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I INTRODUCTION 

La déficience intellectuelle (DI) est définie comme un trouble neuro-développemental 

apparaissant dans l’enfance et caractérisé par des déficits du fonctionnement intellectuel et 

du comportement adaptatif dans les domaines conceptuel, social et pratique. Selon 

l’American Psychiatric Association (American Psychiatric Association 2013), trois critères 

sont nécessaires pour diagnostiquer une déficience intellectuelle :  

1. les déficits de fonctionnement intellectuel tels que de raisonnement, de résolution de 

problèmes, de planification, de pensée abstraite, de jugement, d’apprentissage 

scolaire et d’apprentissage par l’expérience ; 

2. les déficits de fonctionnement adaptatif provoquant des difficultés pour l’individu à 

respecter les normes socioculturelles et de développement et à assumer ses 

responsabilités sociales ; 

3. l’apparition de ces troubles pendant l’enfance. 

 

La prévalence mondiale de la DI est proche de 1 % (Maulik et al. 2011). Les hommes sont 

plus touchés avec un ratio homme/femme qui se situe entre 1,3 et 1,9 (Leonard et Wen 

2002). Ce déséquilibre peut s’expliquer par les formes liées à des anomalies sur le 

chromosome X, qui contient une densité importante de gènes impliqués dans les fonctions 

cognitives (Chelly et al. 2006). 

Plusieurs degrés de gravité sont distingués dans la DI, qui peut être qualifiée de légère, 

modérée, sévère ou profonde. Chaque classe affecte respectivement 85 %, 10 %, 3,5 % et 

1,5 % des individus atteints (Committee to Evaluate the Supplemental Security Income 

Disability Program for Children with Mental Disorders; Board on the Health of Select 

Populations; Institute of Medicine; The National Academies of Sciences, Engineering, et 

Medicine 2015). Elles peuvent également être classées en DI non syndromiques et DI 

syndromiques. Ces dernières sont associées à des caractéristiques cliniques ou 

comorbidités très variables telles que des malformations d’organes, des troubles de 

croissance, des particularités morphologiques ou des troubles neuro-développementaux non 

spécifiques comme l’épilepsie, la schizophrénie ou l’autisme (Chelly et al. 2006). Les DI non 

syndromiques sont isolées. 

 

Les étiologies responsables des DI sont très hétérogènes et se composent de facteurs 

génétiques et environnementaux. Ces derniers sont des facteurs exogènes qui influent sur le 

développement et le fonctionnement du système nerveux central. Ils interviennent dans la 

période prénatale (exposition à des substances toxiques comme l’alcool, infection maternelle 

comme la toxoplasmose ou la rubéole), périnatale (traumatisme à la naissance, hypoxie, 
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infection materno-fœtales…), ou postnatale (infections, intoxications, traumatisme 

cérébral…) (Maulik et al. 2011). Dans l’étude de Rauch et al. réalisée en 2006, 59,3 % des 

étiologies des DI sont inconnues et la contribution des causes exogènes est estimée à 

seulement 1,3 %. Les 39,4 % restants représentent des causes génétiques, qu’elles soient 

chromosomiques, subchromosomiques ou moléculaires (Rauch et al. 2006). Depuis 2009, le 

séquençage de nouvelle génération, également appelé séquençage haut-débit ou Next 

Generation Sequencing (NGS) a permis d’augmenter considérablement le rendement 

diagnostique en identifiant de nombreux gènes et variations responsables de DI (Figure 1) 

(Ng et al. 2010; Ng et al. 2009; Vissers, Gilissen, et Veltman 2016). Ces techniques ont 

permis de constater qu’une grande proportion de DI est due à des variations rares 

monogéniques (Ellison, Rosenfeld, et Shaffer 2013). Un très grand nombre de gènes est 

impliqué (Sian Ellard 2014) et chaque gène de DI pris individuellement ne représente qu’une 

très petite proportion des étiologies, estimée pour chacune à moins de 1 % (Ellison, 

Rosenfeld, et Shaffer 2013; McClellan et King 2010a, 2010b). Actuellement, on connaît plus 

de 1500 gènes impliqués dans les DI (Lelieveld et al. 2016). La grande majorité des DI est 

d’apparition sporadique et s’explique le plus souvent par des variations de novo (c’est-à-dire 

survenues au cours de la méiose et absentes chez les parents) affectant des gènes codant 

des protéines et impliqués dans le développement (de Ligt et al. 2012; Gilissen et al. 2014; 

Veltman et Brunner 2012; Vissers et al. 2010). 

 

Aujourd’hui, malgré cette grande avancée, près de 30 % des DI restent sans diagnostic 

moléculaire (Vissers, Gilissen, et Veltman 2016). Cette proportion s’explique par 

l’hétérogénéité génétique et phénotypique de la DI. Identifier les causes moléculaires des DI 

est indispensable (Kaufman, Ayub, et Vincent 2010; Rauch et al. 2006; Vissers et al. 2010), 

d’une part en recherche pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués 

dans la DI et d’autre part en clinique pour améliorer la prise en charge de l’individu atteint, 

orienter le conseil génétique et identifier de potentielles cibles thérapeutiques. 

 

Depuis 2005, le séquençage haut-débit évolue en devenant plus abordable (Metzker 2010). 

Son arrivée dans les laboratoires d’analyses médicales a conduit à réorganiser les stratégies 

de diagnostic moléculaire sur le territoire national. Les investigations habituelles en 

génétique devant une DI sans orientation diagnostique sont les suivantes : 

1) Recherche de la maladie de l’X fragile par biologie moléculaire car cela reste la 

cause la plus fréquente de DI héréditaire avec une incidence estimée à 1 sur 4000 

hommes et à 1 sur 5000 à 8000 femmes (Hill et al. 2010) ; 

2) Analyse chromosomique par puces à ADN (par CGH array ou SNP array) ; 
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3) NGS, dont deux approches sont actuellement implantées en laboratoire de diagnostic 

en France dans le cadre de la DI : l’approche par panel de gènes ciblés ou celle par 

séquençage de l’exome. 

Le laboratoire de génétique du CHRU de Nancy a mis en place le séquençage d’un panel de 

plus de 400 gènes impliqués dans la déficience intellectuelle. 

 

L’analyse par panel de gènes en NGS est une stratégie dans laquelle un ensemble défini de 

gènes liés au phénotype de l’individu est analysé. Cette méthode consiste à enrichir des 

régions d’intérêt appartenant à des gènes qui sont connus ou soupçonnés comme étant 

impliqués dans la pathologie. Le débit important de cette technologie permet l’analyse 

simultanée de plusieurs gènes chez plusieurs individus et la rend utilisable pour des 

maladies présentant une forte hétérogénéité génétique (Collège National des Enseignants et 

Praticiens de Génétique Médicale 2016). 

 

La sélection de gènes appropriés dans un panel est difficile et nécessite un partenariat étroit 

entre les cliniciens et les généticiens de laboratoire. La plupart du temps, les panels sont 

constitués de gènes validés comme étant en cause dans la pathologie étudiée, c’est-à-dire 

déjà décrits dans la littérature comme responsables de DI. Leur validation nécessite, pour la 

majorité, des analyses fonctionnelles et/ou des réplications de cas apportant des preuves de 

leur pathogénicité. La connaissance des mécanismes moléculaires et physiopathologiques 

facilite l’interprétation des résultats pour ces gènes. Certains gènes associés à des troubles 

ayant un phénotype chevauchant avec ceux de la DI peuvent être inclus dans le but d’un 

diagnostic différentiel (Xue et al. 2015). 

 

Le nombre de nouveaux gènes découverts comme étant impliqués dans la DI augmente très 

rapidement et de manière continue au cours de ces dernières années (Figure 1). C’est 

pourquoi, il est fréquent d’inclure dans les panels des gènes dits candidats ou gènes de 

recherche, c’est-à-dire des gènes suspectés d’être impliqués dans la DI, sans validation 

fonctionnelle ou sans réplication de cas. La vocation de ces derniers se situe dans le versant 

de la recherche car leur identification n’est souvent basée que sur quelques familles ou cas 

isolés. L’analyse porte sur les séquences exoniques et sur les quelques dizaines de paires 

de bases des introns flanquant les exons pour couvrir les jonctions introns-exons contenant 

les sites consensus d’épissage de l’ARN. Il est possible d’ajouter des régions géniques 

supplémentaires telles que des promoteurs ou des introns d’intérêt clinique (Collège National 

des Enseignants et Praticiens de Génétique Médicale 2016). Les panels peuvent être « fait 

maison » par le laboratoire lui-même ou peuvent, dans le cas de certaines pathologies 
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particulières – en général, celles pour lesquelles un petit nombre de gènes est ciblé – être 

fournis « prêt à l’emploi » par certains fournisseurs. 

 

Un panel peut compter de moins d’une dizaine à plusieurs centaines de gènes en fonction 

de la pathologie ciblée et du laboratoire proposant le test. Il existe par exemple un panel 

ciblant 44 gènes de DI proposés par les CHU de Saint-Étienne ou de Bordeaux et des 

panels beaucoup plus conséquents comme celui du CHU de Brest contenant plus de 500 

gènes de DI (Orphanet). Certains laboratoires préfèrent n’inclure que les gènes fortement 

associés à la pathologie tandis que d’autres privilégient le rendement diagnostique en 

incluant le plus de gènes possibles. L’interprétation de ces derniers peut s’avérer difficile et 

générer de nombreux variants de signification indéterminée (VUS), pour lesquels des 

recherches plus approfondies sont nécessaires, lesquelles peuvent montrer que ces variants 

ne sont finalement pas mis en cause dans la symptomatologie de l’individu testé (Xue et al. 

2015). 

 

 
FIGURE 1 : Augmentation du nombre de gènes connus comme étant impliqués dans 

la DI au cours du temps (à gauche) et rendement diagnostique des DI au cours du 

temps (modifiée d’après Vissers, Gilissen et Veltman 2016). 

 

Ce travail a pour but d’évaluer l’intérêt d’une réanalyse à un an environ de résultats 

jusqu’alors non contributifs d’un panel de 446 gènes impliqués dans la déficience 

intellectuelle effectuée au laboratoire de génétique du CHRU de Nancy. Depuis la mise en 

place du panel au laboratoire, 66 individus atteints de DI ont bénéficié d’un séquençage de 

panel de gènes entre fin 2015 et 2017. Après une première interprétation, aucun variant 

candidat n’a été retenu pour 44 individus. Le but de ce travail est : 

1) d’évaluer la valeur ajoutée d’une réanalyse de données de séquençage d'un panel de 

gènes de déficience intellectuelle ; 
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2) d’essayer de résoudre de nouveaux cas à la lumière des données actuelles de la 

littérature ; 

3) d’évaluer l’indication d’une exploration par séquençage exomique par une inclusion dans 

le projet INDEXES (INtellectual Disability EXploration by Exome Sequencing). Ce dernier 

vise à explorer, par séquençage exomique en trios (un individu et ses deux parents), dix 

sujets atteints de DI sévère du CHRU de Nancy grâce à un financement obtenu après dépôt 

d’un appel d’offre au CPRC.  



16 
 

II MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 

 

FIGURE 2 : Principales étapes de l’analyse du panel de 446 gènes de DI en NGS. 

Le cadre bleu représente la partie wet lab qui permet de générer les données de 

séquençage (étapes à la paillasse). Le dry lab permet l’analyse bioinformatique des données 

pour l’identification des variants. Les parties vertes schématisent les deux analyses 

indépendantes par deux pipelines différents : le pipeline Ion Torrent Suite  (à gauche) et le 

pipeline maison (à droite). L’encadré gris délimite la première interprétation des résultats. 

L’encadré rose représente ce travail qui consiste en la réanalyse des résultats obtenus par le 

pipeline maison lors d’une seconde interprétation à un an. 

 

II.1 Individus analysés 

Les 66 individus analysés présentent une DI sans diagnostic étiologique. Ils sont vus en 

consultation de génétique médicale au CHRU de Nancy où un séquençage d’un panel de 
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gènes DI leur est prescrit après recueil de leur consentement écrit et/ou celui de leurs 

parents ou représentants légaux. Un prélèvement sanguin est effectué et adressé au 

laboratoire de génétique avec le consentement. 

Après une première interprétation, le résultat est non contributif pour 44 individus. Leurs 

données de séquençage sont analysées une seconde fois, environ un an plus tard. Un 45e 

individu est choisi au hasard parmi les 22 individus pour lesquels la première analyse a mis 

en évidence une étiologie moléculaire et est réanalysé en tant que de témoin positif. 

II.2 Gènes ciblés 

Le panel de gènes utilisé permet d’analyser par séquençage haut débit plus de 400 gènes 

d’intérêt dans la DI. Il a initialement été mis en place par le laboratoire de génétique 

moléculaire du CHRU de Strasbourg en 2014. Deux versions du panel sont utilisées. La 

première version, contenant 439 gènes, est utilisée pour la première série de 16 

échantillons. Les quatre séries suivantes utilisent la seconde version qui contient sept gènes 

supplémentaires, soit un total de 446 gènes. La taille de la région ciblée est de 

2 mégabases. 

 

Ce panel se divise en deux sous-ensembles de gènes de DI : un panel principal de 

diagnostic avec des gènes d’implication prouvée dans la DI et un panel secondaire 

contenant des gènes candidats. Une dernière catégorie correspond à des gènes impliqués 

dans l’épilepsie. L’épilepsie est un trouble fréquemment associé aux DI. Sa prévalence chez 

les individus atteints de DI est plus élevée que dans la population générale et augmente 

avec la sévérité de la DI (Robertson et al. 2015). La liste des gènes du panel est disponible 

en Annexe 2. 

II.3 Wet lab ou génération des données de séquençage 

II.3.1 Prétraitement de l’échantillon 

L’ADN génomique est extrait à partir d’un prélèvement sanguin périphérique sur tube EDTA. 

Cette étape s’effectue à l’aide de l’automate QIAcube (QIAGEN) via le kit QIAmp DNA Blood 

mini, qui, après une lyse cellulaire (en présence d’un tampon de lyse et de protéase), utilise 

l’adsorption spécifique de l’ADN sur une membrane à base de silice selon des conditions 

précises de pH et de concentration en certains sels. Les protéines et autres contaminants 

sont éliminés par différentes étapes de lavages. L’ADN est élué, qualifié et quantifié. Le 

spectrophotomètre Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific) exploite l’absorbance des 

acides nucléiques pour le doser et permettre de détecter la présence d’éventuels 

contaminants. Un dosage plus précis est effectué par utilisation de marqueurs fluorescents 
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spécifiques de l’ADN avec le fluorimètre Qubit 2.0 (ThermoFisher Scientific, kit dsQUBIT 

DNA BR), plus sensible et plus spécifique. Une migration électrophorétique sur gel d’agarose 

permet de vérifier que l’ADN n’est pas dégradé. 

II.3.2 Préparation de la librairie 

II.3.2.1  Fragmentation, sélection de taille et purification de 

l’ADN génomique 

Fragmentation 

La technologie Ion Shear (kit Ion Xpress Plus Fragment Library, Life Technologies) casse 

l’ADN en petits fragments d’environ 130 pb, taille adaptée pour la suite de la technique. 

Cette technologie utilise une enzyme de restriction qui coupe l’ADN au niveau d’une 

séquence caractéristique et le morcelle. 

 

Sélection et purification 

Des billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Genomics), également appelées billes 

SPRI (Solid Phase Reversible Immobilization), sont utilisées pour sélectionner les fragments 

selon leur taille et les purifier. Ces billes sont composées de polystyrène et de magnétite et 

sont recouvertes de groupements carboxyles. Elles sont paramagnétiques, c’est-à-dire 

aimantées uniquement dans un champ magnétique, ce qui les empêche de s’agglomérer 

dans la solution de polyéthylène glycol (PEG) et de sel (ions sodium) dans laquelle elles sont 

en suspension. Le PEG provoque l’agrégation de l’ADN, se trouvant sous forme dissoute 

dans une solution aqueuse, et les ions sodium protègent les charges négatives du squelette 

phosphaté de cet ADN. L’ADN se lie avec les groupes carboxyles chargés négativement. Un 

aimant est placé à l’extérieur du tube pour créer un fort champ magnétique externe. Les 

billes liées à l’ADN sont attirées par le champ et se « collent » à la paroi du tube. L’élution 

s’effectue à l’aide d’eau ou d’un tampon d’élution (solution aqueuse) tout en maintenant le 

champ magnétique. 

 

Il est possible de sélectionner la taille des fragments retenus à l’aide de la solution de billes 

SPRI. En effet, plus les fragments d’ADN sont grands, plus leur charge est importante, ce qui 

favorise leur interaction avec les billes par rapport aux fragments de plus petite taille. Ces 

derniers restent dans le surnageant et sont soit éliminés, soit conservés, selon la taille que 

l’on souhaite récupérer. Plus le ratio du volume de billes SPRI sur celui d’ADN est petit, plus 

les fragments d’ADN retenus sont grands (Figure 3). 
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FIGURE 3 : Taille des fragments d’ADN élués (verticalement) selon le ratio du volume 

de billes SPRI sur le volume d’ADN (horizontalement) (d’après Broad Institute). 

 

Les fragments de la taille souhaitée sont sélectionnés avant de purifier l’échantillon (Figure 

4). 

 

 
FIGURE 4: Aperçu du processus de sélection de taille puis de purification de 

l’échantillon (d’après Beckman Coulter). 

Étape 1 : L’ADN est en solution aqueuse. 

Étapes 2 et 3 : Les plus grands fragments sont éliminés en utilisant la quantité appropriée de 

billes SPRI pour qu’ils se fixent à leur surface. 

Étape 4 : Les plus petits fragments, que l’on souhaite récupérer, se trouvent dans le 

surnageant qui est transféré dans un nouveau tube (étape 4). 

Étape 5 : Les billes sont jetées. On ajoute un nouveau volume de billes magnétiques SPRI 

au surnageant afin de fixer les petits fragments d’ADN que l’on veut purifier. 

Étape 6 : Les billes se fixent au support aimanté entrainant avec elles les petits fragments 

d’ADN. 

Étape 7 : On élimine le surnageant. Deux lavages avec de l’éthanol sont effectués pour 

éliminer les contaminants. 

Étape 8 : L’ADN est élué à l’aide d’un tampon aqueux. 

Étape 9 : L’éluât contenant les fragments d’ADN de taille voulue est conservé. 
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La concentration et la taille moyenne des fragments sont vérifiées à l’aide de l’automate 

Bioanalyzer 2100 (Agilent) avec le kit DNA High Sensitivity (Agilent). Cet automate effectue 

une migration électrophorétique des fragments récupérés à l’aide d’une puce constituée de 

puits connectés entre eux par des micro-canaux en verre. La puce est tapissée d’un gel 

constitué d’un polymère et d’un fluorochrome. Après dépôt des échantillons, des électrodes 

s’emboîtent dans chaque puits de la puce et créent un gradient de tension permettant aux 

fragments d’ADN de migrer. Le polymère permet le tamisage moléculaire : les molécules les 

plus petites migrent plus rapidement que celles de grande taille. Le fluorochrome contenu 

dans le gel s’intercale entre les doubles brins d’ADN, rendant possible la détection par un 

laser des fragments par fluorescence induite. La concentration est déterminée à partir de 

l’intensité de fluorescence. Les données générées sont traduites en images comparables à 

celles d’un gel (bandes) et d’un électrophorégramme (pics). Un étalon externe appelé ladder, 

contenant des composants de taille connue, est déposé dans un puits dédié et permet 

d’obtenir une courbe d’étalonnage du temps de migration des fragments par rapport à leur 

taille. Deux marqueurs internes, de taille connue, un « lower marker » de petite taille et un 

« upper marker » de grande taille, sont déposés dans les puits de dépôt des échantillons et 

du standard externe. Ce sont des standards internes utilisés pour aligner les données de 

l’échantillon de manière relative à celles du standard externe (Figure 5). Ils migrent en même 

temps que les échantillons et que le standard externe. 

 

 
FIGURE 5 : Exemple de profil électrophorétique après fragmentation, sur puce DNA 

Chip High Sensitivity (Agilent), montrant les unités de fluorescence (FU) en fonction 

de la taille (en pb). 

Les fragments de l’échantillon doivent avoir une taille comprise entre 50 et 250 pb. 

 

II.3.2.2  Ligation des adaptateurs et des barcodes 

Cette étape s’effectue à l’aide des kits Ion Xpress Plus Fragment Library et Ion Xpress 

Barcode Adapters (Life Technologies). Les adaptateurs Ion Xpress Barcode contiennent une 



21 
 

courte séquence nucléotidique (environ 10 pb) qui correspond à un code-barres (ou barcode 

ou index) spécifique à chaque échantillon. Ces barcodes permettent le multiplexage de tous 

les échantillons de la série : à l’issue du séquençage, les séquences sont réattribuées à 

chaque échantillon grâce à leur barcode. 

 

Les extrémités des fragments d’ADN sont réparées par une polymérase (Nick Repair 

Polymerase), à laquelle est ajouté un mélange de désoxyribonucléotides. Une étape de A-

tailing ajoutant une désoxyadénosine à l’extrémité 3’ de chaque molécule d’ADN, est 

effectuée grâce à une terminale transférase. Ces deux dernières étapes permettent une 

ligature efficace des adaptateurs aux extrémités 3’A de chaque molécule d’ADN par l’action 

d’une ADN ligase (Figure 6). 

 

 

FIGURE 6 : Schéma des étapes de A-tailing et de ligation des adaptateurs aux 

extrémités 3’A de chaque fragment d’ADN. 

BC : Barcodes. 

 

Les échantillons sont purifiés à l’aide des billes Agencourt AMPure XP sur le même principe 

que vu précédemment, afin d’éliminer les adaptateurs libres. 
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II.3.2.3  Amplification de la librairie barcodée 

Cette étape s’effectue à l’aide des kits SureSelect Target Enrichment Kit PTN Hyb (Agilent) 

et Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent). Des amorces (ou primers) 

complémentaires des adaptateurs d’ADN de nos échantillons s’hybrident sur ces derniers et 

l’ajout d’un mélange de dNTP et d’une ADN polymérase permet l’amplification de la librairie 

par PCR classique. 

Les échantillons sont purifiés à l’aide des billes Agencourt AMPure XP sur le même principe 

que vu précédemment, afin d’éliminer le reste d’enzyme, les dNTP et les amorces libres. 

 

La concentration et la taille des fragments sont vérifiées à l’aide de l’automate Bioanalyzer 

2100 avec le kit DNA 1000 (Agilent) comme vu précédemment (Figure 7). 

 

 

FIGURE 7 : Exemple de profil électrophorétique sur puce DNA 1000 après 

amplification de la librairie montrant les unités de fluorescence (FU) en fonction de la 

taille (en pb). 

On observe un seul pic autour de 220 pb. 

 

II.3.2.4  Concentration de la librairie par lyophilisation 

Si la concentration de la librairie est inférieure à 221 ng/µL, l’échantillon est concentré à 

l’aide du concentrateur SpeedVac (ThermoFisher Scientific). Il s’agit d’un automate qui 

centrifuge l’échantillon sous vide, à une température provoquant l’évaporation de l’eau 

contenue dans le tube. 

II.3.2.5  Capture 

Dans cette analyse, seuls certains gènes précis sont séquencés. Cette étape permet de 

sélectionner les séquences correspondantes à ces gènes parmi la totalité de l’échantillon. 

Des sondes ARN spécifiques, complémentaires des fragments d’ADN cibles sont utilisées 

pour capturer ceux-ci par hybridation. Le design de ces sondes a été réalisé par le 
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laboratoire de génétique moléculaire du CHRU de Strasbourg (Dr A. PITON). Elles sont 

utilisées avec le kit SureSelect Target Enrichment PTN Hyb. 

Les fragments d’ADN sont dénaturés pour obtenir de l’ADN simple brin. Les sondes ARN 

s’hybrident avec la séquence simple brin ciblée. Ces sondes sont biotinylées, c’est-à-dire 

combinées à des résidus de biotine. Leur capture s’effectue par ajout, après incubation, de 

billes magnétiques recouvertes de streptavidine, une protéine qui se lie à la biotine avec une 

affinité exceptionnellement élevée. La streptavidine fixe les sondes ARN biotinylées sur les 

billes magnétiques (Figure 8). Un aimant, placé à l’extérieur du tube pour retenir les billes 

contre la paroi, permet d’éliminer la fraction non capturée en jetant le surnageant. 

 

 
FIGURE 8 : Schéma du processus de capture par le kit SureSelect Target Enrichment 

(d’après Agilent Technologies). 

 

II.3.2.6  Amplification post-capture 

Cette étape s’effectue à l’aide des kits SureSelect Target Enrichment Kit PTN Hyb et 

Herculase II Fusion DNA Polymerase. Des amorces complémentaires des adaptateurs des 

fragments d’ADN toujours fixés aux billes de streptavidine s’hybrident sur ces derniers. 

L’ajout d’un mélange de dNTP et d’une ADN polymérase amplifie les fragments par PCR 

classique. 
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Les échantillons sont purifiés à l’aide des billes Agencourt AMPure XP sur le même principe 

que vu précédemment, afin d’éliminer le reste d’enzyme, les dNTP et les amorces libres. 

L’ensemble des billes est éliminé à cette étape. 

La qualité des fragments capturés et amplifiés est vérifiée à l’aide de l’automate Bioanalyzer 

2100 avec le kit DNA High Sensitivity, de la même manière qu’auparavant avec la puce DNA 

1000 (Figure 9). 

 

 
FIGURE 9 : Exemple de profil électrophorétique sur puce High Sensitivity DNA après 

capture et amplification montrant les unités de fluorescence (FU) en fonction de la 

taille (en pb). 

On observe un pic « échantillon » autour de 220 pb. Un pic autour de 40 pb correspond aux 

amorces restant dans le tube. 

II.3.2.7  Multiplexage des échantillons 

Durant cette étape, l’ensemble des échantillons barcodés sont regroupés dans un même 

tube, en quantité équimolaire. 

 

La taille des fragments d’ADN de la librairie doit se trouver aux alentours 220 pb (± 40 

bases). Ils sont pour cela sélectionnés grâce à une électrophorèse sur un gel d’agarose 

prémoulé à 2 %. Le principe est le même que celui d’une électrophorèse classique avec, en 

plus, la présence, à un endroit précis sur le gel, d’un « puits de récupération » se trouvant au 

niveau de la bande correspondant aux fragments de 220 pb, permettant de les récupérer. 

 

Les échantillons sont purifiés à l’aide des billes Agencourt AMPure XP. La qualité des 

fragments est vérifiée à l’aide de l’automate Bioanalyzer 2100 avec le kit DNA High 

Sensitivity comme vu précédemment (Figure 10). 
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FIGURE 10 : Exemple de profil électrophorétique de la librairie finalisée sur puce High 

Sensitivity DNA. 

 

II.3.3 Séquençage 

Les individus sont séquencés par séries de 16 échantillons sur séquenceur Ion Proton (Life 

Technologies). Une série s’effectue sur deux puces, soit huit échantillons par puce. Pour une 

seule initialisation de l’Ion Proton, les deux puces sont chargées en parallèle et séquencées. 

Au total, 66 individus, quatre témoins positifs ainsi que 10 pools de parents sont séquencés 

en cinq séries. 

II.3.3.1  Préparation du « template » ou matrice de 

séquençage 

Cette étape d’amplification clonale et d’enrichissement est réalisée à l’aide du système 

OneTouch Ion 2 et du kit Ion PI Template OT2 200 v2. Elle est essentielle pour obtenir un 

signal suffisant et détectable lors du séquençage. 

 

L’amplification clonale se fait sur un principe de PCR en émulsion (emPCR). Il s’agit d’une 

phase aqueuse contenant l’ensemble des produits nécessaires à la PCR qui est 

émulsionnée et forme des gouttelettes aqueuses dans une phase huileuse. Dans les 

conditions optimales de ce processus, une gouttelette encapsule des billes ISP (Ion Sphere 

Particle), un fragment d’ADN et des réactifs de PCR contenant des nucléotides, du tampon, 

des ions magnésium, des amorces complémentaires des adaptateurs et de la Taq 

polymérase. D’autres configurations sont possibles comme des gouttelettes contenant une 

ou plusieurs billes avec plusieurs fragments de librairie ou sans aucun fragment (Figure 11). 

La configuration optimale est la configuration monoclonale avec une bille et une unique 

molécule d’ADN. La librairie est préalablement quantifiée afin de pouvoir optimiser le ratio 



26 
 

ISP/fragments d’ADN pour qu’il soit proche de un. Une gouttelette fonctionne comme un 

microréacteur de PCR et amplifie les fragments d’intérêt de façon exponentielle (Figure 12). 

 

 

FIGURE 11 : Schéma des différentes configurations pouvant être rencontrées lors de 

l’émulsion des gouttelettes d’eau en phase huileuse lors d’une PCR en émulsion. 
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FIGURE 12 : Schéma d’une microgouttelette, illustrant le principe de la PCR en 

émulsion. 

À la surface des billes se trouvent des adaptateurs complémentaires de ceux liés à un des 

brins du fragment d’intérêt. Après séparation des 2 brins d’ADN, chacun s’hybride avec son 

adaptateur complémentaire : un avec celui de la bille, l’autre avec celui présent dans la 

microgouttelette. La polymérase synthétise les brins complémentaires. Les 4 brins d’ADN 

obtenus subissent à leur tour un nouveau cycle de PCR, et ainsi de suite jusqu’à 

l’amplification souhaitée (plusieurs millions de copies par bille). 
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Après un contrôle qualité des ISP par un dosage avec le fluorimètre Qubit 2.0, une étape 

d’enrichissement a lieu. Les amorces du mix de PCR, non fixées sur les billes ISP sont 

biotinylées. Cela permet, d’isoler les billes ISP portant des amplicons à leur surface grâce à 

l’ajout de billes magnétiques recouvertes de streptavidine. 

II.3.3.2  Dépôt sur puce et séquençage 

Le kit Ion PI Sequencing 200 v2 (Life Technologies) est utilisé à cette étape. Avant de lancer 

le séquençage, le Proton subit des lavages au chlorite et à l’eau pour nettoyer les tubulures 

de l’appareil puis une initialisation afin d’homogénéiser son pH dans l’ensemble des réactifs 

utilisés. L’échantillon est déposé sur une puce semi-conductrice PI, placée ensuite dans le 

séquenceur Ion Proton. Sur ces puces, la capacité annoncée par le fabricant est de 

10 gigabases de données brutes.  

 

Le séquençage est basé sur une propriété biochimique des ADN polymérase : le relargage 

d’un ion hydrogène à chaque incorporation de nucléotide lors de la polymérisation. La 

libération de proton est responsable d’une variation de pH qui est détectée directement dans 

chaque puits de la puce. La puce semi-conductrice de séquençage est composée de 

plusieurs millions de puits associés à un capteur au niveau de la couche mince (technologie 

des semi-conducteurs) qui détecte les variations de pH et les transforme en variations 

électriques (variations de voltage). Chaque puits a un diamètre ne lui permettant d’accueillir 

qu’une seule bille (Figure 13). Le brin complémentaire de celui fixé à la surface de la bille est 

synthétisé. Des bains successifs contenant un seul nucléotide (A, T, G ou C) sont injectés 

dans ces puits. Si le nucléotide contenu dans le bain est complémentaire de la base du 

fragment d’ADN fixé sur la bille, il est incorporé dans le brin en cours de synthèse grâce à la 

polymérase et libère un ion hydrogène. Sinon, rien ne se passe. Les puits sont rincés et un 

nouveau nucléotide est testé. Le brin complémentaire est synthétisé par ce système de 

« bains » successifs de chaque nucléotide, générant la séquence du fragment d’intérêt fixé 

sur la bille. 

 

Le séquençage est de type « single-end read » : le fragment est séquencé en totalité à l’aide 

d’une seule amorce universelle complémentaire des adaptateurs fixés en 3’ de la séquence 

d’intérêt. Une séquence clé (TCAG), située juste avant la séquence d’intérêt, permet 

d’apprécier l’intensité de signal correspondant à l’incorporation d’une base et d’étalonner 

chaque puits. 
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FIGURE 13 : Schéma du processus de séquençage Ion Torrent (d’après Goodwin, 

McPherson, et McCombie 2016) 

Une bille occupe un seul puits de réaction. L’ajout successif des différents nucléotides 

chacun leur tour dans les puits permet une réaction d’élongation standard pour la synthèse 

du brin complémentaire au fragment cible. Lorsqu’une base est incorporée, un seul ion 

hydrogène est généré, entraînant une variation de pH détectée par un semi-conducteur 

complémentaire à l’oxyde de métal (CMOS) relié à un dispositif de transistor à effet de 

champs sensible aux ions (IFSET). Une fois qu’un nucléotide est introduit, les bases non 

incorporées sont éliminées par lavage et le cycle recommence. Plusieurs nucléotides 

identiques peuvent être incorporés pendant un cycle, augmentant la quantité d’ions émis 

donc la variation de pH. 

 

Le séquençage d’un run dure en moyenne 2 h30 min. La manipulation complète d’une série 

dure une semaine. 

II.4 Pools des parents 

Pour chaque série, des échantillons provenant des deux parents de chaque patient – si 

l’ADN est disponible – sont manipulés et séquencés en parallèle. L’ensemble des 

échantillons provenant des pères sont poolés, formant le « pool des pères » traité comme un 

seul échantillon patient. Tous les ADN de ce pool ont le même code barre. Il en est de même 

pour l’ensemble des échantillons provenant des mères. Sur chacune des deux puces, un 

huitième échantillon correspondant à un des pools parents est déposé : le pool des pères sur 

une puce et le pool des mères sur l’autre puce. 

 

Le séquençage des pools des parents fournit une aide à l’interprétation des variants en 

renseignant sur la ségrégation de ces derniers. Si un variant est mis en évidence dans le 
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pool des pères, sa probabilité d’appartenir à un père autre que celui du patient est très faible 

(= fréquence du variant dans la population × nombre de père dans le pool). Il en est de 

même pour le pool des mères. Ainsi le variant peut être : 

- hérité d’un des deux parents : en faveur d’un polymorphisme sans effet sur le 

phénotype si le parent est en bonne santé ou d’un mode de transmission dominant si 

le parent est atteint ; 

- hérité des deux parents : en faveur d’un mode de transmission récessif ; 

- de novo : en faveur d’un mode de transmission dominant. 

II.5 Dry lab ou analyse informatique des données de séquençage 

II.5.1 Base calling ou détermination de la séquence 

À la fin du run (série) de séquençage, les signaux générés par les variations de pH sont 

convertis en données de séquences, c’est-à-dire en bases A, T, C, G. Des millions de 

séquences, appelées reads ou lectures sont générées sous la forme d’un fichier texte au 

format FASTA. 

Un score de qualité, le score Q ou score Phred, est associé à chacune des bases identifiées. 

Il représente la probabilité d’erreur d’identification de la base : Q= -10 log
10

P, avec P la 

probabilité d’erreur d’identification de la base (Tableau I). Le fichier associé est un fichier 

FASTQ renseignant le score de qualité associé à chaque base de la séquence. Ce score de 

qualité est codé par des symboles où chaque symbole correspond à une valeur de qualité. 

 

Score Q 
P ou probabilité d’erreur 

d’identification de la base 

Probabilité d’un appel de 

base exact 

10 1

10
 90 % 

20 1

100
 99 % 

30 1

1000
 99,9 % 

40 1

10 000
 99,99 % 

50 1

100 000
 99,999 % 

TABLEAU I : Correspondance de la valeur du score Q avec la probabilité d’une 

identification de base exacte. 

Un score Q égal à 10 (Q10) a une probabilité P d’identification d’une base incorrecte de 1 

sur 10, c’est-à-dire que dans chaque séquence de 10 pb, on peut s’attendre à une erreur. 
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II.5.2 Contrôles de qualité primaires 

Différentes métriques, en plus du Q score, permettent d’apprécier la qualité du séquençage. 

Un rapport de données de qualité, appelé FastQC report, permet de contrôler visuellement et 

rapidement différents points essentiels tels que le score de qualité par base et par séquence, 

la distribution de la taille des séquences, la proportion de nucléotides indéterminés et celle 

de chaque nucléotide (A, T, C, G), le pourcentage de GC, la proportion de reads dupliquées 

et d’adaptateurs. 

II.5.3 Alignement ou mapping 

Durant cette étape, l’ensemble des reads sont positionnés sur une séquence dite de 

référence. Ici, il s’agit de la version GRCh37 du génome humain de référence. On obtient un 

fichier texte au format SAM (pour Sequence Alignment / Map) qui occupe une place très 

importante, de l’ordre du Go à une centaine de Go. C’est pourquoi, il est converti au format 

BAM (pour Binary sAM), la forme binaire et compressée du fichier SAM. 

II.5.4 Contrôles de qualité secondaires 

De nouveaux contrôles de qualité sont disponibles à l’issue de l’alignement, fournis par le 

logiciel Torrent Ion Suite. On vérifie l’enrichissement – les pourcentages de reads alignés et 

de reads alignés sur la cible – ainsi que deux paramètres importants : la profondeur de 

couverture (depth) et la couverture de séquence (coverage) (Figure 14). 

 

La profondeur de couverture, exprimée en nombre de fois (X), est le nombre de reads 

alignés sur une base par le séquenceur. Elle peut être exprimée par une valeur pour une 

base précise ou par une moyenne lorsqu’il s’agit une séquence. 

 

La couverture de séquence est le pourcentage de bases séquencées par rapport au nombre 

total de bases de la région cible. 

 

La couverture de séquençage à une profondeur minimale donnée est le pourcentage de 

bases séquencées par rapport au nombre total de bases de la région cible, avec une 

profondeur X donnée (Collège National des Enseignants et Praticiens de Génétique 

Médicale 2016). 

 

Ces mesures reflètent la qualité de l’analyse d’une manière globale. Si leurs valeurs sont 

insuffisantes, le risque de résultat faussement négatif est accru, entraînant une baisse de 

sensibilité de la technique. 
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FIGURE 14 : Illustration des notions de profondeur et de couverture de séquençage 

(modifié d’après Lacoste et al. 2017). 

Les flèches rouges représentent les reads sens et les bleus les reads antisens. Les exons 1 

et 2 correspondent aux régions ciblées par le séquençage. La couverture de séquençage se 

lit horizontalement et la profondeur se lit verticalement. L’exon 1 est couvert à 100 % car 

tous les nucléotides qui le composent ont été lus au moins une fois. La zone encadrée en 

vert a une profondeur de 10X. En effet, 10 reads « s’empilent » dans l’encadré. Au contraire, 

l’exon 2 n’est pas couvert à 100 % : la zone orange n’est chevauchée par aucun read : elle 

n’est pas couverte. La fin de l’exon 2 est couverte avec une profondeur de 6X (encadré 

rose). 

 

II.5.5 Variant calling ou identification des variants 

À cette étape, les différences entre la séquence de référence et les reads générés par le 

séquençage sont identifiées. Ces différences sont appelées variants ou variations. Tous les 

variants détectés sont regroupés dans un fichier texte au format VCF (pour Variant Calling 

Format). 

II.5.6 Annotation des variants 

L’annotation consiste, pour chaque variant précédemment identifié, à enrichir le VCF en 

informations grâce à la consultation de multiples bases de données. Cela permet 

d’appréhender ces variants et de leur créer une « carte d’identité » en renseignant, par 

exemple, le gène touché, sa fonction, les pathologies associées, la fréquence du variant 

dans la population, le type de variant, sa localisation (exonique, intronique…), l’effet prédit 

par différents outils in silico, etc. À partir de ces données, il est possible d’appliquer des 

filtres spécifiques pour éliminer la majorité des variants bénins ou probablement bénins. Les 

données recueillies pour l’annotation et les filtres utilisés sont détaillés par la suite pour 

chacune des analyses du panel. 
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Les variants restants sont priorisés par le biologiste en prenant en compte un ensemble de 

critères suggérant un caractère pathogène ou bénin. Ces critères permettent d’étiqueter le 

variant selon les termes de l’ACMG. 

 

Voici un descriptif des recommandations, des bases de données et outils utilisés pour 

l’annotation des variants. 

II.5.6.1  Recommandations de l’ACMG 

En 2015, l’ACMG (American College of Medical Genetics) a publié des normes et lignes 

directrices pour l’interprétation des variants avec l’objectif d’homogénéiser le rendu des 

résultats intra- et inter-laboratoires. Elles recommandent l’utilisation d’une terminologie 

standard pour classer les variants identifiés en cinq classes : 

 variant bénin (classe 1) ; 

 variant probablement bénin (classe 2) ; 

 variant de signification inconnue ou VUS (classe 3) ; 

 variant probablement pathogène (casse 4) ; 

 variant pathogène (classe 5). 

L’assignation d’un variant à l’une de ces cinq catégories se déduit d’un faisceau d’arguments 

avec un poids plus ou moins important dans l’interprétation du variant. L’ACMG fourni deux 

séries de critères : une pour la classification des variants pathogènes ou probablement 

pathogènes (Annexe 5) et une autre pour les variants bénins ou probablement bénins 

(Annexe 4). Les arguments en faveur de la pathogénicité d’un variant sont qualifiés de « très 

forts » (PVS ou very strong), « forts » (PV ou strong), « modérés » (PM ou moderate) ou 

« faibles » (PP ou supporting). Les arguments en faveur de la bénignité d’un variant sont 

qualifiés de « suffisants » (BA ou stand-alone), « forts » (BS ou strong) ou « faibles » (BP ou 

supporting). Ces arguments s’appuient, entre autres, sur des données épidémiologiques, de 

prédiction in silico, de ségrégation, fonctionnelles et alléliques (Annexes 3, 4 et 5). Les 

arguments retenus sont pondérés (Annexe 6) afin d’assigner une classification au variant. 

Un variant probablement pathogène ou probablement bénin signifie que le variant est 

pathogène ou bénin avec une probabilité de 90 % (Richards et al. 2015). 

II.5.6.2  Bases de données de variants spécifiques de 

populations 

II.5.6.2.1 dbSNP 

La base de données dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism database) rassemble un 

ensemble de SNP et petites variations de séquence (substitutions, insertions ou délétions 
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d’une taille maximale de 50 pb ainsi que des microsatellites), qui apparaissent assez 

fréquemment dans une population pour être qualifiés de polymorphes. Si une variation 

contient plus de 50 nucléotides, elle peut être soumise dans dbVar, une base de données 

similaire à dbSNP mais pour les variations structurelles génomiques. Pour chaque variation 

sont renseignés le contexte de séquence, les fréquences populationnelles du variant si elles 

sont disponibles, sa zygosité et la ou les méthodes expérimentales, protocoles et conditions 

utilisés pour évaluer ce variant par les personnes qui l’ont soumis. Les soumissions 

individuelles pour un même variant sont regroupées en un dossier auquel est attribué une 

référence dbSNP (numéro rs). Ce dossier contient des données de synthèse comme la 

signification clinique dans ClinVar, l’association avec le phénotype, l’origine somatique ou 

germinale de l’allèle, etc. 

II.5.6.2.2 ExAC 

ExAC (Exome Aggregation Consortium) est une base de données de variants spécifiques de 

populations. Elle fournit des données de séquençage d’exome pour plus de 60 000 individus 

appartenant à diverses populations et contient plus de 10 millions de variants de séquence. 

Cette base de données renseigne sur la fréquence allélique des variants génétiques codant 

une protéine. Ces données épidémiologiques peuvent être utilisées pour filtrer les variants 

candidats dans les maladies mendéliennes. Les variants génétiques délétères sont 

habituellement rares dans la population générale par pression de sélection négative (Lek et 

al. 2016). Une fréquence allélique dans une population de contrôle plus élevée que la 

prévalence du trouble est un des arguments forts en faveur de l’interprétation d’un variant 

comme étant bénin dans le cas d’une maladie mendélienne rare (Richards et al. 2015). 

Cependant, plus de 20 % des données présentes dans ExAC proviennent d’individus atteints 

de schizophrénie, un trouble qui partage les mêmes gènes et voies moléculaires que la DI, 

les troubles du spectre autistique et l’encéphalopathie épileptique (Li et al. 2016). Les filtres 

basés sur ExAC doivent être utilisés avec précaution car ils peuvent être à l’origine de faux 

négatifs. 

II.5.6.2.3 gnomAD 

La base de données gnomAD (genome Aggregation Database) est une version plus récente 

d’ExAC. Elle contient les informations de cette dernière et regroupe au total les données de 

plus de 123 000 exomes et 15 000 génomes d’individus non apparentés séquencés lors de 

diverses études (Lek et al. 2016). 
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II.5.6.3  ClinVar 

ClinVar est une base de données de variants que le NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) met à disposition gratuitement. En juillet 2018, la base contenait plus de 

430 000 variants sur plus de 30 000 gènes différents rapportés chez des individus ou 

familles, dans un cadre clinique ou de recherche, en fonction de leurs caractéristiques 

cliniques et de leur mode d’hérédité. Parfois, des données fonctionnelles basées sur des 

preuves expérimentales sont disponibles et permettent d’éclairer l’interprétation basée sur la 

clinique. Ces variants sont rapportés par des laboratoires de diagnostic clinique ou de 

recherche, des groupes d’experts et des groupes établissant des recommandations 

professionnelles de tous les pays. Elles peuvent également être enrichies par des bases de 

données, notamment des bases de données spécifiques de certains locus. ClinVar 

renseigne sur l’interprétation du variant par les différentes personnes qui soumettent ce 

variant (selon les cinq termes recommandés par l’ACMG). Si des interprétations données par 

des auteurs ne sont pas concordantes pour un même variant, ClinVar enregistre 

l’interprétation comme conflictuelle. Pour chaque soumission, les preuves appuyant 

l’interprétation du variant sont consultables (Landrum et al. 2016). À chaque variant est 

attribué un niveau de « revue de statut » (status review). Ce niveau dépend des critères 

d’affirmation et des preuves fournies, de l’accord sur l’interprétation entre les soumissions et 

du type de personne ayant soumis le variant (le status review est plus élevé s’il s’agit d’un 

groupe d’experts ou d’un groupe établissant des recommandations professionnelles). Ce 

niveau est représenté graphiquement par un système d’étoiles dont le nombre va de zéro à 

quatre – quatre étant le meilleur niveau, – et représente le degré de confiance de 

l’interprétation clinique du variant (Landrum et al. 2016; Landrum et al. 2014). 

II.5.6.4  OMIM 

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) est une base de données de gènes, de 

maladies et de phénotypes. Il constitue le référentiel principal d’informations sur les gènes, 

les phénotypes humains et les relations génotype-phénotype. Les informations de la 

littérature y sont synthétisées et résumées par un groupe d’experts (Amberger et al. 2015). 

La base est constamment mise à jour. En juillet 2018, OMIM répertoriait plus de 15 900 

gènes, dont 3900 avec un phénotype associé et plus de 6000 phénotypes pour lesquels la 

base moléculaire est connue. Elle permet d’apprécier la corrélation génotype-phénotype 

pour l’individu analysé et le mode de transmission. 
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II.5.6.5  Mutalyzer 

Mutalyzer est une suite de logiciels libres qui permettent de convertir, générer, vérifier la 

nomenclature d’un variant selon celle recommandée par l’HGVS (Human Genome Variation 

Society) (Wildeman et al. 2008). 

II.5.6.6  VarSome 

VarSome est un agrégateur de connaissances sur la génomique humaine. Il contient des 

informations provenant de diverses bases de données publiques comme dbSNP, ClinVar, 

gnomAD, RefSeq, Ensembl, PubMed, etc. On peut y chercher des informations sur un 

variant, un gène, une publication, une maladie, un phénotype, un transcrit, une position, une 

région, etc. 

II.5.6.7  Outils de prédiction in silico 

II.5.6.7.1 PolyPhen-2 

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) est un logiciel permettant de prédire l’impact 

possible des substitutions d’acides aminés sur la stabilité et la fonction des protéines 

humaines. Il prend en compte des critères structuraux et évolutifs qui lui permettent d’estimer 

la probabilité pour un variant faux-sens non synonyme d’être délétère. Plusieurs alignements 

et annotations de séquences sont effectués à l’aide de plusieurs bases de données de 

séquences protéiques. Cela permet à PolyPhen de calculer un score à l’aide d’une approche 

bayésienne. Pour cela il s’appuie sur divers critères comme la participation de l’acide aminé 

touché à une liaison covalente, son appartenance à un site ou une région d’intérêt, la 

fréquence d’observation de cette variation dans cette famille protéique, les interactions 

potentielles avec son environnement proche (à partir de la structure tridimensionnelle de la 

protéine), etc. Le score obtenu est compris entre 0,0 et 1,0 – de l’impact le plus faible au plus 

fort – et classe le variant selon des seuils : bénin (benign), possiblement délétère (possibly 

damaging) ou probablement délétère (probably damaging). L’utilisateur peut choisir entre 

deux corpus d’apprentissage pour la prédiction : HumDiv et HumVar. Le premier, HumDiv, 

regroupe tous les allèles de la base de données UniProtKB ayant un effet délétère connu 

dans les maladies mendéliennes, ainsi que les différences supposées non délétères, entre 

les protéines humaines et leurs homologues chez les mammifères proches. Il est adapté 

pour l’étude des allèles rares à des locus potentiellement impliqués dans phénotypes 

complexes pour lesquels même les allèles faiblement délétères doivent être considérées 

comme pathogènes. HumVar, quant à lui, se compose de toutes les mutations humaines 

pathogènes répertoriées dans UniProtKB et de tous les SNP humains non synonymes 

courants (c’est-à-dire avec une fréquence de l’allèle mineur supérieure à 1 %). L’utilisation 
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de ce modèle est préconisée dans le diagnostic des maladies mendéliennes dans lesquelles 

il est important de distinguer les mutations avec un effet fortement délétère de celles avec un 

effet faiblement délétère, devant être considérées comme non pathogènes (Adzhubei, 

Jordan, et Sunyaev 2013). 

II.5.6.7.2 SIFT 

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) prédit si une substitution d’acides aminés dans une 

protéine affecte la fonction de la protéine en utilisant l’homologie de séquence. À partir de la 

séquence protéique d’intérêt, SIFT choisit des protéines apparentées, possédant des 

séquences similaires. Il aligne la séquence protéique analysée sur ces dernières et les 

compare. Cet outil repose sur l’hypothèse que les acides aminés importants sont conservés 

dans les protéines d’une même famille au cours de l’évolution et prédit que les changements 

aux positions bien conservées peuvent être nocifs. Pour une position et un type de 

changement d’acide aminé donnés, il attribue un score reflétant la probabilité normalisée que 

le changement soit toléré. Les substitutions avec des scores inférieurs à 0,05 sont prédites 

comme délétères (damaging). Sinon, elles sont considérées comme neutres ou tolérées 

(tolerated) (Ng et Henikoff 2003). 

II.5.6.8  VEP 

VEP (Variant Predictor Effect) est un outil du projet Ensembl, qui est un système 

bioinformatique qui donne accès de manière rapide à de multiples données scientifiques 

publiques. Son but est d’accélérer les recherches en génomique. Dans Ensembl, les gènes 

et les transcrits ont un identifiant appelés respectivement ENSG et ESNT (Zerbino et al. 

2018). 

 

VEP est un outil open source et gratuit, permettant d’analyser, d’annoter et de prioriser les 

variants (McLaren et al. 2016). Il peut s’utiliser pour des requêtes rapides via son interface 

web mais également être utilisé en ligne de commande. VEP est utilisé par le pipeline 

maison, qui ne reprend qu’une partie des informations disponibles, à savoir la 

« conséquence » ainsi que l’« IMPACT » du variant tel qu’il est indiqué par VEP. 

La « conséquence » d’un variant indiquée par VEP utilise les termes de « Sequence 

Ontology » (SO) (Figure 15) (Eilbeck et al. 2005). Cette dernière regroupe un vocabulaire 

contrôlé et structuré formant un ensemble commun de termes et définitions pour l’annotation 

génomique afin de faciliter l’échange, l’analyse et la gestion des données génomiques en 

harmonisant le langage des utilisateurs. 
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FIGURE 15 : Diagramme montrant chaque « conséquence » par rapport à la structure 

génomique (d’après Ensembl). 

 

Un « IMPACT » est associé à chaque variant selon sa conséquence. Pour une conséquence 

donnée, il y a un IMPACT correspondant (Tableau II). Il dépend uniquement du type de 

variant et non pas du variant lui-même. L’IMPACT peut être HIGH, MODERATE, LOW ou 

MODIFIER. 

- L’annotation HIGH est associée aux variants supposés fortement perturbateurs 

comme par exemple ceux entraînant une perte de fonction de la protéine. 

- L’annotation MODERATE est associée aux variants sans perte de fonction mais 

pouvant affecter l’efficacité de la protéine. 

- L’annotation LOW est utilisée pour les variants peu susceptibles d’impacter la 

protéine. 

- Les variants habituellement dans les séquences non codantes sont classés comme 

MODIFIER. 
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TABLEAU II : Correspondances entre les conséquences (SO term), leur définition selon Sequence Ontology (SO description), leur 

référence dans Sequence Ontology (SO accession), le terme affiché (Display term) et leur IMPACT (d’après Ensembl). 

Ces termes sont affichés par ordre de gravité (du plus sévère au moins sévère). 
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II.5.6.9  Outil de visualisation des variants : IGV  

IGV (Integrative Genomics Viewer) est un outil permettant de visualiser les fichiers BAM 

(Robinson et al. 2011). Il présente l’ensemble des reads alignés sur la séquence de 

référence et les variants associés. La couverture est disponible pour chaque nucléotide. Les 

reads sens (forward) et les reads antisens (reverse) se distinguent par des flèches vers la 

droite ou vers la gauche, respectivement. 

 

Pour chacun des individus analysés au laboratoire de génétique du CHRU de Nancy, une 

capture d’écran IGV de chaque variant filtré est effectuée à la fois sur le variant de l’individu 

ainsi qu’au niveau de la position correspondante au niveau du « pool des pères » et du 

« pool des mères ». Ces trois captures d’écran sont regroupées sous la forme d’un fichier 

PDF pour chacun des variants. Dans ce fichier, il est noté le chromosome portant le gène, la 

position chromosomique du variant et la nature de la variation. À côté de chaque capture 

d’écran on trouve la profondeur au variant, le nombre de reads portant la référence, le 

nombre de reads portant le variant et éventuellement le nombre de reads portant une autre 

variation, avec pour chaque donnée le nombre de reads sens et antisens. 

 

La visualisation des fichiers BAM des individus permet de détecter visuellement et d’éliminer 

certains variants faux positifs. Plusieurs cas de figures sont possibles. 

- Reads mal alignées sur la séquence de référence (Figure 16). 

- Une séquence répétée ou homopolymère est fréquemment source d’erreur avec la 

technologie Ion Torrent. En effet, l’augmentation relative de la variation de pH lors de 

l’incorporation du même nucléotide plusieurs fois de suite n’est pas proportionnelle 

au nombre de nucléotides incorporés. Reprenons l’exemple du stretch de A de 

Buermans et den Dunnen (2014) (Buermans et den Dunnen 2014). Par rapport à un 

seul « A », un allongement de « AA » multiplie le pH par 2/1 soit par 2. Le passage 

de « AA » à « AAA » multiplie le pH par 3/2, soit par 1,5, le passage de « AAA » en 

« AAAA » par 4/3, soit 1,3, celui de « AAAA » en « AAAAA » par 5/4, soit 1,25 et 

celui de « AAAAAA » en « AAAAAA » par 6/5, soit 1,2 seulement, et ainsi de suite. 

Plus la longueur de l’homopolymère augmente, plus l’augmentation relative de la 

variation de pH diminue, diminuant la probabilité d’identification correcte d’une région 

répétée. (Figure 17). 

- Biais de brin : cela se produit lorsque les génotypes sur les brins sens et les brins 

antisens diffèrent (Guo et al. 2012). Par exemple, le variant étudié se situe presque 

exclusivement sur les brins antisens (seulement sur les brins bleus) et est quasiment 

absent des brins sens. Dans ce cas, il s’agit d’un biais de brin donc d’un faux positif. 
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À noter que le nombre exact de reads sens et antisens portant la variation est visible 

(Figure 18). 

 

 

FIGURE 16 : Exemple de profil d’un variant faux positif (chr7:g.74146817C>T) visualisé 

sur IGV avec un mauvais alignement des reads. 

Elles correspondent aux barres horizontales rouge pâle (read sens mal alignés) et bleu pâle 

(reads antisens mal alignés). 
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FIGURE 17 : Exemple de profil d’un variant faux positif (chrX:g.148582573GAA>G) 

visualisé sur IGV avec un homopolymère de A. 

On observe que la délétion (rectangle blanc barré d’un trait noir) est de taille variable et 

qu’elle se situe au bout d’une répétition de A. 
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FIGURE 18 : Exemple de profil d’un variant faux positif (chrX:g.110439122TA>T) 

visualisé sur IGV avec un biais de brin. 

La délétion est présente sur 86 reads dont 86 reads sens et zéro read antisens. 

 

II.6 Détection des CNV 

L‘analyse des CNV est effectuée lors de la première analyse des résultats à l’aide de l’outil 

XHMM (eXome Hidden Markov Model) (Fromer et Purcell 2014). Elle ne sera pas détaillée 

car elle n’est pas effectuée lors de la seconde interprétation des résultats du panel de gènes. 

II.7 Analyses bioinformatiques et biologiques du panel de gènes 

II.7.1 Première analyse 

Il est conseillé d’effectuer deux analyses indépendantes des données brutes avec deux 

pipelines utilisant des outils et/ou des paramètres différents. La première est effectuée via un 

pipeline Ion Torrent et la deuxième via un pipeline « maison ». 

II.7.1.1  Pipeline Ion Torrent 

Ce pipeline est mis au point par le fournisseur du séquenceur. Il s’agit du logiciel Torrent 

Suite 5.0.3 (ThermoFisher Scientific). L’alignement des séquences sur le génome humain de 

référence (version GRCh37) s’effectue grâce au module TMap (Torrent Mapper). 



44 
 

L’identification des variants est réalisée grâce au plugin Variant Caller du Torrent Browser et 

produit un fichier VCF non annoté. L’annotation du VCF est réalisé avec SeattleSeq 

Annotation 138 (Ng et al. 2009) qui ajoute pour chaque variant une description contenant 

notamment le nom du gène concerné, la nature du variant (non-sens, faux-sens, synonyme, 

non codants, etc), sa présence ou non dans la base de données dbSNP, sa fréquence dans 

la base de données ExAC, la prédiction in silico par PolyPhen-2 pour les variants faux-sens. 

Le fichier VCF annoté est converti en fichier tabulé lisible sur Excel via l’outil VCFtoTab-

delimited de Galaxy. 

 

Les variants sont filtrés selon les critères suivants : 

 nature de la mutation : exclusion des variants de type synonyme, non-codant et 

intronique (pour conserver les variants non-sens, frameshift et affectant l’épissage) ; 

 base dbSNP version 129 : exclusion des variants présents dans la base ; 

 PolyPhen-2 : exclusion des variations prédites bénignes ; 

 fréquence dans ExAC : exclusion des variants avec une fréquence supérieure à 1 %. 

 

Les variants restants sont priorisés par une analyse manuelle en visualisant les variants 

dans IGV et en consultant les bases de données OMIM et VarSome. 

II.7.1.2  Pipeline maison 

Il s’agit d’un pipeline informatique mis au point par le bioinformaticien du service pour 

l’analyse des données de séquençage. L’étape d’alignement s’effectue sur la version 

GRCh37 du génome humain de référence à l’aide de l’outil BWA (Burrows-Wheeler Aligner) 

(Li et Durbin 2009) en utilisant les paramètres par défaut. L’outil SAMtools (Li et al. 2009) est 

utilisé pour compresser le fichier SAM en fichier BAM.  

VarScan2 est utilisé pour identifier les variants et produit un fichier au format VCF (Koboldt et 

al. 2012). Il ne garde que les variants avec une profondeur de couverture supérieure à 40X 

et une fréquence allélique supérieure ou égale à 1 %. 

 

L’annotation des variants est réalisée avec VEP. À la sortie du pipeline, plusieurs 

informations sont disponibles dans un tableur au format xlsx :  

- variant hérité ou de novo et présent ou non dans la base de données ExAC ; 

- identifiant du fichier PDF contenant les captures d’écran IGV ; 

- nom du gène, chromosome, position génomique ; 

- allèle de référence, allèle alternatif et type de variant (SNV, délétion, insertion) ; 

- contexte nucléotidique c’est-à-dire 5 pb en amont et 5 pb en aval du variant ; 

- présence d’homopolymère au niveau de la séquence concernée ; 
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- numéro rs (identifiant dbSNP) ; 

- profondeur de couverture au niveau du variant, nombre de reads porteurs de l’allèle 

de référence et porteurs du variants, et pourcentage de reads porteurs du variant ; 

- détail du nombre de reads sens et antisens porteurs ou non du variant (permettant 

également de détecter un biais de brin éventuel comme expliqué précédemment pour 

la visualisation sur IGV) ; 

- identifiants ESNG et ESNT ; 

- positions relatives 

o de la paire de base au niveau de la séquence d’ADNc (séquence contenant 

les régions 5’ et 3’ UTR) ; 

o de la paire de base au niveau de la séquence codante (CDS) (contenant la 

séquence qui est traduite en protéine, entre le codon initiateur et le codon 

stop, donc exclut les régions UTR) ; 

o de l’acide aminé sur la protéine ; 

- acide aminé et codon de référence d’une part, acide aminé et codon alternatifs 

d’autre part ; 

- fréquence allélique du variant dans ExAC ; 

- conséquence du variant et IMPACT associé ; 

- prédictions in silico de SIFT et PolyPhen-2. 

 

Les variants sont enregistrés dans une base de données. Plusieurs filtres sont appliqués 

l’aide de requêtes SQL et de scripts Perl permettant de conserver seulement les variants 

répondant aux critères suivants :  

- Fréquence allélique des variants de patients supérieure ou égale à 30 % ; 

- Fréquence inférieure à 1 % dans la population de la base de données ExAC. 

 

Les variants restants sont priorisés grâce à une analyse « manuelle » à l’aide de l’outil IGV, 

de la base de données OMIM et de l’outil VarSome. 

II.7.2 Réinterprétation des résultats non contributifs 

Pour chaque individu ayant un résultat non contributif pour le panel de gènes de DI, une 

réanalyse manuelle des variants est effectuée à partir des variants issus du pipeline maison 

listés dans le tableur au format xlsx. Après l’ajout manuel de quelques informations 

d’annotation, les variants sont réinterprétés. Voici le déroulement de la réanalyse. 
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II.7.2.1  Visualisation des variants 

La réanalyse manuelle débute par une visualisation du fichier PDF comprenant les captures 

d’écran du variant dans IGV chez l’individu analysé et dans les pools des parents. Les 

variants faux positifs sont éliminés. 

Il est possible d’identifier le mode d’apparition du variant (de novo ou hérité) en calculant le 

nombre de reads correspondant à un seul père ou mère, en supposant la proportion de 

reads provenant de chaque parent comme homogène. On considère un variant hétérozygote 

lorsque 30 à 70 % des reads à une position donnée sont porteurs du variant. Si le variant est 

présent sur un nombre de reads supérieur à 30 % des reads d’un seul parent dans le pool, 

on peut estimer que le variant est porté par l’un des pères ou mères. Dans ce cas, le variant 

est considéré hérité du père et/ou de la mère. Dans le cas contraire, le variant est considéré 

comme de novo. Mathématiquement : 

- soit P le nombre de parents dans le pool ; 

- soit X le nombre total de reads dans le pool ; 

- soit V le nombre de reads porteurs du variant dans le pool. 

Le variant est considéré comme étant hérité si : 

𝑉 >  0,3 ×  
𝑋

𝑃
 

II.7.2.2  Collecte manuelle de nouvelles informations 

d’annotations 

1) Recherche de la fréquence allélique dans gnomAD. 

2) Recherche des numéros de transcrits (numéro NM) via le module Position Converter 

de Mutalyzer. 

3) Recherche des transcrits Ensembl correspondants (numéro ENST). 

4) Recherche de la présence du variant dans ClinVar. Si le variant est présent, son 

interprétation et le trouble concerné sont renseignés. 

5) Recherche du phénotype associé au gène porteur du variant dans OMIM. 

II.7.2.3  Priorisation des variants 

II.7.2.3.1 Confrontation de la ségrégation du variant au 

type de transmission de la pathologie associée au 

gène porteur du variant 

- Pour les troubles à transmission autosomique dominante et dans le cas où les deux 

parents sont sains, seuls les variants d’apparition de novo sont retenus. 
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Dans le cas où les parents ne sont pas sains, les variants hérités du ou des parents 

atteints sont retenus. 

- Pour les troubles à transmission autosomique récessive, seuls les variants 

homozygotes ou hétérozygotes composites sont retenus. 

- Pour les troubles à transmission dominante liée à l’X et dans le cas où les deux 

parents sont sains, seuls les variants d’apparition de novo sont retenus. 

Dans le cas où la mère est atteinte, les variants hérités de la mère sont retenus chez 

les individus des deux sexes. 

Dans le cas où le père est atteint, les variants hérités du père sont retenus chez les 

individus de sexe féminin. 

- Pour les troubles à transmission récessive liée à l’X, les variants dans les gènes 

concernés par ce mode de transmission sont retenus, uniquement chez les patients 

de sexe masculin et uniquement s’ils sont d’apparition de novo ou hérités de la mère. 

II.7.2.3.2 Confrontation du type de transmission du 

gène porteur du variant et de la fréquence du 

variant 

Les variants sont éliminés si leur fréquence allélique dans gnomAD est supérieure à un seuil 

fixé. Les seuils utilisés ont été choisis en fonction du mode d’hérédité. 

- Pour les variants se trouvant dans des gènes à transmission dominante, 

autosomique ou liée à l’X, seuls ceux avec une fréquence allélique inférieure à 

0,0001 sont retenus. Cela signifie que les variants présents chez plus de 1/10 000 

individus sont éliminés. 

- Pour les variants se trouvant dans des gènes à transmission autosomique récessive, 

seuls les variants avec une fréquence allélique inférieure à 0,01 sont retenus. Il faut 

qu’ils se trouvent à l’état homozygote ou hétérozygote composite chez l’individu 

testé, avec un variant hérité du père et un de la mère ou avec un allèle hérité de l’un 

des parents et un allèle de novo. Cela signifie que les variants homozygotes ou 

hétérozygotes composites trouvés chez plus de 1/100 × 1/100 × 1/4 = 1/40 000 

individus sont éliminés. 

- Enfin, dans le cas d’un gène à transmission récessive liée à l’X, le variant n’est 

retenu que si sa fréquence est inférieure à 0,0001. Cela signifie que les variants 

trouvés chez plus de 1/10 000 individus sont éliminés. 

II.7.2.3.3 Consultation des autres critères 

Les variants restants sont conservés en tant que variant candidat ou éliminés selon un 

faisceau d’arguments : 
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- IMPACT : l’annotation HIGH est en faveur d’un caractère délétère du variant ; 

- Outils de prédiction in silico : SIFT et PolyPhen-2. Les annotations « damaging » ou 

« probably damaging » fournissent un argument en faveur du caractère délétère du 

variant ; 

- ClinVar : un variant rapporté dans ClinVar et classé comme pathogène ou 

probablement pathogène pour le trouble qui nous intéresse est un argument en 

faveur du caractère pathogène du variant ; 

- Phénotype OMIM : une corrélation génotype-phénotype importante, est un argument 

en faveur du caractère délétère du variant. Le spectre phénotypique peut être 

beaucoup plus large pour un gène que celui actuellement connu et décrit. Une faible 

corrélation ne suffit pas à elle seule à éliminer le variant. 

Le statut de candidat d’un variant ne peut parfois pas être exclu ou confirmé sur la base de 

ces seuls critères. D’autres recherches sont effectuées au cas par cas dans la littérature, en 

utilisant VEP, etc. 

II.7.2.3.1 Partage de données internationales 

La réplication de cas consiste en l'observation de multiples patients non apparentés, mais 

phénotypiquement similaires, présentant des variants susceptibles dans le même gène. 

C'est un argument clé dans la validation des variants. La plate-forme web GeneMatcher 

facilite l'appariement de cas compatibles via la fédération de plusieurs projets. Il s’agit d’un 

site web en libre accès qui met en contact des scientifiques du monde entier. Il permet de 

relier les personnes soumettant le même gène d’intérêt en renseignant ou non un ou 

plusieurs variants. Son but est de permettre d’identifier des cas avec des phénotypes rares 

ayant des variants dans le même gène candidat (Sobreira et al. 2015). Des appels à 

collaboration ont été soumis dans GeneMatcher pour trouver des cas supplémentaires 

présentant des variants délétères dans les mêmes gènes et des phénotypes se chevauchant 

lorsqu’il s’agissait de gènes peu connus. 

II.7.2.3.2 Classification des variants candidats 

Les variants candidats sont classés selon les recommandations de l’ACMG (Richards et al. 

2015). 

II.8 Validation des variants 

Les variants candidats retenus par le biologiste, ainsi que la ségrégation familiale (de novo 

ou hérité des parents), sont systématiquement confirmées par un séquençage de Sanger. 

Dans un souci d’identitovigilance, cette analyse se fait – pour l’individu et ses parents – sur 

de l’ADN extrait d’un deuxième prélèvement sanguin indépendant. 
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II.9 Projet INDEXES : exploration par séquençage exomique des 

causes moléculaires de déficiences intellectuelles sévère 

II.9.1 Présentation générale 

Le projet INDEXES (INtellectual Disability Exploration by Exome Sequencing) porte sur 

l’identification des causes génétiques de DI sévère par séquençage d’exome chez des 

individus pour lesquels les techniques traditionnelles et le panel de 446 gènes de DI n’étaient 

pas contributifs. Il s’agit d’un projet monocentrique financé à la hauteur de 30 000 euros 

dans le cadre d’un CPRC (2017). Ce financement permettra d’analyser trente exomes 

répartis en dix trios (un individu et ses deux parents), augmentant les chances de mettre en 

évidence des variants pathogènes, voire de nouveaux gènes et voies moléculaires 

impliquées dans la DI. 

L’objectif est d’identifier des variations de novo responsables de DI sévères chez les 

individus inclus. Si aucune variation de novo n’est identifiée, l’analyse sera réalisée selon 

une hypothèse de transmission autosomique récessive ou lié au chromosome X (Figure 19). 

Pour se faire, des pipelines vont être créés et pourront être ré-utilisés ultérieurement dans 

des explorations similaires. 

La stratégie en trio consiste à séquencer en parallèle le cas probant et ses parents. Elle est 

plus coûteuse qu’un séquençage du cas probant seul, mais est appropriée pour mettre en 

évidence des mutations de novo. On détecte, de la même façon, les variants hérités et les 

variants de novo. La majorité des DI pouvant s’expliquer par des mutations de novo, il a été 

choisi l’approche dite elle aussi de novo pour l’identification des variants candidats dans ce 

projet. Cela permet d’augmenter le rendement diagnostique. En effet, dans le cas où aucun 

des deux parents n’est affecté, cela peut diviser le nombre de variants potentiellement en 

cause par dix (Harripaul et al. 2017). 
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FIGURE 19 : Différentes stratégies utilisées pour identifier des gènes responsables de 

maladies rares par approche exomique (selon Gilissen et al. 2012). 

Les symboles remplis de noir représentent les individus affectés, les symboles vides 

correspondent aux individus sains et les symboles avec un point illustrent les individus 

porteurs. Le rectangle en pointillé cerne les individus séquencés dans chaque stratégie. Les 

cercles sous chaque arbre symbolisent les ensembles de variants identifiés par chacune des 

stratégies. Les parties grisées correspondent aux variants présents chez les individus 

atteints, potentiellement pathogènes. Les parties non grisées représentent les variants des 

apparentés non atteints. 

a) Stratégie basée sur la ségrégation familiale : lors de troubles monogéniques 

héréditaires.  

b) Stratégie basée sur l’homozygotie : lorsque les deux parents sont apparentés et 

l’individu est atteint d’un trouble récessif rare.  

c) Stratégie de double-hit : lorsqu’un seul individu est disponible et que l’on suspecte un 

mode de transmission récessif sans notion de consanguinité.  

d) Stratégie basée sur le chevauchement : lorsque plusieurs individus issus de familles 

distinctes, non apparentées, présentent un phénotype similaire.  

e) Stratégie de novo : lors de troubles hétérogènes sur le plan génétique, survenant la 

plupart du temps de novo. D’une part, le nombre de gènes impliqués dans la DI est 

trop grand pour avoir une chance raisonnable de trouver deux individus dont la DI est 
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associée au même gène. D’autre part, le nombre de variants par individu est trop 

important pour mettre en évidence sans le génotype parental le variant de novo 

pathogène. Dans ce cas on utilise un séquençage exomique en trio, permettant de 

filtrer tous les variants hérités. Il s’agit de la stratégie utilisée dans le projet INDEXES. 

f) Stratégie par gène candidat : lorsqu’aucun échantillon n’est disponible pour les autres 

membres de la famille.  

Ces différentes stratégies peuvent être combinées. 

 

En France, de nombreux laboratoires hospitaliers ont mis en place le séquençage d’exome. 

Le laboratoire de génétique du CHRU de Nancy possède le matériel et les compétences 

pour analyser et interpréter les exomes. Ce projet pourrait servir de projet pilote pour le 

laboratoire et permettre la mise en place du séquençage d’exome en recherche et pour le 

diagnostic en routine. 

II.9.2 Inclusions 

L’inclusion se fera au cours d’une consultation de génétique prévue dans le cadre de la prise 

en charge diagnostique habituelle au CHRU de Nancy. Les critères d’inclusion sont les 

suivants : 

1. DI sévère avec ou sans présentation syndromique associée, mais sans diagnostic 

évident ; 

2. absence d’antécédents familiaux de DI (chez les parents) pour augmenter la 

probabilité d’identifier des variants de novo ; 

3. négativité des explorations chromosomiques (caryotype), subchromosomiques (CGH 

array) et moléculaires (recherche de la maladie de l’X fragile et panel diagnostique de 

446 gènes), prévues lors de la prise en charge habituelle des individus atteints de 

DI ; 

4. formulaire de consentement spécifique à l’étude signé ; 

5. indication de séquençage exomique retenue par le comité scientifique de génétique. 

 

Si un individu présente une des caractéristiques suivantes, il ne pourra pas être inclus dans 

l’étude : 

1. DI chez l’un des parents car cela est en contradiction avec l’hypothèse privilégiée de 

mutation de novo ; 

2. DI laissant présumer une étiologie non génétique (infectieuse, iatrogène, toxique) ; 

3. DI avec diagnostic connu ou évocateur pouvant faire l’objet d’une étude moléculaire 

ciblée ; 
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4. fausse filiation identifiée lors de la CGH array ou lors de l’analyse du panel de 446 

gènes impliqués dans la DI ; 

5. quantité ou qualité d’ADN en banque insuffisante pour la réalisation du séquençage 

exomique ; 

6. impossibilité de prélever l’individu ou l’un de ses parents ; 

7. refus explicite de participation à l’étude de l’un des parents. 

II.9.3 Séquençage et analyse des données 

Après inclusion, les aliquots anonymisés des ADN des individus et de leurs deux parents 

seront transmis à la plateforme IntegraGen pour réaliser le séquençage exomique. Les 

données génomiques brutes obtenues seront transmises au laboratoire de génétique qui 

effectuera l’analyse à l’aide de pipelines développés à partir de divers logiciels, algorithmes 

et de bases de données. Enfin, les variants candidats identifiés seront systématiquement 

vérifiés par séquençage de Sanger ou par PCR quantitative. Ces résultats seront confirmés 

sur un second prélèvement effectué lors d’une nouvelle consultation. 
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III RÉSULTATS 

 

FIGURE 20 : Diagramme de flux des résultats. 

III.1 Réanalyse 

Au laboratoire de génétique, un panel de 446 gènes de DI a été séquencé chez 66 sujets, 4 

témoins positifs et 10 pools de parents. 

Un à deux ans après une première analyse non contributive d’un panel de gènes de DI chez 

44 des 66 individus, 735 variants ont été réinterprétés, soit en moyenne 17 (± 12,6) variants 

par patient, avec un minimum de 5 et un maximum de 81. Aucun nouveau variant délétère 

ou probablement délétère n’a été identifié. Dix VUS ont été mis en évidence chez six 

individus (Tableau III). 
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FE 

(1990) 

CPA6 

Chr. 8 

- g.68396042C>T 
- NM_020361.4 
- c.799G>A 
- p.(Gly267Arg) 

Faux 

sens DI sévère avec autisme et absence de langage, 

épilepsie, stéréotypies vocales, difficultés de 

coordination motrice, apnées avec cyanose buccale 

(d'origine non épileptique), hypotonie précoce 

0
,0

0
2
0

4
5

 PB (1) 

P (2) 

VUS (2) 

- D 

- N 

- AR/AD : 

épilepsie 

familiale du 

lobe temporale 

- AR : épilepsie 

fébrile familiale 

Hérité 

du père 
En cours 

Si le séquençage de Sanger 

confirme la ségrégation, 

proposer pour inclusion dans 

INDEXES - g.68419039G>C 
- NM_020361.4 
- c.619C>G 
- p.(Gln207Glu) 

Faux 

sens 

0
,0

0
1
4

1
2

 PB (1) 

P (2) 

VUS (3) 

- D 

- N 

Hérité 

du père 
En cours 

RD 

(2012) 
TCF4 

Chr. 18 

- g.52942850_5294285
1insA 

- NM_001243235.1 
- c.308_309insT 
- p.(Leu103Phefs*24) 

Décalage 

du cadre 

de lecture 

DI sévère, retard sévère du développement 

psychomoteur, retard sévère de langage, épilepsie, 

microcéphalie, dysplasie mineure cérébelleuse 

inférieure bilatérale, corps calleux hypoplasique, 

élargissement du système ventriculaire et non 

visualisation de la commissure blanche antérieure 

/ / 
- N 

- N 

- AD : syndrome 

de Pitt Hopkins 

- AD : dystrophie 

cornéenne 

De 

novo 
Confirmé 

Évaluer la corrélation 

génotype-phénotype avec le 

clinicien. 

GM 

(2008) 

AUTS2 

Chr. 7 

- g.69364416C>T 
- NM_001127231.1 
- c.454C>T 
- p.(Arg152*) 

Non-sens 

DI modérée, microcéphalie (- 2,7 DS), POCS 

(Pointes Ondes Continues du Sommeil), retard 

sévère de langage, difficultés de compréhension et 

de raisonnement, particularités morphologiques 

(oreilles larges, iris gauche avec anomalie 

pigmentation, lèvres épaisses, petit pectus 

excavatum, petit nez bulbeux), difficultés 

psychomotrice, intolérance à la frustration, troubles 

du comportement important gênant le quotidien 

(agitation, hétéro-agressivité, opposition), troubles du 

sommeil 

/ / 
- N 

- N 

AD : déficience 

intellectuelle 
l En cours / 

FC 

(2004) 

SETD2 

Chr. 3 

- g.47129769A>T 
- NM_014159.6 
- c.5143-32T>A 
- p.? 

Intronique 

Dyspraxie, troubles des apprentissages, obésité, 

asymétrie de vision, macrocéphalie (+ 2 DS), obésité, 

croissance staturo-pondérale avancée 0
,0

0
0
0

3
3

 

/ 
- N 

- N 

AD : syndrome 

de Luscan-

Lumish 

De 

novo 
En cours 

Demande prélèvement sur 

tube PAXgene pour analyse 

du transcriptome car bonne 

corrélation génotype 

phénotype. 
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TABLEAU III : Présentation des VUS mis en évidence lors de la réanalyse. 

Les VUS nécessitent pour la plupart des analyses complémentaires. Dans certains cas, l’absence d’ADN paternel peut possiblement empêcher 

de conclure à la pathogénicité du variant.  

AD : Autosomique Dominant ; AR : Autosomique Récessif ; Chr. : Chromosome ; D : Délétère ; Dfc : Délétère Faible Confiance ; N : Neutre ; 

PD : Probablement Délétère ; TSA : Troubles du Spectre Autistique ; / : non disponible. 

DA 

(2006) 

ANK3 

Chr. 10 

- g.61941110C>A 
- NM_001204404.1 
- c.2110G>T 
- p.(Ala704Ser) 

Faux 

sens 

Retard important de langage, TSA majeurs, troubles 

du sommeil, croissance avancée, macrocéphalie, 

âge osseux évalué à 10 ans lorsque le patient en 

avait 8, épilepsie (crises convulsives 

hyperthermiques), particularités morphologique 

0
,0

0
0
3

2
5

 

/ 
- D 

- N 

AR : déficience 

intellectuelle 

De 

novo 
En cours 

Pas d’ADN du père. 
- g.61946485G>T 
- NM_001204404.1 
- c.2022C>A 
- p.(Asn674Lys) 

Faux 

sens 

0
,0

0
0
0

0
4

 

/ 
- Dfc 

- PD 

De 

novo 
En cours 

EIF4 

Chr. 4 

- g.99830840G>A 
- NM_001331017.1 
- c.91C>T 
- p.(Arg31*) 

Non-sens 

0
,0

0
3
3

9
7

 

/ 
- N 

- N 

? ;susceptibilité 

à l‘autisme 

De 

novo 
En cours 

MF 

(2011) 

RELN 

Chr. 7 

- g.103143589_103143
589insA 

- NM_005045.3 
- c.8362del 
- p.(Tyr2788Ilefs*40) 

Décalage 

du cadre 

de lecture 
DI modérée, retard de langage, retard des 

acquisitions, pas d'acquisition de la propreté, troubles 

alimentaires de type pica avant 3 ans, retard de 

croissance staturo-pondérale, TSA, marche sur la 

pointe des pieds, particularités morphologiques 

/ / 
- N 

- N 

- AR : 

lissencéphalie 

type Norman-

Roberts 

- AD : épilepsie 

familiale du 

lobe temporal 

De 

novo 
En cours Pas d’ADN du père. 

SHANK1 

Chr. 19 

- g.51169485T>C 
- / 
- c.506A>G 
- p.(Tyr169Cys) 

Faux 

sens 

0
,0

0
0
5

1
9

 

/ 
- Dfc 

- N 
/ 

De 

novo 
En cours Pas d’ADN du père. 
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Le variant causal du témoin positif est mis en évidence. Lors de la première analyse, ce 

variant a été classé selon un système propre au laboratoire. Après la nouvelle analyse, la 

classification de l’ACMG est appliquée. En voici le détail. 

Il s’agit d’un enfant de 7 ans, adressé au médecin généticien pour une DI sans diagnostic. Il 

est issu d’un couple sans antécédents familiaux. La grossesse s’est déroulée sans 

particularité. Il est né à 40 semaines d’aménorrhée avec une bonne adaptation à la vie extra-

utérine. Son poids, taille et périmètre crânien à la naissance sont, respectivement, 3660 g 

(+0,3 DS), 50 cm (+0 DS) et 34 cm (-0,7 DS). Il présente une DI sévère, une épilepsie 

partielle, une fontanelle antérieure très petite (malgré le périmètre crânien dans les normes), 

des particularités morphologiques, des anomalies des extrémités (camptodactylie de trois 

doigts de chaque main, orteils en flexion) et un micropénis. Il est noté également une 

protrusion de la langue avec bavage excessif, une bronchopathie chronique avec un 

encombrement bronchique important (toux et hypersalivation), une augmentation de l’écart 

inter-mamelonnaire, un angiome plan au niveau de l’hémi-abdomen droit (supérieur à 10 cm) 

et une constipation chronique. L’IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) met en 

évidence une lissencéphalie, une agénésie du corps calleux, des troubles de la migration 

neuronale et une hypoplasie cérébelleuse. Le fond d’œil montre une atrophie optique, 

confirmée par IRM. Le caryotype et la CGH array ne sont pas contributifs. Une analyse par 

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) de la région 17p13 n’identifie aucune anomalie. 

L’analyse du panel de DI met en évidence un variant faux-sens de novo dans le quatrième et 

dernier exon du gène TUBB2B : 

- g.3225929C>T ; 

- NM_178012.4 :c.394G>A ; 

- NP_821080.1 :p.Gly132Ser. 

 

La classification de ce variant est effectuée en se basant sur les critères de l’ACMG 

rapportés en Annexes 3, 4, 5 et 6. Voici les critères de classification retenus :  

 Critère PS2 (Pathogenic Strong 2) : variant d’apparition de novo chez un individu 

sans antécédent familial, avec confirmation de la paternité et de la maternité. Il s’agit 

d’une forte preuve de pathogénicité. Dans notre cas, la paternité et la maternité de 

l’individu sont confirmés par QF-PCR (Quantitative Fluorescence-Polymerase Chain 

Reaction). 

 Critère PM1 (Pathogenic Moderate 1) : variant localisé dans un hot spot mutationnel 

et/ou dans un domaine critique et fonctionnel bien établi exempt de variant bénin. Il 

s’agit d’une preuve modérée de pathogénicité. Ce variant se situe sur un domaine 

protéique pour lequel de nombreux variants pathogènes sont rapportés dans la 
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littérature et exempt de variant bénin (Figure 21). Il s’agit du domaine GTPase de la 

famille Tubuline/FtsZ essentiel à la division cellulaire (Nogales et al. 1998). 

 

 

FIGURE 21 : Répartition des variants rapportés sur TUBB2B (modifié d’après Geiger et 

al. 2017). 

Les positions génomiques des variants sont visibles sur l’axe horizontal en bas de la 

figure. La flèche rouge correspond au variant identifié au laboratoire de génétique du 

CHRU de Nancy par l’analyse du panel de 446 gènes de DI. 

L’axe des ordonnées représente le M-CAP Score (Mendelian Clinically Applicable 

Pathogenicity Score). Il s’agit d’un score de prédiction de la pathogénicité des variants 

faux sens rares. Ce score utilise les scores de différents outils de prédiction in silico tels 

que SIFT, PolyPhen-2, CADD, MutationTaster, MutationAssessor ou FATHMM ainsi que 

les scores de conservation de différents outils tels que PhastCons et GERP. Un variant 

est prédit pathogène lorsque son score est supérieur ou égal à 0,025. La sensibilité du 

M-CAP est de 95 % (Jagadeesh et al. 2016). 

 

 Critère PM2 (Pathogenic Moderate 2) : le variant est absent des bases de données 

de population contrôle. Il s’agit d’une preuve modérée de pathogénicité. Ce variant 

est absent d’ExAC, de gnomAD et de 1000 Genomes (Birney et Soranzo 2015). 

 Critère PP3 (Pathogenic Supporting 3) : plusieurs preuves informatiques appuient un 

effet délétère sur le gène ou le produit génique (conservation, évolution, impact sur 

l’épissage, etc.). Il s’agit d’une preuve faible de pathogénicité. Ce variant est prédit 

délétère par de nombreux outils de prédiction in silico et de conservation (Tableau 

IV). 
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Outils de prédiction in silico et de 

conservation 

Prédiction pour le variant 

NM_178012.4(TUBB2B):c.394G>A 

SIFT Délétère (faible confiance) 

PolyPhen-2 Probablement délétère 

PROVEAN Délétère 

MutationTaster Pathogène 

LRT Délétère 

MutationAssessor Impact fonctionnel (Fort) 

CADD phred Probablement délétère (28) 

FATHMM Délétère 

GERP ++ RS Forte pression conservatrice (5,21) 

Meta SVM Délétère 

PhastCons Très conservé chez les mammifères 

TABLEAU IV : Prédictions des différents outils de prédiction in silico consultés via 

VEP pour le variant présent dans TUBB2B. 

Pour ce variant, la totalité des outils de prédiction et de conservation consultés sont en 

faveur du caractère délétère du variant. 

 

 Critère PP4 (Pathogenic Supporting 4) : le phénotype de l’individu ou l’histoire 

familiale est hautement spécifique de la pathologie avec une seule étiologie 

génétique. Il s’agit d’une preuve faible de pathogénicité. Les mutations faux-sens 

décrites dans ce gène sont associées à des anomalies cérébrales telles qu’une 

polymicrogyrie, une pachygyrie, une lissencéphalie, une agénésie du corps calleux et 

un défaut de migration neuronale. Les individus atteints présentent une 

microcéphalie, une épilepsie, un retard de développement psychomoteur et un retard 

mental (Fallet-Bianco et al. 2014; Guerrini et al. 2012; Jaglin et al. 2009; Laquerriere 

et al. 2016; Romaniello et al. 2012). Les anomalies cérébrales associées à ce gène 

sont spécifiques et notre individu présente une lissencéphalie, une agénésie du corps 

calleux et des troubles de la migration neuronale. 

 

À noter que ce variant est rapporté dans la base de données de variants ClinVar (ID559768) 

comme VUS. 

 

Au total nous avons un critère « strong », deux critères « moderate » et deux critères 

« supporting ». Ce variant est donc pathogène. Le système de classification de l’ACMG et le 

système propre au laboratoire aboutissent au même résultat. 
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III.2 Bilan des inclusions dans le projet INDEXES 

Le projet INDEXES doit inclure dix individus et leurs deux parents. 

III.2.1 Individus proposés par les cliniciens 

À ce jour, quatre individus (CN, CR, SA et BPA) pour lesquels le panel de gènes DI n’a pas 

été réalisé sont proposés pour inclusion dans le projet par les généticiens cliniciens (Tableau 

V). L’inclusion de ces quatre individus dépendra du résultat de l’analyse du panel de 446 

gènes de DI et des autres explorations manquantes. 

III.2.2 Individus à présenter au comité scientifique 

La réanalyse non contributive permet d’identifier deux nouveaux individus bons candidats 

(DL, ST) pour le projet INDEXES (Tableau V). Ils seront proposés au comité scientifique de 

génétique lors d’une prochaine réunion. 

III.2.3 Individus à proposer pour inclusion en fonction des 

résultats du panel 

Le sujet FE est porteur de deux VUS dans le gène CPA6 dont la confirmation par 

séquençage de Sanger est en cours. Le sujet RD est porteur d’un VUS identifié dans TCF4 

nécessitant un dialogue clinico-biologique (Tableau V). 

 

Les deux VUS dans CPA6 concernent un patient (FE) âgé de 28 ans atteint d’une DI sévère 

avec TSA et absence de langage. Les données néonatales ne sont pas connues. Il présente 

une épilepsie, des stéréotypies vocales, des difficultés de coordination motrice, une 

hypotonie précoce ainsi que des apnées avec cyanose buccale d’origine non épileptique. 

Nous n’avons pas trouvé d’information concernant une éventuelle imagerie. 

CPA6 est associé, d’après OMIM, à des épilepsies familiales du lobe temporal de 

transmission autosomique dominante ou récessive et à des épilepsies fébriles familiales de 

transmission autosomique récessive. Il n’y a pas d’autres troubles associés rapportés dans 

la littérature en dehors de quelques anomalies cérébrales (Belhedi et al. 2014; Salzmann et 

al. 2012; Sapio et al. 2012). 

Ces deux variants dans CPA6, NM_020361.4:c.799G>A p.Gly267Arg et 

NM_020361.4:c.619C>G p.Gln207Glu, sont des variants faux-sens à l’état hétérozygote. 

Leurs fréquences respectives dans gnomAD sont 0,002045 et 0,001412. Sous l’hypothèse 

d’une transmission autosomique dominante, ces deux variants auraient été éliminés sur la 

base de leur fréquence. Cependant, une transmission récessive est possible. Leur impact 

sur les protéines est prédit neutre par PolyPhen-2 et délétère par SIFT. Leur interprétation 

est débattue dans ClinVar (pathogène, VUS ou probablement bénin). Le premier variant est 
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observé dans le pool des pères dans un nombre de reads inférieur au seuil à partir duquel 

l’on considère qu’un des pères est porteur hétérozygote (13 reads attendus contre 10 

observés). Cette valeur étant relativement proche du seuil, la transmission paternelle n’est 

pas exclue et doit être recherchée par séquençage de Sanger. Le second variant apparaît 

comme étant hérité du père. Si le séquençage de Sanger indique que l’un ou les deux 

variants sont d’apparition de novo, ils pourraient être à l’origine de l’épilepsie de l’individu. 

Dans le cas contraire, si le séquençage de Sanger confirme que les deux variants sont 

hérités du père sain, ils pourront être écartés. Le panel sera alors considéré comme non 

contributif et le patient pourra être proposé à l’inclusion dans INDEXES. 

 

Le VUS dans TCF4 concerne un patient (FD) âgé de 6 ans, sans antécédents familiaux, 

atteint de DI sévère avec retard global du développement et des acquisitions. Les données 

néonatales ne sont pas connues. Il présente un retard de développement psychomoteur 

sévère avec un retard sévère de langage, une épilepsie, une microcéphalie, une dysplasie 

mineure cérébelleuse inférieure bilatérale, un corps calleux hypoplasique, un élargissement 

du système ventriculaire et une non visualisation de la commissure blanche antérieure. La 

recherche de la maladie de l’X fragile et le profil de méthylation de la région 15q11q13 ne 

mettent aucune anomalie en évidence. La CGH array identifie une délétion en 

14q31.3q32.11 héritée de la mère et a priori sans lien avec les troubles de l’individu. 

Le VUS présent chez cet enfant est un variant frameshift à l’état hétérozygote entraînant un 

codon stop prématuré, NM_001243235.1:c.308_309insT p.(Leu103Phefs*24), d’apparition 

de novo confirmée par séquençage de Sanger. Il se trouve dans l’exon 3/13 du gène (Figure 

22). Il n’est pas dans gnomAD. TCF4 est impliqué dans le syndrome de Pitt-Hopkins, de 

transmission autosomique dominante, se caractérisant par une DI et un retard de langage 

sévère, un retard moteur avec incoordination motrice et ataxie, une épilepsie, des 

stéréotypies, des anomalies des mains, des anomalies respiratoires de type hyperventilation 

et apnée et des particularités morphologiques caractéristiques (Marangi et al. 2011). La 

corrélation génotype-phénotype sera prochainement discutée avec le généticien clinicien 

prenant en charge le patient. Si le variant n’est pas retenu, l’inclusion dans INDEXES est 

possible. Si ce variant est retenu comme étant associé à la symptomatologie de l’enfant, la 

réanalyse aura permis d’apporter un diagnostic pour un des 44 cas étudiés. 
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FIGURE 22 : Représentation des variants associés au syndrome de Pitt-Hopkins. 

Les variants de la série de Marangi et al. 2011 se situent au-dessus de la représentation du 

gène TCF4. Les variants rapportés dans la littérature sont sous la représentation de TCF4. 

La flèche rouge correspond au variant identifié au laboratoire de génétique du CHRU de 

Nancy par la réanalyse du panel de 446 gènes de DI (modifié d’après Marangi et al. 2011). 

 

III.2.4 Individus à proposer pour inclusion en fonction du 

phénotype 

Quatre individus (ON, ZI, AN et DM) avec une réanalyse non contributive sont de possibles 

candidats pour INDEXES mais les informations phénotypiques dont nous disposons pour le 

moment sont insuffisantes. Dans certains cas, la sévérité de la DI n’est pas connue. Chaque 

phénotype doit être discuté avec les cliniciens afin d’être réévalué (Tableau V). L’inclusion de 

ces quatre individus dans le projet INDEXES dépendra du tableau phénotypique et des 

résultats des examens nécessaires à l’inclusion. 

 

Au total, il y a à ce jour, huit candidats pour l’inclusion dans le projet INDEXES (Tableau V) 

et quatre, pour lesquels le panel est non contributif, devant être discutés avec les cliniciens 

pour étayer le tableau clinique (Tableau V). 
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Patient 
(année de 
naissance) 

Indication Caryotype 
X 

fragile 
CGH array Autres 

Panel de 
gènes DI 

Réserves 
pour 

inclusion 

CN (2006) 
DI sévère, TSA, microcéphalie -6 DS 

Seul cas familial 
46,XY 

Non 
réalisé 

Non contributive 

Étude de la région 15q11q13 
et FISH 8p sans particularité 

Étude UBE3A en cours 
Panel microcéphalie primitive 

non contributif 

Non 
réalisé 

Panel de gènes 
DI non contributif 

CR (2006) 

Encéphalopathie épileptique sévère, régression des acquisitions à 
partir de l'âge de 2 ans, troubles du comportement (cris, 
vocalisations, agitation), hypertrophie gingivale localisée 

Frère de 30 ans en bonne santé avec projet parental 
Patient décédé subitement par arrêt cardio-respiratoire 

À faire 
Non 

réalisé 
Non contributive 

Panel de 71 gènes 
d'épilepsies génétiques non 

contributif 

Non 
réalisé 

Panel de gènes 
DI non contributif 

SA (2007) 
Encéphalopathie épileptique sévère, syndrome de West, 

hétérotopie périventriculaire, DI profonde, pas de langage, pas de 
marche, hypotonie 

46,XY 
Non 

réalisé 

Délétion en 18q21.33 
de novo, contenant 
KIAA1468 gène peu 

décrit à l'heure 
actuelle 

Duplication 
interstitielle en 

22q11.21, hérité du 
père, n’explique pas 

le phénotype 

Bilan biochimique, FISH 
del1p36 et 5qter sans 

particularité 
Étude de TSC1, ARX, 

MECP2, CDKL5 et FGFR3 
sans particularité, étude de 

FNLA en cours 
Étude de TSC2 : variant à la 
position 1839+18G>A (hérité 

du père asymptomatique) 

Non 
réalisé 

Panel de gènes 
DI non contributif 

BPA (2012) 

Naissance à terme sur RCIU sévère, retard staturo-pondéral et 
psychomoteur, ne tient pas debout, ne parle pas, rachitique, 

anomalie cérébrale de type hypoplasie du mésencéphale, agénésie 
du corps calleux, malformation cardiaque 

À faire 
Non 

réalisé 
Non contributive 

Recherche d’unidisomies des 
chromosomes 7, 11 et 14 et 

recherche trisomie 8 en 
mosaïque sans particularité 

Non 
réalisé 

Panel de gènes 
DI non contributif 

DL (2010) 

Épilepsie, déficit sévère du langage (jamais acquis), retard des 
acquisitions, macrocrânie (sans macrocrânie familiale), dysplasie 

trigono-calleuse, retard de myélinisation,  
hypotonie, troubles vasomoteurs des extrémités, ombilication du 

mamelon, tâche café au lait de 1 cm sur la cuisse gauche, 
embonpoint abdominal en lien avec la prise de Micropakine. 

46,XX (pas 
de 

chromosome 
20 en 

anneau) 

Normal Non contributive 

Méthylation 15q11q13, étude 
de MECP2 et bilan 

biochimique sans particularité 
Étude NSD1 en cours 

Non 
contributif 

/ 

ST (1992) 

DI sévère, retard psychomoteur, malformations (rénales, 
cérébrales, cardiaques, osseuses), pectus excavatum, retard 

croissance staturo-pondérale, hernies, fetal pads, macrocéphalie, 
particularités morphologiques (face triangulaire allongée, 

enophtalmie, fentes palpébrales bas dehors, bout du nez large, 
racines hautes, oreilles courtes longues postérieures basses, 

hypertélorisme, palais ogival, micrognathie, philtrum profond, arc 
de cupidon marqué, ptosis discret), mal implantation des dents, 
hyperlaxité des mains, flessum des genoux, ectopie bilatérale, 

hydrocèle bilatérale, 2 hernies inguinales, deux tâches 
dépigmentées, (marche à 3 ans), myopie, hypermétropie. 

Parents apparentés au 1/16ème 

46,XY Normal 

Délétion interstitielle 
4q12 héritée de la 

mère, n’explique pas 
le phénotype 

Recherche de la maladie de 
Steinert, FISH 12p, étude du 

gène PTPN11 sans 
particularité 

Non 
contributif 

/ 
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FE (1990) 
DI sévère avec TSA et absence de langage, épilepsie, stéréotypies 
vocales, difficultés de coordination motrice, apnées avec cyanose 

buccale (d'origine non épileptique), hypotonie précoce 
46,XY 

Non 
réalisé 

Non contributive / 

2 variants 
dans 

CPA6, 
hérités du 

père, 
Sanger en 

cours 

Présentation si 
Sanger confirme 
la ségrégation 
des variants 
dans CPA6 

RD (2012) 
DI sévère, retard psychomoteur sévère, retard global de 

développement et des acquisitions, épilepsie, microcéphalie 
À faire Normal 

Délétion 
14q31.3q32.11, 

héritée de la mère, 
n’explique pas le 

phénotype 

Méthylation 15q11q13 et 
bilan biochimique sans 

particularité 

VUS TCF4 
de novo 

VUS dans TCF4 
peu probable 

mais à confirmer 
avec généticien 

clinique 

ON (1991) 

Retard psychomoteur, premiers mots vers 7 ans, troubles du 
comportement, IMC à + 3,41 DS, hirsutisme/hypertrichose, 

dyskinésies, crispation/douleurs des mains, strabisme, hallux 
valgus infraductus bilatéral 

Non réalisé 
Non 

réalisé 
Non contributive 

Étude de l'axe corticotrope 
sans particularité, absence 

d'hyperandrogénie 

Non 
contributif 

Discuter du 
phénotype 

ZI (2005) Retard de langage, TSA 46,XY Normal 
Délétion en 14q31.3 
ne contenant aucun 
gène décrit à ce jour 

/ 
Non 

contributif 
Discuter du 
phénotype 

AN (2006) 
TSA, obésité, retard langage, difficultés praxiques et motrices, HTA 
précoce, oreilles mal ourlées, dermatose pilaire, otites à répétition 

Non réalisé Normal Non contributive / 
Non 

contributif 
Discuter du 
phénotype 

DM (2012) 
Retard de langage, TSA, hyperactivité, troubles de l'interaction et 

de la communication. 
Non réalisé Normal Non contributive 

Méthylation 15q11q13 sans 
particularité 

Non 
contributif 

Discuter du 
phénotype 

TABLEAU V : Individus candidats pour le projet INDEXES. 

Les individus CN, CR, SA et BPA sont des candidats proposés pour inclusion dans le projet par les généticiens cliniciens. Les individus DL et 

ST sont de bons candidats identifiés suite à la réanalyse non contributive. L’inclusion de l’individu FE dans le projet INDEXES nécessite la 

confirmation préalable par séquençage de Sanger de la ségrégation des deux variants dans CPA6. L’inclusion de l’individu RD dépend quant à 

elle de l’issue des discussions entre le clinicien et les biologistes concernant le variant dans TCF4. Les individus ON, ZI, AN et DM sont des 

candidats identifiés suite à la réanalyse non contributive mais nécessitant une discussion avec les cliniciens pour étayer le tableau clinique. 

Pour l’ensemble des individus, les résultats des explorations manquantes d’anomalies chromosomiques (caryotype), subchromosomiques 

(CGH array) et moléculaires (recherche de la maladie de l’X fragile et panel diagnostique de 446 gènes de DI) et leurs résultats conditionneront 

l’inclusion. 

RCIU : Retard de Croissance Intra Utérin ; TSA : Troubles du Spectre Autistique ; HTA : HyperTension Artérielle ; IMC : Indice de Masse 

Corporelle ; ORL : Oto-Rhino-Laryngologique. 



IV DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

IV.1 Discussion 

IV.1.1 Évolution rapide des connaissances 

Ces dernières années, les connaissances des gènes impliqués dans les maladies 

mendéliennes ont augmenté rapidement. De nouveaux gènes sont constamment découverts 

et les associations gène-pathologie et variant-pathologie se précisent. En octobre 2004, 

OMIM répertoriait 1636 troubles mendéliens (Wenger et al. 2017). En août 2018, OMIM en 

listait 8652, dont 5309 avec une association génotype-phénotype connue, ce qui illustre 

l’avancée rapide des connaissances génétiques. 

Dans la plupart des études traitant d’une réanalyse de données de NGS, la résolution de la 

majorité des cas est consécutive à des publications récentes (Bowling et al. 2017; Wenger et 

al. 2017; Wright et al. 2018). Dans l’étude de Smith et al. réalisée en 2017, une seconde 

analyse des données de séquençage exomique permet de reclasser 96 cas, dont 73 % 

grâce aux découvertes de nouveaux gènes publiées dans la littérature (Smith et al. 2017). 

Wenger et al. illustre bien l’intérêt d’une réanalyse des données de NGS en décrivant un 

individu pour lequel la réanalyse des données d’exome permet d’identifier un variant faux-

sens de novo rare dans KMT2A. La première analyse conclut à un résultat non informatif en 

juillet 2012, date à laquelle le gène est très peu connu. Deux semaines plus tard, la première 

publication sur KMT2A apparaît et, en juin 2015, le même variant est identifié comme 

probablement pathogène chez un autre individu. Sans une nouvelle analyse, cet individu 

n’aurait toujours pas de diagnostic moléculaire. 

Le panel de gènes de DI ayant fait l’objet de notre réanalyse comporte un sous-ensemble de 

gènes dont l’association génotype-phénotype était mal connue au moment de la première 

interprétation du panel. Depuis lors, de nouvelles connaissances acquises sur l’ensemble 

des gènes du panel – en particulier sur les gènes du domaine de la recherche – auraient pu 

permettre de résoudre de nouveaux cas. 

IV.1.2 Difficultés et erreurs d’interprétation 

Amendola et al. démontre en 2016 une discordance intra-laboratoire de 21 % dans 

l’interprétation de variants en comparant deux méthodes d’interprétations : celle propre à 

chaque laboratoire et celle recommandée par l’ACMG. Vingt-quatre pourcent des variants 

classés différemment étaient susceptibles d’entraîner des différences de prise en charge 

médicale, c’est-à-dire que les variants étaient classés comme pathogènes ou probablement 

pathogènes par une méthode et VUS, probablement bénins ou bénins par l’autre méthode. 
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En inter-laboratoire, sur 97 variants analysés, la discordance est passée de 66 % à 29 % 

après des efforts de consensus (Amendola et al. 2016). Ces discordances reflètent la 

difficulté d’interprétation des variants, même en suivant les recommandations de l’ACMG. En 

effet, la pathogénicité des variants est souvent inconnue et il est nécessaire d’évaluer un 

grand nombre de critères hétérogènes pour leur interprétation. Cela peut conduire à une 

variabilité de l’interprétation en fonction de la personne. Des erreurs d’interprétation sont 

possibles comme illustré par Nambot et al. et par Al-Mushedi et al., en 2018. Nambot et al. 

obtient, lors d’une réanalyse de données de 156 exomes, quatre diagnostics positifs 

supplémentaires découlant d’une mauvaise interprétation initiale (Nambot et al. 2018). Al-

Mushedi et al. présente deux variants interprétés comme pathogènes après réanalyse dans 

deux gènes déjà connus au moment de l’analyse primaire. Il conclut donc à une 

interprétation initiale inappropriée. 

Puisque les recommandations de l’ACMG n’étaient encore pas utilisées au laboratoire lors 

de la première analyse et que la seconde a été effectuée par des biologistes différents, le 

rendement diagnostique du panel de gènes de DI aurait pu être augmenté par la 

réinterprétation des données. 

IV.1.3 Utilisation du partage de données international 

Dans la publication de Nambot et al., en 2018, 50 % des diagnostics nouvellement positifs 

sont résolus lors de la réanalyse de données de WES grâce à une collaboration avec une 

autre équipe de scientifiques par l’intermédiaire d’une des plateformes internationales de 

partage de données (Nambot et al. 2018). Ces dernières peuvent aider à résoudre des cas 

complexes comme par exemple des cas de digénisme ou des cas de phénotypes atypiques 

permettant de constater que le spectre phénotypique associé à un gène est plus large que 

celui qui est connu. 

 

Dans notre cas, des variants dans des gènes peu décrits ont été soumis dans GeneMatcher. 

Malheureusement, aucun nouveau cas n’a été résolu grâce à cet outil. 

 

 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’absence de résolution de cas supplémentaires lors 

de la réanalyse. 

IV.1.4 Utilisation du même pipeline 

Le pipeline utilisé n’a pas été changé ou mis à jour. Les données utilisées pour la réanalyse 

sont celles générées par le pipeline maison auxquelles certaines annotations sont ajoutées. 

Cet ajout a permis une mise à jour des fréquences de populations et de données provenant 
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de ClinVar et d’OMIM mais semble insuffisant (Hiatt et al. 2018). Selon les outils utilisés lors 

des étapes importantes du processus bioinformatique – l’alignement, l’identification des 

variants et l’annotation – il existe des différences sur les variants identifiés, ce qui témoigne 

de la sensibilité variable de la technique (Cornish et Guda 2015; McCarthy et al. 2014). En 

2018, Wright et al. augmente son rendement diagnostique de 13 points après réanalyse – 

celui-ci passant de 27 % à 40 % – et affirme que 23 % des cas nouvellement résolus font 

suite à une amélioration du pipeline d’analyse (Wright et al. 2018). Ewans et al., décrit en 

2018 un variant dans PRPF31 – gène impliqué dans les rétinites pigmentaires – qui était 

absent du VCF lors de l’analyse initiale des données de WES et présent sur le VCF de la 

réanalyse un an plus tard. Cette différence s’explique par une amélioration du pipeline 

bioinformatique utilisé, avec une sensibilité accrue lors de l’étape de détection des variants. 

Dans notre cas, les données brutes étaient archivées et n’ont pu être récupérées qu’à la fin 

de ce travail. C’est pourquoi, il n’était pas possible d’utiliser un autre pipeline ou de mettre à 

jour celui existant. 

IV.1.5 Limites des paramètres utilisés 

IV.1.5.1.1 Filtres appliqués 

Les paramètres utilisés par le pipeline maison présentent des limites pouvant être 

responsables de faux positifs ou de faux négatifs. 

Les variants avec une fréquence dans la population supérieure à 1 % ne sont pas 

conservés. Ce filtrage est réalisé en utilisant ExAC et peut être une source de faux négatifs. 

En effet, Li et al. ont montré que la déficience intellectuelle et la schizophrénie partageaient 

des gènes et voies moléculaires communes (Li et al. 2016). Plus de 20 % des données de 

cette base concernent des individus atteints de schizophrénie. Certains variants pathogènes 

pourraient se révéler présents dans cette base de données et être éliminés à tort. 

 

L’utilisation d’un nouveau pipeline avec des outils différents de ceux du pipeline maison 

aurait été judicieuse pour la réanalyse des données de séquençage du panel de gènes de 

DI. 

IV.1.5.1.2 Pool des parents 

L’utilisation du pool des parents est efficace si l’on considère l’hypothèse selon laquelle les 

données de séquençage issues de chaque parent y sont présentes en quantités 

équivalentes. Il est cependant possible que les séquences de certains parents soient sous-

représentées avec un risque de conclure à tort qu’un variant est d’apparition de novo chez le 
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cas probant. La confirmation par séquençage de Sanger permet de confirmer la ségrégation 

familiale mais est limitée aux variants candidats. 

IV.1.5.1.3 Inactivation de l’X 

Pour les troubles à transmission dominante liée à l’X, seuls les variants d’apparition de novo 

sont retenus lors de la réanalyse si les deux parents sont sains. Cependant, le cas d’une 

transmission maternelle d’un chromosome X inactivé chez la mère et porteur d’un variant 

délétère ne peut être exclue. 

IV.1.5.1.4 Pathologies à transmission récessive liée à l’X 

Pour les troubles à transmission récessive liée à l’X, seuls les variants chez les patients de 

sexe masculin et d’apparition de novo ou hérités de la mère sont retenus lors de la 

réanalyse. Cependant, un individu de sexe féminin exprimant une symptomatologie mineure 

par rapport aux individus de sexe masculin ne peut être exclue. 

IV.1.6 Mosaïque 

La présence d’une mosaïque chez l’individu analysé peut être à l’origine de faux négatifs. Un 

variant en mosaïque survient à un stade post-zygotique. Il est présent dans certaines 

cellules seulement. Les cellules sanguines peuvent ne pas être porteuses de ce variant, 

auquel cas l’ADN séquencé – extrait à partir d’un échantillon sanguin – n’est pas porteur du 

variant. Un tel variant ne peut pas être détecté dans cette étude et serait un faux négatif s’il 

jouait un rôle dans la DI de l’individu testé. 

De la même manière, un variant peut être identifié au niveau des lymphocytes et être absent 

des cellules cérébrales entraînant un faux positif. 

 

Une mosaïque peut également être présente chez les parents et entraîner des faux négatifs, 

dans le cas d’un parent asymptomatique porteur d’un variant au niveau des lymphocytes 

mais pas au niveau cérébral par exemple, ou des faux positifs dans le cas contraire. 

IV.1.7 La réanalyse des panels dans la littérature 

À ce jour, il n’existe pas de données de réanalyse de panel de gènes dans la littérature mais 

plusieurs publications récentes concernant des séquençages d’exomes et de génomes sont 

disponibles (Alfares et al. 2018; Costain et al. 2018). Contrairement aux panels – rapidement 

obsolètes avec la découverte rapide de nouveaux gènes – le WES analyse simultanément 

tous les gènes codants des protéines, incluant ainsi les gènes impliqués dans la DI encore 

inconnus à ce jour. Dans un panel, le gène responsable de la DI peut ne pas se trouver 

parmi les gènes inclus. Dans ce cas de figure, une réanalyse ne permettra pas d’identifier la 

cause moléculaire de la DI de l’individu. Une nouvelle analyse des données de WES a une 
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probabilité plus importante de résoudre de nouveaux cas. Dans la DI, le taux diagnostique 

d’une analyse en panel de gènes et en séquençage d’exome est comparable et oscille entre 

25 et 30 % (Hamdan et al. 2014; Monroe et al. 2016; Redin et al. 2014; Vissers, Gilissen, 

and Veltman 2016; Wright et al. 2018). Les études de réanalyse de WES présentent un 

rendement diagnostique de 10 à 15 % des cas réanalysés ce qui porte le rendement total 

entre 30 et 40 % (Al-Nabhani et al. 2018; Ewans et al. 2018; Nambot et al. 2018; Wenger et 

al. 2017; Wright et al. 2018). L’approche par séquençage d’exome est plus coûteuse que le 

panel, mais permet de réutiliser ses données au fil des années et d’augmenter ainsi son 

rendement diagnostique. Une explication majeure de l’absence de résolution de nouveaux 

cas à la suite d’une nouvelle analyse des données du panel de gènes de DI pourrait être le 

nombre limité de gènes qu’il contient. 

IV.1.8 Délai entre les deux analyses 

Le rythme d’apparition de nouvelles publications concernant la déficience intellectuelle est 

rapide avec, en moyenne, 250 nouvelles associations génotype-phénotype et 9200 

associations variants-phénotype rapportées chaque année (Wenger et al. 2017). Au fil du 

temps, la communauté scientifique apporte de nouvelles informations. Ces dernières sont à 

l’origine de la plupart des cas solutionnés lors de réinterprétations, justifiant un délai minimal 

entre deux analyses (Bowling et al. 2017; Wenger et al. 2017). Dans l’étude de Wright et al., 

2018, les données issues de la littérature ont permis de résoudre plus des deux tiers des cas 

réanalysés (Wright et al. 2018). Il n’existe pas de consensus sur le délai d’attente entre deux 

analyses. Cependant, les réanalyses de données d’exomes dans la littérature s’effectuent, la 

plupart du temps, après un délai de 12 mois minimum (Nambot et al. 2018; Wenger et al. 

2017; Wright et al. 2018). Hiatt et al. confirme en 2018 que plus l’écart de temps entre deux 

analyses est long, plus le nombre de variants pathogènes ou probablement pathogènes 

identifiés est important. Les réanalyses effectuées dans la même année que l’analyse initiale 

n’identifient que 1 % de nouveaux cas par rapport à l’ensemble des cas réanalysés. Celles 

effectuées 12 à 23 mois, 24 à 35 mois ou à plus de 36 mois de la première identifient 

respectivement 2,6 %, 13,2 % et 21,7 % de nouveaux cas par rapport à l’ensemble des cas 

réanalysés (Hiatt et al. 2018). La nouvelle analyse des données du panel de gènes de DI est 

effectuée un à deux ans après la première. Ce délai était peut-être insuffisant pour que de 

nouvelles informations sur les gènes du panel soient disponibles dans la littérature et les 

bases de données Un intervalle plus important entre les deux analyses est peut-être 

nécessaire pour résoudre de nouveaux cas. 
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IV.1.9 Importance des données phénotypiques 

Pour des analyses de NGS dans le cadre de la DI, si le laboratoire ne dispose pas du 

phénotype de l’individu analysé, les chances de prioriser le variant causal sont réduites. La 

participation des cliniciens s’avère primordiale. Ce fait est souligné par Baldridge et al., en 

2017, qui indique que le partenariat du clinicien avec le laboratoire peut augmenter le 

rendement diagnostique de WES de 7 % (Baldridge et al. 2017). En effet, le généticien 

clinique a une connaissance directe et détaillée du phénotype des individus qu’il a reçus en 

consultation. Il est au fait des examens complémentaires effectués et de la ségrégation du 

trouble dans la famille. Ces informations ne sont pas toujours communiquées en totalité au 

laboratoire ou facilement accessibles. Par exemple, l’appréciation des particularités 

morphologiques par le biologiste est complexe en l’absence de photographies de l’individu 

concerné. Le dialogue clinico-biologique est donc essentiel pour la résolution de nombreux 

cas. Pour la réanalyse du panel de gènes de DI, les données phénotypiques insuffisantes 

ont été complétées par les informations trouvées dans le dossier du patient. Cependant, les 

données phénotypiques disponibles ne sont peut-être pas exhaustives, notamment dans le 

cas de symptômes d’apparition tardive, pouvant conduire à des faux négatifs. Une mise à 

jour des données phénotypiques avec l’aide du généticien clinique avant la réanalyse aurait 

pu aider à la priorisation des variants. 

 

Le phénotypage inversé est souvent utilisé lorsqu’un variant candidat est identifié dans un 

gène pour lequel le phénotype associé ne correspond pas entièrement à celui de l’individu 

analysé. Il consiste à réexaminer l’individu pour comparer son phénotype à ceux décrits dans 

la littérature et nécessite un partenariat avec le généticien. Voici l’exemple d’un variant mis 

en évidence lors de la réanalyse des panels de DI, illustrant l’importance du dialogue clinico-

biologique pour la classification des variants. L’individu concerné est un homme de 25 ans, 

né de parents consanguins au 1/16e, sans antécédent familial notable. Les données 

néonatales ne sont pas connues. Il présente un retard de développement psychomoteur 

avec une absence de lecture, un retard de langage, un retard de la marche (acquise vers 3 

ans) et aucune autonomie pour l’habillement et la toilette. Il a des fetal pads, une 

cardiomyopathie hypertrophique biventriculaire, des particularités morphologiques cérébrales 

discrètes, une pathologie kystique rénale, une ectopie testiculaire bilatérale avec hydrocèle, 

deux hernies inguinales, une hernie ombilicale, un pectus excavatum modéré, des atteintes 

osseuses à type de chondrodysplasie avec polykystose et un retard de croissance staturo-

pondérale. Des particularités morphologiques sont identifiées : une face triangulaire 

allongée, des oreilles postérieures basses, une enophtalmie avec hypertélorisme, des fentes 

palpébrales orientées en bas et en dehors, un discret ptosis, un nez à bout large et à racines 
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hautes, un philtrum court, une micrognathie, une mauvaise implantation des dents, une 

mauvaise occlusion dentaire et un palais ogival. Il a des fausses routes, un défaut de 

mastication, une hyperlaxité des mains, un flessum des genoux, une vessie hyperactive, 

deux tâches dépigmentées, une myopie. Le caryotype, la recherche de la maladie de l’X 

fragile, la recherche de la maladie de Steinert et l’analyse du gène PTPN11 n’ont pas mis en 

évidence d’anomalie. La CGH array identifie une délétion interstitielle en 4q12, héritée de la 

mère et sans lien apparent avec les troubles de l’individu. 

Lors de la réanalyse, un variant faux sens de novo (NM_001079846.1:c.5150G>A 

p.(Ser1717Asn)) dans le gène CREBBP, à l’état hétérozygote est retenu (Figure 23). Sa 

fréquence dans gnomAD est de 0,000030 (soit 1 personne porteuse du variant sur 33 000 

individus). Il n’est pas décrit dans ClinVar. Il est prédit comme neutre ou bénin par SIFT et 

PolyPhen-2 respectivement. Il est prédit comme délétère et probablement délétère par 

d’autres outils de prédiction in silico comme MutationTaster et LoFtool. Ce variant se situe 

sur un domaine protéique doigt de zinc de type ZZ. CREBBP régule la transcription de 

certains gènes sensibles à l’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) grâce à l’activation 

de certains facteurs de transcription (Kwok et al. 1994; Nordheim 1994). Il est impliqué dans 

le syndrome de Rubinstein-Taybi qui se transmet sur un mode autosomique dominant. Ce 

syndrome associe de multiples anomalies congénitales telles qu’une déficience intellectuelle 

avec retard de langage, un retard de croissance postnatal, une microcéphalie, des pouces et 

gros orteils larges et hyperlaxes, diverses malformations cardiaques, des fetal pads, des 

anomalies dentaires, des problèmes articulaires, des infections respiratoires fréquentes, des 

déformations du sternum et des anomalies oculaires (ptosis, glaucome, anomalies de la 

réfraction). Le visage des individus atteints présente des particularités morphologiques 

comme des sourcils arqués, de longs cils, des fentes palpébrales obliques en bas et en 

dehors, un hypertélorisme, une arête nasale large, un palais ogival et une légère 

micrognathie. Ces individus ont souvent une expression faciale caractéristique. Il existe avec 

ce syndrome un risque accru de développer des tumeurs bénignes et malignes, 

principalement des tumeurs cérébrales et des leucémies (Hennekam 2006; Rubinstein et 

Taybi 1963; Stevens, Pouncey, et Knowles 2011). Compte-tenu de la corrélation génotype-

phénotype, ce variant est retenu comme variant candidat et discuté avec le généticien 

clinicien en charge du patient. La confrontation des données clinico-biologiques permet 

d’écarter ce variant au regard de la spécificité phénotypique du syndrome de Rubinstein-

Taybi. Le panel de cet individu reste non contributif et le phénotype sévère de cet individu en 

fait un excellent candidat pour le projet INDEXES. 
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FIGURE 23 : Visualisation du variant dans CREBBP avec IGV. 

L’individu est porteur hétérozygote de ce variant qui est identifié sur 55,3 % des reads. Ce 

variant est totalement absent du pool des pères : le père de l’individu n’est a priori pas 

porteur du variant. Le nombre de reads porteurs du variant dans le pool des mères est sous 

le seuil à partir duquel l’on considère qu’une des mères est porteuse hétérozygote (six reads 

attendus contre quatre observés). Bien que le syndrome de Rubinstein-Taybi n’affecte 

généralement qu’un seul individu d’une même famille (survenue de novo), il est décrit, dans 

certains cas, des parents d’intelligence normale porteurs d’une faible mosaïque somatique 

d’un variant pathogène dans CREBBP. Le faible taux de mosaïcisme et l’expressivité 

variable expliquent que ces individus ne soient pas affectés (Bartsch et al. 2010; Chiang et 

al. 2009; Tajir et al. 2013). L’hypothèse d’une éventuelle mosaïque chez la mère de l’individu 

pourrait expliquer les 4 reads porteurs du variant dans le pool des mères. 
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IV.2 Perspectives : bénéfice diagnostic du projet INDEXES  

L’approche par séquençage d’exome permet une analyse des régions codantes des gènes 

et des sites d’épissage. Bien qu'il ne représente qu'environ 1 % du génome, l'exome contient 

à lui seul 85 % des mutations impliquées dans les maladies génétiques mendéliennes (Choi 

et al. 2009). 

La stratégie de novo, basée sur le séquençage d’exome en trio et utilisée dans le projet 

INDEXES, est la stratégie de choix pour la recherche des causes génétiques dans les 

maladies sporadiques (Gilissen et al. 2014). Bien que les transmissions liées à l’X et les 

transmissions autosomiques récessives ne puissent pas être exclues, une proportion 

importante de DI est causée par des mutations de novo dans les gènes codants des 

protéines. Gilissen et al., montre en 2012 que cette stratégie peut permettre d’élucider des 

causes génétiques de DI non syndromique jusqu’à 6 cas sur 10 étudiés (Gilissen et al. 

2012). Comme discuté précédemment, le rendement peut être amélioré par des réanalyses 

régulières des résultats non contributifs. Cette stratégie s’applique donc particulièrement 

bien à la recherche de mutations responsables de DI. 

INDEXES offre une possibilité supplémentaire d’identifier la cause moléculaire des troubles 

de ces individus et de mettre fin à leur errance diagnostique.  
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V CONCLUSION 

Cette réinterprétation n’a pas permis de résoudre de nouveaux cas. Plusieurs hypothèses 

peuvent expliquer l’absence de nouveaux diagnostics, mais il semble que la réinterprétation 

des variants en sortie d’un même pipeline bioinformatique, ainsi que le nombre limité de 

gènes inclus dans le panel constituent les principales limites pour une réanalyse efficace. 

Les cas restant non informatifs pourraient bénéficier d’une réanalyse après une révision du 

pipeline bioinformatique, voire d’un séquençage d’exome. 

 

La réinterprétation a toutefois permis d’identifier huit candidats à l’inclusion pour le projet 

INDEXES. Parmi eux, quatre ont un phénotype sévère. La réanalyse est non contributive 

pour deux d’entre eux (DL et ST) et des VUS sont mis en évidence chez les deux autres (FE 

et RD), nécessitant pour l’un une confirmation par séquençage de Sanger et pour l’autre un 

dialogue clinico-biologique. Pour les quatre autres (ON, ZI, AN et DM), les informations 

phénotypiques doivent être mises à jour par les cliniciens avant d’envisager une inclusion 

dans INDEXES. 

 

Pour conclure, même en l’absence de coût matériel supplémentaire, compte-tenu du temps 

nécessaire et du rendement nul, la valeur d’une réinterprétation à un an de variants identifiés 

par séquençage d’un panel de gènes de DI, à la seule lumière de la littérature actualisée 

n’est pas démontrée. 
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Galaxy https://galaxyproject.org / 

GERP ++ http://mendel.stanford.edu/SidowLab/downloads/gerp/ (Cooper et al. 2005) 

IGV http://igv.org/ (Robinson et al. 2011) 

LRT http://www.genetics.wustl.edu/jflab/lrt_query.html (Chun and Fay 2009) 

MetaSVM http://annovar.openbioinformatics.org/ (Dong et al. 2015) 

Mutalyzer https://www.mutalyzer.nl/ (Wildeman et al. 2008) 

MutationTaster http://www.mutationtaster.org/ (Schwarz et al. 2014) 

MutationAssesor http://mutationassessor.org/ 
(Reva, Antipin, and 

Sander 2011) 

PhastCons http://compgen.cshl.edu/phast/ (Siepel et al. 2005) 

PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 
(Adzhubei, Jordan, and 

Sunyaev 2013) 

PROVEAN http://provean.jcvi.org (Choi et al. 2012) 

SAMtools http://samtools.sourceforge.net (Li et al. 2009) 

SeattleSeq http://snp.gs.washington.edu/SeattleSeqAnnotation138/ (Ng et al. 2009) 

SIFT http://sift.jcvi.org/ (Ng and Henikoff 2003) 

VarScan2 http://varscan.sourceforge.net (Koboldt et al. 2012) 

VarSome https://varsome.com/ / 

VEP https://www.ensembl.org/Tools/VEP (McLaren et al. 2016) 

XHMM https://atgu.mgh.harvard.edu/xhmm/ (Fromer and Purcell 2014) 

ANNEXE 1 : Bases de données et outils principalement utilisés pour l’alignement, 

l’identification, l’annotation et la classification des variants. 
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ACAN ATXN3L CRBN GABBR2 IKBKG MID1 PHF21A SHROOM4 TBX1 

ACAT1 AUTS2 CREBBP GABRA1 IL1RAPL1 KMT2A PHF6 SKI TCF4 

ACSL4 BCKDHA CSDE1 GABRB3 IQSEC2 MMACHC PHF8 SLC13A5 TECR 

ACTB BCKDHB CTNNB1 GABRD IVD MSL3 PHGDH SLC16A2 TIMM8A 

ACTG1 BCKDK CTSF GABRG2 KANSL1 MTHFR PIGV SLC17A5 TMLHE 

ACY1 BCOR CUL4B GALT KANSL2 MTR PLCB1 SLC1A1 TNK2 

ADA BMP3 CUX2 GAMT KAT6A MUT PLP1 SLC25A13 TPP1 

ADNP BRD3 CYFIP1 GAP43 KAT6B MYCN PMM2 SLC25A15 TRAPPC9 

ADSL BRPF1 CYP11A1 GATAD2B KATNAL2 MYT1L PNKP SLC25A22 TRIO 

AFF2 BRWD3 CYP27A1 GATM KCNA1 NAA10 POGZ SLC2A1 TRIP12 

AGA BTD CYP2U1 GBA KCNB1 NAGLU POMGNT1 SLC35A2 TSC1 

AGO1 C12ORF57 D2HGDH GCDH KCNJ10 NDE1 PORCN SLC35A3 TSC2 

AHI1 CA8 DBT GCH1 KCNK9 NDST1 POU1F1 SLC35C1 TSPAN7 

ALDH18A1 CACNA1C DCX GCSH KCNMA1 NDUFA1 PPP2R5D SLC46A1 TUBA1A 

ALDH3A2 CACNA1D DDHD2 GDI1 KCNQ2 NEDD4L PPT1 SLC6A1 TUBB2B 

ALDH5A1 CACNA1F DDX3X GFPT2 KCNQ3 NF1 PQBP1 SLC6A4 TUSC3 

ALDH7A1 CACNG2 DEAF1 GK KCNT1 NFIX PRKRA SLC6A8 UBE2A 

ALDOB CAMTA1 DEPDC5 GLDC KCTD13 NGFR PRODH SLC9A6 UBE3A 

ALG1 CASK DHCR7 GLUD1 KDM5C NHS PRPS1 SMARCA2 UBE3B 

ALG12 CASR DISC1 GNAO1 KDM6A NIPBL PRRT2 SMARCA4 UBR1 

ALG13 CBS DKC1 GPC3 KIAA2022 NLGN3 PRSS12 SMARCB1 UPB1 

ALG3 CC2D1A DLG1 GPRASP1 KIF1A NLGN4X PSAP SMARCE1 UPF3B 

ALG6 CCDC22 DLG3 GRIA3 KLF8 NPC1 PTCHD1 SMC1A UROC1 

AMT CDH10 DMD GRID2 KLHL15 NPC2 PTEN SMC3 USP27X 

ANK2 CDH9 DNM1 GRIK2 KMT2D NRXN1 PTPN11 SMS USP9X 

ANK3 CDK5RAP2 DNM3 GRIN1 L1CAM NRXN2 PTS SOBP VCP 

ANKH CDK6 DPAGT1 GRIN2A LAMC3 NSD1 PURA SOX11 VLDLR 

ANKRD11 CDKL5 DPM1 GRIN2B LAMP2 NSDHL QARS SOX3 VPS13B 

AP1S2 CENPJ DSCAM GRIP1 LAS1L NSUN2 RAB39B SOX5 WDR45 

AP4B1 CEP152 DYNC1H1 GTF2I LGI1 NTNG1 RAI1 SOX7 WDR62 

AP4E1 CHD2 DYRK1A GUSB LIMK1 OCRL RBM10 SPTAN1 WHSC1 

AP4M1 CHD7 EHMT1 HCCS LRP2 OFD1 RELN SRCAP WNK3 

AP4S1 CHD8 EIF2S3 HCFC1 MACROD2 OPHN1 RLIM SRD5A3 WWOX 

ARFGEF2 CHRNA2 EIF4E HCN1 MAGI2 OTC RNF135 SRGAP3 YWHAE 

ARHGEF9 CHRNA4 ELP2 HDAC4 MAN1B1 OXTR RORA ST3GAL3 ZBTB20 

ARID1A CHRNA7 EN2 HDAC8 MAN2B1 PACS1 RPL10 ST3GAL5 ZC3H14 

ARID1B CHRNB2 EP300 HEPACAM MANBA PAFAH1B1 RPS6KA3 STAG1 ZC4H2 

ARIH1 CLCN2 EPB41L1 HEXA MAOA PAH SATB2 STIL ZDHHC9 

ARSA CLCN4 ERLIN2 HGSNAT MAST1 PAK3 SCN1A STX1A ZEB2 

ARX CLIC2 FGD1 HIVEP2 MBD5 PAX5 SCN1B STXBP1 ZFHX4 

ASAH1 CLN3 FLNA HMGA2 MBTPS2 PCCA SCN2A SYN1 ZMYM3 

ASL CLN5 FMR1 HOXA1 MCPH1 PCCB SCN8A SYNE1 ZMYND11 

ASPA CLN6 FOLR1 HPRT1 MECP2 PCDH19 SEMA5A SYNGAP1 ZNF292 

ASPM CLN8 FOXG1 HRAS MED12 PCDH8 SETBP1 SYP ZNF526 

ASS1 CNKSR2 FOXP1 HSD17B10 MED13L PDHA1 SETD2 SZT2 ZNF711 

ATP6AP2 CNOT3 FOXP2 HUWE1 MED17 PDHX SETD5 TAF1 ZNF81 

ATP7A CNTN4 FRMPD4 IDS MED23 PEX1 SGSH TAOK2 
 

ATP7B CNTNAP2 FTCD IDUA MEF2C PEX12 SHANK1 TBC1D24 
 

ATR CPA6 FTSJ1 IGF1 MET PEX6 SHANK2 TBL1XR1 
 

ATRX CPS1 FUCA1 IGF1R MFSD8 PEX7 SHANK3 TBR1 
 

ANNEXE 2 : Liste des 446 analysés, version no2 du panel. 

Les 7 gènes supplémentaires par rapport à la version 1 apparaissent en gris. 
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ANNEXE 3 : Récapitulatif des critères de l’ACMG permettant de classer les variants en 

5 catégories : bénin, probablement bénin, VUS, probablement pathogène et pathogène 

(d’après Richards et al., 2015). 

Les lignes organisent les critères en différents types de paramètres d’interprétation. 

Les colonnes organisent les critères en fonction de leur force pour une affirmation bénigne (à 

gauche) ou pathogène (à droite) :  

BS : Benign Strong (en violet) 

BP : Benign Supporting (en bleu) 

PM : Pathogenic Moderate (en vert) 

PP : Pathogenic Supporting (en orange) 

PS : Pathogenic Strong (en rouge) 

PVS : Pathogenic Very Strong (en rouge foncé) 

FH : Family History ; LOF : Loss Of Function ; MAF : Minor Allele Frequency. 
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ANNEXE 4 : Récapitulatif du poids de chaque critère de classification des variants 

bénins et de leur précautions d’interprétation (selon Richards et al., 2015). 

Il détaille chacun des critères utilisés pour l’interprétation d’un variant. Ils sont regroupés en 

fonction de leur preuve de pathogénicité. 

 



86 
 

 

ANNEXE 5 : Récapitulatif du poids de chaque critère de classification des variants 

pathogènes et de leurs précautions d’interprétation (selon Richards et al., 2015). 

Il détaille chacun des critères utilisés pour l’interprétation d’un variant. Ils sont regroupés en 

fonction de leur preuve de pathogénicité. 

LOF : Loss Of Function ; OR : Odd Ratio.  



87 
 

 

 

ANNEXE 6 : Règles de combinaison des différents critères permettant de classer un 

variant de séquence en variant bénin (classe 1), variant probablement bénin (classe 2), 

VUS (classe 3), variant probablement pathogène (classe 4) ou variant pathogène 

(classe 5) (selon Richards et al., 2015). 
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RESUME 
 
 

La DI est un trouble neuro-développemental hétérogène dont une large proportion est due à des variants 
rares. Aujourd’hui, près de 30 % des DI restent sans diagnostic moléculaire.  
 
L’analyse d’un panel de 446 gènes de DI a été effectuée chez 66 individus au laboratoire de génétique du 
CHRU de Nancy et a permis de résoudre 22 cas (33 %). Les 44 individus restant sans diagnostic 
étiologique font l’objet d’une réanalyse qui est le sujet de ce travail. Il s’agit de réinterpréter les variants 
identifiés précédemment en tenant compte de la littérature actuelle. L’objectif est triple : évaluer la valeur 
ajoutée d’une réanalyse de variants, résoudre de nouveaux cas et sélectionner parmi les individus restant 
sans diagnostic moléculaire des candidats pour l’inclusion dans le projet INDEXES (INtellectual Disability 
EXploration by Exome Sequencing) visant à explorer 10 sujets atteints de DI sévère par séquençage 
exomique en trio. 
 
Aucun nouveau cas n’est résolu avec cette réinterprétation mais quatre individus sans diagnostic 
moléculaire sont identifiés comme de très bons candidats pour une inclusion dans INDEXES.  
 
De nombreuses hypothèses expliquent l’absence de nouveaux diagnostics lors de la réanalyse mais il 
semble que la réinterprétation des variants en sortie d’un même pipeline bioinformatique, ainsi que le 
nombre de gènes limités inclus dans le panel constituent les principales limites pour une réanalyse 
efficace. 
 
En conclusion, compte-tenu du temps nécessaire et du rendement nul, la valeur d’une réinterprétation de 
variants identifiés par séquençage d’un panel de gènes de DI, à la seule lumière de la littérature 
actualisée, à un an environ, n’est pas démontrée. 
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