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Pourquoi un test genétique

® Diagnostic positif
= Diagnostic différentiel (cf. neurologie)
= Diagnostic de formes atypique/frusires
= Maladies hétérogenes
= Complications spécifiqgues
* Par exemple:

" Pendred: dysthyroidie
= Joubert: risque de néphronophtysie

= Facultatif si typigue et sans conségquence clinique
ou familiale

= confirmation ultime

= Sensibilité en général < 100% : ne permet pas
d’exclure un diagnostic (sauf rares exceptions)

&
&
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Pourquoi un test genétique

" Pronostic lié au gene ou a la mutation

= Beckwith-Wiedemann: dys-méthylation
11p13
= Anomalie télomérique: bcp de K, surtout Wilms
= Anomalie centfromérique: peu de K, mais tres peu
de Wilms
= Noonan
= PTPNT11: résistance a la GH

= Costello/CFC

= Risque tumoral spécifigue a HRAS

fas
S
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Pourquoi un test genétique

= Conseil génétique
= Préparafion d'un DPN moléculaire d'une maladie
grave

= Dépistage des apparentés en vue d'un CG de
proche en proche (hors diagnostic
présymptomatique)

= Diagnostic présymptomatique
= Cancers familiaux (sein, colon, VHL,...)
= Maladies neurodegéneératives (CH, Alzheimer,...)
= Diagnostic difficile (QT long...)

fas
S

=
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Bénéfices d'un diagnostic génétique

Diagnostic “definitif”

Risque pour les apparentés
Prévention des complications spécifiques

(Exclusion de certaines affections)

2/08 e
Nouvelles technigues en génétigue
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Maléfices
* Physiques
= Certitude

* Emotionnel / psychologique
= Estime de soi
=  Stigmatisation

* Impact socio-€économique (assurances)

= Aftention ala commercialisation sauvage sur
Internet !l

e
@ 2/08 ) Lo Conseil génétique o
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Le challenge : I'échelle des anomalies

= 2 X 23 chromosomes S e
= 3000 000 000 bases v.QV\!‘@‘\‘M*"INI'III'?’\"l..'l'Nl'lul'N,'

(3000 Mb) S
= 24000 génes

= 4600 bandes

= 2 metres d'ADN...

* |1 chromosome
= Moyenne : 150 Mb
= 250 a 2500 genes

" Dans une bande

chromosomique
= 40 genes
= 5Mb

P2 - cytogénétique

g Nouvelles technigues en génétigue
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2 strategies

Caryotype
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PANGENOMIQUE

* Analyser en une seule étape le
génome entier
= Avec une faible sensibilité:
cytogénétique
= Classique
" moléculaire
= Avecune gronde sensibilité (a
la base pres) : sequencage de

nouvelle genero’rlon (= NGS) de
I‘exome

CIBLE
= Analyser une cible précise
dictée par la clinique

= Pour une région
chromosomlque FISH

= Pour 1 gene (sequencage selon
Sanger )

= Pour un panel de gene : NGS
ciblé

Janvier 15



Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Sequencage haut debit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

Implications éthiques des tests genomiques

&
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Le genome

Les chiffres de base (dec 2013)
e 2X23molécules d’ADN — 2.2m X 4 nm
e 3,381 107 bases

Env 30000 genes, soit 5% du genome

* 20%: séquences codant pour des ARN fonctionnels
* 20364 genes > env. 200.000 ARNm - ¢ protéines
°* env. 200.000 exons

* 9673 petits ARN fonctionnels 2 fonction propre sans traduction
° ARNTt, ARNr, microARN...

* 80%: infrons: sequences non codantes intragenique

Le reste... (25% du génome)
* Séguences « non codantes » conservees entre les especes

 Séquences répéetees non codantes non conservees (LINE, SINE,
autres)

* Séguences non repétées non codantes non conservees
* Hétérochromatine centromérique

10
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Type d’ADN dans le génome

.1 ADN non codant (introns)

M ADN codant (exons)
1 ADN non codant (?) conservé
.1 ADN non codant, non

répétitif intergénique
i ADN répétitif LINE

4 ADN répétitf SINE
il ADN répétitif autres

.1 ADN hétérochromatique
péricentromérigue

g 11
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Le genome est polymorphique

= Séquence typique (« canonique »)
= Etablie en 2001 a partir d'un pool d’ADNs
= 99% de la séquence totale est établie

= Tres nombreux variants individuels
= >10% du génome est variable

" Personne ne possede la seéquence canonique
" Tous mutants |

" Deux types de variations
= Qualitatives: substitutions de nucléotides
w " Quantitatives : perte ou gain de séquences
=

Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



Les variations qualitatives du génome normal

\a
g lQ/&%?/es technigues en généti.

1 gaattcattt cacagctica ttgecectgge caggttgaac catgtcaagg aaactgtgag
61 cagcatatic aaaacacaaa cattgcttgg cactitggea ctgtiftiit ttttttit

121 titttttice aagcttgtct cocagttagg aacagectgg aagtcactag tccagactgt
181 gacaagtggt ggaacccggce tcccaggeat tgtggaaata cggtteattg tcacagecac
241 gecaggectic ggeggagaac tgegeageca ggictgageg geaatgegct ggetetictg
301 ctgcagcetgg ggaccacgtg caggeagetg ggaggtagat tectgtaccet getgetetgt
361 gcttagtget ggcttgtcat ggggcetagag gttactagty tggatgataa aaaatattcg
421 tictgacatt agtagtictg caaatacaca cgctatagec catgtatcag cagcetctgga
481 ataatgtctt gcctegataa gtagetctgg gact t gttgcagcetg ctagatccag
541 atctgcecaa ggcttcaaag gtgaacaaaa a@agtg ccactcatat cagtgatttg
601 gactcgaatt tactcaggat cittactcat agttaa tiggcaggtt ctacatacct
661 atgcaactce cagtggicat gcaggeagea aactgeatct aggatgggag gtgatgatga
721 cctcactatc ccoccaaggta actgagetgg citetigtit gttagtaget ctgeaccact
781 agattataag tcagaggtca cacagaagcc ctacticcat gicagcatga gacagaaaga
841 ctttccgaag agggagggec cgtgggtget caagetigty aaggaaccac cittectctt
901 ggctitgtag acacgaccce aagtgectca gectactttg cagtcctcag attcaaacag
961 gtcctcaage ggctocccact tgetggacag citcagttta aagtcacagt ccatggtcac

1 gaattcattt cacagctica ttgeectgge caggttgaac catgicaagg aaactgtgag
61 cagcatatic aaaacacaaa catigctigg cacttiggea cigtitittt tittittitt

121 tittttticc aagctigtct cccagttagg aacagectgg aagtcactag tccagactgt
181 gacaagtggt ggaacccggce tcccaggeat tgtggaaata cggtteattg tcacagecac
241 geeaggecic ggeggagaac tgegeageca ggictgageg geaatgeget ggetetictg
301 ctgecagetgg ggaccacgtg caggeagcetg ggaggtagat tectgtacct getgetetgt
361 gcttagtget ggcttgtcat ggggctagag gttactagtg tggatgataa aaaatattcg
421 ttctgacatt agtagtictg caaatacaca cgcetatagece catgtatcag cagcetctgga
481 ataatgtctt gcctegataa gtagetctgg gacteggaat gttgeagcetg ctagatccag
541 atctgcccaa ggcettcaaag gtgaacaaaa aagtg ccactcatat cagtgattig
601 gactcgaatt tactcaggat ctttactcat agttaa ttggcaggtt ctacatacct
661 atgcaactce cagtggticat gcaggeagea aactgeatet aggatgggag gtgatgatga
721 cctcactatc coccaaggta actgagcetigg citctigtit gttagtaget cigeaccact
781 agattataag tcagaggtca cacagaagcc ctacticcat gtcageatga gacagaaaga
841 ctticcgaag agggagggcec cgtgggtget caagetitgtg aaggaaccac ctitectett
901 ggcfttgtag acacgacccc aagtgcctca gectactttg cagtectcag attcaaacag

allele 1

allele 2




SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

= Dans les genes ou dans I'ADN non codant
= Fonctionnels ou non
= Allele «rare » (par définition) > 1%

DNA molecy/g
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SNP : position et effet

Régions codantes (exons)

Modification séquence ARNm

+ modification de la séquence protéique
Variants ou mutations déléteres

e —— —

Régions non codantes
Introns
Région régulatrice ADN extragénique
(promoteur)

Les plus communs

Modification de la traduction Fréquents et stables ds population
Différences ethno-géographiques +++

p>
&
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Les variations qualitatives du génome normal
- SNP GENETIC VARIATION IN HUMANS

[ | DO nS |e génome single nucleotide polymorphisms (SNPs).
= 1 base / 400 (> 107 SNP)

Very rare
o . o mutations
= Pour 1 individu:
" 1 base / 1000, soit 5|\ Tvaration
= >3 10¢SNP par individu s ot
= variation
= Dont env. 25.000 SNP dans les exons =
* > 2500 mutations non synonymes / n
individu 0.05% 50% |
. . . J Frequency in the general population
= dont 10 a 30 variations deleteres < Rare SNPs Common SNPs >
rares ( < 0.5%)
= Apporte >80% de la variabilité
d’expression genetique
émwﬁét}?e//es technigues en génétigue L3 - cytogénétiques Janvier 15 16



Frequency of de novo mutations

Table 1 | De novo mutations observed with parental origin assigned

Number of de novo mutations in proband

Father’s Mother's Paternal Maternal Combined
age (yr) age (yr) chromosome chromosome
Trio 1 21.8 193 39 9 48
Trio 2 22.7 19.8 43 10 53
Trio 3 25.0 22.1 51 11 62
Trio4 36.2 32.2 53 26 79
Trio 5 40.0 39.1 91 15 06
Mean 29.1 26.5 55.4 14.2 (69.6)
s.d. 8.4 8.8 20.7 70 D
Variance 70.2 77.0 428.8 48.7 9953
from which

10 % are deleterious
mean = 6/newborn !

A. Kong et al, Nature 2012
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Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Sequencage haut debit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

Implications éthiques des tests genomiques

&
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Les variations quantitatives du génome normal

" Le génome de chaque individu contient
de tres nombreux remaniements de
structure (compareé a la sequence

canonique)

Deletion

| andem duplication

Dispersed duplication

Novel insertion
Repeat insertion
Inversion

Translocation

40—

—{

T
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Les variations quantitatives du génome normal

® Indels (insertion/délétions):

= Segments < 1000 nt ERE RN
= > 1.500.000 indels répertoriés

= Pour 1 individu:
= 350.000 indels

= dont 500 impliquent des genes ...
" CNV:copy number variation BB BB
= Segments > 1000 nt (= 2 Mb) dupliqués ou
délétés
= > 66000 CNVs répertoriés (16000 loci)
= Pour 1 individu: l - -

= env. 700 délétions CNV + 2 duplications
= dont 40 impliquent des genes
= Au total
= Concerne > 10% du génome
w " 2043 Mb/individu

< Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15 20 20



Distribution des CNVs par taille

5ize distribution of CHVs in DGV
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Signification d'une variation de séquence

= Variation # mutation

= changements de ségquence entrainant une
conseguence fonctionnelle

= Variants of unknown significance: VOUS

Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



Les variations du genome humain

" 4 niveaux de variation

Niveau génomique Niveau génique

-

\

\

J——

) )
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Les variations du genome humain
* Des approches différentes selon I'échelle

Génétique

Niveau génomique

Niveau génique

Approche analytique

Cytogénétique

Cytogénétique
moléculaire

Biologie
moléculaire

Variant

% Nouvelles technigues en génétigue

SNP

\
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Les variations du genome humain
® Des anomalies universelles

Génétique

Niveau génomique

Niveau génique

Approche analytique

Cytogénétique

Cytogénétique
moléculaire

Biologie
moléculaire

Variant

1 /200 personnes

¥
% Nouvelles technigues en génétigue

30000 a 50000 SNP
par exome par personne

006 360" 000

2
Janvier 15 0




Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Sequencage haut débit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

Implications éthiques des tests genomiques

=
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ACPA: Analyse Chromosomique sur Puce ADN
= ACPA

= Array : rangée (de sondes oligomériques synthétisées sur place)

= Deux approches fondeées sur les polymorphismes du génome
= CGH array

= SNP array

* Enroutine: de 60.000 a 700.000 sondes par puce

Fragments d’ADN  de |'échantillon a tester
marqués en fluorescence

—
ﬂ
> = 25 nucléotides
de molécules d’ADN <
conques in situ par unité =

Plusieurs millions
_6:f5 millions d‘unités d‘information 1 seule séquence = 25 bases
nformatian par puce Fragments ’ADN | hybridés a leur séquence d’ADN

complémentaire sur la puce



Patient Reference
Green label Red label
Mix &
Hybridise

‘ Computer Analysis

Gains (duplications)

Losses (deletions)

@ NI

Nouvelles technigues en génétigue

QOO U~30 0=
DPOTODWVWOD—=0C ——

A&PA: CGH array

Spot Patient Control Green : Red
— L T
2 copies 2 copies
— — -
o — 15:1.0
3 copies 2 copies
‘ — . W05 :1.0
1 copy 2 copies

J. Clin. Med. 2014, 3(2), 663-678

Janvier 15



Example d'analyse d'une CGH array

Chr 13
US11043872 252192414938 _501_CGH_107_Sep09_1_2

Malan 2012

Chromosome 13 Génes contenus dans le Image de FISH
segment chromosomique

Le logiciel d’analyse interroge Une FISH confirme I'anomalie (sonde

Les sondes sont positionnees sur un les bases de donnée en ligne verte: sonde de la région / sonde

idéogramme du chromosome par le

pour connaitre la composition rouge: sonde témoin localisée sur le
en géne du segment anormal télomere)




Fluorescence

MI{B Allele Frequency

A

ACPA: SNP array

Patient
Green label Genotype Allele A Allele B
Hybridise AA &
AB 2 copies
BB @
A-
1co
B- Py
_— 0 copies
Computer Analysis
‘ and Comparison to s ®
Reference Datafile AAB © 3 copies
ABB @
BBB @

3 copies
1 copy

2 copies

Intensity

o
o

== Un méme locus est couvert par 4 sondes

correspondant aux 4 alléles possible
d’un SNP

Janvier 15




Comment convertir le génotype en caryotype

* Chaque SNP est génotypé (AA /AB / BB)

= Siune région est déletee, tous les SNP de cette region
sembleront homozygotes (A ou B) et I'intensité sera diminuée

= Siune région est dupliquée, on pourra observer 4 genotypes
(AAA / AAB / ABB / BBB) et I'intensité sera augmentée

Deletion Duplication Normal

A
B

@ Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15 1
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Comment convertir le génotype en caryotype

N e
C474_AB_CyloScanHD_LahCorp_BetTes-1_CB 03022011 .cyhi.cychp: Weighted LogZ Ratlo

Intensité F

du signal

Chaque point
=1 alléle prun
locus

Génotype

- o s SRR et e p o irkie o .
Cliegue poie - L R RR SRR S i e e
=le genotype LA _ . _ Ffi“&§ﬁ;‘-,‘*¢ ‘F.;!‘-ef:!g_?_ﬁr.-‘ﬁ‘fg;-ﬁ?‘;;f.;‘;‘l;;g:{?};; R R R YT O 4 T i
T RERE TR iR I'-‘}:Hal_."""-"'; . -"Eh"q_" . . .
[ ’ *r;""zﬂﬁﬁr"v? e i e e s

' U et A i s e

pr 1 locus

Position des
genes se la
région

) 2000kh 10000khb 15000khb 20000khb 25000kh J0000kh 35000kb

p22.1

15 s AR Hypdiadf i adiens AAA '_-.~..~~;‘:,:.9:{»-«.'-"‘«:‘3%'.:”r it AA
W ety AAB e s
|- C ""“A’B’ & L RISl AB e L
i gislaeviEs ABB ¢

Pl g A BB P R ey 21

HESY o7 v SR R
’ ..'\:"'x.'-'"f:“_ ¥, -ﬁ ,l

g du génotype

BBB
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Interpréter: recours aux bases de données en ligne

'analyse en CGH montre la présence d’une délétion en 16p13.11 )
A. e Les bases de données

mwﬁwww.,, L S AT S publiques sur Internet
| - === permettent d’analyser la

région anormale et de

i ' —— .. e retrouver:

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2008 (GRCh37/hg19) Assembly
move eee | e ] |59 9 fzoom in [ ] 3] ek | b | zoom out sk | 3] ok

chr16 14 000 00013 000 400 4000001 to
! i ? 3 TE ”" T = - — - — re—— ‘ ‘. ' - “ —

- Les genes de la région
(OMIM via USSC)

lOMIM g

- Les variants
pathologiques publiés
dans le monde
(DECIPHER)

e AR LV ty Tttt o L »
(o] i 1R GV —wm : L]
i WIS T DT e TE e— ™ o =55 i — neh
| Gl T mm— O — W2 D OF ee— e TR | o .
mi i OV mem— 0 e WG B T Nvide . mma e - I_ t d
MW e (T0O8 DN 404 ee— Tl S TR e S — N es varlan S Connus e
mwn M¥em Ddie SSiam W WMie Tkt 15U | emmmT=—=s————————m 3
T TR T — T - 5 - || — R I I t I
i Tiwmm TN e e Rile Widle 3T LR a popu a Ion norma e
o) Wy MWiemmm (000 Yelmm e 1 —
L b b | | - [ — ) Tl
DG V 5 $ ] | e - T ) mm Ay (DGV)
L 2z ] T —— B e 78— osN
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Le caryotype par ACPA est virtuel

= |'ACPA déduit le caryotype du nombre
de copies présentes pour chaque locus
testé
= |'ACPA ne détecte pas les translocations
equilibrées
= |'ACPA ne détecte pas les inversions

» ['ACPA ne peut pas localiser le site ou un
segment d’ADN dupliqué s'est insére
= Celle-ci sera vérifiee par FISH si I'insertion est >
e 200 kB (limite de taille des sondes FISH)
=

¥ Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



avantages et limites de 'ACPA

= Avantages
= Explore sur le génome les déeséquilibres chromosomiques
= 1000 fois plus résolutive que le caryotype haute résolution

= Localisation précise des déséquilibres > contenu génigue
exact

" Limites
" Ne detecte que les anomalies chromosomiques
desequilibrees
" |Interprétation des résultats délicate

= Ne donne pas d'information sur le mécanisme d’un
rearrangement desequilibre

= Tout résultat anormal doit étre confirmé
= Par PCR quantitative (quelque soit la taille)
~ ® ParFISH (siremaniement > 200 kB)
g

< Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



Un nouveau consensus

ARTICLE

Consensus Statement: Chromosomal Microarray
Is a First-Tier Clinical Diagnostic Test for Individuals
with Developmental Disabilities or Congenital Anomalies

David T. Miller,'* Margaret P. Adam,?? Swaroop Aradhya,® Leslie G. Biesecker,® Arthur R. Brothman,®
Nigel P. Carter,” Deanna M. Church,® John A. Crolla,” Evan E. Eichler,'® Charles ]. Epstein,!!

W. Andrew Faucett,? Lars Feuk,'? Jan M. Friedman,'? Ada Hamosh,'* Laird Jackson,!s

Erin B. Kaminsky,? Klaas Kok,'¢ lan D. Krantz,!7 Robert M. Kuhn,!8 Charles Lee,!'? James M. Ostell,8
Carla Rosenberg,2® Stephen W. Scherer,2! Nancy B. Spinner,'” Dimitri ]J. Stavropoulos,?2

James H. Tepperberg,?® Erik C. Thorland,?* Joris R. Vermeesch,2® Darrel J. Waggoner,2¢

Michael S. Watson,?” Christa Lese Martin,”> and David H. Ledbetter>*

The American Journal of Human Genetics 86, 749-764, May 14, 2010

%% Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15
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Rendement de la CGH array (Sagoo 2009)

Diagnostic
Study yield (95% Cl) Wetght
B - e — - R .
Vissers 2003 * 10% (3%, 32%)  1.43
Shaw Smith 2004 —i 14% (7%, 27%)  3.68
de Vries 2005 'i 10% (5%, 18%)  4.74
Schoumans 2005 = 10% (4%, 23%) 2.54
Menten 2006 -—— 14% (9%, 20%)  6.42
Miyake 2006 : = 17% (7%, 34%)  2.83
Rosenberg 2006 —— 16% (10%, 26%) 5.27
Sharp 2006 . : 6% (3%, 9%) 6.19
Aradhya 2007 : 35% (17%, 57%) 3.02
Baris 2007 —— 6% (3%, 9%) 5.60
Baross 2007 —— 11% (7%, 19%)  4.97
Engels 2007 # 10% (5%, 21%) 342
Fan 2007 —— 15% (9%, 24%)  5.71
Lu 2007 5B 7% (6%, 8%) 10.45
Shaffer 2007 [ 7% (6%, 8%) 11.02
Shen 2007 b 8% (5%, 12%)  6.12
Thuresson 2007 L . 7% (2%, 17%) 2.08
Wagenstaller 2007 —i 17% (9%, 27%)  4.79
Pickering 2008 . o 7% (6%, 10%)  9.74
|
]
Meta-analysis (l-squared = 71.8%, p < 0.001) Q 10% (8%, 12%) 100.00
NOTE: Weights are fron'1 random effects anlalysis El : :
- 1% 5% 10% 20% 50 % 37
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Avantage des puces SNP

= Possibilités supplémentaires
= profil allélique d'un individu
" disomie uniparentale

= Regions homozygotes chez les patients
consanguins

D%
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La difficulté de gérer 'ACPA en routine clinique

® |Interprétation délicate en routine
= 20 a 30% des résultats anormaux

= D'autant plus fréquentes que le seuil de détection
est bas

® La restitution de ces résultats aux familles doit
rester confieée a des cliniciens aguerris au conseill
génétique
" Frein réel (et incontournable) a la « démocratisation »
de ces techniques
" [Incompréhension des familles

" Possibles réévaluations des résultats

= Différences de filtrage selon labos: risque de faux
négatifs ¢

\ -
&
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Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Sequencage haut débit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

Implications éthiques des tests genomiques

=
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Caryotype Classique

Avantages
r K i 1
IR DI e R Technique robuste
| ¥ Al Analyse pangénomique
~ Détection des anomalies équilibrées

Détection des polyploidies (triploidies)

q24
7 r L]
¥ Inconvénients

Is
Normal

Technique manuelle: temps humain
Culture cellulaire (temps, échecs)
Taille large des anomalies détectées
(résolution)

%; Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



ACPA

Avantages

-« multiplexage » automatisation
Analyse pangénomique
- résolution forte

llmv-::“w?m-mn :E}” ﬂ‘m
.
’ .
il ool TY 223502 Inconvénients
o ACPA

mhﬁwm
— = e -interprétation plus délicate
T B -Ne détecte pas les polyploidies (pour les CGH
mmme | RS pas les SNPs)

| LS 5’ -Ne détecte pas les anomalies équilibrées
Interprétation Purte Risultat anoermal Gain

-Ne détecte pas les faible taux de mosaicisme

g Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



Indications actuelles

= Signes d'appel échographiques: consensus
= CN>ou= 3.5
= RCIU<3e™Me perc sans cause vasculaire
= SAE multiples ou isolés

= Marqueurs sériques maternels?
= Pas de consensus

= Littérature: anomalies dans 3% de ces grossesses
dites a bas risque (avec caryotype normal)

s
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e NEW ENGLAN D .
JOURNAL of MEDICINE 4282 patientes avec

ESTARLISIIED IN 1812 DECEMBER 6, 2012 VOL 367 NO.23 K : ; et A ( : PA

Chromosomal Microarray versus Karyotyping
for Prenatal Diagnosis

Ronald ). Wapner, M.D., Christa Lese Martin, Ph.D., Brynn Levy, M.Sc.(Med.), Ph.D., Blake C_ Ballif, Ph.D.,

V4
Christine M, Eng, M.D., Julia M. Zachary, Melissa Savage, M.S., Lawrence D. Platt, M.D,, Daniel Saltzrman, M.D., Resultats AC PA
William A, Grobrran, M.D., M.B.A., Susan Klugman, M.D., Thomas Scholl, Ph.D., Joe Leigh Simpson, M.D.,
Kimberly McCall, B.S., Vimla S. Aggarwal, M.B.,, B.S,, Brian Bunke, B.S., Odelia Nahum, M.Sc,, Ankita Patel, Ph.D
Allen N, Lamb, Ph.D., Elizabeth A. Thom, Ph.D,, Arthur L. Beaudet, M.D., David H. Ledbetter, Ph.C., quand KS N

Lisa G. Shaffer, Ph.D., and Laird Jackson, M.D

By VOUS
Predeterm Adjudicated by CAC or Clinical

Listings Geneticist

Pathogenic Total Likely Report to Climcally

Benign Patient Relevant

AMA 9 62 37 25 34
N-1965 (0.5%%) (3.29%) (1.9%) (1.39%) (1.79%)

Positive 3 22 13 9 12
Screen (0.4%) (3.0%) (1.8%) (1.2%) (1.6%)

N=727

US 21 40 16 24
Anomaly (2.8%) (5.3%) (2.1%) (3.2%)
N=757

45
(5.9%)

Y
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Seuil de résolution

Il est recommandé d’adapter au maximum la résolution afin de limiter le nombre de VOUS.

Cette adaptation peut étre physique (sur la puce) ou informatique (seuil lors de I'analyse) ou
les deux.

VOUS= Variant of Unknown Significance

e 1 megabase?

e 1,5 mégabases?

e RDB: puces Agilent 60.000 sondes

Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Séguencage haut débit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

Implications éthiques des tests genomiques

-
:: 4
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Approche « a I'aveugle » pangénomique

= Ségquencage en parallele de tres
nombreux fragments d'ADN
(séquencage haut débit)

= Révolution technologique
= Tres grande rapidité

= Séqguence en parallele de millions
de petfits fragments

= Ré-assemblage par I'informatique

= Capacité d'analyse variable
selon machine

D%
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The basics of NGS

1. Break the DNA in short uneven pieces
2. If necessary: select a subset

Short fragments of DNA

4. Assemble small overlapping
pieces following canonical sequence

ACGTGGTAA CGTATACAC TAGGC
GTAA CG CACCCTTAG
CGTATA

ACGTGGTAA CGTATACACCCTTAGGC

< /

@ Nouvelles technigues en génétigue

3. Sequence selecteted/all
fragments In parallel

AC..GC ce ::..cc
TT..TC - e

P AC..GC GA..GC
GT..GC AC..GC AC..GC

AA..GC AT.AT TT.CC

TG..GT

Short DNA sequences

ACGTGACCGGTACTGGTAACGTACA
CCTACGTGACCGGTACTGGTAACGT
ACGCCTACGTGACCGGTACTGGTAA
CGTATACACGTGACCGGTACTGGTA
ACGTACACCTACGTGACCGGTACTG
GTAACGTACGCCTACGTGACCGGTA
CTGGTAACGTATACCTCT...

Rebuild sequence

Janvier 15




La séquence est déduite de 'assemblage de millions de fragments

- R e e

WOI PR ) PRAVNT? PR

2 ITAVERT I IR B

i

SILALIEALAR RN A
L

575,000 576,000 577,000 578,000 579,000 580,000 581,000 582,000 583,000 584,000
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TRECCLTETROaETILY uumvw«:tuwu«mum’«tmu

103180 MYH7 (p.R143Q)

CEALAC TECTOALAE LE POdt 1 LA TAMCRLLLCARLARL SLANLL LATE
ACACTCOTEALCTEO AL T RO TACCRCLLC AR CaR AL NCOML
ACACTCCTEALLT LA TELC TEEE TACCOCLLLARLAALAZLMLTTACLLC
AMACTECTCALLPEEPEAA TOAC TACCCLLLL ARLaaLALLALILAgese
ATAC TECTEALLTEC LA SO TACCICACCAMMLARLAZLACTIALD
ACACTEC RGN EEMA ) RO A anan Lmbam il iaiii
ACAT TEETLACCTECTSEC TELE TACCHCCCLAMLAALAZL AL LAZRLL
AALTCCTOAEER CEREAC TGOS T AL UIALL AR Ean Lot b itaMs !
ACACTCCTCALETECPEAE T EOCTACCLLLLL AMLARLAZLACITACLLT
MALTCOVEALET RO MY OO MU Ank AL abC bl Ay
ACAZ TCCTEALCT EE LA ! SO0 TACCIKALL ABCAILAZT AT CALLLC
MACICCTUAECRLE "B T A IXT MLl As i s aliatianmindl
ATACTECTCALLTCOPEEETEECTACCCLLLLAMLANLAZE MLITACELE

ID3336: LMNA (p R321stop)

ﬂtumnulummmmmﬂ&m«'mm«r

CTTCAGTT BLCALL CAASAALCCCAAGE TTRLALACCTLCACARCYCALY
CTTCACE P ELCASE CAMSEACSE CAMSE TTRCACACS FELACCACTCALY
CPPCASLT A ML CAMAALALLAAL TITLALALL FLEARL ALY ALY
CrTCACCYECCASCCAMSEAL CLEAALE TTILALACC FRLACCRE TEALY
CTTEAGS PEEL ARCCAMGCALCE CAACE TTIEALALC P ECACE AT TEAL Y
CV R AL PR AG CAMAAL L CAAM YT cA L FhAgA R YA
CUTCACCT LLCASE CAMEACSECAMLE TTCLALACC Y COACEALYEALY
CTTEACE T CCL AL CAMGLALCECAACE VI RAALALCTLCACLALTICACY
EEPOARE PR At LA S LAML TR LACC P LA LYy
CTTEACCTEOC ASL L AASEACCE CAMCE TTRCALACC T ELALLACIE ALY
CVNCAGCT RCL AL CAMGEAC L LA Y TICALACCTRCAGLALTE MY
CrPEAGL L ALCCAMAALOCLAME YT ALACE FLCAdL L YO ALY
CTTCACCTCCEACC CAMEAL CCCAALE TTRCALACCTLCACLACTCALY

PP CAGE PR AL CAACAA L SO CAM T IR A CALC P RCACA ALY ALY
ErPLACCIICE ALE CAATEACSCLAASL 1T BACACC I ELARL L YCALY
CTTLAGE FALCACCCAMCCAL CECAALE TTRCACALE FLLACCALTE M T
VP CAGL T G A CAMA AL AL CAAE Y IR LA T ECAGC AL YA Y
CTPLASL FECCATC CAACEALSLOAML YT AaLALL FECARLaL TEM Y
CTPEAGE T ELLAGE CAMEACTE CAACE TTRCALACCTCCALEALTIC ALY
e L L R e R L] S e e LT L)
CTTCALE T CLCACCEAASEALSE LAALE YTRAALACC I LLACLALYCALY
TICAGET CECALE CAMEACCE CAMCE TTCEALACE FELACLALTEACTL
POAGE PR A CAMBR LA AR Y IRl P ALARL S YA e
TEACCT ECCASEEAASEAL CELAALT TTCARLACC T REAREALYCALTEL
TEAGCT RLL AGECAMEALCE CAACE Y TCRALACC T RCACLALTE ML TEC
POAGE P LA AL CAAGEAL AL LAML VYL tAl L FLAGE R YE AL R0
TEACE P OCCASE CAMEACLL CAMGE TICCALACL T LCACCALTCALTCL
P A PR AL CAAGE AL S CAATE TTCAALALE TRLACCAL TEM FLL

ACTCCTCALEN LONEAL SO0 ) ACORLCAC A LA Labtnilandildee
ACTECTCALETEADCEE TE00 TACCLLLAL AR CAR LALLM CAGELLCE
CALAR AL TR AL CCand antanlmianiiiaindi g -
CEEREPEEE TROC T ALCOLLLE AMLAALALLALS LALLEKECLLCCint e
CATELPOAL PECC T ALCECLLLAMLAALALLALCLALLLCLLLLLL ALY
TALCTACCICLLL ARLARLALL ALLLALLCCECELCCnEaTE
ACRCLLCAMLARLALCALLAALALCLLLCLCnLa L
ALCICA AL AR LALLMl A iy
AMULLCCC Ao niiatoatiiniicedentnty
ACCILAL ARCAR LALLM ALk CCCutaTy
CLCCCAMEARLALE MECRALCOCCCELLCCALATE
KLLLARCALCALL ML LALLLCCCLLCCCaraTr
CLLCARLARLRLLALLLALLEL
CELCAnLasslaaitimiiiiCitncery
COCAsLiemaciatitacciiinoocconces

GCTGCCTACCIGGGCAAG AAG GCG AAGCTT$SGAGACCTGGAG

AL A Y RQ G K K A K L R D L E
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Les applications du NGS

= NGS ciblé (moyen débit)
= Capture 1= 5000 (2) genes (10-500)
= Multiplexage (plusieurs patients en parallele)
= Séqguence 0.1 a 1 Mb avec qualité +++

= Exome (haut débit)
= Kit de capfture « universel »
= Séguence 50 Mb environ
= Filtre selon objectifs

o Génome

¥ Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15




Approche « a I'aveugle » pangénomique: panel de genes

®* Panel de genes
= Commercialisé
= Peu couteux « théoriquement »
= Trés fiable mais mise au point « A ””(\J‘”“’L"HY'C'?\'('-O

(ENETIC SERVI

la carte » des exons mal couverts E— i e
* Avantage —

m QUO“Té e.l. Couver.l.ur,e deS gf)sr:g'rl?tl;e;:[i]\;? Non-Specific Intellectual
sequences 2> qualite e
« diagnostique » o
= ACCES aux genes rares
® Limites
= Tous les genes ne sont pas connus § Transgenomic

= Offre hétérogene

: Couverl-ure Comple.l-e de Chgque vgon;prf‘hensivetvism&Intellctual isabilty
gene techniquement difficile

= Disponible en routine

S
&
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Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Séguencage haut débit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

Implications éthiques des tests genomiques

-
:: 4
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Exemple d'une analyse d'exome

[ 42 871 ]‘roul variants
Excilude nonfunctonal > *

variants
Variants changing
12,464 protein sequence
Exclude if in dbSNP ——> l
2410
Exciude if in 500
exomes project — > l
1,224
Excludeif in 1qoo l
‘ ! 1.032 Rare variants changing
y protein sequence
Homozygous Variants l Heterozygous Variants
60 < » 972

v .l v v l v
o [ s | 1 5 [ o8 | 19

Nonsense  Missense  Splice site Nonsense  Missense  Splice site

Raffan, Br Med Bull 2011
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Identification directe du gene en cause dans une
maladie monogenique par sequengage d'exome

FSS24895

FSS24895 FSS10208

FSS24895 FSS10208 FSS10066

FSS24895 FSS10208 FSS10066 FSS22194

Non-synonymous cSNP, splice site
variant or coding indel (NS/SS/1)

NS/SS/I not in dbSNP

NS/SS/I not in eight
HapMap exomes

NS/SS/I neither in dbSNP
nor eight HapMap exomes

Number of genes in which each
affected has at least one...

...And predicted to be damaging

Any 3 of 4

FSS24895
FSS10208
FSS10066
FSS22194

SB Ng et al. Nature nature

(Septembre 2009)
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De Ligt (NEJM 2012) : 100 patients avec DI

The NEW ENGLAND JOURNAL ¢f MEDICINE

ORIGINAL ARTICLE ’

Diagnostic Exome Sequencing in Persons
with Severe Intellectual Disability

Joep de Ligt,

M.Sc., Marjolein H. Willemsen, M.D., Bregje W.M. van Bon, M.D,, Ph.D.,

Tjitske Kleefstra, M.D., Ph.D., Helger G. Yntema, Ph.D., Thessa Kroes, B.Sc,,
Anneke T. Vulto-van Silfhout, M.D., David A. Koolen, M.D., Ph.D.,
Petra de Vries, B.Sc., Christian Gilissen, Ph.D., Marisol del Rosario, B.Sc.,
Alexander Hoischen, Ph.D., Hans Scheffer, Ph.D., Bert B.A. de Vries, M.D_, Ph.D.,

o 3

g Nouvelles t

Han G. Brunner, M.D., Ph.D., Joris A. Veltman, Ph.D.,
and Lisenka E.L.M. Vissers, Ph.D.

Table 3. Diagnostic Yield of Exome Sequencing
in the Patients.
Positive Diagnosis No. of Patients
All mutations 16
De novo mutations 13
Autosomal dominant 10*
X-linked 2
Autosomal recessive 1t
Inherited mutations 3
X-linked
Autosomal recessive 0

* Seven patients had mutations in autosomal dominant
genes that had previously been associated with intellectual
disability, and three patients had mutations in novel auto-
somal dominant genes.

T This patient had one de novo mutation and a second in-
herited, predicted pathogenic mutation.

Table 2. Genes Affected by De Novo Mutations Associated with Intellectual Disability.
Type of Mutation Known Genes Novel Genes*
Missense ARFGEF2,7 GRIN2A,: GRIN2B, TCF4, TUSC3 DYNC1H1
Nonsense SCN2A GATAD2B
Frameshift LRP2,§ PDHA1, SLCGAS8, TUBA1A CTNNBI1
Splice site SYNGAPI

Candidate Genes

ASHI1L, CAMKIIG, COL4A3BP, EEF1A2, GRIAL,
KIF5C, LRP1, MIB1, PHACTR1, PPP2R5D, PROX2,
PSMA?7, RAPGEF1, TANC2, TNPO2, TRIO%:

PHIP, WAC
MTF1, ZMYMG
MYTIL

* Genes were defined as novel if there were additional de novo mutations in patients with phenotypic overlap. Details on de novo mutations

are provided in Table S3 in the Supplementary Appendix.

T This autosomal recessive gene was found in a patient in whom no second mutation was detected.

1 De novo mutations in this gene were found in two patients.
§ This autosomal recessive gene was found in a patient in whom a second rare, inherited mutation was detected.

Janvier 15




Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Séguencage haut débit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

b
t
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DPN non invasit

= ADN feetal circulant
= Produit par la destruction des cellules foetales
= Présent des 7 SA : 3 a 6% de I’ADN libre circulant
= Ne persiste pas

= NIPT (Non Invasive Prenatal Testing)
= Qualitatif

= Séguences absentes du génome maternel
* Sexe foetal: SRY |
* Groupe Rhésus D, HLA /’

= Quantitatif

ég Nouvelles technigues en génétigue :




Cell-free DNA in placenta Cell-free DNA in maternal plasma

Maternal DNA
i y
Red blood cell
Ui > .
Fetal DNA
AP

Monogenic disorders Aneuploidies
e
' RHD Massively parallel sequencing of total 1.3 1
DNA present in matemal plasma 5L
-« ' .
| 114 |
Conventional or real-time PCR using e Ll
primers to genes unique to the fetus Sepue Lo 0.9-
and not present in the mother L 111 | S 2
0.84 cChr21
l Alignment of sequencing reads
to human genome sequence
and determination of relative

: , chromosome representation
% Detection of aneuploidy
g e.g. trisomy 21

PN

Detection of PCR products
corresponding to fetal-specific
genes such as RHD

Bianchi, Nat Med 2012
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NIPT qualitatif : principe

Extraire ADN libre circulant - fragmentation

Séquencer tous les fragments en parallele
(sequencage nouvelle generation (NGS) massivement
parallele

= > 10.000.000 de sequences généerees en //
= Permet d’étre statistiquement significatif

Attribuer chaque fragment a son chromosome
d’'origine

Evaluer I'exces relatif de matériel < 1 chromosome
Sensibilité et spéecificite > 99%

Commercialisé aux USA et cer’roms poys d’'Europe
Fraonce : 650 QOO € / ,, St \ Total amount of Chr 21 (0.94 +0.06)

l l | =1
\ 5E . i // Total amount of Chr 9 (0.94 + 0.06)

cms -

Y
/
( "8

.
B

R
N\ Total amount of Chr 21 (0.94 @@9)
ta) — =1.03
! ")/ Total amount of Chr 9 (0.94 + 0.06)

nomam
e '\I
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NIPT

Prélevement de contrdle est nécessaire

Devrait remplacer les marqueurs sériques

" En détectant plus de T21
= Si possible avant 13SA

" En diminuant de 90% le nombre de prélevements car

moins de faux positif
= Au prix d'une perte d’'information (SB)

Au-deld
= Systématique

= Remplace I'amniocentese de convenance

Consentement éclairé?

Nouvelles technigues en génétigue
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Which consequence for clinician ?

®* Pangenomic strategies force clinicians
and biologists to reconciliate

= Genotype €= Phenotype

= Numerous variants of unknown signficance
= Same as arrays(VOUS) but scale >>>

= Functional testing ¢2¢

» Reliability of interpretation becomes the
most iImportant challenge

® Experts per gene needed

=
e Nouvelles technigues en génétigue Janvier 15



Which consequence for clinical geneticists ?

® Less expertise-based diffferential diagnosis
" Less need in expertise =2 less experts ¢
= A solution for highly heterogeneous disorders

= Shifting clinical spectrum
= New genotype/phenotype relationships

* Hopefully more accurate follow-ups

= Rare disorders remain rare |

= Efiological diagnosis warrants better care
= Less diagnostic skills / more caregiving skills

fas
S

=
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Perspectives

= |[dentifier la cause d'une maladie monogénique
ouU génomique avec 2 analyses, pour moins de
1000 € ¢
= ACPA + Exome/panel
= Génome

® |dentifier les variants significatifs individuels
= Personalized medicine
" Pharmacogénétique
= Nombreuses contraintes éthiques
" Incidental findings
= Utilisation inappropriee

D%
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Approche nouvelles en genetique

Prérequis: la variabilité du génome normal
Variations qualitatives (SNP)
Variations quantitatives (CNV)

Le caryotype moléculaire (ACPA)
CGH et SNP arrays
Arrays en prénatal

Séguencage haut débit (NGS)
Panels de genes
Exome
Diagnostic prénatal non invasif

Implications éthiques des tests génomiques

4
: 4
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Découvertes fortuites

" (Incidental finding »

= |dentification non sollicitée d'une anomalie
génétique dans le décours d'une procédure
diagnostique
= Un vieux probleme (cf RX et échographie foetale)
= Exacerbé par les approches pangénomiques

p>
&

< Ethigue & tests pangénomigues
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Les principes
= Bénéficience
" Faire le bien au patient
® Respect de |'autonomie: choix de savolir
® Droit de savoir du patient

® Obligation d'information d'un risque
= Contrat de confiance médecin-malade
= Fiabilite de I'information

= Utilité et intelligibilité de I'information
(préven’rion...g)g

= Consentement préealable ou demande expresse

" Implications médico-légales

Ethigue & tests pangénomigues 67



Découvertes fortuites en ACPA

= CNV
= Pathogene
= Variants normaux
= VOUS : Variant de signification cliniqgue inconnue

= MaQis Qussi ...

= CNVs avec signification cliniqgue sans rapport
avec I'indication premiere de I'examen

= CNV de prédisposifion

" |ncidence
= 1/100 des ACPA

S
@ Ethigue & tests pangénomigues 68



1. VOUS

® Variant de siginifcation incertaine
" Pas de preuve de pathogénicité « évidente »
=" Pas de preuve d'inocuité
= Signification évolutive
=" Patho - VOUS
= VOUS - Patho ou bénin

= En prénatal: 22
= Ne pas rapporter ¢

D%
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2. CNV chez un patient conférant
un risque morbide nouveau

THE JOURNAL OF PEDIATRICS » www.jpeds.com CL|N|CAL AND LABDR ATORY l
® OBSERVATIONS

Incidental Detection of Cancer Predisposition Gene Copy Number
Variations by Array Comparative Genomic Hybridization

J. Austin Hamm, MD', Fady M. Mikhail, MD, PhD', Dana Hollenbeck, MPH, MS, CGC', Meagan Farmer, MS, CGC',
and Nathaniel H. Robin, MD'?*#

We describe 2 pediatric patients who presented to medical genetics clinic for evaluation and were incidentally found
via array comparative genomic hybridization to have pathogenic copy number variations of cancer predisposition
genes. We subsequently reviewed 3554 previous array comparative genomic hybridization results to estimate the
frequency of similar incidental findings. (J Pediatr 2014;165:1057-9).

g Ethigue & tests pangénomigues
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CNV contenant des genes connus pour étre des
oncogenes

—_—

17: 6846957-8166467, 1.31 Mb | A! v !I

['®

6.8 Mb

7.2Mb

®» Garcon 10 ans %,
= Retard psychomoteur modérée
= Clinigue non contributive

" L'anomalie identifée
= explique la DI
= .. mais elle conduit au
diagnostic présymptomatique
d’'une affection grave

7.7 Mb

8.1 Mb

Ethigue & tests pangénomiques Schluth Bolard AJMG, 2012 71



Des situations fréquentes

" D'autres exemples de CNV délétés
oncogeéniques:
= A révélation pédiatrique: APC...
= A révélation adulte: BRCAT, BRCAZ...

" Autres exemples...

= Delétion emportant HNF1B

= Prédisposition >> au diabete (MODY5) +
insuffisance rénale

\ -
&

¥ Ethigue & tests pangénomiques
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3. CNV sans rapport avec
I'indication initiale mais avec
une signification clinique

pour le patient

g Ethigue & tests pangénomigues
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Détection fortuite d’'une pathologie acquise

7 Sarmpies | RS2 160) (Yo | BIKD,

" Dans le cadre d'une
etude familiale :

= ACPA chez une mere
de 50 A en BS

= Ftudiée pour valider ;
une anomalie chez son
fils

= Exclut I'anomalie
identifiee chez son fils

= Mais...

l
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Délétion 7q en mosaique et

trisomie 12 en mosaique =
g lymphome
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4. CNV chez le patient sans
rapport avec lI'indication initiale,
mais avec une signification
clinique pour ses apparentés
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Détection d'un statut d’hétérozygote pour
une maladie récessive
®» Garcon, 13 ans %

» Dyspraxie,
froubles
attentionnels e

» Dysmorphie PELLREL

Délétion hétérozygote NPHP1
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Détection d'un statut d’hétérozygote pour une maladie
recessive

= 3 contextes

" Le phénotype est une affection récessive, avec
une mutation ponctuelle sur I'autre allele

= Situation identique a une maladie AR classique
= e CNV responsable du phénotype contient |
anomalie pouvant causer une maladie récessive
" Le phénotype s’explique par le reste de la délétion
= Voir si fransmis (CNV de pénétrance incomplete)
" La délétion hétérozygote est sans rapport avec
le phénotype (p.ex. délétion limitée a un gene)
= Délétion asymptomatique qui peut étre héritée
= Dépistage familial (apparentés et conjoints) ¢

e
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Détection d'un statut d’heterozygote pour
une maladie recessive

GT Samples / 8577 [27] (1pxI=1KB)

Log R Ratio
=
=
=
1]

Baze Position # 549 850 #H 8?4 &30

Cytogenetic Band
Sequence (+)

# ?99 E50 # 924 230 32 049 380 32 1?4 230 32 299 =] 32 423 930

32 548 780

Délétion intronique /exonique de 50kb dans le gene
de la dystrophine chez une fille

Ethigue & tests pangénomigues
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5. CNV a pénétrance incomplete
et

CNV constituant un facteur de
prédisposition

g Ethigue & tests pangénomigues
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Microdelétion 16p11.2

" Del 16pl1.2
=1/5000a1/10000
= Difficultés infellectuelles inconstantes
" Troubles aufistiques x 8,6
= Macrocephalie

= Prédisposifion a I'obésité morbide (Walters 2010)

. odd ratio x 43
" Dup 16p11.2
= Microcéphalie + maigreur
= OR Schizophrénie : x 14,5

"= CNVs souvent hérités de parents sains
® Quid du diagnostic prénatal ¢

=

&

Ethigue & tests pangénomigues

80



Détection de CNV « prédisposant a »

The Influence of CCL3L7 Gene-
Containing Segmental Duplications
on HIV-1/AIDS Susceptibility

A common CFH haplotype, with deletion of CFHRI and
CFHR3, is associated with lower risk of age-related
macular degeneration

A Chromosome 8 Gene-Cluster Polymorphism with Low Human
Beta-Defensin 2 Gene Copy Number Predisposes to Crohn
Disease of the Colon

Copy number polymorphism in Fcgr3 predisposes to
glomerulonephritis in rats and humans

=
6,3 Ethigue & tests pangénomigues 81



Autres situations

= Certaines ACPA (SNP arrays, utilisées @
RDB) identifient facilement qu’'un enfant
est iIssu d’'une union consanguine
= Situation individuelle connue

= Groupe ethnique / isolat géographique
(consanguinité lointaine) : sans intérét
Individuel

" |nceste |

= Non-paternité

D%
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Probleme de 'annonce non sollicitée dans
un contexte de diagnostic

" AnNnoncer ou ne pas annoncer ¢
" Pertinence
= Benéfice vs. maléfice
= Consentement éclairé
= Information de la parentele

® Rappel: pas de test diagnostic chez un
mineur asymptomatique

= | e diag fortuit n’est pas envisagé
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Annoncer ou pas ?

® 1) Pathologie avérée avec possibilité de
prévention et / ou traitement

= Annoncer

= 2) CNV documenté comme variant
= Ne pas annoncer

= 3) Hétérozygote / conductrice
= Information préférable mais non impérative
=" Dépend de la fréquence des hz ds la population
= | familles consanguines

D%
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Faciliter le rendu de 'ACPA

* Explications avant la prescription

= Nofice d'information & consentement eclairé
= Pas de consensus sur le contenu ni de document officiel
= Reellement lus 2
= Compréhension des implications €2

» Différencier anomalies fortuites
= avec bénéfice direct (cad: possibilité de prévention)
" En période infantile
= Al'Gge adulte
= Sans bénéfice direct

= cadre « préesymptomatique »
* Adulte / enfant

= Hétérozygotie
= CNV de predisposifion

" |Impact sur les apparentés

g

=

Ethigue & tests pangénomigues
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Genetics
i L e o ACMG POLICY STATEMENT | inMedicine

Genet Med 2013:15(7):565-574

ACMG recommendations for reporting of incidental findings
in clinical exome and genome sequencing

Robert C. Green, MD, MPH'?, Jonathan S. Berg, MD, PhD?, Wayne W. Grody, MD, PhD*#,
Sarah S. Kalia, ScM, CGC', Bruce R. Korf, MD, PhD’, Christa L. Martin, PhD, FACMGS?,
Amy L. McGuire, JD, PhD?, Robert L. Nussbaum, MD, Julianne M. O'Daniel, MS, CGC,
Kelly E. Ormond, MS, CGC", Heidi L. Rehm, PhD, FACMG?'?, Michael S. Watson, PhD, FACMG",
Marc S. Williams, MD, FACMG™ and Leslie G. Biesecker, MD'"

tory testing. We have recommended that these findings be
reported without seeking preferences from the patient and
family and without considering the limitations associated
with patient’s age. In this, we attempt to strike a balance
between the positions of genetic libertarians and the genetic
empiricists, guided by the currently available scientific lit-
erature, clinical experience, the consensus of our Working
Group members, and the traditions of clinical medicine. This
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Table 1 Conditions, genes, and variants recommended for return of incidental findings in clinical sequencing

PMID-Gene
MiM- Roviews Typical age Variants
Phenotype disorder entry of onset Gene MiM-gene  Inheritance®  to report®
Herotitary breast and ovaran tancer 604370 20301425 Adult BRCA! 113705 AD KP and EP
oies BRCA2 600185
U-Fraumeni syndrome 151623 20307483 Child/aduit TP52 191170 AD KP and EP
Peutz-leghers syndrome 175200 20301443 Child/aduls STRTT 602216 AD KF and £P
Lynch syndrame 120435 20301390 Adult MH! 120436 AD KP and EP
MSHZ 609309
LASHE BONGTR
Table 1 Centinued
Familial adenomatous polyposts 175100 20301519 PMID-Gene
MyH-associated polyposis; 608456 23035301 MIM- Reviews Typical age Variants
adenamis, multipks colorectal, 132600 Phenotype disorder entry of onset Gene MIM-gene Inheritance® to report®
FAP type 2; cokorectal adenomatous Hypertrophic cardiomyopathy, 115197 20301725 Child/adult MYBPC3 600958  AD KP and EP
polypodis, autcsomal recessive, dilated cardiomyopathy 192600
with plomatrncomas 601494 MYH7 160760 KP
Von Hppel-Lindau syredeome 193300 203016356 613690 TNNT 2 191045 KP and EP
Multipde endocrine neoplasia type 1 131100 20301710 115196 TNNI3 191044 KP
608751
Multiple endocrine neoplasia type 7 171400 20301434 612008 TEMT 191010
i 500858 MYL3 160790
Familial medullary thyrod cancer® 1552401 20301434 301500
608758 ACTCT 102540
PTEN hamartoma tumor syndrome 153480 20301661
fietinoblastoma 180200 20301625 115200 (FHREAEE EIETAE
Hereditary paraganghoma- 168000 20301715 GlA 300644 AL KPand EP
phecchromocytoma syndrome PGLY) (hemi, het,
601650 horm)
(PGL2) MYLZ 160781 AD KP
605373 LMnA 150330 KP and EP
) Catecholaminergic polymorphic 604772 RYRZ 180902 AD KP
‘“"éﬂ? wentricular tachycardia
Tuberous sk 181100 30301399 Arrhythrmogenic righ tventricular 609040 20301310 Child/adult PKP2 602861 AD KP and EP
ubsrous sclerosis camplex ;
612254 cardiomyopathy 604400 nsp 125647
610476
WT1-related Wikms tumor 194070 20301471 poTas bac 123643
Newrofibroeratosis ype 2 101100 20301380 TMEMA3 612048 KP
Ehlers-Danlos 130050 20301667 bsG2 125671 KPand EP
syndeorme, vascular fype Roman o-Ward long QT syndrome 192500 20301308 Child/adult KoNG1 607542 AD KP and EP
Marfan syndrome, Losys-Dietz 154700 20301510 types 1,2, and 3, Brugada 613688 KONHZ 152437
syndromes, and famikal thoracic 609192 20301312 syndrome 603830
0 anewrysms and dissections 608967 20301299 601144 SCNSA 600163
::g;gg Familial hypercholesterolernia 143890 No Child/adult LDLR 606945 5D KP and EP
613795 BEE  OEEREE APOB 107730 sD KP
611788 entry
PCSKS 607786 AD
Malignant hypertherrmia 145600 20301325 Child/adult RYR1 180901 AD KP

susceptibility

CACNATS 114208
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Contraintes reglementaires

= Tout test génetique (caryo’rype / étude de
I"ADN) est soumis a |'obligation de
consentement signé de la personne
concernée, ou de ses representants s'il s'agit
d'un mineur

* La personne peut refuser de connaiire le
résultat de son test génétique

= On ne peut pas faire de test gené’rique A un
mineur asymptomatique, saut s'il y a un
bénéfice médical direct
= complication évitable a I'Gge pédiatrique

= ou ftest indispensable pour pouvoir interpréeter les
résultats du cas index

= 88
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Une nouvelle complication : I'information de
|a parentele

22 juin 2013 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANCAISE Texte 4 sur 106

« Sous-section 6

« Conditions de mise en ceuvre
de linformation de la parentéle

«Art. R 1131-20-1. — 1. — Préalablement a la prescription, dans les conditions fixées par ['article
R. 1131-5, d'un examen des caractéristiques génétiques susceptible d’identifier une anomalie génétique pouvant
étre responsable d'une affection grave justifiant de mesures de prévention. y compris de conseil geénétique, ou
de soins, le médecin prescripteur informe la personne qu’elle est tenue, si le diagnostic de cette anomalie est
confirmé, d'informer les membres de sa famille potentiellement concernés dont elle ou. le cas échéant. son
représentant légal possede ou peut raisonnablement obtenir les coordonnées.
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Contraintes reglementaires : information de la parentele
(décret juin 2013)

La personne ... est informée, avant la réalisation de I'examen de ses
coroc’rerlshques génétiques, de l'obligation ..., au cas ou une
anomalie génétique grave serait d|ognos’r|quee _d'informer les
membres de sa famille potentiellement concemeés ... dés lors que
cette anomalie génétique [peut] étre responsable d'une affection
grave justifiant de mesures de prevention, y compris de conseil
génétique, ou de soins, | peuvent leur étre proposées

Le généticien peut préparer des documents qui faciliteront
I'information intrafamiliale

* Sila personne ne souhaite pas tfransmettre elle-méme linformation

&

‘% meédecin prescripteur de I'anomalie génetique en cause.

aux membres de sa famille potentiellement concernés, elle peut
demander au médecin de porter a leur connaissance l'existence
d'une information susceptible de les concerner, au moyen d’'une
lette type qui ne dévoile ni le nom de la personne ayant fait I'objet
de I'examen, ni l'anomalie génétique.

Le médecin consulté par la personne apparentée est informe par le

90
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Contraintes reglementaires

® | 'information d'un apparenté doit se faire
poar l'infermédiaire des patients eux-
MEemes

" Les patients ont I'obligation d’informer leurs
apparentés si la pathologie détectée chez
eux

= Implique un risque morbide pour les apparentés
* Maladies dominantes G expression retardée

= OU peut conduire a un conseil genétique pour leur
apparenté
* Hetérozygotes AR ou XL
* Translocations equilibrées

91
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En pratique

® Information préalable
= Peut rebuter certains malades

® « Judiciarisation » de la consultation

= Laisser des traces écrites (liste des
apparentés a informer)

®* Document a faire signer lors du rendu
d'un résultat anormal pouvant concerner
les apparentés

D%
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" Merci pour votre attention

D%

Nouvelles technigues en génétigue
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THE FUTURE | NOW
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" | New breakmrougls can eure » diseases and save lives,

but how muoh/should nature be engineered?
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