variant dans la
pathologie du patient. lls ne peuvent pas étre utilisés pour la modification de la prise

en charge du patient et sont réévalués en fonction de I'évolution des connaissances.

- Classes 4 et 5: variants probablement pathogénes ou pathogenes

Ces variants présentent des arguments forts en faveur de leur pathogénicité : ils ont
soit une lourde conséquence sur la protéine (variations non-sens ou avec un décalage
du cadre de lecture) soit ils sont déja décrits dans la littérature comme pathogénes. Le
diagnostic moléculaire est considéré comme établi et le lien de causalité entre les

variants et le phénotype est affirmé.

2. Place des réunions de concertations pluridisciplinaires

En cas de doute ou de difficultés dans la classification d’un variant, le biologiste a la
possibilité de présenter le dossier lors des réunions de concertations pluridisciplinaires
(RCP) locales ou nationales. Au cours de celles-ci, un dialogue avec le clinicien a lieu
afin de débattre et de confronter les différents arguments en faveur ou en défaveur de
l'implication du variant dans la pathologie du patient. Lorsque le doute persiste, un avis

peut également étre demandé a un centre expert dans la pathologie concernée.

3. Le probleme des VSI

Les VSI (variant de signification inconnue) constituent un probléme majeur dans ce
type d’analyse de biologie moléculaire. Malgré I'avancée des connaissances, il est
encore courant de mettre en évidence un variant non connu des différentes bases de
données (locales, de population générale et médicales). Les outils de prédiction in

silico sont parfois discordants concernant la nature délétére de ce variant. L'état actuel
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des connaissances, les données bibliographiques et les prédictions ne permettent pas

d'obtenir assez d’arguments en faveur ou en défaveur de la pathogénicité du variant.

Le nombre de VSI mis en évidence reste trés important : une étude rapporte 82% de
VSI sur 5900 variants analysés en NGS-surdité dans une cohorte de 1119 patients
présentant une surdité (63). Une étude espagnole montre que 61,9% des dossiers
rendus positifs en panel de genes NGS-surdité contiennent des variants non décrits
par les bases de données disponibles (HGMD professionnal, OMIM, PubMed ?
dbSNP, 1000 Genomes Project, ESP, EXAC, ClinVar) (75).

La place du biologiste dans I'analyse de ces VSI est primordiale puisqu’elle requiert
généralement une analyse fine avec une revue de littérature et un dialogue avec le
prescripteur. Le temps biologique passé sur un variant est a prendre en considération
lors du choix de la stratégie d’analyse car il est en moyenne de 40 minutes par VSI
(75). Ces VSI sont donc aujourd’hui considérés comme des variants de découverte
fortuite et ne sont pas utilisés dans I'élaboration de la prise en charge du patient et de
sa famille. lls peuvent étre réévalués a la demande en fonction de I'évolution de la
littérature ou de nouveaux €léments clinico-biologiques et des études
complémentaires peuvent également étre demandées (étude de ségrégation familiale,

étude de I'épissage, étude fonctionnelle, explorations cliniques complémentaires).

Au laboratoire du CHU de Lille, le rendu d’'un VSI dépend de son lien avec la pathologie
suspectée. Lorsqu’il semble ne pas étre responsable des signes cliniques du patient,
il n’est pas mentionné dans le compte rendu. Dans le cas contraire, il est traité comme
un variant de classe 4 ou 5 : par conséquent, il est vérifié par une seconde technique

et décrit dans le compte rendu d’analyse.

4. Variants « candidats »

Variants bruts

Profondeur Exclusion des variants

de lecture

Fréquence du Fréquence dans

la population
générale <1%

introniques, synonymes ou
dans régions non codantes

variant >30%

> 30 reads

Y

Potentiels variants candidats

Figure 43 : Méthode de sélection des variants candidats
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Les variants dits « candidats » se trouvent dans les fichiers .vcf, ne sont pas éliminés

par les différents filtres et présentent les caractéristiques suivantes :

- Classe 3 et possédant des arguments en faveur d’'une implication dans la
pathologie du patient.

- Classe 4 ou 5 (méme sans lien apparent avec la pathologie du patient).

lls vont alors étre vérifiés par la seconde technique de séquencage afin d’éliminer
d’éventuels faux-positifs. En fonction du type de variation, ils sont confirmés soit par
séquencage Sanger (pour les SNP) soit par recherche de réarrangements géniques
par MLPA ou gPCR (pour les CNV) puis soumis a une ségrégation familiale lorsque

les prélevements des apparentés sont disponibles.

IV. Technique Sanger

La technique Sanger est une méthode dite par synthése. Des amorces se fixent par
hybridation aux extrémités du fragment d’ADN ciblé. Une ADN polymérase réalise
ensuite la synthése du brin d’ADN complémentaire in vitro. Pour cela, le milieu
réactionnel contient deux types de nucléotides : les dNTP c'est-a-dire des
désoxyribonucléotides « classiques » et les ddNTP (didésoxyribonucléotides), des
nucléotides privés de leur groupement hydroxyle en 3’, marqués par un fluorochrome
et possédant un effet terminateur de chaine (51). L’ADN polymérase intégre
aléatoirement I'un ou l'autre type de nucléotide et I'élongation s’arréte lorsqu’un ddNTP
estincorporé. De ce fait, plus le ddNTP est intégré tardivement, plus le fragment d’ADN
sera grand. En faisant une migration sur un gel de polyacrylamide, ces fragments

d’ADN sont séparés en fonction de leur taille (18).
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Figure 44 : Schéma de la technique Sanger (18)
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La révélation de la fluorescence propre a chaque type de ddNTP et la détermination
de la taille du fragment d’ADN permettent la reconstitution de la séquence d’ADN : le
graphique obtenu a partir de cette lecture s’appelle un électrophorégramme. Fiable et
précise, cette méthode est encore considérée comme le gold standard du

séquencage.
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Figure 45 : Electrophorégramme avant et aprés automatisation de la lecture

V. Etude des CNV (copy number variations)

La technique NGS est capable de dépister les grands réarrangements géniques notés
CNV (copy number variations) en plus des SNV (single nucleotide variant).

Une étude de panel de génes peut difficilement étre exhaustive si elle n’inclut pas
'analyse des CNV. En effet, prés de 5% a 10% de la population générale seraient
porteur d’une large délétion ou d‘une large duplication d’une taille supérieure a 500 kb
avec une fréquence inférieure a 0,05% (90). Ces grands réarrangements représentent
environ 9,5% de notre génome et sont frequemment impliqués en pathologie (18). Il
est donc nécessaire de regarder si les génes étudiés dans notre panel ne sont a sujets
a de grandes variations (délétions ou duplications).

Un modele mathématique robuste a permis d’élaborer une méthode comparative
similaire a celle utilisée pour l'analyse des CGH-Arrays. Il prend en compte la
couverture et le nombre total de reads pour chaque région analysée. Le principe est
basé sur la comparaison d’'un patient par rapport a 'ensemble des autres patients de

la librairie qui servent en quelque sorte de « pool témoins ».
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Pour arriver a détecter ces CNVs, un calcul de ratio est effectué entre la couverture
d’'une région génomique pour un patient sur la moyenne des couvertures pour cette

méme région de I'ensemble des patients composant la librairie analysée.

Lorsque le ratio est <0.6, cela signifie que la région génomique est sous-représentée
chez le patient analysé. Si au moins 3 régions consécutives ont un ratio <0.6, cela
signifie que le patient est probablement porteur d’'une délétion sur cette zone. A
inverse, le patient est probablement porteur d’une duplication lorsqu’au moins 3

régions consécutives posseédent un ratio >1.5.
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Figure 46 : Comparaison de la détection des réarrangements géniques via
CGH-Array a gauche et via NGS a droite (91)

Lorsqu’'une anomalie est suspectée, une vérification par une seconde technique est
indispensable pour éliminer les artéfacts et les faux positifs. Lorsqu’un kit spécifique
du/des gene(s) concerné(s) est disponible au laboratoire, la confirmation se fait par
technique MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplificatio). S’il n’y a pas de kit
a disposition, la technique gPCR est utilisée.
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La MLPA est une méthode semi-quantitative basée sur la PCR et utilisant des sondes
fluorescentes spécifiques a 'ADN ciblée. En comparant le nombre de sondes du
patient avec celui d’'un ADN de référence, il est possible de déterminer si le patient est

porteur d’une délétion ou d’une duplication.
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Figure 47 : Exemple de résultats de MLPA pour la confirmation d’une délétion :

homozygote a gauche et hétérozygote a droite

La gPCR, également appelée PCR gauntitative ou PCR ne temps réel permet
d’amplifier ’ADN ciblée et de suivre la cinétique de la réaction par détection de
fluorescence. En extrapolant ces valeurs, il est possible de déterminer la quantité

d’ADN initialement présente, qui est comparé avec des ADN « témoins ».
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Figure 48 : Exemple résultats de gPCR pour la confirmation d’une délétion

Les échantillons venant de [l'extérieur sous la forme d’ADN déja extrait sont
problématiques pour I'analyse de leur CNV. En effet, la technique d’extraction interfére
avec la technique de capture. Ce phénomeéne s’explique en partie par la sensibilité de
la PCR a la qualité de 'ADN et a la salinité du tampon. Une phrase mentionnant que
les CNV sont ininterprétables est alors intégrée dans le compte rendu.
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VI. Etude rétrospective des résultats NGS validés

A. Collecte des dossiers

Une étude transversale descriptive a été menée rétrospectivement a partir des
dossiers sous format papier stockés actuellement dans I'enceinte du Centre de

Biologie Pathologie de Lille.

La population étudiée est composée de I'ensemble des patients pour lesquels une
demande de panel-NGS surdité a été réalisée et dont le résultat a été rendu au
médecin prescripteur. Seul le dossier du sujet index a été pris en compte, les
demandes d’étude de ségrégation familiale sont intégrées dans la rubrique
« ségrégation familiale » du cas index. Dans chaque dossier devaient se trouver le
consentement éclairé de biologie moléculaire et la fiche de renseignements cliniques

disponibles sur le catalogue des analyses (annexes 11 et 12).

Au total, le recueil de données a permis l'inclusion de 1228 patients. L’étude réalisée
couvre ainsi une période de six ans, allant de la mise en place de I'analyse en 2014

jusqu’en mars 2020.

41 dossiers datant des années 2014 et 2015 n'ont pas eu de résultats rendus au
prescripteur car ils avaient été sélectionnés pour la mise au point de la méthode NGS

et 82 dossiers n'ont pas été retrouvés sous leur format papier.

B. Mise au point du panel

Durant cette période, le nombre de génes étudiés dans le panel NGS-surdité n’a cessé
d’augmenter. La sélection des genes étudiés dans notre panel est réalisée en
consultant les données de la littérature, la liste des génes étudiés dans d’autres CHU
et en dialoguant avec les cliniciens prescripteurs. En effet, lors de sa mise en place en
2014, seuls 123 genes étaient inclus dans le « panel 1 ». Des 2015, grace aux
nouvelles descriptions dans la littérature, de nouveaux genes ont été intégrés au panel,
donnant ainsi le « panel 2 » comprenant I'étude de 146 génes puis a partir de 2017, le
« panel 3 » étudiant 170 génes (67 dans DFNB, 35 dans DFNA, 6 lié a I'X, 68 formes
syndromiques). Enfin, le panel actuel appelé « panel 4 » a été mis en place a partir de

fin 2019 et inclut I'étude de 214 génes impliqués dans les surdités. Les nouveaux
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genes de ce panel sont en partie ceux qui ont été récemment mis en cause dans les

neuropathies auditives isolées ou syndromiques.

C. Recueil des données cliniques et génétiques

La premiere partie du travail a donc été de retrouver ces dossiers et de les étudier
successivement par ordre alphabétique et de compléter les différentes informations
gu’ils fournissent dans un tableur via le logiciel Microsoft Excel 2010. Ce dernier a été
divisé en cing catégories différentes afin de regrouper toutes les données nécessaires

a la bonne compréhension de chaque dossier.

- Informations relatives au patient : nom, prénom, date de naissance.

- Informations relatives au préléevement : numéro échantillon, date de la
demande, numéro de panel, prescripteur, ville/CH du prescripteur.

- Renseignements cliniques : suspicion clinique initiale, type de surdité, age
d’apparition de la surdité, surdité bilatérale/unilatérale/asymétrique, sévérité de
la surdité, présence ou non de malformations au niveau de l'oreille, autres
renseignements cliniques, présence ou non d’antécédents familiaux, surdité
évolutive ou non, présence de l'audiométrie dans le dossier, présence de
facteurs exogénes, présence d’une consanguinité au sein de la famille.

- Rendus de résultats : positif/négatif/VSI, géne(s) dans le(s)quel(s) se trouve(nt)
le(s) variant(s), positions génomiques des variants, changements protéiques
induits par ces variations, statut hétérozygote/homozygote/hémizygote pour
ces variants, type de variations (faux-sens, non-sens, délétion, insertion...).

- Ségrégation familiale.

Aprés retranscription de 'ensemble des données a partir des dossiers papiers sur un
tableau Microsoft Excel, I'ensemble des analyses statistiques descriptives des

données ont été effectuées avec le logiciel SAS (Statistical Analysis System).

D. Analyse des données

Une cartographie des demandes de panel NGS surdité a été dessinée afin d’apprécier
le profil des demandes nationales entre 2014 et 2020. Afin de comparer I'évolution
dans le temps, il a été choisi de diviser 'ensemble des demandes en deux : le premier

groupe est constitué des analyses effectuées entre 2014 et 2017 c’est-a-dire celles qui
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ont été réalisées avec le panel « 1 » et le panel « 2 », qu’on note « panel 1+2 ». Le
second groupe regroupe les analyses réalisées entre 2017 et 2020 c’est-a-dire, celles

gui ont été effectuées avec le panel « 3 » et le panel « 4 » qu’on note « panel 3+4 ».

Les suspicions cliniqgues (DFNB, DFBA, syndromique, NA) ont été analysées selon
les mémes modalités : « panel 1+2 », « panel 3+4 », « total des demandes ». Les
syndromes les plus couramment suspectés ont été mis en évidence a partir de
'ensemble des demandes. Le profil des patients est décrit en fonction du type de
surdité, de I'age d’apparition de la surdité, de son caractére uni- ou bilatérale, de la
gravité de la surdité, de la présence de malformations des oreilles, de la présence

d’autres signes cliniques et de la présence d’antécédents familiaux.

E. Analyse des résultats NGS

Grace aux résultats de I'ensemble des bilans analysés, I'apport de la technique NGS
dans le diagnostic des surdités par rapport au séquengage d’une poignée de genes a
été démontré. Le taux de positivité (positifs/VSI/négatif) a été déterminé sur la globalité

des demandes, sur les groupes « panel 1+2 » et « 3+4 » et selon la suspicion clinique.

Par la suite, seuls les positifs ont été conservés afin d’établir le profil clinique des
patients ayant une analyse moléculaire positive. Le type de mutation impliqué dans le
rendu des résultats positifs a pu étre comparé a une étude.

Les genes ayant des variants pathogenes ou VSI les plus fréquemment retrouvés ont
pu étre dégagés parmi les différentes catégories (DFNA, DFNB, NA et syndromique).
Le profil des variations a pu étre dessiné en fonction du géne impliqué, du type de

variation, de I'état hétérozygote-homozygote de la variation.

La concordance entre la suspicion clinique initiale et le diagnostic moléculaire rendu a

également été effectuée afin de se rendre compte du taux de concordance.
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RESULTATS
l. Profil des demandes en France

A. Description de la provenance des demandes

Au total, entre 2014 et 2020, un total de 1224 prélevements a été adressé au CBP de

Lille avec une demande de NGS-surdité.

Panel 1+2 Panel 3+4

(2014-2017) (2017-2020) Total
Lille 252 (45%) 240 (35%) 492 (40%)
Extérieur 298 (55%) 434 (65%) 732 (60%)
Total 550 674 1224

Tableau 7 : Répartition des demandes en fonction des deux groupes de panel
NGS surdité (n=1224)

Concernant les panels 1+2, c’est-a-dire les panels utilisés entre 2014 et 2017, 554
échantillons ont été recus au laboratoire, 252 venant du CHU de Lille (45%) et 298
venant de 'ensemble de la France (55%). Concernant les panels 3+4 c’est-a-dire ceux
mis en place entre 2017 et 2020, 674 patients ont été inclus dans ce travail dont 240
venant du CHU de Lille (35%) et 434 du reste de la France (65%).

Avec le temps et I'évolution des panels, le nombre de prélévements venant du secteur
lillois reste globalement stable, tandis que le nombre de demandes NGS-surdité a

augmenté pour les demandes venant de I'extérieur au fil des années.
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Figure 49 : Carte de France répertoriant la provenance des différentes
demandes entre 2014 et 2017
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Figure 50 : Carte de France répertoriant la provenance des différentes
demandes entre 2017 et 2020

100



En plus de leur nombre croissant, les demandes viennent aussi également de villes et

de prescripteurs plus variés que lors de la mise en place de cette technique.

Quand le clinicien effectue une demande de panel NGS-surdité, il doit préciser sur
'ordonnance le type d’analyse qu’il souhaite effectuer ainsi que la suspicion clinique
afin d’aider le biologiste dans I'analyse des résultats. En fonction de 'anamnése et de
'examen clinique, les prescripteurs s’orientent vers une surdité soit syndromique soit
non-syndromique. lls déterminent également, grace aux antécédents familiaux
rapportés, le mode de transmission génétique : autosomique dominante, autosomique

récessive ou liée a I'X.

La répartition des patients en fonction de leur suspicion clinique initiale et du mode de

transmission génétique suspecté est stable au cours du temps pour chaque catégorie.

Panel 1+2

Suspicion clinique
2014-2017

Syndromique 224 (41%)

Non syndromique 318 (59%)

- DENA 111 (20%)
- DFNB 207 (38%)
Total 542

Panel 3+4
2017-2020

289 (44%)

369 (56%)
102 (16%)
267 (40%)

658

Total

513 (42%)

687 (57%)
213 (17%)
474 (39%)

1200

Tableau 8 : Répartition des suspicions cliniques au cours du temps

DFNB Syndromique
n=474 n=513
39% 42%
DFNA
NA
n=28 n=213
204, 17%

Figure 51 : Répartition des suspicions cliniques (n=1228)
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NOM DU SYNDROME NOMBRE ET POURCENTAGE

Syndrome d’Usher 83 (16,1%)
Syndrome BOR 76 (14,8%)
Syndrome de Pendred 61 (11,8%)
Syndrome de Waardenburg 43 (8,4%)
Syndrome de Stickler 32 (6,2%)
Syndrome d’Alport 24 (4,7%)
Syndrome de Charge 20 (3,9%)
Autres syndromes 174 (33,9%)

Tableau 9 : Syndromes les plus fréquemment suspectés (n=513)

Panel 1+2 (2014-2017) Panel 3+4 (2017-2020)
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Figure 52 : Syndromes les plus fréquemment suspectés au cours du temps

Lors des consultations, certaines formes de surdité sont plus souvent suspectées,
notamment les syndromes les plus fréquents ou ceux présentant des atteintes tres
spécifiques. Sur 'ensemble des demandes recues au laboratoire du CHU de Lille entre
2014 et 2020, les syndromes qui se démarquent sont : le syndrome d’'USHER, le
syndrome BOR, le syndrome de Pendred, le syndrome de Waardenburg, le syndrome
de Stickler, le syndrome d’Alport et le syndrome de Charge. Cette répartition n’a pas
évolué entre 2014 et 2020.
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B. Description clinique des patients

Lorsque le clinicien réalise une demande de panel NGS-surdité, il doit également
fournir au laboratoire une fiche de renseignements cliniques afin d’aider le biologiste
dans linterprétation des résultats. Elle donne des informations cruciales pour préciser
le tableau clinique du patient : le type de surdité (perception ou transmission), la
seévérité, l'atteinte uni- ou bilatérale, I'évolutivité et I'association a d’autres signes
cliniques. Lorsque cela est possible, le clinicien complete aussi un arbre généalogique
afin de connaitre le nombre de personnes déficientes auditives dans la famille. Cette

feuille est disponible en ligne sur le catalogue des analyses du laboratoire (annexe).

Malheureusement, elle n’a pas été mise en place dés le début de la mise en place de
'analyse et reste encore aujourd’hui trés souvent incompléte. Elle demeure pourtant
essentielle car le tableau clinique permet aux biologistes de cibler certains genes lors

de I'analyse des variants.

Panel 1+2 Panel 3+4
(2014-2017) (2017-2020) Total
Perception 503 (91%) 577 (86%) 1080 (88%)
Transmission 7 (1%) 9 (1%) 16 (1%)
Mixte 16 (3%) 24 (4%) 40 (3%)
Pas de surdité 11 (2%) 29 (4%) 40 (3%)
Neuropathie auditive 3 (1%) 3 6 (1%)
Surdité inflammatoire 0 1 1
Aucun renseignement clinique 14 (2%) 31 (5%) 45 (4%)

Tableau 10 : Répartition en fonction de leur type de surdité et du temps
(n=1228)

Une trés grande majorité des demandes concernent des surdités de perception (88%),
ce qui est en accord avec les indications du panel NGS-surdité. Une fois ces
renseignements cliniques repertoriés, le profil des patients a pu étre dressé au cours

du temps et en fonction de chaque catégorie de caractéristiques cliniques.
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2014-2017

Panel 1+2
n=554

2017-2020
Panel 3+4

n=674

Age d'apparition de la surdité (n=817)

Congeénitale 185 (47%) 206 (49%) 391 (48%)
Pré-linguale 30 (8%) 44 (10%) 74 (9%)
Post-linguale 180 (45%) 172 (41%) 352 (43%)
Total 395 422 817
Uni ou bi-latérale (n=955)
Bilatérale 396 (91%) 439 (85%) 835 (87%)
Unilatérale 31 (7%) 60 (11%) 91 (10%)
Asymeétrique 9 (2%) 20 (4%) 29 (3%)
Total 436 519 955
Gravité de la surdité (n=734)
Cophose 17 (5%) 15 (4%) 32 (4%)
Profond 89 (27%) 104 (26%) 193 (26%)
Sévere 58 (18%) 90 (22%) 148 (20%)
Moyenne 135 (41%) 153 (38%) 288 (40%)
Légére 31 (9%) 42 (10%) 73 (10%)
Total 330 404 734
Malformations oreilles (n=1228)
Présence 99 (18%) 138 (20%) 237 (19%)
Absence 455 (82%) 536 (80%) 991 (81%)
Autres signes cliniques (n=1228)
Présence 148 (27%) 252 (37%) 400 (33%)
Absence 406 (73%) 422 (63%) 828 (67%)
ATCD familiaux (n=1228)
Présence 242 (44%) 266 (39%) 508 (41%)
Absence 312 (56%) 408 (61%) 720 (59%)

Tableau 11 : Répartition des patients en fonction de leurs différentes

caracteristiques cliniques et au cours du temps
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. Résultats des analyses NGS

A. Généralités

Une fois le séquencage réalisé sur les automates Illlumina Nextseq550 ou Miseq, les
données récoltées sont stockées sur les serveurs Biolnfo et analysées avec les
logiciels & disposition au Pole de Biologie Pathologie du CHU de Lille. A partir du fichier
.vcf et selon les recommandations de TANPGM, les variants retrouvés sont classés en
fonction des renseignements cliniques, des résultats de l'imagerie, des tests

fonctionnels d’audiométrie et de 'ensemble de 'anamnése.

Trois résultats sont possibles :
- Positif : variant(s) de classes 4 ou 5. Les variants pathogénes sont confirmés
par une seconde technique et décrits dans le compte-rendu.
- VSI : variant(s) de classe 3
- Négatif : variant(s) de classe 1, classe 2 ou classe 3 non concordant avec la

clinique. Ces variants bénins ne sont pas mentionnés dans le compte-rendu.

B. Taux de positivité

1. Evolution au cours du temps

» Positifs
Négatifs Positifs n=181
n= 217 n=194 Négatifs 27%
39% 39% n=374
29% VSl
144 n=119
e 18%

Figure 53 : Résultats des analyses NGS entre 2014 et 2017 en haut (n=555) et
entre 2017 et 2020 en bas (n=674)
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Contrairement aux prévisions, le taux de positivité n’a pas augmenté au cours du

temps : 35% de positif entre 2014 et 2017 contre 27% entre 2017 et 2020.

Positifs
n=375
Négatifs 31%
n=591
48%
VSI
n=263
21%

Figure 54 : Résultats globaux des analyses NGS entre 2014 et 2020 (n=1229)

2. Taux de positivité en fonction des caractéristiques

cliniques

Pour chaque caractéristique clinique, un taux de positivité a pu y étre associé et

comparé par rapport aux pourcentages de positivité retrouvés dans un article de la
littérature qui a étudié une cohorte similaire a la nétre (n=1119) sur un panel de génes

surdités comprenant 66 ou 89 genes (63) .
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Ensemble |Nombre de Taux de
des bilans | dossiers Tau_x_ o_Ie' positivité dans la
n=1228 positifs positivite littérature
Age d'apparition de la surdité (n=817)
- Congénitale 391 (48%) 140 36% 44% (63)
40% (75)
- Pré-linguale 74 (9%) 29 39% 29% (63)
- Post-linguale | 352 (43%) 101 29% 28% (63)
Uni ou bi-latérale (n=955)
- Bilatérale 835 (87%) 275 33% 44% (63)
44,5% (75)
- Unilatérale 91 (10%) 11 12% 1% (63), 1/5 (75)
- Asymeétrique 29 (3%) 6 21% 22% (63)
Gravité de la surdité (n=734)
Cophose 32 (4%) 9 28%
Profond 193 (26%) 55 28%
Sévere 148 (20%) 46 31%
Moyenne 288 (40%) 108 38%
Légere 73 (10%) 15 21%
Malformations oreilles (n=1228)
Présence 237 (19%) 55 23%
Absence 991 (81%) 323 33%
Autres signes cliniques (n=1228)
Présence 400 (33%) 140 35% 27% (63)
Absence 828 (67%) 238 29% 42% (63)
ATCD familiaux (n=1228)
Présence 508 (41%) 174 34% 45% (63)
Absence 720 (59%) 204 28% 37% (63)

Tableau 12 : Comparaison des taux de positivité retrouvés en fonction des

caracteéristiques cliniques des patients avec ceux retrouves dans la littérature
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3. Caractéristiques des dossiers rendus positifs (n=378)

Pour cette partie de I'étude, seuls les dossiers ayant été rendus avec un diagnostic

moléculaire positif ont été sélectionnés.

a. Caractéristiques cliniques
Le nombre de dossiers positifs et leur pourcentage a été déterminé pour chaque

caractéristique clinique disponible dans les dossiers de ces patients.

Ces résultats sont a interpréter avec précautions car ils dépendent du nombre de
dossiers ayant chaque caractéristique clinique : par exemple, peu de dossiers
mentionnent la présence clinique d’'une neuropathie auditive car c’est une pathologie
peu connue et donc peu diagnostiquée. De plus, de nombreux dossiers ne contiennent

aucun renseignement clinique.

Origine de prescription

- Intérieur (région lilloise) 156 (41,3%)
- Extérieur (hors région lilloise) 220 (58,2%)
Numéro de panel
- 142 194 (51,3%)
- 3+4 184 (48,7%)
Suspicion clinique
- DNFA 75 (19,8%)
- DFNB 131 (34,7%)
- NA 7 (1,9%)
- Syndromique 165 (43,7%)
Type de surdité
- Perception 340 (89,9%)
- Transmission 2 (0,5%)
- Mixte 13 (3,4%)
- NA 2 (0,5%)
- Pas de précision sur la surdité 11 (2,9%)
- Pas de surdité 9 (2,4%)
Age d'apparition de la surdité
- Congeénitale 140 (37,0%)
- Pré-linguale 29 (7,7%)
- Post-linguale 101 (26,7%)
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Gravité de la surdité

Cophose 9 (2,4%)
Profond 55 (14,6%)
Sévere 46 (12,2%)
Moyenne 108 (28,6%)
Légére 15 (4,0%)
Uni ou bi-latérale
Bilatérale 275 (72.8%)
Unilatérale 11 (2,9%)
Asymétrique 6 (1,6%)
Malformations oreilles
Présence 55 (14,6%)
Absence 323 (85,4%)
Autres signes cliniques
Présence 140 (37,0%)
Absence 238 (63,0%)
ATCD familiaux
Présence 174 (46,0%)
Absence 204 (54,0%)

Tableau 13 : Caractéristiques cliniques des patients ayant eu un diagnostic

moléculaire positif (n=378)

b. Caractéristiques des variations retrouvées
Sur 'ensemble des dossiers positifs étudiés, chaque variant rendu a été étudié. Tous
les variants mentionnés et décrits sur les comptes rendus ont été décrits en fonction

du type de variation et du statut des patients.
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Type de variations retrouvées

Faux-sens 280 (52,8%)

Ins/del CNV 140 (26,4%)
Non-sens 80 (15,1%)
Splice 30 (5,6%)

Statut du patient

Hémizygote 8 (1,5%)
Hétérozygote 454 (85,7%)
Homozygote 67 (12,6%)

NR 17 (3,2%)

Tableau 14 : Caractéristiques des variations mentionnées dans les comptes
rendus (n=530)

4. Répartition en fonction de la suspicion clinique initiale

DFNB DFNA NA Syndromique Totaux
Positif 131 (28%) 73 (34%) 7 (24%) 165 (33%) 376 (31%)
VS 98 (20%) 50 (24%) 3 (10%) 111 (22%) = 262 (21%)
Négatif 245 (52%) 90 (42%) 18 (62%) 237 (45%) 590 (47%)
Totaux 474 213 28 513 1228

Tableau 15 : Répartition des résultats des panels NGS surdité en fonction de la

suspicion diagnostic initiale
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Figure 55 : Résultats des panels NGS surdité en fonction de la suspicion

diagnostic initiale

Pour cette partie, les différents types de surdité ont été séparés en 4 groupes en

fonction de leur suspicion clinique initiale et de leur mode de transmission : surdité a

transmission autosomique récessive (DFNB), autosomique dominante (DFNA),

neuropathies auditives (NA) et surdités syndromiques. Les Neuropathies Auditives ont

été mis dans un groupe a part entiere car elles constituent une entité particuliere dans

les surdités et de nombreux génes impliqués dans ces formes n’ont été ajoutés au

panel qu’en 2020. Les autres modes de transmission n'ont pas été étudiés car ils ne

concernaient qu’'une minorité de patients.

Pour chague type de transmission, plusieurs parametres ont été étudiés : le résultat

NGS, le nombre de variants concordant avec le groupe, le type de variation ainsi que

le statut du patient pour la(les) variation(s) mentionnée(s) sur le compte rendu.
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a. Pour les surdités non-syndromiques

DFNB (n=474) DFNA (n=213) NINGEZE))

Résultats NGS

Positifs 131 (28%) 73 (34%) 7 (24%)
VSl 98 (20%) 50 (24%) 3 (10%)
Négatifs 245 (52%) 90 (42%) 18 (62%)
Concordance avec la transmission suspectée
Nombre génes 41/74 22/38 217
Nombre de variants  281/356 (78,9%) 119/178 (80,4%) 9/16 (56,3%)
Types de variation
Faux-sens 179 100 15
Non-sens 37 11 3
Délétion 83 19 2
Insertion/duplication 16 9 1
Epissage/intron 15 4 1
Synonyme 2 1 0
Statut du patient
Hétérozygote 288 139 15
Homozygote 45 2 1
Hémizygote 3 2

Tableau 16 : Caractéristiques des résultats NGS pour les suspicions de

surdités non syndromiques

Enfin, les génes les plus fréquemment rendus ont éte listés par ordre décroissant avec

le nombre de fois ou ils ont été mentionnés dans le résultat envoyé au prescripteur.
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DFNB
GJB2 (58)
MYO15A (42)
STRC (37)
MYO7A (22)
USH2A (15)
LOXHD1 (13)
SLC26A4 (13)
TECTA (10)
TRIOBP (9)
OTOA (8)
OTOG (8)
TMPRSS3 (6)
GPR98 (5)
OTOF (5)
PCDH15 (5)

TBC1D24 (5)

DFNA
MYO6 (17)
MYO7A (15)
GJB2 (13)
TECTA (13)
MYH14 (10)
KCNQ4 (9)
ACTGL1 (7)
WFS1 (7)

COCH (6)

SLC26A4 (6)

EYA4 (5)

SIX1 (5)

NA
LOXDH1 (6)
OTOF (3)
MYO15A (2)

USH2A (2)

Tableau 17 : Principaux génes retrouveés dans les suspicions de surdité isolée

et nombre de fois ou ils ont été rendus aux prescripteurs
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b. Pour les surdités syndromiques

VS|
n=111
22%

Figure 56 : Résultats du panel NGS-surdité dans les suspicions de surdités
syndromiques (n=505)
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Figure 57 : Résultats des panels NGS-surdité en fonction du syndrome

suspecté
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Types de variation

Faux-sens 90 (36,4%)
Non-sens 47 (19,0%)
Délétion 68 (27,5%)

Insertion/duplication 15 (6,1%)
Epissage/intron 24 (9,7%)
Synonyme 3 (1,2%)
Statut du patient
Hétérozygote 347 (92,0%)
Homozygote 22 (5,8%)
Hémizygote 8 (2,1%)

Tableau 18 : Statut du cas index vis-a-vis des variations mentionnées chez les

patients ayant une suspicion de surdité syndromique
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Usher (n=83) | Bor (n=77) | Pendred (n=63) | Waardenburg (n=43) | Stickler (n=31) | Alport (n=24)

Résultats NGS

Positifs 49 (59%) 27 (35%) 12 (19%) 21 (49%) 12 (39%) 6 (25%) 127
VS| 19 (23%) 9 (12%) 24 (38%) 2 (5%) 9 (29%) 9 (37%) 72
Négatifs 15 (18%) 41 (53%) 27 (43%) 20 (46%) 10 (32%) 9 (38%) 122
Concordance avec la transmission suspectée
Co\éigfg; < %5711/11;3 (ggf;) ) 35/50(70,0%) 14/29 (48,3%) 15/27 (55,6%)  5/16 (31,3%) %g; /j;g
Types de variation
Faux-sens 56 23 40 9 15 12 155
Non-sens 21 8 2 5 5 0 41
Délétion 27 7 3 10 3 3 53
Insertion 2 0 1 1 0 0 4
Epissage 18
Infroniqgue 4 > 3 3 3 0
Synonyme 1 0 0 0 0 0 1
Statut du patient
Hétérozygote 104 40 47 26 25 11 253
Homozygote 9 4 1 1 1 2 18
Hémizygote 1 0 0 1 0 2 4

Tableau 19 : Caractéristiques des résultats NGS pour les suspicions surdités syndromiques
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Syndrome
d’Usher

USH2A (67)
MYO7A (22)
ADGRV1 (10)
GJB2 (4)
WFS1 (2)
PDZD7 (2)

Syndrome BOR

EYAL (12)
GJB2 (5)
SIX1 (5)

COL4A3 (3)

TSH21 (3)

CHD7 (2)
COL4A4 (2)
PCDH15 (2)

Syndrome de
Pendred

SLC26A4 (32)
GJB2 (3)
FOXI1 (2)
GPR98 (2)

Syndrome de
Waardenburg

PAX3 (7)
GJB2 (5)
SOX10 (4)
EDN3 (2)
ILDR1 (2)
PTPRQ (2)
TMC1 (2)

Syndrome de
Stickler

COL2A1 (8)
COL11A1 (5)
GJB2 (5)
USH2A (2)

Syndrome
d’Alport

CHD23 (3)

COL11A2 (2)
COL4A3 (2)
COL4A4 (2)

Tableau 20 : Principaux genes retrouvés dans les suspicions de surdités syndromiques et nombre de fois ou ils ont été

rendus aux prescripteurs
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5. Résultats des CNV

Concernant I'analyse des CNV, 41 anomalies dont 35 délétions et 6 duplications ont
été mises en évidence et confirmées par une seconde technique. 32 d’entre elles ont
été classées comme pathogene ou probablement pathogenes selon les critéeres de

'ACMG, ce qui représente 8,5% des dossiers rendus positifs.

La variation la plus frequemment retrouvée est la délétion homozygote du géne STRC
concernant I'ensemble du géne, de I'exon 1 a I'exon 29, responsable de la forme de
surdité appelée DFNB16. Sur 'ensemble des patients, cette délétion a été mise en
évidence 23 fois dont 21 fois a I'état homozygote et 2 fois a I'état hétérozygote. Cela

représente 56% des CNV détectés et 6% des dossiers positifs.
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DISCUSSION

Un bilan a été realisé sur les analyses concernant les surdités héréditaires et réalisées
sur le panel de genes par technique NGS. Ce travail rétrospectif a permis I'étude des
dossiers traités entre 2015 et 2020 dans le laboratoire du Centre Hospitalier

Universitaire de Lille.

La cartographie et le profil des demandes ont été évalués en fonction de I'évolution de
la technique. Les patients ont été décrits en fonction de leurs caractéristiques cliniques.
Ces données ont pu étre comparées avec celles de la littérature lorsqu’elles étaient

disponibles.

Le taux de positivité démontre I'apport de la technique NGS dans le diagnostic des
surdités génétiques. Les genes les plus fréquemment retrouvés ont été mis en
évidence en fonction du type de surdité. Enfin, la comparaison entre les variants
rendus et '’hypothése diagnostic de départ montre une bonne concordance entre le

diagnostic clinigue et le diagnostic moléculaire établi.

l. Profils des demandes

A. Prescripteurs plus nombreux

L’évolution croissante du nombre de prescripteurs est expliquée en grande partie par
'amélioration de la communication aux différents praticiens médicaux. En effet, grace
a la mise en place desfilieres, 'analyse des panels en NGS-surdité a été mise en ligne
sur le site Orphanet. Elle s’est ainsi fait connaitre et est devenue accessible aupres de

tous les prescripteurs du territoire francais.

De plus, au cours de ces derniéres années, les consultations de génétique et d’ORL
ont été davantage développées. Le dialogue entre les différents acteurs de santé a été

également favorisé grace aux RCP mises en place par le réseau Sensgene.

B. Nombreuses demandes pour des formes syndromigues

Selon la classification des surdités neurosensorielles, 54% d’entre elles ont une
transmission autosomique récessive, 15% une transmission autosomique dominante

et 30% s’inscrivent dans une forme syndromique. Sur I'ensemble des demandes
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incluses dans ce travail, elles sont respectivement de 39%, 17% et 42%. Les formes
syndromiques sont donc surreprésentées au détriment des formes isolées a

transmission autosomique récessive.

Pres de 42% des demandes concernent une suspicion syndromique comprenant une
surdité. Cette forte proportion s’explique notamment par la précocité et la séveérité de
certains tableaux cliniques. Par définition, dans ces formes syndromiques, il y a une
atteinte de plusieurs organes donnant des signes cliniques plus « bruyants » par
rapport & une surdité isolée. Cela motive le patient a demander une consultation en
géneétique clinique afin d’identifier la cause de ses symptdmes et d’avoir un conseil
génétique de qualité. Le clinicien souhaite généralement avoir une confirmation de son
diagnostic clinique par un diagnostic moléculaire concordant afin de d’améliorer la

prise en charge et le suivi du patient et de sa famille.

Cette tendance est aussi due a un biais de sélection nationale : en effet, de nombreux
laboratoires en France séparent les surdités syndromiques des surdités non
syndromiques en ayant recours a des panels différents. Parmi ceux possédant un
panel de surdités syndromiques, rares sont ceux qui ont inclus les genes impliqués
dans le syndrome de Stickler ou le syndrome BOR. Si le clinicien suspecte un de ces
syndromes, il a a sa disposition les sites Orphanet et Sensgene afin de trouver un
laboratoire expert effectuant I'analyse de ces génes. Par exemple, le laboratoire de
Lille recoit des demandes d’analyses pour les génes TSHZ1, EYAL et SIX1 car il est
le seul en France a les avoir inclus dans son panel NGS-surdité. Cette expertise peut

étre en partie responsable du grand nombre de demandes concernant ces syndromes.

C. Majorité de surdité de perception

Le panel NGS-surdité est indiqué dans le cadre des surdités de perception. Sa
prescription peut également concerner les surdités mixtes ou les neuropathies
auditives. Elle n’est cependant pas recommandée pour les surdités de transmission

car celles-ci n'ont généralement pas d’origine génétique.

Cette indication semble trés bien respectée car seuls 16 dossiers présentant une
surdité de transmission ont fait 'objet d’'une demande de panel NGS-surdité. 4 d’entre
eux ont été envoyés dans le cadre d’'une suspicion d’'un syndrome BOR ou le patient

peut présenter une surdité d’origine uniqguement transmissionnelle mais ou la
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demande de panel NGS-surdité est tout a fait indiquée. Concernant les autres
dossiers, ils font généralement 'objet d’'une demande de panel NGS-surdité lorsqu’il
s’agit d’'une surdité qui semble héréditaire aux regards des antécédents familiaux. Pour
certains, il s’agit également d’'une erreur liée a la méconnaissance des indications de
'analyse. Ce dernier cas de figure semble étre de plus en plus rare au fil des années

grace a la communication promue par les filieres de santé.

Les 40 dossiers mentionnant clairement I'absence de surdité sont généralement des
patients présentant une clinique syndromique typique : il est dans ce cas utile
d’adresser une demande pour un panel NGS-surdité a condition que les génes
suspectés soient présents dans le panel. En effet, dans les formes syndromiques, la
surdité n’est pas toujours présente lors de I'apparition des premiers symptémes et peut
se manifester ultérieurement. Il s’agit également de demandes spécifiques de la part
des cliniciens. lls cherchent parfois a analyser un géne particulier de notre panel qui
expliquerait le tableau clinique d’un patient (méme si celui-ci ne présente aucun

probleme auditif).

D. Caractéristiques clinigues des patients

Les caractéristiques cliniques des patients permettent de dresser le profil « type » des
patients. La majorité d’entre eux présentent une surdité congénitale ou post-linguale,
bilatérale, de sévérité moyenne, sans malformations au niveau des oreilles, sans

autres signes cliniques et sans antécédents familiaux de surdité.

Cependant, ces résultats sont a interpréter avec prudence car certaines catégories
cliniques sont parfois sous-estimées : c’est par exemple le cas des surdités pré-
linguales dont les limites d’age sont floues et variables en fonction des publications et
des prescripteurs. Certaines surdités sont diagnostiquées tardivement : elles sont
classées en post-linguale alors que leur apparition était probablement pré-linguale
voire congénitale. C’est également le cas avec la catégorie « asymétrique » qui est
rarement mentionnée : les cliniciens mentionnent plus souvent une surdité bilatérale,
méme s’il existe une asymétrie de sévérité de surdité entre les deux oreilles. Enfin,
certaines surdités étaient unilatérales a leur début puis ont progressé vers une atteinte

bilatérale. Concernant la séveérité de la surdité, il aurait été judicieux de rassembler les
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classes « profonde » et « cophose » car il est difficile de différencier ces deux

catégories.

Enfin, ce travail a été réalisé rétrospectivement et les dossiers comprennent rarement
'ensemble des informations demandées voire aucun renseignement clinique pour 45
d’entre eux. Pour les catégories « malformations des oreilles », « autres signes
cliniques » et « antécédents familiaux », elles étaient considérées comme négatives
lorsqu’aucune information prouvant le contraire n’était mentionnée dans le dossier du
cas index. Il est nécessaire de rappeler aux prescripteurs que ce manque
d’'informations peut étre responsable d’'une moins bonne interprétation des variants
retrouvés et ainsi étre la cause d’un diagnostic erroné. Il est donc primordial de veiller

a I'envoi de ces informations au laboratoire d’analyse et les réclamer en cas d’oubli.

. Résultats de I’analyse panel NGS-surdité

A. Taux de positivité

1. Taux de positivité non augmenté malgré I'’évolution du

panel au cours du temps

L’évolution du panel laissait penser que le taux de positiviteé augmenterait
parallélement avec le nombre de génes étudiés. Cette hypothése est d’ailleurs
mentionnée dans la littérature : une augmentation de 2% de dossiers positifs est
observée avec le panel OtoSCOPE qui passe de 66 génes (v4) a 89 genes (v5) (63).

a. Elargissement des prescriptions
Ce phénomeéne s’explique en partie par I'élargissement des prescriptions. La mise en
ligne de I'analyse sur le site Orphanet a permis d’informer les prescripteurs du territoire
francais. Cela a contribué a 'augmentation du nombre de demandes. En contrepartie,
cela a également eu comme conséquence l'apparition de demandes atypiques, non
spécifiqgues ou n’entrant pas dans le cadre des indications de I'analyse. Ces dossiers
sont donc plus complexes que les autres et la probabilité de mettre en évidence un

variant pathogéne décrit chez ces patients est donc plus faible.

b. Génes fréquents intégrés au panel dés 2014
La deuxiéme raison concerne la conception des panels utilisés. En effet, en analysant

un nombre croissant de genes analysés, le nombre de dossiers avec un diagnostic
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moléculaire positif aurait di augmenter. Cependant, les premiers panels mis en place
au laboratoire de Lille contenaient déja les genes les plus couramment retrouvés dans
la littérature. L’ajout de génes au panel n'a donc pas d’influence significative sur le
taux de positivité global. L’enrichissement des panels a pour but une amélioration
qualitative et non quantitative des résultats. Il permet ainsi au biologiste d’affiner ses
recherches et de mettre en évidence des variations sur des genes impliqués dans la
pathologie d’'un petit nombre de patients. Par exemple, les génes intégrés au panel en
2020 (panel 4) sont des genes découverts récemment, d’'occurrence rare ou des génes
impliqués dans les neuropathies auditives. De plus, ils sont encore méconnus des
prescripteurs et donc rarement suspectés. Grace a I'ajout de ces génes, certaines
pathologies sous-estimées comme les neuropathies auditives seront probablement

mieux diagnostiquées dans le futur.

c. Meilleure capacité discriminative du biologiste
Enfin, le taux de positivité dépend de I'analyse des données de séquencage. Une
expertise tres pointue dans les domaines de la biologie et de la génétique est alors
requise. Cette technique n’ayant vu le jour que trés récemment, des améliorations a
différents niveaux ont contribué a accroitre la qualité de I'analyse des données. Ainsi,
'augmentation de la puissance des logiciels bio-informatiques a diminué le nombre
d’artéfacts. La précision croissante des logiciels a participé a la baisse du taux des
faux positifs. Les différentes bases de données (locales, de population générale ou
médicales) continuent encore aujourd’hui d’étre incrémentées, augmentant ainsi le
nombre et la qualité des informations qui s’y trouvent. Les biologistes ont continué a
se former et a s’adapter a l'utilisation de ces différents outils, perfectionnant ainsi leur

capacité discriminative au fil des années.

d. Role des RCP dans la limitation du rendu de VSI
Le dialogue entre cliniciens et biologistes a été renforcé. Il a favorisé les échanges
constructifs sur les variants problématiques et a contribué a limiter le nombre de VSI
rendus. Dans les dossiers complexes, les RCP proposent parfois la prescription d’un
exome (WES) voire d’'un génome (WGS) aux patients ayant un panel NGS-surdité
négatif ou n’expliquant pas la totalité du tableau clinique. En fonction de I'évolution des
connaissances et du phénotype du patient, d’autres examens complémentaires

peuvent aussi étre proposés pour trouver I'étiologie de la surdité du patient.
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2. Taux de positivité global satisfaisant

Malgré sa stabilité, le taux de positivité global du panel NGS-surdité reste trés
satisfaisant. En effet, prés de 16% des surdités sont déja expliquées grace a
I'exploration des génes GJB2 et GJB6 réalisée préalablement par technique Sanger.
A cela s’ajoutent les 31% de diagnostics moléculaires positifs effectués via le panel
NGS-surdité. Au total, le ratio diagnostic est estimé a 47%, soit pres de la moitié des
surdités.

Les 21% de VSI ne constituent pas des informations perdues : ils peuvent étre
analysés de nouveau a la lumiere des nouvelles connaissances afin de préciser leur

implication dans le phénotype du patient.

En continuant d’étoffer la technique et les connaissances, le taux diagnostic théorique

maximal de 88% pourrait étre atteint dans le futur (18).

Ces résultats sont trés satisfaisants en comparaison avec ceux retrouvés dans la
littérature. Le taux de positivité des panels NGS-surdité est variable : entre 10% et
83% avec une moyenne de 41% (39% sur une cohorte de 1119 patients (63) et 42%

sur une cohorte de 50 patients (75)).
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Figure 58 : A gauche, taux diagnostic du NGS en fonction du panel de génes ;

A droite, taux diagnostic en fonction du nombre de génes dans le panel (18)
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3. Taux de positivité dans les surdités unilatérales

Concernant les patients présentant une surdité unilatérale, il est rapporté dans la
littérature un taux de positivité <1% (63). Dans une autre étude, le seul dossier positif
présentant une surdité unilatérale est un patient présentant un syndrome de
Waardenburg. Cela pousse certains prescripteurs a ne pas prescrire de panel NGS-
surdité chez ce type de patients. Or, le taux de positivité lillois pour cette catégorie de
patients est de 12.5%.

Cette différence ne s’explique pas uniquement par le fait que nos panels contiennent

plus de genes que ceux qui ont été réalisés.

Le nombre de demandes concernant les suspicions de syndrome de Waardenburg ou
BOR contribue a comprendre ce phénomeéne. En effet, les patients touchés par ces
syndromes peuvent présenter une surdité unilatérale. Sur les 11 dossiers positifs avec
une surdité unilatérale, 10 mentionnaient une surdité syndromique de transmission
autosomique dominante : 4 syndromes BOR, 4 syndromes de Waardenburg, 1
syndrome de Stickler et 1 syndrome de Charge. Toutes ses suspicions cliniques ont

été confirmées au niveau moléculaire grace a I'analyse du panel NGS-surdité.

La prescription d’'un panel de génes chez un patient atteint d’'une surdité unilatérale
est donc justifiée s’il présente des signes cliniques de ses syndromes. Elle est en

revanche beaucoup moins contributive dans le cas d’'une surdité unilatérale isolée.

B. Type de variations génétiques détectées

Dans la littérature, les variations génétiques retrouvées sont majoritairement des faux
sens a 49% puis des insertions ou délétions a 36%, des variations non-sens a 8% et
des variations introniques a 6% (63). Les résultats de cette étude sont comparables :
ils sont respectivement de 53%, 26%, 15% et 6%.

C. Résultats de I’analyse des CNV

Sur 41 anomalies détectées et confirmées, 32 ont été classées comme pathogenes
selon les critéres de 'ACMG, soit 8,5% des dossiers rendus positifs. Deux études

différentes, I'une sur 50 patients, 'autre sur 1119, montrent un taux de positivité en
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CNV de 19% pour l'une et de 20% pour l'autre. La littérature rapporte 18,5% de CNV

contributifs au diagnostic des patients présentant une surdité (18).

La délétion du géne STRC est 'anomalie la plus fréequemment retrouvée dans I'analyse
des CNV de notre étude. Ce résultat n’est pas étonnant, étant donné la forte
prévalence de cette délétion dans la population a I'état hétérozygote. Elle est estimée
a 16% dans les dossiers avec un diagnostic moléculaire positif (63). Dans cette étude,
elle n’est retrouvée que dans 6% des dossiers positifs, soit moitié moins que le taux

mentionné dans la littérature.

Ce faible ratio diagnostic peut étre expliqué par la technique de détection des CNV qui
reste a améliorer sur le panel NGS-surdité. De nombreux CNV sont malheureusement
rendus ininterprétables a cause de la technique Haloplex qui est sensible a I'étape de
PCR. Un changement de technique améliorerait peut-étre I'analyse des CNV des ADN
extraits non localement. Cela permettrait d’étre plus exhaustif et d’améliorer la qualité

du rendu des résultats.

lll. Reésultats en fonction de la suspicion clinique
initiale

1. Résultats du NGS

Les taux de résultats positifs, VSI, ou négatifs sont équivalents que la surdité soit de
transmission autosomique récessive, autosomiqgue dominante ou syndromique :
environ 30% de résultats positifs, 20% de résultats contenant un VSI et 45% de
résultats négatifs. Ces résultats montrent que le taux de positivité global refléte
correctement I'ensemble des formes de surdité (31% de résultats positifs, 21% de

résultats VSI et 48% de résultats négatifs).

Les données d’une étude espagnole montrent un taux de positivité de 47,6% pour les
surdités a transmission autosomique récessive et 38,1% pour les surdités a
transmission autosomique dominante (75) : les résultats obtenus dans ce travail de
these ne sont pas comparables a ceux de I'étude espagnole car ils n’ont pas différencié
les surdités syndromiques des surdités non syndromiques. Leurs résultats positifs sur
les surdités a transmission autosomique dominante sont étonnement nombreux par

rapport a leurs prévisions mais aucune explication complémentaire n’a été donnée.
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Concernant les neuropathies auditives, la littérature montre que ces formes
particulieres de surdité sont trés largement méconnues et sous diagnostiquées. Les
génes impliquées dans ces NA n'ont d’ailleurs été intégrés au panel qu'en 2020.
Cependant, sur les 109 échantillons passés sur ce nouveau panel et intégrés a cette
étude, aucun n’a mis en évidence des variations pathogénes sur I'un de ces genes
(CAV1, ROR1, SMAD4, TMTC2, PTRH2, SLC52A3). Il serait intéressant de reproduire

cette étude avec un nombre d’échantillons plus conséquent.

2. Surdités non syndromigues

a. Caractéristiques des variations pathogenes
Dans les surdités isolées, la majorité des variants retrouvés sont des variants faux-

sens et présents a I'état hétérozygote chez le patient.

Le nombre plus élevé de délétions retrouvées dans les surdités a transmission
autosomique récessive s’explique par les fortes prévalences des délétions c.35delG
de GJB2 et du géne STRC, respectivement de 1,89% et 1,6% en Europe (18).

Il nest pas surprenant de trouver plus de porteurs homozygotes pour des variations
pathogénes dans les surdités autosomiques récessives car ce sont généralement des
patients issus de familles consanguines. En effet, sur les 58 familles consanguines
incluses dans I'étude, 30 ont présenté un résultat positif au panel NGS-surdité (52%)
dont 24 avec une variation homozygote absente des bases de données et classée
comme pathogéne selon les critéres de TACMG (41%). Les données génétiques de
ces familles peuvent servir dans la mise en évidence de nouveaux génes ou la

découverte de lI'implication d’'un gene connu dans un phénotype de surdité.

La concordance entre la suspicion clinique et les variants retrouvés est relativement
bonne : 78,9% des variants touchent un géne a transmission autosomique récessive
lorsque ce mode de transmission été suspecté et 80,4% pour les suspicions a

transmission autosomique dominante.

Peu de variations synonymes sont classées comme étant pathogénes : ce sont
majoritairement des variations modifiant les sites consensus d’épissage, accepteur ou
donneur. Ces madifications ont pour conséquence une forte probabilité de saut d’exon,

ce dernier pouvant étre responsable du phénotype du patient.
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b. Génes majoritaires
Les genes les plus frequemment retrouvés dans notre cohorte concorde parfaitement
avec ceux mentionnés dans la littérature et dans les résultats préliminaires présentés
par le service MPMC de Lille (30,63,75). Ces genes sont ceux qui ont une variation
avec une grande fréquence, ceux dont les signes cliniques sont les plus spécifiques

ou ceux dont les profils audiométriques sont les plus typiques (75).

c. Cas particulier de SLC26A4
4 variations majoritaires sont rapportées dans SLC26A4 : L236P, T416P, E384G,
IVS8+1G>A. Sur 'ensemble des demandes, elles sont respectivement retrouvées 2
fois (dont 1 homozygote), 2 fois, 1 fois et 6 fois. L236P et T416P représentent 23,1%
et 12,8% des variations de SLC26A4 au Royaume Uni (92) alors gu'ici C'est la
€.1001+1G>A qui est la plus fréquemment retrouvée : ceci pourrait étre expliqué par

la différence de population ou d’ethnie entre les deux cohortes.

Ces quatre variants constituent 74% des variations retrouvées dans SLC26A4 (20).
Cependant, dans notre cohorte, elles ne sont retrouvées que dans 11 dossiers positifs

sur les 26 mentionnant un variant SLC26A4 soit 42%.

Selon la table des données, 54 patients présentent une malformation de Mondini : pour
14 d’entre eux, le panel NGS-surdité a été rendu positif. Parmi eux, 7 contiennent un
variant dans SLC26A4, représentant ainsi 50% des dossiers positifs et 13% des
patients présentant une malformation de Mondini. Sur les 46 dossiers ou un variant
pathogene dans SLC26A4 a été retrouvé, 25 d’entre eux présentaient une dilatation

de I'aqueduc du vestibule soit 54,3%.

3. Surdités syndromiques

Le laboratoire présente un trés bon taux diagnostic pour les syndromes d’Usher (59%
de dossiers positifs) avec une bonne concordance entre les variants mentionnés
(87%). Ces données peuvent étre reliées a la trés bonne expertise du laboratoire dans

ce syndrome et notamment sur le géne USH2A.

Les résultats sont également trés satisfaisants chez les patients présentant
cliniguement un syndrome de Waardenburg. En effet, le panel NGS-surdité a permis
de retrouver chez la moitié d’entre eux un variant pathogéne pouvant expliquer leur
surdité. Cependant, la concordance est assez basse, a 48%, probablement due a la

tres grande hétérogénéite clinique et génétique de ce syndrome.
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Concernant le syndrome BOR, le ratio diagnostic chute a 27% de dossiers positifs.
Plus de 40% des dossiers adressés pour une suspicion d’'un syndrome BOR sont
rendus négatifs. Il faut signaler que le laboratoire de Lille est I'un des seuls en France
a analyser les genes de ce syndrome, les demandes sont donc plus larges et/ou
atypiques. De plus, les signes cliniques du syndrome BOR sont moins spécifiques et
ce syndrome est connu comme ayant une expressivité intrafamiliale et interfamiliale
extrémement variable. Cela permet d’expliquer la faible concordance entre les variants

retrouvés qui n'est que de 35%.

Les résultats du panel NGS-surdité concernant le syndrome de Pendred présentent la
particularité d’avoir plus de VSI (24%) sur de dossiers positifs. Cependant, les variants
mentionnés sur les comptes rendus sont plutdt en adéquation avec la suspicion du
syndrome de Pendred (70%). Il serait intéressant de reprendre ces dossiers et de les
étudier a la lumiére des nouvelles connaissances afin de reclasser certains VSI. Chez
de nombreux patients avec une clinique évocatrice d’'un Pendred sont porteurs d’une
hétérozygotie simple d’un variant pathogéne impliqué dans le syndrome de Pendred.
Une technique MLPA pour mettre en évidence un grand réarrangement génique a été
réalisée chez eux mais aucune n’'a détecté d’anomalie pathogéne. Une analyse
recherchant un évenement intronique profond pourrait étre réalisée pour compléter

I'analyse moléculaire chez ces patients.

Le recrutement de patients n’a pas été assez conséquent pour avoir un véritable recul
sur les syndromes de Stickler et d’Alport. Cependant, le taux de positivité reste entre
20% et 40% (39% pour le syndrome de Stickler et 25% pour le syndrome d’Alport)
avec une concordance des variants retrouvés de 56% pour le syndrome de Stickler et
de 31% pour le syndrome d’Alport. Les pourcentages un peu bas dans le syndrome
d’Alport sont en partie justifiés par la grande hétérogénéité génétique et clinique lié a

ce syndrome.

Les variants retrouvés dans ces principaux syndromes touchent majoritairement les
génes connus pour étre impligués dans ceux-ci. Il n’a pas été mis en évidence de

genes candidats dans un de ces syndromes.

IV. Analyses complémentaires

D’autres thématiques basées sur 'analyse de panels de génes sont proposés au
laboratoire du CHU de Lille, dont certaines sont complémentaires avec la n6tre : par
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exemple, le panel « ophtalmologie » étudie les également génes impliqués dans le
syndrome d’'Usher. Il y a aussi le panel « néphropathie » qui étudie certains génes

impliqués dans le syndrome d’Alport.

Concernant les surdités d’origine mitochondriale, elles n’ont pas été traitées dans ce
travail de these. En effet, elles sont étudiées dans un panel différent, lui-méme réalisé
dans le service de Génopathies par Claire-Marie Dhaenens. Ce dernier permet, entre
autres, de diagnostiquer les surdités neurosensorielles mitochondriales non
syndromiques qui peuvent étre secondaire a une exposition aux aminoglycosides. La
variation la plus retrouvée est alors la m.1555A>G qui a une prévalence de 0,2% dans

la population générale (92).

Le plateau commun de séquencage du laboratoire du CHU de Lille a vu en 2020
I'arrivée d’un nouvel automate de séquencage : le NovaSeq 6000 (lllumina). Ce dernier
posséde « un rendement pouvant atteindre 6 Tb et 20 milliards de lectures en moins
de deux jours » (93). Ces performances permettent d’envisager la réalisation du
séquencage de 'exome (WES) localement. Dans le cadre des surdités, au vu du fort
taux de positif en panel NGS, cette analyse ne concernerait que les dossiers négatifs
ou comportant un variant pathogéne sur un géne de transmission récessif sans
deuxieme événement pathogéne. Cette stratégie est encore a discuter mais I'arrivée
de cet automate représente l'opportunité de diminuer le nombre de surdités

inexpliquées et d’accroitre I'expertise du service.

Grace au plan France Génomique 2025, une dizaine de dossiers sont aujourd’hui
éligibles au séquencage du génome (WGS) par la plateforme SegOIA. Dans un futur
proche, le séquencage génomique deviendra accessible a un grand nombre de
patients, permettant un diagnostic et une prise en charge médicale personnalisés.
L’analyse d’'un grand nombre de profils génétigues permettra une meilleure
compréhension des variations génétiques pathogénes et la mise au point de

traitements personnalisés (74).

De multiples variants pathogénes ont été mis en évidence dans des genes de
transmission autosomique récessive. Cependant, dans de nombreux cas, le patient
présente une hétérozygotie simple, c’est-a-dire qu’aucun second événement
pathogéne n’a pu étre détecté. L'analyse génétique ne permet donc pas d'impliquer

cette seule variation pathogene dans le phénotype des patients. Pour certains genes
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particuliers, des études complémentaires dans le cadre de la recherche ont alors pu
étre menées pour confirmer le diagnostic : c’est notamment le cas avec le géne
USH2A. Certains ADNSs ont été envoyés au laboratoire du Professeur Hannie Kremer
aux Pays-Bas a la recherche d'un second événement ou d’une variation intronique
profonde pathogéne. Sur la douzaine d’échantillons envoyés, deux sont revenus
positifs dont un contenant un variant pathogéne qui n’avait pas été repéré lors de

I'analyse biologique des données.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

l. Points forts

Cette étude a récolté un grand nombre de données sur 'ensemble des demandes
envoyeées au laboratoire (n=1228). Ces informations ont permis de dresser un profil
reflétant la réalité avec une étendue des possibilités, aussi bien sur le plan clinique
que sur le plan génétique. En effet, la cohorte analysée comprend un grand nombre
de patients présentant des phénotypes tres hétérogenes et le panel NGS-surdité

contient un grand nombre de génes, donnant ainsi des situations tres différentes.

Malgré l'utilisation de plus en plus courante du Whole Exome Sequencing voire du
Whole Genome Sequencing, I'étude des panels de génes reste toujours d’actualité
dans le cadre des surdités. En effet, de nombreuses surdités sont déja expliquées en
premiere intention par le séquencage des genes GBJ2 et GJB6. En combinant cette
analyse avec le panel de génes, cela permet d’obtenir un taux de positivité trés
satisfaisant. De plus, le WES/WGS exige d’avoir des prélévements parentaux afin de
limiter les rendus de VSI. Cependant, les surdités peuvent étre diagnostiquées
tardivement ou apparaitre a 'age adulte, ce qui limite les prélevements en trio (parents
décédés, perdus de vue...). Ces analyses pourront cependant étre mises en place
pour essayer de résoudre les dossiers ayant des bilans négatifs. Le maintien du
dialogue clinico-biologique et des réunions de concertations pluridisciplinaires (RCP)

est essentiel pour s’adapter aux avancées théoriques et techniques.

[I. Limites

Ce travail consistait a une analyse rétrospective, ce qui présente comme inconvénient
'omission d’un grand nombre de données, notamment au niveau des caractéristiques

cliniques. Ainsi, de nombreux patients ont été exclus de cette étude, faute de données.

La technologie Haloplex posséde également ses limites puisqu’elle génere un grand
nombre d’artefacts. A cela s’ajoute le probleme de la capture qui rend les CNV
ininterprétables si '’ADN a été extrait par une technique différente. Un changement de
technologie avec un enrichissement par capture est envisagé afin d’'améliorer I'analyse

des CNV et de certaines régions mal couvertes avec la technologie Haloplex.

133



Le cas des variations présentes a I'état de mosaique n’a pas été évoqué au cours de
ce travail. Elles seraient trés rarement impliquées dans les surdités mais elles sont
également tres peu mises en évidence avec la techniqgue NGS. A cela s’ajoutent Les
variations introniques, les variations structurales n’impliquant qu’un exon et les zones

non ou mal couvertes qui ne sont pas détectées en panel de génes NGS.

Aujourd’hui, le mode de transmission de certains génes n’est pas encore
completement élucidé. Il serait intéressant de les identifier avec précision, avec par
exemple I'étude des familles avec consanguinité. Cela pourrait améliorer la finesse de

I'analyse moléculaire et augmenterait le rendement de I'analyse moléculaire (94).

[1l. Conclusion

L’étude des panels de génes est aujourd’hui un outil diagnostique et pronostique dans
les surdités héréditaires syndromiques et non-syndromiques. La mise au point du
séquengage nouvelle génération (NGS) en 2005 a permis d’étudier de nombreux

genes responsables des différentes formes de surdité.

Par rapport au séquencage de quelques genes par technique Sanger, cette technique
a su montrer sa supériorité dans le diagnostic des surdités héréditaires. Ainsi, depuis
sa mise en place au CHU de Lille en 2014, 375 patients ont pu connaitre I'étiologie de
leur surdité, favorisant ainsi une meilleure prise en charge, un suivi adapté et un

conseil génétique de qualité.

Cette étude rétrospective a permis d’apprécier I'évolution du profil des demandes
nationales concernant cette analyse ainsi que les caractéristiques cliniques des
patients. Les genes les plus fréquemment retrouvés pour chaque type de surdité ont

€galement pu étre mis en évidence.
IV. Perspectives

Prés de 1% des génes humains seraient nécessaires a I'ouie (95). Méme si nous les
connaissons de mieux en mieuy, il reste encore aujourd’hui de nombreux genes a

explorer et de multiples étiologies de surdités a élucider.

A partir des données récoltées dans ce travail, des génes candidats a des études
fonctionnelles peuvent étre recherchés afin de comprendre certains mécanismes

moléculaires.
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Récemment, des études ont montré qu’une petite proportion des surdités avait une
origine polygénique, notamment dans les surdités tardives ou secondaires a des
traumatismes. |l s’agit de génes modulateurs, encore trés peu connus aujourd’hui, et
gui augmenteraient la sensibilité au bruit. Des variations dans le gene Dclkl serait
responsable d’'une majoration progressive des seuils auditifs avec l'age et les
variations dans le géne Clorfl174 induirait une moins bonne récupération de l'ouie

suite a des traumatismes sonores (96).

Depuis 2020, grace a l'arrivée de I'automate NovaSeq d’lllumina, I'’étude de I'exome

(WES) peut étre prescrit et réalisé au Centre de Biologie Pathologie de Lille.

Dans le cadre du plan France Génomique 2025, des envois d’ADN a la plateforme
SeqOIA sont possibles afin de séquencer le génome (WGS) des cas complexes. A
plus long terme, elle a pour but d’intégrer la médecine génomique dans le systeme de

soins.

Au Royaume-Uni, se pose la question de la place du diagnostic néonatal de la surdité
via les analyses moléculaires. Certains projets encouragent la réalisation d’'un génome
WGS pour tous les nouveau-nés (97). Cependant, cette stratégie semble encore
difficilement réalisable aujourd’hui au vu du codt, du temps d’analyse et de nombreux

problemes éthiques.
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Annexes

Tableau 2 Surdités sulodoembglies récesiives DFHB.

Locus. e Localisation Age Mode &volutif
chromosomigue ' apparition
DFHET B2 (ancien CX26) 1311713912 Prélinguale Stable
GBS (ancien CX30) Fréquences aiguis
DFHEZ MYOTA 13gi2 Pré- ou pastlin-  Profonde stable
guate
DFHBS MYOT5 17pi1.2 Prélinguale Stable
DFHEA SLCZEAS (ancien PDE) Tgil Pré- ou pastlin-  Variable
guate
DFHES 14g12 Prélinguale
DFHB& THIE 3ptd-p2i Stable
DFHET /11 THCT 9g13-g21 (surdité  Prélinguale Progressive
Negire ou Mmdyenne Fréquences aiguss
ertre 0 et 10 ans
devenant profonde
prédaminant sur

I siguiis entre
10 et 20 ansy (Inde

-famille de
Bédauing)
DFHBE/ 10 TMPRSS3 Zig22.3 Pastlinguste Rapidernent progressive
DFNER OTOF 2p72-p23 Prélinguale Slable
Fausie pewrapathie audithve
DFHE1Z EDHZF 10g21-g22 Prélinguale Stable
Toutes frdguences
DFNE13 Ta3d-36 Prélinguale Prograss e
DFHE14 Tg3l Prélinguale Siable
DFHB1S 3gZ21-q25 - 19p13  Prélinguale Stahle
DFHE1 & STRC 15q15 1™ décennie Stable
Prédominance frdguences
akguEy
DFHBETT T3l Profonde stable
DFHB18 LIEHTC 11p15.1
DFHEZD 11g25-gter Prislinguale
DFNBZ1 TECTA 11g22-q24 Prélinguale Siable
Courbe an U
DFHBZT OTOA 16pi2.2 Prelinguale
DFHBZ3 PCDH15 10p11.2-g21
DFHBZG 4g31
DFNBZT 2q73-q3i Prislinguale
DFHEZE I2qi3 Prélinguale
DFNBZY CLOWTA ZigZi.3 Prélinguale
DFHBE3D MYD34 10p11.1 I i cennie Prograssive
Initialement fréquences aiguss
NFWARTET WHEN AT Praling ala Rrndrine
Stable
DFNB3T 1p13.3-22.1 Prélinguale Profond
Stable
DFHB33 D343 1™ décennie
DFHBE3S 14g24.1-24.3 Prélinguale Stablae
Toutes frdguences
DFHB36 ESPN 1p36.3 Prélinguale
DFHB3T MYDE Ek Prislinguale
DFHESE G227 Prslinguale Tisiitesd fidgiesmces
DFHBEZY Tgli.22-g21.12  Prélinguale Siable
DFHED el Prislinguale Toutes frdguences
Pas de nom de locus GIAT {ancien CX43) Implica-
than dans une surdité mon
synidromigue sctuell sment
désrmentie

Pas de norm de locus PRES

Annexe 1 : Surdités isolées a transmission récessive (20)
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Tableau 1 Surdités autosomigues dominantes DFHA.

Locus Gene Localisation j.ge d'apparition Mode évolutif
chromosomigue
DFMA1 DiAPH1 LR 1™ décennie Progressive
Fréquences graves
DFMAZ GJB3 1p35.1 152" décennie Progressive
KCNOQ4 1p34 Fréquences aigués
DFMAZ GJB2/GJB6 13gq11-912/13g12 Prélinguale Stable
Fréquences aigués
DFMA4 MYH14 19q13 1" 12* décennie Progressive
DFMAS DFMAS 7pls 1"r2* /3" décennie Progressive
Fréquences aigués
DFMAGL 14738 WFST 4p16.1 Prélingual Progressive
Fréquences graves
DFHAT 1921-g13 Postlinguale Progressive
Fréquences aigués
DFMAB/ 12 TECTA 11g22-q24 Prélinguale Stable ou progressive
1™ décennie Fréquences aigués ou centré sur 2 kHz
DFHAS COCH 14gi2-qi3 2" décennie Progressive
Toutes fréguences
DFHATD EYad 6q23 Postlinguale Progressive
/5% decennie Toutes fréquences d*abord moyennes
DFMATT MYDFa 11g13.5 Prélinguale Progressive
1™ décennie Toutes fréquences ou fréquences aigués
DFMA13 CoL11A2 Gp21.3 Postlinguale Progressive
T/ 4° décennie Courbe plate ou en U
DFMATS POLMF2 591 Postlinguale Progressive
3* décennie Fréquences aigués
DFMATE 2q24 1™ décennie Progressive fluctuant
Fréquences aigués
DFHALT MYHT 12q11.2 Postlinguale Progressive
1" décennie Fréquences aigués
DFMA1E 3q22 1™ décennie Progressive
Fréquences aigués puis toutes fréquences
DFMAZD/ 26 1725 2*-3* décennie Progressive
Fréquences aigués
DFMAZ1 6p21 Possiblement prélingual Progressive
14" décennie Courbe en U
DFMAZZ MY D& Gq13 Postlinguale Progressive
1™ décennie Toutes fréquences
DFMAZ1 14q21-q22 Prélinguale Stable
1™ décennie Fréquences aigués
DFMAZ4 4q Prélinguale Stable
1™ décennie Fréquences aigués
DFMAZS 12q21-24 Postlinguale Progressive
Age de début variable  Fréquences aigués
DFMAZT 4912 Postlinguale Progressive
2°.3" décennie
DFMAZE TFCPZL3 Bq22 Postlinguale Progressive
1™ décennie Fréquences aigués
DHFA3D 15g25-26 14" décennie Progressive
Fréquences aigués
DFMA3A Gp21.3 1™ décennie Progressive
Fréquences aigués
DFMA34 1g44 3*-4" décennie Progressive
Fréquences aigués
DFMA3G TMCT 9q13-g21 Postlinguale Rapidement progressive
1™ décennie Fréquences aigués puis toutes fréquences
DFMa4 12q24-qter Postlinguale Progressive
1™ décennie
DFMA43 ipi2 Postlinguale Progressive
2%.3* décennie Fréquences aigués

(suite page suivanie)

Annexe 2 : Surdités isolées a transmission dominante (20)
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(suite)

Locus Géne Localisation Age d’apparition Mode évolutif
chromosomique

DFNA44 3q28-29 Postlinguale
DFNA47 9p21-22 Postlinguale Progressive

2°-3% décennie Fréquences aigués
DFNA48 MYO1A 12q13-q14 Postlinguale Progressive

1'¢ décennie Fréquences aigués ou toutes fréquences
DFNA49 1q21-q23 Postlinguale Progressive

1'¢ décennie Courbe en U
DFNA50 7q32 Postlinguale Progressive

22 décennie Toutes fréquences

Pas de nom de CRYM
locus

Annexe 2 (suite) : Surdités isolées a transmission dominante (20)

Tableau 3 Surdités liées a UX DFN (DFN1et DFN5 ne sont pas citées, n’étant pas des surdités non syndromiques apres réexamen des
patients).

Locus Géne Localisation f\ge d’apparition Mode évolutif
chromosomique

DFN2 Xq22 Prélinguale Stable
Toutes frequences

DFN3 POU3F4 Xq21.1 Prélinguale Surdité mixte avec geyser labyrinthe en cas
de platinotomie

DFN4 Xp21 Prélinguale Toutes fréequences

DFN6 Xp22 Postlinguale Progressive

Fréquences aigués

Annexe 3 : Surdités isolées a transmission liée a I’X (20)
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Nom du Mode de Génes en cause Principaux signes a Examens nécessaires
syndrome transmission rechercher chez les sujets
sourds et/ou dans la famille
Waardenburg  Autosomigue — PAX3 Méches blanches ou cheveux  Interrogatoire ++
type | dominant blancs précoces. Yeux vairons Examen clinigue ++
(expressivité ou trés bleus. Dépigmentation Examen ophtalmologique avec
variable) rétinienne au FO FO systématique
Waardenburg  Autosomique  MITF + Dystopie canthale (type |,
type Il dominant SLUG 1)
(expressivité + Malformations des
variable) extréemiteés (type ll)
Waardenburg Autosomigue  PAX3 + Maladie de Hirschsprung
type Il dominant (type IV)
(expressivite
variable)
Waardenburg  Autosomigue  EDNRE
type IV recessit EDN3
SOXi10
Branchio- Autosomigue  EYAT Anomalies de |'oreille externe  Interrogatoire
oto-rénal dominant Autre géne localisé en 1g31  et/ou moyenne. Examen clinique
(expressiviteé Fistules ou kystes branchiaux Echographie rénale sur
variable) Malformations rénales orientation clinigue seulement
Stickler Autosomigue  COLZAT (STL1) Fente palatine, association de Examen clinigue
dominant COL11AT (5TLZ) Robin. Aspect marfanoide Examen ophtalmologigue
(expressivité  COL11A2 (5TL3) Anomalies squelettiques et systematique
variable) cartilagineuses
STL1 et 3 : trés forte myopie
Usher Autosomigue  MYO VIIA Rétinite pigmentaire Examen ophtalmologigue
récessif CDHZ3 progressive aboutissant a la systematique avec FO
PCDH15 cécité. Troubles initiaux : Electrorétinogramme
USH1IC vision nocturne systématigue chez le
SANS Souvent : troubles nourrisson sourd profond si
USH 24 vestibulaires avec retard de la retard a la marche
USH3 marche
Pendred Autosomigue  PDS Evolution fluctuante de la Examen clinique
recessit surdité. Goitre hypo- ou Scanner des rochers
euthyroidien apparaissant au  Scintigraphie thyroidienne
cours de l'enfance avec test au perchlorate sur
Malformation de |'oreille orientation clinigue seulement
interne
Jerwell et Autosomigue  KviQT? Malaises. Mort subite ECG systématigue dans les
Lange-Nielsen  récessif KCNE1(IsK) surdités congénitales
apparemment isolées
Alport Dominant liea COL443 Hématurie puis protéinurie == Bandelette urinaire
I'X COL4A4 insuffisance rénale systématigue
Autosomigue  COL4AS
récessif
Autosomigue
recessif

ECG : électrocardiogramme ; FO : fond d*ceil.

Annexe 4 : Surdités syndromiques principales (20)
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Surdités non & romiqusas
Dominanie (DFMA)

{45 genes)

ACTG1, CD1E4, CCDCSD, CEACAMIS, COCH, COL11AZ", CRYM, DIABLD (SMAC), DIAPH1, DMXLZ,
DIPP", EYA4 |, GJB2",GJB3, GJBE", GRHLZ, GEDME [DFNAS), HOMERZ, IFNLR1, KCHG4, KIAAT153
(CEMIP), KITLG, LMX1A

MCMZ, MYH14, MYHS, MYOS®, MYOTA," NLRP3, CSEPL2, P2RX2 PDEIC PLS1

= POULF3, REST, SIX1", SLCBA3RT, SLCITASY, TECID24", TECTA, TJPZ, TMC1", THC TRRAP, WFS1"

REcezsive (OFMB)

{ 77 genes)

ADCY1, ATP2B2, BDP1, BEND, CAEP2®, CDC14A, CDH23", CLDONS CIB2, CLICS, CLDM14, COLT1AZ",
ELMOD3, EP33, EPS3L2 ESRP1, DCDCZ, ESPN, ESRRB, GAS1, GIPC3, GJA1, GJB2", GJBS", GR3MI,
GRAP, GRXCR1, GRXCR2, HGF, ILDR1, KARS , LHFPLS, LOXHD1", LRTOMT, MARVELDZ, MET,
METTL13, MPZL2 MSREZ, MTAP, MYOD15A, MYO3A, MYDE", MYOTA®, MARS2, OTOA, OTOF", OTOG,
OTOGL, PCDHIE", PDZD7", PV (DFMESA), PNPT1", PRIPSK2, PTPRQ, RDX, RIPOR2 (FAMESE]
ROR1", S51PR2, SERPIMEE, SLC2EA4L", SLC2EAS, SLITRKE", SPNS2, STREC, SYNES, TBC1D24", TMCT,
TMEM132E, TMIE, TMPRSE3, TPRM, TRIOBP, TSPEAR, USHIC™, WBP2, WHREN",

Liealx (6 =1)

AIFM1 [DFNXS), COL4AE, GPRASPZ POUIFL, PRP31, SMPX, TBLIX

Surdités syndromiquas | H=88)
USHER

Branchiopculofacial B0F

BOR

ceretroocuafacal-ooF s

Alport

Charge

Pendred

Pemaur”

Shckier

Jemiel et Lange Miglsen

Horrie

Waargenourg et Hirschprumg
Treacher Collins

Kalimann

Townes Brocks

PHARC

Hartayan

Myople surdite [AMSD)

Dench ransportaur roboflavine (ANSD)
InsufMsance hypophysalre &t surdiig
Alreésle congénitale

Alagille

LAMM, Muenke

Barakat (HDR)

Microphiaimis

Plebalisme et sundite
Mohr-Tranebjarg (MTS) [ANSD)
Wolfram

Charcot-Mare-Tooth et sundita

Syndrome dIEmberger Duane
microte

MYDTA [USHIBE), USHIC", CDH23 (USH1D), PCDHIS" (USHIF), SANS (USH1G), USH2A,
ADGRVI[USH2C, GPROE), WHRN"{LISH2D), CLRN1 [USH3), HARS, PDZD7 (USH3B)

TFAP2A

EYA1, SIX1°, {SIXE)

ERCC2

COLAAZ, COLAAA, CIOLAAS"

CHD7, SEMAZE

SLC26AL", FOXI, KCNJ1D,

CLPR, HARS2, HED1784, LARS2

COoL2A1, COLIAT, COLIA2Z, COLT1A1, COLTIAZ,
KCHNE1, KCHQ1

MNDP

ECE1, EDNRB, EDN3, MITF, PAX3, SMAIZ, SOX10,
POLRAC, POLRID, TCOF1

AMOS1(KAL1), FGF3, FGFR1, PROK2, PROKRZ
SALLY, SALL4

ABHD2

SLCAAN

SLITRKE

SLCS2A2, SLCSIAS

LHX3

TSHZ

JAGT

FGF3, FGFR3

GATA3

SOx2

KIT

TinaS

WFE1"

PMP22

GATAZ CHN1, HOXA2 MAN2E1

Isohes (A RA, X)
Syndromiques (ANSD)

AIFM1" AUNA, CABEP2", CAV1, LOXHD1, OTOF, ROB1" "SMAD4 SLCITAE", TBC1D24", TMTCZ

C1MORF2 (TWHE), CMT1 (MPZ), ERAL1, ERCC4, ERCCE, ERCCE, FDXR, FXM, 2PA1, PMPT1"_PTRHZ,
SLC19A2, TMEMI2EA

nouveaus genes panel V4] | '] genes apparienant a plusieurs groupes

Annexe 6 : liste des genes étudiés dans le panel NGS-surdité en 2020
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Col | Champ | Type Bréve description

1 QMNAME | Chaine | NOM de la séquence requéte

2 FLAG Int FLAG au niveau des bits

3 RMNAME | Chaine | NOM de la sequence de réference

4 POS Int POSition 5' (basee sur 1) de l'alignement

5 MAPQ | Int Qualité MAPping

6 CIGAR |Chaine | Chaine de caractéres CIGAR

Fi RMNEXT | Chaine | R&f. nom du read apparie / prochaine read

8 PNEXT |Int Position du read apparié / prochaine read

9 |TLEN Int Longueur de séquence observée ou d'insertion {paired-end)
10 | SEQ Chaine | segment SEQuence

11 | QUAL | Chaine | Qualités de base ASCII selon I'échelle Phred QUALIty + 33

Annexe 7 : liste des critéres d’un fichier .sam
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Evidence of pathogenicity Category

Very strang PVST nullvariant (nonsense, frameshift, canonical £1 or 2 splice sites, initiation codan, single or multiexan
deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disease
Caveats:

* Bewam of genes where LOF is not a known disease mechansm (2.q., GRAP, MYH7)
& Use caution interpreting LOF variants at the extreme 3 end of a gene

* Use caution with splicevariants that are predicted to lead to exon skipping but leave the remainder of the
protein intact

* Usecaution in the presence of multiple transcripts
Strong P51 Same amino acid change as a previowsly established pathogenic variant regardless of nucleotide change
Exarmple: Val—Leu caused by either G=C orG=T inthe same cadon
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino add/fprotein level
P52 Denovo (both maternity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family history

Nate: Confirmationof paternity only & insufficient. Egg donation, surragate motherhood, errors inembryo
transfer, and so on, can contribute to nonmaternity.

P53 Well-established invitro or invivo furctional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene
product

Maote: Functional studies that have been validated and shown to be reproducible and robust in a clinical
diagnostic laboratory setting are considered the most well established.

P54 The prevalence of the variant in affected individuals is sgnificantly increased compared with the prevalence
in controls

MNote 1: Relative risk or OR, as obtained from case-control studies, is 5.0, and the confidence interval around
the estimate of relative risk or OR does not indude 1.0, See the article for detailed guidance .

Nate 2: Ininstances of very rare variants where case—control studies may not reach statistical sianificance, the
prior observation of the variant in multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absencein
controls, may be wsed as mode rate leve|of evidence.

Moderate P Located ina mutational hot spot andior critical and well-established functional domain (e.q., active site of
anenzyme) without benian variation

PM2 Absent from controls lor at extremely low frequency if recessive) (Table 6) in Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Agaregation Consortium

Caveat: Population data for insertions/deletions may be poorly called by next-generation sequencing.
PM3 For recessive disorders, detected in trars with a pathegenic variant
Mote: This requires testing of parents (or offspring) to determine phase.
Ph4 Pratein length changes as a result of in-frame deletionsinssrtions in anonrepeat region or stop-loss variants

PME Movel missense change atan amino acid residue where adifferent missense change determined to be
pathogenic has been seen befor

Example: Arg 156Hisis pathogenic; now you observe Arg156Cys
Caveat: Bawareof changes that impact splicing rather than at the amino acid/protein level.
PME Assumed de nova, but without confirmation of paternity and mater nity

Supporting PP Cosegregationwith disease in multiple affected family me mbers ina gene definitively known to cause the
disease

Mote: May be used as stronoer evidence with increasing se gregation data

PP2 Missense variant in a gene that has a lbw rate of benign missense varia tion and in which misserse variants
area common mechansm of disease

PP3 Multiple lines of computational evidence suppart a deleterious effect on the gene or gene product
(conservation, evolutionary, splicing impact, ete.)

Caveat: Because many in silico algorithms use thesame or very similar input for their predictions, each
algarithm should not be counted as an independent criterion. PP3 can be used only once inany evaluation of
avariant.

PP4 Patient’s phenotype or Tamily history is highly specific for a disease with asingle genetic eticlogy

PPS Reputable source recently reports variant as pathogenic, but the evidence isnot available to the laboratory
to perform an independe it evaluation

LOF, loss of fundion; OR, odds ratio.

Annexe 8 : Criteres ACMG utilisés pour classer les variants pathogenes (89)
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Evidence of benign

impact Category
Stand-alone BA.1 Allele frequency is >5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium
Strong BS1 Allele frequency is greater than expected for disorder (see Table 6)
BS2 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
BS3 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 trans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant gene/disorder 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
BP4 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. BP4 can be used only once in any evaluation of a variant.
BPS Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease
BP6 Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not available to the laboratory to perform an
independent evaluation
BP7 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 not highly conserved
Annexe 9 : Criteres ACMG utilisés pour classer les variants bénins (89)
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Pathogenic

Likely pathogenic

Benign

Likely benign

Uncertain
significance

(i) 1 Very strong (PV51) AND
(a) =1 5trong (P51-P54) OR
(b} =2 Moderate (PM1-PM&) OR

() 1 Moderate (PM1-PME) and 1 supporting

(PP1-PPS) OR
(d) =2 Supporting (PP1-PP5)
(i) =2 Strong (PS1-PS4) OR
(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND
(a)=3 Moderate (PM1-PM6) OR

(p)2 Moderate (PM1-PME) AND =2
Supporting (PP1-PP5) OR

{01 Moderate (PM1-PME) AND =4
supporting (PP1-PP5)

(i) 1 Very strong (PV51) AND 1 moderate (PM1-
PMiE) OR

(i} 1 5trong (P51-P54) AND 1-2 moderate
(PM1-PME) OR

(i) 1 Strong (P51-P54) AND =2 supporting
{PP1-PPS) OR

(iv) =3 Moderate (PM1-PM&) OR

v} 2 Moderate (PM1-PME) AND =2 supporting
(PP1-PPS) OR

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

(i) 15tand-alone (BA1) OR
(i} =2 Strong (B51-854)

(i) 15trong (B51-B54) and 1 supporting (BP1-
BP7) OR

(i) =2 Supporting (BP1-BP7)
(i) Other criteria shown above are not met OR

{ii} the criteria for benign and pathogenic are
contradictory

Annexe 10 : combinaison de critéres pour la classification de variants (89)
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Centre Hospital'ler Régional
Uniiversitaire de Lille

POLE DE BIOLOGIE PATHOLOGIE GENETIQUE

Néja) le Date da Fexaman
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DIAGNOSTIC MOLECULAIRE CHEZ UN SWET ATTEINT DE SURDITE
[ cas index isake
[ Etude famisiaie ;

Oree [ mére {dunsujet atisint)
CARACTERISTIQUE DE LA SURDITE DE LA PERSONNE ATTEINTE

Surdité de : [ Perception [ Transmission
Importance du déficit auditif: [ Lager [ Mayen [ sévere [ Profond
Atteinte : [ Symétrique [ asymerique
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Swdité: [ jsaee [ associée & dautres signes cliniques.
Nombre de personnes déficientes auditives dans lafamille : ...
ARBRE GENEALOGIQUE
EXAMENS COMPLEMENTAIRES
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Péle de Biologle Pathologle Génétiqgue du CHU de Lille
Bd du Professeur J. Leclercq
58037 LILLE Cedex

Annexe 11 : Fiche de renseignements cliniques
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Pile de Biologie Pathologie Génétique — Laboratoire du CHRU de Lille- CS70001 - 59037 Lille CEDEX  SIL-FE-CBP-210 V. 15-06.2015

CONSENTEMENT EN VUE D'UN EXAMEN DES CARACTERISTIQUES GENETIQUES A DES FINS MEDICALES ET LA
CONSERVATION DES ECHANTILLONS DANS UNE BANQUE D'ADN OU UN CENTRE DE RESSOURCES BIOLOGIQUES

INTITEDU REPRESENTANT LEGAL

NOM e | O Titulatre de Pautorité parentale 0O Tuteur
Prénom :

Nom dc Jeune illlc

Date de MAISSATICE © . .iiuiiiirir e ra e e

Prénom :
Date de naissance :

Je soussignéie), Mme, Mr .. e .déclare avoir bénéficié dune consultation auprés du Dr .o,
et avoir é1é mformé{e) de Ia nature dl.b examens dl.b caraclénstiques génétiques qui seront réalisés :

O Chez moi-méme

O Chez mon enfant mineur ou la personne dont je suis tuteur : NOM. ... oo PRENOM S ooiniieii i e

Les examens génétiques demandés concement la maladie (ou groupe de maladies) suivante(s);

Je reconnais avoir recu 'ensemble des informations me permettant la compréhension des conditions de réalisation, des limites et
de la finalité de cet acte biologique et des conséquences des résultats pour moi-méme, mon enfant mineur ou la personne dont je suis
tuteur et éventuellement la famille.

Je donne mon consentement pour la réalisation de ces analyses mais 4 tout moment, je peux demander que I'éude génétique
soit interrompue ou que les resultats ne me soient pas communiqués.

Jrautorise le recuell, la saisie et le tmitement informatique des données médicales nécessaires 4 cet examen.

J*autorise la conservation au laboratoire du matériel biologique issu du prélévement mais d tout moment, je peux en demander la
destruction. Dans ce cas, j"en informeral le médecin désigné ci-dessus.

Le résultat est confidentiel. 11 me sera rendu et expliqué en consultation par le médecin qui I'a present.

J7ai compris que si une anomalie génétique responsable d'une prédisposition ou d"une affection grave était mise en évidence, je
devrai permettre la transmission de cette information aux apparentés potenticllement concernés. 'al éé averti que mon silence
pouvait leur faire courir des risques ainsi qu'a leur descendance, dés lors que des mesures de prévention, y compris de conseil
génétique ou de soins peuvent étre proposées. Ainsi, lors du rendu de résultat, je devrai choisir entre @ 1) Assurer moi-méme la
diffusion de I'information 2) Autoriser le médecin prescripteur 4 diffuser I'information génétique aux membres de la famille
potentiellement concernés,

Jraceepte, si mes résultats, ceux de mon enfant mineur ou de la personne dont je suis tuteur apparaissaient O OUI O NON
médicalement essentiels pour les apparentés, qu'ils puissent étre utilisés dans leur intérét, y compns aprés

mon décés, celul de mon enfant mmeur ou la personne dont je suis tuteur.

Jaceepte, si le diagnostic restait en suspens, 'utilisation ulténeure des échantillons biologiques pour O OUI O NON
dautres analyses génétiques i visée diagnostique en fonction des progrés et des connaissances.

Aucas o I'analyse réalisée réveélerait une caractéristique génétique sans lien avec la raison pour laquelleelle Qoul O NON

est prescrite, je souhaite en étre informé, si en ["état actuel des connaissances, ces résultats peuvent avoir une
conséquence pour ma santé, celle de mon enfant mineur ou la personne dont je suis tuteur.

Jautorise le stockage et "utilisation pour la recherche scientifique, du prélevement aprés la réalisation des O OUI O NON
analyses a visée diagnostique, sans que I'on doive me recontacter.

Faitd o 18 SIGNATURE du patient ou de son représentant légal

ATTESTATION DE CONSULTATION MEDICALE INDIVIDUELLE

ATTESTATION DU MEDECIN PRESCRIFTEUR Signature et cachet :
Nom, Prénom du medecin prescripleur o ... cee e e e e

certifie avoir informé le patient sus nommé sur les caractéristiques de la maladie recherchée, les moyens
de la détecter, les possibilités de prévention et de traitement, et avoir recueilli le consentement du patient
dans les conditions du code de la santé publique (article n*R1131-4 ¢t 5).

Rappel concernant la législation fixant les conditions de prescription et de réalisation des examens des caractéristiques génétiques d’une personne :
Le médecin preseripteur doit conserver le consentement écrit, les doubles de la prescription et de "attestation et les comptes rendus d’analyses de
biologie médicale commentés et signés. Le laboratoire agréé réalisant les examens doit disposer de la preseription et de "attestation du preseripteur,
adresser le compte rendu d'analyse de biologic médicale commenté et signé par un praticien responsable agréé, exclusivement au médecin
prescripteur des examens génétiques.
Loi n°2011-814 du 7/07/2011 relative a la bioéthique ; décret 2013-527 du 20 juin 2013 relatif aux conditions de mise en @wuvre de I'mformation
de la parentéle dans le cadre d’un examen des caractéristiques pénétiques i des fins médicales ; loi 78-17 du 6 janvier 1978 relative a I"informatique
et aux libertés. Arrété du 27 mai 2013 définissant les régles de bomnes pratiques applicables a 'examen des caracténistiques génétiques d'une
personne i des fins médicales.
Les régles de bonnes pratigues de prescription d'une analyse génétique sont consultables sur le site du PBPG :

i ot N e 787

Annexe 12 : Consentement éclairé a faire signer par le patient
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