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RESUME

Les maladies rares se caractérisent par une grande variété de signes cliniques qui varient non seulement
d’une maladie a I’autre mais également d’un patient a un autre atteint de la méme maladie. Les maladies
rares peuvent apparaitre a la naissance ou bien a I’age adulte. A travers ce travail, nous présentons
I’étude génétique de deux syndromes rares : La dystrophie cornéenne atypique chez une grande famille
et la cardiopathie congénitale en rapport avec la monosomie 15q chez une patiente isolée.

L’objectif de ce travail est d’établir un diagnostic précis pour ces maladies avec deux approches
diagnostiques différentes.

Pour le premier cas, il s’agit d’une forme sporadique de cardiopathie congénitale mais avec une forte
suspicion diagnostique. L approche diagnostique de cytogénétique moléculaire, qui a consisté en une
CGH-array, a été réalisée avec succes et nous a permis de reconnaitre les quatre génes incriminés dans
cette pathologie : IGF1R, NR2F2, MEF2A et CHD2 et d'établir de nouvelles corrélations génotype-
phénotype pour un intérét diagnostique et un conseil génétique adéquat.

Pour le deuxiéme cas, il s’agit d’une dystrophie cornéenne atypique avec une hétérogénéité génétique
de faible suspicion diagnostique. Un exome entier a été réalisé pour identifier la mutation causale dans
cette famille consanguine et enrichir le spectre mutationnel du géne TGFBI chez des patients marocains
atteints de cette pathologie, avec mise en évidence d’une nouvelle mutation hétérozygote (C.1772C>A;
p.Ser591Tyr).

Ces résultats montrent que I'analyse chromosomique par CGH-array, au-dela de son intérét
diagnostique, permet d'établir de nouvelles corrélations génotype-phénotype et d'identifier de nouvelles
régions potentiellement impliquées dans cette pathologie.

Nous avons montré également par cette étude la caractérisation des mutations causales qui nous a permis
d’adapter la prise en charge médicale des patients, de formuler un conseil génétique adéquat et d’offrir
un diagnostic présymptomatique et de statut d’hétérozygote aux apparentés a risque qui le souhaitaient.
Parallélement on a étudié I’implication de ces génes en question dans la prédisposition génétique au
cancer.

Mots clés :

Maladies rares, cardiopathie congénitale, dystrophie cornéenne, Array-CGH, Exome, geénes,
prédispositions génétiques, cancers.
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ABSTRACT

Rare diseases are characterized by a wide variety of clinical signs that vary not only from one disease
to another but also from one patient to another with the same disease. Rare diseases can appear at birth
or in adulthood. Through this work, we present the genetic study of two rare syndromes: Atypical
corneal dystrophy in a large family and congenital heart disease related to monosomy 15¢ in an isolated
patient.

The aim of this work is to establish an accurate diagnosis for these diseases with two different diagnostic
approaches.

The first case is a sporadic form of congenital heart disease but with a strong diagnostic suspicion. The
diagnostic approach of molecular cytogenetics, which consisted of a CGH-array, was successfully
performed and allowed us to recognize the four genes incriminated in this pathology: IGF1R, NR2F2,
MEF2A and CHD?2 and to establish new genotype-phenotype correlations for diagnostic interest and
adequate genetic counselling.

The second case is an atypical corneal dystrophy with genetic heterogeneity and low diagnostic
suspicion. A whole exome Sequencing was performed to identify the causative mutation in this
consanguineous family and to enrich the mutational spectrum of the TGFBI gene in Moroccan patients
with this condition, with the identification of a new heterozygous mutation (c.1772C>A; p.Ser591Tyr).
These results show that chromosomal analysis by CGH-array, beyond its diagnostic interest, allows to
establish new genotype-phenotype correlations and to identify new regions potentially involved in this
pathology.

We have also demonstrated through this study the characterization of causal mutations which has
allowed us to adapt the medical management of patients, to formulate adequate genetic counselling and
to offer presymptomatic diagnosis and heterozygous status to relatives at risk who so wish. In parallel,
the involvement of these genes in genetic predisposition to cancer was investigated.

Keywords:

Rare diseases, congenital heart disease, corneal dystrophy, Array-CGH, Exome, genes, genetic
predispositions, cancers.
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A. INTRODUCTION

Une maladie est dite rare ou orpheline si sa fréquence est inférieure ou égale a1/2000
(Hampton 2006, Daliri, Haghparast et al. 2009, Boycott, VVanstone et al. 2013, Adams, Deutsche
et al. 2014). Selon la base de données OMIM, Les maladies rares recensées sont au nombre de
8000. Chague année 200 a 300 nouvelles autres pathologies sont découvertes dont 80% sont en
rapport avec des anomalies génétiques (Donnart, Viollet et al. 2013, Maiella, Rath et al. 2013).
Les patients atteints de maladies rares, sont estimés a 5% de la population mondiale, environ
30 millions en Europe et 1,5 millions au Maroc (Aymé and Schmidtke 2007, Moussayer 2017).
Jusqu’a I’heure actuelle, I’étiologie moléculaire de plus de 5000 troubles rares monogéniques

ont été identifiés. (www.omim.org).(A and Tajvidi 2019)[9]

Les maladies rares se caractérisent par une grande variabilité clinique concernant le début
qui peut étre précoce ou tardif, les différences interindividuelles et entre pathologies. La
majorité de ces maladies ne disposent pas thérapeutiques spécifiques.(Donnart, Viollet et al.
2013). Ce sont des maladies graves, évolutives, chroniques et invalidantes a l'origine
d’handicap, errance diagnostique entrainant le plus souvent un retard de prise en charge suite
a de multiples consultations médicales spécialisées, et des bilans colteux (biologiques,
radiologiques, histologiques, etc.), qui parfois n’aboutissent pas a un diagnostic précis retardant
ainsi la prise en charge (Simone Baldovino, Domenica Taruscio et al. 2016). Enfin, cette errance
diagnostique est a I’origine d’un diagnostic erroné et retarde 1’indispensable conseil génétique.
Alors qu’une prise en charge précoce aurait un impact bénéfique et retarderait certaines
complications (Santillan-Garzon, Diego Alvarez et al. 2015). De méme, un conseil génétique
précis et potentiellement un diagnostic prénatal ne pourraient étre prodigués (Yang, Muzny et
al. 2013). Le pronostic des individus atteints est de degré variable selon les pays et les moyens
investis. La prise en charge sanitaire et sociale de ces maladies et I’accés limité a un diagnostic

est une source importante de souffrance pour les familles et leurs patients.

En revanche, 1’identification des causes de ces syndromes génétiques est un point de
départ important pour poser le diagnostic de certitude, de proposer une thérapeutique
spécifique, parfois d’apporter quelques informations pronostiques. Ce résultat constitue aussi
un prerequis permettant de proposer un test genétique prédictif a ses apparentés, de facon a
identifier les porteurs de la mutation en cause afin de proposer une surveillance et une prise en

charge précoce (Gilissen, Hoischen et al. 2012).


http://www.omim.org/

L’identification des génes en cause de ces maladies rares est un véritable challenge et
requiert des approches spéciales telles que 1’étude de fonctionnement des protéines. En outre
les difficultés dans I’identification des causes génétiques sont diies a I’hétérogénéité génétique

(Simone Baldovino, Domenica Taruscio et al. 2016).

Le diagnostic des maladies rares fait appel a différentes techniques pour permettre au
généticien de poser le diagnostic moléculaire et cytogénétique précis :

> Le caryotype est I’examen de référence lorsqu’une anomalie chromosomique est
suspectée il permet de détecter les anomalies de nombres et les anomalies de structures,
équilibrés ou déséquilibrés. Jusqu’a récemment, le caryotype était un élément essentiel du bilan
d’un patient présentant une déficience intellectuelle associée ou non a une dysmorphie faciale,

a une ou des malformations congeénitales.

> L'hybridation génomique comparative (en anglais, Comparative
GenomicHybridization ou CGH-array) est une technique de cytogénétique moléculaire
permettant d'analyser les variations du nombre de copies dans I’ADN : CNV « Copy Number

Variant » en comparant le nombre de molécules d’ADN d’un individu par rapport a un autre.

> Le séquencage de ’ADN est la détermination de la succession des nucléotides
qui le composent, il s’agit d’une technique de routine pour les laboratoires de génetique
moléculaire. La technique de SANGER basée sur le marquage radioactif a été développée en
1975. Quelques années plus tard, le premier appareil de séguencage automatisé fait son

apparition, basé sur le principe d’électrophorese capillaire.

La publication de la sequence du génome humain a été faite en 2001 puis sous une forme
complete en 2003 est I’une des plus grandes avancées de la science et plus précisément de
médecine. Le projet génome humain a permis d’identifier les génes impliqués dans différentes

maladies héréditaires.

A partir de 2005, de nouvelles technologies de séquencage plus efficaces et moins chéres
ont fait leur apparition. Ces machines sont capables de réaliser plusieurs millions de réactions
de séquence en paralléle(VVan Dijk, Auger et al. 2014). Cette méthode est appelée le Séquencage

Haut Débit ou Sequencage de nouvelle génération (Bai, Edwards et al. 2005) .

Le Séquencage Haut Débit (SHD) est donc aujourd’hui 1’'un des outils de diagnostic et

de « médecine personnalisée ».



On distingue différentes approches d’utilisation du SHD en diagnostic :

e L’analyse d’un panel de genes possiblement responsables d’une maladie

génétiquement hétérogene.

e L’analyse d’un grand panel de genes composé d’un ensemble de genes identifiés

comme étant impliqués dans des maladies humaines. 11 s’agit du séquencage d’exome clinique.

e [’analyse enti¢re de ’exome (WES : Whole Exome Sequencing), est le séquencage de

I’ensemble des génes codant pour des protéines (= 2% du génome entier).

Dans cette étude menée au sein de Département de Génétique Médicale de 1’Institut
National d’Hygiéne de Rabat, nous exposons 1’¢tude génétique de deux syndromes rares : la
dystrophie cornéenne atypique chez une grande famille, la cardiopathie congénitale chez une
patiente isolée et nous montrons a travers une revue bibliographique, plusieurs génes des

maladies rares qui sont associés a un risque élevé de développer un cancer.

Le but de cette étude est d'identifier la variante pathogéne responsable de la cardiopathie
congénitale chez une patiente isolée et la dystrophie cornéenne dans une grande famille
marocaine et de décrire le phénotype clinique avec ses différents stades d'évolutions séveres.
Parallélement a ce travail, nous soulignons I’importance des génes entrainant un risque ¢élevé
de développer un cancer. Ces anomalies constitutionnelles sont identifiées sur des genes que
I’on qualifie de genes de susceptibilité et sont impliquées dans de nombreuses pathologies

humaines incluant notamment les maladies génétiques rares et en particulier les cancers.

Dans ce travail, la premicre partie, traite d’un cas sporadique d’une fille issue d’un
mariage consanguin avec malformation cardiaque, retard de croissance et une déficience

intellectuelle. Cette patiente a bénéficié d’un caryotype constitutionnel et d’'une CGH-array.

En ce qui concerne la deuxiéme partie, I’étude a été réalisée sur une famille marocaine
consanguine atteinte d’une dystrophie cornéenne atypique par la réalisation du séquencgage
d’exome entier. Sur le plan geénétique, cent cing genes sont impliqués dans la dystrophie

cornéenne (CD : Corneal dystrophy) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc
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CHAPITRE 1: CARDIOPATHIE CONGENITALE

I. DESCRIPTION CLINIQUE DE LA CARDIOPATHIE CONGENITALE
1. Définition

Les cardiopathies congénitales sont les malformations les plus fréquentes a la naissance
(Bourdial, Jamal-Bey et al. 2012), (Figure. 1) représentant approximativement un tiers des
malformations de I'enfant (Khoshnood, Lelong et al. 2012). Elles sont de complexités variables
sur le plan anatomopathologique, avec des conséquences physiopathologiques plus au moins
sévéres. La CIV (communication interventriculaire) représente la malformation
cardiovasculaire la plus fréquente chez I'enfant. Les malformations cardiaques congénitales
sont beaucoup plus fréquentes que les cardiopathies acquises et sont souvent graves. Les
symptomes des maladies cardiaques sont divers. Mais le tableau clinique peut étre parfois
trompeur et étre asymptomatique pendant trois a cing jours de vie, jusqu'a la fermeture du canal
artériel, voire pendant des semaines en cas de shunt partiellement équilibré par des résistances

vasculaires pulmonaires physiologiquement élevées a la naissance.

Circulation du sang

Schéma

Capillaires pulmonaires

Artére pulmonaire : :
Veine pulmonaire

Veine cave supérieure Aorte
Oreillette droite Oreillette gauche
Veine cave inferieure i
Ventricule droit Ventricule gauche

Sang veineux Sang artériel

Capilaires des
tissus périphériques

Figure 1 : Schéma de la circulation du sang au niveau du cceur
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2. Epidémiologie

La prévalence et la distribution des types de cardiopathies congénitales sont stables dans
le temps (Robert-Gnansia, Francannet et al. 2004), elle est estimée entre 4 et 8 pour 1000
naissances vivantes (Heitz 1998). Elle est Iégerement supérieure chez le garcon (sex-ratio M/F
: 1,08,(Heitz 1998). La distribution par fréquence des cardiopathies varie avec le sexe :

Prédominance chez le garcon des 1ésions obstructives du cceur gauche et des cardiopathies
3. Etiologie

Une malformation congénitale, en particulier cardiaque, n'est pas obligatoirement
héréditaire et peut correspondre a un accident isolé et qui ne se reproduira pas. Dans 85% des
cas, les cardiopathies congénitales sont d'origine inconnue (dyen, Diaz et al. 2016). Le diabete
chez la meére (dit pré-gestationnel, c'est-a-dire connu avant le début de la grossesse) serait un
facteur de risque (Emmanuel and Thorne 2015). De méme, I’épilepsie maternelle multiplie par
trois le risque de malformation cardiaque (Bossi and Roth 1980) mais le risque est plus grand
chez les femmes traitées par les hydantoines et la carbamazépine. Des études danoise et
suédoise ont montrée 1’influence de certains médicaments anti inflammatoires non stéroidiens,
sans spécificité sur la nature des malformations cardiaques (Musante, Kehl et al. 2003, Ericson
A 2001) alors que la thalidomide augmente surtout le risque de Fallot, et 1’isotrétinoine celui
des cardiopathies conotroncales (Robert-Gnansia, Francannet et al. 2004). L'hyperthermie
pendant le premier trimestre de grosse et ’infection a la rubéole pourra aussi augmenter le
risque de cardiopathie congénitale (Viot 2002, Robert-Gnansia, Francannet et al. 2004, Lin and
Ardinger 2005). De plus, Ferencz et al (Ferencz 1997) ont découvert une relation : Le tabagisme
maternel est associ¢ a un risque accru de survenue de cardiopathie congénitale chez le feetus
notamment la d-transposition des gros vaisseaux (d-TGV) et le rétrécissement pulmonaire
valvulaire (RPv), mais uniquement dans certains sous-groupes (dge maternel avancé et
antécédents de fausses couches). Il existe peu de preuves de la contribution de certains facteurs

environnementaux a la causalité des CHD.

La grande diversité des malformations cardiaques oblige a recourir a une classification :
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4. Classification des cardiopathies congénitales
+ Classification anatomique

Basée sur ’analyse des différents segments cardiaques : Trois segments principaux :

Oreillettes, ventricules et gros vaisseaux(Arlettaz and Bauersfeld 2005).
+ Classification embryologique

Regroupant des malformations anatomiquement différentes sous un méme chapeau
morphogénétique et moléculaire(Hoffman 1995, Robida, Folger et al. 1997, Marijon, Tivane et
al. 2006).

+ Classification physiopathologique

Quatre principaux groupes seront envisagés : les shunts gauche-droite, les
malformations obstructives, les cardiopathies cyanogénes et enfin les cardiopathies qui

n’appartiennent pas a ces trois grands groupes, appelées cardiopathies complexes.
+ Cardiopathies complexes.

Cette analyse systématique est indispensable dans 1’étude des cardiopathies complexes.
L’identification des différents segments cardiaques de leurs connexions et de leur localisation

spatiale est possible par 1’échocardiographie.
5. Diagnostic des cardiopathies congénitales

Apres avoir évoqué le diagnostic d’une cardiopathie sur les données de I’interrogatoire
et I’examen clinique général et cardiovasculaire, l'échocardiographie bidimensionnelle avec
doppler pulsé et doppler couleur fait preuve d’une sensibilité et d'une efficacité tres élevées et
elle représente l'investigation complémentaire de choix dans le diagnostic d'une cardiopathie

congénitale

6. Catégories de cardiopathies congénitales
6.1. Cardiopathies congénitales non cyanogenes

Les cardiopathies non cyanogenes sont dus a un shunt gauche-droit avec mélange de sang
oxygéné a du sang non oxygéné, n’entrainant pas de cyanose. Plusieurs types de malformations
conduisent a des pathologies différentes : Les anomalies de communication entre les
compartiments cardiaques, dans ce cas, deux régions cardiaques ne devant normalement pas

étre reliées communiquent par un trou dans la paroi du ceeur. Deux pathologies en découlent,
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la communication interauriculaire (lorsque les deux oreillettes communiquent) et la

communication interventriculaire (lorsque les deux ventricules communiquent).

. Le canal artériel persistant : Pendant la vie feetale, il existe un petit canal qui relie ’artére
pulmonaire et ’aorte. En temps normal, celui-Ci se résorbe peu de temps apres la naissance.
Lorsqu’il subsiste, il géne le travail du cceur et peut, & terme, engendrer une hypertension

artérielle pulmonaire.

. Les rétrécissements, ou « sténoses » : Il s’agit de rétrécissement des artéres, des veines
ou des anomalies des valves cardiaques qui impactent le bon passage du sang. On distingue

ainsi les sténoses aortiques et les sténoses pulmonaires.
6.2. Cardiopathies congeénitales cyanogénes

C’est un vaste groupe de cardiopathies qui ont pour point commun une désaturation en
oxygene du sang artériel, avec comme conséquence une coloration anormale des téguments et

des muqueuses appelée cyanose.
Il existe plusieurs cardiopathies congénitales cyanogenes. Les plus fréquentes sont :

v’ Latétralogie de Fallot
v" La transposition des gros vaisseaux : Dans ce cas, il y a inversion des artéres du cceur

(pulmonaire et aorte).

La sténose valvulaire pulmonaire, souvent avec dysplasie. La cardiomyopathie
hypertrophique peut étre présente a la naissance ou se développer pendant I'enfance. D'autres
défauts structurels comprennent des défauts septaux auriculaires et ventriculaires, une sténose
de l'artere pulmonaire et une tétralogie de Fallot (Allanson and Roberts 2021). Il s’agit d’un
groupe d’anomalies congénitales affectant les gros vaisseaux cardiaques : Tetralogie de Fallot
(ce syndrome combine plusieurs malformations cardiaques: une communication
interventriculaire, une sténose pulmonaire, un déplacement de I’artére pulmonaire et une
hypertrophie du ventricule droit.), atrésie pulmonaire (malformation qui affecte la valve
pulmonaire avec obstruction empéchant le passage du sang du ventricule droit vers les
poumons), atrésie pulmonaire a septum ouvert (communication interventriculaire avec absence
de passage entre le ventricule droit et 1’artére pulmonaire), tronc artériel commun (présence
d’un seul tronc artériel a la base du cceur qui donne naissance a ’aorte et aux arteres
pulmonaires), ventricule droit a double issue (I’aorte et I’artére pulmonaire naissent tous les
deux du ventricule droit, prédominance chez la fille de la communication interauriculaire et

la persistance du canal artériel (communication entre 1’aorte et 1’artére pulmonaire (Heitz

8
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1998). Il apparait fondamental de les reconnaitre en raison de leur risque de récurrence. Le
tableau 1 illustre la distribution de certaines cardiopathies congénitales a révélation néonatale.

Sur le plan génétique, la fréquence et le type de cardiopathie varient en fonction de la
nature de I’aberration chromosomique. Si 1’on considére 1’ensemble des enfants atteints
d’anomalies chromosomiques, la proportion des malformations cardiaques est de 3%. Elle est
de preés de 100% dans la trisomie 18, de 40% dans la trisomie 21 (Iselin 1999). Les
malformations cardiaques relevant d’affections monogéniques a transmission mendélienne

autosomique ou gonosomique représentent environ 3% des cardiopathies(Iselin 1999).
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Tableau 1 : Distribution des cardiopathies congénitales a révélation néonatale (%6)

(\Valeurs moyennes a partir de plusieurs séries publiées).(Heitz 1998)

Type de cardiopathie congénitale
Transposition des gros vaisseaux
Tétralogie de Fallot
Hypoplasie du cceur gauche
CIV périmembraneuse
CAV (Canal atrio-ventriculaire)

CIV musculaire

Atrésie pulmonaire

Coarctation de I’aorte

Sténose aortique

Sténose pulmonaire

VDDI (ventricule droit a double issue)
CIA (communication interauriculaire)

Divers

10

Fréquence (%)
13.0
10.0
9.8
9.8
7.0
5,4
4.6
4.3
3.9
3.2
2.9
24

16.6



7. Prise en charge

Ces anomalies sont la cause d'une mortalité et morbidité néonatale importante et ceci
malgré les diverses possibilités correctrices et palliatives qu'offrent la chirurgie
cardiovasculaire. La chirurgiec n’a plus le monopole du traitement curatif des cardiopathies
néonatales. Méme si sa place reste prépondérante, le cathétérisme interventionnel consiste a

effectuer un geste thérapeutique palliatif ou curatif.

Au Maroc, la prise en charge de ces anomalies pose dans bien des cas des problemes
diagnostiques et ou thérapeutiques, en raison des problemes d’accés aux soins, errance
diagnostique et manque de sensibilisation de la population du personnel de la santé vis-a-vis
des maladies rares.

I. ASPECTS GENETIQUES
1. Généralités

Le mode de transmission des cardiopathies congénitales est différent selon le type de
cardiopathie congénitale. Environ 10 a 15% des patients atteints de cardiopathies congénitales
sont porteurs d’une anomalie chromosomique, la majorité sont représentés par des anomalies
de nombre(Bonnet 2017). Le syndrome de Down et le syndrome vélocardiofacial sont les
syndromes génétiques les plus courants chez les patients atteints de cardiopathie
congénitale(Blue, Kirk et al. 2012).Plus de 30 genes ont été liés a des formes non syndromiques
de CHD (Blue, Kirk et al. 2012). Leur contribution au CHD demeure inconnue, mais est

supposée étre relativement petite.
2. Anomalies cytogénétiques de nombre associées aux cardiopathies congénitales
2.1. Trisomie 21

Le syndrome de Down (DS) est I'une des maladies génétiques les plus fréquentes et
bien connue qui est associée a un risque accru de morbidité, surtout les cardiopathies
congénitales (CHD) (Kim, Lee et al. 2014). La trisomie 21 est responsable d’environ 10% des
hospitalisations en cardiologie congénitale. La fréquence de CHD varie d’une population a une
autre. Chez les individus caucasiens, le canal atrioventriculaire représente la cardiopathie la
plus fréquente, avec des caractéristiques anatomiques particuliéres. En effet, il s’agit le plus
souvent d’une forme compléte, avec deux ventricules équilibrés et sans anomalies sur la voie
gauche. Il existe une possibiliteé d'association avec une tétralogie de Fallot alors gu'il n'y a

presque jamais d'anomalie du septum interventriculaire musculaire ou d'anomalie du situs
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cardiaque ou de la position du ceeur au sein le thorax. Ces caractéristiques échocardiographiques
anténatales permettent de faire la distinction entre le phénotype des canaux atrioventriculaires
de la trisomie 21 et celui des foetus normaux ou ceux ayant des hétérotaxies. Les autres
cardiopathies décrites dans la trisomie 21 sont les communications interventriculaires,
interauriculaires, la persistance du canal artériel et la tétralogie de Fallot. Les cardiopathies
complexes sont trés rares. Les cardiopathies dégénératives sont fréquentes avec 1’age et
concernent surtout les valves mitrales et aortiques (Hamerton, Briggs et al. 1961, Castilla,
Lugarinho et al. 1998, Frid, Drott et al. 1999). Une surveillance cardiaque est nécessaire chez

les adultes trisomiques 21 méme s'ils ne présentent pas de cardiopathie congénitale.
2.2. Syndrome de Turner

Les cardiopathies du syndrome de Turner surviennent essentiellement au niveau de la
voie gauche. Elles vont de I’hypoplasie du ceeur gauche a une simple bicuspidie aortique, en
passant par les coarctations de l‘aorte. La recherche d'une monosomie X ou de I’'une de ses
variantes est recommandée devant toutes les formes de cardiopathie obstructive du cceur
gauche. La surveillance cardiague des patientes ayant un syndrome de Turner est néecessaire
méme en l'absence de cardiopathie congénitale car elles sont a risque de développer une
hypertension artérielle et une dilatation de I'aorte ascendante, avec risque de dissection aortique.
Des recommandations particulieres ont été formulées en cas de grossesse chez les patientes

atteintes du syndrome de Turner en présence du risque cardiovasculaire.
2.3. Syndrome de Patau (trisomie 13)

Il est exceptionnellement vu apres la période néonatale car un grand nombre de signes
extracardiaques conduisent au diagnostic chez le feetus. Une cardiopathie congénitale est
observée dans 80% des cas(Heitz 1998). Il s'agit fréquemment de communications
interventriculaires mais aussi des cardiopathies conotroncales, de dysplasies polyvalvulaires ou

de malpositions vasculaires notamment le ventricule droit a double issue (Heitz 1998).
2.4. Syndrome d’Edwards (trisomie 18)

Une cardiopathie congénitale est présente dans prés de 75% des cas (Peterson, Kochilas
et al. 2017). On peut observer des communications interventriculaires, des canaux
atrioventriculaires, tétralogies de Fallot, dysplasies polyvalvulaires mais également des
anomalies fonctionnelles comme les cardiomyopathies ou la fibrose myocardique (Kurien and
Duke 1968).

Y. BENBOUCHTA FSR
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3. Anomalies de structure sans anomalie de nombre

Les cardiopathies congénitales sont fréquemment associées a certaines anomalies
chromosomiques de structure. Par exemple, dans la trisomie 22 partielle (syndrome Cat Eye),
on retrouve une cardiopathie dans un tiers des cas. Les malformations cardiaques décrites sont
tres variées : tétralogie de Fallot, retour veineux pulmonaire anormal, shunts gauche-droit mais
aussi ceeur univentriculaire. Dans 20% des cas de délétion 5p- ou syndrome du cri du chat, une
cardiopathie congénitale est décrite, le plus souvent a type de shunt gauche-droit. Cette méme
anomalie est retrouvée dans la délétion 4p- ou syndrome de Wolf-Hirschorn dans 40% des cas.
Des cardiopathies trés variées comme I'hypoplasie du cceur gauche, les shunts gauche-droit et
la malformation d‘Ebstein sont détectées chez des patients atteints de la délétion 11p- ou
syndrome de Jacobsen. La monosomie 18¢- est associée surtout a des malformations type shunt
gauche-droit et des tétralogies de Fallot dans 40 % des cas. Pour les cardiomyopathies, elles
sont fréquentes dans la délétion 1pter. La délétion 8p23 est responsable classiqguement de canal
atrioventriculaire avec un aspect particulier : association a la tétralogie de Fallot, a une anomalie

de position du ceeur et des retours veineux anormaux.
4. Syndromes microdélétionnels

4.1. Microdélétion du chromosome 22g11 (syndrome de Di George ou syndrome vélo-

cardio-facial)

Le principal signe d’appel échographique anténatal de la microdélétion 22q11 est la
présence d'une cardiopathie conotroncale ou d'une anomalie des arcs aortiques. La recherche
d’une microdélétion 22g11 par hybridation in situ en fluorescence peut étre proposée dans
toutes les cardiopathies a type de : tétralogie de Fallot, atrésie pulmonaire a septum ouvert,
agénésie des valves pulmonaires, ventricule droit a double issue, communication
interventriculaire avec mal alignement du septum conal, interruption de la crosse aortique et
coarctation de I’aorte (van Mil et al, 2020). La fréquence d’association a une microdélétion
22q11 varie d'une cardiopathie conotroncale a une autre et la force de cette association peut étre
impliquée en cas de diagnostic tardif (Breviere et al, 1999). Ainsi, environ 45 % des
interruptions de la crosse aortique et 12 % des communications par mal alignement sont en
rapport avec une microdélétion 22g11(Quarello et al, 2011). Le géne TBX-1est le principal gene
contenu dans la région 22911 et responsable du phénotype cardiaque. La décision d'interruption
ou de poursuite de la grossesse est le plus souvent discutée en association a cette anomalie
cytogénétique. Etant donné que la plupart des cardiopathies de type conotroncale sont traitables

Y. BENBOUCHTA FSR
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avec un bon pronostic, le principal motif de cette décision d'interruption de grossesse est le
risque de retard intellectuel et de troubles psychotiques de survenue tardive. Certaines variantes
anatomiques peuvent parfois aggraver le pronostic cardiaque, comme la présence d'anomalies
complexes des arteres pulmonaires dans les formes sévéres de tétralogie de Fallot, plus
fréquentes en cas de microdélétion 22q11. Le risque opératoire n'est pas plus élevé, notamment
sur le plan infectieux, en rapport avec 1‘hypoplasie thymique. Les anomalies de la calcémie,
surtout en période néonatale, doivent faire I’objet d’une prise en charge adaptée, car elles

augmentent le risque d'insuffisance cardiaque.
4.2. Syndrome de Williams et Beuren

Le syndrome de Williams et Beuren est une maladie génétique assez homogeéne, facile a
reconnaitre. Il est di a une microdélétion au niveau de la région 7q11.23 mise en évidence par
hybridation in situ en fluorescence. La prise en charge des patients atteints doit se faire dans un
cadre multidisciplinaire. Il existe parfois des anomalies dentofaciales et linguales. Le profil
cognitif spécifique est surtout caractérisé par un déficit des fonctions visuo-spatiales,
contrastant avec un langage normal. Les anomalies cardiovasculaires sont décrites dans 75 %
des cas, le phénotype cardiaque du syndrome de Williams et Beuren est en rapport avec la
délétion du geéne de I'élastine. Les malformations caractéristiques de ce syndrome sont la
sténose aortique supravalvulaire et les sténoses des branches de 1‘artere pulmonaire. Ces
dernieres régressent le plus souvent, alors que les anomalies de la voie gauche sont évolutives.
Les anomalies valvulaires septales sont plus rares (Lacroix et al, 2009). L'hypertension
artérielle est retrouvée dans un tiers des cas et la pression artérielle doit étre régulierement
contrblée chez ces patients. Des sténoses des branches collatérales de l'aorte sont parfois
décrites : artéres rénales, cérébrales ou coronaires, responsables d'hypertension artérielle
rénovascurlaire ou d'accidents ischémiques cérébraux ou cardiaques. L'augmentation de
I'épaisseur intima-média de la paroi des arteres élastiques de moyen calibre est un critéere
important du diagnostic dont 1’objectif est d’établir une corrélation entre I'EIM (1’épaisseur de
I'intima-média) carotidienne chez des patients asymptomatiques et les facteurs de risque

vasculaire (FDR) chez ces patients (Herinirina, Rajaonarison et al. 2015).

Dans la plupart des cas, la cardiopathie congénitale est liée a des facteurs génétiques et
environnementaux. Par exemple, la microdélétion 22q11 predispose surtout aux malformations
conotroncales, en outre, les récurrences familiales ont montré que des membres d’une méme
famille n’avaient pas souvent la méme cardiopathie congénitale, les cardiopathies congénitales

étant soit « concordantes » soit « discordantes » (Robert-Gnansia, Francannet et al. 2004).Dans
Y. BENBOUCHTA FSR
14



REVUE BIOBLIOGRAPHIQUE

une famille, une personne présente une CIV, une autre une TGV et un feetus avait une
hétérotaxie avec cardiopathie congénitale complexe (Robert-Gnansia et al, 2004 ), I’anomalie
la plus précoce est le défaut de latéralisation car la formation de la boucle cardiaque est la
premiére étape de la morphogenese cardiaque. Les personnes présentant la CIV et la TGV sont
considérées comme ayant Epidémiologie, étiologie et génétique des cardiopathies congénitales.
Une expression atténuée (retardée) du méme défaut génétique que le feetus. Au contraire, une
fratrie avec plusieurs cas de CIV isolées correspondra a une anomalie tardive du
développement. Deux éetudes récentes modifient et précisent le modéle classiquement admis
d’hérédité polygénique avec influence de 1’environnement (Robert-Gnansia, Francannet et al.
2004, M. 2010). Le mode de transmission des cardiopathies congénitales est différent selon le
type de cardiopathie congeénitale cependant dans des populations a taux élevé de mariages
consanguins, certaines cardiopathies congénitales sont plus prévalentes (CIV, CIA, CAV, RPyv,
atrésie pulmonaire [AP]) mais au contraire d’autres ne sont pas plus prévalentes (Fallot, CoA,
PCA). D’autre part la mutation du géne (MTHFR) qui induit une réduction enzymatique
d’environ 50 % avec augmentation de I’homocystéine plasmatique, est associ¢ au risque de

cardiopathies congénitales (Kallén 1999).

Les cardiopathies congénitales sont considérées comme les « orphelines » de la génétique
moléculaire en cardiologie pour plusieurs raisons telles que :D’abord, la mortalité importante
des cardiopathies complexes et le manque de précision diagnostique avant 1’¢re échographie
cardiaque n’ont pas permis d’étudier la fréquence de I’hérédité mendélienne de certaines de ces
anomalies. Par ailleurs, la fréquence des cardiopathies congénitales en rapport avec des
anomalies chromosomiques ou héritées sur un mode mendélien était estimée a 8% (Bonnet,
Rauzier et al. 1998). En effet, le mode de transmission de la cardiopathie est suspecté sur les
données de I’arbre généalogique. Chez I’homme, la cardiopathie congénitale la plus fréquente
est ’hypoplasie du coeur gauche. L’observation de plusieurs récurrences dans des familles
consanguines ¢était en faveur d’une hérédité autosomique récessive. Cependant, quelques
observations de parents d’enfants atteints ayant une forme 1égére de maladie obstructive du
cceur gauche (coarctation, membrane sous-aortique, malformation mitrale congénitale...) sont
en faveur d’un mode de transmission plutot autosomique dominant (Brenner, Troy et al. 1989,

Glick and Roberts 1994).
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I11. INTERET DE LA REGION CHROMOSOMIQUE 159 ET
PREDISPOSITION GENETIQUE AU CANCER

1. Prédisposition génétique au cancer

Les altérations pathogénes de la lignée germinale dans les genes de susceptibilité au
cancer sont les causes les plus frequentes de cancer héréditaire (Sobol et al, 2004). La
tendance croissante de la proportion de patients atteints de cancer subissant des tests génétiques,
suivie de tests predictifs dans les familles de nouveaux patients index, entraine une
augmentation significative des porteurs sains de la mutation., les altérations génétiques
responsables de ces cancers sont transmissibles a la descendance et peuvent étre
recherchées chez des personnes dont les antécédents médicaux, personnels et/ou familiaux,
sont évocateurs d'une forme héréditaire de cancer. L’oncogénétique est une discipline
médicale dont le but est d’identifier et prendre en charge les familles présentant des
variations dans ces génes de prédisposition (tableau. 2). Les tests génétiques ne sont
réalisés qu’aprés une consultation oncogénétique. Celle-ci a pour but de décider pour
quelle famille il y a une indication en fonction du contexte clinique. Cela passe par le
recueil de nombreuses informations comme 1’age d’apparition des cancers dans la famille,

le sexe des personnes,

Y. BENBOUCHTA FSR
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Tableau 2 : Principales prédispositions génétiques et principaux génes associes

(https://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-sante/L-organisation-de-1-offre-de-

soins/Oncogenetique-et-plateformes-de-genetigue-moleculaire/Les-predispositions-

genetiques)
(Ei, H et al. 2018)[49]

Prédispositions génétiques
Syndrome seins-ovaires
Syndrome de Lynch
Adénomes hypophysaires familiaux
Ataxie-télangiectasie
Cancer gastrique diffus familial
Carcinome papillaire rénal héréditaire
Hyperparathyroidisme
Maladie de Cowden
Maladie de Fanconi
Maladie de Vonhippel-lindau
Mélanome malin familial
Néoplasies endocriniennes
Neurofibromatoses

Phéochromocytome-paragangliome
héréditaire

Polyposes adénomateuses familiales
Rétinoblastome

Syndrome de Birt-hogg-dubé
Syndrome de Bloom

Syndrome de Carney

Syndrome de Gorlin

Syndrome de Li-fraumeni
Syndrome de Nijmegen

Syndrome de Peutz-jeghers
Syndrome de polypose juvénile
Syndrome de Werner

Xeroderma pigmentosum

Principaux génes associés
BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD51
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM
AlP
ATM, MRE11A
CDH1
FH, MET
CDC73, CASR
PTEN, PIK3CA, AKT1
FANC
VHL
CDKNZ2A, MITF, BAP1, POT1, CDK4
MEN1, RET, CDKN1B
NF1, NF2, LZTR1, SMARCB1, SPRED1,
SMARCE1
SDH, TMEM127, MAX, EPAS1

APC, MUTYH, POLE, POLD1, NTHL1
RB1

FLCN

BLM

PRKAR1A, ARMC5
PTCH1, PTCH2, SUFU
TP53, CHEK?2

NBN

STK11

BMPR1A, SMAD4
WRN

XP

Le type de cancer (histologie, statut primitif ou métastatique, bilatéralité, sévérité de

I’infiltration). Si une composante héréditaire est suspectée dans la famille, une analyse

moléculaire sera proposée au meilleur candidat de la famille en fonction des informations

collectées (ex. cancer chez I’individu le plus jeune dans la famille, cancer le plus évocateur

du spectre). Lors de cette analyse moléculaire, seuls les genes impliqués dans le spectre

seront etudiés comme par exemple les genes impliqués dans les cancers du spectre sein-

ovaire. Par conséquent, les genes impliqués dans la prédisposition au cancer du sein ont
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un réle dans un de ces systemes biologiques (Hanahan and Weinberg 2011). L’instabilité
génétique est un des points clés du processus de tumorigénése. En effet, c’est grace a cette
instabilité génétique que des mutations drivers vont survenir et permettre 1’obtention des

caractéristiques biologiques propres aux cellules cancéreuses (figure. 2)

Normal

Distant
-¢- Driver alterations metastasis

=
>

Time

Figure 2 : Evolution clonale de la tumeur (Jacob, Tremblay et al. 2017)

2. Maladies génétiques rares et leur association avec le développement du cancer

Le dispositif d'oncogénétique permet a ces personnes de bénéficier de consultations
spécialisées et de tests, en tenant pour objectif, le cas échéant, de leur proposer une prise en
charge personnalisée. Dans les laboratoires d’oncogénétique, on recherche des mutations
germinales a risque élevé d’avoir un cancer par exemple des mutations majoritaires du géne
MYH : Cancer du cblon sur polypose atténuée : MAP (MUTYH- associeted polyposis) qui se
traduit généralement par une polypose adenomateuse colorectale atténuée, avec un nombre de
polypes compris entre 15 et 100, associée a un risque trés éleve de cancer colorectal. Elle peut
étre associée a des adénomes duodénaux. L’age moyen au diagnostic est d’environ 45 ans. Le
risque de cancer colorectal ne semble pas significativement augmenté chez les individus
porteurs d’une seule mutation (Sieber, Lipton et al. 2003). La recherche des mutations des exons
12 et 13 du géne RET : Neoplasies endocriniennes multiples type 2Aet la recherche des
mutations au niveau des génes BRCA1 et BRCA2 (Mulligan, Eng et al. 1994, Eygelaar, van

Rensburg et al. 2022).
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3. Implication des genes de la cardiopathie congénitale de la région 15q dans la

predisposition au cancer

Au niveau de la région 15q, quatre génes sont connus comme étant impliqués dans
des cardiopathies congénitales et potentiellement associés a un risque de développer un

cancer au futur.

. Le géne IGF1R (Insulin Like Growth Factor 1 Receptor ) qui est fortement surexprimé
dans la plupart des tissus malins ou il agit comme un agent anti-apoptotique (fourni par RefSeq,
mai 2014).

. Le géne NR2F2 (Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F Member 2) intervient dans la
prédisposition aux tumeurs de Wilms qui est le type le plus courant de cancer du rein chez
I'enfant (Palculict 2015).

. Le géne MEF2A (Myocyte Enhancer Factor 2A) : est impliqué dans le cancer du
pancréas et de la prostate (Pan, Yan et al. 2017).

. Le gene CHD2 (Chromodomain helicase DNA binding protein 2) est associé a une
susceptibilité aux lymphomes et au risque de cancer de la thyroide différencié (Nagarajan,

Onami et al. 2009).
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CHAPITRE 2 : LADYSTROPHIE CORNEENNE

I. ASPECTS CLINIQUES
1. Généralités

La dystrophie cornéenne est définie comme une anomalie intéressant une ou plusieurs
couches de la cornée d’origine génétique ou épigénétique héréditaire. Parfois décelable dés la
naissance, mais surtout tardivement dans la seconde décennie, d’évolution progressive et plus
spécifiqguement lorsqu'il existe des antécédents familiaux ou des cas de familles consanguines
(Brini, Offret et al. 1974). Les dystrophies de cornée concernent 0,09 % de la population, 60 %
surviennent au niveau de la couche endothéliale (Reinhart, Musch et al. 2011).

Les dystrophies cornéennes se caractérisent par une accumulation progressive de dépots
insolubles a différentes profondeurs de la cornée. Elles sont dues a des mutations sur des genes.
Leur survenue est en rapport avec des facteurs environnementaux, inflammatoires ou
systémiques, qui peuvent parfois influer sur leur évolution (Brini, Offret et al. 1974).La cornée
est un tissu conjonctif transparent, en déme, recouvrant la pupille et I’iris. Elle a un role de
dioptre convergent ; sa transparence est garantie par son caractere avasculaire et par le contréle

de son degré d’hydratation par son endothélium postérieur (figure 3).
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Figure 3 : A. Anatomie de I’ceil humain, (B, C) présentation de la cornée (Dunham, Fabian et al.
1991)

Sur le plan histologique, la cornée est composée de 5 couches paralléles entre elles :
I’épithélium et le film lacrymal précornéen, la membrane de Bowman, le stroma, la membrane

de Descemet et I’endothélium (figure. 4).
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Figure 4 : Coupe histologique d’une cornée normale

2. Etiologie et facteurs de risque

Les dystrophies cornéennes sont des maladies génétiques hétérogenes avec plusieurs
modes de transmission (autosomique dominant, autosomique récessif et récessif li¢ a I’X). Dans
la plupart des cas, il s’agit de formes familiales. A ce jour, cent cing génes ont été identifiées

comme étant responsables de cette maladie ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc).

Les principaux genes impliqués sont les suivants :
CHST6, COL8A2, KRT3, KRT12, PIP5K3, SLC4A11, TACSTD2, TCF4, TGFBI et UBIA. Le
gene TGFBI est le géne le plus fréquemment muté (Yang, Han et al. 2010).

3. Classification

La classification internationale proposée par 1’ International Committee for Classification
of Corneal Dystrophies (IC3D) est actuellement la plus utilisée (Weiss, Mgller et al. 2008,
Weiss, Mgller et al. 2015). 1l existe quatre catégories : (tableau 1)

(1) dystrophies épithéliales et sous-épithéliales
(2) dystrophies épithéliales-stromales liées au TGFBI
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(3) dystrophies stromales
(4) dystrophies endothéliales.

Elle combine les dimensions phénotypiques et géenétiques. Sa révision de 2015 montre

combien le classement des dystrophies est discutable (tableau. 3 ) (Bourges 2017).

Tableau 3 : Résumé des dystrophies cornéennes et de leurs phénotypes, exposés au travers de la
transcription de la classification IC3D des dystrophies cornéennes d’aprés Weiss et al

Légendes : Les dystrophies y sont qualifiées par catégories de certitudede 1 a 4 :
1 : Dystrophie cornéenne bien définie avec géne cartographié, identifié et mutation spécifique
connue
2 : Dystrophie cornéenne bien définie, géne cartographié sans étre encore identifié
3 : Dystrophie cornéenne bien définie dont ’anomalie génétique n’a pas encore été rapportée
4 : Dystrophie cornéenne documentée d’individualisation, a part entiére, sans niveau de preuve
scientifique encore suffisant. Ainsi des entités autrefois qualifiées de dystrophies (exemple : Grayson-
Wilbrandt, syndrome de Meretoja, CHED2) ne sont pas indiquées dans ce tableau, faute d’argument pour
étre considérées comme telles

AD : Autosomique Dominant

AR : Autosomique Récessif

XR : Récessif Lié a I’X

Dystrophie Mode de Catégorie Phénotype
Transmission

Meesmann AR 1 Microvacuoles épithéliales diffuses

Microkystique de Triadegéographie/microkystes

Cogan épithéliaux/empreintes digitales

EER atraumatique AD 1 Ulcére(s) épithélial(aux) récidivants

Gélatineuse AD 4 Opacité grisatrecentro-cornéenne en relief

Lisch XR 2 Opacité épithéliale brune, progression
centripéte en plumeau

Thiel-Behnke AD 1 Opacités antérieures mal individualisées, a
bords flous

Reis-Blicklers AD 1 Opacités antérieures en réseau (rayon de
miel)

Granulaire type 1 AD 1 Opacités granulaires épargnant le limbe,

(Goenouw 1) dans tout le stroma, prédominant en partie
antérieure

Granulaire type 2 AD 1 Opacités de granulaire type 1 associées a

(Avellino) des dépots fusiformes stellaires

Grillagée type 1 et 3 AD 1 Cordons intrastromaux centraux et

(Lattice) paracentraux, fins/rares pour le type 1 et
épais/denses pour le type 3

Maculaire AR 1 Dépbts granulaires a bords flous (neige

granulaire (Goenouw sale), dans toutes les couches cornéennes,

2) dans toute 1’aire, du centre au limbe
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Congénitale stromale
(Turpin)
Frangois-Neetens
(FLEK/Speckled)

Francois

Amorphe
postérieure

Pré-endothéliale

Grillagée type 2

Fuchs (précoce)

Fuchs (tardive)

Postérieure
polymorphe

Endothéliale
congénitale
héréditaire (CHED)

Endothéliale liée a
Irx
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Opacités cristallines centrales ou blanches
paralimbiques

Opacités nuageuses translucides stromales
diffuses

Opacités mouchetées grisatres dans un
stroma par ailleurs normal

Opacités blanchatres écailleuses du stroma
postérieur

Opacification du tiers stromal postérieur,
anomalies uvéales

Granulation réfringente polychromatique
du stroma postérieur moins dense en
périphérie, association possible avec
I’ichtyose liée a I'X

Dépdts en cordons fins translucides
prédominants en périphérie, dans tout le
stroma et dans les s. Polyneuropathies et
affection systémiques associées a
I’amylose

Aspect martelé de la Descemet
prédominant au centre, avec cedéme
possible. Apparition dés la deuxiéme
décade

Apparition a partir de la cinquiéme décade

Plages endothélio-descemétiques
irrégulieres en vésicule, en cordons ou en
nappe, cedéme possible en regard

(Edeme bleuatre diffus, cornée épaissie,
nystagmus et surdité cochléaire tardive
possibles

Idem CHED, association possible avec une
kératopathie en bandelette, transmission
liée a I’X
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3.1. Les principales dystrophies épithéliales et sous-épithéliales

Les manifestations cliniques se caractérisent par une degenérescence cornéenne
récidivante, des lésions épithéliales des porteurs de lentilles, de kératites ponctuées

superficielles, ou de toxicité médicamenteuse notamment :
3.1.1. La dystrophie cornéenne de Meesmann-1 (MECD1)

Il s’agit d’une maladie héréditaire caractérisée par la présence de multiples kystes a
I'intérieur de 1'épithélium antérieur dont le nombre et la densité augmentent avec 1’age et détecté
au cours d'un examen oculaire de routine. Elle est rarement asymptomatique. Un phénotype
plus sévére avec érosions et cicatrices cornéennes peut entrainer une perte significative de
I'acuité visuelle nécessitant un traitement par kératoplastie ou greffe de cornée, des chercheurs
étudient l'utilisation de I'ARN si spécifiqgue a un allele contre des mutants a spécificité
mononucléotidiqgue comme méthode potentielle de traitement de la MECD (Bardi, Fenger et al.
1995, Greiner, Lindsay et al. 2017).

Sur le plan génétique, le mode de transmission est autosomique dominant avec une
pénétrance incomplete. Le gene de la kératine 3 (KRT3) du chromosome 12q13.13 et le gene
de la kératine 12 (KRT12) du chromosome 17g21.2 codent respectivement pour les
cytokératines K3 et K12 spécifiques de la cornée. La caractéristique essentielle de la
cytokératine 3 et 12 (filaments intermédiaires du cytosquelette des cellules épithéliales) est un
marqueur de différenciation cornéenne de 1’épithélium de la surface oculaire. Vingt-six
mutations dans les génes KRT3 et KRT12 ont été identifiées chez des individus atteints de
Meesmann dystrophie cornéenne (OMIM 122100) et ont été localisées dans les motifs des
limites de I'nélice des protéines kératiniques respectives (Chen, Lin et al. 2015). La MECD
illustre une hétérogénéité génotypique avec des symptdmes plus sévéres, dle a une pénétrance
de deux variantes (c.3156C> T et ¢.334G> A) qui a été distinguée de la dystrophie de type
ERED (Dystrophie Erosive Récurrente Epithéliale) sur le chromosome 10 (Oliver, van
Bysterveldt et al. 2016).

3.1.2. La dystrophie de la membrane basale épithéliale (EBMD)

Cette dystrophie est également connue sous le nom de Cogan Dystrophie purement épithéliale
appelée microkystique de Cogan ou map-dot-fingerprint dystrophy (OMIM 121820). Divers
aspects sont retrouvés a 1I’examen, parfois associés a des vésicules intra-épithéliales grisatres,
opacites punctiformes grisatres, lésions en « empreintes digitales ». Elles sont observées au

mieux en rétro-illumination sur pupille dilatée. La symptomatologie fonctionnelle apparait a
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I’age adulte, majoritairement non héréditaire, dégénérative et rarement dominante, cette
dystrophie entraine une vision trouble, une sensation de corps étranger, érosions récurrentes ou
intolérance aux lentilles de contact (Luxenberg, Friedland et al. 1975, Ehlers and Andersen
1987). L'amincissement du film lacrymal vu comme la valence cornéenne dans 'EBMD est
cause d'irrégularités épithéliales minuscules, produites par les kystes et I'exces de membrane
basale matiére, augmentant le taux de contamination lipidique du couche de mucine du film
lacrymal (Luxenberg, Friedland et al. 1975, Holly 1985). Le traitement repose sur ’utilisation
de solutions hypertoniques, de lubrifiants cornéens et de lentilles thérapeutiques. A un stade
avancé, une photokératectomie thérapeutique (PKT) au laser Excimer peut étre proposee.
Souvent sporadique non héréditaire, le mode de transmission est autosomique dominant dans
les formes héréditaires. La génétique moléculaire de cette dystrophie est encore mal connue,
mais des mutations ont été retrouvées sur le gene de la kérato-épithéline (Paliwal, Sharma et al.
2010).

3.2. Les principales dystrophies de la couche de Bowman
3.2.1. Dystrophie de Reis-Blickler (RBCD)

On note la présence d’une opacification fine, réticulaire de la couche de Bowman, ensuite
des opacités réticulées sous-épithéliales apres apparaissent des opacités stromales antérieures,
au niveau de la région centrale de la cornée. La symptomatologie est de survenue précoce,
lentement progressive, provoquant une baisse d’acuité visuelle vers la quatrieme décennie. Sur
le plan histologique, on constate des dépéts de tissu collagene épaissi, ainsi que des digitations
en dents de scie au niveau de la couche de Bowman. La transmission est autosomique
dominante avec pénétrance complete. Dans tous les cas rapportés dans la littérature, la mutation

R124L a été identifiée. Des corrélations génotype-phénotype ont été mise en évidence.
3.2.2. Dystrophie de Thiel-behnke (TBCD)

Cette maladie apparait dés I’enfance, altérant 1’acuité visuelle progressivement, mais
plus tardivement que pour la forme précédente. L’examen biomicroscopique retrouve de
multiples opacités de petite taille, sous 1’épithélium, avec un aspect en « rayons de miel ». Le
traitement est d’abord médical, puis, lorsqu’il est insuffisant ou qu’il existe une baisse d’acuité
visuelle, une photokératectomie thérapeutique peut étre proposée, voire une kératoplastie
lamellaire antérieure profonde. Le délai de récidive est de 10 a 15 ans (retraitement).Le mode
de transmission est autosomique dominant avec présence de filament arciforme et pénétrance

compléte. Le géne responsable est le gene TGFBI (TransformingGrowth Factor, Beta induced).
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3.3 Les dystrophies stromales

Il existe les dystrophies liées au géne TGFBI d’aspectgrillagé et granulaire et d’autres

formes de dystrophies stromales.
3.3.1. La dystrophie grillagée de type 1

La dystrophie granulaire de type | (OMIM 121900), entraine des signes fonctionnels a
un age trés jeune, provoquant des érosions cornéennes récidivantes, et donnant progressivement
une baisse d’acuité visuelle, qui devient génante vers 1’age de 40 ans. La cornée devient de
couleur jaunatre et est marquée par des lignes cristallines, responsable de cet aspect grillage.
En fin d’évolution, on constate une opacité centrale effagant le quadrillage. Sur le plan
histologique, des dépdts amyloides stromaux antérieurs caractéristiques sont présents. Des
mutations spécifiques ont été retrouvées au niveau du chromosome 5g31. La keératoplastie
lamellaire antérieure profonde représente le traitement de choix. Cette dystrophie est de
transmission autosomique dominante avec pénétrance compléte, elle fait partie du groupe de

dystrophies liées au géne de la kérato-épithéline.
3.3.2. La dystrophie granulaire de type 2 granulaire-grillagée

Il existe deux sous-types: la dystrophie granulaire de type 1 classique, dite de
Groenouwtypel et la dystrophie granulaire de type 2 granulaire-grillagée, dite d’ Avellino selon
I’ancienne nomenclature. L’examen retrouve essentiellement par dép6ts granuleux blanchatres,
de petite taille, centraux, en « flocons de neige », avec des intervalles de cornée avec baisse
importante d’acuité visuelle, qui commence des la 3eme décennie. Le mode de transmission est
de type autosomique dominant avec expression variable, pénétrance compléte et dominance

incompléte. Le phénotype Avellino de type granulaire | est en rapport avec la mutation R124H.
3.4. Les dystrophies endothéliales

Elles sont caractérisées par trois lésions : Aspect progressivement irrégulier des cellules
endothéliales, sécrétion d’une couche de collagéne au niveau de la partie postérieure de la
membrane de Descemet et troubles du fonctionnement de 1I’endothélium entrainant un cedéme
de cornée global. Le mode de transmission est majoritairement autosomique récessif pour la
forme (CHED2: Dystrophie congénitale héréditaire endothéliale). 1l existe une forme

autosomique dominante moins fréquente CHED1 (Davidson, Liskova et al. 2016).
3.4.1. La dystrophie de FUCHS

Cette forme se caractérise cliniquement par des dépots centraux derriere la membrane de
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Descemet, donnant un aspect en « argent battu » au cours de I’examen en rétro-illumination,
avec présence de quelques vésicules en « goutte d’eau », ce qui correspond & un stade de «
Cornea Guttata ». Ensuite, on note 1’apparition d’un cedéme au niveau de la couche stromale
avec presence de larges bulles épithéliales douloureuses a la rupture, puis le plus souvent
survient une diminution d’acuité visuelle. Les femmes sont plus atteintes que les hommes. Cette
forme est génétiquement hétérogéne avec un mode de transmission de type autosomique
dominant. Des mutations au niveau du gene COL8A2, localisé en 1p34.1p32 sont retrouveées
dans 10% des cas (Biswas, Munier et al. 2001).

3.4.2. La dystrophie postérieure polymorphe de Schilichting

L’examen ophtalmologique met en évidence de petites vacuoles ou épaississements au
niveau de la membrane de Descemet. A un stade tardif, on note I’apparition d’un cedéme, avec
Iésions importantes de la couche endothéliale, augmentation de la tension intra-oculaire dans
15 % des cas et troubles de clivage de la chambre antérieure. L’cedéme cornéen se propage tres
précocement dans toute la cornée, entrainant une baisse d’acuité visuelle associée a des

douleurs.

Les patients atteints de la dystrophie cornéenne peuvent bénéficier des progres de la
thérapie cellulaire en raison des spécificités du tissu cornéen avasculaire et immunitairement
privilégié. Les cellules transplantées sont mieux tolérées en comparaison avec d’autres tissus

et organes vascularisés (Kocaba, Katikireddy et al. 2018).

La transmission est autosomique dominante avec expression et pénétrance variable. Le
géne VSX1 localisé en 20p11.2q11.2 et ’autre geéne sus-décrit COL8A2, sont impliqués dans
moins de 10 % des familles. (D’ophtalmologie, 2005)

4. Meéthodes diagnostiques

Toute anomalie de la transparence cornéenne ou opacité d’apparition spontanée devrait
faire évoquer le diagnostic d’une dystrophie cornéenne, surtout en cas d’atteinte bilatérale,

présence de cas familiaux ou consanguinité malgré la variabilité d’expression clinique.

Le diagnostic clinique tient compte de I'age de début et 1’aspect clinique de la cornée lors
de I’examen a la lampe & fente. Une étude histologique du tissu cornéen en microscopie optique
ou électronique de transmission permet d'obtenir un diagnostic précis. Pour les formes
familiales de dystrophies cornéennes avec identification préalable de la mutation causale un

diagnostic moleculaire peut étre proposé pour confirmer le diagnostic chez les autres membres
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de la famille le souhaitant.
5. Evolution et pronostic

Des études ont démontre que les Iésions de la surface de la cornée déclenchent I'apoptose

des kératocytes et une réponse de cicatrisation ultérieure dans le stroma. (Wilson 2002).

Le pronostic va d'un effet minimal sur la vision & la cécité cornéenne avec une variabilité

phénotypique marquée (Klintworth 2009).
6. La prise en charge thérapeutique

A ce jour, il n'existe aucun moyen efficace pour prévenir la survenue de la dystrophie
cornéenne. A l'avenir, la thérapie génique pourrait représenter un outil utile pour modifier les
genes impliqués dans cette maladie. En ce qui concerne le traitement de la dystrophie
cornéenne, celui-ci dépend de son type, des symptdmes présentés par le patient et la gravité du
tableau clinique. Les patients asymptomatiques n'ont pas besoin de traitement. wWww.coss-

ophtalmoloqie.paris/

Les patients présentant des érosions recurrentes sont traités avec des collyres et des
pommades lubrifiantes, une lentille de contact thérapeutique ou avec un laser excimer
(PTK :Photokeératectomie thérapeutique) en fonction de la gravité de I'érosion et selon la
réponse a chaque traitement. Les patients présentant une perte de vision importante due a des
dépots de matériaux ou de substances anormales dans le stroma nécessiteront une greffe de
cornée, soit une greffe de pleine épaisseur (kératoplastie pénétrante) ou uniquement des couches

les plus antérieures (kératoplastie antérieure lamellaire profonde).

Chez les patients présentant un cedéme cornéen en raison d'un dysfonctionnement des
cellules endothéliales, aux premiers stades de la maladie, le traitement consistera a prescrire des
collyres et pommades hyperosmolaires. Si la diminution de I'acuité visuelle progresse et limite
le patient dans ses activités quotidiennes, la greffe de cornée pourrait étre une option a
envisager, qu'il s'agisse d'une greffe de pleine épaisseur ou d'une greffe des cellules

endothéliales uniqguement (kératoplastie postérieure). www.coss-ophtalmologie.paris/

En bref, le traitement varie d'une dystrophie a l'autre. Certaines dystrophies sont traitées
médicalement ou par I'excision ou I'ablation du tissu cornéen atteint, par kératoplastie lamellaire
profonde endothéliale ou kératotomie photothérapeutique. Les dystrophies moins invalidantes
ou asymptomatiques ne requiérent pas de traitement www.coss-ophtalmologie.paris/
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1. GENETIQUE DE LA DYSTROPHIE CORNEENNE TYPE THIEL-
BEHNKE
Les différentes dystrophies cornéennes sont dues a des mutations sur les
génes CHST6, COL8A2, KRT3, KRT12, PIP5K3, SLC4A11, TACSTD2, TCF4, TGFBI et

UBIAD1. La connaissance des mutations génétiques responsables a conduit a une meilleure
compréhension de leur défaut d'origine et a des tests moléculaires pour un diagnostic précis.
Les génes responsables d'autres dystrophies cornéennes ont été localisés sur des loci
chromosomiques spécifiques, mais n'ont pas été identifiés a ce jour. Les caractéristiques
clinigues et le mode de transmission de chacune des dystrophies cornéennes sont parfaitement
établis, le conseil génétique peut étre offert aux patients, notamment en vue des traitements et
pronostics.(Klintworth 2009).

Nous nous intéresserons spécifiquement au type TBCD, qui est d0 a des mutations au
niveau du gene TGFBI, qui se présente sous la forme d'opacités épithéliales réticulées
bilatéralement, avec aspect en nids d'abeilles et une symétrie remarquable, avec accumulation
de taches réticulaires au niveau de la membrane de Bowman. Le mode de transmission est
autosomique dominant (Thiel 1967). Cette forme peut étre confondue avec le RBCD au cours

des deux premieres décennies de la vie.
1. Legéne TGFBI
v" Localisation du gene TGFBI

Le gene TGFBI (OMIM : 601692) est constitué de 17 exons avec une taille de 34,92kb
(Ensembl-Janvier 2019 : NM_000358.3). Sa localisation cytogénétique se trouve au niveau du
chromosome 5¢g31.1 (Figure.5) et sa position moléculaire est la suivante :136,028,988-
136,063,818pb sur le chromosome 5 (Homo sapiens Annotation Release 201, GRCh38.p13 :
NCBI).
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Figure 5 : Emplacement moléculaire du géne TGFBI (Dietrich, Pandis et al. 1995)
+ Protéine TGFBI

*TGFBI (transformant growth factor, beta-induced) est une protéine de matrice
extracellulaire de 68 kD avec 4 domaines similaires a la fascicline-1 d'insecte et une sequence
arg-gly-asp (RGD) C-terminale. La protéine TGFBI est sécrétée dans I'espace extracellulaire
(lvanov, Ivanova et al. 2008). Cette protéine se trouve dans de nombreux tissus du corps, y

compris l'enveloppe externe transparente de I'eeil (la cornée). Son rdle :
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Interaction collagéne-cellule au niveau du cartilage
Adhésion extracellulaire de la peau

Formation de 1’os endochondral

AN N N

Médiation de 1’adhésion cellulaire et de la migration au niveau de 1’épithélium cornéen.
+ Variants du géne TGFBI

Plus de 125 variants du gene TGFBI ont été décrits au niveau des bases de données
génomiques (Ensembl et HGMD, Clinvar). Soixante-dix-huit de ces variants ont été
retrouvées chez des patients atteints de dystrophie cornéenne, ce sont des variants
polymorphes : mutations non-sens, faux-sens, délétions et insertions (Mohammadi, Ahmadi
Shadmebhri et al. 2020) .Soixante-dix d’entre elles sont disponibles sur la base de données

HGMD (version publique) sur un total de 86 (version professionnelle) (tableau 4).

Tableau 4 : Mutations décrites au niveau du géne TGFBI (HGMD 2021)

Type des mutations Nombre des mutations

Faux sens / Non-sens 62
Sites d’épissage (splicing) 0
Petites délétions 6
Petites insertions 1
Petites insertions-delétions 1
Grandes delétions 0
Grandes insertions ou 0
duplications

Réarrangements complexes 0

+ Mutations du gene TGFBI

Y. BENBOUCHTA FSR
31



REVUE BIOBLIOGRAPHIQUE

La majorité des mutations au niveau du géne TGFBI sont responsables de la dystrophie
corneenne. Dans la littérature, Munier Fruech et al, en 2002, ont identifié 16 mutations
distinctes causant la maladie dans le géne TGFBI chez 50 des 61 (83 %) patients atteints de
dystrophie cornéenne(Munier, Frueh et al. 2002). La corrélation génotype-phénotype était
specifique au domaine proteique, avec tous les changements se produisant a la limite ou dans
le domaine fasc4 de la protéine TGFBI (figure. 6). Chez la population indienne Chakravarthi,
Kannabiran et al ont identifié en 2005 des mutations du gene TGFBI chez 14 des 18 patients
atteints de CDL1 (Corneal Dytrophy Laitce de type 1) et 19 des 19 patients atteints de GCD1

(dystrophie cornéenne granulaire type 1) (Chakravarthi, Kannabiran et al. 2005).
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Figure 6 : lllustration schématique de la structure génomique du géne TGFBI et localisation des
mutations recensées (Jean-Louis DUFIER et Josseline K APLAN 2005).

Il existe deux hotspots mutationnels qui ont été identifiés correspondant aux résidus
arginine en position 124 et 555 de la protéine TGFBI, ceux-ci étant les sites de mutation les
plus fréquents dans diverses populations. La majorité des mutations identifiées impliquent le
guatrieme domaine protéique de type fascicline de la protéine TGFBI (Kannabiran and
Klintworth 2006).La mutation p.Argb55Trp a été découverte dans plusieurs groupes ethniques
distincts et semble étre récurrente (Xiang, Yuan et al. 2019). La plupart des mutations du géne

TGFBI se concentrent au niveau des exons 12 et 14 (figure. 6)

Il existe une grande variabilité phénotypique associée a la mutation Argl24Cys
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(Kannabiran and Klintworth 2006).

Les études portant sur des patients porteurs des mutations Argl24Leu et Arg555GIn ont
montré de bonnes corrélations de ces deux mutations avec leurs phénotypes clinico-
pathologiques respectifs spécifiques qui sont distincts les uns des autres (Dighiero, Drunat et
al. 2000, Dighiero, Valleix et al. 2000).

Une forme clinique particulierement sévére de la maladie a été corrélée avec la mutation
Argl124Leu tandis que les autres mutations Arg555Trp et Arg124Cys ont été associées a un

phénotype moins sévere (Kannabiran and Klintworth 2006).

Les mutations du gene TGFBI sont impliquées dans d'autres types de dystrophie
corneenne, notamment la dystrophie cornéenne de Groenouw, la dystrophie cornéenne
d'Avellino, la dystrophie cornéenne en réseau de type IlIA, la dystrophie cornéenne de Reis-
Bucklers, la dystrophie cornéenne de Thiel-Behnker et la dystrophie cornéenne de la membrane
basale épithéliale. Pour résumer, des mutations différentes du géne TGFBI sont a I’origine de
plusieurs formes cliniques différentes de dystrophies cornéennes. On ne peut non plus écarter
I’hypothése que, dans certains cas, les mutations en cause bloquent des voies et des processus
différents (Jean-Louis DUFIER et Josseline K APLAN 2005)

Les mutations dans les codons 124 et 555 dans le gene TGFBI sont associées a chacune
des dystrophies TGFBI classiques, avec formes cliniques variantes liées a un certain nombre de

mutations rares dispersées sur 5 des 17 exons du géne.(Jonsson, Bystrom et al. 2015).
2. Implication du géne TGFBI dans le développement du cancer

Au niveau germinal, le géne TGFB1 est impliqué dans la dystrophie cornéenne.

Le géne TGFp1 pourrait jouer un réle également dans la prédisposition au cancer. En
effet, une étude a suggéré que certains polymorphismes de ce géne peuvent étre associés a une
susceptibilité a développer la tumeur de Wilms (Ishibashi, de Oliveira et al. 2021).

Sur le plan somatique, la voie de signalisation TGFB1 est dérégulée dans plusieurs
pathologies, dont le cancer. Par ailleurs, le gene TGFBL1 joue un réle central de médiateur dans
la reprogrammation métabolique du microenvironnement tumoral et soutient les programmes
tolérogeénes chez 1’hote.

L’expression du gene TGFB1 est associée positivement ou négativement au pronostic
de divers cancers et représente aussi une cible thérapeutique intéressante en matiere
d’immunothérapie anticancéreuse ¢tant donnée sa participation a plusieurs réponses

immunitaires.
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I1l. STRATEGIE DU DIAGNOSTIC DES SYNDROMES RARES PAR
NGS
La description clinique détaillée et précise est un critére important dans le choix du test
appropri¢ lors d’une consultation génétique. L’enjeu de 1’étape clinique est a la fois médical
(faire le bon diagnostic) et économique (ne pas prescrire de multiples analyses colteuses

inutiles)

Le choix de la technique de séquencage haut débit a utiliser se fait au cas par cas. Il peut
s’agir d’une approche panel de genes, séquengage d’exome ou génome entier (Figure. 7) : Le
panel de génes comporte presque la totalité des génes déja décrits dans la littérature pour une
maladie donnée. La composition du panel peut étre déterminée au préalable par la plateforme
de NGS qui le commercialise ou congue a la demande du client par des spécialistes en

bioinformatique.

Le séquengage de I’exome clinique est une technique de diagnostic moléculaire qui
permet de séquencer en paralléle pres de 5000 génes répertoriés au niveau de la base de données
OMIM et impliqués dans des maladies génétiques bien déterminées. Les avantages de cette
stratégie par rapport au séquencage d’exome entier et le panel de génes est qu’elle est située a
un niveau intermédiaire entre les deux en termes de couverture, elle permet d’étudier presque
tous les genes rapportés pour une maladie donnée (une couverture plus importante qu’un panel

de génes) avec une quantité moindre de variants détectés et a analyser.

Le séquencgage de 1’exome entier offre une analyse de la totalité des exons codants des
génes contenus dans le génome (environ 1 a 2% du génome ce qui représente 62 Mb d’ADN),

au niveau desquels sont présentes la majorité des mutations.

Enfin, I’analyse du génome entier permet de séquencer 1’ensemble de I’ADN d’un
individu donné, sans enrichissement (environ 3,2 Gb). Cette technique reste tres onéreuse et
génere une quantité importante de données. Il n’est actuellement pas utilisé en pratique
diagnostique courante. Il reste le dernier recours pour certains patients dont la symptomatologie
évoque trés probablement une origine génétique et dont le séquencage d’exome entier n’a pas

permis d’identifier de mutations causales.
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Génome entier

Exome entier

Exome clinique

Panel de
génes

Un seul
gene

Figure 7 : Les différentes approches du séquencage & haut débit

Néanmoins, lorsque les signes cliniques sont peu spécifiques et que les explorations
paracliniques sont non contributives, mais avec une forte suspicion de maladie monogénique,
le Whole Exome Sequencing WES est le plus adapté pour obtenir une chance d’avoir un
diagnostic. La confirmation par séquencage Sanger de la mutation identifiée par NGS est

nécessaire.
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Tableau 5 : Avantages et limites actuelles du séquengage haut débit

Avantages

-Analyse hautement sensible

- Analyse de I’exome/génome avec une
grande variétés d‘anomalies génomiques
détectées (délétions, translocations, nombre

de copies)

- Approprié pour différents types de
préléevements (tissu tumoral fixe au formol,
ADN

libre circulant, cellules tumorales

circulantes)

- Découverte de nouvelles mutations et une

meilleure étude de I’oncogenése

Limites
- Consentement spécifique obligatoire pour I’analyse
mutationnelle somatique et germinale
- Codt du test et des équipements élevés

- Nécessite d’une analyse bioinformatique par une
équipe expérimentée

- Nécessité d’une forte capacité de stockage des
données au niveau de I’institution

- Découverte de polymorphismes de signification
indéterminée

-Probléme éthique par rapport a I’usage de certaines

données de séquengage

Sur le plan éthique trois points principaux sont évoqués :

v Education et information du patient.
v Nécessité d’un consentement éclairé.
v Caractere anonyme et confidentiel des données de 1’analyse.
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C. OBJECTIFS DU TRAVAIL

L’objectif de ce travail étant d’analyser le profil mutationnel et la réalisation d’une
caractérisation moléculaire de deux maladies génétiques rares chez des patients marocains en

utilisant la technologie du sequencage a haut débit et la CGH-array.

Pour le premier cas, il s’agit d’une forme sporadique de cardiopathie congenitale, avec
une forte suspicion diagnostique. Une stratégie diagnostique de cytogénétique moléculaire a été

appliquée.

Pour la deuxiéme famille, il s’agit d’une dystrophie cornéenne avec hétérogénéité
génétique et faible suspicion diagnostique. Pour ce cas, un séquencage a haut débit a été effectué

pour identifier la mutation responsable de la maladie dans cette famille consanguine.

Enfin, un dernier objectif a été réalisé dans le but de discuter la potentielle implication
des génes candidats identifiés lors des explorations moléculaires du diagnostic de la CC et la

DC dans la prédisposition aux cancers.
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1. Patients

Notre étude s’inscrit dans le cadre du diagnostic précis des maladies rares par CGH-array
et séquencage a haut débit au sein du laboratoire de génétique médicale de 1’Institut National
d’Hygi¢ne de Rabat. Les patients ont été adressés de différents services privés et publics
d’ophtalmologie et de cardiologie pédiatrique, avec les principales données cliniques et
paracliniques ainsi que le(s) critére(s) d’inclusion de chaque malade, suite a la sensibilisation
de plusieurs cliniciens collaborateurs sur la possibilité d’investigations de cardiopathies
génétiques et de maladies oculaires genétiques dans le cadre de notre travail de recherche. Ainsi,
chaque patient a bénéficié d’une consultation de génétique avec réalisation d’un dossier médical
(remplissage d’une fiche d’exploitation) comportant I’identité, 1’age, 1’origine ethnique, 1’arbre
généalogique, les antécedents personnels et familiaux les signes cliniques détaillés, les résultats
des investigations paracliniques de cardiologie et d’ophtalmologie (examen a la lampe a fente
et OCT) (annexe. 1). Un ensemble d’informations et d’explications simples et claires ont été
données a tous les patients sur les principes et les objectifs de cette étude. Un consentement
éclairé et écrit de tous les patients ou les tuteurs légaux a été requis (Annexe. 2). Notre étude a
porté sur un cas sporadique de cardiopathie congénitale et sur cing patients issus d’une grande

famille consanguine du sud marocain atteints de dystrophie cornéenne.
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1.1.Patiente de la cardiopathie congénitale

Le proposant, une fillette de quatre ans, a attiré notre attention en raison d'une
dysmorphie faciale particuliére associée a une cardiopathie congénitale. Elle était la seule
enfant de parents sains et consanguins (Figure. 8). Il n'y avait pas de problémes de santé dans
la famille ni d'antécédents de fausses couches. Elle est née a terme par césarienne, aprés un
antécédent de retard de croissance intra-utérin (RCIU), associé a un oligoamnios, qui
correspond a une quantité insuffisante de liquide amniotique par rapport a I'état d'avancement
de la grossesse. Le RCIU a été noteé dés le quatrieme mois de grossesse, sans que des causes
maternelles ou placentaires aient été identifiées. Son poids de naissance était de 950 g (< 3°™
percentile : unité de mesure sur la courbe de croissance). Les antécédents cliniques étaient
évocateurs d'un retard psychomoteur et d'une hypotonie congénitale. A I'examen clinique, son
poids était de 8 kg (< 3°™percentile), taille 81 cm (< 3°™percentile) et périmétre cranien 43 cm
(< 3*mepercentile). Par ailleurs, la patiente présentait des signes dysmorphiques, notamment un
front large, un hypertélorisme (augmentation de la distance entre les deux yeux), des fentes
palpébrales rétrécies, des oreilles basses, une columelle saillante et un cou court. Elle présentait
également des anomalies squelettiques, en particulier une clinodactylie du 5éme doigt, pied
droit en varus équin, pied bot gauche, cinquiéme doigt biphalangé et des orteils largement
espacés. De plus, elle avait un retard de dentition et un strabisme divergent. La radiographie
pulmonaire montrait une scoliose dorsale et une silhouette cardiaque élargie, avec un ratio
cardiothoracique de 70 %. Un échocardiogramme montrait un shunt gauche-droite de bon débit,
la présence de deux communications interauriculaires de 1 cm et 7 mm de largeur, dilatant les
cavités cardiaques droites et le tronc artériel pulmonaire, avec des pressions droites normales.
Son age osseux était de deux ans pour un age chronologique de quatre ans. Le dépistage des
déficits endocriniens a montré des concentrations sériques normales des hormones T4, TSH,
GH et IGF1. L'évaluation oculaire et celle du potentiel acoustique du tronc cérébral ont révélé
un strabisme et une surdité neurosensorielle respectivement. D’autres investigations a savoirune
calcémie, une IRM cérébrale, une tomodensitométrie du cerveau et une échographie

abdominale étaient normales.
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®

ﬂ

Figure 8 : Arbre généalogique de la famille avec un cas sporadique présentant une malformation
cardiaque congénitale, un retard de croissance et une déficience intellectuelle

Légendes

O Sexe Féminin Pl Le proposant

[ sexe masculin =0 Mariage consanguin
. Sujet malade 0—O Mariage

Jumeaux dizygotes décédés

1.2. Famille marocaine atteinte d’une dystrophie cornéenne

Trois patientes d'une méme famille consanguine d’origine du sud du marocain ont été
adressées a notre laboratoire de Génétique Médicale pour dystrophie cornéenne. Un pedigree
sur cing générations a été construit aprés un entretien approfondi de la mére affectée (111-2).
Les trois membres de la famille disponibles étaient affectés (IV-7, IV-8 et 111-2), y compris
deux individus phénotypiquement non affectés (IV-1, 1V-3). Un mode de transmission
autosomique dominant a été déterminé (Figure. 9). Les caractéristiques cliniques des patients

sont présentées ci-dessous.
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Figure 9 : Arbre généalogique d'une famille de cing générations avec la dystrophie cornéenne de
Thiel-Behnker.

Légendes.

O Sexe Féminin X Le proposant

O Sexe masculin =0 Mariage consanguin

BO®Sujet malade [—O Mariage

] Sujets decédés I — 11 En chiffres romains les générations

2,7 et 8. En chiffres arabes le nombre des enfants

Il s’agit d’un cas N 1 (1V-7) : Mme R.B. 34 ans : présente des épisodes de kératalgies

récidivantes depuis 1’age de 18 ans, associés a une baisse de ’acuité visuelle, qui s’installe
progressivement. Actuellement, elle est en vision de loin a 4/10 en ceil droit (OD) et 6/10 en
il gauche (OG) inaméliorable. L’examen a la lampe a fente montre en ODG (ceil droit
gauche) : une dystrophie cornéenne épithéliale et stromale antérieure, sous forme de
microvacuoles espacées d’un épaississement hétérogene de I'épithélium di a un épaississement
d’une couche fibreuse sous-épithéliale anormale et des opacités antérieures mal individualisées,
a bords flous (figure.10 : A, B, C, D). Le reste de I’examen du segment antérieur est normal,
notamment un iris normal, un cristallin clair et un tonus oculaire 8 17 mmHg en ODG, avec un

fond d’ceil normal.

La tomographie en cohérence optique (OCT) de la cornée a montré : Une irrégularité des
couches épithéliales par une couche confluente homogéne de dépdts hyper-réfléchis, avec une

bordure antérieure dentelée, prenant 1’aspect en dent de scie, remplagant la couche Bowman et
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atteignant le stroma antérieur ((figurell: A,B,C,D). La couche est plus épaisse au centre et
devient plus mince en périphérie et disparait vers le limbe. La pachymétrie est a 512 um en OD
et 523 um en OG.

Figure 10 : A. Oeil droit sans dilatations. B. L'aspect de la partie antérieure auparavantmal
individualisée avec des bords flous de I'eil droit sous forme de microvacuoles. C. Oeil gauche
sans dilatation. D. L'apparition des opacités auparavant mal individualisées avec des bords flous
de I’eil gauche sous forme de microvacuoles treés visibles aprés dilatation

Figure 11 : A, B. Deux coupes OCT montrant la forme de microvacuoles sous forme de plaques
minces (fleches bleues) et de dépbts en dents de scie sur la membrane de Bowman (fleches
blanches). C, D. Le méme aspect est observé dans I'eil controlatéral
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Il s’agit d’un cas N 2 (IV-8): Mme. R. A. 44 ans : présente des épisodes de kératalgies

récurrentes, avec une baisse d’acuité visuelle d’installation progressive depuis 1’age de 20 ans.
L’acuité visuelle : OD : compte les doigts a 3m / OG a 2/10 : Inaméliorable. L’examen a la
lampe a fente montre en ODG une dystrophie cornéenne épithéliale et stromale antérieure sous
forme de microvacuoles, surtout en peériphérie, avec un épaississement hétérogene de
I'épithéliumplus marqué au centre, donnant une opacité centrale importante a bords flous au
niveau des deux yeux (figure. 12 : A et B). Le cristallin est clair, le tonus oculaireest a 15
mmHg en OD et 14 mmHg en OG et le fond d’ceil est normal. L’OCT de la cornée montre une
irrégularité des couches épithéliales et stromales antérieures avec des dépots hyperréfléchis plus
épaisses et une opacité centrale manifeste au niveau des deux yeux (figure. 13 : A, B,C, D). La

pachymétrie est a 538 um en OD et 543 um en OG.

P S T — i Wl

.

Figure 12 : Aspect peu distinctif des opacités antérieures, avec des bords flous de I’ceil droit (A)
et gauche (B) clairement visibles sous forme de microvacuoles

Figure 13 : A, B. Deux coupes d'OCT cornéenne de I'OD. Irrégularité des couches antérieures
avec des dép6ts hyperréfléchissants plus épais d'une apparente opacité centrale
(fleches). C, D. Deux coupes d'OCT, irrégularité des couches épithéliales antérieures et
stromales antérieures avec des dépots hyperréfléchissants plus épais (fleches)
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Il s’agit d’un cas N 3(111-2): Mme R.Z 79ans : Mere suivie pour gonarthrose bilatérale,

elle rapporte des épisodes de kératalgies récidivantes. Acuité visuelle : en vision de loin OD :
mouvement des doigts / OG : compte les doigts a 3m : Inaméliorable. Examen a la lampe a
fente : (Eil droit : dép6ts blancs jaunatres et gélatineux épithéliaux centraux et paracentriques
associés a une opacité cornéenne plus profonde que la précédente et qui intéresse les couches
épithéliales, la membrane de Bowman et le stroma antérieur sous formes de couche fibreuse
sous-épithéliale prenant la quasi-totalité de la surface cornéenne (figure. 14 : A). Le reste de
I’examen est géné par la dystrophie trés importante de 1’ceil droit, fond d’ceil inéclairable.
Examen de I’ceil gauche : dystrophie cornéenne qui intéresse les couches épithéliales, la
membrane de Bowman et le stroma antérieur, sous forme d’un épaississement hétérogéne de
I'épithélium, plus important au centre, associé a des opacités a limites floues et une cataracte
cortico-nucléaire (figure. 14 : B). Fond d’ceil : Lueur pupillaire : rétine a plat. L’OCT de la
cornée faite montre : Au niveau de I’ceil droit : Dépdts (fleches bleues) associés a une perte
importante des cellules épithéliales avec désorganisation des couches épithéliales avec absence
de la membrane de Bowman, bulles en intrastromal antérieur (fleches blanches). Pachymétrie
a 586 um. (figure. 15 : A,B). Au niveau de I’ceil gauche : Irrégularité de la surface cornéenne
avec désorganisation des couches épithéliales, absence de la membrane de Bowman par endroit

et remaniement stromal antérieur surtout au centre (figure. 15 : C, D).

Figure 14 : A. L'eil droit a un épithélium central et paracentrique blanc, jaunatre, gélatineux et
une opacité cornéenne. B Epaississement central hétérogéne et marques dans 1'ceil gauche et une
opacité centrale évidente de bords flous

Y. BENBOUCHTA FSR
45



PATIENTS ET METHODES

Figure 15 : A, B. Deux coupes d'OCT cornéenne d'OD. Dépéts (fleches blanches), un remodelage
important de la cornée. Désorganisation de la couche épithéliale, absence de membrane de
Bowman et de bulles dans la cornée intrastromale antérieure (fleches blanches). C, D. Deux
coupes d'OCT cornéenne de I'ceil gauche, irrégularité de la surface cornéenne et désorganisation
de la couche épithéliale, absence de membrane de Bowman en différents sites et présence d‘une
épaisse couche de dépdt intrastromal au centre (fleches).

2. Meéthodes de cytogénétique classique (Caryotype métaphasique) appliquées au cas

de la cardiopathie congénitale

La cytogénétique est une science qui s'occupe de I'analyse du nombre et de la structure
des chromosomes et ceci par l'intermédiaire des techniques spécifiques de préparations
chromosomiques afin d'établir le caryotype.

2.1. Principe

Le caryotype permet I’observation et la classification des chromosomes présents au cours
de la métaphase ou de la prométaphase de la mitose, il est donc réalisé a partir de cellules

nucléées capables de se diviser in vitro (culture cellulaire.).

En pratique, on utilise le plus souvent les lymphocytes du sang veineux. Son obtention
nécessite, dans la majorité des cas, une culture cellulaire dont la durée varie de 72h pour le sang
et une a deux semaines pour les prélevements réalisés en prénatal et les prélevements cutanés.
La technique classique consiste a bloquer les cellules en métaphase gréace a la colchicine (poison
du fuseau mitotique), réaliser un choc hypotonique pour faire gonfler et éclater les cellules et
disperser le cytoplasme puis fixer et étaler la préparation cellulaire sur une lame, afin d’obtenir
une dispersion chromosomique satisfaisante. Enfin, des méthodes de dénaturation avant la
coloration par Giemsa permettent d’obtenir un marquage en bandes R (RHG par dénaturation
thermique), en alternance, le long des chromosomes de bandes transversales claires et sombres

spécifiques de chaque paire chromosomique.

Y. BENBOUCHTA FSR
46



PATIENTS ET METHODES

2.2. Culture cellulaire

Apres avoir récolté le prélévement sur tube d’héparine de lithium ou de sodium, les UV

sont allumés sous la hotte, au moins 30mn avant la mise en culture.

Mise en culture : Elle s'effectue dans des conditions aseptiques, sous une hotte a flux
laminaire vertical, dans des tubes coniques en polystyréne, ayant une contenance de 12 a 15 ml
ou des flacons de 50 ml. Le contenu des tubes est homogénéisé soigneusement (annexe. 2). Ces

derniers sont disposes de facon inclinée a 30° dans I'étuve a 37°C pendant 72 heures.
2.3. Blocage des cellules en métaphase

Les divisions cellulaires sont arrétées par l'addition dans chaque tube de 100 ul de
colchicine a 10 ng/ml. Aprés une homogénéisation manuelle, les tubes sont remis a I'étuve a

37° Cependant 50 minutes.
NB : Toutes les centrifugations sont faites a 1500 t/mn et pendant 5 minutes.
2.4.Choc hypotonique

A la fin du traitement par la colchicine, les tubes sont centrifugés, le surnageant est
éliminé par aspiration de telle facon a laisser quelques gouttes de milieu au-dessus du culot, ce
dernier est remis en suspension dans quelques gouttes de la solution hypotonique [chlorure de
potassium kcl a 0,065 M) réchauffé a 37°C], puis complété jusqu'a 12ml avec cette solution
hypotonique. Les tubes sont homogénéisés délicatement puis remis dans I'étuve a 37°C pendant

20 minutes.
2.5.Fixation
Elle se déroule en 3 étapes :

. 1°"¢ étape : Une fois que les 20 minutes du choc se sont écoulées, 1 ml de carnoy (1) qui
est le fixateur, composé par 3 volumes de méthanol et 1 volume d'acide acétique glacial, est

ajouté dans chaque tube puis on centrifuge pendant 5 min.

. 2°Me étape : Aprés I'élimination du surnageant, quelques gouttes de carnoy (1) sont
ajoutées, puis le culot est remis en suspension a l'aide d'une pipette pasteur, puis complété a 8

ml par le carnoy (1).

«3eme étape : Elle est identique a la précédente, seulement l'incubation se fait a

température ambiante pendant 40 min.
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2.6. Préparation et étalement sur lames
2.6.1. Préparation des lames

On utilise des lames prétes a I’emploi lavées, dégraissées, on les rince le jour de la
technique a I’eau courante et on les met dans un bécher contenant de I’eau distillée, on les

conserve a +4° jusqu’au moment de 1’étalement.
2.6.2. Etalement sur lames

Le surnageant est aspiré a 1 cm du culot qui est remis en suspension a l'aide d'une pipette
pasteur. Avec la méme pipette pasteur, on laisse tomber 3 gouttes de la suspension cellulaire

sur des lames froides d'une hauteur de 3 a 4 cm.

Les préparations chromosomiques sont observées au microscope inversé, afin de les trier

pour la sélection des lames riches en mitoses.
N.B : Les lames peuvent étre congelées a -20°c pour une éventuelle utilisation

2.7. Marquage chromosomique en bande R: RHG (Reverse banding using Heat and
Giemsa)

On chauffe la solution d’Earle (100ml), placée dans un bac en porcelaine couvert au bain-
marie a 84,4°c. Quand la température est stable, on plonge les lames (déshydratées a 1’étuve

a37°C pendant 24 heures) dans la solution d’Earle.

Le temps de dénaturation est variable en fonction de 1’age des lames dans des conditions
climatiques et hygrométriques. A la fin de la dénaturation, les lames sont colorées au Giemsa
5%.

2.8.Coloration au Giemsa 5%

La coloration Giemsa seule sans dénaturation au préalable était le moyen le plus utilisé
avant la découverte des techniques de bandes. La technique standard garde son intérét dans
I’étude générale de la morphologie des chromosomes et des anomalies de nombre.
Actuellement, elle est largement utilisée dans le marquage chromosomique induit par de
nombreux traitements préalables. Une fois les lames dénaturées, elles sont plongées dans la
solution Giemsa 5 % pendant un temps variable de 5 a 10 minutes, puis on seche les lames et
on les analyse au microscope. On repére d’abord les mitoses a faible grossissement (x10),
ensuite on passe au fort grossissement (x100) ce qui nous permet d’analyser la mitose afin de
détecter d’éventuelles anomalies de nombres et/ou de structure. Le classement des

Y. BENBOUCHTA FSR
48



PATIENTS ET METHODES

chromosomes se fera soit aprés prise de photo soit par capture au Cytoscan.
2.9.Lecture au Cytoscan

Une fois que 1’observation et I’analyse des mitoses sont faites, la prise des photos est
réalisée sur un microscope équipé d’une caméra et d’un logiciel d’analyse d’images. Les
chromosomes sont alors classés en caryotype manuellement ou automatiquement, puis les
photos sont produites par une imprimante Laser. Généralement 11 & 33 mitoses sont interprétées

selon la nomenclature Internationale (ISCN, 2016).

3. Meéthodes de cytogénétique moléculaire ou analyse sur puces a ADN (ACPA) de la

cardiopathie congénitale
3.1. Principe

La technique d’hybridation sur puces a ADN ou CGH-array est dérivée de la technique
de CGH. Les préparations métaphasiques sont remplacées par des cibles d’ADN déposées sur
lame de verre. Ces cibles peuvent étre soit des clones génomiques de grande taille (BACs,
PACs, cosmides), soit des produits PCR (exons des génes par exemple) soit des
oligonucleotides dérives de la séquence de chaque région, soit des clones d’ADN

complémentaire.

Apres hybridation, la fluorescence est capturée a I’aide d’une caméra ou d’un scanner et
enfin un logiciel calcule les rapports de fluorescence entre les deux ADN et représente les
résultats sous forme de graphique. Cette analyse est répétée pour 1’ensemble des cibles
présentes sur la lame, pour chacune d’entre elle. Un ratio égal & 1 correspond a un nombre de
copies normal, entre 1,3 et 1,4 a un gain de copies et entre 0,6 et 0,7 a la perte d’une copie. Les
rapports d’une telle technique d’analyse portent sur sa résolution ou capacité a détecter la plus

petite anomalie quantitative de structure (figure. 16).

Cette résolution est modulable au niveau de la couverture du génome et dépend de la
taille des séquences déposées en micro-réseau et de 1’espacement régulier des séquences entre
elles. 1l devient alors possible de priser la taille du désequilibre et son contenu en genes. Outre
I’approche diagnostique, ces informations participent aussi @ mieux cerner au sein du

déséquilibre chromosomique d’éventuels génes candidats responsables du phénotype observe.
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Figure 16 : Principe de la méthodologie par puce a ADN

3.2. Extractions d’ADN

L’extraction d’ADN a été faite a 1’aide d’une trousse commerciale commercialisée

(QIAmp DNA Mini Kit de Qiagen) (annexe. 3).
3.3.Digestion et purification de I’ADN génomique
. Digestion de ’ADN génomique

L’ADN de notre patiente a été ajouté a un melange de digestion. Le meélange est incubé
au bain marie pendant 2 heures a 37°C puis 20 min a 65°C pour arréter la réaction de digestion.

Enfin, les tubes sont microcentrifugés avant 1’étape de marquage
. Marquage fluorescent de I’ADN géenomique digéré

L’ADN a été marque seéparément par fixation sur les cytosines de 2 fluorochromes a
spectre d’émission distincts, carbocyamine Cy3 (couleur verte) Cy5 (couleur rouge) émettant

respectivement a une longueur d’onde de 570 nm (vert) et 670 nm(rouge).

Ce marquage consiste a mélanger 450ng d’ADN dilué a 100ng /ul avec la solution de
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Random primer (octamers). Aprés dénaturation de I’ADN on ajoute un mélange de
dinucléotides triphosphates (dATP, dGTP, dTTP) non marqués et a 0,1 mM pour les dCTP non
marqués. On ajoute en dernier lieu 1 unité de la polymérase 1 : fragment Klenow et on incube
le tout au bain marie a 37°C pendant 2h ou toute la nuit. Pour analyser les résultats, nous
calculons le ratio des intensités de fluorescence Cyanine 5/ Cyanine 3. Nous utilisons ensuite

le log2 du rapport d’intensité de fluorescence.
3.4. Purification de ’ADN génomique digeré et marqué

Les produits de marquage sont purifiés sur une colonne Purelink Spin, On ajoute 200 ml
de Binding Buffer B2 aux échantillons, tampon permettant de fixer I’ADN sur la membrane de
la colonne. Le mélange est centrifugé 1 minute a 14 000 tr/mn puis le filtrat est jeté. 650 ul de
tampon de lavage Wash Buffer W1 sont ensuite ajoutés, puis I’ensemble est centrifugé pendant

une minute a 14000tr/mn.

Le filtrat est a nouveau jeté pour enlever les restes de tampon de lavage. Une
centrifugation a une vitesse maximale est réalisee pendant 3 minutes. Les tubes sont ensuite
placés sur un tube stérile a ’ombre fourni avec le Kit. Les ADN sont détachés de la colonne

par ajout de 55 pl de tampon d élution E1.

Aprés une incubation d’une minute a température ambiante, les colonnes sont
centrifugées a 14 000 tr/mn pendant 2 minutes. Pour les puces 180K utilisées chez notre
patiente, les ADN sont mis dans SpeedVac (systéme de concentration sous vide) pour obtenir
un volume final d’environ 20 pl. Si est le volume est trop réduit, du tampon TE 1X pH a 8 est
ajouté.

3.5. Puce utilisée

La puce utilisée dans ce travail est une puce 180K d’Agilent, c’est une puce de derniére
génération avec une haute résolution. Ce format est utilisé en routine pour le diagnostic au sein

de la plateforme CGH du Centre Diagnostic du Génome Nijmegen aux Pays-Bas.

Cette puce est composée d’oligonucléotides longs fabriqués au niveau d’une lame de
verre (in situ) par Oligosynthése en utilisant la méthode chimique des phosphoramidites. Elle
est constituée de quatre domaines de 180 880 oligonucléotides. L’espacement moyen entre
deux oligonucléotides est 13 kb. Les sondes ciblent les parties codantes et non codantes, en

insistant sur les génes connus, les régions pseudo-autosomiques et télomériques.
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3.6. Technique d’hybridation

Les ADN marqués en Cy3 et en Cy5 sont mélangés selon le protocole de dépdt défini
préalablement. On additionne de L’ADN Cot-1 (1,0 ng/ml) qui inhibe les séquences répétées,
I’agent bloquant 10X et le tampon hybridation 2X. On réalise une dénaturation de 1’échantillon
pendant 3 mn, une préhybridation pendant 30 mn a 37°C puis une centrifugation a 8000tr/mn
pendant 1 minute. Le mélange est mis sur la partie centrale d’une lame (gasket), ensuite on
effectue un étalementa gauche et a droite sans provoquer la formation de bulles. La puce 180k
ou 244k d’Agilent est déposée au-dessus de la lame (gasket) constituée de zones assurant
I’étanchéité. Le compartiment d’hybridation est ensuite fermé sans formation de bulles. On
déclenche une hybridation & 65°C dans un four a 20 rpm (rotation per minute) pour une durée

de 24 heures concernant les puces 180k.
. Lavages post hybridation

La puce est détachée de la lame dans le tampon de lavage 1. La lame doit étre
complétement recouvertepuis déposée dans une cuve remplie de la solution de lavage 1 pour
une durée de 5 minutes, en effectuant une agitation a 700rpm. Apres, elle est déposée dans un
deuxieme bac contenant la solution de lavage 2 a 37°C pendant une minute sous agitation.

Enfin, on fait sortir et sécher la lame rigoureusement.
. Scan des lames

La lame est déposée au niveau du scanner Aligent pour étre scannée via le logiciel

Aligent Scanner Control.
3.7. Analyse des resultats

Le scanner détecte les signaux des fluorochromes vert et rouge tout en estimant leur
puissance. Les données brutes de 1’analyse sont visulalisées sous forme d’une photo numérisée

(TIFF) qui sera traitée par le logiciel Features Extraction 9.5.3.1.

L’analyse des resultats est effectuée par le logiciel DNA Analytics 4.0.85 avec le

paramétrage ci-dessous :
-Algorithmes ADM2
-Sondes consecutives déviantes : Sup3
-Résolution théorique moyennes : 25kb

-Cut OFF : 0,25
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-Derivative Log Ratio Spread (DLSR) entre 0,15 et 0,30
3.8. Analyse bio-informatique

L’analyse du genome a grande échelle a été réalisée a l'aide de la plateforme Affymetrix
CytoScan HD avec une résolution moyenne d'environ 20 ko (Human Genome Build hgl9,
navigateur de génome UCSC février 2009). Inhérente a la structure du génome humain, cette
résolution n'est pas atteinte pour toutes les régions, comme les régions centromériques et les
régions hétérochromatiques. Les réarrangements chromosomiques équilibrés ne peuvent pas
étre détectés avec analyse par matrice (CGH). Les déséquilibres génomiques a faible mosaique,
présents dans moins de 10 & 20 % des cellules dont I'ADN a été isolé, peuvent rester

indétectables.

On procede a une étape de normalisation permettant d’ajuster ou de corriger les données

brutes afin d’enlever les effets indésirables liés a la qualité du fluorochrome.

Une deuxiéme phase d’exclusion de données suit cette étape et permet d’exclure les

clones de basse qualité (faible intensité, clones vides).

Les moyens informatiques et bio-informatiques sont liés a ’analyse et 1’interprétation

des données apres le traitement de données quantifiées.

En ce qui concerne I’analyse de I’hybridation, plusieurs bases de données bio-

informatiques ont été utilisées :

-UCSC genome browser (http://genome.UCSC.edu) sollicité pour la localisation

chromosomique.

-Database of genome variant (http://projects.tcag.ca/variation)utilisé pour le

contréle de polymorphismes.

-OMIM : Une base de données qui dresse un catalogue de toutes les maladies connues

ayant une cause génétigue et les relie dans la mesure du possible a des genes.

-DECIPHER (Database of Chromosome Imbalance and Phenotype in
HumanusingEnsembl Ressources) cette base de données répertorie les patients, leur

phénotype et le type d’anomalie chromosomique en cause.
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4. Diagnostic moléculaire par Séquencage Haut Débit de la dystrophie cornéenne
4.1. Prélévements sanguins

Aprés avoir recu le consentement de tous les patients participant a cette étude, des
échantillons de 5ml de sang périphériqgue ont été préeleves sur des tubes contenant
I’anticoagulant acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA) et également un inhibiteur des
nucleéases. Ensuite, les échantillons sanguins sont enregistrés et conservés a -20 °C, en indiquant
au niveau du tube le numéro du dossier patient. lls peuvent également étre conservés sous forme
de culots de globules blancs (aprés lyse des globules rouges) et la décongélation se fait juste

avant I’extraction d'ADN.
4.2. Techniques d’extraction de ’ADN a partir d’un prélévement sanguin

Il existe plusieurs méthodes d’extraction d’ADN génomique a partir du sang

périphérique :
o Extraction au sel (NaCl)
o Extraction par trousse commerciale
o Extraction aux phénols

Celles utilisées dans notre étude est I’extraction par trousse commerciale. Quel que soit
I’échantillon d’ADN utilisé et la méthode d’extraction, le protocole est toujours constitué de
quatre grandes phases : La lyse des globules rouges, des globules blancs, la dénaturation et la
précipitation des protéines, 1’isolement des acides nucléiques et enfin le lavage et la

récupération de I'ADN.

I1 s’agit d’une technique facile économique et non chronophage qui est adoptée pour les
grandes séries constituées de dizaines d’échantillons, permettant de diminuer la charge de

travail.

La trousse commercialisée employée dans notre travail est Invitrogen Kit (Invitrogen™
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Catalognumber: K182001). Cette trousse utilise le
principe de la technologie des membranes de silice pour la séparation et la purification de
1I’ADN génomique a partir de prélévements biologiques divers. Congu pour réaliser I’extraction
de plusieurs prélevements en paralléle, il permet de recueillir de I’ADN purifié prét a étre
analysé. Les procédures sont compatibles avec des échantillons de sang total et de sang frais ou

congelé traités a ’EDTA ou au citrate.
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La trousse Invitrogen™ PureLink™ Genomic DNA est constituée d’éléments et de
procédures avec des méthodes perfectionnées par rapport aux méthodes actuelles de la colonne
de spin. Les colonnes ont été congues récemment afin de capter et récupérer 'ADN d’une
maniere plus performante. Chaque type de prélevement emploie un protocole de lyse particulier
et un tampon de lyse amélioré pour augmenter l'activité de la protéinase K et éviter la
contamination par les protéines. Un tampon salin permet de capter 'ADN par la résine de la
colonne et des tampons de lavage trés forts suppriment tous les résidus de protéines et de sel.
L'ADN est elué dans un tampon faiblement concentré en sel afin d’obtenir le PH optimal de
I'ADN.

Ce protocole s'effectue en deux phases afin de séparer et de purifier facilement I’ADN

génomique & partir de 200 pL de sang total (la séparation des leucocytes n’est pas requise).

X Etape de lyse : Les échantillons sont dégradés par dénaturation thermique. La

dégradation cellulaire est réalisée juste aprés la décongélation (annexe 3).

<> Etape de purification : On additionne 200 uL d’éthanol absolu et on effectue une
centrifugation. Ensuite, on attribue a chaque échantillon une colonne PureLink™ Spin
Columnswith Collection Tubes, cette étape permet de capter I’ADN génomique par la
membrane de la colonne de centrifugation, on met 620 uL de la solution obtenue, on réalise
une centrifugation a 10000Xg pour une durée de 1 min puis on dépose la colonne sur un autre

tube collecteur et on jette le tube précédent ainsi que 1’¢luat.

L’ADN génomique est capté par la membrane de silice et le lysat diffuse a travers la
membrane par application d’une pression ou d’une centrifugation. Aprés, on réalise un lavage
de la membrane par les tampons du kit PureLink™ Genomic Wash Buffer 1 et PureLink™
Genomic Wash Buffer 2. On ajoute500 pL du premier tampon contenu dans la trousse apres on
recentrifuge a 10000Xg pendant 1 min et on positionne la colonne sur un nouveau tube
collecteur. On additionne 500 pL du deuxiéme tampon puis on centrifuge a 16000Xg pendant
3 min. A ce moment-1a, I’ADN est purifié. On met ensuite la colonne sur un tube eppendorf de
1,5 ml, on ajoute 50 uL de tampon d’¢lution PureLink™ Genomic Elution Buffer et on
effectueune centrifugation & 10000Xg pendant 1 min. A ce niveau, I’ADN est élué. On élimine
la colonne et on garde le tube eppendorf qui contient I’ ADN extrait a une température de +4 °C

si le spécimen est exploité dans les jours suivant I’extraction ou a -20 °C pour un usage différe.

Y. BENBOUCHTA FSR
55



PATIENTS ET METHODES

4.3.Dosage et verification de la qualité de I’échantillon d’ADN

La concentration et la qualité des échantillons d’ADN ont été controlées par
spectrophotométrie. Ce dosage est realisé par évaluation de 1’absorption A qui est 1’unité de
densité optique détectée a 260 nm en lumiere ultraviolette (UV). Une unité de densité optique
peut étre définie comme étant I’absorption d’une solution d’ADN double brin concentrée a 50
ug/ml ou a 1’absorption d’une solution d’ADN simple brin (ou d’ARN) a une concentration de
25 pg/ml. Si le specimen ne comporte pas de quantité non négligeable de contaminants comme
les protéines, le phénol ou autres, I’estimation spectrophotométrique de la quantité de rayons
UV captées par les bases est une opération rapide et efficace. La concentration d’acides
nucléiques est en principe désignée par une mesure réalisée a 260 nm en comparaison avec un
spécimen nommé « blanc » (Tampon aqueux a faible concentration ionique, dans notre
manipulation il s’agit du tampon d’¢lution employé lors de I’extraction de I’ADN génomique).
La contamination se détecte par calcul du rapport entre I’absorption de I’ADN et celles des
protéines. Etant donné queles protéines absorbent a 280 nm, le ratio A260/A280 est employé

pour évaluer la pureté de 1’acide nucléique. L’ ADN pur correspond a un ratio d’environ 1,8.

Au niveau de notre structure, I’appareil NANODROP 2000 (Thermo Scientific Nano
Drop TM 2000) est employé pour obtenir le dosage des échantillons d’ADN. On se contente de
mettre dans I’appareil 1ul d’ADN extrait apres avoir déposé 1 pl du tampon de 1’élution (TE)
comme « blanc » pour évaluer sa concentration et visualiser la courbe qui nous informesur la
qualité de ’ADN. La totalité des ADNs extraits dans notre travail ont un dosage compris entre
90 ng/ul et 160 ng/ ul, avec des rapports d’absorption situés entre 1.8 et 2 ceux, qui favorisent
la réalisation de toutes les procédures de biologie moléculaire.

5. Séquencage a haut débit de ’Exome entier (Whole Exome Sequencing-WES)

Le séquencage complet de I’Exome est une méthode qui permet de séquencer toutes les
régions codantes du génome humain. En principe, on utilise cette méthode quand le diagnostic
clinique n’est pas clair, donc analyser tous les genes pour avoir un diagnostic précis est
obligatoire. Cette approche diagnostique est utilisée lorsqu’il y a une forte suspicion clinique
d’une pathologie génétique sans orientation précise vers une maladie particuliere, comme
c’était le cas pour notre famille. Cette analyse a été faite en partenariat avec le laboratoire
francais de Biomnis. Tout d’abord, la fragmentation enzymatique a été effectuée grace au le kit
KAPA HyperPlus (KapaBiosystems, Inc.). Une quantité de 500ng d’ADN fragmenté a subi une
amplification suivie d’un enrichissement par le kit SeqCap EZ Human Exome v3.0 (Roche
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NimbleGen, Inc.). Ensuite un séquengage a été réalisé par systeme Illumina HiSeq 2500 en
mode couplé a exécution rapide : 2x 100 paires de bases (pb). Concernant I'étude bio-
informatique, le logiciel bcl2fastg v1.8.4 (lllumina) a été sollicité afin de transformer les
données brutes (fichiers bcl) en fichiers fastq. Les sequences ont été étudiées en tenant compte
des recommandations des meilleures pratiques de la boite a outils d'analyse du génome (GATK)
: la cartographie a été effectuée par BWA-MEM, appel de variants en utilisant GATK (appelant
haplotype). Les procédures d'annotation et de filtrage ont été realisées par Variant Studio
(IMlumina). Pour interpréter les résultats, les fichiers de variants des parents et du cas index ont
été croisés et seuls les variants correspondant a un type d'hérédité autosomique récessif ont été
choisis. Tous les variants ayant des fréquences alléliques supérieures a 1% dans la base de

données du projet de sequencage d’Exome (ESP) 6500 ou non pathogénes ont été éliminés.

L’analyse des données bioinfomatiques a été effectuée au sein du DGM par nos

spécialistes de bioinformatique.
6. Analyse bio-informatique des données de I’exome :

A I’issue du « run » de séquengage, les fichiers regroupant I’ensemble des données brutes
(ionogrammes) seront traités par le programme serveur. L’algorithme de « base calling » permet
la conversion des données sous forme de lettres en séquences (A,T,C,G) formant le « read »
(séquence au format FASTA), et un score de qualité pour chaque base incorporée (Score Phred
codé en ASCII). Les deux types de données étant associés dans un fichier. FASTQ
(FASTA+Qualité). Les scores de qualité Phred sont associés d’une maniére logarithmique a la

probabilité d’erreur de reconnaissance d’une base (tableau. 6).

Tableau 6 : Score de qualité Phred et probabilité d’identification incorrecte

Score de qualité Phred Probabilité¢ d’une Précision de I’identification
identification incorrecte d’une base
10 1 pour 10 90%
20 1 pour 100 99%
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Un prétraitement est également appliqué sur la base des « reads » générés équivalent au
nombre d’ISPs vivantes ou « Live ISPs » (On parle d’ISPs vivantes pour les ISPs associées a

laclé):

- Trimming : Elimination des adaptateurs et/ou portions de read de mauvaise qualité
(quality value QVv>12).

- Filtres : Elimination des « reads » de petite taille, de mauvaise qualité, des polyclonaux.

L’ensemble de ces informations est repris a travers un « report » généré a 1’issue du
séquencage et du prétraitement. Y sont également renseignés, le nombre de readsgénérés ainsi

que leur taille moyenne.

Les données ainsi obtenues sont ensuite analysées a 1’aide du logiciel en ligne, ce logiciel
offre des flux de travail préconfigurés et personnalisables optimisés pour diverses applications,

afin de simplifier I'analyse des données et d'obtenir des résultats optimaux.

En effet, beaucoup de logiciels et de bases de données ont été exploités pour ’analyse
informatique des données brutes résultant du séquencage afin de les transformer en séquences

de nucléotides et leur confrontationclinico-biologique :

- Burrows Wheeler Aligner (BWA) : Pour comparer les séquences (reads) avec le

génome de reférence humain (Hg19 / GRch38) (http ://bio-bwa.sourceforge.net/).

- GenomeAnalysisToolkit (GATK): Pour I’appel et I’annotation des variants
(https ://software.broadinstitute.org/gatk/).

- SNPeff (http ://snpeff.sourceforge.net/) : Outil permettant d’annoter les variants

- ANNOVAR (http ://www.openbioinformatics.org/annovar/) : outil utilisé pour annoter

les variants
- Gene Ontology (http ://geneontology.org/) : Outil servant a annoter les variants

- VariantDB outil spécifique a 1’Université d’Antwerp (www.biomina.be \ app \
variantdb) : permettant d’annoter et de filtrer les variants
[https ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25352915].

- dbSNP (version 137) (https ://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), 1000 Genomes Project

(version Avril 2012) (https ://www.internationalgenome.org/) et ESP6500Exome Project

(https ://esp.gs.washington.edu/ drupal/) : outils servant a filtrer les variants communs

caractérises par une fréquence alléliqgue mineure (Minor allelefrequency) supérieure a 1%.
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- Base de données interne spécifique a la population marocaine constituée de génomes
d’individus contrles marocains au niveau du Département de Génétique Médicale de I’'TNH.
Cette base de données comprend a ce jour 34 exomesde patients marocains : permettant

d’effectuer la filtration des variants communs dans la population marocaine.

-dbNSFP6 (Polyphen2 : http ://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/,SIFT :
http ://provean.jcvi.org/index.php, MutationTaster : http ://www.mutationtaster.org/ : outils

permettant de prédire I’impact des variants non synonymes sur la protéine

- Alamut v2.3.2 (Interactive Biosoftware, Rouen) : outil servant a prédire I’impact des

variants sur les sites d’épissage et I’effet des variants non-sens sur la protéine.

- Integrative Genomics Viewer (IGV) (https ://software.broadinstitute.org/software/igv/)

: pour la représentation des variants sélectionnés apres usage de plusieurs filtres d’analyse.
7. Interprétations des variants

Les données brutes lues a partir d‘instruments sont soumises a une série de processus
bioinformatiques (également appelés « pipeline ») afin de délivrer un fichier d’appel des
variants (VCF) (tableau. 7) (Magi, Benelli et al. 2010, DePristo, Banks et al. 2011). Ces
procédures comportent le démultiplexage, le contrdle de la qualité, la comparaison des lectures
avec un génome de référence et la sélection / annotation de variants(de Leng, Gadellaa-van
Hooijdonk et al. 2016). Vu le caractére spécialisé deces techniques, la présence de personnel
qualifié en bioinformatique (bioinformaticiens) est indispensable pour la gestion et
I’interprétation des données de sequengage haut débit. Au sein de notre laboratoire, nous avons
une équipe expérimentée de bioinformatique qui s‘occupe particulierement de 1‘interprétation
des résultats de NGS qu‘ils soient faits au sein de notre plateforme ou sous-traités dans d‘autres
plateformes externes. L utilisation de codes-barres pour marquer les fragments d‘ADN des
specimens facilite le sequencage de plusieurs patients en parallele, favorisant la diminution des
colts de séquencage (Tu, Ge et al. 2012). Néanmoins, ce procédé fait appel a une étape de
démultiplexage qui permet la sélection de toutes les lectures (reads) par un code barre /
échantillon avant de commencer 1’analyse(Tu, Ge et al. 2012). Le fichier démultiplexé composé
de lectures brutes est nommé FASTQ (tableau 7). Apres I’étape de démultiplexage, les lectures
séparées des échantillons sont cartographiées sur un génome de référence (fichier BAM, tableau
7) et toute difference entre la lecture de référence et celle de séquencage est notée (Van der
Auwera, Carneiro et al. 2013). Le fichier de sortie qui définit tous les variants retrouvés chez

un patient et leurs fréquences alléliques est nommé VCF (Van der Auwera, Carneiro et al.
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2013). Cette liste des variants est analysée. Le variant call file comprend tous les variants
identifiés, méme les variants en commun chez les patients. Des outils bioinformatiques
(précédemment cités dans la partie matériels et méthodes) peuvent étre utilisés pour filtrer les
variants répondant a certains criteres (par exemple, fréquence d'allele mineur supérieure a un
seuil ou variants précédemment identifiés comme bénins ou synonyme au niveau des bases de

données) (Yohe and Thyagarajan 2017).

Tableau 7 : Types de fichiers de données brutes de séquencage et leurs caractéristiques

Type de fichier Non complet Description Taille
approximative du
fichier pour un

Exome
FASTQ Files with consensus Données de 50 GB
assessment of sequence = séquencage brutes
and variation apres démultiplexage
BAM BinaryAlignmentMap  Séquencage des 16 GB
données apres
alignement
VCF Variant call file Fichier de sortie 9.3GB

contenant tous les
variants retrouvés
chez le patient

L'analyse des variants détectés par le séquencage haut débit est compliqué surtout
lorsqu'elle concerne la totalité des genes (WES ou WGS) ou un grand panel de génes. Plus la
partie du génome qui est séquencée est large, plus la probabilité de retrouver des variants rares
ou nouveaux qui doivent faire I’objet d’une interprétation délicate s’¢leve. L American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) et I‘American College of American Pathologists
(CAP) ont formulé des recommandations pour l‘interprétation des variants germinaux
(Richards, Aziz et al. 2015). Ces recommandations attribuent la valeurde certitude pour les
différentes caractéristiques en rapport avec un variant particulier et des régles pour associer tous
les critéres dans le but de définir ce variant comme pathogene, probablement pathogene, de
signification incertaine, probablement bénin (Richards, Aziz et al. 2015). Les critéres
comportent la fréquence des alléles mineurs retrouvees sur des bases de données de populations

et la prévalence d'un variant chez les individus atteints, les données résultant de la ségrégation,
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les études fonctionnelles, le type de mutation et son effet prévu, la similarité de la mutation
avec les mutations connues, des modéles informatiques d'effet et des facteurs de
transmission(Duzkale, Shen et al. 2013, Richards, Aziz et al. 2015).

Les bases de donnees relatives aux populations (tableau. 8) comportent des informations
concernant plus de 120 000 personnes (Amendola, Jarvik et al. 2016, Lek, Karczewski et al.
2016). En dépit des limites, ces références représentent un début et faciliteront la réalisation de
comparaisons entre les laboratoires et les travaux de recherche a 1’échelle mondiale(Lek,
Karczewski et al. 2016). Des criteres semblables pour les tests somatiques ont été émis dans le
but d’unifier I‘interprétation des variants somatiques et favoriser I’échange d‘informations entre
les laboratoires. Cette démarche reste a évaluer(Ritter, Roychowdhury et al. 2016, Li, Datto et
al. 2017). Malgré la disponibilité de certains outils pour faciliter 1’application de ces
recommandations pour le classement des variants, leur exploitation nécessite beaucoup
d’exercice afin d‘évaluer ces critéres et d‘appuyer le processus(Kleinberger, Maloney et al.
2016). En pratique, au niveau de notre laboratoire de génétique, si |‘analyse de NGS (WES ou
panel de genes) révéle un nouveau variant et vu le manque de moyens permettant d’effectuer
les études fonctionnelles des variants identifiés, nous avons recours aux outils de prédiction,
tels que : PolyPhen, MutationTaster ou autres. Pour ce qui est de notre travail, tous les variants
identifiés chez les patients de notre famille de dystrophie cornéenne ont été ajoutés au niveau
des bases de données (ClinVar, LOVD...)

e Analyse bioinformatique des données de I’exome

En fonction des données cliniques, une recherche bibliograhique approfondie sur les
caractéristiques cliniques et génétiques de la maladie suspectée, dans notre cas la dystrophie
cornéenne, a été effectuée en consultant plusieurs sites et bases de données: Orphanet

(www.orpha.net), Online Mendelianinheritance in Man (OMIM, https ://www.omim.org/) et

Pubmed (https ://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/). Par rapport a I’analyse informatique des

données brutes de séquencage pour les transformer en séquences nucléotidiques et leur
confrontation clinico-biologique. Le tableau ci-dessous (tableau. 8) résume les logiciels et bases

de données qui ont éte utilisés.
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Tableau 8 : Bases de données publiques utilisées dans I'interprétation des données de NGS

Type de base
de données

Bases de
données de
population

Bases de
données des
maladies
héréditaires

Bases de
données
d’oncologie

Y. BENBOUCHTA

(Li, Handsaker et al. 2009, Danecek, Auton et al. 2011)

Nom de base de données
Exome aggregation
consortium (Exac)
gnomAD browser
1000 Genomes
Exome server project
ClinVar

dbSNP

NCBIbgenetictestingregistry

Leiden open variant
database (links to

many locus-
specificdatabases)

HGMD (The Human Gene
Mutation Database)

Catalogue of somatic
mutations in

cancer (COSMIC)

The cancer genome atlas
(TCGA)

OncoKB (annotated TCGA
data)

dbSNP
JAX CKB

My cancer genome
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Site-Web

http://exac.broadinstitute.org/

http://gnomad.broadinstitute.org/
http://www.internationalgenome.org/
http://evs.gs.washington.edu/EVS/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/
https://www.genetests.org

http://www.lovd.nl/3.0/home

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

http://cancergenome.nih.gov/

http://oncokb.org/#/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
https://www.jax.org/clinical-genomics/ckb

https://www.mycancergenome.org/
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8. Outils bio-informatiques utilisés

En plus des fichiers BAM, Fastq et VCF exploités pour réaliser I’analyse bio-
informatique, il existe d’autresbases de données génomiques qui peuvent étre utilisées dans le

cadre de I’¢tude des données de séquencage d’exome :

v Ensembl : (http://www.ensembl.org/index.html)base de données génomique

impliquée dans la recherche en génomique comparative, évolution des espéces, étude des
variants et de la fonction de régulation de la transcription. Ensemblpermet de réaliser
I’annotation des génes, effectuer des alignements, étude de régulation et rassembler des données
sur les maladies. Les applications proposées par Ensembl incluent BLAST, BLAT, BioMart et
le VEP (Variant EffectPredictor) concernant toutes les espéeces étudiées.

v UCSC : (https://genome.ucsc.edu) base de données génomique en ligne et

specifique & I’Université de Californie a Santa Cruz (UCSC). C’est un site Web interactif
permettant d’avoir un acces aux données de séquences du génome de plusieurs especes, avec
une grande quantité d’annotations alignées. Le site se présente comme une visionneuse
graphique performante permettant une interaction rapide avec 1’utilisateur. Il comporte une
série d’applications Web, élaborée a partir d’une base de données MySQL, qui offre un acces,
évaluation et recherche simples et rapides des données a plusieurs échelles. La base de données,
les outils, les fichiers et les documents nécessaires pour 1’'usage sont disponibles sur le site Web

de UCSC GenomeBioinformatics.

v Primer3 : (www.primer3.ut.ee) Logiciel permettant de faire la conception des

amorces de la séquence d’intérét et d’obtenir les informations relatives a leur fabrication.

v SIFT :(SortingIntolerantfromTolerant) : 11 s’agit d’un outil de prédiction qui
permet de réaliser ’alignement des séquences et d’obtenir un score qui qualifie une variation

comme étant : pathogéne, potentiellement pathogéne, limite ou bénigne.

v PolyPhen-2 :(PolymorphismPhenotyping):
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2 outil qui se base surdes données de séquences ainsi que
des données structurales, quand la structure expérimentale de la protéine étudiée ou d'une

protéine semblablea plus de 50% est exploitable .
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9. Séquencage par la méthode Sanger

Tout variant potentiellement pathogene retrouvé par séquencgage a haut débit (panel de

genes ou Exome) doit faire I’objet d’une confirmation par séquengage Sanger.
9.1. Détermination de la sequence a amplifier

La détermination de la séquence d’ADN d’intérét est indispensable pour réaliser une
amplification. Plusieurs bases de données genomiques en ligne (NCBI, Ensembl, UCSC,
GeneAtlas...) sont exploitées a cet effet. Elles offrent également la possibilité de déterminer les
séquences de référence (RefSeq). Cette derniére est une référence stable exploitée pour
I'annotation du génome, la détection des genes et I'étude des mutations et des polymorphismes

pour les travaux cliniqueset fonctionnels et les études comparatives.

Pour chaque gene, une ou plusieurs RefSeq peuvent lui étre attribuées. En fonction des

transcrits analysés de ce gene, on lui associe alors une référence NM (pour « Natural mRNA »).
9.2.Conception des amorces

Dans cette étude, nous avons exploité les outils UCSC et Primer3 pour identifier les
amorces permettant d’amplifier spécifiquement une séquence d’ADN d’intérét par PCR. Il est
nécessaire d’avoir au moins un couple d’amorces. Il s’agit oligonucléotides d’une longueur
variant entre 10 et 30 nucléotides. Ils sont fabriqués par méthode chimique et doivent faire
preuve d’une complémentarité optimale avec les deux extrémités de la séquence qui doit faire

’objet de I’amplification.
9.3.PCR et controle

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est réalisée dans un tube de 200 pl et un
volume final de 50 pl. Le melange reactionnel comporte ’ADN génomique, un mélange
constitué d’une solution tampon, de MgCl12, des ANTP, la Taq polymérase et de I’eau distillée.
Ce mix a été introduitdans un thermocycleurABI 9700 (AppliedBiosystems) pour amplifier le

gene d’intérét (annexe. 4).

L’amplification des séquences d’ADN cibles par la technique de PCR (Reéaction de
Polymérisation en Chaine) est nécessaire, en exploitant la caractéristique de fonctionnement
cyclique d’une ADN polymérase particuliere qui est la Taq polymérase. Les exons d’intérét
sont amplifiés par la réalisation de copies successives en utilisant des amorces et une ADN
polymeérase a caractere thermostable (annexe. 4) en réalisant les cycles de la PCR avec leurs
températures adaptées : Dénaturation (95°C), hybridation (la température optimale ou
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s’effectue I’hybridation des amorces se situe entre Tm=52°C et Tm=62°C) et élongation (72°C)
(figure 17). Chaque cycle d’amplification dure entre 15 secondes et 7 minutes. L’exon d’intérét
étant multiplié a chaque cycle, le taux théorique d’amplification est de 2n. Apres 21 cycles de
PCR, le nombre de copies de I’exon d’intérét est estimé a des dizaines de millions de fois
supérieur a celui de toute autre séquence présente sur le génome. Cette amplification permet le
séquencage facile de I’exon cible.

Aprés amplification, le produit d’une PCR est composé d’une ou de plusieurs séquences
d’ADN qui représentent les sequences d’intérét. Le contréle de ces produits, afin de vérifier la

réussite de la PCR et d’écarter la présence de toute amplification non souhaitée, est effectuée

Par migration électrophorétique sur gel d’agarose (1%). Les fragments d’ADN sont alors
mis en évidence a 1’aide d’une coloration au bromure d’éthidium (BET) qui permet de les

visualiser, en révélant la présence d’une bande unique par exposition aux ultraviolets

(annexe. 4).

= S
TEEEEEEN
= =~

= A T l 95°C — Strands separate 1. Denaturing
DNA Sample Primers Nucleotides | § O | L T LALALIJ L.
- Ej l 55°C — Primers bind template 2. Annealing

Taq polymerase Mix Buffer PCR Tube /

l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

S

PCR Cycle

Thermal Cycler

Figure 17 : Mélange réactionnel et différents cycles de la PCR
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9.4. Purification du produit de PCR

Suite a la PCR, une étape de purification du produit est nécessaire pour supprimer les
amorces et les Dntp restants, non utilisés dans le mix réactionnel. Si cette opération n’est pas
réalisée, ces résidus risquent de géner les réactions ultérieures (séquencage). Dans ce travail,
nous avons eu recours la méthode de purification enzymatique par ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent (annexe. 5)

Cette technique emploie deux enzymes hydrolytiques : 1’exonucléase I et la Shrimp
phosphatase alcaline (SAP), toutes les deux associées dans un mix avec un tampon fabriqué
pour favoriser leur activité en une seule réaction. L’exonucléase a pour role de supprimer
I’excédent d’amorces au niveau duproduit de PCR, et la SAP a pour effet de dephosphoryler
les ANTPs restants dans le but d’éviter leur migration et réinclusion dans les fragments d’ ADN.
Ces enzymes exercent leur effet par incubation a 37°C pendant 15 min et définitivement

inactivées par un chauffage a 80°C pendant 15 min.
9.5. Réaction de Séquence

Concernant la réaction de séquence, nous avons utilisé le kit Big Dye terminator v3.1
cycle sequencing kit (Thermo Fisher Scientific). Ce kit est sous forme d’un mélange composé
d’une taq polymérase, des dNTP, des ddNTP marqués par un fluorochrome, du MgCI2 et une
solution tampon. Ce produit est ensuite mis dans un tube de 200 pl avec le produit de PCR
purifié, une amorce sens ou anti-sens et de I’eau distillée (figure. 18). Le mix réactionnel va

subir apres une amplification de 30 cycles dans le thermocycleur a des conditions particulieres
(annexe. 5).
9.6. Purification de la réaction de séquence par Sephadex G50

La réaction de séquence va faire 1’objet d’une purification par méthode de
chromatographie d’exclusion, désignée aussi par chromatographie de filtration sur gel ou
tamisage moléculaire. Cette technique a été élaborée en 1959 avec un nouveau produit : le
Sephadex. Il s’agit d’un gel de dextrane qui, aprés polymérisation, prend ’aspect de billes
poreuses tres hydrophiles. Nous disposons de plusieurstypes de Sephadex selon la taille des

billes et de leur porosité (annexe. 6).

Cette purification est indispensable pour capter les sels et les ddNTP libres, non utilisés
dans le produit de la réaction de séquence, car ces ddNTP libres pourraient altérer les signaux

de fluorescence caractéristiques au cours du sequencage automatique.
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Apres purification des produits de réaction de séquence, nous les avons déposes au
niveau de I’appreil ABI prism 3130 DNA sequencer a 16 capillaires (life technologies) afin de
réaliser le séquencage automatique. Par la suite, nous avons realisé I’alignement et 1’étude des

séquences par le logiciel d’analyse des variants d’ADN (Mutation Surveyor® software).
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Figure 18 : Principe de la réaction de séquence

Le séquencage Sanger est basé sur la réplication de I’ADN par I’ADN polymérase et des
amorces ciblant particulierement la séquence cible en incluant les ANTPs présents dans le mix
réactionnel. En plus de ces dNTPs, les didésoxyribonucléotides interrupteurs de chaine
(ddNTP), seront inclus arbitrairement par I’ADN polymérase lors de la réplication. Les ddNTPs
sont distingués des dNTPs par leur extrémité 3°. L’extrémité 3’ hydroxyle (OH) des dNTP est
substituée par un hydrogéne (H) dans les ddNTP. Ce changement s’oppose a la formation de la

liaison phospho-diester entre le ddNTP inclus et le nucléotide suivant ce qui inhibe la synthese

du fragment d’ADN (Facio, Sapp et al. 2012).

Au niveau du mix réactionnel les ddNTP sont additionnés de fagcon a ce qu’ils soient

incorporés theoriquement a toutes les niveaux possibles de la séquence d’ADN a analyser.

Par conséquent, nous obtiendrons a la fin de la réaction de séquence, un produit qui
comporte des fragments d’ADN de tailles variable selon le niveau d’incorporation du ddNTP
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(figure. 19).

Le produit de cette réaction de séquence sera déposé au niveau d’un appareil automatique
(le séquenceur) qui va réaliser une migration sur un gel de polyacrylamide qui est tres distinctif

et va différencier tous les fragments présents selon leur taille.

Les ddNTP (A, C, G et T) sont chacun distingués par un fluorochrome avec un spectre
d’émission. Au cours de la migration capillaire des fragments d’ADN au niveau du séquenceur
automatique, une stimulation de ces fluorochromes par un rayon laser permet de d’émettre des
signaux fluorescents qui seront captés a des niveaux fixes. Au cours de la détection des signaux,
la séquence est enregistrée, puis mise en évidence sous forme de pics de quatre couleurs

définissant la succession des nucléotides qui forment une séquence d’ADN.
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Figure 19 : Principe de séquencage automatisé d’ADN par la méthode de Sanger
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E : RESULTATS

Les méthodes d’analyse décrites dans la section précédente permettent d'atteindre les
objectifs fixés dans cette thése de doctorat. Nous présentons ici, les travaux effectués durant ces
quatre ans et dont deux résultats sont présentes ci-dessous sous forme de : Deux articles publiés
dans I’objectif principal d’établir un diagnostic précis pour le