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Résumé

L’identification des variations de structures (SV) est essentielle pour I'interprétation des
données de séquengages pangénomiques mais est historiquement un sujet complexe.
Les SV sont extrémement variés, >50pb a plusieurs mégabases. lls sont présents
dans le génome humain, affectent les fonctions cellulaires et moléculaires, les
fonctions de régulation, les structures 3D et la machinerie transcriptionnelle. Leur
détection est un enjeu majeur de la génétique actuelle, autant sur le plan de la
connaissance du génome, de ses structures, qu’en pathologie humaine. De multiples
stratégies ont émergé pour améliorer la détection des SV, notamment en exome :
utilisation d’algorithmes couplés au séquengage haut débit, seul ou en association
pour plus de performance, le séquengage troisieme génération avec les Long Reads

et la cartographie optique.

Sur les données d’exome, nous avons évalué 3 approches bio-informatiques pour la
détection de SV : CNV DRAGEN, SV DRAGEN et ROH DRAGEN. Nous avons mesuré
leur impact sur I'apport diagnostic a I'Institut de Génétique Médicale du CHU de Lille
sur une cohorte de patients porteurs de troubles du neurodéveloppement de
Septembre 2020 a Mars 2022.

La complémentarité de ces approches et leurs limites ont ainsi pu étre identifies : CNV
DRAGEN trouve avec une grande efficacité les CNV/SV de plus de 500pb alors que
SV DRAGEN a partir de 50pb. Cependant, la couverture fragmentée et partielle de

I'exome ne permet pas une utilisation optimale de ces pipelines.

L’utilisation de CNV DRAGEN aura permis de faire 8 diagnostics supplémentaires et
SV DRAGEN 2, sur 600 patients, soit un apport diagnostic de 1,7%.
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|- Introduction

A- Les troubles du neurodéveloppement et la déficience intellectuelle

Les troubles du neurodéveloppement (TND) sont un groupe de maladies hétérogenes
qui regroupe I'ensemble des anomalies de structure ou du fonctionnement cérébral
survenant sur un cerveau en développement (1). Cette vaste entité de pathologies,
d’'une fréquence de 2 a 5% chez les enfants, regroupe les retards développementaux
globaux, les déficiences intellectuelles (Dl), les épilepsies et les troubles du spectre
autistiques. Ces troubles apparaissent parfois trés précocement, dans la période
néonatale ou plus tardivement, lors de I'entrée a I'école. lls sont de sévérité trés

variable et sont d’origine génétique ou environnementale (2,3).

Ces pathologies sont caractérisées par une forte comorbidité, suggérant une étiologie
embryonnaire et génétique commune (4). Dans la Classification Internationale des
Maladies (CIM-11), elles sont regroupées suivant (5) : les troubles du développement
intellectuel ; les troubles développementaux de la parole ou du langage ; les troubles
du spectre autistique ; les troubles développementaux des apprentissages ; les
troubles de la coordination motrice ; les troubles déficitaires de [I'attention avec
hyperactivité ; les troubles du mouvement stéréotypé ; les tics; les syndromes

neurodéveloppementaux secondaires.

Particulierement, les troubles du développement intellectuel ou déficiences
intellectuelles (DI) touchent plus d’1% de la population mondiale (6). Les étiologies de
DI sont environnementales (traumatismes ou hypoxies a la naissance, toxiques
pendant la grossesse, infectieuses en pré et post natal...), génétiques, mais dans plus
de 50% des cas, de cause inconnue (7). La déficience peut étre de sévérité variable,
sa prise en charge est pluridisciplinaire et son dépistage doit étre précoce. En effet,

plus I'enfant est stimulé, meilleures sont ses chances d’autonomisation futures (7).

D’aprés I’American Psychiatric Association (APA) qui publie le Manuel diagnostique et
statistique des troubles mentaux (DSM-V), révision de 2013 (1) :
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« Le handicap intellectuel (trouble du développement intellectuel) est un trouble

débutant pendant la période du développement, fait de déficits tant intellectuels

qu’adaptatifs dans les domaines conceptuels, sociaux et pratiques. Les trois critéres

suivants doivent étre présents :

Déficit des fonctions intellectuelles comme le raisonnement, la résolution de
problémes, la planification, I'abstraction, le jugement, 'apprentissage scolaire
et 'apprentissage par I'expérience, confirmés par I'évaluation clinique et les
tests d’intelligence individuels standardisés.

Déficit des fonctions adaptatives qui se traduit par un échec dans I'accession
aux normes habituelles de développement socioculturel permettant 'autonomie
et la responsabilité sociale. Sans assistance au long cours, les déficits
adaptatifs limitent le fonctionnement dans un ou plusieurs champs d’activité de
la vie quotidienne comme la communication, la participation sociale,
'indépendance, dans des environnements variés tels que la maison, I'école, le
travail, la collectivité.

Début du déficit intellectuel et adaptatif pendant la période du développement. »

B- Classification et méthodes d’évaluation de la DI

Le Quotient intellectuel (Ql) est un test psychométrique qui fournit une indication

quantitative et standardisée de lintelligence. Le QI standard correspond au rang

auquel se situe une personne relativement a une population représentée par une

courbe de Gauss (suivant la loi Normale) (8) (Figure 1).
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Figure 1: Schéma de la répartition du QI dans la population générale.
Selon cette définition, 3% de la population a un QI <70. La définition et la catégorisation de la gravité

de la DI est plus complexe que la seule mesure de QI.

Le QI doit étre mesurée par une personne qualifiée, dans le cadre d’'un examen
psychologique et dans des conditions optimales pour une personne. Les tests
psychométriques de mesure de l'intelligence sont adaptés a I'age. On peut évaluer les
ages d’acquisitions psychomotrices, le Quotient de Développement ou QD (&ge de
développement psychomoteur rapporté a I'age chronologique, chez le petit enfant), ou
le QI (&ge mental par rapport a 'dge chronologique) (8—10).

De facon plus compléte, la « WAIS » pour Weschler Adult Intelligence Scale est un
test de mesure du QI chez I'adulte, a partir de 16 ans. La quatrieme version de ce test,
révisée de 2008 est en vigueur (10). Elle mesure plusieurs paramétres, qui, ensemble,
permettent de calculer le QIl: lindice de compréhension orale; lindice de
raisonnement perceptif; lI'indice de mémoire du travail ; l'indice de vitesse de
traitement. Ce test est composé de 10 sous-tests principaux obligatoires et de 5 sous-
tests complémentaires facultatifs, répartis dans ces 4 catégories.

Le « Wechsler Intelligence Scale for Children » ou WISC évalue le QI des enfants de
6 ans a 16 ans et le « Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence » ou
WPPSI, de forme préscolaire, I'évalue pour les enfants de 2 a 6 ans. Ces tests ont les
mémes bases que le WAIS mais sont adaptés a I'dge de leur public. Avant I'dge de
3-5 ans, on parle préférentiellement de retard de développement plutét que de DI, ce

retard pouvant se normaliser avec I'age (8,10). Ces scores donnent une classification
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de la DI : DI Iégére pour un QI entre 50 et 69 ; modérée entre 35 et 49 ; sévére entre

20 et 34 ; profonde si inférieur a 20.

Ces classifications, basées sur les tests psychométriques, sont progressivement
remplacées par des classifications se basant sur les besoins de soutien de la

personne dans les domaines conceptuel, social et pratique selon la DSM-V(1).

C- Stratégies d’exploration

La DI ne se définit donc pas uniquement comme un QI<70 mais comme une entité
complexe des troubles du neurodéveloppement. Il regroupe un fonctionnement
intellectuel déficitaire, un manque d’autonomie dans différents domaines d’activité et

doit étre présent durant la période de développement (1).

Apres évaluation clinique en génétique et en neuropédiatrie, et aprés exclusion d’'un
syndrome identifiable en lien avec un phénotype caractéristique, la stratégie
exploratoire diagnostique d’une DI, telle que définie dans le Plan France Médecine
Génomique 2025 (PFMG), comporte une étude de cytogénétique moléculaire par
Analyse Chromosomique par Puce a ADN (ACPA), et une recherche d’un syndrome
X-fragile, puis secondairement une étude pangénomique par séquencage haut-débit
(SHD). En effet, depuis le développement a large échelle du SHD dans les laboratoires
de génétique, particulierement avec I'étude de I'exome, le nombre de génes causaux
ou candidats dans la DI est estimé a environ 3000 (7). L’hétérogénéité génétique
associée aux DI a modifié le paradigme d’interprétation des données génétiques, avec
une bascule vers I'ére du « reverse phenotyping », c’est-a-dire que les syndromes sont
décrits aprés la mise en cause d’'un géne. Ainsi les cohortes syndromiques sont
constituées a posteriori. |l est classiquement reconnu qu’on identifie une cause
génétique dans environ 40% des DI (7). Ces causes se différencient en étiologie
cytogénétique et génomique (7). Cependant, la caractérisation des phénoménes

physiopathologiques sous-jacent reste un enjeu considérable (7).
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D- Les plans nationaux

Le plan de médecine génomique 2025 a mis la génomique au premier plan afin de
développer le champ de la médecine personnalisée. Les maladies rares et les cancers
sont un enjeu de santé publique. Les patients atteints de pathologies retenues dans
ce plan peuvent bénéficier en routine d'un séquengage de leur génome. Cela
révolutionne la prise en charge, leur parcours de soin, et évite ainsi I'errance

diagnostique (Figure 2) (11).

L'organisation
de la santé
publique

Les aspects
scientifiques
et cliniques

Laspect
économique

L'aspect
technologique

Figure 2 : Schéma du PFMG
Il détaille les enjeux et les objectifs au niveau scientifique, économique, technologique et de santé

publique pour faire évoluer la génomique en France, sur https.//pfmg2025.aviesan.fr (9)

Le PFMG a notamment permis 'émergence de deux plateformes de séquencgage
couvrant I'ensemble du territoire frangais avec SeqOIA et AURAGEN. De plus, le
CREeflX, centre de référence, encadre leurs activités et le Collecteur Analyseur de
Données (CAD) garantit la souveraineté des données (stockage, confidentialité, et

utilisation éthique de ces données) (11).
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Il est constitué de 4 projets pilotes : le programme MULTIPLI dédié au cancer ; le projet
DEFIDIAG pour les maladies rares et plus particulierement la déficience intellectuelle
(12) ; le projet GLUCOGEN dédié aux maladies communes ; le projet POPGEN pour
identifier les fréquences des variations afin d’établir une base de données de référence

de la population francaise.

Particuliérement, le projet DEFIDIAG, s'inscrit dans le cadre du 3° Plan National
Maladie Rare 2018-2022. La DI est une cause majeure d’errance diagnostique en
France, ce qui complique sa prise en charge ; les patients et leur famille doivent avoir
accés a un conseil génétigue adapté concernant les éventuels risques de
transmission. Ce projet a pour but de démontrer la faisabilité et I'efficacité du
séquencgage du génome complet, en trio, en premiére intention dans les cas de DI. Il
se compare a « la stratégie de référence francaise », c’est-a-dire la recherche de
syndrome de I’X-fragile, 'analyse des chromosomes (ACPA) puis I'étude d’'un panel
de 44 génes connus en DI en SHD. Plus de 1200 patients, et leurs deux parents

biologiques, participent a I'étude (12,13).

Alors que la stratégie de référence francaise aboutit a un diagnostic dans 20% des
cas, cette étude espére obtenir un rendement diagnostique dans 60% des cas (pour
40% de diagnostic dans la plupart des études de DI en Whole Exome Sequencing
(WES) (7). Une étude d’impact permettra de comparer les colts de recherche
diagnostique de ces deux méthodes, et envisagera de modifier les conditions de

remboursement de ces analyses (12,13).

E- Bref historique du séquencgage

Le séquencage d’ADN (Acide DésoxyriboNucléotide) consiste a déterminer
'enchainement de nucléotides sur des fragments d’ADN ou sur I'ensemble du
génome. |l est développé dans les années 70 par les équipes de Frederik Sanger et
Walter Gilbert, 'un par synthése et I'autre par dégradation chimique sélective de

nucléotide.
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La méthode Sanger consiste en une synthése d’ADN simple brin par une PCR
(Polymerase @ Chain  Reaction) associant de fagon  aléatoire des
didésoxyribonucléotides (ddNTP) terminateurs de chaine marqués d’un fluorochrome
de couleur selon le nucléotide A, T, C et G. Différentes tailles de fragments d’un brin
d’ADN sont générées par la PCR, puis séparées selon leur taille en électrophorése.
La lecture par ordre croissant des derniers nucléotides (colorés par un fluorochrome

spécifique) des fragments permet de reconstituer la séquence du modéle (14).

A partir des années 2000, cette technologie a considérablement été améliorée par
'avénement du « Next Generation Sequencing » (NGS) ou Séquencage Haut Débit
(SHD). Ces techniques sont variées mais regroupent des étapes communes : la
préparation d’une librairie d’ADN, I'amplification clonale, le séquencgage de I'ADN et le
traitement informatique des données générées (14). Différentes approches ont été
développées, comme, le séquengage lon Torrent, le pyroséquencgage, le séquencage
par synthése, le séquengage par ligation. Ces méthodes permettent une réduction des
couts de séquengage majeure et une grande rapidité. lllumina (San Diego, US-CA),
avec le séquengage par synthése, s’est largement imposée sur le marché mondial
(14).

Le premier séquengage entier du génome humain, dans le cadre du « Human Genome
Project » s’est terminé en 2003, utilisant largement la méthode Sanger, il aura duré
presque 15 ans et couté 2,7 milliards de dollars (15). De nombreux projet de
séquencgage ont eu lieu depuis, autant dans les domaines des pathologies humaines
que pour la connaissance du génome humain (1000 Genomes (16), le projet
québécois CARTaGENE (17), le projet britannique 100 000 Genomes (18)). Ces

données sont aujourd’hui capitales pour l'interprétation des variants (19).

La compréhension des variations de structure a été améliorée grace au séquengage
de génomes complets. En effet, la majorité des points de cassures sont introniques.
Cependant, la longueur des reads ne permet pas encore la meilleure résolution ni la
détection de tous les SV ou des grandes séquences répétées (20). Pour s’affranchir
de ces limites, de nouvelles technologies, par séquengage de troisieme génération,
telles que le « Long-read » avec PacBio et Nanopore, ou la cartographie optique ont

émergé (20).
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Aujourd’hui, les enjeux de séquengage sont différents : réduire les colts pour donner
I'accés au plus grand nombre, accéder a toujours plus de données : les variations de
structures, les zones répétées, I'interprétations des variants rares et endémiques a
certaines ethnies (20,21). C’est aussi I'avénement du post-génomique avec le
méthylome et le transcriptome pour étre au plus prés de I'impact des variations et de

la compréhension des mécanismes génétiques (18).

F- Enjeux de la détection des SV

L’identification des variations de structures (SV) est essentielle pour I'interprétation du
génome mais est historiquement un sujet complexe (20,22). Les SV sont extrémement
variés, de plus de 50pb a plusieurs mégabases, et a l'organisation complexe :
duplications, délétions, inversions, duplications en tandem, séquences répétées,
translocations (Figure 3). lls comprennent une myriade de sous-classes dont les
« Copy Number Variation » (CNV). lls sont présents dans le génome humain, affectent
les fonctions cellulaires et moléculaires, les fonctions de régulation, les structures 3D
et la machinerie transcriptionnelle (20). Les estimations récentes dénombrent plus de

20 000 SV par individus et sont trés majoritairement polymorphiques (13,14).
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Figure 3: Schéma de différents SV inspiré de Genome structural variation discovery and
genotyping (23).

Le premier SV, en haut a gauche de I'image représente une délétion, le fragment jaune sur la séquence
de référence est absent de la séquence alignée, les fragments verts, flanquant, se retrouvent accolés.

Dans l'insertion, l'inverse se produit, le fragment jaune est inséré entre les reads verts, normalement
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joints sur la séquence de référence. Lors d’une inversion, le fragment vert se retrouve dans l'autre sens
de la séquence de référence. Dans la duplication en tandem, le fragment vert se suit a plusieurs reprises
au lieu d’une sur la séquence de référence. Dans une translocation, deux fragments censés se suivre
sur la séquence de référence sont en fait alignés a deux endroits distincts, par exemple sur deux

chromosomes différents.

La détection de ces structures est un enjeu majeur de la génétique actuelle, autant sur
le plan de la connaissance du génome, de ses structures , qu’en pathologie humaine
ou les SV sont impliqués (20,22). De multiples stratégies ont émergé : utilisation
d’algorithmes pour la détection des SV, seul ou en les associant pour plus de
performance, I'évolution des techniques de séquengage avec notamment le Long-
Read et 'augmentation de la profondeur de séquengage des génomes dans les

grandes cohortes pour augmenter la sensibilité de détection (20,22).

Actuellement au CHU de Lille dans I'UF Cytogénomique des déficiences intellectuelle
et anomalies du développement, la stratégie d’analyse des CNV, selon le type de SV,
s’appuie sur le caryotype, la FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), TACPA et en
exome complet sur I'algorithme de CNV DRAGEN, basé sur la profondeur de lecture

de I'exome et annoté par a AnnotSV (24,25).

G- Objectifs

Les objectifs de ce travail sont d’évaluer les nouveaux outils mis a disposition au CHU
de Lille pour l'identification et l'interprétation des SV par séquengage d’exome. Dans
un deuxiéme temps, nous évaluerons le gain diagnostique apporté par ces nouveaux

outils. Ce travail se présentera comme suit :

- Comparaison de I'ACPA par rapport a I'exome dans la détection et
I'interprétation de CNV, avec l'utilisation de CNV DRAGEN (24) ;

- Détection de variation de structure par lalgorithme « SV » de DRAGEN,
lllumina (26) ;
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Détection de disomie uniparentale grace a I'application d’'un algorithme sur les
données de I'exome : « ROH » par DRAGEN, lllumina (27) ;
Statistiques des diagnostics par exome d’octobre 2020 a mars 2022 avec

I'apport diagnostic de ces différents algorithmes.
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[I- Matériels et méthodes

H- Patients

600 patients ont été inclus dans ce travail. Tous les patients ont bénéficié d'un
séquencage d’exome complet au CHU de Lille par technologie de séquencage
« courts fragments » (14), dans le cadre de l'exploration d'une DI isolée ou
syndromique, d’un trouble du neurodéveloppement, d’'une épilepsie isolée ou
syndromique. Préalablement, la quasi-totalité des patients avaient bénéficié d’'une
ACPA, au CHU de Lille ou dans un centre extérieur, ne mettant pas en évidence

d’anomalie pathogene ou possiblement pathogeéne en lien avec leurs phénotypes.

Les prescriptions ont été réalisées par un généticien du service de génétique clinique
du CHU de Lille, ou un neuropédiatre du service de neuropédiatrie du CHU de Lille.
L’ensemble des consentements libres et éclairés ont été recueillis en amont des

explorations de génétique.

|- Extraction dADN

Les différentes techniques d’analyses cytogénétiques et moléculaires utilisent de
I’ADN leucocytaire. Les ADN ont été extraits a partir d’'un prélévement sanguin veineux
périphérique sur tube EDTA, de maniére automatisée avec le Robot Chemagic STAR
(Hamilton, Reno, US-NE) selon le protocole du fournisseur. Les ADN ont été dosés
par spectrophotométrie en utilisant le DropSense Chemagic (Hamilton), a 260 nm. Le

rendement de I'extraction d’1mL de sang est en moyenne de 150ng/uL dans 150uL.
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J- Exploration de cytogénétique moléculaire par ACPA

L’ACPA est une technique de cytogénétique moléculaire pangénomique qui permet
d’identifier les remaniements cytogénétiques déséquilibrés. A I'Institut de Génétique
Médicale du CHU de Lille, chaque patient a été exploré sur des lames
oligonucléotidiques SurePrint G3 Human CGH Microarray (Agilent, Santa Clara, US-
CA), possédant environ 60 000 sondes oligonucléotidiques, et permettant une
résolution de détection d'environ 50-150kb des variations cytogénétiques
déséquilibrées, selon les régions génomiques. C’est la méthode d'analyse

pangénomique de référence des CNV (28).
1) Principe de la technique d’ACPA

L’ACPA est basée sur le principe d’hybridation génomique comparative. Les quantités
d’ADN associées a aux différentes régions génomiques d’un patient et de témoins sont

comparés (Figure 4).
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Figure 4 : Principe de ’ACPA d’aprés Karampetsou et al (29).
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L’ADN lymphocytaire du patient et d’un témoin sont marqués par de la Cyanine 3 et 5, T’ADN est hybridé
sur des sondes fixées a une lame qui correspondent a des régions chromosomiques précises. La lame
avec les hybridations ADN+sondes est lue, un logiciel va localiser sur le génome de référence chaque

spot avec la quantité d’ADN correspondant.

Aprés extraction et fragmentation, les ADN du patient et des témoins vont étre
marqués par des fluorochromes différents appelés cyanines, puis hybridés sur une
lame de verre comportant des séquences oligonucléotidiques simples brins,
spécifiques du génome de référence. L’étape d’hybridation sur la lame de verre est
réalisée de maniere compétitive entre les deux populations d’ADN. Les intensités de
fluorescence sont ensuite mesurées et converties en ratio d’intensité de fluorescence
entre ADN patient et témoin pour chaque sonde oligonucléotidique. L'intensité de
fluorescence est détectée par un lecture de lames MicroArray Scanner (Agilent)
(Figure 4) (30).

2) Identification des remaniements cytogénétiques

Les ratios d’intensités de fluorescence de chaque sonde sont secondairement et
informatiquement associés au génome de référence pour chaque chromosome (Figure
5). Ainsi les déviations de ratio seront associées a des déséquilibres cytogénétiques
par délétion ou duplication chez le patient. Nous avons utilisé I'outil Cytogenomics
(Agilent) comme interface de visualisation des remaniements du nombre de copies

pour chaque chromosome.

Chrll

Figure 5 : Représentation des ratios d’intensité de fluorescence sur l'outil de visualisation
Cytogenomics.

En ordonnée, les ratios de fluorescence patient versus témoin, en abscisse la position des sondes
visualisées. Le patient présente une duplication de la partie terminale du bras long du chromosome 11
en 11q25.
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Elle permet également de pré-interpréter en visualisant la récurrence du
microremaniement dans notre base de données interne et d’identifier les génes

associés aux régions remaniées (Figure 5)

3) Interprétation des CNV

L’interprétation des CNV fait appel aux recommandations du réseau AChro-Puce
mises a jour en 2020, en lien notamment avec les recommandations de TACMG et du
consortium ClinGen (31). Il s’agit notamment d’évaluer le degré de pathogénicité de
chaque microremaniement identifié. Le faisceau d’arguments concerne notamment la
récurrence dans les bases de données de populations contréles : gnomAD (32),
Database of Genomic Variant (DGV) (33) ; la récurrence dans les bases de données
patients ClinGen (34), DECIPHER (35), Development Delay (DD) (36,37); et le
contenu génique, notamment en génes morbides OMIM (38). Ces informations
peuvent étre regroupées dans loutil d’annotation génomique « UCSC Genome
Browser », permettant d’y associer des informations additionnelles sur la taille des
variations, les données de régulation (Figure 6). Chaque CNV est contextualisé selon
le phénotype, et interprété selon les critéres ACMG en vigueur (39).
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Figure 6 : Visualisation du CNV sur UCSC Table Browser.

Les genes sont représentés sur UCSC Refseq (40), puis sur OMIM (38). Les génes en verts sont OMIM
morbid. Deux bases de données cliniques (DECIPHER (35) et Developmental Delay (36,37)) rapportent
les données de patients recensées dans la littérature, en rouge les délétions et en bleu les duplications.

La Database of genomic variant (DGV) rapporte les CNV recensés dans la population générale (33).

42



Selon les données de la littérature, 'approche par ACPA dans les déficiences
intellectuelles — anomalies du développement permet d’aboutir a un diagnostic pour
environ 10% des patients (41). La principale limite de 'ACPA concerne sa résolution.
Pour les lames SurePrint G3 Human CGH Microarray (Agilent), I'espacement
génomique meédian entre deux sondes est de 41 kb. On estime ainsi que la taille

moyenne minimale d’un remaniement déséquilibré détectable est d’environ 100kb.

K- Exploration par séquengage d’exome

L’approche par séquengage d’exome complet a été développée a partir d’'octobre 2020
au CHU de Lille pour les explorations génétiques des thématiques de ['Institut de
Génétique Médicale, prenant notamment en charge les troubles du
neurodéveloppement. Cette technologie permet d’obtenir les informations génomiques
concernant 'ensemble des séquences codantes du patient et de les réanalyser selon
les évolutions de la littérature lorsque cela est nécessaire. Les patients ont été
analysés par approche de séquengage trio pour 76%, duo pour 20% et solo pour 4%
ou selon d’autres combinaisons par inclusion de parents ou autres apparentés dans la

stratégie de séquencage. Il est réalisé sur le NovaSeq 6000 (lllumina).

1) Préparation des librairies

La constitution des librairies consiste a préparer une banque d’ADN représentative des
échantillons a séquencer. Le terme « librairie » correspond a I'ensemble des régions
génomiques d’intérét comportant a chaque extrémité une paire d’adaptateurs
nucléotidiques. Ces derniers sont spécifiques d’'une technologie donnée.

L’ADN de chaque patient est coupé en fragments de taille compatible avec la
technologie de séquengage. Secondairement, sont ajoutés des index et des amorces
universelles. Les index sont un code barre nucléotidique unique associé a un
échantillon donné. lls permettent d’associer chaque séquence produite sur le

séquenceur au bon échantillon lors du traitement bioinformatique. Les zones
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exoniques et introniques proches sont capturées, représentant 1 a 1,5% du génome,
soit 48 a 50Mb (42).

La préparation de la librairie est effectuée par la technique de tagmentation par le kit
« lllumina DNA Prep with Enrichment » (lllumina) selon les recommandations du
fournisseur. L’ADN des patients est découpé en fragments d’environ 400pb via des

billes de tagmentation eBLT (enrichment Bead-Linked Transposome) (Figure 7) (43).
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Figure 7 : Schéma de la préparation des librairies par tagmentation d’apreés lllumina Nextera flex
for Enrichment.

La tagmentation sur bille permet de générer des fragments d’ADN génomique de 400pb, d’harmoniser
les concentrations d’ADN des différents échantillons et d’ajouter un premier adaptateur. Lors d’une
seconde réaction, est ajouté l'index, code barre nucléotidique unique pour chaque patient du run, et

I'adaptateur du fragment a la flowcell : le bridge PCR.
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Cette étape permet d’obtenir des fragments homogeénes sur 'ensemble du génome,
de rester en concentration constante d’ADN par la saturation des billes (quantité fixe
de billes magnétiques ajoutée au mix), et d’ajouter des amorces universelles a chaque
fragment d’ADN lors de la méme réaction. Une paire de séquences adaptatrices a
ensuite été liée a chaque fragment d’ADN, comportant des séquences nucléotidiques
consensus qui permettent la reconnaissance de motifs nucléotidiques situés sur la
lame de séquencage appelée « FlowCell » (Figure 7). Une mesure aléatoire de la
concentration en ADN des librairies pré-enrichie est effectuée sur 'automate Qubit
(Thermofisher Scientific, Waltham, US-MA) en fluorimétrie.

Les régions exoniques sont ensuite hybridées a des sondes biotinylées, et capturées
grace a des billes magnétiques couplées a de streptavidine (Figure 8). On ne retient
que les régions codantes et flanquantes des exons. L’ADN est dénaturé et linéarisé
progressivement sur thermocycler, en partant de 95°C puis en baissant la température
de 2°C toutes les minutes. A 58°C, pendant 16h, les sondes vont s’hybrider a
I'équilibre. Puis une PCR d’enrichissement de la librairie exonique purifiée est réalisée

ainsi qu’un lavage et une quantification de la librairie sur Qubit.

Figure 8 : Schéma de capture de la librairie exonique d’aprés lllumina Nextera flex for Enrichment.
Les régions exoniques sont capturées via des sondes biotinylées, captées par des billes magnétiques
avec de la streptavidine. La librairie subit une amplification par PCR puis une purification avant d’étre

quantifiée.
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2) Amplification clonale : génération de cluster

L’étape d’amplification clonale est réalisée directement sur la flowcell par technique de
« Bridge ampilification » (14). Cette génération de clusters est un procédé ou chaque
fragment de la librairie est amplifié afin d’obtenir un signal de fluorescence optimal

(Figure 9).

Les librairies poolées et diluées sont injectées dans la flowcell. Les fragments simples
brins comportant des séquences adaptatrices s’hybrident a des séquences
oligonucléotidiques complémentaires présentes sur la flowcell (Figure 9) (14). Une fois
I'hybridation réalisée, un brin d’ADN complémentaire est synthétisé par une
polymérase, le liant de fagon covalente au support, puis le brin originel est dénaturé et
éliminé. Ce processus se répéte plusieurs fois, jusqu’a générer un « cluster » : un
grand nombre de fragments d’ADN identiques dans une zone restreinte et identifiable

de la flowcell (Figure 9).

Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Sample preparation
DMNA (5 pg)

Template
dNTPs

and
polymerase

Bridge ampilification

Figure 9 : Schéma de la génération de cluster d’aprés Metzker and al.
La flowcell est tapissé d’oligonucléotides complémentaires aux bridges PCR - le fragment s’hybride sur
la flowcell puis le brin complémentaire est synthétisé (liaison covalente au support) - libération du brin

originel, liaison en pont via les bridges PCR, synthese d’un nouveau brin (14)
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3) Séquencage

La technique de séquencgage appliquée au laboratoire correspond au séquencgage par
synthése (SBS). Une amorce universelle est injectée dans la flowcell, et se fixe au
néobrin synthétisé complémentaire fixé. A chaque cycle de séquencgage, des
nucléotides marqués d’'un fluorochrome spécifique sont incorporés, excités par une
source lumineuse, émettant un signal de fluorescence spécifique du nucléotide. Ce
signal est enregistré par le séquenceur (Figure 10) (14). Les nucléotides incorporeés
possedent un terminateur de chaine réversible pour éviter I'incorporation de plusieurs
nucléotides répétés. Le nucléotide est ensuite clivé pour permettre l'incorporation au
cycle suivant d’un autre nucléotide spécifique (Figure 10) (14). Aprés le séquengage des
10 nucléotides des index puis des 151 premiers nucléotides des fragments, ceux-ci
sont retournés, et séquencés en antisens, d’abord les 10 nucléotides des index, puis
les 151 premiers nucléotides de la séquence (Figure 10). Cette approche est appelée

« séquencage par les deux extrémités (paired-end) ».
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Figure 10 : Schéma de séquencage par synthése et image d’un cycle de séquencage par

synthése selon Metzker et al (14).

A- A chaque cycle, incorporation d’un nucléotide, lavage, excitation lumineuse et capture de I'image,
clivage du terminateur réversible de chaine, lavage et le cycle est répété. B- Image de cycles de

séquencgage par synthése

4) Traitement bio-informatique

Le séquencage haut débit génére des données brutes qui ne sont pas directement
interprétables a la sortie du séquenceur. Des outils bio-informatiques sont essentiels
au traitement et a I'analyse de ces données. Différents pipelines sont utilisés pour
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obtenir une liste de variants annotés propre a chaque patient. L’analyse des données

de séquencgage est divisée en trois grandes parties :

- I'analyse primaire des données qui correspond a la reconstitution de la
séquence d’ADN : du fichier .bcl au fichier .fastq ;

- '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 : du fichier .fastq démultiplexé aux fichiers .bam et .vcf ;

- I'analyse tertiaire qui englobe I'annotation des variants et I'interprétation
biologique des résultats : des fichiers .vcf aux fichiers annotés par I'outil maison
ANATOLEZ2.

a) Analyse primaire
Le fichier .bcl est un agrégat d'images du séquencgage a chaque cycle de séquencgage

« inject-scan-wash ». Chaque signal lumineux détecté lors de l'incorporation de
nucléotide est enregistré a une position, un instant et avec une certaine probabilité
d’erreur. Ce fichier est généré par le séquenceur lllumina. L'appel de base (base
calling) est réalisé par le logiciel Real-Time Analysis d’lllumina. L’outil « DRAGEN BCL
Data Conversion » convertit les .bcl en .fastq. Ce logiciel traduit les signaux de
fluorescence séquentiels en séquence, reconstituent les reads, associe a chaque base
un score Phred qui évalue sa probabilité d’erreur, démultiplexe les données, c’est-a-
dire, réattribue a chaque read son patient d’aprés l'index lu et la SampleSheet (1

index=1 patient) et génére le fichier qualité du Run (Figure 11).

Le .fastq a trois lignes : le header, la séquence, et le score Phred en langage ASCII.
DRAGEN BCLconvert génére autant de paire de .fastq qu’il y a d’échantillons sur la

flowcell.

b) Analyse secondaire
L’analyse secondaire est réalisée par DRAGEN Join Genotyping (JG). Il réalise le

« Trimming », c’est-a-dire découpe les index et adaptateurs sur les reads pour ne
garder que la séquence et élimine les reads avec de mauvais score Phred. DRAGEN
JG aligne les reads sur le génome de référence (GRCh38) selon I'algorithme de

Burrows Wheeler avec le logiciel GATK d’lllumina, c’est la génération d’un fichier BAM
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(Binary Alignement Map) avant le réalignement autour des INDEL (Figure 11). Ce
fichier BAM associe a chaque read ses coordonnées génomiques. Il permet
d’apprécier la profondeur du séquengage : nombre de fois qu'un nucléotide est
séquence ; et la couverture : I'étalement des reads sur la zone d’intérét. Les BAM sont
visualisables sur IGV (Integrated Genome Browser) pour évaluer les criteres qualités
et 'environnement de variant d’intérét. Enfin, il appelle les variants : chaque différence
par rapport au génome de référence va étre annotée dans un fichier VCF (Variant

Caller Format) et il génére un ensemble de fichiers qualité par patient.
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input reads Sorted.bam
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 —]
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Variant = —
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Recaled.bam Realigned.bam
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Figure 11 : Schéma du traitement bio-informatique des données d’exome.

L’analyse primaire, par BCL Convert traduit chaque image en base, lui associe un score Phred et
démulitplexe les données dans des FASTQ. L’analyse secondaire par DRAGEN JG réalise le trimming,
I'alignement au génome de référence dans le BAM et I'appel de variant dans le VCF. Le fichier Pedigree
reconstitue les liens de parentés. L’analyse tertiaire agrége les différentes bases de données surle VCF
pour permettre l'interprétation des variants. Schéma issu de « Van der Auwera GA & O'Connor BD.
(2020). Genomics in the Cloud: Using Docker, GATK, and WDL in Terra (1st Edition). O'Reilly Media. »
(44)

c) Analyse tertiaire
Cette analyse permet I'agrégation d’annotation des variants. Elle est réalisée par

Variant Effect Predictor (VEP), avec prédiction de I'effet du variant détecté (faux-sens,
épissage, non-sens...) (45) et l'interrogation de différentes bases de données (OMIM
(38), CADD (46), GnomAD (32), ClinVar (47)...) (Figure 11). Au CHU de Lille, ces

données sont ensuite assemblées par un outil maison appelé ANATOLEZ.
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5) Etude des CNV/SV par exome

Les « Structural Variant » ou SV sont des événements de structure >50pb, des CNV
mais aussi des réarrangements génomiques (translocations, inversions) (Figure 3). lls
sont courants dans la population générale et sont une cause majeure de variations

polymorphiques (48). lls sont aussi mis en cause en pathologie humaine (7,12,37).

Pour détecter les SV, quatre approches existent. Le plus souvent les algorithmes les

cumulent pour optimiser leur performance de détection.

La premiére possibilité est une approche quantitative, appelée « Read Depth » ou
comparaison de profondeur de lecture. Cette analyse permet d’identifier les CNV par
comparaison de la densité de lectures/reads alignés sur le génome de référence pour
'ensemble des intervalles préalablement définis. Ces intervalles correspondent le plus

souvent aux bornes exoniques pour le séquengage d’exome (Figure 12) (28).
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Figure 12 : Représentation de la détection de CNV grace a la comparaison de profondeur de
lecture selon Escaramis et al (28).
Il'y a moins de reads alignés dans les délétions, et a l'inverse, plus dans les duplications. Les bornes

en analyse d’exome correspondent souvent aux limites de I'exon.

Cette approche présente quelques limites, comme la faible résolution et localisation
des points de cassures, et la sensibilité aux biais d’enrichissement en bases AT ou GC
du génome. Elle est utilisée par un grand nombre d’outils appliqués a I'exome ou aux
panels tels que CANOES (49), CNVnator (détecte les variations nettes de profondeur)
(50) ou CNVkit (51). Les outils « Read Depth » présentent une stratégie de détection

des CNV similaires a I'approche utilisée en ACPA.
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La deuxieme possibilité implique le séquencgage par paire, appelé « Paired-Read ». |l
s’agit d’'identifier les alignements aberrants entre les deux lectures/reads d’'un méme
couple, suggérant la présence d’un remaniement entre ces deux lectures/reads (Figure
13). Cette approche utilise les propriétés du séquengage. Au CHU de Lille, nous
réalisons un séquencage en paire de 2x150 pb de chaque fragment d’ADN. La
tagmentation découpant le génome en fragment d’environ 400pb, nous attendons une

distance entre lecture/read sens et lecture/read antisens d’environ 100 pb en

moyenne.
Paired Reads (PR)
Tandem Novel sequence
Mo SV Deletion duplication insertion Inversion Translocation
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Figure 13 : lllustration selon Escaramis et al de la detection de SV grace aux paired-end.

Selon I'écartement et I'orientation des reads, nous pouvons déduire de quel type de SV il s’agit (28).

En présence d'un éloignement entre les deux lectures/reads, nous évoquons une
délétion. En présence d'un rapprochement, nous évoquons une duplication. En
présence d’'un changement d’orientation entre échantillon et référence, nous évoquons
une inversion ou une duplication en tandem (Figure 13). L’outil historique Breakdancer

utilise cette approche (52).

La troisieme approche concerne I'étude des lectures/reads chimériques, appelée
« Split Reads » ou « Clip Reads ». Ces reads imparfaitement alignés mettent en
evidence des points de cassure (Figure 14). Split-read alignments : certains reads ne
sont pas parfaitement alignés sur la séquence de référence, les cibler peut permettre
de détecter des points de cassures, et éventuellement de localiser 'événement en

mappant le split read (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation du split read et de I’exome de novo pour identifier des SV selon
Escaramis et al (28).

A. Représentation de la détection de SV gréace au split reads. En identifiant la séquence splitée, on
peut retrouver de quoi est composé le SV. B. Schéma du De novo assembly.

La derniére approche, moins consensuelle dans le cadre du séquengage court
fragment, concerne l'assemblage de novo du génome. Cette approche trés
consommatrice en ressources informatiques, reconstitue le génome de novo, sans
alignement sur un génome de référence, grace a la continuité des reads. L’outil TIGRA

utilise cette approche (Figure 14) (53). Cette approche est plus adaptée au génome

qu’a 'exome.
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Figure 15 : Schéma des différentes méthodes de détection des SV visualisé sur IGV (54).
La chute de profondeur de couverture repérée par la diminution du nombre de reads dans la zone
montre le fonctionnement de CNV DRAGEN. Le soft-clipping, soit les reads imparfaitement alignés a la
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séquence de référence sont représentés par les reads chimériques : partie grise bien alignée au
génome de référence, chaque segment de couleur représente un nucléotide divergent de la séquence
de référence ; le paired-end mapping correspond aux reads reverse et forward d’'un méme fragment qui
ne sont pas séparés d’'une distance adéquate : un rapprochement signe une duplication alors qu’'un
éloignement signe une délétion. Le soft-clipping et le paired-end sont utilisés par SV DRAGEN dans la
détection des CNV.

Integrative Genomic Viewer (54) est un outil essentiel pour la visualisation des SV
(Figure 15). Il permet de discriminer grace a un code couleur avec le pair-end des
inversions, délétions, duplications, d’observer visuellement des variations de
profondeur dans des régions, de mettre en évidence des rétrotransposons... Des

exemples illustreront I'utilisation d’IGV au cours de ce travail.

6) Outil DRAGEN Copy Number Variant Calling

DRAGEN CNV est un pipeline bio-informatique, proposé par lllumina, utilisant les
comparaisons de profondeurs de lecture pour 'ensemble des régions d’intérét (Figure
16). Il s’adapte a 'exome en ne s’intéressant qu’aux régions capturées (24).

2 copies 1 copie 0 copie 3 copies

Figure 16 : Schéma du fonctionnement de CNV DRAGEN d'illumina.
La profondeur d’'une région est comparée a la profondeur moyenne de l'individu et a ces pairs sur la

méme flowcell pour déterminer s’il y existe un CNV a cet endroit.
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DRAGEN CNV est paramétré pour identifier les CNV de plus de 500pb, les autres
CNV de plus petite taille doivent étre appelés avec les SNV/INDEL sur le VCF Caller.
Ce pipeline travaille sur les .bam d’'une méme flowcell. Chaque échantillon va subir un
pré-traitement de ses données avant I'appel de CNV. D’abord, I'algorithme compte les
profondeurs de lecture des cibles, puis, il corrige les biais intrinséques (biais
d’enrichissement en GC, défaut de couverture...), il normalise ensuite la profondeur
par la ploidie attendue de I'’échantillon et lisse la profondeur de lecture sur 'ensemble
des zones capturées. En effet, le programme prend en compte le nombre de reads de
chaque individu, les différences de profondeur de séquencgage en fonction des régions
(régions plus difficiles a séquencer que d’autres) (figure 16 et 17). Les zones d’intérét
sont ensuite délimitées par segmentation anormale /normale et les CNV sont appelés,

scores et qualifiés.

Les CNV identifiés sont ensuite annotés par AnnotSV (25). Cet outil compile les
informations de différentes bases de données : les bases de population générale, de
patients, les génes inclus dans I'anomalie, les éléments régulateurs, les TADs... Et
attribue une note de -1 a 1 traduite en classe ACMG de 1 a 5 selon les criteres ACMG
et Clingen (Figure 17) (34,39).

VCFIBED
multipie patients

single

Patients’ phenatype (option) In pUt ;
l # AnnotSV #*
Data integration Annotations Phenotype Ranki
anking
Gene General popufation EECIIE Iy SACMG
Gene rame, morbid genes,  Allele frequencies from DGV, EXOMISER ‘_
gene intolerance, gnomAD, 10006, DOD "‘;::‘:"' i
Depth ! insuffich - Spocific o each
e SV type * sl Pathogenic * gene/disease * > 099 Class 1 (benign)
4 abVar, ClinGen, ClinVar.. 009016 0.98 Clags 2 (likely benign)
Genotype L Regulatory elements 08910 - i5 3 [
L .89 1o -0.89 Class 3 (VUS)
Shi\indai ‘\ Enhancers, promoters Breakpoints -0.90 to-0.98 | Class & (likely pathogenic)
noe, . GC content, repeated elements, Specific to each £-0.99 Class 5 (pathogenic)
- User defined Segmental duplication. .. individual
Sequencing and aray data
( ' Output
Data visualization / filtering
@' Annotated SV (TSV)

Knot AnnotSV/

Full mode: entire SV
Split mode: SV split by gene

Figure 17 : Schéma du raisonnement AnnotSV (25).
AnnotSV annote les CNV en cherchant les genes inclus dans la variation et leurs scores in silico

d’haploinsuffisances / de triplosensibilité, les genes OMIM Morbid, les éléments régulateurs, la

95



récurrence dans la population générale ou dans des populations de patients, attribue un phénotype aux

génes inclus dans la région grace aux termes HPO recensés et propose une classification type ACMG.

7) Outil DRAGEN Structural Variant Calling

SV DRAGEN se base sur I'analyse du paired-end et sur le soft clipping pour repérer
les SV de plus de 50pb et les points de cassures (Figure 14 & Figure 15). |l recherche les
SV en deux étapes: d’abord, il scanne le génome pour construire toutes les
associations break-end possibles puis il les analyse et les annote. |l reconstruit
diverses structures sur I'exome et attribue un score qualité qui correspond a la
probabilité d’existence du SV (26) (Figure 14 & Figure 15). Ces variations sont rapportées

sur un fichier format VCF.

L’analyse des fichiers issus de SV DRAGEN est réalisée selon le mode d’héritabilité,
le score qualité, les scores d’haploinsuffisance des génes d’intérét et la récurrence des

évenements. Les criteres ACMG sont appliqués (39).

8) Outil DRAGEN ROH Caller

L’analyse « Regions of homozygoty » (ROH) ou « Régions d’homozygotie »
développée par DRAGEN lllumina tool est un outil qui permet de faire ressortir les

zones d’homozygoties contigues entre les deux alléles d’'un chromosome (27,55).

Ce fichier ROH nous permet de mettre en évidence les isodisomies uniparentales ainsi
que les délétions. Les hétérodisomies ne sont pas mises en évidence car cette analyse
n’est pas effectuée en trio, elle ne repére pas les zones d’homologies avec les parents,
seulement les zones de perte d’hétérozygotie. Les patients issus de parents
apparentés possedent plus de zones d’homologies en raison de leur identité par

descendance.

Cette recherche, qui s’appuie sur les VCF (Variant Call Format), passe par le « Small
Variant Caller ». Elle exclue les INDEL, les variations complexes ou multi alléliques et
les chromosomes sexuels. L’algorithme cible d’abord une région qui contient au moins

50 SNV homozygotes consécutifs sans variant hétérozygote ou trou de plus de 500 kb
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entre les variants. |l réalise ensuite un score en ajoutant 0,025 a chaque SNV
homozygote, et d’'importantes pénalités pour chaque variant hétérozygote rencontré.
Cela permet une tolérance pour les erreurs de séquencages. La région s’élargie
jusqu’a rencontrer une lacune de plus de 500 kb. Les régions qui se chevauchent sont
fusionnées, il N’y a pas de taille maximale mais les régions se terminent aux limites
des chromosomes. Il n’y a pas de chevauchement sur des zones de plus de 3Mb
d’écart (27) (Figure 18). Comme nous travaillons sur exome, les bornes de la perte
d’hétérozygotie ne sont qu’estimées : les points de cassures sont le plus souvent

introniques.

: = - 50 SVN Homozygote ' e ol K
| +Pénalité - consécutifs ~ [#0,25! 140,251

T | p— | ARA I C | A
C ANA CHA

Figure 18 : Schéma du fonctionnement de I’algorithme ROH mis au point par DRAGEN.
L’algorithme cible 50 SNV homozygotes consécutifs puis réalise un score en ajoutant 0,025 a chaque
SNV homozygote, et d’importantes pénalités pour chaque variant hétérozygote rencontré. Il s’arréte

lorsqu’il rencontre une lacune de plus de 500 kb et fusionne les zones chevauchantes.

9) Interprétation des variants

Les variants sont ensuite interprétés selon les criteres ACMG (39). Les variants
ponctuels et CNV sont interprétés selon les modes de transmission, la fréquence dans
la population générale (gnomAD (32)), la présence dans les bases de données
pathogenes (ClinVar (47), HGMD), les prédictions de pathogénicité in silico (CADD
(46), REVEL (56), Mistic (57)), I'impact sur I'épissage (SpliceAl (58), SPIP (59)), les
modélisations protéiques (Alphafold (60), Missense3D (61)), la corrélation entre les
terminologies HPO associées a chaque patient et les différents génes candidats
(OMIM (38), SysID, Pubmed) (62).
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E- Validation des CNV/SV et SNV

Selon le type et la taille du remaniement de structure, une validation par séquengage
Sanger ou par gPCR a été réalisée. Les amorces Sanger et qPCR ont été designées
grace a différents sites : UCSC pour repérer la zone et la séquence d’intérét, Primer3
pour designer automatiquement des amorces compatibles dans la zone et dans les
conditions demandées, SNPCheck de Genetools pour vérifier 'absence de SNP dans

la zone et la parfaite identité de la séquence.

1) Séquencgage Sanger

Les SNP d’intérét qui ont des critéres qualités trop faible (couverture <100X, zone avec
des erreurs de séquencgage, biais de brins...), les ségrégations familiales, sont
confirmés par Sanger. Le séquengage Sanger est une technique par synthése. Il est
réalisé au laboratoire selon les recommandations du fournisseur, BigDyeTM v3.1

Cycle sequencing kit Thermofisher.

2) gPCR

Les variations du nombre de copie sont systématiquement vérifices par gPCR (PCR
quantitative). On réalise un mix de qPCR : amorces, solution tampon avec des
nucléotides, enzyme polymérase et un agent qui s’'incorpore a 'ADN double brin
(SYBR Green). S’ensuit des cycles de dénaturation-hybridation-élongation ou la
quantité d’ADN est mesurée en temps réel via un spectrophotométre (63). La
normalisation de la quantité d’ADN se fait grace au géne RPPH1, gene de ménage

(housekeeping gene).

58



[ll-Résultats

L- Détection des CNV : comparaison ACPA versus Exome

Dans un premier temps, nous avons comparé I'approche de détection des CNV par
exome par rapport a ’ACPA qui est actuellement la méthode de référence. Nous avons
comparé les données de 68 patients porteurs d’'un CNV caractérisé en ACPA, et ayant
secondairement bénéficiés d’'un exome. Les coordonnées de CNV sont reprises dans

« 'Annexe 1 : Tableau de comparaison ACPA versus exome ».

Les puces d’ACPA Lutilisées ont une résolution de détection minimale de 60K.
L’analyse des CNV en exome se fait avec I'outil CNV DRAGEN a partir des fichiers
d’alignements de séquences .bam. Les CNV appelés ont été annotés avec l'outil
AnnotSV (25). Les CNV-ACPA ont secondairement été recherchés manuellement

parmi les CNV-exome appelés par I'outil DRAGEN CNV pour chaque patient.

76 CNV ou déséquilibres chromosomiques avaient été préalablement identifiés en
ACPA (Annexe 1: Tableau de comparaison ACPA versus exome). On recense 6
aneuploidies et 70 CNV. Parmi les CNV, la taille médiane est de 484 kb, le minimum
a 43 kb et le maximum a 15150 kb. Il y a 60% de duplications et 40% de délétions,
portées a 81% sur les autosomes (n= 57) et a 19% sur les gonosomes (n= 13). Les

aneuploidies détectées sont toutes sur les gonosomes.

Au niveau chromosomique, 5/6 des déseéquilibres (83%) impliquant des gonosomes

identifiés en ACPA sont appelés par séquengage d’exome (Figure 19) :

- Deux patients porteurs d’'un syndrome de Jacob, 47, XYY, homogéne :
arr(Y)x2 ;

- Deux patients porteurs d’'un syndrome de Klinefelter 47, XXY homogeéne :
arr(X)x2,(Y)x1 ;

- Une patiente porteuse d’un triple 47, XXX homogéne : arr(X)x3.
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Seule la perte d’'un chromosomique X d’une patiente avec un Syndrome de Turner en
mosaique entre 5 et 10% dans le sang n’est pas appelée en exome : arr(X)x1[0.1].
Un caryotype et de la FISH ont été réalisé en paralléle :
mos 45,X[1]/46,XX[18].ish X(wcpX,SHOX,DXZ1)x1[5]/X(wcpX,SHOX,DXZ1)x2[79]
.nuc ish(SHOX,DXZ1)x1[12/206]

76 anomalies

identifiées par
ACPA

70 (92%) anomalies
identifiées en exome

55CNVet 5
aneuploidies, soit 72%
des anomalies
identifiés par les filtres
classiques de I'exome

Figure 19 : Comparaison de la détection d’anomalie quantitative génomique en ACPA versus
Exome.
Sur les 76 anomalies identifiees en ACPA, 92 % sont identifiées en exome et 72% sont identifiées avec

les « filtres classiques ».

Sur les 70 CNV identifies en ACPA, 65 (93%) sont également observés parmi les
variations appelées en exome (Figure 19). Les cing CNV non retrouvés en exome

concernaient :

- Deux CNV, une duplication et une délétion, en mosaiques a 20% dans le sang
sur le chromosome Y, chez un méme patient :
arr[GRCh37]Yp11.31911.221(2656461_16057257)x2[0.2],
arrfGRCh37]Yq11.221912(16188682_59335913)x0[0.2] ;
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- Une duplication hétérozygote de 390kb en 224, chez un quatuor, 2 fréres et le
pére porteurs, la meére indemne : arrfGRCh37]
2924.3(167602904_167992598)x3.

- Une duplication hétérozygote de 624kb en 3p26, non héritée maternelle, chez
un patient DI dans un cadre syndromique: arr[GRCh37]
3p26.3(1638453_2262692)x3.

- Une délétion de 69kb en 9p24, non héritée maternelle, chez un patient
présentant un décalage des acquisitions : arrffGRCh37]
9p24.3(500525_569970)x1.

Les évenements : arr[GRCh37]Yp11.31911.221(2656461_16057257)x2[0.2],
arrfGRCh37]Yq11.221912(16188682_59335913)x0[0.2] en mosaique a 20% dans le
sang chez un patient ne sont pas retrouvés en exome. La normalisation de couverture
sur I'Y est plus délicate car environ la moitié des individus sur la flowcell sont des
garcons, et le nombre de cibles exoniques sur le chromosome Y est plus restreint que
sur d’autres chromosomes. Il y a 14 286 cibles pour le chromosome X contre 1048

cibles surY.

La duplication arr[GRCh37] 2924.3(167602904_167992598)x3 n’est pas retrouvée
chez le frére du cas index. Apres analyse des fichiers .bam sur IGV, la région dupliquée
ne comprend que deux exons: I'exon 1 mal couvert et I'exon 2 de XIRP2 de
410pb avec une grande zone intronique (Figure 20A). En faisant manuellement les
ratios de profondeur de lecture I'exon 2 de XIRP2 du quatuor et des d’exons, bien
couverts, flanquant la duplication : I'exon 2 de SCN7A et exon 3 de XIRPZ2 (Figure 20B),
nous retrouvons un événement a type de duplication. Cependant, nous sommes en
dessous de la résolution de CNV DRAGEN de 500pb.
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Figure 20 : Duplication arr[GRCh37] 2q24.3(167602904_167992598)x3 identifiée chez le quatuor.

A Visualisée sur le Table Browser d’'UCSC, surlignée en bleu, la duplication arr[GRCh37]
2q24.3(167602904_167992598)x3 identifiee chez le quatuor, comprenant les exons 1 et 2 de XIRP2.
L’environnement de cette duplication n’est pas surligné. Cette duplication n’est pas retrouvée dans la
population générale ou dans une population de patients (gnomAD et ClinVar), XIRP2 n’est pas OMIM
Morbid. L’exon 2 de SNC7A et I'exon de 3 de XIRP2 flanquent la duplication. B : Normalisation manuelle
de la région de XIRP2 dupliquée et capturée en exome, ainsi que des exons flanquants la duplication :
I'exon 2 de SNCTA et le 3 de XIRP2. Le cas index, son frere et son pere, porteurs de la duplication en
2q24.4 présentent un ratio a 1,5 de I'exon 2 de XIRP2 et des ratios normaux des exons flanquants, et
leur mére, indemne de la duplication, présente des ratios normaux pour I'exon 2 de XIRP2 et les régions

flanquantes.

La duplication en arr[GRCh37] 3p26.3(1638453_2262692)x3 n’est pas retrouvée chez
le cas index en exome. La région, surlignée en bleu sur le Table browser UCSC, ne
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contient aucune sonde dans le design d’exome d’lllumina alors qu’elle en contient
plusieurs sur la puce d’ACPA Agilent GenetiSure Cyto CGH 8x60K (Agilent) (Figure 21
A). Cette région ne comprend que le premier exon du gene CNTN4. On retrouve la
méme situation avec la délétion arr[GRCh37] 9p24.3(500525 569970)x1, aucune
sonde dans le design d’lllumina, uniquement le premier exon de KANK1 mais 2 sondes
présentes sur la puce d’ACPA Agilent GenetiSure Cyto CGH 8x60K (Agilent) (Figure
21 B)
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Figure 21 : Visualisation sur le Table Browser d'UCSC de la région dupliquée en arr[GRCh37]
3p26.3(1638453_2262692)x3 et la délétion arr[GRCh37] 9p24.3(500525_569970)x1.

A- La région d’intérét est surlignée en bleu. Elle est indemne de sonde d’exome par le design lllumina
alors qu’elle contient des sondes d’ACPA Agilent GenetiSure Cyto CGH 8x60K (Agilent). Cette région
ne comprend que le premier exon du gene CNTN4. B- La région d’intérét est surlignée en bleu. Elle est
indemne de sonde d’exome par le design lllumina alors qu’elle contient des sondes d’ACPA Agilent

GenetiSure Cyto CGH 8x60K (Agilent). Cette région ne comprend que le premier exon du gene KANK1.
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M- Identification des CNV sous le seuil de résolution de ’ACPA

L’exome a permis l'identification de CNV, avec I'outil unique CNV DRAGEN, sous le
seuil de résolution de 'ACPA. Il a aussi permis de trouver des combinaisons
composites CNV/SNV expliquant le phénotype du patient (SNV en regard, CNV sous

le seuil de résolution de 'ACPA).

Parmi 7 CNV, identifiés par CNV DRAGEN, toutes des délétions, nous avions une

taille médiane de 35kb, avec maximum a 54kb et un minimum a 4kb.

Patient 1 : Délétion homozyqgote de 54kb en 16921 impliquant le gene KATNB1

Ce patient, dont les parents sont apparentés, a présenté, en anténatal, une
microcéphalie avec un aspect court du corps calleux et un retard de gyration. La
naissance a été déclenché a 33 SA dans un contexte de prééclampsie. Agé de 3 ans,
il présente un retard neurodéveloppemental global avec une hypotonie axiale
importante, un nystagmus pendulaire, une microcéphalie, des malformations des

extrémités et des malformations génitales.

Ce patient a bénéficié d’'une analyse d’exome complet en trio. Une délétion
homozygote impliquant DRC7 et la partie 3’ de KATNB1, de 54kb, a été retrouvée :
seq[GRCh38]del(16)(g21) NC_000016.10:9.57688349 57741861del (Figure 22).
KATNB1 est impliqué dans un syndrome provoquant une lissencéphalie et une
microcéphalie #MIM616212. Cette délétion n’est jamais retrouvée a I'état homozygote
dans la population générale, des anomalies dans ce géne sont décrites dans la
littérature scientifique (64,65) ; KTNB1 est une protéine associée a la libération des
microtubules, phénomeéne capital pour la croissance axonale. Cette délétion a été
classée en probablement pathogene. La région génomique impliquée par la délétion
n’est couverte que par une sonde en ACPA, et n’était pas détectable par I'algorithme

utilisée au laboratoire.
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Figure 22 : Délétion homozygote de 54 kb emportant la partie 3’ du géne KANTB1 chez P1 sur
IGV.

Un read sur le point de cassure a été capturé, permettant de borner précisément cette délétion. La
délétion est suspectée devant la combinaison d’une profondeur a 0 comprenant le premier exon du
géne ADGRGS3, les 17 exons de DRC7 et les trois premiers exons de KATNB1, associée a une
augmentation de la taille de l'insert pour 3 paires de reads capturés et chevauchant le point de cassure.

Les paires de reads du paired-end bornant la délétion sont signalées par des fleches oranges.

Patient 2 : Délétion hémizyqgote de 40kb en Xq26.2 impliquant le gene HPRT1

Ce garcon de 3 ans est issu d’'une fratrie de 7, sans antécédent meédicaux. Il est né
eutrophe a 40 SA aprés une grossesse sans particularité. Dans un contexte de retard
des acquisitions et de tétraparésie spastique, un bilan métabolique avait révélé un
syndrome de Lesch Nyhan chez ce gargon. Un exome trio a retrouvé une délétion
hémizygote d’environ 40kb en seq[GRCh38]del(X)(g26.2)dn
NC_000023.11:9.134460165_134486530del, de survenue de novo dans le géne
HPRT1 (#MIM300322), responsable de ce syndrome (Figure 23A). La délétion des
quatre premiers exons n’est pas retrouvée dans la population générale, une délétion
chevauchante, en NC_000023.11:9.134460292_134500097del, de 40kb, comprenant
9 exons du géne HPRT1 est décrite dans la base ClinVar chez un patient atteint du
syndrome de Lesch Nyhan (RCV000631416). Cette délétion est classée pathogéne.

L’ACPA n’était pas informative pour ce patient, la délétion était sous le seuil de
résolution. Apres lecture a posteriori des profils d’ACPA, nous observons une seule

sonde déviante sur ce géne (Figure 23B)
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Figure 23 : A : Délétion hémizygote de survenue de novo, d'environ 35kb, dans le géne HPRT1
responsable du syndrome de Lesch Nyhan chez P2, Vvisualisée sur IGV:
seq[GRCh38]del(X)(q26.2) NC_000023.11 :g.(?_ 134460165)_(134486530_ ?)del.

La délétion est suspectée devant I'absence de reads de I'exon 1 a 4 dans le géne HPRT1. B : Mise en
évidence d'une sonde déviante située dans l'intron 2 de HPTR1 en chr(X):134473833-134473893 sur
Cytogenomics, le logiciel de visualisation de I'ACPA. Les sondes n+1 et n-1 sont associées a un log2

du nombre de copies de la région a 0, et considérées comme non déviantes.

Patient 3 : Délétion hétérozyqote de novo de 4kb en 7936.1 de 4 exons du géne
KMT2C

Ce garcon de 6 ans présente un trouble du spectre autistique. |l est né a 36+6 SA
d’'une grossesse sans particularité. Il n'y a pas d’antécédents médicaux particuliers
dans sa famille. Les inquiétudes commencent vers 2 ans devant une absence de
langage et une régression du développement. On retrouve en exome complet une
délétion partielle de KMT2C (#MIM617768) responsable du syndrome de Kleefstra.
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Cette délétion de 4kb emporte 4 exons (du 52 au 55/59) de KMT2C (Figure 24), en
seq[GRCh38]del(7)(g36.1)  NC_000007.14:9.152144710_152149030del.  Cette
délétion n’a jamais été rapportée dans les bases de données de population générale
ni celle de trouble du neurodéveloppement (ClinVar (47), DECIPHER (35),
Developmental Delay (36,37)). Ce patient avait bénéficié d’'une ACPA rendue négative
au préalable, aucune sonde informative ne couvre cette région d’apres UCSC table

Browser. Une qPCR a confirmé cette délétion, classée pathogéne.
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Figure 24 : Délétion hétérozygote de 4kb de novo dans KMT2C

A) Délétion hétérozygote de 4kb de novo dans KMT2C, responsable d'un syndrome de Kleefstra chez
P3. Cette délétion emporte les exons 52 a 55 sur 59 du gene KMT2C. Les points de cassures n’ont pas
été capturés, ce qui ne permet pas de délimiter exactement cette anomalie. La profondeur de couverture
chez le cas index est de 153X contre 253X chez sa mere et 200X chez son pére. B) Nombre de reads
chez le cas Index son pere et sa mere. Le pére est nettement moins couvert que le cas index et sa
mere. C'est un exemple de la double normalisation inter et intra-échantillon qu'exécute CNV DRAGEN

pour la détection des anomalies



Sur la Figure 24, on remarque une différence de profondeur sur le gene entre le cas
index a 153X, son pére, a 200X et sa mere a 253X. Cependant, le pére a un nombre
de read total inférieur a 75 millions de reads contre 109 millions pour le cas index et
122 chez sa mére. Aprés normalisation de la profondeur intra et inter échantillons, le
cas index apparait bien delété des 4 exons de KMT2C (Figure 24 A & B),

Patient 4 : Délétion en 16923.1 impliquant le gene WWOX et SNV tronquant dans

WWOX en trans, hétérozygote composite

Aprés une grossesse marquée par une clarté nucale augmentée, cette petite fille
évolue en période néonatale vers une encéphalopathie épileptique. Devant un tableau
précoce catastrophique, cette patiente a bénéficié d’'un exome complet en urgence
avant tout autre analyse génétique. La découverte d’anomalies hétérozygotes
composites dans le géne WWOX : une délétion et un variant ponctuel en regard, a
permis la mise en place d’'un régime cétogéne et d’'une nutrition parentérale. En effet,
les anomalies a transmission récessive de WWOX (#MIM616211) sont responsables
d’encéphalopathie épileptique et développementale. Cette enfant de 12 mois présente
par ailleurs des troubles neurologiques, digestifs et une scoliose.

Cette anomalie de 64kb, seq[GRCh38]del(16)(q23.1)
NC_000016.10 :g.(?_78099778)_(78115155_78164183)del, emporte les exons 2 et 3
sur 8 dans le géne WWOX, n’a jamais été rapporté ni dans les bases de données de
population générale ni de patients. Le variant NM_016373.4(WWOX):c.[790C>T], est
tronquant, jamais rapporté homozygote dans la population générale (gnomAD) et
décrite pathogéne dans la base ClinVar (VCV000241105.3) (Figure 25).
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Figure 25 : Délétion en 16923.1 impliquant le géne WWOX et SNV tronquant dans WWOX en trans,
hétérozygote composite

A- 1nomalie de 64kb, seq[GRCh38]del(16)(q23.1) NC_000016.10
:9.(?_78099778) (78115155_78164183)del, emporte les exons 2 et 3 sur 8 dans le géene WWOX,

héritée  maternelle  B- En regard une  mutation  ponctuelle  héritée  paternelle
NM_016373.4(WWOX):c.[790C>T].
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Une sonde couvre 60pb de lintron 2 de WWOX en position chr16:78114687-
78114746, 'anomalie n’aurait pas été identifiée en ACPA car sous le seuil de détection

de 3 sondes déviantes.

P5 et P6 : Délétions hétérozyqotes composites en trans dans la région 15q15.3,

héritées biparentales

Les patient P6 et P7 sont issus d'une grossesse gémellaire monochoriale,
monoamiotique et de parents non apparentés. Les antécédents médicaux familiaux
notables sont une macrocéphalie chez le pere et des migraines épisodiques chez la
meére. L’accouchement a été déclenché a 34 SA en raison d’'une stagnation pondérale

chez I'un des jumeaux

Les jumeaux, agés de 6 ans, présentent un phénotype similaire avec notamment une
ataxie épisodique, une macrocéphalie, un retard du langage, une surdité, un retard
des acquisitions et un syndrome cérébelleux. L'IRM cérébrale montre un
élargissement du quatriéme ventricule et des citernes de la base, une atrophie du
mésenceéphale, une atrophie vermienne avec fissure cérébelleuse élargie, un
élargissement des ventricules et des espaces sous-arachnoidiens plus marqué en

frontal et au niveau des vallées sylviennes.

Ni ’ACPA ni les panels surdité et cervelet n’ont identifié d’anomalie. En exome quatuor,
deux délétions hétérozygotes composites, en frans, trés proche, dans les régions
15915.3: seq[GRCh38]del(15)(g15.3) NC_000015.10:9.43600482_43611025del ;
seq[GRCh38]del(15)(g15.3) NC_000015.10:9.43600482_43648877del ont été
détectées. La premiere délétion de 10kb, héritée de la mere, n’est jamais rapportée,
ni en population générale ni de patients, et emporte la partie 5’ du géne, de I'exon 14
a 26 sur 28 de STRC (MIM#603720) responsable de surdité autosomique récessive.
La délétion de 48kb, héritée du pére, rapportée une fois dans la population générale a
I'état hétérozygote et une fois a I'état homozygote dans un contexte de surdité
récessive emporte la partie 5 de STRC, de I'exon 1 a 27, et les 13 exons de
CASTPER?2 (Figure 26). Cette association de remaniements explique partiellement le

phénotype des patients.
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Figure 26 : Représentation sur Cytogenomics de deux sondes déviantes dans la région de la
délétion.

L'’ACPA met en évidence deux sondes déviantes dans la région apres réanalyse. Elles se situent dans
lintron 22 et 23 de STRC aux positions chr15:43602485-43602539 et chr15:43603440-43603507,
respectivement de 55 et 68pb.Le gene CATSPER?Z2 n’est pas couvert en ACPA de résolution 60K.

P7 : Délétion hétérozyqgote de 9kb en 9934.3 emportant la partie 5’ du gene EHMT1

Né a 37 SA, ce garcon a présenté en période néonatale une hypotonie axiale
persistante, des troubles de I'oralité, une hypotrophie modérée et une hypoglycémie.
Par la suite, une surdité bilatérale a été diagnostiquée. L'IRM cérébrale met en
eévidence des anomalies morphologiques du corps calleux et du tronc cérébral
associées a des anomalies de signal de la substance blanche et des malformations

internes bilatérales des oreilles, notamment intéressant la cochlée.

Le syndrome de Kleefstra a pu étre diagnostiqué grace a la caractérisation d’'une
délétion hétérozygote de 9kb dans le gene EHMT1, non héritée maternelle, lors d’'un
séquencage en exome duo. Cette délétion, seq[GRCh38]del(9)(q34.3)
NC_000009.12:g.[ ?_137775057]_[137784197_ ?]del, emporte les exons 11 a 16 du
gene EHMT1 (Figure 27A). Elle n'a pas été vu en ACPA, il n'y a pas de sondes
couvrant cette région (UCSC Table Browser) (Figure 27 B). La délétion a été confirmée

de novo en gPCR et classée probablement pathogéne selon les criteres ACMG (39).
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Figure 27 : Délétion hétérozygote de 9kb en 9934.3 emportant la partie 5’ du géne EHMT1

A- Région de la délétion en 9934.3 emportant les 6 derniers exons d’EHMT1, chute de la profondeur chez le cas

index, le point de cassure n'a pas été capturé. B- Région du 9q34.3 visualisé sur Cytogénomics, il n’y a pas sonde

déviante dans cette zone, la délétion de 9kb n’est en effet pas couverte par une sonde en lame d’ACPA de

résolution 60K.

N- Application de I'outil SV DRAGEN

Les données d’appel de variation de structure par l'outii SV DRAGEN ont été

exploitées de la méme fagon que celles générées par CNV DRAGEN. Elles ont été

annotées avec AnnotSV (25), la récurrence et la taille de chaque événement ont été

calculées. Les SV appelés ont été filtrés selon le mode d’héritabilité, le score qualité,
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la récurrence et la classification proposée par AnnotSV (25), en analysant uniquement
les cas index. Les évenements détectés aprés application de ces filtres étaient
analysés par leur pertinence clinique (terme HPO (62), OMIM (38), SysID) et
moléculaire (pLi et mode d’héritabilité, cassure dans un exon, fréquence dans DGV
(33) et gnomAD (32)). Cet algorithme repére parfaitement les points de cassure grace

aux split-reads. Il a un seuil de détection des SV a 50 pb.

A l'analyse de ces données, nous nous rendons compte que SV DRAGEN ne peut
réaliser les chevauchements entre les éveénements en exome car il ne bénéficie pas
de la continuité de couverture du génome. |l détecte uniquement les anomalies intra-

exonique.

Les SV sont fréquents en exome comme le montre les quelques exemples suivants
(Figure 28, Figure 29, Figure 30). Ces SV sont sans impact clinique, ils illustrent les
polymorphismes de structure appelés par la stratégie de séquengage en exome. Des
délétions hétérozygotes (Figure 28) ou homozygotes (Figure 29) intra-exoniques sont
identifiées dans des genes comme SLC25A24 ou CASPS.
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Figure 28 : délétion intra-exonique, seq[GRCh38]del(19)(q23.1)
NC_000019.10 :g.[10356763_10356832]del de SLC25A24

Gene impliqué dans le syndrome progéroide Fontaine #MIM612289, sans lien avec le phénotype du
patient. Visualisation sur IGV des reads de paired-end rouge, montrant une délétion, et des reads soft
clippés. Aprés alignement de la séquence, la région soft-clippée correspond a l'extrémité de I'exon

bornant la délétion.
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Figure 29 : Visualisation d'une délétion, seq[GRCh38]del(2)(q23.1) NC_000019.10 :g.[
201281733_201281929]del dans CASP8

Gene OMIM Morbid décrit en oncologie, mis en évidence par des cassures brutales dans les exons,
des reads paired-end rouge et du soft-clipping. Les reads blancs sont des reads dont 'alignement est

douteux, et associés a des scores faibles de qualité.

Nous avons également identifié a plusieurs reprises la présence de rétrotransposons.
Il s’agit d’'un élément nucléotidique appartenant a la famille des éléments
transposables, c’est-a-dire capable de se déplacer et de se multiplier dans le génome.
lls donnent naissance a des séquences répétées dispersées. Le rétrotransposon, a
I'inverse du transposon, a un intermédiaire ARN retro-transcrit en ADNc puis intégré
dans le génome (66). A plusieurs reprises, nous avons identifié une insertion du
rétrotransposon PRKRA (Figure 30). Un rétrotransposon est composé uniquement
d’exons, puis il est inséré dans le génome. De ce fait, le paired-end sur cette image lie
les exons entre eux, comme s’il existait une délétion des introns. Le soft-clipping en fin
d’exons correspond aux exons adjacents. Le soft-clipping aux extrémités du

rétrotransposon, trop court, n’a pas permis de localiser son insertion dans le génome.
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Figure 30 : Visualisation sur IGV d'une insertion de rétrotransposon sans impact clinique sur le
patient.

Un rétrotransposon est une intégration/insertion génomique d’une séquence d’ARN. Ce SV est
récurrent. Les reads font des ponts entre les exons du géne, les zones introniques apparaissent

délétées : le rétrotransposon n’a pas d’intron. Les soft clips correspondent aux exons proches.

Un trés grand nombre d’événements SV est appelé par exome. Aprés tri des SV en

lien avec des génes impliqués dans les troubles du neurodéveloppement, nous
retrouvons 2 variations dans I'exon 4 de MECP2 (Figure 31 & Figure 32).

Le premier patient a eu un exome pour une déficience intellectuelle légere et un retard
de langage (Figure 32).
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Figure 31 : Délétion dans I’exon 4 de MECP2 chez un patient DI

A- Délétions dans lexon 4 du gene MECP2, seq[GRCh38]del(X)(q28) NC_0000023.11
:9.[154030886del; 1564030629 154030781del], ne provoque pas de décalage de cadre de lecture. Le
SV est classé VSI. B- Visualisation de la zone délétée de MECP2 élargie. Ces SV sont hérités

maternels. Les séquences soft clippées s’alignent aux bornes de la délétion de 153pb.

Nous avons identifié via SV DRAGEN deux délétions intra-exoniques successives,

hémizygotes, héritées de la meére, de 153 et 24 pb, seq[GRCh38]del(X)(q28)
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NC_0000023.11:9.[154030886del;154030629_154030781del],
NM_001110792.2:¢.[979 _1002del;1047 _1199del]. Cela provoque une délétion en
phase dans le quatrieme exon de MECP2.

Ce SV est classé VSI car il n'est jamais identifié dans la population générale, ni dans
les bases de patient. L’étude de corrélation génotype-phénotype a lieu actuellement a

I’hépital Cochin.

Le second patient, un gargon de 11 ans, né eutrophe a 41 + 6 SA avec une grossesse
sans particularité, a eu un exome pour retard psychomoteur et hypotonie initiale. Il a
des troubles du comportement, une déficience intellectuelle modérée. Il n'y a pas
d’'antécédents particuliers dans sa famille, hormis sa mére qui a une surdité
congénitale bilatérale. Il est pris en charge dans un IME et en orthophonie, il ne
présente pas de signes évocateurs d’épilepsie, ni troubles alimentaires ni de sommeil.

Son IRM est normale, il présente une avance staturopondérale harmonieuse a +3DS.

Nous retrouvons une anomalie classée probablement pathogene (ACMG classe 4)
dans l'exon 4 de MECP2 (Figure 32), seq[GRCh38]del(X)(g28) NC_000023.11
:9.[1540300768_154030769del; 154030626 _154030675del], hémizygote, héritée
maternelle, jamais identifiee dans la population générale, ni dans les bases de
données de patients MECP2. Cette anomalie provoque un décalage du cadre de
lecture, a priori sans intervention du NMD. Nous avons identifié une délétion classée
probablement pathogéne grace a SV DRAGEN de 50pb suivie de deux délétions de
3pb et 2pb. Ces délétions provoqueraient un décalage du cadre de lecture avec
apparition prématuré d’'un codon stop. Sa mére est conductrice pour I'anomalie, le

conseil génétique peut étre adapté grace a ces informations.
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Figure 32 : Image d’IGV des délétions de 50, 3 et 2pb dans la partie 5’ de I’exon 4 de MECP2

A-Délétions de 50, 3 et 2pb dans la partie 5 de I'exon 4 de MECP2, seq[GRCh38]del(X)(q28)
NC_000023.11 :g.[1540300768_154030769del;154030626_154030675del], hémizygotes, héritées
maternelles. B-Délétion dans I'exon 4 du gene MECP2 provoquant un décalage du cadre de lecture.

Les séquences soft-clippées correspondent aux bornes de la délétion.
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O-ROH DRAGEN

1) Données étudiées

L’analyse ROH recherche les régions génomiques de perte d’hétérozygotie chez un
patient. Ces zones sont extraites par I'algorithme ROH DRAGEN d’un fichier.bed.

Les données ROH ont été générées pour 717 patients et leurs parents. 168 patients
ont au moins une région d’homozygotie repérée par I'algorithme. Les fichiers .bed ou
« Browser Extensible Data » sont un format utilisé pour stocker des régions

génomiques sous forme de coordonnées avec des annotations associées.

2) Préparation du fichier ROH : Mise en forme

Tableau 1 : tableur ROH initial issu d'un fichier .bed.
La région ROH est indiquée par son chromosome, le début et la fin de la région par « start » et « end »,

le score du ROH, le nombre de SNP homozygotes et hétérozygotes dans la région.

SNP SNP
Chromosome Start End Score _

homozygotes hétérozygote
chrl 201891497 247921805 6.90 354 2
chr3 44242032 47577463 1.25 50 0
chr3 127604987 131223591 1.27 31 0
chrb 1760933207 181155604 2.40 96 0
chr7 149027909 151408930 1.30 32 0

Tout d’abord, les données des 168 individus ont été agrégées dans un méme tableur
Excel, chaque ligne correspond a une région d’homozygotie chez un individu. Chaque
région a été secondairement annotée : la taille de la région homozygote, la somme de
la taille des régions ROH par patient, la récurrence de chaque région pour éliminer les
artéfacts, le statut de l'individu (probant, pére, mere) et son identité par un numéro
d’identification. Le ratio SNP hétérozygotes/ SNP homozygotes (het/hom), le nombre

de SNP identifiés et le nombre d'INDEL ont été renseignés pour chaque région.

Ce fichier a d’abord pour vocation de mettre en évidence des isodisomies et les
délétions. La disomie uniparentale est la présence chez une personne de deux

chromosomes d'une méme paire chromosomique provenant d'un seul de ses parents.
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Les isodisomies sont des anomalies chromosomiques ou les deux chromosomes
d’'une paire proviennent du méme chromatide de I'un des parents ; les hétérodisomies
sont des anomalies ou les deux chromosomes d'une paire proviennent des deux
chromatides différents d’une paire de chromosome de I'un des parents. Ces anomalies
peuvent devenir pathogénes si elles touchent une région a empreinte ou si un SNV
hétérozygote pathogéne pour une maladie récessive et transmis de fagon homozygote
(67).

Dans le cas d’une délétion, les SNP d’une région seront appelés comme homozygotes
car sans copie allélique alternative en face, exactement comme les isodisomies. C’est

pour cela que l'algorithme ROH DRAGEN appelle les délétions.

Aprés une extraction de tous les génes a empreintes connus via le site

https://www.geneimprint.com/, les coordonnées génomiques en GRCh38 ont été

obtenues pour chaque géne a empreinte afin de les croiser avec les coordonnées
geénomiques des régions ROH. Cette étape a été réalisé grace a l'outil « bedtools
interseq » de Galaxy (https://usegalaxy.org/) et le Table browser d’'UCSC

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables) (Figure 33). Ces génes ont ensuite été

identifiés ainsi que leur mécanisme d’empreinte (maternelle ou paternelle).
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Figure 33 : Schémas du fonctionnement d’« Interseq tool » de Galaxy

A- Ce logiciel permet de croiser les bornes génomiques de deux fichiers pour vérifier s’il y a des
intersections. Ici, les genes a empreintes avec les coordonnées génomiques des régions ROH ont été
croisés. B- Workflow de I'analyse Galaxy intersection entre les bornes des génes a empreinte (file A) et
les zones ROH (file B).

3) Analyse du fichier ROH : Exploitation

Notre analyse de ce fichier se concentre uniquement sur les probants (717 patients).
Avec ce fichier, nous espérons mettre en évidence les isodisomies et les délétions.
D’aprés la littérature, le taux de disomie détectée (Isodisomie + hétérodisomie) par

exome est de 0,31% et aboutit a un diagnostic clinique dans 0,14% des cas (67).

Recherche d’isodisomie/délétion

Les patients issus d’union entre apparentés ou avec de multiples régions ROH,
signature d’une identité par descendance, sont exclus de I'analyse, selon les pratiques

rapportées dans la littérature scientifique (29). En analysant individuellement chaque
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région ROH restantes dans le Table Browser d’UCSC, nous éliminons les régions
récurrentes dans la cohorte, les régions contenant les genes du HLA et les zones
intergéniques. En effet, au vu de la faible fréquence des disomies uniparentales, il est
peu probable qu'une région ROH d’intérét soit identifiée chez plusieurs patients ; les
réegions HLA sont des régions extrémement polymorphiques avec des sets
d’alignement adaptés qui ne correspondent pas au génome de référence, il n’est pas
étonnant de trouver de larges zones homozygotes dans les régions du HLA ; les
régions intergéniques ne sont, par essence, pas capturées en exome (ou trés
faiblement), les SNP homozygotes captés dans ces zones ne sont pas d’une qualité
fiable.

Les patients identifiés avec un diagnostic en SNV/INDEL selon les critéeres ACMG de
classe 4 ou 5 sont exclus. Les patients sans diagnostic identifié ou avec un variant de

classe 3 sont conservés.

Apres application de ces filtres, il ne reste que 11 patients. Seuls 2 patients ont une

zone ROH contenant des génes a empreintes (Figure 34).

168 patients (23%)
avec >0 régions
ROH

103 patients (14%)
avec une seule ligne
ROH et non issus de
parents apparentés

19 patients (2,6%)
sans récurrences de

la région ROH, hors
zones HLA ou zones
intergéniques

Figure 34 : Schéma explicatif de I’'application des filtres sur le fichier ROH.
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23% des patients ont au moins un ROH, 14% sont éligibles a I'analyse car sans identité par
descendance, 2,6% ont un ROH d’intérét (hors HLA, zone intergénique et ROH non récurrent), et 1,56%

des patients n’ont pas de diagnostic déja identifié.

Pour chacun de ces patients, nous analysons le fichier originel comportant 'ensemble
des variants identifiés pour chaque patient. Il comprend I'ensemble des SNV/INDEL

d’un individu sur son exome, soit environ 40 000 SNV/INDEL.

Cette analyse va permettre de confirmer la région ROH, d’identifier s’il s’agit d’'une
suite de SNP/SNV homozygotes avec des variants trés fréquents dans la population
générale, ou d’'un réel événement type disomie/délétion. La « région ROH » ne doit
pas étre héritée des deux parents : un des parents devrait étre indemne de SNP sur

la région ou son enfant est homozygote (figure 31).

e éliminer les artéfacts

eenviron 310 000
GQ>20 lignes de SNP/INDEL

Filter « PASS »

ene garder qu'une ligne par
SNP/SNV

eenviron 40 000 SNV/INDEL soit
13% du fichier d'origine

NM_PREF « YES »

e chromosomie sur lequel
est identifiée la région
Chr?mgseme ROH par 'algorithme ROH
dintérét «environ 1 200 SNV/INDEL
soit 3% des variants

esélection des SNP
Allelle frequency homozygotes

CEEICACICEIN . oviron 450 SNV/INDEL soit
0,1% des variants

index

Héritabilité : eidentification d'une
(VIR RIFANPW  isodisomie/délétion
maternelle ou
paternelle

MERE “NO” PERE “YES”

Figure 35 : Schéma du raisonnement de confirmation de la délétion/disomie sur le fichier originel
de l'exome, application de filtres progressifs pour retrouver I'événement génétique de
disomie/délétion.

Dans le fichier regroupant 'ensemble des variations d’un individu (environ 320 000 lignes de variations),
nous sélectionnons les SNP avec un score qualité « PASS » (310 000 lignes de SNP), nous ne gardons
qu’une seule ligne par SNP en sélectionnant le transcrit MANE (environ 40 000 SNP), nous identifions

le chromosome porteur de la région ROH identifiée par I'algorithme (1 300 SNP), puis nous
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sélectionnons les SNP avec une fréquence allélique >0,85 chez le cas index (450 SNP). Enfin, nous
cherchons alternativement les SNP présent uniquement chez I'un des deux parents pour identifier une

disomie uniparentale

Sur les 11 patients, aucune zone de ROH non héritée de I'un des parents n'a été
identifiée (Tableau 1). Ces zones existaient bel et bien, cependant leur présence est
expliquée par la grande fréquence des SNP et la ressemblance des parents sur ces
régions chromosomiques. Nous avons réitéré cette analyse sur I'ensemble des
patients en cherchant notamment une délétion. Nous n’avons pas identifié de résultat

supplémentaire.

Tableau 2 : Coordonnées génomiques des 11 variations identifiées avec la stratégie de filtres
sur les données ROH chez 11 patients différents.

Ce tableau a été implémenté de la taille du ROH en kb, du nombre de génes a empreintes et du type
d’empreinte, du diagnostic rendu en exome, du ratio hétérozygote/homozygote, du nombre de SNP et
INDEL par patient.
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Passage de patients témoins

En paralléle, trois patients issus d’'une analyse de microsatellites effectuée au
laboratoire pour identifier les disomies du chromosome 15 ont été sélectionnés en
témoins pour notre analyse avec ROH DRAGEN. Le premier patient est porteur d’'une
isodisomie d’origine paternelle du chromosome 15 (témoin +), le deuxiéme patient est
porteur d’'un phénoméne mixte : une isodisomie de 15q11.2 a 15q13.3 (10Mb) et une
hétérodisomie paternelle sur le reste du chromosome 15 (témoin +/-), et enfin, le
troisieme patient est porteur d’une hétérodisomie du chromosome 15 (témoin -)
(Tableau 2). Tous ont des résultats confirmés par analyse de microsatellites.
Théoriguement, ROH DRAGEN doit identifier les isodisomies mais pas les

hétérodisomies, d’ou I'appellation de ces témoins.
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Ces trois patients témoins ont été séquencés en exome pour valider I'approche ROH
DRAGEN. Le témoin + a un ROH sur le chr15 avec un score a « 8,32 », les SNP
homozygotes recensés couvrent une grande partie du chr15. Le témoin +/-, avec une
isodisomie et une hétérodisomie associée, a un ROH sur le chr19 avec un score
qualité faible, a « 1,42 », et aucune région appelée sur le chromosome 15. Le témoin
— a un ROH sur le chr15 avec un score qualité faible a « 1,82 ». Les deux derniers
ROH, en raison de leur localisation et de leur score qualité faible ne semblent pas

pertinent. Tous les ROH ont été analysés manuellement pour chercher leur pertinence

Tableau 3 : Résultats de I'algorithme ROH DRAGEN sur les 3 témoins.

Le témoin +, porteur d’une isodisomie du chromosome 15 a un ROH du chr15 avec un score a 8,32, les SNP
homozygotes recensés couvrent une grande partie du chr15. Le témoin +/- avec une isodisomie et une
hétérodisomie partielles a un ROH sur le chr19 avec un score qualité faible, a 1,42. Le témoin -, porteur d’une

hétérodisomie du chr15 a un ROH sur le chr15 avec un score qualité faible a 1,82.

Patient Numéro DI ChromosomiStart End Score Hom Het Het/Hom SNP CNV

Témoin + chrl5 39934293 90981611 8.32 450 3 1,64 34964 34
Témoin +/- chrl9 8889463 9341631 1.42 57 0 1,97 37356 70
Témoin - chrl5 87880231 90981611 1.82 73 0 1,7 35121 48

Comme précédemment, le fichier originel comportant I'ensemble des variants

identifiés pour chaque patient avec I'ensemble des SNP/SNV est analysé (Figure 34).

Le témoin + a environ 900 SNP/ INDEL sur le chr15, dont 820 homozygotes. Il y a 131
SNP homozygotes chez le probant de qualité acceptable (GQ>20) hétérozygotes chez
son pére et non retrouvé chez sa meére, repartis sur 'ensemble du chromosome 15.

Nous confirmons l'isodisomie paternelle du chr15, homogéne.

Le témoin +/- a 1200 SNP/INDEL sur le chr15 dont 500 homozygotes. Pour le témoin
+/-, il y a 30 SNP homozygotes chez le probant de qualité acceptable hétérozygote
chez son pére et non retrouvé chez sa mere, localisé dans la région 15q11.2913.3.
Comme ce témoin a un événement de disomie mixte, nous nous attendions a retrouver
moins de SNP homozygote que chez le témoin positif. Cependant, c’est une surprise

que l'algorithme ROH ne détecte pas I'isodisomie de 10Mb.

Le témoin — a environ 1200 SNP/INDEL sur le chr15 dont 660 homozygotes. Pour ce
témoin, nous retrouvons 26 SNP homozygotes chez le probant hétérozygote chez I'un
de ses parents en 15926. Ce patient peut avoir une zone isodisomie en plus de
I'hétérodisomie diagnostiquée par microsatellite. En effet, un crossing-over entre les
chromatides a pu avoir lieu.

85



P- Diagnostics par exome au CHU de Lille d’'octobre 2020 a Mars 2022

A la date du 25 mars 2022, 600 patients ont regu un résultat d’exome (Figure 36).
Cette population de patient était composée de 76% de trios, 20% de duos et 4% de
solos, avec une médiane d’age de de 10 et 11 mois. Les pipelines CNV et SV
DRAGEN ont permis de détecter 10 SV (Figure 37), soit 1,7% de diagnostic
additionnels a I'appel unique des variations ponctuelles SNV/INDEL. Inclus dans ces
SV, a été mis en évidence un PIEV chez une petite fille de 10 mois n’ayant pas eu
d’ACPA au préalable. Néanmoins, ce facteur de prédisposition n’explique pas
entierement son phénotype.

Rendus d'exome

B SNV classe 4 et
5

B SNV VS|

m Négatif

CNV VSI et
Classe 4-5

Figure 36 : Pourcentages des résultats rendus en exome dans I’'UF cytogénétique des déficiences
intellectuelle et anomalies du développement du CHU de Lille.

38,3% des patients ont un résultat de classe pathogéne ou probablement pathogene selon les critéres
ACMG. 60,0% des patients ont eu un résultat d’exome négatif mais 37,7% d’entre ont un variant de
signification inconnu détecté, qui sera reclassé en fonction de la ségrégation familiale et des évolutions
de la littérature. 1,7% des résultats d’exome sont des SV détectés par CNV DRAGEN ou SV DRAGEN.
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SV Dragen

Anatole2/3

364 SNV Classe 3-
4-5

Figure 37 : Participation des différents algorithmes aux rendus de résultat en exome complet a

linstitut de génétique médicale au CHU de Lille dans I"'UF génétique du neurodéveloppement.
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V- Discussion

Cette étude monocentrique visait a déterminer I'intérét de I'addition d’outils d’appel de
variations de structure par 3 approches algorithmiques différentes sur un jeu de
données d’exome établi en routine diagnostique. Nous rapportons dans ce travail les
données de 600 patients atteints de troubles de neurodéveloppement qui ont regu un
résultat d’analyse génétique en exome complet, a l'institut génétique médical au CHU
de Lille sur la période d’Octobre 2020 a Mars 2022. L’ensemble des exomes a été
analysé avec un appel de variations issus des pipelines DRAGEN-GATK, CNV
DRAGEN, ROH DRAGEN afin de cibler a la fois les SNV/INDEL, et les SV/CNV. Les
patients ont été analysés par approche de séquengage trio pour 76%, duo pour 20%
et solo pour 4% ou selon d’autres combinaisons par inclusion de parents ou autres
apparentés dans la stratégie de séquencage.

479 patients (80%) ont eu une analyse des SV avec le pipeline SV DRAGEN, en
complément de CNV DRAGEN.

L’ensemble des patients analysés et des patients en attente d’analyse, soit 717
patients, ont bénéficié d’'une analyse avec le pipeline ROH DRAGEN a la recherche

d’'une disomie ou d’'une délétion.

A- Les taux diagnostics

1) A llnstitut

L’analyse des variations ponctuelles par exome a initialement permis d’identifier des
variants de classe 4 ou 5 par SNV/INDEL selon la classification ACMG (39) chez 230
patients soit un taux diagnostic de 38,3%. Ce taux diagnostic atteint 40% en ajoutant
les variations de structure identifiées chez 10 patients supplémentaires.

L’analyse SV DRAGEN n’a pas été réalisée sur l'intégralité des patients de la cohorte
(80%), elle a permis de d’identifier 2 diagnostics (un VSI et un variant de classe 4, des
études fonctionnelles sur des anomalies proches sont en cours dans le laboratoire de

geénétique meédicale de I'hdpital Cochin pour aider a classer ces anomalies).
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370 patients, soit 60,0%, ont regu un résultat de génétique négatif. Cependant, un
variant de signification indéterminé (VSI) a été trouvé chez 22,3% d’entre eux (134
patients). Ces variants seront reclassés grace a la ségrégation familiale, les

discussions clinico-biologiques et I'évolution de la littérature.

2) Dans la littérature

La comparaison du taux de diagnostic avec les cohortes de la littérature est délicate.
En effet, les effectifs, le recrutement mono ou multicentrique des patients et les
stratégies d’analyses moléculaires ne sont pas toujours comparables (68). Les taux
diagnostics dans les troubles du neurodéveloppement sont trés différents : selon la
méta-analyse, les taux diagnostics d’ASD sont de 17%, d’épilepsie de 24% et de DI
de 28% (68). De plus, en fonction des centres, de la stratégie d’analyse et du
recrutement des patients, les taux diagnostics des troubles du neurodéveloppement
varient de 28% a 36% (68,69).

Le taux diagnostic dans 'UF de génétique du neurodéveloppement du CHU de Lille
est similaire a ceux rapportés dans la littérature : 40% (68,69).

Notre recrutement est monocentrique, entre octobre 2020 et 2022. De nombreux
genes ont déja été découverts avec l'utilisation du SHD depuis les premiéres études
DI. Nous ne connaissons pas le recrutement ou la stratégie d’analyse des patients :
utilisation de séquengage ciblé dans certains centres avant de passer a 'exome

complet, variants non classés selon les criteres ACMG (39), ou encore des approches

stratégiques qui varient selon les pays (68).

En France, la stratégie d’exploration génétique des patients dépend de la pathologie,
et est trés évolutive sur les derniéres années. L’'exploration par séquencage
pangénomique prend une place de plus en plus importante dans les stratégies
appliquées par les filiéres. Ainsi pour la déficience intellectuelle, les premiers résultats
de I'étude DEFIDIAG pourraient changer la stratégie X-fragile, ACPA puis SHD, en
orientant les patients en premiére intention vers le génome complet (12). Les
recommandations de ’American College of Medical Genetics 2021, par Manickam et
al, orientent déja en premiére intention sur du séquengage d’exome ou de génome
complet chez les patients pédiatriques porteurs d’anomalies congénitales ou de DI
(70).
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Ces études illustrent bien [I'hétérogénéité des causes d’anomalie du

neurodéveloppement et la complexité de leur diagnostic moléculaire (12,70).

B- Deétection des CNV en exome versus en ACPA

Dans un premier temps, nous avons comparé la capacité de détection de CNV connus
en ACPA (n= 68) chez des patients secondairement explorés en exome. Sur les 76
anomalies détectées en ACPA, 83% des aneuploidies (n=6/7) et 92% des CNV
(n=65/70) ont été retrouveé en exome.

1) Détection des CNV a la résolution de I'exome

92% des CNV détectés en ACPA sont aussi retrouvés par exome dans notre centre.
Nous retrouvons 10 diagnostics supplémentaires en SV, sous le seuil de résolution de
I'’ACPA.

La résolution de I'exome est supérieure a 'ACPA. Nous obtenons logiquement un
nombre supérieur de SV a analyser, c’est une contrainte additionnelle a I'interprétation.
Les bases de données actuelles concernent des CNV plus grands ou des variations
ponctuelles (SNV/INDEL) dont le mécanisme pathogéne peut étre différent. Les bases
de données partagées de cytogénétiques, telles que DGV, reprenant des données
issues d’ACPA ou de SNP-array, ne sont pas toujours assez résolutives pour
permettre la comparaison des données identifiées a la résolution de 'exome.

Les performances de diagnostic de 'exome sont autour de 35-40% quand elle est de
10% en ACPA (7,41,68).

Les différents exemples rapportés dans les résultats illustrent ces remaniements
génétiques qui aboutissent a des diagnostics, soit par identification de variations dont
la taille est située sous le seuil de résolution de 'ACPA, soit par identification de
combinaisons de variations obtenues par des pipelines différents.
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2) Des analyses complémentaires

L’interprétation des données générées en exome est nécessairement plus longue
devant le grand nombre de cibles analysées par rapport a 'ACPA. A ce jour les colts
sont également plus élevés et 'analyse ne se concentre que sur 1 a 3% du génome,
la ou ’ACPA est pangénomique (7). La sensibilité du SHD dans la détection d’anomalie
geénétique est trés dépendante de la profondeur de couverture. En effet, 'augmentation
de la profondeur de lecture permet d’augmenter le seuil de détection des variations.
Ainsi le suivi de variations en mosaiques, en maladie résiduel, pourrait s’envisager par
exome (32). Néanmoins, 'augmentation de profondeur se fait au détriment du nombre
d’échantillons séquencés dans la méme technique et est associée a des colts plus
élevés (18).

L’ACPA permet d’éliminer des syndromes connus. Ces syndromes impliquant des
microremaniements sont parfois récurrents, reconnaissable cliniquement; par
exemple le Syndrome Di George ou la microdélétion 22911, le syndrome du « Cri du
chat avec la délétion partielle du bras court du chromosome 5 (71,72).

Certains syndromes ne sont mis en évidence que par une recherche trés ciblée, grace
a l'expertise des cliniciens. Par exemple, le syndrome Cornelia de Lange mis en
évidence sur un prélevement salivaire, la trisomie 22 sur biopsie de peau, le syndrome
de Pallister-Killian recherché en FISH car ces anomalies génétiques sont présentes
en faible mosaique (73-75).

L’avénement et les progrés du SHD ont mis en évidence la fréquence des variations
de structures, jusqu’a 20 000 par génome (22). L’expertise des cytogénéticiens dans
I'interprétation des SV est essentielle: la connaissance des mécanismes de
remaniement et de leur complexité, l'interprétation des SV, la détection parfois
délicates d’anomalies de structure (28). La limite entre biologie moléculaire et
cytogénétique devient plus ténue, la collaboration entre ces disciplines avec

'avénement du SHD est importante.

Les techniques de détection de SV ont beaucoup évoluées au cours des années : le
caryotype, la FISH, TACPA puis le SHD avec ses multiples algorithmes (28). Chaque
technique a des avantages mais aussi des limites. Le SHD peut induire un biais
d’interprétation en se concentrant uniquement sur les régions codantes alors que
ACPA est pangénomique. Le génome complet allie des avantages des deux

techniques avec son aspect pangénomique et a sa continuité de lecture.
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3) Remaniements non caractérisés en exome

Premierement, une perte de X en mosaique a 10% dans le sang chez une patiente
avec un Syndrome de Turner ainsi que deux CNV en mosaiques sur 'Y, une
duplication de 13Mb et une délétion de 43MB n’ont pas été appelés en exome. Deux
hypothéses s’offrent a nous : la technique d’ACPA ne nécessite pas d’amplification
préalable, les mosaiques ne sont pas « perdues », contrairement a 'exome ou un biais
d’amplification peut avoir lieu (76), mais surtout, les pipelines en génétique
constitutionnelle sont calibrés pour identifier des variations constitutionnelles. La
détection de variations somatiques fait appel a des stratégies bio-informatiques
dédiées non appliquées dans ce travail. De plus, la sensibilité de détection des SV en
SHD dépend de la profondeur sur la région (18,32).

Deuxiemement, chez un quatuor, nous n’avions pas détecté une duplication héritée
paternelle de 390kb, arrf[GRCh37] 2924.3(167602904_167992598)x3, chez le frére du
cas index. Comme montré dans les « Détection des CNV : comparaison ACPA versus
Exome », cette duplication ne comprend qu’'un exon de 409pb dans une large zone
intronique. Nous avions démontré que la délétion était détectable manuellement
(Figure 20), cependant sous le seuil de significativittc de CNV DRAGEN a 500pb. Cette
duplication comprend une partie du géne XIRP2, impliqué dans des cas de
cardiopathie hypertrophique (77).

Cette duplication est visible chez le cas index et son pere, ces deux individus avaient
un plus grand nombre de reads totaux que le frére. Cette exemple illustre les limites
de détection de CNV DRAGEN par la taille de 'anomalie et 'hétérogénéité des qualités
de séquencgage entre les différents patients (24) (Figure 20).

Deux autres CNV sont non détectées par CNV DRAGEN: la duplication
3p26.3(1638453_2262692)x3 et la délétion arrfGRCh37] 9p24.3(500525_569970)x1.
Ces deux CNV sont dans des zones indemnes de sondes d’exome avec le design
lllumina mais avec des sondes sur le design Agilent GenetiSure Cyto CGH 8x60K
(Agilent) (Figure 21).

L’analyse en exome complet ne permet pas de trouver des SV dans des zones
introniques pouvant jouer un rdle dans la régulation génique, a I'inverse de 'ACPA.
Par exemple la rupture d’un « Topological Associated Domain » (TAD), structure
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pouvant étre dans une région intergénique mais influant sur 'expression génique, est,

par exemple, une cause connue d’anomalie des membres (78).

4) Amélioration de nos analyses

La comparaison ACPA/Exome dans la détection des CNV nous a permis d’affiner nos
connaissances des outils a disposition du CHU de Lille, d’en connaitre les limites, mais
aussi d’améliorer nos capacités d’analyses des CNV en exome. Par exemple, les
PIEV, remaniements fréquents, étaient trop souvent filtrés sur leurs récurrences. Les
limites de CNV DRAGEN ont été exacerbées par I'absence de détection de la
duplication en 2924.4. Les remaniements de grande taille et les aneuploidies sont
souvent découpés par l'algorithme CNV DRAGEN : les exons qui permettent leur

détection sont loin les uns des autres (24).

Les recommandations actuelles en matiére de détection de SV suggérent d’utiliser
plusieurs algorithmes différents pour allier leurs avantages et leurs limites. En effet,
certains sont performants pour détecter certains types de SV mais pas d’autre, ils
peuvent étre influencés par les biais de GC, les régions d’ADN répétées, les variabilités
dans la préparation de la librairie (79). Il faut trouver un équilibre sensibilité/ spécificité
avec un nombre raisonnable de pipelines a utiliser (80). Au laboratoire, nous avons
utilisé les algorithmes proposés par DRAGEN pour leur disponibilité et leur facilité a
s’implanter en routine. Une alliance de plusieurs pipelines, de différents développeurs

pourrait étre envisagée.

C- SV DRAGEN

Le pipeline SV DRAGEN a permis de réaliser un diagnostic chez deux patients non
apparentés porteurs d’'une délétion hémizygote dans MECP2.

Le seuil de détection de SV DRAGEN est de 50pb soit 10 fois inférieur a celui de CNV
DRAGEN (24,26). Ces anomalies étaient appelées par GATK mais annotées de facon
incorrecte. Elles peuvent étre masquées aprés réalignement des INDELs, donc non
appelées par GATK.
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SV DRAGEN appelle les anomalies aux deux points de cassure (via le soft clipping)
et par read discordant (via le paired-end). L’identification des points de cassure permet

une annotation par AnnotSV des génes impliqués aux extrémité du SV (25,26).

La limite principale de ce pipeline sur exome, avec la discontinuité de la couverture,
est qu’il ne peut détecter que les SV intra-exoniques : il repére des points de cassure
ou des paired-end incohérents. || semble complémentaire de CNV DRAGEN par sa
résolution.

Ce pipeline génére des données a partir des fichiers .bam, avant réalignement des
INDEL. Ces fichiers nécessitent du temps de calcul sur les serveurs DRAGEN, une

analyse approfondie et un stockage.

Des microduplications non récurrentes qui induisent des cassures et des réparations
de I'ADN double brin au niveau de MECP2 par le NAHR (Non Allelic Homologous
Recombinaison) ont été décrite par Bauters et al. Ces anomalies ont été décrites chez
des garcgons porteurs de microduplication de 0,3 a 2,3 Mb. Un STR localisé a proximité
de la zone minimale critique de ce réarrangement pourrait expliquer la récurrence de
ces remaniements (81).

L’exon 4 de MECPZ2 a des segments de séquences répétées. On pourrait imaginer un

mécanisme proche dans les réarrangements de MECP?2 étudiés dans Résultats.

L’étude SV DRAGEN pourrait étre envisagée lors de rendu négatif, en réanalyse
d’exome. Théoriquement GATK retrouve le méme type d’anomalie en premiére
intention mais les annote de facon incorrecte, mais il pourrait ne pas les détecter a

cause du réalignement des INDELs (26,82).

D- ROH DRAGEN

Les « runs of homozygotie » ou ROH sont une suite de SNP homozygotes dans une
région du génome. lls sont utilisés en génétique des populations pour évaluer la

proximité génétique d’'un groupe d’individus, I'existence d’'un ancétre commun. En
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génétique mendélienne, ces ROH sur SHD sont utilisés pour trouver des délétions et
des disomies (29,83).

1) Validation de méthode de ROH DRAGEN

ROH DRAGEN est un outil de détection de ces ROH qui s’applique sur exome et
génome. Sa condition principale est de détecter au moins 50 SNP homozygotes
consécutifs chez un individu. La plupart des SNP sont localisés dans les régions
introniques du génome (27). Cette condition, facilement accessible en génome, est trés
difficile a remplir en exome. En effet, les régions exoniques, plus courtes, ne sont pas

contigués, et sont moins susceptibles d’étre modifiées (84).

L’analyse ROH DRAGEN a été réalisée deux fois sur des individus témoins : un témoin
porteur d’'une isodisomie du chromosome 15 (témoin +), un témoin porteur d’'une iso
et d’'une hétérodisomie du chromosome 15 (témoin+/-) et un témoin porteur d’'une
hétérodisomie du 15 (témoin -). La premiére analyse a été réalisée sur 'ensemble des
reads générés par le séquengage d’exome complet, alors qu’'a la seconde analyse, un
« blacklist files» a éliminé les régions de mauvaise qualité (liste des artéfacts

récurrents sur exome réalisées par lllumina).

La premiére analyse ne s’est pas avérée concluante : seul le ttmoin + a bien été mis
en évidence, le pipeline détecte un ROH avec un score de 8,32, on retrouve
manuellement sur 'ensemble du chromosome 15 des SNP homozygotes absents chez
I'un des parents. La région d’isodisomie de 10Mb du témoin +/- n’est pas détectée par
ROH DRAGEN : la détection manuelle permet de mettre en évidence 30 SNP
homozygotes en 15q11q13.3 absents de chez I'un des parents ; le ttmoin —a un ROH
a type d’isodisomie, retrouvé sur I'analyse manuelle en 15q26.

La seconde analyse « blacklist file » n’avait pas apporté de résultats plus concluants.
L’analyse est plus stricte, élimine de nombreux artéfacts mais n’a pas assez de
variants homozygotes pour détecter des ROH de plus de 10Mb sur exome, sa
résolution est a I'échelle d'un chromosome : on ne détecte que le témoin + mais

toujours pas le témoin +/-.
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2) Analyse de notre cohorte

D’une part, les isodisomies provoquent des syndromes cliniquement identifiables :
Beckwith-Wiedeman, Silver-Russell, par exemple. Les cliniciens orientent les analyses
des patients de fagon adaptée. Si un syndrome provoqué par une disomie uniparentale
est suspectée a postériori, nous pourrions proposer I'analyse ROH DRAGEN sur les
données d’exome, avec des réserves quant a résolution. D’autre part, I'analyse n’a

pas été programmeée en trio, la détection d’hétérodisomie n’est donc pas possible (27).

Sur une large cohorte de 29 723 individus séquencés en exome, Yauy et al., avaient
identifié 14 patients porteurs d’isodisomie, soit un taux diagnostic de 0,047%. Les
patients avec plus de deux ROH sur des chromosomes différents ont été exclues de
'analyse de disomie en raison de leur probable consanguinité ou identité par
descendance (84).

L’analyse en trio de 4 912 patients, détectant les iso et les hétérodisomies est plus

fructueuse avec un taux diagnostic a 0,2% (n=22).

E- Perspective de la réanalyse d’exome et échanges internationaux

L’exome ou le génome offrent la possibilité de réanalyser les données génétiques des
patients avec I'évolution des connaissances. Liu et al., ont réanalysé en décembre
2017 des exomes complets séquencés entre 2011 et 2012 ; avec une approche semi-
automatisée de priorisation des variants, ils doublent leur taux de diagnostic, passant
de 24,8% a 46,8% (85). La grande majorité des diagnostics réalisés sont par la
découverte de nouveaux génes de DI, quelques reclassifications de variants, CNV et
études familiales (85). L’évolution des outils bio-informatiques permet aussi la
reclassification de variants (28).

Les patients de 'UF n’ayant pas regus de résultats concluants pourront bénéficier
d’'une réanalyse d’exome dans un projet a court terme de l'Institut de génétique

médicale.
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D’autre part, des plateformes d’échange internationales existent, comme
Genematcher, PhenoDB et Variantmatcher, ou des cliniciens, biologistes et
scientifiques du monde entier échangent sur des variants/génes, proposent des
regroupements de cohortes pour clarifier un phénotype ou imputer la causalité d’un
variant (86,87). Ces plateformes permettent des collaborations sur des pathologies

excessivement rares.

F-  Autres pipelines et perspectives

1) Repérer les expansions de séquences réepétees

Les expansions de séquences répétées sont responsables de plus de 40 pathologies
monogéniques (expansion de Polyglutamine des génes « SCA » dans les ataxies
cérébelleuses dominantes, I'ataxie de Friedriech, le syndrome de I'’X-fragile, la maladie
de Huntington), certaines d’entre elles font des centaines voire des milliers de paires
de bases (88). Ces « Short tandem Repeat » (STR) sont ubiquitaires dans le génome
et jouent d'importants roles dans les procédés cellulaires (89).

Les techniques pour détecter ces expansions sont les « Repeat-Primed PCR » RP-
PCR et les PCR longs fragments analysées en taille de fragment. L'interprétation de
ces analyses est délicate : on ne peut toujours avoir la taille du fragment, plus le
fragment est long plus il est difficile a détecter, des INDELs ou des SNP dans les
régions flanquantes peuvent amener des faux positifs ou des faux négatifs (88). Le
Southern-Blot, gold standard de ces analyses, est difficile a mettre en place dans les
laboratoires, il requiert de grande quantité d’ADN et est sensible a I'hnétérogénéité
somatique (88).

Des outils informatiques ont été développé, tel ExpansionHunter, LObSTR, GangSTR
ou HipSTR pour repérer des expansions pathogénes de STR a travers le génome
(88,90-92). lIs ont la capacité d’identifier des expansions plus longues que le read lui-
méme (89). ExpansionHunter montre des résultats satisfaisants avec C9ORF72,
impliqué dans différentes pathologies neurodégénératives, avec 95% [98-100%] de
sensibilité et 99% [99,7-100%)] de spécificité (88). Il est applicable sur génome short

read ou long read (89).
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Figure 38 : Présentation des capacités d’analyses des STR d’ExpansionHunter sur différentes pathologies
d’aprés Dolzhenko E et al. Detection of long repeat expansions from PCR-free whole-genome sequence
data. Genome Res. nov 2017. (88)

L’algorithme, pour quantifier la longueur de la répétition via les reads de SHD, utilise
les reads flanquants, ceux au sein et ceux recouvrant la totalité de I'expansion. Une
estimation de la longueur est réalisée. ExpansionHunter est programmé pour étre
utilisé sur les données de WGS car nombre de ces expansions ne sont pas exoniques
et I'estimation de la taille de I'expansion nécessite une profondeur moyenne homogéne
(88). Les séquences STR ne sont pas spécifiques, cependant un alléle pathogéne a le
plus souvent une longueur bien supérieure a la limite, le off-target gene I'algorithme
dans son calcul de longueur de fragment mais pas dans la détection d’'une expansion
pathogene. Cet outil permettrait de réaliser I'analyse d’expansion en une fois, sur
différentes régions du génome et non par des RP-PCR ciblées (88). Une évaluation
des différents algorithme de détection de STR a été réalisé, ils démontrent que certains
comme GangSTR sont utilisables en exome et permettent la détection de STR non

connus, malgré la couverture irréguliére et le biais de GC (93) (Figure 38).

2) Localiser I'insertion d’éléments mobiles

Les Insertions d’Eléments Mobiles (MEI) représentent environ 25% des SV d’un

génome humain. Elles sont déja bien connues en pathologie car elles peuvent
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interrompre des génes, en modifier 'expression, comme l'interruption de novo du FIX
de la coagulation par une séquence Alu chez un patient hémophile B décrit en 1993
par Vidaud et al. (94).

MELT (Mobile Element Locator Tool) est un outil développé lors du projet 1000
Genomes car les MEI ne sont pas détectées en routine sur génome (16,95). |l travaille
sur les fichiers .bam, il recherche les soft-clipping et les paires discordantes pour
repérer les MEI, il évalue I'impact de I'insertion sur le géne et/ou sur les génes autour
(95).

Localiser les MEI avec I'analyse SV aurait pu étre intéressant. Cependant, les filtres
appliqués sur les fichiers de SV DRAGEN se concentraient sur les génes d’intérét dans
les troubles du neurodéveloppement, et manuellement nous recherchions les zones
soft-clippées. Les MEI ne sont pas particulierement rapportées dans la littérature
scientifique en pathologies du neurodéveloppement, a l'inverse de I'oncologie ou ce

mécanisme est bien décrit (96).

3) Geénome « short read »

Les plateformes nationales de séquencage, avec SeqOIA et AURAGEN, donnent
aujourd’hui un acces plus simple au génome short read (11). Le génome complet
permet d’avoir a la fois les SV par la continuité de sa couverture et les SNV introniques
et exoniques (18). Le taux diagnostic du génome en premiere intention en DI
(DEFIDIAG) espére atteindre les 60% (12). La diminution des colts de séquencage

tend a généraliser cette solution en premiére intention (12,13).

Des algorithmes de recherche spécifique tel que MELT, ExpansionHunter, SV
DRAGEN, ROH sont particulierement adaptés en génome. lIs profitent de la continuité
de couverture et de la richesse des données pour extraire et analyser divers aspects
du génome comme les STR, les MEI et les SV (26,27,88,95).

4) Génome « Long read »

Le génome long read apporte de nombreux avantages, ceux du génome complet mais

aussi de la grande taille des reads, qui permettent un meilleur alignement des
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séquences répétées. Des technologies comme Oxford Nanopore Technologies et
PacBio Sequencing peuvent séquencer des fragments de 10kb a plus de 1Mb
directement sur de I'ADN natif (97). Cette évolution du séquencage a permis
d’améliorer les connaissances que nous avons sur le génome humain et d’obtenir la
séquence de régions encore inexplorées dans les régions télomériques et
subtélomériques pour améliorer le génome de référence (22). Audano et al. recensent
22755 SV repartis sur 11Mb en moyenne sur chaque personne séquenceée,
principalement dans les 5 derniers mégabases des bras des chromosomes (régions
subtélomériques avec plus de STR). Il y a significativement plus de SV a proximité des
SNV de novo (22). Cependant, le séquencgage long read a lui aussi des limites : un
exces de petites insertions et délétions (1-2pb), les reads ne sont pas assez long pour
acceéder a certaines régions du génome (centrosomes, régions acrocentriques) (22).
Parce que ces technologies Long read séquencent des brins d’ADN natif, elles
peuvent retrouver les modifications de bases telle la méthylation et donnent acces au
méthylome sur brins natifs (97).

« These advances will dramatically improve our understanding of human heritability,
population diversity, mutational processes, and the genetic basis of disease. Notably,
adoption of long-read technology will also change how we discover and catalog human

variation [...] » d’aprés Logsdon et al (97).

5) La cartographie optique

Optical mapping ou la cartographie optique, développée dans les années 90, est une
technique proche de la cytogénétique permettant d’assembler de novo un génome a
partir de molécules d’ADN uniques colorées avec « code barre » selon des motifs
nucléotidiques (98). Cette technologie a une étape de fragmentation en trés long read,
cela conserve les structures de '’ADN. Elle est particulierement intéressante pour la
détection des SV, car n’est pas sensible aux répétitions mais nécessite une grande
quantité d’ADN de tres bonne qualité, est colteuse , n'a pas un débit rapide et ne
détecte pas les SNV (99,100).
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V-Conclusion

Les outils de détection des SV sont complémentaires. CNV DRAGEN est performant
pour la détection des CNV a partir de 500pb. La comparaison ACPA/Exome montre
des résultats satisfaisant pour la détection des CNV en exome excepté pour les
mosaiques, et évidemment dans des régions pauvres en exon. Sa sensibilité et sa
finesse de résolution permettent de faire des diagnostics, non vu en ACPA, mais
'exome offre aussi la possibilité de la réanalyse des données avec I'évolution des
connaissances.

SV DRAGEN est complémentaire de CNV DRAGEN pour la détection de plus petit
SV, intra-exoniques comme l'atteste la détection de délétions dans MECP2 (Figure 31
& Figure 32). Cet outil a un seuil de détection de 50pb et met en évidence des
duplications en tandem et des inversions, événements que ne voit pas CNV DRAGEN.
ROH DRAGEN n’a pas permis de faire des diagnostics supplémentaires et n’a pas

montré son efficacité en exome.

Les troubles du neurodéveloppement sont une indication privilégiée du SHD en exome
ou en génome complet par la grande hétérogénéité génique qui cause ces troubles.
Le succés de ces techniques n’est que plus grand lors de collaboration entre
biologistes et cliniciens, mais aussi, entre cytogénéticiens et biologistes moléculaires.
Les outils bio-informatiques comme MELT, ExpansionHunter, SV DRAGEN ou
différents pipelines d’analyses des données génétiques vont rendre accessibles des
diagnostics via des mécanismes différents que ceux explorés jusqu’alors en SHD.
Au-dela des perspectives bio-informatiques, des perspectives technologiques
disponibles en routine comme le séquengage d’ARN ou le profilage de méthylation, en
combinaison du SHD permettront probablement de valider de nouveaux génes de
troubles du neurodéveloppement et de faciliter I'interprétation de certains variants.
On pourrait envisager grace a ces projets technologiques, et sur le modele de
DEFIDIAG, de réaliser une analyse unique en appliquant plusieurs méthodes
d’analyse a la recherche de SV, d’expansion de triplets et SNV.

D’autres techniques comme le méthylome et le transcriptome donnent un aspect
fonctionnel aux analyses de génétique : elles permettent de mettre en évidence des
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anomalies de méthylation ou des conséquences de variations sur I'épissage des

transcrits ou la méthylation de '’ADN.
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Annexe 1 : Tableau de comparaison ACPA versus exome
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del

VOUS

Découverte
fortuite
PIEV
VOUS
VOUS

VS2

VOUS

VOus

VOUS

VOUS

VOUS
VOUS
VOUS
PIEV
VOUS
VOUS

VsS4
Découverte

fortuite
PIEV

PIEV

PIEV

VOUS

VOUS

VOus

VOUs

148

PASS

28

53

114

28

143

123

130

105

100

100

125

118

82

123

PASS

76

78

78

82

81

106

seq[GRCh38]dup(X)(q27.3)
NC_0000023.11:g.[ ?_145822423] [146027883_ ?]d
up

47 XYY

seq[GRCh38]dup(15)(q13.3) NC_0000015.10
:g.[ ?_32030552]_[32112363_ ?]dup
seq[GRCh38]del(7)(q11.22) NC_0000007.1
:g.[ ?_68899283]_[69899500_ ?]del
seq[GRCh38]del(5)(g23.2) NC_0000005.10
:g9.[ ?_122775101]_[126836293_ ?]del
seq[GRCh38]del(16)(q24.3) NC_0000016.10
:g.[ ?_89418245]_[89418368_ ?]del
seq[GRCh38]dup(X)(p22.31)
NC_0000023.11:g.[ ?_7050294]_[7148012_ ?]dup
mos 45,X[11/46,XX[18]

seq[GRCh38]del(9)(g31.3) NC_0000009.12

:9.[ ?_116618321]_[116820785_ ?]del
seq[GRCh38]dup(1)(932.2)

NC_0000001.10:g.[ ?_207523609]_[208218084_ ?]d
up

seq[GRCh38]del(8)(q22.2) NC_0000009.12

:g.[ ?7_99134580]_[99391755_ ?]del
seq[GRCh38]dup(13)(q21.1)(q21.33)
NC_0000023.11:g.[ ?_57141220]_[71479318_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(13)(q21.1)(q21.33)
NC_0000023.11:g.[ ?_57141220]_[71479318_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(16)(p13.11) NC_0000016.10

:9.[ ?_29565289]_[30207096_ ?]dup
seq[GRCh38]del(3)(q29) NC_0000003.12

:9.[ ?_196027171]_[197546452_ ?]del
seq[GRCh38]dup(9)(p24.3) NC_0000009.12

:g.[ ?_676941]_[745254_ ?]1dup
seq[GRCh38]del(6)(q15)(q16.1) NC_0000006.12

:g.[ ?7_88047903]_[93419343_ ?]del

47 XXY

seq[GRCh38]del(1)(g21.1)(g21.2) NC_0000001.10
:g.[ ?_146960142] [147936706_ ?]del

seq[GRCh38]del(15)(q21.3) NC_0000015.10
:g.[ ?_22786605] [23039545_ ?]del
seq[GRCh38]del(15)(q21.3) NC_0000015.10
:9.[ ?_22786605]_[23039545_ ?]del
seq[GRCh38]del(4)(q28.3) NC_0000004.12
:9.[ ?_133150138]_[133190200_ ?]del
seq[GRCh38]del(12)(q23.1) NC_0000012.12
:9.[ ?_99443671]_[99655210_ ?]del
seq[GRCh38]del(16)(q24.3) NC_0000016.10
:g.[ ?_89098589] [89268714_?]del

/

205

22
0,2

4061

98

202

694

257
14380
14380
642
1500
68

5371

977

253
253
40

211

170

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

non

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non
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45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

54

55

56

57

57

58

59

60

60

60

61

62

63

64

1600

82

191

1100

93

429

729

695

329

627

304

1800

XYY

13401

43

1000

1500

790

252

360

177

176

490

1500

arr[GRCh37] 18p11.32(597754_2190664)x1
arr[GRCh37] Xp21.2(31333408_31415703)x0
arr[GRCh37] 7q35(146367349_146558801)x1

arr[GRCh37]
3p24.1p23(30111101_31245911)x3
arr[GRCh37]
14g32.2(100716802_100809813)x3
arr[GRCh37]
16p12.2(21951379_22380197)x3
arr[GRCh37]
5931.1931.2(135583508_136312689)x1
arr[GRCh37] 3p26.1(6274495_6969739)x3
pat

arr[GRCh37]
16q24.2(87485102_87814273)x1
arr[GRCh37]
4021.22921.23(83900040_84526966)x3
arr[GRCh37] 4g21.3(86937696_87277469)x3

arr[GRCh37]
8921.13(81591520_83365015)x3
arr(Y)x2

ar[GRCh37]
Yp11.31q11.221(2656461_16057257)x2[0.2]

arr[GRCh37]
Yq11.221g12(16188682_59335913)x0[0.2]

arr[GRCh37] 8p23.3(977218_1941913)x3
ar[GRCh37] Xp22.31(6552712_8115153)

arf[GRCh37]
22q13.1913.2(40338828_41128569)x3
arr[GRCh37] Xq21.1(79807232_80059046)x2

arr[GRCh37]
Xq23(110047022_110406949)x2

arr[GRCh37]
10922.1q22.2(74874146_75051097)x1 pat

arr[GRCh37]
Xq26.1(128701259_128877928)x2

arr[GRCh37]
15q13.3(32021733_32510863)x3
arr[GRCh37]
15013.2913.3(31014508_32510863)x3

del
del
del
dup
dup
dup
del
dup
del
dup
dup
dup
XYY

dup

del

dup
del

dup
dup

dup

del

dup

dup

dup

VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
VOUS
Découverte
fortuite

Découverte
fortuite

Découverte
fortuite

VOUS

VOUS

VOUS

VOus

VOUs

VOous

VOUs

PIEV

PIEV

119

150

58

91

119

80

143

76

123

105

93

73

PASS

83

150

78

150

87

94

150

48

96

seq[GRCh38]del(18)(p11.32) NC_0000018.10
:9.[ ?_580406]_[1359460_ ?]del
seq[GRCh38]del(X)(g21.1) NC_0000023.11
:9.[ ?_31323546]_[31627913_ ?]del
seq[GRCh38]del(7)(q35) NC_0000007.14

:g.[ ?_146774219] [146839955_ ?]del

seq[GRCh38]dup(3)(p24.1)(p23) NC_0000003.12

:g.[ ?_30606832]_[30894645 ?]dup
seq[GRCh38]dup14(g32.2) NC_0000014.9
:g.[ ?_100239193] [100343389_ ?]dup
seq[{GRCh38]dup(16(p12.2) NC_0000016.10
:9.[ ?_21953330]_[22374244_ ?]dup
seq[GRCh38]del(5)(q23.2) NC_0000005.10
:9.[ ?_136192212]_[136985221_ ?]del
seq[GRCh38]dup(3)(p26.1) NC_0000003.12
:9.[ ?_6786589]_[6863041_ ?]dup
seq[GRCh38]del(16)(q24.3) NC_0000016.10
:g.[ ?_87460005] [87765892_ ?]del
seq[GRCh38]dup(4)(g21.22) NC_0000004.12
:g.[ ?_82978880]_[83604769_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(4)(q21.3) NC_0000004.12
:g.[ ?_86017225] [86194418_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(8)(g21.13) NC_0000008.11
:9.[ ?_80659582]_[81839988_ ?]dup

47, XYY

/

seq[GRCh38]dup(8)(q23.3) NC_0000008.11
:9.[ ?_1501347]_[2059249 _ ?]dup
seq[GRCh38]del(X)(p22.31) NC_0000023.11
:9.[ ?_7057705]_[8170351_ ?]del
seq[{GRCh38]dup(22)(q13.1)

NC_0000022.11:g.[ ?_39947095] [40774028_ ?]dup

seq[GRCh38]dup(X)(q21.1)

NC_0000023.11:g.[ ?_80676557]_[80809567_ ?]dup

seq[GRCh38]dup(X)(q23)

NC_0000023.11:g.[ ?_154195878]_[154252673_ ?]d

up

seq[GRCh38]del(10)(q22.1)(q22.2) NC_0000010.11

:g.[ ?_73114357]_[73299683_ ?]del

seq[GRCh38]dup(X)(q26.1)

NC_0000023.11:g.[ ?_129540429] [129756569_ ?]d

up
seq[GRCh38]dup(15)(q13.3) NC_0000015.10
:g.[ ?_32030644] [32112363_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(15)(q13.2) NC_0000015.10
:g.[ ?_30582890] [32112363_ ?]dup

779

304

66

288

104

420

793

76

305

626

626

1180

558

1113

827

371

56

185

216

82

1529

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

non

non

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non
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65

66

67

68

68

1200

198

278

867

391

ar[GRCh37]
16p13.11(15048751_16276115)x3
ar[GRCh37]
8924.12(120743147_120942109)x3
arr[GRCh37] 16p13.3(154314_433278)x3

arr[GRCh37] 4q21.1(77828305_78695754)x3

arr[GRCh37]
Xp11.22(53430723_53822101)x3

dup
dup
dup
dup

dup

PIEV

VOUS

VOus

VOUs

VOous

67

88

97

103

110

seq[GRCh38]dup(16)(p13.11) NC_0000016.10

:g.[ ?_14708901]_[16393923_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(8)(q24.12) NC_0000008.11

:9.[ ?_119731872]_[119965412_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(16)(p13.3) NC_0000016.10

:g.[ ?_58971]_[397940_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(4)(g21.1) NC_0000004.12

:9.[ ?_76895465]_[77776392_ ?]dup
seq[GRCh38]dup(X)(p11.22)

NC_0000023.11:g.[ ?_53394726]_[53654158_ ?]dup

1685

233

339

881

259

oui

oui

oui

oui

oui

non

non

non

non

non

non

non

non

non

non
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Résumé :

Contexte : L’identification des variations de structures (SV) est essentielle pour I'interprétation
des données de séquengages pangénomiques mais est historiquement un sujet complexe.
Les SV sont extrémement variés, >50pb a plusieurs mégabases. lls sont présents dans le
génome humain, affectent les fonctions cellulaires et moléculaires, les fonctions de régulation,
les structures 3D et la machinerie transcriptionnelle. Leur détection est un enjeu majeur de la
génétique actuelle, autant sur le plan de la connaissance du génome, de ses structures, qu’en
pathologie humaine. De multiples stratégies ont émergé pour améliorer la détection des SV,
notamment en exome : utilisation d’algorithmes couplés au séquengage haut débit, seul ou en
association pour plus de performance, le séquencage troisi€me génération avec les Long
Reads et la cartographie optique.

Méthode : Sur les données d’exome, nous avons évalué 3 approches bio-informatiques pour
la détection de SV : CNV DRAGEN, SV DRAGEN et ROH DRAGEN. Nous avons mesuré leur
impact sur I'apport diagnostic a I'lnstitut de Génétique Médicale du CHU de Lille sur une
cohorte de patients porteurs de troubles du neurodéveloppement de Septembre 2020 a Mars
2022.

Résultats : La complémentarité de ces approches et leurs limites ont ainsi pu étre identifiés :
CNV DRAGEN trouve avec une grande efficacité les CNV/SV de plus de 500pb alors que SV
DRAGEN a partir de 50pb. Cependant, la couverture fragmentée et partielle de I'exome ne
permet pas une utilisation optimale de ces pipelines.

Conclusion : L'utilisation de CNV DRAGEN aura permis de faire 8 diagnostics supplémentaires
et SV DRAGEN 2, sur 600 patients, soit un apport diagnostic de 1,7%.
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