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Avertissement

« Cefte présentation sera centrée sur les maladies
musculaires d'origine génétique

* |l convient de ne pas oublier les pathologies
musculaires non génétiques, qui sont parfois des
diagnostics différentiels

o Pathologies inflammatoires et autoimmunes
o Pathologies hormonales
o Pathologies toxiques (médicamenteuses)
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La genetique, un travail d’equipe

« Le Clinicien (Généraliste)/ Spécialiste * Le « Para-clinicien »
o Evoquer une origine génétique o Morphologiste
o Prescrire les tests moléculaires o Neurophysiologiste
o Radiologue
o Autres spécialités biologiques
o Orientent la recherche
 Le Géneéticien Clinique ¢ Le (Cyto)Genet|C|en)JB|oIog|ste
o Etablir la généalogie Moléculaire
o Expliquer la maladie o Vérifie la conformité de la prescription (plans
o Prescrire les tests moléculaires légal et médical)
o Rendre le résultat au patient Vérifie 'orientation de la recherche génétique
o Faire le conseil génétique Prends en charge la réalisation des tests

Interprete les analyses
Rend un résultat au prescripteur

© O O O

e Le Chercheur

o Trouver le(s) mécanisme(s) qui vont de la
(des) mutation(s) a la maladie
(physiopathologie moléculaire), en
exprimant la mutation dans un modele

Pascale Richard - Damien Sternbefy | rouver de nouveaux genes parmi les cas
DU Myologie 2015 restés négatifs en diagnostic a



Objectifs Medicaux de la Genetique

Moleéculaire

|dentification au niveau de I’ ADN d’ une ou plusieurs
Anomalie(s) responsable(s) d’ une maladie génétique

« Aide au diagnostic différentiel entre plusieurs
phénotypes

« Confirmer un diagnostic clinique

« Envisager le pronostic d’ une maladie

o L’identification des anomalies permet d’effectuer des
corrélations entre les génotypes et les phénotypes

 Ameliorer le suivi thérapeutique
« Faire des analyse post mortem (autopsie médicale)
« Permettre le conseil génétique

o Risque de transmission ou de récurrence (recessif /
dominant / lié aI'X/ de novo)

o Diagnostic pré-symptomatique
o Prénatal

o Poscale Reng RIS IFT R Bire



Enjeux et difficultes
particulieres des investigations
genetiques

> Législation

Pratique encadree par une législation rigoureuse différente de celle des
autres analyses biologiques
O Consentement éclairé signé du patient établi par le clinicien
[0 Accréditation du laboratoire (organisation, matériel)
[0 Autorisation des praticiens, techniciens spécialises

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Difficultes possible de la genetique
moleculaire : en avertir le patient
Déelais d’obtention des résultats
Résultats négatifs
Difficultés d'interprétation

Incidental findings (dans les approches
pangenomiques : CGH array, exome)

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Parcours diagnostique variable qui va de
la clinique a la prescription d’'un test
genetique

Clinique

[Morphologie (biopsie)] [ Electrophysiologie] [ Autres approches }

[ Tests genétiques ]

[ Tests genétiques ]

Utilité des filieres maladies rares (FILNEMUS) et des centres de référence ou
de compétences pluridisciplinaires pour organiser un parcours cohérent (ex : hopital

deéouQ . o
PasCale Richard - Damien Sternberg
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Quel(s) test(s) genetique(s) choisir
en 2015

« Un ou deux genes tres bons candidats, voire une ou
quelgues mutations particulieres dans un gene
donné (Sanger)

« Panel ciblé (capture et NGS)

 Panellarge (capture et NGS)

« Exome (utilité d’analyse en trio cas index + parents)

« CGH-array

ale Richard - Damien Sternberg
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Etape initiale de la demarche du
diagnostic moleculaire

Essayer de cibler le(s) géne(s) a tester
Faire une hypothese (plus ou moins ciblée) et la tester

ENQUETE GENETIQUE « ANALYSE DU GENE
fonﬁleme la maladie et la « Concerne la stratégie d’analyse
amiiie

Savoir ce que I'on veut obtenir en fonction de
différents facteurs

0 Phenotype o o ADN ou ARNm (prélévement)
O Mode de transmission o Nombre échantillons a tester
0 Consanguinite o Taille des génes
0 Origine ethnique o Présence de polymorphismes
0 Signes cliniques et  Rechercher des mutations inconnues
paracliniques « Rechercher des mutations connues
0 Age de début o Nature des anomalies a rechercher
* Mutations ponctuelles
* Ins/ del
« Microdélétions chromosomiques
o o

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Notion d’heterogeneite genetique

Une maladie donnée bien

Alpha B Crystalline

que MONOGENIQUE peut | vyopathie "
étre determinée par des pesmine Myofibrillaire LEis

mutations dans différents
genes

"%

ZASP

Notion d’heterogeneite phenotypique
avec ou sans correlations entre mutations et phénotypes
Maladies systémigues

1 géne >> plusieurs
maladies

Muscles striés cardiagues
et squelettigues
EOMD
LGMDIB
L-CMD
Dem

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Progeria,

N\

-

Lamines A/C >

Adipose tissue
Lipodystrophies

syndromes de vieillissement prématuré

Nerf périphérigue
MT



L es maladies heuromusculaires

* Un ensemble de pathologies variées touchant le nerf, le
muscle ou la jonction neuromusculaire

* Une origine variable
« Génétique,
« inflammatoire (polymyosite, dermatomyosite) ou dysimmunitaire
(polyradiculonévrites, myasthénie auto-immune)
« dégénérative (SLA, peut-étre myosite a inclusions)
» infectieuse, toxique, tumorale,...

 Des maladies génetiques variees (pres de 200)

m Des maladies du muscle :

O Dystrophies (Duchenne, Becker, Steinert, FSH...)
Dystrophies musculaires congénitales (DMC)
Myopathies congénitales
Myopathies myofibrillaires
Myopathies métaboliques
O Canalopathies musculaires,...

m du nerf : Charcot-Marie-Tooth, amyotrophie spinale...

m delajonction neuromusculaire : syndromes myasthéniques
congeénitaux.

Pascle Richard - Damien Sternberg
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Du symptéme a la demande d’ examen
génétique
Plusieurs étapes sont souvent nécessaires

1. L étape clinique : parfois phénotype évocateur d’ emblée,
le plus souvent porte d’ entrée vers plusieurs diagnostics

. L’ électromyogramme (EMG)
. Les examens biologiques
. L” imagerie musculaire

. Le bilan cardiorespiratoire

S 01 A W DN

. La biopsie musculaire Mettre en évidence une anomalie

moléculaire dans un gene pouvant
expliquer le développement de la

Pascal® Richard - Damien Sternberg maladie. b
DU Mvoloaie 2015
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Differentes approches

Séqguencage complet du/des géne(s) Recherche de mutation ciblée

1. Exon par exon . Mutations récurrentes

2. A partir du cDNA (SMA, or repeat expansions;
Myotonic dystrophy, OPMD ...)
Pour des maladies spécifiques

Séquencage complet de plusieurs

génes voire de I'exome: NGS |dentifier Ia m Utation (S)

™~

Analyse de liaison: Puces SNPs
Dépends de la structure de la famille
et du diagnostic de apparentés

Analyses spécialisées

1. Délétions/duplications d’exons Danger des mutations de novo
1. Quantification d’allele
2. CNVs

Pascale Richard - Damien Sternberg
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En pratique

« Elaboration d’arbres décisionnels
o Stratifier les analyses: choix des genes

 Diagnostic de premiere approche Anoroches en séauent
o P. ex. recherche (Sanger, NGS) de substitutions et petites ins/ del PP .

: : - ou en parallele
 Diagnostic de seconde approche (selon patient et suivi
o P. ex. analyse des ARNm

diagnostique)
o P. ex. echerche de grands remaniements chromosomiques

Avec le Sequencage a haut débit

Phénotype évocateur Phénotype non spécifique
[
\ 4 v 4
Sans hétérogénéité genétique Avec hétérogénéité génetique

. Recherche de mutation (DMOP, FSH..) ° Séquencage moyen debit des genes frequents

. Analyse d’un ou deux génes « Seéguencage Haut débit de genes ciblés

Pascale Richard - Damien Sternberg * Exome :
DU Myologie 2015



Atteintes Musculaires Congeénitales :
Choix des genes pour un panel

Myopathies

Dystrophies musculaires

Syndrémes myotoniques

Syndrémes myasthéniques

==

—

—

L¢

fibre musculaire

Anomalies de I'embryogenese de la

Dégénérescences de
la fibre musculaire

Anomalies de la
décontraction musculaire

Anomalies de la
jonction neuro-musculaire

v

v
Dominant
LGMD1A: Myotilin
LGMD1C: Caveolin-3,
Bethlem: COL6A1, A2, A3
Central Core: RYR1
Myopathies Distales; MYH7
Emery-Dreifuss; LMNA

Récessif

LGMD2A: Calpain-3
LGMD2B: Dysferlin;
2C: y-Sarcoglycan;
2D: a-Sarcoglycan;
2E: B-Sarcoglycan;
2F: &-Sarcoglycan;

FSH: 4935 2G: Telethonin;
PRKAG2 2H: TRIM32;
21: FKRP;

Myop. Myofibrillaires
DES

2]): Titin; 2924
Myop.CentroNucléaires

B-crystallin K . :
FilaminC Amphiphysin (BIN1)
Alpha DG
ZASP . .
- 2K: POMT1;
Myop.Centro Nucléaires: 2M: Fukutin:
o 2N: POMT2
DMOP: PABP2 MYH2
ARl Merosin (LAMA2)
Caveolin 3
Lié a X PTRF (Cavin)
Barth: G4.5 (Tafazzin); DPM3
Dystrophin BIN1

Emery Dreifuss: Emerin;
Myop.Centro Nucléaires:
Myotubularin: MTN
Maladie de Danon: LAMP-2
FHL1

Pascale Richard - Damien Sternb
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« Extracellular matrix protein
defects

MDC1A: LAMA2 deficient
UCMD: Col6A1, Col6A2,
Col6A3

ITGA7: Integrin-a7

* Glycosyltransferases
FKRP (Fukutin-related
protein)

Fukutin

POMT1

POMT2

POMGNT1

LARGE

* Reticulum endoplasmique
RSMD1: SEPN1

Myotonies dystrophiques
e Steinert: DM1- DMPK
e PROMM: DM2 - ZNF9

* Choline acetyltransferase;
CHAT

* Acetylcholinesterase deficiency;

CoLQ

Avec Atteinte Cardiaque
*LMNA

oFKRP

*DES

oTTN

1f@!
N

Myotonies non-
dystrophiques (myotonies
congénitales),

paralysies périodiques et
hyperthermie maligne

* Myotonie congénitale
dominante (Thomsen),
¢ Myotonie généralisée
récessive (Becker).

eGéne SCN4A

eParalysie périodique
hyperkaliémique (hyperPP),
e Paralysie périodique
normokaliémique
(NormoPP),

e Paramyotonie congénitale
(PC) ou maladie

d’ Eulenburg

* Acetylcholine
receptor,subunits;
CHRNA1,
CHRNB1,
CHRND,
CHRNE
* Rapsyn; RAPSN
* Downstream of kinase-7; DOK7

* Muscle-specific tyrosine kinase;
MUSK

* Agrin
* SCN4A

* Myotonie



Arbre Decisionnel de l'epoque Sanger

DYSTROPHIES MUSCULAIRES CONGENITALES

SANS ATTEINTE SNC AVEC ATTEINTE SNC

CPK (<4 X) HYPER CPK (>4 fois la normale)

ANOMALIE DEVELOPPEMENT SNC
(migration, lissencéphalie,
malformation fosse postérieure)

ANOMALIE SUBSTANCE
BLANCHE ISOLEE

IRM CEREBRALE
NORMALE

Immunofiuorescence/ Biopsie Musculaire

Merosine + Merosine +/ Merosine ﬂég -
‘ | Déficit a-DG
— o © @) @
(Hyperlaxité (Rétragtions + (Raigleur
Distale) Atteinte Cardiaque) Rachis) |
al UcMbD L-CMD RSMD-1 MDC1C MEB wws MDC1D MDC1A
INTEGRIN Collagene VI LMNA (Lamine SEPN1 A LAMA2(Merosine)
A/C) (Selenoprotien N) related protein) '
*POMT1: Chr. 9934
ITGA7 :27 exons _l "‘LMNA : -SEPNT1 : ‘FKRP: cwvisg  *‘POMGNT1: - 20 exons ‘LARGE:chr  ‘LAMAZ2: Chr
SECHENEELTE +12 exons +12 exons -6 amplicon  (Chr. 1p32) 22q 6q
*Col6A1 : 35 exons *21 exons “POMT2 : Chr. 14q24 -16 exons *65 exons
-mRNA : 8 fragments « HRM -Séquencage *Séquencage .21 exons ;
- Séquencage ‘FKRP:6 -Séquencage *Séquencage
*Col6A2 : 28 exons - MLPA fragments ‘Fukutine: Chr. 9q JFCMD : + DHPLC
‘mRNA: 15 fragment: . 9fragments (Chr 9q31) D’os'age
*Séquencage Génique
quencag *9 fragments
*Col6A3 : 44 exons | -FKRP: Chr 19q
* mRNA 25 fragments Iy -6 fragments -Séquencage
e | Recessif |
o

DU Myologie 2015
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Rendements diagnostiques a attendre
des investigations genetiques en 2015

« Rendements du Sanger tres dependants de
pathologie /phénotype/precision de |'orientation
(morphologie, EMG, imagerie) (de 90% a ... 5 %)

« Lerendements du NGS (panels) est également

dépendant de la précision du phénotype

o Probabilité de présence de la (les) mutation(s) causale(s)
o Possibilité d'interprétation et de rendu (corrélations)

« Lerendement du NGS (exome) sera déependant de

o Passage en trio ou en solo, possibilités d'analyse de ségrégation dans les
familles multiplex

o Limitation parle nombre de variants et les difficultés d'interprétation

« Exemple d'une pathologie non spécifigue mais
précoce : |I'arthrogrypose multiple congénitale
(étude PHRC J Melki) — combinaison de panel

. (n=98) et d’exomes (n=86) : rendement = 50 %

Pascale Richard - Damien Sternberg DU Myologie 2015



Rendement diagnostic d'un panel syndromes myasthéniques congénitaux

_ 8 Exome Positif

2 8 Vi DPAGT1 Positif

3 5 Vi GFPT1 Positif

a4 4 V1 GFPT1 Positif

5 5 Va GFPT1 Positif

_ 10 V2 CHRNE ? Possible De novo ?

- 1 Va2 ECEL1? Possible Effet fonctionnel du faux-sens ?
- 5 V2 MUSK ? Possible Effet fonctionnel du faux-sens ? Effet sur I'épissage ?
_ 8 V2 PREPL? Possible Effet fonctionnel des faux-sens ?
_ 3 V2 RYR1? Possible De novo ?

_ 7 Vi SCN4A ? Possible De novo ? Effet fonctionnel du faux-sens ?
_ 5 Vi SCN4A ? Possible De novo ? Effet fonctionnel du faux-sens ?
_ 6 Vi AGRN ?? Douteux Effet fonctionnel du faux-sens ?
- 9 Vi CACNA1S ?? LRP4 ?? Douteux Effet fonctionnel des faux-sens ?
_ 7 Va2 ECEL1 ?? PREPL ?? Douteux Effet fonctionnel des faux-sens ?
_ 5 Vi HSPG2 ?? Douteux Effet fonctionnel des faux-sens ?
_ 9 Vi MUSK ?? CLCN1 ?? Douteux Effet fonctionnel des faux-sens ?
_ 8 Vi NEB ?? PLEC ?? Douteux Effet fonctionnel des faux-sens ?
_ 4 Vi PLEC ?? Douteux Effet fonctionnel des faux-sens ?
_ 3 Va2 PREPL ?? LRP4 ?? Douteux Effet fonctionnel du faux-sens ?
_ 9 Vi Négatif

. 22 8 V1 Négatif

_ 9 Vi Négatif

_ 4 Vi Négatif

_ 0 Vi Négatif

. 26 2 Vo Négatif

Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015



Rendement diagnostic d'un panel
syndromes myastheniques congenitaux

« 25 % de diagnostics positifs pouvant étre rendus
sans probleme

« 25 % de diagnostics probables, mais nécessitant

une validation par études complémentaire

o FEtudes familiales
o FEtudes fonctionnelles

« 25 % avec des variants douteux mais ne pouvant
pas completement étre écartés

« 25 % de diagnostics completement negatifs

Nécessité d’'une évaluation aussi rigoureuse et minutieuse que possible des variants
douteux

Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015



Risques de rendements moins bons et
de difficultes d’'interprétation plus grandes
dans certains cas

La probabilité de résultats negatifs ou ininterprétables,
dans I'expérience des généticiens moléculaires, est
correlée a :

« Phénotypes peu précis, difficiles a classifier

« Cas sporadiques
o Mais peuvent étre récessifs ou dominants de novo
o Exemple : paralysie périodique hypokaliémique

« Phénotypes tardifs

Pascale Richard - Damien Sternberg "
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Organiser un diagnostic
genetique
* QOrganiser le transfert et I'adressage correct du
prélevement et du consentement

« Organiser le contact avec le laboratoire (prévenir
en cas d’envoi) et la transmission des informations
clinigues

« QOrganiser le suivi de la demande (relance du
laboratoire, point a faire en cas de résultats négatifs
dans une premiere intention, transfert de

prélevements a organiser le cas écheant)
Certaines demandes n’aboutissent pas faute de suivi
Difficultés possibles liées aux limites d’organisation des services prescripteurs
ou des laboratoires (secrétariat, suivi)
Pascale Richard - Damien Sternberg DU Myologie 2015



Anticiper les difficultés possibles
(resultats negatifs dans la premiere
approche, difficultes d'interpretation)

Mise en bangue de I'ADN, avec consentement
adapte (y compris a la recherche)

Obtenir la participation ef les prelevements des
parents et des apparentés

Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015



Organiser la prise en charge
d’un resultat positif

« Compléments d’investigations familiales pour

permettre I'interprétation complete

o FEtude des parents, si cela n’a pas encore été fait
o Efude de ségrégation mutation/maladie, pour argumenter le réle causal

« Seconde détermination, pour ecarter toute erreur

« Conseil génétique a organiser (généticien clinicien)
o Pourle cas index (risque pour descendance)
o Pour ses parents (contexte pédiatrique) :
« Risque de récurrence

« Indication et possibilité d'un diagnostic prénatal, voire
préimplantatoire

o Indication et possibilité d'un diagnostics préesymptomatiques chez

apparentés
Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015



Organiser la prise en charge
d"un resultat negatif

Autres investigations génétiques plus poussees
o Dans un laboratoire de diagnostic
o Ou transfert a un laboratoire de recherche

Autres examens paracliniques
Révision diagnostique a envisager

Discussion et suivi nécessaires ++++

o Possibilité de nouveau gene (collecter les prélevements de la famille si
elle veut bien participer)

o Chercher comment avancer : travail collaboratif

Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015



L'analyse de I’ADN

Extraction

Tissus
Si;;% i(eleucocytes) E 9 6

‘Peau
*Muscle Q o]
*Tissus
*(Cheveux)
°(CU|Ot urinai re) conviennent pour recherche directe
-(Ecouvillon BUCC&D d’'une seule mutation
Liquide Amniotique
*Villosites choriales

Pour les techniques de séquencage nouvelle génération (NGS), la quantité et la qualité
d’ADN sont tres importantes. Il existe des échecs du NGS liés a un ADN défectueux.

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Approche classique PCR-séquencage Sanger

Amplification de ’ADN
Cibler le gene et les séquences d’intéret puis les

amplifier en tube
La PCR: polymerase chain reaction
Amplification in vitro des séquences d'un gene connu par une
succession d’'étapes d'élongation a partir d'amorces choisies

Exon 3 E
Promoter [ ] I—1  Infron 1 niron 3
Gene (DMA) =

Matrice : Séquence cible

| Taq DNA
| Polymerase

AMV

oy . & — reverse
iat:msg UK transcriptase

wy) "Template RNA
A By (Vius or Bacteria)

Matrice : Séquence cible

Pascale Richard - Damien Sternberg o
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Approche classique PCR-séquencage Sanger

Analyse de 'ADN
ldentification d’anomalies: séquencage

Déterminer la séquence nucléotidique primaire du fragment amplifié
Puis la comparer a un ADN témoin

........ More typically now, sequencing reactions ae denatured and the products
3'-GATCCGAGTRG ATTACTGRAG-5 ' are separated in asingle gel lane of asingle capillary tube. The products
of the four reactions are labeled with a different fluorescent dye, and a single
detector at the bottom of the apparaius detects the fluors &5 they emerge.

Label =rzzEEs :? The seduence can b read (automatlcall'_-,-']l from left to rlght
3 '—GATCCGAGTAGAACATTACT -5

Label T
3 '-GATCCGAGTAGAACATTACTGAAG-

Label-CTAGGCTCRT c
3 '-GATCCGAGTAGAACATTE -5

Label T

Label T

3'-GATCCGAGTAGARCATTACTGARG-5 '

Electrophoresis

o eeseoss Analyse frdgment par fragment et géne par géne s
DU Myologie 2015 y g P g g parg



Une révolution technologique
Next generation Sequencing (NGS)

Sequencage a haut debit de grandes quantites de seéquences

« Séquencage Sanger (PCR- Séquencage nouvelle

seq) génération
 Les genes sont séquences « Plusieurs genes ciblés pour
individuellement et selon une de nombreux patients
approche séquentielle qui peuvent étre séquences en
dépends de la clinique 1 fois (20GDb)
« Le séquencgage d’'un gene se « L’'exome (toutes les
fait par amplification de séguences codantes) de
chaque exon (500 bp) plusieurs patients peuvent
individuellement étre sequencés ensemble
o Long et fastidieux (60Mb)
o Non exhaustif  Tout le génome d’un
PD(LJJS ?ﬁj@?ﬁ%ﬁaﬁ'@?éﬁﬁ%@l . individu pourra étre

séquencé en 1 fois



NGS : Capacité de séquencage

«  Genome : beaucoup de séquences a analyser donc 98% de non codantes
« [Exome: 30 000 génesy compris des non codants (2% non analysé —10% mal analysé)
e Clinicome: 1000 genes connus impliqués dans les maladies

« Genes ciblés: Etape préliminaire de I’ enrichissement de séquences tout en
contribuant a une diminution des codts (on ne séquence que ce qui semble

pertinent...)
Géne

@?

e 1Kb a 100Kb ‘
« 1a100exons *
(max 360 exons) i

g -
PGM: 10 Mbupto 1 Gb

—

) lon Proton: 10Gb >120Gh ‘g *

Pascale Richard - Damien Sternberg
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30 megabases (Mb)
180 000 exons
1% du génome

MySeq: 120 Mb —7.5 Gb
HiSeq: 600 Gb

Génome

3500 Mb (3,5 milliards de paires de

nucléotides) — haploide

27000 a 30000 genes



http://www.biorigami.com/?p=1226
http://www.biorigami.com/?p=1226
http://www.biorigami.com/?p=1226

NGS Moyen et Haut debit

Amplification multiplex de génes d’intérét

(1) Multiplex PCR, Amplification of Specific Targets

q\'agf
» S Target
i e ————
15t PCR (multipiex) \
O — e )

(2) Universal PCR, Addition of MIDs and 454 adaptor sequences

A-gdapior
& _ Tag1
>
—o R == — o—=e

Universal PCR ("simplex”)

o o—o-6—=

00 Sensibilité et reproductibilité du séquencage du gene MYH7

20000

15000

10000

5000 Li, | ] » |
0 y-N‘y-“‘wL
— AN N O O DN O N O = A N IO O IN 0O ON O —w Ao <H IO O DN 0O O
O O O O O O O OO A ™ rmrct™—"memm—m+r——= adaada}]adadada}0a4aacda4aadcnad
SEEISSESSEEONDETE OO R OO
DEVEFGEHE S5555555555555555555¢%
Pasceile Richard - Damien Sternberg
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MYH7-E30
MYH7-E31
MYH7-E32
MYH7-E33
MYH7-E34
MYH7-E35 [
MYH7-E36
MYH7-E37
MYH7-E38
MYH7-E39
MYH7-E40

Sélectionner les génes d’intéret

Les amplifier en morceaux mais
tous ensemble = PCR Multiplex
(EmPCR,..)

Les séguencer tous ensemble

Détection des signaux -—-> analyse
et Interprétation

W Sériel
W Série2
B Série3
M Série4
W Sérieb
B Série6

Série7
I Série8



Sequence CMH7776 7/ 133110014

Exemple d’analyse des résultats

Crder | Protacal | Farrily | allel  distinck 41 |0ther 18 I homopalymer 2 I filter 0 I @ sl Genes
Order Mo: 133110014 Pl mut DB | In... | GEne | Transcripk | Marne | Location | Pos, | Type | Muc Change | Coverage | Af Change

Patient:  P-CMH7776 M & 4 MYBPC3 ENSTOO000S,.. | MYBPC3-EOS ES 12§ 1bp D C (het) 46% (1598) [44% (930) { 48% (6687]

DNA Mo, CMH7776 M M ) MYBPC3 EMSTOO000S,.,  MYBPC3-EDG E& 52 (706) C A ->Gihet) S51% (1968) [S1% (976) [ 51% (992)] S-xG(236)

Date: 11j07/2013 15:30:53 M & 3 MYBPC3 ENSTOO000S...  MYBPC3-EOG-...  E6 52 (706) C & -5 G (het) 51% (1968) [S1% (976) { 51% (9927] 5 -3 G (236)

Settings: M & 7 MYBPC3 ENSTO0000S.., | MYBPC3-EDT E7 14 (786) C C - T (het) S0 (4006) [S0% (27231 | 51% (1277)] T-T(262)

Eaeoie] = M & &  MYBPC3 ENSTOO000S... MYEPC3-EO7... E7 14 (788) C C-3 T (het) 50% (3993) [S0% (27300 | 51% (12691] T-:T(262)

,I’_Settings ! . . . E E 9 MYEPC3 EMSTOOO00S,.. MYBPC3-E13-... E13 -24 C C-=Tihet) 43% (4471 [43% (4471 | 0% (0)]

gg“tﬂed{rdfnﬁ':':bds"ic;\'f? f‘ga'ys'” & 10 MYEPC3 EMSTOOOOCS...  MYBPC3-E13-.. EL3 +29 c G-» & (het) 559 (596) [14% (3) ] 55% (593)]

Bath dir. min % eyt off = || 11 MYBRC3 ENSTOODOOS... | MYBPC3-El4-.. El4 +49 c T -» C thomo} 100% (3455) [100% (2567} ] 100% (888)]

=i PP Y rcroonoor | steonen cia o e famman - PR, Arne f1avet Fomns £4am ) anes £4nsen] [P
State: compl. 14_1 |
|—Files 8§
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KN IR

Gene | Bases | ‘far. | Col
MYBPCS 12956 15/6

MYH? 16955 14111

MYLZ 2111 33

THMI3 2790 zlo

THMNTZ 3936 7lo

I

—ROIs [ Locations

Marme | Bases | :I
MYBPC3-EQ4E05-CM 439
MYBPC3-E0S 159
MYBPC3-E0G 158
MYBPC3-E06-CM 209
MYBPC3-EO07 89
MYBPC3-EQ7EQS-CM 346
MYBPC3-E0S 70
MYBPC3-E09 94
MYBPC3-E09-CM 154
MYBPC3-E10 43
MYBPC3-E10-CM 103
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4
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ENRICHISSEMENT des

fragments par capture

NimbleGen SeqCap EZ Protocol
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Sensibilite du sequencage de 76
genes apres capture

Test phase 2 : Plus de 95% des régions ciblées ont été capturées. La couverture moyenne de chaque
séquence codante capturée est représentée figure 3. Pour un géne localisé sur un autosome, cette
couverture atteint 2500X et 1200X pour un gene sur le chromosome X (chez un homme). Cette
couverture trés importante permet également de détecter les variations de nombre de copies d’un
gene (CNVs).

Figure 3: Couverture moyenne des génes analysés (* genes localisés sur le Chromosome X)
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Préesentation des variants identifies

W0~ @ s W e

I R S AR S E R AR
Wit |~ ESIRITIN I S = N R R -l R S L]

A B C D E F G H | J K L M N o]
Gene_0 Chr_ 2 Type 3 Genot'Variant_1 Read D dbSNP ID_44 Conseguence_28 Transcript_2 HGVSc_42 HGVSp_43 cDNA Positic Protein Posit Amino Acids Cadons_3:
TMNNT2 1snv het  T=T/G 2321 rs1104858  intron_variant MNN_000364.. NM_000364.2:c.601-404A>C 0 0
THNT2 1 snv het C=C/A 1228 rs2365652  intron_variant MN_000364. NM_000364.2:0.601-514G>T U] 0
TNNT2 1 snv het  G»G/A 3491 rs3729547  synonymous_variant NM_000364. NM_000364.2:c.348C>T NM_000364.2:c.348C=T(p.=) 417 1161 atc/atT
THNT2 1 snv hom  C=T/T 1920 rs1573230  intron_variant NM_000364.. NM_000364.2:c.233+67G>A 0 0
THNT2 1snv het  C=C/T 1207 rs3729843  intron_variant MNN_000364.. NM_000364.2:c.164-50G>A 0 0
TMNT2 1 deletion het CAGAAG=CA 932 rs45533739 splice_region_variant, NWV_D00364.. NM_000364.2:c.53-11_53-7delCTTCT 0 0
THNT2 1 snv het C=CT 1358 rsB68407 intron_variant MM _000364.. NM_000364.2:c.42-58G=A U] 0
N/A 5 snv het  C=C/T 3054 rs73838942
N/A 5 snv hom  T=C/C 3161 rs10061598
EBF2 8 snv hom  A>G/G 644 rs1994297  intron_variant NM_022659.: MM_022659.3:¢.552-52170T=C 0 0
MYBPC3 11 snwv het G=G/A 585 rs2290146  intron_variant MN_000256.. NM_000256.3:c.3815-66C>T U] 0
MYBPC3 11 snv het  G=G/A 719 rs3729802  intron_variant MNN_000256.. NM_000256.3:c.3627+49C>T 0 0
MYBPC3 11 snv het  ©=C/T 1584 rs1052373  synonymous_variant  NM_000256. NM_000256.3:c.3288G=A MM _000256.3:c.3288G=A(p.=) 3343 1096 gaG/galh
MYBPC3 11 snv het  TsT/C 793 rsl1570115 intron_variant MNN_0002536.. NM_000256.3:c.3191-21A>G 0 0
MYBPC3 11 snv het  G»G/T 1054 intron_variant NM_000256.: NM_000256.3:2.2905+24C>A 0 0
MYBPC3 11 snwv het  T=T/C 1407 rs2856653  intron_variant MM _000256. NM_000256.3:c.2067+118A>G U] 0
MYBPC3 11 snv hom  A>G/G 2696 rs896818 intron_variant NN _000256.: NM_000256.3:c.1226+48T>C 0 0
MYBPC3 11 deletion het AG>AG/A 2658 rsl1570050 intron_variant, MM_000256. NM_000256.3:c.506-12delC U] 0
N/A 13 snv het  A=AST 1078
MYH7 14 snv het  G»G/A 3968 rs45609633 intron_variant NM_000257.: NM_000257.2:c.5158-35C>T 0 0
MYH7 14 deletion het  AACACAC»A 3692 intron_variant MM_000257. NM_000257.2:c.3099+105_3099+110de|GTGTGETinsGTGT 0 0
MYH7 14 deletion het  AACACAC=A 3692 intron_variant, MM_000257..NM_000257.2:.3099+105_3095+110delGTGTGT 0 0
MYH7 14 deletion het GT=GT/G 1427 intron_variant, NM_000257.: NM_000257.2:c.835+69delA U] 0
MYH7 14 sny het  C=C/A 1425 intron_variant NM_000257.. NM_000257.2:.895+68G>T 0 0
MYH7 14 snv het CEC A 1424 intron_variant MM _000257.NM_000257.2:C.895+64G>T U] 0
MYH7 14 snv het  C=C/G 1427 intron_variant NNM_000257..MM_000257.2:¢.895+61G>C 0 0
MYH7 14 snv hom G=AfA 2427 rs2069540  synonymous_variant NW_000257.NM_000257.2:c.189C=T NM_000257.2:c.189C>T(p.=) 291 63 acC/acT
TNNIZ 19 snv hom  A=C/C 2326 rs7252610  intron_variant NN _000363.: NM_000363.4:0.373-10T>G 0 0

Pascale Richard - Damien Sternberg o
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Exemples de renrésentation des résultats

Mutation de type CNVs

Fio  View Tracks

I =181}

T—e— | e B > @ 0 x]p[ S =
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E < q Ll a%k. q27. q
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Bioinformatique

Nouvel outil et nouveau métier pour les géneticiens moléculaires

L’ analyse vue par |’ informaticien

« Appliquer les critéres de qualité
« Aligner les régions séquencées sur la séguence de référence

L’ analyse vue par le biologiste

1 exome : 150000 variants par patient
1 capture ciblée de 80 genes entiers (3000 variants)
1 capture ciblée des exons de 80 genes (150 variants)

 Eliminer les régions non ciblées (untargeted)
Intergéniques, Downstream and upstream, 5’ UTR et 3’ UTR
Génes non capturés (miRNA, ....)
Introns ??
 Trier les variants restants en fonction de leur fréequence allelique
Enlever SNVs de fréquence 0.01 >> 0.99
 Eliminer sous réserve en fonction du contexte
Variants homozygotes : Attention Chromosome X

Pascale Richgr ém . . . . ’ Api
® DU Myologig%grg eS)?i?@P‘%ﬁﬁes : Attention aux sites crypthues d epissage P




Interpretation des mutations

La difficulté n’est pas de trouver des mutations mais de leur attribuer un role
pathogene en relation avec la maladie

Critéres de pathogénicité d’ un variant

Modification de |” acide aminé (analyses in silico)

Role de la région protéique impliquée

Région conservée dans |’ évolution des espéces

Coségrégation familiale si possible

Absence dans les bases de données de populations controles de méme

origine ethnique

g B

e Une mutation qui ne change pas |’ acide aminé n’ est pas toujours
un polymorphisme

e Un codon stop n’ est pas toujours pathogéne

* Des variations faux sens sont souvent des polymorphismes

Cette interprétation n’ est pas toujours possible
1. Faux positif: faux diagnostic, faux conseil génétique, faux traitement

. Empéche d’ avancer dans la réflexion de recherch iagnosti
Pascale Richar —Dcmier‘??’r%m%grga ancer dans la reflexion de recherc edUdag SLie ¢

DU Mvoloaie 2015



Complexité des techniques et de
I'analyse NGS

Manipulation délicate (nombreuses étapes manuelles
délicates pour I'analyse des panels par capture-NGS) ;
perspective d’automatisation

Analyse Bioinformatique : pipelines a etablir, a valider, a
mettre a jour

Développement des bases de données d’annotation et de
corrélations (fréquence, phénotype(s), reféerences
bibliographiques ....) :

« LSDB (locus-specific mutation database)

« EXAC, ClinVar, HGMD-Pro (payant)

Interprétation des variants identifiés

« Plan technique: faux positifs

« Plan Biologique: relier un variant a la maladie (apparentés)
Colt : 500/1500 euros par patient

Pascale Richard - Damien Sternberg DU Myologie 2015



Mutations geniques: localisation

Site de début

de la Signal de
Région traduction reconnaissance pour
promotrice ATG la coupure du
X transcrit primaire

AATAAA

CAAT TATA
]

Site de

1 / polyadénylation

"Enhancer”

"Silencer” Intron Exon

'~'£

l J

®bu M@ Andhialie de polyadénylation des ARNm

] /
W sife
TR")

Région adjacente 3'

Région adjacente 5" ("5' L d " TR ™
Régulation ﬂcdc oiffe ("3"UTR")
* ‘A’ E. Jaspard (2011)
(1) (2)(3) (4) ®) 6 @)

(1) Modification quantitative de | " expression

(2) Anomalie de l'initiation de la traduction

(3) Substitution ou insertion/délétion — Mutation pathogéne ou Polymorphisme
(4) Absence d’ épissage (site donneur ou accepteur)

(5) Site cryptique

Poscoqg)RiEkﬁ%tr%l r—‘%glr!r%re]ﬁ%?em berg



Nature des Mutations geniques

Substitutions de nucléotides

Mutation faux sens Mutation non sens
changement TA versAT
S changement CG vers TA
#  matrice de 'ARNm matrice de PARNm
-------- TACACCGAGGGCCAARTT - -« * - * * 1o 3 vt PACATCGAGGGCCTAATT + » « + » + +
-------- ATGTGGCTCCCGGITTAR - - - - - - - AR v s nios s ADN
brin non transcrit (méme ségquence REGTAGCTCCCUUATTAR
¢ PARNM 4 brin non transcrit (méme séguence
ranscription | que ™M changement A vers U transcription aue 'ARNm
_-changement G vers A
ARNm - ARNm
-------- AUGUGGCUCCCGGUUUAA -+« = -+« 5 e s e s AUGUAGCUCCCGGAUURA: = » + + » » »
traduction ‘ tradnction‘
protein
NH; = wmet-trp-leu-pro-val COOH  protéine NH, e met COOH  protéine
X \
changement car; changerent car:
GAU = aspartate UGG = tryptephan
mais GUU = valine mais YAG = STOP

tenminaison prématarée

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Insertion ou délétion de nucléotides

Le cadre de lecture
- détermine la traduction donc est essentiel a la synthése exacte de la

protéine . .
Mutation frameshift

(décalage de cadre de lecture)

P Insertion de TA

: ¥ matrice de I'ARNm
RERRREER TACACCTGAGGGCCTAATT  + + + + + +

5 viirie s APGTGGACTCCCOGATTAR - « + « ¢ » - ADN
TGTGGACTCCCSATZAN. - L0
lranscrlption‘

A dans 'ARNm change le cadre de legture

ORI AUGUGGACUCCCGGAUUAR: * <+ ++ *+
| PSS | VRS YRR WO | iy | G | DA |

traduction ‘
NH G met-trp-thr-pro-gly-iey - COOH  protéeine

changement car:
Ie cadre de lecture est decale
d'une base vers la gauche

» Les délétions ou insertions sont de conséquences variables selon le
nombre de nucleotides concernes :
o de 1 ou 2 nucléotides, elles décalent le cadre de lecture (codons)

o de 3 nucléotides, elles aboutissent a la suppression d'un acide aminé dans la
protéine exprimee

Posc@lergrarid edorgsewbetdies peuvent supprimer l'expression d'un ou de plusieyrs

® DU Mextogis 20ire d'un géne entier.



Les mutations d'epissage

Ce sont des substitutions de nucléotides qui entrainent une anomalie de I’ épissage des ARNm

A ,
Epissage normal

Exon 2 i : €xon 3 j : Exon 4 Saut d’ exon

Epissage normal

Exon 2 i : Exon 3 i : Exon 4 Délétion d’ exon

C ;
Epissage normal

Exon 2 Exon § Exon 4 Rétention d’ intron

Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015




Remaniements intra chromosomiques

* Insertions ou délétions de plus grande taille
« Peuvent concerner un ou plusieurs exons entiers

 Dues a des recombinaisons intragéniques qui se produisent le plus
souvent dans les parties non codantes entre des séquences
homologues

o Entre 2 introns
o Entre les parties 5’ ou 3’ et les introns

N88K

1112 r[3456 /118

297 N88K \
W : 3] [4][5][6] 71 [8




Le gene et ses alterations

Exen Exon 2 Exon3 Exon 4
Fromoter | | ntron 1 1 intron 2 i alron3 |

4"‘«5_.-—1 b —— S——— (i — 1_25'1“'\

Distribution des mutations par type

Hon
Réarangements; 8% SENs;

330

aux
ZENS;
66%

Insdel Ht; 24%

substitution ; 70%

100 000 mutations ~ Mutation Faux sens : aboutit a la synthése d’une protéine contenant une mutation

décrites ) Mutation non sens : Aboutit a une élimination de 'ARN messager donc ne conduit pas a une protéine mutée
Pascale Richard - Damien Sternberg o
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Physiopathologie des mutations

Allele « null » : allele qui ne s’exprime plus

o Conséquence habituelle des stop, frameshift, mutations
d’épissage, grands remaniements

o Mécanisme de régulation conduisant al’ élimination des
messagers correspondants a |’ allele muté (alléle null avec
perte d’expression)

« Deux alleles « null » : équivalent d’un « knock-out » du
gene

« Allele « null » hétérozygote : un second allele (normal ou
muté) s’exprime

« Allele muté exprime

o Conseéquence habituelle des faux-sens

o La proteine mutée est synthetisée en quantité normale

* Perturbe un assemblage moléculaire ou une fonction (gain de
fonction, possible effet dominant négatif)

Beaucoup-de génes préséenteritiles dewemécanisnies/en foritecte
Jdes mutéﬁ@ﬁé‘?@i y_sont identifiées 3

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Approche fonctionnelle des faux-

sens : les protéines du muscle

Matrice extra cellulaire

————— / Membranaires

e el e Filaments Intermédiaires

Laminin-2

o Dy E3188 an
Sarcolemma R = mplex
\ Sarcoglycs ) ¢

) R Y Sarcomériques

Cytosoligues - Mitochondriales

Nucléaires

Protéines de structure

Enzymes Canaux ioniques

—— Nuclear membrane

- s
') 11 Maaas .
R &
B .
» A ! N
» ) N

Protéines de transport

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Analyse de L'ARN messager

« Aspect qualitatif: 'ARNm est le reflet de la proteine

o L"ADN génomique peut sembler normal et I’ ARN messager sera
anormal donc la protéine sera anormale

« Aspect quantitatif

o L’ expression ou la répression de certains génes en fonction de
conditions physiologiques ou pathologiques peut necessiter la
quantification des ARNm. Dans ce cas, il est nécessaire de
travailler sur le tissu d’ intéret

Plus difficile a mettre en ceuvre pour le clinicien (prélevement) et le
biologiste

Plus délicate
00 ARNmM sont plus fragiles
0 Cellules ou le géne s’ exprime
0 Transcription illégitime (lymphoblastes)

Bien adaptée aux grands genes avec de nombreux exons

Pascale Richard - Damien Sternberg
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Cas « Classiques »

Transmission dominante

-1 -2

SCo

83 yrs
o ! ! ! 1 1 A = —
—1 o N v @ 1 B—O
s : X ! \_~
=1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 110 =11

Cancer SCD SCD Gen - Gen - Cancer  SCD Cancer Gen »
32 yrs 30 yrs 31 yrs

-1 "-2 "3
Gen Gen + Gen +

"COGAGGCTCGCGGCA h‘; CCGAGGC&NGC‘CGCk A‘
Héterozygote

- Corrélation de la mutation trouvée avec le phénotype
- Coseégrégation au sein de la famille

5 Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015

Transmission Récessive

A

CTTTCANCCGR TAAGCA TCC GGG M)

GTGTGGCCCTATGGCGTGOTLCTOTGGEM

il S

220insC

STTTCAXCCC GANONCOTNCC GG aAL

GTGLGCCTATGROUNTGG TCCT CTGGGAG
2368G A

Exon 14

O

1 2
[220insC) V790M
N HEl
1 2 3
220insC VIoos 220insC

V790M

V7aom



Cas « Particuliers »

- 74 - Dohie heteramypoe MYHF! Single hetesorypous MYH7 or
D I g e n IS m e MVEPCT (n=3) MVEPCS fn=6)
Mo I¥5 {mum) 30,5495 10.5£2.0"
Spirico soore | mm) E027 07
Glu483Lys in b-MHC (MYH?7) —Q
Glul1096Stop in MyBP-C (MYBPC3) 4 I
' o
Cardiomyopathie Hypertrophique . M@F/lC
« Dominant [MyBP-C] [ ] p MHC

» Autosomique

Pénétrance Partielle ' | |
» Hétérogénéité Génétique . ‘ O

1 2 3 4
MyBP-C
MyBP-C sMHC pMHC y
g MHC
o B O m O o
1 2 3 4 5 6 7 8
MyBP-C g MHC MyBP-C MyBP-C MyBP-C
g MHC
Pascale Richard - Damien Sternberg Q
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Cas « Particuliers »

Deux mutations differentes dans une méme famille

Analyse de
la mére

~~

Mutée MYBPC3

Défibrillateur

Mutation connue

/ Recherche
mem w =

Mutation absente !!!

Mort subite Ttt CMH Ttt CMH

a 17 ans
pdt sport
l « Confrontation »
Rassurer et poursuivre le sport ?? clinico-génétique
Nouvelle analyse <::5
1) Arrét du sport Génétique ->

pascale Richard - DRy dransmission a Autre Mutation dans le méme gene
DU Myologie 2015 |5 descendance



Cas « Particuliers »

Neomutation

Collagénopathie
* Autosomique récessif

* dominant 60 % néomutations

O 1-

Pas de mutation

1—

p.Gly290GIu
Héterozygote

Pascale Richard - Damien Sternberg
DU Myologie 2015

oty

Q‘ Pas de mutation

2
£.1970

B0 @RS
4 5
§-1278  6-1288

3
$-1289

Pas de mutation



Cas « Particuliers »

Mosaigue Germinale

DCG/ 28.01.05
0 R9a J. ' LMNA | Exclu selon hypothése
R : AD ou AR
354 3-55
D) s { =
Zo,nm Tlle00 uda
| D1S1595 77 285 2;3 285
— r [ D1S2624 211 205 209 209
fat
\ O!ji( . f\ \
Mé*ll uJ:X"‘?“( \
352 353 3-56 3.57 3214 3213
) D = I =) &)
I lig
Feeio Sarah  Hawake Vohawsd DRt Al

DIS1595 277 273 277 285 285 273 277 285 288 273 277 273
D1S2624 211 209 211 209 205 209 211 209 205 209 211 209
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Cas « Particuliers »

Remaniements Chromosomiques
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Conclusion

« Pathologies souvent difficiles a diagnostiquer en génétique
moleculaire : la moitieé des patients restent sans anomalie
identifiee, le NGS va apporter une amelioration incomplete

- Importance des examens complémentaires (BM, cardio, CPK)
et du raisonnement diagnostique prenant en compte
I’ensemble des elements

- Information des patients quant aux bénéfices et aux limites a
attendre en I’ état actuel des technologies et des
conndissances
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