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Introduction

A. Définition
La déficience intellectuelle est définie, selon le DSM-V, comme une diminution significative
des capacités intellectuelles associée a une limitation des facultés adaptatives dans 3
domaines (conceptuel, social et pratique), qui doit commencer durant la phase de
développement. Il peut étre accompagné dune autre déficience physique ou mentale, ou il
peut survenir isolément. L'association fréquente d’une DI avec certains symptomes permet de
définir des syndromes et de grouper les patients dans des groupes phénotypiquement
homogenes. On parle alors respectivement de déficience intellectuelle syndromique ou non-

syndromique.

Le niveau d’intelligence est évalué a partir de tests neuropsychologiques standardisés (WAIS-
IV, WISC-IV), sous forme d’un quotient correspondant aux aptitudes comparées a une
population de référence de méme &ge chronologique. Le quotient intellectuel (QI) exprime
les capacités en référence a une échelle gaussienne sur des tests normés dont la moyenne est
de 100 et I'écart-type de 15. On parle de déficience intellectuelle a partir d'un QI en dessous
de 70. Suivant la définition, celle-ci est le plus souvent en 4 catégories. Elle est ainsi qualifiée
de 1égere entre 50 et 70, de modérée entre 35 et 50, de sévere entre 20 et 35 et de profonde

en dessous de 20.

B. Fréquence et complications
La DI est un probléme de santé publique puisqu’elle concerne 1 a 3 % de la population

mondiale'?. 11 s’y associe a de nombreuses comorbidités qui évoluent avec 'age”.

La premiére des comorbidités constitue le groupe des malformations congénitales, qui
représente environ 27% des cas de DI légeéres a modérées, et 54% des DI séveres a

profondes®. Elles peuvent souvent orienter le diagnostic, mais elles compliquent trés



fréquemment la prise en charge. Parmi les formes syndromiques, les malformations

les plus fréquentes sont cérébrales et uro-génitales’.

Ensuite, on trouve les troubles du spectre autistique (TSA) qui sont présents chez 28%
des patients atteints de DI°. De maniére parallele, 67% des patients TSA sont atteints
de DI’. L'autisme et la DI partagent ainsi des mécanismes physio-pathologiques
communs. Les facteurs génétiques identifiés dans les TSA sont le plus souvent
impliqués dans la DI, parfois sans TSA. On constate d’autres comorbidités comme
I'épilepsie (22%), les troubles neurologiques centraux (20%), les troubles
neuropsychiatriques (hyperactivité, déficit de l'attention, agressivité, dépression) ainsi

que les déficits sensoriels (auditifs, visuels).

Le taux de mortalité est plus élevé lorsque le niveau de déficience augmente, ce qui
rend compte, au moins en partie, d'une inadaptation de nos modes de prises en
charge concernant cette partie de la population®. Cette situation a tendance toutefois

a saméliorer depuis 1964°.

C. Etiologies

On répartit globalement les causes de DI en 2 grands groupes : Les causes
environnementales et les causes génétiques. Parmi les causes génétiques, on
dénombre 976 syndromes quand on effectue une recherche avec le mot clé « déficit

intellectuel » sur Orphanet (http://www.orpha.net/), 8013 syndromes quand on

utilise Phenomizer (http://compbio.charite.de/phenomizer/) avec le mot clé

« intellectual disability » (HP:0001249)'>'" et 1990 syndromes avec la base de
données London medical databases (LMD)'. Les étiologies, méme limitées aux causes

génétiques, sont extrémement nombreuses et il devient aujourd'hui difficile d'en faire



une liste exhaustive, étant donné la fréquence avec laquelle on découvre de nouveaux

genes en cause.

De plus, il s’agit d’'un spectre clinique o1, a une extrémité, la cause environnementale
est prépondérante et ou, a l'autre, c’est la part génétique qui est majoritaire. Cette
contribution génétique fait intervenir de nombreux genes du développement cérébral,
indispensables a son fonctionnement. Entre les deux extrémités du spectre, il existe un
continuum ou un stimulus extérieur va avoir pour conséquence une réponse
physiologique inadaptée, due a des variations génotypiques, qui vont impacter le
développement intellectuel. Plus la déficience est sévere, plus la part génétique est

importante et donc mieux identifiable'.

Les formes génétiques sont probablement les formes les plus fréquentes. On les divise
en 2 groupes : Génomique (1) et Génique (2). Elles s’étendent des variations du
nombre de copies chromosomiques (CNV), affectant plusieurs genes, aux mutations
ponctuelles situées dans des genes précis. Les causes de ces derniéres sont
extraordinairement diverses, avec plus de 600 geénes impliqués, dont certains sont
situés sur le chromosome X et d’autres, plus nombreux, liés aux autosomes, avec une

transmission dominante ou récessive.

D. Approches diagnostiques

Dans la pratique courante, I'évaluation d’un patient atteint de DI se base sur
I’évaluation de son histoire développementale, de I'acquisition du langage et de

I'autonomie, ce qui permet de classifier la DI en 1égere, modérée ou sévere.

D’'un point de vu génétique, avant I'ére des puces a ADN, lorsqu’il n’y avait pas

d’orientation particuliere a partir du phénotype des patients, les analyses étaient
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limitées a I'’étude du caryotype, pour explorer le groupe (1), et a ’'analyse du gene de

I'’X-Fragile (MIM 300624), pour le groupe (2).

La mise en place de I’Analyse Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA, dont la
technique repose sur le principe de la CGH-microarray) qui permet la recherche de
remaniements génomiques déséquilibrés et de son utilisation en routine dans le
diagnostic moléculaire a permis de faire de grand progres. Elle permet ainsi de

réaliser 5 4 20% de diagnostics chez des patients atteints de DI**.

En ce qui concerne le groupe (2), 'analyse de I’X-Fragile, muté chez environ 1% des
patients, est souvent complétée par I'analyse par séquencage Sanger d’autres genes
quand on peut évoquer cliniquement un syndrome spécifique. Le rendement
diagnostic est le plus souvent assez faible et la technique trés consommatrice de temps

et d’argent pour un laboratoire de diagnostic.

A la suite de ces différentes analyses, il reste encore environ 75% de patients avec une

DI dont la cause reste non identifiée, qu’il s’agisse d’enfants ou d’adultes.

E. Et apres ?

La majorité des patients restent sans diagnostic a 'issue de ces investigations'. Il est
toutefois d’'une importance cruciale pour établir le risque de récurrence et fournir un
conseil génétique avisé a la famille. De plus, le diagnostic peut avoir des conséquences
directes pour le pronostic médical des patients ou bien pour établir un suivi adapté,
voire dans des cas beaucoup plus rares, pour proposer des options thérapeutiques. De
plus, établir un diagnostic de maladie rare permet une meilleure reconnaissance
sociale par les différents organismes (scolaires, MDPH, etc...) en termes d’aides

diverses.
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F. Des nouvelles techniques de sequencage au secours de la clinique

Dans les dernieres années, ont été mises au point des nouvelles techniques de
séquencage (NGS), qui permettent d’analyser une multitude de genes avec de petites

quantités d’ADN pour un cofit par paire de bases moindre.

Pour améliorer le rendement diagnostic dans la DI +/- TSA, nous avons mis en place
au laboratoire de Génétique de Poitiers le séquencage ciblé de 275 génes associés a
une DI ou des TSA : 106 genes sont situés sur le chromosome X et 169 sur les
autosomes. Nous rapportons dans ce travail le développement de cette stratégie, de la
manipulation “humide” de matériel biologique, jusqu’a la synthese des données
bioinformatiques dites “séches” ou in silico, dans le diagnostic de patients présentant
une DI avec ou sans TSA, une ACPA négative, une absence de mutation dans le gene
de I'X-fragile et d’autres analyses génétiques. Une mutation pathogene a été
découverte dans 27% des cas, sans regarder leur niveau de DI. Nous développerons
chaque cas plus aisément diagnostiqué et les situations plus complexes qui restent
encore a élucider. Ce travail démontre que le séquencage ciblé est une approche tres
éfficace mais encore imparfaite de diagnostic de la DI. Il nous permet également de
mieux définir le spectre clinique de certains génes et de proposer aux familles de nos

patients le meilleur conseil génétique possible.
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1. Matériels et méthodes

A. Cohorte de patients et extractions des ADN

Nous avons repris la cohorte du laboratoire de génétique moléculaire de 1099 patients
ayant eu une ACPA au CHU de Poitiers entre janvier 2009 et septembre 2015. Nous
avons sélectionné les patients présentant une DI, associée ou non a des TSA, qui
avaient consulté en génétique clinique (996 patients), qui ont eu un prélévement
sanguin (778) avec une ACPA normale, ou avec un variant de signification inconnue
probablement (VOUS) bénin et une analyse du gene du syndrome de I'X-Fragile
normale. Nous avons présélectionné ainsi 90 patients. Nous avons choisi parmi eux les
formes les moins malformatives, soit une vingtaine de patients qui répondaient a ces
criteres. Nous devions disposer de leurs consentements écrits selon les bonnes
pratiques éthiques. Nous avons extrait 'TADN de chacun a l'aide du kit d’extraction
d’ADN génomique QIAgen a partir du sang périphérique. Nous avons ensuite dosé
chaque échantillon d’ADN pour retenir ceux répondant aux critéres requis :
concentration (> 100 ng/ml), pureté (Rapport 260/280 > 1,7 et Rapport 260/230 >
1,4). L’intégrité de ’ADN a été vérifiée par migration électrophorétique de ’ADN (gel
d’agarose 0,8%). Nous avons donc in fine retenu 15 échantillons d’ADN de patients

que nous avons dilué a 25 ng/ul.

B. Sélection des genes ciblés

Le choix des génes s’est fait en mai 2015 et n’a pas pris en compte les génes
découverts apres cette date. Notre stratégie d’inclusion est basée sur des
considérations scientifiques, médicales et économiques. Nous nous sommes inspirés

des genes sélectionnés par I'équipe du Dr Amélie Piton du laboratoire de génétique
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moléculaire au CHU de Strasbourg'® (Pr Jean-Louis MANDEL). Nous étions toutefois
limités au CHU de Poitiers par le type de séquenceur (MiSeq : Petit débit), la quantité
de bases lues sur une cellule de séquencage, le nombre de sondes générées pour un
prix « raisonnable » et la rentabilité diagnostique attendue sachant que celle-ci est tres
approximative. Pour cela, en sachant que nous avons une majorité de patients de sexe
masculin qui présentent une DI, nous avons essayé d’inclure le plus possible de génes
liés a I'’X. Nous avons favorisé les genes impliqués a la fois dans des formes de DI
syndromique et non syndromique. Nous avons essayé d’inclure un nombre important
de génes impliqués dans des formes autosomiques dominantes de DI ou de TSA. Nous
avons inclus des genes de transmission autosomique récessive quand ceux-ci avaient
été identifiés dans plusieurs familles et avec de forts arguments pour leurs

implications directes.

Au total, les 275 geénes sélectionnés incluaient 106 genes avec une transmission liée a
I'’X, 169 genes autosomiques, dont 95 génes avec une transmission dominante (AD),
72 genes avec une transmission récessive (AR), 2 génes connus avec une transmission

plus complexe (Annexe 1).

C. Dessin des sondes de capture

Nous avons ciblé les 4958 exons codants, avec leurs 25 nucléotides introniques
flanquants. La taille totale des régions ciblées était de 1.508 Mpb. Nous avons utilisé

le logiciel SureDesign (https://earray.chem.agilent.com/suredesign/) pour dessiner

57594 ARN différents, de 120 pb, qui serviront d’appats.
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D. Préparation des librairies
Nous avons suivi le protocole du kit de préparation de librairie SureSelectQXT
(Agilent, Santa Clara, California, USA).
La premiére étape a consisté a morceler de maniere enzymatique ’ADN génomique en
fragments de 200 a 300 pb, puis de rajouter des séquences adaptatrices aux
extrémités 3’ et 5. L’ADN a été purifié ensuite a I'aide de billes magnétiques, puis
amplifié par PCR. Nous avons dosé les échantillons avec le kit D1000 ScreenTape sur
le TapeStation (130 ng/ml en moyenne).
La deuxieme étape a consisté a hybrider les appats d’ARN biotinylés, spécifiques de
chaque région ciblée, avec les échantillons d’ADN fragmenté pour chacun de nos
patients. Les fragments d’ADN étaient ensuite sélectionnés grace a des billes
magnétiques couvertes de Streptavidine et l'utilisation d’un support magnétique
puissant. Nous avons purifié ces billes et amplifié ’ADN ainsi fixé par PCR en ajoutant
aux extrémités 3’ et 5’ des séquences Index de 8 nucléotides, spécifiques pour chaque
patient, a la maniere d’'un code barre. Les fragments d’ADN amplifiés et indexés ont
été purifiés puis quantifiés avec le TapeStation (Agilent), selon le protocole du
fabricant. Leur taille variait entre 325 pb et 450 pb.
La troisieme étape a consisté a mélanger, précisément et de maniere équimolaire, 8
échantillons d’ADN, puis de diluer cette solution entre 2-4 nM dans une solution

dénaturante.
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E. Séquencage de nouvelle génération : Technologie lllumina
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Figure 1. Technologie NGS Illumina par amplification par pont : a. Synthése du brin complémentaire par une polymérase ;
b. Dénaturation ; c. Formation d'un pont ; d. Synthése du brin complémentaire ; e. Dénaturation ; f. Répétition des étapes c a
e, g Linéarisation (Images extraites des documents Illumina)

La spécificité de cette technologie repose sur une amplification par pont des fragments
a séquencer (Figure 1). La réaction se passe entierement sur une lame de verre que
I'on appelle “Flow cell” (FC). Chaque fragment dénaturé va s’hybrider aléatoirement
avec les amorces disposées sur la FC. Un nouveau brin va étre synthétisé par une
polymérase qui va se fixer de maniére covalente sur la FC. Le brin d’origine va étre
éliminé par dénaturation. L'extrémité flottante du brin synthétisé va se fixer sur une
amorce adjacente et former un pont d’ADN simple brin. La polymérase synthétise le
brin complémentaire pour former un pont d’ADN double brin. Celui-ci va étre
dénaturé pour former des fragments d’ADN simple brin qui vont servir de substrat
pour 1 nouveau cycle d’amplification par pont et ainsi de suite jusqu’a formation d’'un
cluster d’ADN clonal. Les brins anti-sens sont ensuite clivés. L'extrémité 3’ des
fragments d’ADN est bloquée et la premiere amorce de séquencage s’hybride. Le

séquencage débute alors sur l'ensemble des clusters générés, en utilisant des
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nucléotides bloqueurs de synthese, marqués par un fluorophore, qui se fixe sur le
fragment et émettent une fluorescence d’'une couleur spécifique de chaque nucléotide
A, T, G et C en réaction a un laser (Figure 2). Le fluorophore et le bloqueur sont
ensuite éliminés apres la prise d'une photographie de 'ensemble de la FC. A chaque
cycle, une base va étre lue. Il existe une lecture spécifique pour I'index, assignant la

séquence au patient.
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Figure 2. Technologie NGS Illumina : Séquengage : ou a chaque cycle, la FC est remplie des 4 bases fluorescentes et ou une
base va étre ajoutée a la séquence de maniere spécifique. Ces bases ont la particularité d’empécher ['incorporation d’autres
bases. Ainsi apres l'incorporation d’une base, les autres non fixées sont lavées. Chaque cluster incorporera la méme base,
liberera la lumiére d’un méme fluorophore. Apres chaque photographie, le fluorophore est coupée éliminant la fluorecence,
la partie empéchant [’incorporation d’une base est ensuite enlevée et le cycle est répété.

Dans notre expérience, le séquencage se déroule en « paired-end » sur un séquenceur
[llumina MiSeq (Figure 3). Il y aura 2 phases de lecture de 101 bases (101 cycles de
séquencage), qui se feront en 3’ et en 5’. Ceci permettra d’associer informatiquement
entre elles des séquences issues d'un méme fragment, favorisant ainsi un meilleur
haplotypage. 8 patients seront multiplexés grace aux différents codes-barres sur une

méme FC.
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Figure 3. Séquencgage de type "paired-end" incluant 2 index ou codes-barres et 2 lectures (Read) différentes.
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F. Pipeline bio-informatique
L’analyse des images, 'appel des bases et le démultiplexage des séquences d’ADN des
patients ont été réalisés sur le MiSeq avec le logiciel “Pipeline Real-Time Analysis”
version 1.9. L’analyse bio-informatique qui a suivie a été conduite sur un serveur
déporté, géré sous une distribution GNU/Linux de type Red Hat, constitué de 32
coeurs processeurs, 96 Go de RAM et 3 To d'espace disque. Nous avons suivi les
recommandations GATK v.3.5 du BroadInstitute pour I'analyse des séquences. Les
fragments lus ou “reads” ont donc été nettoyés de leurs séquences adaptatrices, Index
et de leurs bases de mauvaises qualités situées aux extrémités (Durée : 15 minutes par
patient). Nous les avons ensuite alignés sur le génome humain de référence (version
hg19/GRCh37) avec le programme BWA v.0.7.12 (Burrows-Wheeler Aligner)"’,
permettant la détection des mutations et des petites insertion-délétion de moins de 50
nucléotides de long (Durée: 10 minutes par patient). A laide des outils bio-
informatiques Picardtools v.1.140, nous avons rejeté les séquences alignées plusieurs
fois et conservés uniquement les séquences avec des positions de départ et issues de
brins différents. Un fichier bam est généré que nous visualisons sur IGV v.2.3.72

(Integrative Genome Viewer) (Durée : 30 minutes par patient).
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Pour récupérer les variants de type SNV (single nucleotide variant) et indel (insertion-
délétion), nous avons utilisé 3 logiciels différents : samtools mpileup (en utilisant les
parametres suivant : Qualité d’alignement minimum : 25, Profondeur minimum : 3,
Qualité consensus minimum : 20), GATK en mode Discovery et GATK en mode GVCF.
Cette étape a permis de générer des fichiers vcf, contenant des listes de variants
génétiques non annotés (Durée : 2h par patient).
La couverture moyenne a été calculée pour chaque échantillon aprés nettoyage des
séquences inutiles. Les régions étaient considérées comme peu couvertes quand la
couverture moyenne par nucléotide était inférieure a 20x.

G. Annotation et Priorisation des variants
Nous avons utilisé 3 logiciels différents pour augmenter considérablement la masse
d'informations associées a chacun des variants : dbSNFP, Annovar et Variant Effect
Predictor (VEP). Ils vont utiliser de nombreuses bases de données ou outils de
prédiction disponibles en ligne tels que Mutation Taster, Polyphen-2, Provean, Sift,
PhastCons (Durée 30 minutes par patients).
Nous avons ensuite utilisé le logiciel VaRank'® avec SNPeff pour donner un score a
chaque variant, en commencant par le plus pathogene: 110 pour une mutation
connue, 100 pour une mutation non-sens ou avec décalage du cadre de lecture,
jusqu’a 10 pour un variant synonyme et 5 pour certaines variations canoniques
affectant potentiellement I’épissage (en 5 et 3’ de 'exon. Ce méme logiciel examine
I'ensemble des variants générés pour chaque patient et regarde s’ils sont présents
plusieurs fois. Les fréquences alléliques pour notre échantillon de patient, ainsi que
pour des cohortes contréles comme EVS (Exome Variant Server), EXAC (Exome
Aggregation Consortium) qui regroupe les données de 60706 exomes et du projet

1000 genomes issu du séquencage de 1092 génomes humains controles, sont

19



également rapportées. Pour détecter les variants d’épissage (création de sites
donneurs ou accepteurs d’épissages, altération/création de séquences régulatrices
ESE, ESS ...), nous avons annoté manuellement les variants a 'aide de I'outil internet

Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/HSF.html)".

Les variants candidats étaient sélectionnés quand ils avaient une fréquence compatible
avec l'incidence de la maladie, soit pour une mutation une fréquence inférieure a
0,1% de tous les cas de DI, soit une fréquence dans la population générale inférieure a
0,002%.

En utilisant la population EVS comme un échantillon de la population générale, les
variants étaient conservés quand leur fréquence allélique était inférieure a 0,45% pour
un variant d'un gene autosomique récessif (soit une fréquence d’homozygote
<0,002%) et présent pas plus d’une fois chez dans ’ensemble de la cohorte pour des
genes autosomiques dominants et pas plus d’une fois chez les individus de sexe
masculins pour les geénes sur le chromosome X. Nous avons exclu également les
variants présent plus de 2 fois dans notre cohorte de patients (Annexe 3). Les variants
restants prédits comme potentiellement pathogénique et dont le mode de
transmission correspondait, ont été testés et validés par la technique de séquencage

traditionnelle dérivant de la méthode décrite par Sanger.
H. Validation des mutations

Toutes les mutations candidates ont été validées par une deuxiéme technique de
séquencage, de type Sanger sur un Séquenceur 3130xl Genetic Analyzer® (Applied
Biosystems), en utilisant les amplicons de PCR obtenus a partir des échantillons

d’ADN génomique extrait des patients et des parents.
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Les mutations étaient considérées comme pathogénes quand aucun doute ne subsistait
concernant leur pathogénécité. Ces mutations devaient coségréger dans la famille
correctement avec la DI et étre des mutations tronquantes, non-sens ou faux-sens déja
publiées dans la littérature scientifique et médicale, ou bien encore confirmées par des
analyses fonctionnelles. Les mutations étaient considérées « potentiellement
pathogenes » lorsqu’elles ségrégeaient correctement avec la maladie et étaient
prédites comme pathogénes, mais que d’autres études fonctionnelles étaient

nécessaires pour prouver de maniere non ambigué leur pathogénicité.
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IIl.  Résultats

Des données de séquencage de haute qualité assurent un faible taux de variants (SNV,

indel et CNV) faux positifs ou négatifs. Cette stratégie permet la génération d’une

collection de données de haute qualité, avec une profondeur de couverture moyenne

de 192x et une couverture moyenne de 97% des régions ciblées supérieure a

40x (Tableau 1). Une telle couverture assure une sensibilité de 99 — 99,9% de SNVs et

de indels détectés (Note technique d’Illumina). Nous n’avons détecté, au cours de nos

22 vérifications par séquencage Sanger, aucun variant faux positif.

Nombre de | couverture > 40X | Profondeur | Profondeur
lecture en moyenne moyenne maximale

P3
P5
P6
P8
P9
P10
P14

M°ye”"e 1359 149 96%
Série 1

P9
P15
P24
P25
P26

M°ye”"e 1946 042 99% 1075
Série 2

1615915 —m

1437136
1744 927
1123212
1291613
1309 424
1436 960
1221 842
1352985
1314 239

2411973
1970 654
1419700
1719 046
2 206 383
2082744
1811794

96,34%
98,32%
96,30%
95,76%
95,01%
97,41%
98,31%
97,61%
92,80%

99,23%
98,75%
97,02%
98,55%
99,10%
98,99%
99,34%

160
147
152
231
172
160
168

231
152
207
253
239

747
637
854
654
818
747
847

1073
1114
762
1234
1169
1218

Tableau 1. Données de couverture et de profondeur pour chaque patient et réparties pour les 2 séries de séquengage. Le

nombre moyen de séquences générées est de 1 359 149 pour la série 1 et de 1 946 042 pour la série 2.
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Quelques régions étaient trés peu voire pas du tout couvertes (<20% en moyenne) (Tableau
2). Ce sont des premiers exons ou des régions riches en GC, connus pour poser des probléemes

de capture ou de séquencage.

Nombre de patients

EHMT1_Exon_1 16
NIPBL _Exon_33 16
DISC1_Exon_10 14
NFIX_Exon_1 14
PAFAH1B1 Exon_4 11
LAMP2_ Exon_2 9
PTEN_Exon_3 9
SYNGAP1 Exon_1 9
CNKSR2_Exon_5 8

RAI1 _Exon_6 7

Tableau 2. Régions couvertes en moyenne <20x pour chaque échantillon

A. Mutations pathogenes

1. Patient P10 : SMC3
Patient d4gé de 7 ans a la premiére évaluation en génétique clinique, adressé pour
l'exploration d’'une DI familiale. 1l est le 5°™ d’une fratrie de 5 enfants, dont les 4
autres n’ont pas de probléeme de santé. La mere a 4 sceurs, dont certains enfants
présentent une DI et des troubles du comportement. Il est né prématurément a 37 SA
avec des mensurations normales [Poids : 2780g (-0,5 DS) ; Taille : 47 cm (-1 DS) ;
PC: 32 cm (-1 DS)] sans souffrance périnatale. Son PC évoluera par la suite a -3 DS.
Il présentera des troubles du sommeil. Il a acquis la marche normalement a 13 mois
avec un léger décalage du langage. Il présenta des troubles du comportement a type
d’agressivité et de TDAH. Une évaluation neuropsychologique retrouvera un QI
hétérogéne entre 55 (Vitesse de traitement) et 82 (Compréhension verbale),

concluant a une DI 1égere.
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L’analyse NGS retrouvait 2526 variants. Nous avons sélectionné les variations
présentant un taux de couverture supérieur ou égal a 20 fois. Il restait alors 1617
variants. Nous avons ensuite conservé les variants présents 3 fois ou moins dans notre
cohorte. Il restait alors 169 variations. Nous avons conservé tous les variants vus par
les 3 programmes d’appel de variants. En sélectionnant les variants localisés sur des
régions d’épissage, on retrouvait 2 variants qui ne modifiaient pas, selon HSF, de
motif d’épissage. En sélectionnant les variations avec un score Varank supérieur a 50,
nous avons obtenu 19 variants. Nous n’avons pas conservé les variants bénins selon la
base de données ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). Il restait alors 15
variants. Les deux premiers étaient présents dans ExXAC avec une fréquence
incompatible avec la maladie.

Le troisieme variant est situé sur l'exon 9 du géne SMC3 situé en 10g25.2. 11
correspond a une transversion de A vers T, soit c.600A>T (ENST00000361804) a
I'état hétérozygote, codant pour une variation faux-sens p.Leu200Phe. Ce résidu
protéique est tres conservé dans I'évolution. Il obtient ainsi un score Phastcons de
0,996 (Le score de conservation maximal est fixé a 1). Cette variation est considérée
pathogene selon tous les logiciels de prédiction utilisés (Provean®, Sift*!, Polyphen-
2?2 UMD?, Mutation Taster**). Son score Varank est de 65. Nous avons donc
considéré cette variation intéressante, raison pour laquelle nous avons étudié sa
ségrégation familiale par séquencage Sanger. Cette mutation a été retrouvée
uniquement chez notre patient. Il s’agissait donc d’une mutation de novo.

SMC3 code pour une sous-unité du complexe Cohésine, impliqué dans la liaison des
chromatides sceurs entre elles lors de la mitose, mais également dans la réparation de
I’ADN, la régulation des génes et dans la stabilité génomique (Figure 4). Il est par
ailleurs composé de SMCI1A et de RAD21, ainsi que de ses protéines régulatrices NIPBL
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et HDAC8. Des mutations dans ces genes ont été associées au syndrome de Cornelia

de Lange, caractérisé par une dysmorphie faciale caractéristique, un retard de

hinge

SMC1A SMC3

Gly655Asp
Gly666Ala
Arg521*

Glu488del / Glu488Lys
Lys400_Ser401delinsAsn

Glu287dup
Arg236Pro
Thr235del
Leu832_Asn833del
Arg839Cys
His917Pro
GIn1147Glu

Thr1215lle

Phe47Leu

Cter

Nter

ATP

Cter Nter

Figure 4. Représentation schématique de [l'hétérodimere du complexe
Cohésine et la répartition des mutations sur chaque domaine. Les
mutations des patients ayant un syndrome de Cornelia de Lange sont
indiqués par des ronds rouges. Inspiré de Gil-Rodriguez et al. 2015

croissance, une déficience intellectuelle et des malformations des membres et d’autres
organes. La plupart des cas sont sporadiques et sont liés dans 70% des cas a des
mutations hétérozygotes de novo dans NIPBL (MIM# 608667)*%*. Des mutations de
SMC3 ont été décrites chez moins de 1% des patients Cornelia de Lange®”*®. L’étude
de ce géne par exome a permis d’identifier des mutations faux-sens chez des patients
atteints de DI ou TSA non syndromique**. Les auteurs d’une étude plus récente ont
décrit 16 patients avec des mutations dans SMC3 présentant en particulier une
microcéphalie post-natale (12/16), des petites mains (11/14) et quelques autres
caractéristiques morphologiques non spécifiques *'.

Du fait de ces données, nous avons rendu cette mutation de novo comme

probablement pathogene et donc rassuré la famille sur le faible risque de récurrence.
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2. Patient P6 : SHANK3

Patient dgé de 23 ans d’origine Algérienne dont les parents sont cousins germains
(Figure 5A) sans antécédents particuliers. Né a terme avec un poids normal, il a
présenté une hypotonie des la naissance. Il a acquis la marche a 14 mois et présenté
un franc retard de langage. L’évolution a été marquée par I'apparition de troubles du
comportement avec hyperactivité et d’'important trouble du sommeil. Son PC évoluera
a -2,5 DS. 1l ne présente pas de dysmorphie particuliere. L'IRM cérébrale est par
ailleurs normale. Il présente donc une DI sévere avec des TSA, non syndromique. Sur
le plan génétique, il a eu une analyse du gene de I'’X fragile normale et une ACPA qui
a mis en évidence un variant, une petite microduplication de la région
chromosomique 17p13.1 héritée du pere en bonne santé, orientant vers un variant
probablement bénin. Il a bénéficié d'une analyse du géne MECP2 qui est revenue
normale.

L’analyse NGS de ce patient a retrouvé 2799 variants. Le méme raisonnement que
précédemment a permis de réduire la liste et de découvrir un variant
c.3678 3679insG (ENST00000445220) a I’état hétérozygote, dans une région du gene
constitué d’'une succession de 8 guanines, au niveau de 'exon 21a du gene SHANKS3.
Ce variant conduirait a un décalage du cadre de lecture protéique p.Ala1229Glyfs*69.
Cette méme mutation a été déja rapportée par ’équipe du Pr. Thomas BOURGERON
en 2007 et 2015, avec une autre nomenclature p.A1227Gfs*69, chez 2 fréres
(mosaicisme germinal) présentant un TSA, une déficience intellectuelle sévere et un
trouble important du langage®**. Elle doit théoriquement dépendre du mécanisme
NMD, de dégradation des ARN messager non-sens. Cette mutation est présente a I’état
hétérozygote chez notre patient mais n’a pas été retrouvée en séquencage Sanger chez

ses parents ; elle est donc apparue de maniére de novo chez notre patient.
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Figure 5. Partie A. Arbre généalogique de la famille de notre patient avec indiqué par la fleche notre patient et le lien de
consanguinité. Partie B. Représentation sur IGV de l'insertion du G (Fléche bleue) dans l'exon 21a de SHANK3.

SHANK3 est le géne candidat du syndrome de Phelan-McDermid qui est
principalement d{i & une délétion, allant de 100 kb a 9 Mb, dans la région 22q13**. Ce
syndrome est caractérisé par une DI modérée a sévere, une absence ou un retard
important du langage et une hypotonie néonatale. De nombreuses mutations du gene
SHANK3 ont été décrites chez des patients présentant un autisme ou une
schizophrénie en association avec un langage pauvre et une DI modérée a sévere.

SHANKS joue un réle important dans la formation et le maintien de la synapse. Il joue
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Figure 6. Schéma représentant la protéine SHANK3 et ses variants présents chez des patients autistes et controles. Les
variants identifiés uniquement chez des patients TSA (Partie haute), les variants partagés par des patients et des controles
(Partie basse et souligné) et des variants uniquement présents chez les controles (Partie basse). Les mutations tronquantes
sont indiquées en rouge. Comme chez notre patient (A1127Gfs69). Les mutations prédites pathogenes en orange et bénigne
en verte. Les variants qui ont été fonctionnellement testés in vitro sont annotés d 'une étoile noire. Les domaines protéiques
sont représentés en couleur : SPN (Jaune), Ankyrin (Rouge), SH3 (Orange), PDZ (Bleu) et SAM (Vert). Extrait de LeBlond et
al. 2015.

A\

ainsi le role de protéine d’échafaudage nécessaire au maintien d’'une forte densité de

protéine synaptique®.
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Du fait de ces données, nous avons rendu aux parents cette mutation de novo

pathogene. Nous avons donc rassuré la famille sur le faible risque de récurrence.

3. Patient P14 : NSD1

Patient de 12 ans adressé en génétique clinique pour une I'exploration d’'une DI. Les
parents n’ont pas d’origine géographique commune ni de lien de parenté. Il a un
cousin et une cousine, du cOté maternel, qui présentent une DI sans diagnostic
étiologique. Il est né prématurément au terme de 36,5 SA avec des mensurations a la
moyenne. Il a présenté des troubles de la succion, puis a éprouvé des difficultés lors
de la diversification. Sa croissance s’est accélérée pour atteindre +3 DS pour la taille
et le poids et +2 DS pour le PC. Il a acquis la marche a 30 mois et a présenté un
important retard du langage. Il est scolarisé en ULIS-Ecole. Il présente par ailleurs des
troubles du comportement a type de geste auto-agressif (morsure), des troubles des
interactions sociales et des phobies (insectes, bruits). On notait une dysmorphie avec
un aspect triangulaire du visage dont un trés grand front et une implantation tres
haute des cheveux et un menton trés prononcé. Les fentes palpébrales sont courtes
avec des sourcils tres horizontaux. Les pommettes sont plutét hypoplasiques. De
profil, il présente une brachycéphalie avec des cheveux tres hirsutes. Pour ce patient
présentant une DI avec une avance staturo-pondérale et une dysmorphie particuliére,

le diagnostic de syndrome de Sotos est évoqué. L’ACPA et I’X-Fragile sont normausx.

Le syndrome de Sotos (OMIM 117550) est une maladie autosomique dominante avec
une incidence estimée d’1/14000 naissance. Il associe le plus souvent une croissance
excessive pré et post-natale, une avance d’age osseux, une dysmorphie caractéristique
et d’autres troubles neurodéveloppementaux dont la DI. Des mutations dans NSD1

(Nuclear receptor SET (su(var)3-9, enhancer-of-zeste, trithorax) domain containing
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protein-1) sont présentes dans 80-90% des patients présentant un syndrome de Sotos.

La protéine NSD1 contient un domaine SET, 2 motifs LXXLL, 3 signaux de localisation
nucléaire (NLS), 4 domaines PHD en doigt de zinc et une région riche en Proline. NSD1
est une histone H3 lysine 36 méthyl transférase, importante dans de nombreuses

étapes du développement embryonnaire, via la régulation de la transcription.

Du fait de cette forte suspicion de syndrome de Sotos et de la présence du gene NSD1
dans notre panel, nous avons décidé d’analyser 'ADN de ce patient. En suivant
toujours la méme procédure que précédemment, nous avons identifié a I'état
hétérozygote la variation ¢.5740C>T, qui, apres I'étude familiale réalisée par

séquencage Sanger s’est avérée de novo.

Cette mutation faux-sens p.Arg1914Cys est déja rapportée dans la littérature comme
pathogeéne®. Un numéro dbSNP lui est associé : rs587784154. Elle se situe dans le
domaine catalytique, responsable de Iactivité histone méthyltransférase de Ila
protéine. Elle a fait 'objet d’'une étude fonctionnelle validant la perte compléte

d’activité®’.

Du fait de ces données, nous avons considéré cette mutation comme pathogene,
puisque déja retrouvée chez d’autres patients. Nous avons rassuré la famille sur le

faible risque de récurrence.

4. Patient P27 : SCN8SA

Patiente de 27 mois adressée en génétique pour l'exploration dun retard global du
développement important. Elle est la seule enfant d’'un couple autonome ayant une DI
légere, avec une éducation en institut médico-éducatif. Les parents sont désireux d’'un
conseil génétique quant a une nouvelle grossesse. La naissance s’est déroulée sans

particularité. Elle a présenté rapidement des difficultés de succion, une inversion du
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rythme nycthéméral, puis des mouvements anormaux en méme temps qu’une certaine
régression des acquisitions vers 6 mois avec une hypotonie axiale. Elle a acquis la
marche vers 32 mois et présente des mouvements anormaux des mains. A 6 ans, elle
fait de petites phrases. L'IRM cérébrale réalisée a 12 mois est normale. L’analyse de
I'’X-Fragile est également normale mais I’ACPA retrouve une microdélétion de la
région chromosomique 15q11.2 de 378 kb héritée de la meére. Cette région est
considérée comme un facteur de risque de troubles neurodéveloppementaux. Elle
entraine chez certains patients une hypotonie, une déficience intellectuelle et des
troubles psychiatriques. Cette délétion est le plus souvent héritée d’'un parent bien
portant®. Il a été proposé que la survenue d’un autre évenement génétique puisse
expliquer la variabilité et la pénétrance de la maladie. Nous avons donc entrepris de
rechercher chez notre patiente, qui présente un trouble du développement plus

sévere, un éventuel deuxieme événement génétique.

L’analyse des 275 génes de DI nous as permis de retrouver un variant présent a 1’état
hétérozygote sur le geéne SCN8A, c.4146dupG, responsable dune mutation avec

décalage du cadre de lecture p.Asn1383Glufs*15 héritée du pére.

Le gene SCNB8A, situé sur le chromosome 12q13, code pour un canal Sodium-Voltage
dépendant, Nav1.6, qui s'exprime dans les neurones. Il est trés conservé au cours de
I’évolution et des modifications mineures peuvent avoir des conséquences majeures in
vivo. Une des caractéristiques principales de Nav1.6 est de participer a la génération
d’'un courant persistant, d'un courant épisodique et a des salves répétitives de
dépolarisation. Elle se retrouve dans le neurone au niveau du segment axonal initial et
des noeux de Ranvier. La perte de son activité diminue I’excitabilité neuronale, tandis

que des mutations gain de fonction sont responsables d’une hyperexitabilité neuronale
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a l'origine d’'une épilepsie pharmaco-résistante. Les souris « knock-out » pour le gene
Scn8a présentent des mouvements anormaux tels qu'une ataxie, des tremblements ou
une dystonie. On distingue donc 2 types de maladie, associées a des mutations de
SCN8A : (1) Une encéphalopathie épileptique et (2) Une déficience intellectuelle +/-
des TDAH et des mouvements anormaux. Dans le groupe (1), ce sont des mutations

faux-sens qui ont été rapportées®*,

Son haploinsuffisance est quant a elle
responsable de troubles cognitifs (2). Trudeau et coll. rapporte ainsi en 2006 une
famille avec certains membres, portant la mutation p.Prol1719Argfs*6, qui présente
soit une DI avec ou sans ataxie cérébelleuse, soit un TDAH*. Le comportement de la

souris hétérozygote Scn8a est aussi pertubé*. Rauch et coll. ont découvert chez des

patients DI des mutations faux-sens entrainant une perte de fonction™.

Du fait de ces données, nous avons rendu cette mutation pathogéne. Elle explique au
moins en partie le phénotype de notre patiente. Le conseil génétique est complexe du
fait de la présence de cette délétion en 15q11.2, qui reste un facteur de risque et ne
peut donc étre sujet a un diagnostic prénatal. Il peut toutefois leur étre proposé un

diagnostic prénatal pour la mutation SCN8A.
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B. Mutations possiblement pathogenes

1. Patient P10 : WDR62

Patient de sexe masculin de 3 ans adressé en génétique médicale pour un retard
psychomoteur prédominant sur le langage. Il est le deuxiéme enfant d’une fratrie de
3, issu d'un couple en bonne santé sans lien de parenté ni origine géographique
commune. Le patient est né a 40 SA avec une taille et un PC a -1,5 DS et -1 DS pour le
poids. Le périmétre cranien a tres lentement évolué pour arriver a -3 DS. Les
acquisitions motrices ont été acquises tardivement a 9 mois pour la tenue assise et 18
mois pour la marche, mais c’est surtout le langage qui se développe lentement, avec
toujours la pratique du bi-syllabisme a 3 ans. Il présente des troubles du
comportement avec une certaine hétéro-agressivité, une grande intolérance aux
changements ainsi que des troubles obsessionnels. Il a présenté un strabisme a 1 an
puis une myopie au décours. L'IRM cérébrale réalisée a 2 ans était normale. Une
recherche du syndrome de I’X-Fragile ainsi qu'une ACPA sont revenues négatives.

Nous avons retrouvé une variation non rapportée dans les bases de données dans le
gene VLDLR avec un score Varank de 65, trés conservée dans 1’évolution et rapportée
pathogene par tous les logiciels de prédiction ¢.1781T>C (ENST00000382100)
codant pour p.Leu594Pro. Nous n’avons pas retrouvé d’autres variations dans ce gene.
Le profil sur IGV ne semble pas compatible avec la présence d’une anomalie de
nombre d’exons. Des mutations de ce géne sont impliqués dans le syndrome
Desequilibrium, caractérisé par une ataxie congénitale avec une hypoplasie
cérébelleuse importante, de transmission autosomique récessive. Nous avons ensuite
découvert 2 variations dans le gene WDR62, ¢.2992G>C (exon 25) transmise par le
pére et ¢.3247G>A (exon 27) transmise par la mére, avec un score Varank de 55. Ces

2 variations sont rapportées potentiellement pathogenes par les logiciels Sift et
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Polyphen-2 mais pas par les autres. La premiére variation n’est rapportée dans aucune
base de données tandis que la seconde est présente 5 fois dans ExXAC sur 121236
alleles, soit une fréquence allélique compatible avec une maladie récessive. WDR62
est responsable, lorsqu’elle est mutée, d’'une microcéphalie primaire autosomique
récessive de type 2 (MCPHZ2). Elle contient plusieurs domaines WD40 et s’exprime au
niveau des précurseurs neuronaux, mais aussi au sein des neurones matures, du
cerveau en développement. Elle est associée le plus souvent a des malformations
cérébrales de développement (simplification gyrale, schizencéphalie, hétérotopie
nodulaire, etc...).

La bonne ségrégation de ces 2 variations faux-sens d’impact modéré, ainsi que les
éléments cliniques observés chez ces patients, nous suggere que ce géne peut étre
responsable du phénotype de notre patient. Toutefois, pour le confirmer, nous avons
proposé aux patients de vérifier la ségrégation de ces 2 variations dans sa fratrie. Il
serait intéressant également de faire un test fonctionnel sur des neurones en culture
pour constater ou non un défaut de division cellulaire. Il serait intéressant de refaire
I'IRM encéphalique avec une meilleure définition, mais cela reste compliqué chez ces
enfants DI +/- TSA, car 'examen doit se faire le plus souvent sous anesthésie
générale.

2. Patient P1 : VPS13B

Patient de 8 ans adressé en génétique médicale pour Iexploration d’une
encéphalopathie sévére compliquée d’'une épilepsie généralisée pharmaco-résistante
ayant débuté par des crises partielles de type absence. Il a acquis la marche
normalement a 15 mois. Il a une marche digitigrade. Il n’a aucun langage et présente

des troubles du comportement ayant fait évoquer le diagnostic d’autisme. Ses
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mensurations sont normales. Il présente une constipation sévere. L'IRM cérébrale est
normale. I’analyse du géne du syndrome de I’X-Fragile et ’ACPA sont normales.

Nous avons identifié un variant rare synonyme (Score Varank de 10) a Iétat
hétérozygote dans VPS13B, héritée de la mére c.10140G>T (p.Ala3380Ala) affectant
possiblement un site de régulation de I'épissage alternatif selon HSF et une autre
mutation faux-sens héritée du pere c.8978A>G (p.Asn2993Ser) dont I'annotation
était contradictoire. En effet, cette variation avait déja été rendue pathogéne par une
équipe et rendue bénigne par une autre. Ces 2 variants sont présents dans la
population générale a une fréquence inférieure a 0,045, compatible avec une maladie
autosomique récessive. Toutefois, deux problémes se posent. L’histoire clinique de
notre patient n’est pas parfaitement compatible avec une mutation dans VPS13B,
tandis que le caractére pathogéne du premier variant semble peu convainquant.

Nous qualifierons ce variant de variant de signification clinique inconnue (VUS). Il
sera décidé aprés rendu d’analyse qu'une étude d’exome est indiquée pour poursuivre

les investigations étiologiques pour les parents qui souhaitent un conseil génétique.

3. Patient P3 : FOXG1

Patiente de 18 ans adressée en génétique clinique pour ’exploration d’une DI associée
a une microcéphalie et un TSA. Elle est la troisieme d’une fratrie de 3 enfants, issue de
parents en bonne santé sans lien de parenté. Apres une naissance sans particularité,
les parents remarquent une hypotonie évoluant plus tard vers une marche instable,
avec élargissement du polygone de sustentation, acquise tardivement vers 9 ans. Son
PC évoluera ensuite vers -3 DS en lien avec une petite taille a -2,5 DS non familiale.
Son langage se limite a un bi-syllabisme. Elle a d’importants troubles du sommeil et
des pleurs fréquents. Elle présente en outre des troubles alimentaires avec un refus

des aliments.
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On découvre un variant faux-sens c¢.749G>A a l'état hétérozygote dans le gene
FOXG1. FOXG1 code pour la protéine forkhead box protein G1 / FoxG1, un facteur de
transcription exprimé uniquement dans le cerveau et le testicule, qui est important
pour le développement cérébral. La présence de cette mutation dans FOXGI est
confirmée en Sanger, mais nous n’avons pas pu obtenir 'ADN parental. Cette
mutation se traduit sur le plan protéique en p.Gly250Asp. Ce résidu est trés conservé
au cours de I'évolution (PhyloP a 5,274 (Score maximal fixé a 6) et Phastcons a 1
(Score maximal fixé a 1)). La mutation est décrite pathogéne par I'ensemble des
logiciels de prédiction utilisés. Elle n’est pas rapportée dans les bases de données de
variants comme 1000Genomes ou EXAC. La mutation faux-sens la plus proche décrite,
qui correspond & p.Asn253Asp®, est une mutation hypomorphe. Le patient numéro 5
décrit dans cet article a acquis la marche contrairement aux autres patients porteur

d’une mutation amorphe.

Le phénotype classique est celui d'un syndrome de RET atypique, qui se caractérise
par un retard psychomoteur sévere, une microcéphalie postnatale et une hypotonie
axiale. Les patients présentent également certaines caractéristiques morphologiques,
des troubles du sommeil, un retard de croissance, un reflux gastro-oesophagien et une
importante irritabilité avec des pleurs excessifs. Des stéréotypies et des mouvements
anormaux involontaires sont souvent associés. L'IRM encéphalique peut retrouver une
hypoplasie du corps calleux, une simplification de la gyration et une atrophie sous-

corticale.

Nous n’avons pas pu conclure sur la pathogénicité de cette mutation, mais nous
pensons qu’il y aurait de trés forts arguments pour la rendre pathogéne apres

vérification parentale. Il resterait a vérifier la présence de mouvements anormaux des
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mains, peut étre plus dans l'enfance. Il aurait été intéressant de disposer d’une
nouvelle IRM cérébrale pour vérifier 'état de myélinisation ainsi que la gyration chez
notre patiente, mais un tel examen nécessite souvent une anesthésie générale, ce qui

limite son application.
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V. Discussion

Nous avons utilisé une technique de séquencage haut débit, ciblant 275 geénes
impliqués dans la déficience intellectuelle et/ou des troubles du spectre autistique et
mis en place le pipeline bio-informatique nécessaire a ’étude de 15 patients suivi en
génétique médicale au CHU de Poitiers. Cette technique nous a permis d’obtenir un
rendement diagnostic de 27% (4/15), soit un chiffre équivalent au 25% de diagnostic

retrouvé par Redin et coll dans leur étude’®.

Les mutations clairement pathogénes identifiées étaient toutes de novo, dans des
genes de transmission autosomique dominant (SMC3, SHANK3, NSD1), pour des
dégrés variables de déficience intellectuelle. Nous n’avons pas identifié sur cette petite
série de mutations sur le chromosome X, ce qui n’est pas en accord avec d’autres
études diagnostiques, en exome ou en panel de génes, rapportant des fréquences
d’environ 10% de patients de sexe masculin avec une mutation sur un geéne du
chromosome X'®. Comme attendu, nous n’avons aucun géne muté plus d’'une fois dans
notre petite cohorte, reflétant en partie la grande hétérogénéité génétique et clinique
de nos patients. Ces résultats s’expliquent en grande partie par la taille modeste de
notre cohorte, mais également par le fait qu’il nous reste a mettre en place une
stratégie informatique d’étude des variants de nombres, c’est a dire des délétions et
duplications de certaines régions de genes, pouvant rendre compte de la part
diagnostique non faite. Il nous reste également a minimiser les zones peu voire non
séquencées en modifiant et en densifiant le nombre de sondes de capture a l'aide du
logiciel Suredesign (Agilent), d’améliorer la densité de clusters sur la FC et de mieux

annoter nos variants en utilisant de nouvelles banques de données.
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D’autres études ont rapporté que certains genes étaient plus représentés que d’autres
dans la DI et/ou TSA, telles que MECP2, CUL4B, IL1RAPL1, IQSEC2, KDMS5C,
SLC9A6, SLC16A2, DYRKIA, SLC2A1, SYNGAPI et TCF4"**2 11 a été proposé que
I'on puisse utiliser d’autres techniques de reséquencage moins cofiteuses, permettant
de multiplexer un grand nombre d’échantillon de patient, pour faire un premier tour

diagnostic pour améliorer le rapport colit/rendement™®.

L’extréme hétérogénéité génétique et phénotypique de la DI est une difficulté majeure
pour son exploration étiologique. Elle est la cause d'un énorme surco(it diagnostique
au cours de la vie du patient. Les stratégies de séquencage geéne par gene sont de plus
en plus abandonnées au profit de nouvelles stratégies utilisant des techniques de
séquencage haut débit, telles que : (1) le séquencage de quelques génes, mais dans de
grandes cohortes de patients, (2) le reséquencage ciblée de plusieurs centaines de
genes ensembles, mais pour un nombre plus limité de patients, (3) le séquencage de
tous les exons codants du génome, ou bien encore (4) le séquencage complet du
génome pour quelques patients, mais qui reste encore peu utilisé, car cela demande
plus de ressources informatiques ce qui entralne un surcof(it important et reste encore
difficile d’interprétation. Il peut toutefois remplacer d’autres techniques comme le

caryotype standard ou ’ACPA en percevant les réarrangements génomiques.

Les stratégies d’étude d’exome et de génome sont des alternatives plus séduisantes sur
le plan diagnostique, mais plus cofiteuses que notre technique de reséquencage de
genes ciblés, nécessitant le plus souvent I'analyse parentale de maniere concomittante.
Elles n’offrent pas encore des taux suffisants de couverture, ce qui engendre un risque
non négligeable de passer a c6té des mutations causales dans des génes connus. Les

variations décelées sont aussi plus difficiles a interpréter, particulierement lorsque 'on
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découvre des mutations dans des genes qui ne sont pas encore impliqués dans des
maladies humaines. Ce type de variation nécessite d’avoir du temps (et de 'argent)
pour de la recherche fondamentale afin de réaliser des tests fonctionnels, notamment

chez des animaux models (Zebrafish par exemple http://zfin.org) ou l'on peut

inactiver relativement facilement des génes du développement™. Elles sont toutefois
intéressantes. Il est aussi possible de réinterpréter régulierement les données de
séquencage a la lumiere des nouvelles découvertes scientifiques et médicales. Une
stratégie intermédiaire est possible, celle d’analyser 'ensemble des exons codants des
genes OMIM (Mendeliome), soit environ 5000 génes, comparativement aux 23000 de
I'exome, qui de toutes les manieres restent encore difficiles a interpréter. Cela
nécessite toutefois un séquenceur avec un débit adapté (Haut débit) et des ressources
informatiques de traitement et de stockage important. Ceci nous laisse encore de
nombreux défis pour I'avenir pour améliorer et fluidifier la prise en charge de ces

patients et de ces parents démunis.

Cette stratégie de séquencage ciblée est plus particulierement indiquée dans des
pathologies bien définies cliniquement et/ou biochimiquement (néphronoptises,

maladies métaboliques, ciliopathies, dystrophies rétiniennes, surdités, etc).

IIs nous restent encore des progrés a effectuer concernant la validation des variants
non rapportés dans la littérature, qui nécessitent des explorations biologiques
complémentaires. Nous pourrions nous mettre en contact avec des laboratoires de
recherches spécialisées pour qu’ils valident biologiquement nos variants. Nous
pourrions également développer un modele cellulaire d’exploration de ces mutations,
en utilisant soit des cellules dérivées des patients (fibroblastes) que l'on pourrait

différentier en cellule neuronale (ceci reste compliqué étant donné la grande
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hétéogénéité des défauts biologiques observés), ou utiliser des modéles animaux, de

type poisson zebre, facile de manipulation pour '’exploration de ces variants.

Le nombre limité de genes séquencés permet également de limiter les découvertes
incidentales (genes de prédisposition aux cancers, a des maladies neurodégénératives
d’apparition tardives, ...), qui sont le lot des explorations pangénomiques et qui
pourraient plus largement compliquer le conseil génétique et nous faire réfléchir sur

I'intérét pour le patient de nos explorations.

Nos stratégies d’exploration restent encore imparfaites. Il reste un nombre important
de geénes, connus pour leur implication dans la DI, que I'on ne couvre pas a I'heure
actuelle sur notre panel et d’autres restent encore a découvrir. Il est trés probable
également que, méme avec ces nouvelles techniques de séquencage, 'on manque
certaines mutations introniques profondes, des mutations au niveau des régions
régulatrices, des variants a faible pénétrance et des facteurs épigénétiques®™>*. De
récentes études de génome entier de patients DI ont permis un diagnostic chez 62%
des patients analysés®. Dans ce contexte, un rapport récent du Pr Yves LEVY,
commandé par 1’état, établit un projet de mise en place d’'une organisation nationale,
a lhorizon 2025, dédiée au séquencage du génome humain a visée diagnostique,

pronostique et thérapeuthique, de maniére a développer une médecine de précision.
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VI.

ACSL4

ACY1

ADSL

AFF2

AGOT1

AGTR2

ALDH18A1

ALDH5A1

Annexes

A.

AR

AR

XL

AD

XL

AR

AR

Member 4

Aminoacylase 1

Adenylosuccinate lyase

AF4/FMR2 Family

Member 2

Argonaute RISC catalytic

component 1

Angiotensin Il receptor

type 2

Aldehyde dehydrogenase
18 family Member A1

Aldehyde dehydrogenase
5 family Member A1

300157

104620

608222

300806

606228

300034

138250

610045

Syndrome

Mental retardation, X-linked
63

Aminoacylase 1 deficiency

Adenylosuccinase deficiency

Mental retardation, X-linked,
FRAXE

X-linked nonsyndromic
intellectual deficit

Cutis laxa, AR, type llIA ;
Paraplégie spastique 9

4-hydroxybutyric aciduria /
déficit en succinate-semi-
aldehyde déshydrogénase)

Annexe 1 : Tableau reprenant I'ensemble des génes analysés

Acyl-CoA Synthetase
Long-Chain Family

Phénotype
300387 LU
Encephalopathie,
Uk convulsions, hypotonie
103050 TSA, Epilepsie, hypotonie
309548 TDAH, TSA ou DI-NS

DI-NS

Troubles visuels (Cataracte),
219150 Elasticité cutanée, Hypotonie,
Hyperlaxité

Retard psychomoteur, retard
d'acquisition du langage,
hypotonie et ataxie +/-
épilepsie (50%)

Nature des
mutations

1T, 2M

2T, 4M

7M, 1,5 UTR
variant

1 trinucleotide
expansion, 1
large exon
deletion

2M

1T, 3M

1T, 2M

1T, 5M

NCBI Reference

séquence

NM_004458

NM_000666

NM_000026

NM_001169124

NM_012199

NM_000686

NM_002860

NM_170740

Test discriminatif

CAAu

SAICAR dans
plasma, urine et
LCR

CAOQOu =4-
hydroxybutyric acid

Meloni et al. 2002

Sass et al. 2006

Stone et al. 1992

Knight et al.1993

Martinez et al. 2016

Piton et al. 2013

Wolthuis et al. 2014

Chambiliss et al.
1998
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Hyperglycinémie sans cétose
(NKH)

Macrodontie, Dysmorphie,
Petite taille, Anomalies
squelettiques,
Convulsions

AMT AR Aminométhyltransférase 238310 Tres variable 5T, 3M NM_000481

Ankyrin Repeat Domain-

ALY HE containing Protein 11

611192 KBG syndrome 148050 3T NM_001256182

Hypotonie progressant vers
607245  Spastic paraplegia 47, AR 614066 Hypertonie, Retard de
langage et psychomoteur

1T, 1 in-frame
insertion

Adaptor-related protein

i) G complex 4, beta-subunit 1

NM_001253853

CAAp / CAAlcr :
Hyperglycinémie
dans le sang et le
LCR avec rapport
LCR/Plasma
augmenté

Anomalies EEG non
spécifique / Radio
main (Os tubulaires),
crane (os wormiens),
AN vertébrales,
Retard de
maturation osseuse

Nanao et al. 1994

Goldenberg et al.

2016

Abou jamra et al.
2011
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Hypotonie progressant vers

GO T iR I e 602296  Spastic paraplegia 50, AR 612936 Hypertonie, Retard de 1T, 1M NM_004722 -

AP4M1 AR Abou jamra et al.

complex 4, mu-subunit 1 langage et psychomoteur 2011
Rho Guanine Nucleotide Mental retardation X-linked 1T, 1
ARHGEF6 XL exchange factor 6 300267 300436 DI-NS translocation NM_004840 - Kutshe et al. 2000

Retard psychomoteur,

AT-Rich interactive Syndrome de coffin-Siris /
GURLEH) (D domain 1B sl Mental retardation, AD 12

614562 hypotonie, Petite taille, 10T NM_017519 - Hoyer et al. 2012
ongles hypoplasiques

Epileptic encephalopathy,
early infantile, 1 ;

Hydrar;ir:]c;??nr;allly it gggg?g Encéphalopathie épileptique, 1%1;];::'; 1
ARX XL AL 300382 genitalia/Lissencephaly, X- 300419 [T expansion, 2 NM_139058 - Stromme et al. 2002
homeobox protein ; _ . hydranencephalie avec
linked 2 ; Mental retardation, 309510 anomalie génitale. ou DI-NS large exon
X-linked 300004 9 ’ deletions

29 and others ; Partington
syndrome, Proud syndrome

ATPase, H+ . .
URANEHOEINE: M(senrtﬁrﬁ?édﬁ:dté-tlmze-d’ 300423 I SHTS iU
ATP6AP2 XL LYSOSOMAL, 300556 Par}’(insonisr;] with s aﬁ’ici’t 300911 Epilepsie variant, slightly NM_005765 - Ramser et al. 2005
ACCESSORY PROTEIN Y linked pasticity, affecting splicing
2
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alpha thalassemia/mental
ATRX XL retardation syndrome X- 300032 Alpha-thalassemia syndrome

Dysmorphie, anomalies

300448 génitales, Microcéphalie, 8T, 18M NM_000489

301040

Electrophorese de

I'hémoglobine Gibons et al. 1995

linked Hypotonie, anemie, ou DI-NS

branched chain ketoacid (G SElTMUHE
BCKDK 614901 Autism-epilepsy syndrome 614923 1T, 1M NM_005881 de leucine, valine et Novarino et al. 2012
dehydrogenase kinase isoleucine

el AUt TIER ALY Mental retardation, X-linked
BRWD3 XL repeat domain containing 300553 03 ’ 300659 Macrocéphalie, Dysmorphie 2T, 1M NM_153252 - Field et al. 2007
8

CA8 AD carbonic anhydrase VIII 114815 Dysequilibrium syndrome 613227 DI et ataxie 2,0 NM_004056 - Turkmen et al. 2009

300600
300476 Nystagmus, TSA

calcium channel, voltage-
CACNATF XL dependent, L type, alpha 300110
1F subunit 300071

47

Congenital stationary night
blindness

5T, 2M, 1 large

. NM_005183 - Naylor et al. 2000
exon deletion



calcium channel, voltage-
CACNG2 AD dependent, gamma 602911 Mental retardation, AD 10 614256 DI-NS M NM_006078 - Hamdan et al. 2011
subunit 2

Hypotonie, constipation,
behavioral dl_sturbzl:lnces_, 4T, 6M, 1 large
nystagmus, Microcéphalie, exon deletion. 1
Hypoplasie ponto- - . NM_003688 - Najm et al. 2008

calcium/calmodulin-

CASK XL dependent serine protein 300172 el FE s - £l

kinase (MAGUK family) Shel e [IEEEH 800749 (réhelleuse, Retard de jggrcjazgz
langage et moteur,
Dysmorphie
Tl . . o Phalanges hypoplasiques, Kolanczyk M. et al,
ccoczz XL coiled-coil domain 55405 Ritscher-Schinzel/8C 540063 puemorphie, Anomalies 1™ NM_014008 . Eur J Hum Genet.
containing 22 syndrome génitales 2015

CDK5RAP2 CDKS5 regulatory subunit
associated protein 2

608201 Microcephaly 3, primary, AR 604804 Microcéphalie NM_018249 Hassan et al. 2007

Microcephaly 6, primary, AR 608393 Raideur articulaire, Retard de
; Seckel syndrome 4 613676 croissance, Dysmorphie
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CENPJ AR centromere protein J 609279 3T, 2M NM_018451 - Hussain et al. 2013



cholinergic receptor,
CHRNA7 AD nicotinic, alpha 7 612001 Monosomie 15913,3 612001 DI-NS, Epilepsie, Hypotonie M NM_000746 - van Bon et al. 2009

(neuronal)

X-linked intellectual deficit -

cLic2 XL chloride intracellular 500145 “cardiomegaly - congestive 30088 Crdiomeégalie etinsuffisance 547 gy NM_001289 ; Takano et al. 2012
channel 2 . cardiaque
heart failure
. . Cortical dysplasia-focal Regression du langage,
CNTNAPZ AR contactin assoclated 44550 goilepsy syndrome; Pitt- 610042  Difficultés des interactions, < Mk 21arge 014141 . Strauss et al. 2006

protein-like 2 exon deletions

Hopkins like syndrome 1 Hyperactivité

Glaucome, Pouces et orteils
CREBBP AD CREB binding protein 600140 Rubinstein-Taybi syndrome 180849 larges, Dysmorphie 4T, 4M NM_004380 Petrij et al. 1995

Petite taille, hypogonadisme,
300354  ataxie, retard de langage, 2T, 1M NM_003588 - Tarpey et al. 2007
tremblement

cytochrome P450, family s .
CYP2U1 AR 2, subfamily U, 610670 AR spastic paraplegia type 56 615030 SPasticité aux Mi, DI dystonie . NM_183075 . Tesson et al. 2011

polypeptide 1 Ao i)

Mental retardation, X-linked,

CUL4B XL cullin 4B 300304 e e 15 (Cabozas type)
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Spasticité des Ml et MS, Din
et agénésie du corps calleux

DDHD domain containing
2

DDHD2 AR

615003 AR spastic paraplegia type 54 615033 1 disr NM_015214 - Novarino et al. 2014

disrupted in schizophrenia 181500

605210 Schizophrenia, susceptibility 604906 Schizophrénie - NM_001164539 - ARl T it 2l

2004

DIsC1 AD

discs, large homolog 2
(Drosophila)

Nillesen et al,, 15th
NM_001364 - MRX workshop,
Berlin, 2011

1 stop htz, 1 stop

DLG2 AD loss htz

603583 - - Epilepsie, TSA

Mental retardation, AD 2 ;
DOCK8 AD dedicator of cytokinesis 8 611432 Hyper-IgE recurrent infection
syndrome, AR

614113 Retard développemental, 1 large deletion,

243700 langage pauvre 1 translocation NM_203447 ) el 200
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dual-specificity tyrosine- Epilepsie, Microcéphalie, 4T 1 large exon
DYRK1A AD (Y)-phosphorylation 600855 Mental retardation, AD 7 614104 Retard de langage, Difficulté ’ deIe?ion NM_001396 - van Bon et al. 2011
regulated kinase 1A alimentaire, Stéréotypies

eukaryotic translation . . . . .
EIF2S3 XL initiation factor 2, subunit 300161 ; - MIEED IElE), FElie e, 1M NM_001415 : Borck et al. 2012

3 gamma, 52kDa Dysmorphie

DI, Retard de croissance,
EP300 AD E1A binding protein p300 602700  Rubinstein-Taybi syndrome 613684 microcéphalie, Pouces et 1T 6M NM_001429 - Foley et al. 2009
hallux large, dysmorphie.

ERLIN2 ER lipid raft associated 2 611605  Spastic paraplegia 18, AR 611225 DI, t::(:;t::zztr;rztseurs 1T 1M NM_007175 Yildirim et al. 2011

hypotonie, Retard de
langage, Macrocéphalie,
FG syndrome 2 ; 300321 constipation, Epilepsie, Fente
FLNA XL filamin A, alpha 300017  Periventricular Heterotopia ; 300049 palatine, Anomalies 15T, 14M NM_001110556 - Fox et al. 1998
Melnick-Needles syndrome 309350 squelettiques,Surdité,
anomalies uro-génitales,
Dysmorphie
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Neurodegeneration due to Régression psychomotrice, 3T 1 in-frame
FOLR1 AR folate receptor 1 (adult) 136430 cerebral folate transport Epilepsie, mouvements S NM_000802 - Steinfeld et al. 2009
L 613068 . duplication
deficiency anormaux, leucodystrophie

Mental retardation with 1T, 1 large exon
FOXP1 forkhead box P1 605515 language impairment and 613670 DI, TSA delegon
autistic features

NM_032682 - Hamdan et al. 2010

FERM and PDZ domain 1 partial Hu et al. 2016 ;
FRMPD4 containing 4 C el duplication NM_014728 Honda et al. 2010
FtsJ RNA

Comportement agréssifou 3T, 1 large exon

FTSJ1 XL methyltransferase 300499 Mental retardation, X-linked 9 309549 DI-NS deletion

homolog 1 (E, coli)

Guanidinoacétate
urinaire augmenté,
faible excrétion

NM_012280 - Hamel et al. 1999

Retard urinaire de
guanidinoacetate N- . o - développemental/régression, créatinine, et une
GAMT AR methyltransferase 601240 Déficit en créatine cérébrale 612736 Troubles de la parole, 2T, 3M NM_000156 déplétion de créatine Stockler et al. 1996
Convulsions au niveau du

cerveau et des
muscles (Spectro-

RM)
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GDP dissociation inhibitor Mental retardation, X-linked

GDIt1 XL 1 300104 41 300849 DI-NS 2T, 2M NM_001493 - Hamel et al. 1996
Exceés de croissance,
. Syndrome de Simpson- malfomation cardiaque 5T, 4M, 2 large )
e o gieiEzn e EI0E Golabi-Behmel Sz congénitale, Fente palatine, exon deletions MLLOITE S 25 AU Sl T
Dysmorphie

glutamate receptor,
ionotropic, delta 2

glutamate receptor,
GRIN1 AD ionotropic, N-methyl D- 138249 Mental retardation, AD 8 614254 Epilepsie, retard de langage
aspartate 1

GRID2 AR 602368 Spinocerebellar ataxia, AR 18 Ataxie spino-cérébelleuse bcp qq NM_001510 - Utine et al. 2013

616204

1M, 1 in-frame

A NM_001185090 - Hamdan et al. 2011
duplication

GRIN2B AD ionotropic, N-methyl D- 138252 Mental retardation, AD 6 613970 DI-NS
aspartate 2B

glutamate receptor, 6T, 3M, 2

. NM_000834 - Endele et al. 2010
translocations
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1T, 1M, 1 large

holocytochrome ¢ Wimplinger et al.

HCCS XL synthase 300056 Microphthalmia, syndromic 7 309801 Peau Hyperpigmenté exon NM_005333 - 2006
deletion
. Brachydactyly-mental Petite taille, eczema, troubles )
HDAC4 AD histone deacetylase 4 605314 retardation syndrome 600430 du comportement NM_006037 Wheeler et al. 2014

Megalencephalic
611642  leukoencephalopathy with
subcortical cysts

human immunodeficiency
HIVEP2 AD virus type | enhancer 143054 Mental retardation, AD 43 616977 - 1MAT NM_006734 -
binding protein 2

AD / hepatic and glial cell
adhesion molecule

613925 Lopez-Hernandez et

HEPACAM 613926 Leucopathie 4M NM_152722 - al. 2011

Srivastava et al.
2015

Myopathie congénitale avec Petite taille, Difficultés
HRAS AD Harvey rat sarcoma viral 190020 un exces d.e fl.Jseau 218040 d a!lmentatlon, R_etard qe 13M, 2 |n-_frame NM_001130442 ) Aoki et al. 2005
oncogene homolog neuromusculaire ; Costello croissance, Cardiopathie, duplications
syndrome Dysmorphie
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HSCU, UlE cind HiE Mental retardation, X-linked Macrocéphalie, 3M, 6

HUWET1 XL domain containing 1, E3 300697 . 300706
ubiquitin protein ligase

syndromic, Turner type macroorchidisme ou DI-NS  microduplications MLULESIE 2T/ ) FAeyn el AU

Corpus callosum, agenesis of,
300139 with mental retardation, ocular 300472
coloboma and micrognathia

IGFIR  AD/AR insulin-like growth factor 1 147370 Insulln-llkg growth factor |, 270450 Retard de croissance intra et 7M 4T NM_000875 ) Abuzzahab et al.
receptor resistance to extra-utérin 2003

. . . 1 TSA, synophris, hyperlaxité
interleukin 1 re_ceptor 300206 Mental retardation, X-linked 300143 el @
accessory protein-like 1 21/34 DI-NS

KATS8 regulatory NSL
complex subunit 1

55

immunoglobulin (CD79A)
binding protein 1

Agénésie du corps calleux et

IEE XL DI, colobome, micrognathie

1 5 UTR variant NM_001551 - Graham et al. 2003

2T, 2 large exon

IL1RAPL1 XL :
deletions

NM_014271 - Doffinger et al. 2001

KANSL1

612452  Syndrome Koolen-De Vries 610443 NM_015443 Zollino et al. 2012



potassium channel,
KCNJ10 AR inwardly rectifying 602208 Syndrome SeSAME 612780 Convulsions, surdité, Ataxie 2T, 11M NM_002241 - Scholl et al. 2009
subfamily J, member 10

potassium channel,
calcium activated large Generalized epilepsy -
) 600150 T
conductance subfamily M paroxysmal dyskinesia
alpha, member 1

potassium channel,
KCNQ3 AD voltage gated KQT-like 602232  Juvenile myoclonic epilepsy 121201 Epilepsie 1T 8M NM_004519 - Hirose et al. 2000
subfamily Q, member 3

lysine (K)-specific
demethylase 5A

KCNMA1 AD 609446 = 2+18+2 NM_002247 = Du et al. 2005

Najmabadi et al.

KDM5A AR 2011

180202 - Dysmorphie 1M NM_001042603 -

300128 Syndrome de Kabuki 300867 NM_021140 Lederer et al. 2012

lysine (K)-specific
demethylase 6A

KDM6A

Mental retardation, AD 9 ; 614255 Hypotonie, spasticité,
KIF1A AD kinesin family member 1A 601255 Spastic paraplegia 610357 Syndrome cérébelleux, 1M, 2M NM_001244008 - Hamdan et al. 2011
30, AR hyperrefkexia,
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DI, petite taille, Dysmorphie,
Lysine (K)-specific Syndrome de Wiedemann- anomalies squelettiques, ) Jones et al. 2012;
KMT2A AD methyltransferase 2A Steiner hypertrichose typique ou NM_005933 Strom et al. 2014
atypique

CIVT:SS:' SSy);]r:;:(r)?nn;e.; EIERED PRI S, Rosenthal et al
L1CAM XL L1 cell adhesion molecule 308840 Hvdrocephalus wit,h 303350 aphasie, démarche trainante, 6T, 10M NM_024003 - 1992 ’
A P 307000 retard de langage

Hirschsprung disease

lysosomal-associated Cardiopathie, Faiblesse
membrane protein 2 309060 Maladie de Danon 300257 musculaire

Hernie diaphragmatique et
ombilicale, hypertélorisme,
agénésie du CC, une surdité
de perception, et myopie

mannosidase, alpha,
class 1B, member 1

MAOA monoamine oxidase A 309850 Syndrome de Brunner 300615 Agressivité ou DI-NS NM_000240 Brunner et al. 1993
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LAMP2 10T, 2M NM_001122606 Nishino et al. 2000

low density lipoprotein

LRPZ — ARIAD o eptor-related protein 2

600073 Syndrome de Donnai-Barrow 222448 2T, 2M NM_004525 - Kantarci et al. 2007

MAN1B1 604346 Mental retardation, AR 15 614202 DI-NS, Surpoids 1T, 2M NM_016219 Rafiq et al. 2011



Ichthyose folliculaire, atrichie,
Photophobie, maladie de
hirschsprung, Dysplasie

rénale, Cryptorchidie, Fente
palatine, Anomalies
squelettiques

membrane-bound
MBTPS2 XL transcription factor 300294 Syndrome IFAP/BRESHECK 308205
peptidase, site 2

5M NM_015884 - Oeffner et al. 2009

Troubles de la marche,
Troubles du comportement,
Epilepsie, Retard de langage,
Syndrome de Rett ; 312750 Microcéphalie, hypotonie,
300005 Encephalopathie béonatale Troubles respiratoires,
P 300673 s
sévere constipation, Retard de
croissance, régression
psychomotrice, TSA,

22T, 14M, 1
large in frame
deletion, 1 entire
gene duplication

methyl CpG binding

MECP2 XL -
protein 2

NM_004992 - Amir et al. 1999

Dysmorphie
Transposition of the great 1 translocation, Munckle et al
. . arteries, dextro- looped 1, AD Hypotonie, cardiopathie, 3M ; 2 large exon . "
iz | | PEEEErEREDTEING e | ip 608808  \iaxie and Dysmorphie; DI-  deletions, 1 NM_015335 : L0 el o
13-like . . . ~ 616789 . L al. 2013 ; Najmabadi
with cardiac anomalies, AD; NS; triplication ot al. 2011
NS-ID, AR; 1M ’
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mediator complex subunit

MED23 AR

605042  Mental retardation, AR 18 614249 DI-NS 1™ NM_004830 RESTEH EB

23 2011

Hypospadias, Fente palatine,
Anomalie
MID1 XL midline 1 300552 Syndrome Opitz GBBB 300000 laryngotracheoesophagienne, 4T, 2M NM_033289
imperforation anale,
cardiopathie

Quaderi et al. 1997

Troubles psychiatriques,
607093 Homocystinurie 236250 faiblesse musculaire, 3T, 7M NM_005957
Convulsions

methylenetetrahydrofolate
reductase (NAD(P)H)

Homocystinémie,
CAAp

MTHFR AR Goyette et al. 1994

Veillesse apparante

N(alpha)- . . . p p
Microphthalmia, syndromic 1 ; 309800 prématurée, Retard
NAA10 XL acetyltransf(_erase 10_, 300013 Syndrome Ogden 300855 psychomoteur, arythmie 5T, 6M NM_003491 Rope et al. 2011
NatA catalytic subunit cardiaque

Macrocéphalie,
leucodystrophie,
NADH dehydrogenase . encephalopathie,
NDUFA1 XL (ubiquinone) 1 alpha 300078 Deficitencomplexel 555010 cardiomyopathie, myopathie, aMm NM_004541
mitochondrial . .
subcomplex, 1, 7,5kDa syndrome parkinsonien,
insuffisance hépatique,
neuropathie optique

Fernandez-Moreira
et al. 2007
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Nance-Horan syndrome Cataracte congénitale ,
NHS XL (congenital Cataractes =~ 300457  Syndrome de Nance-Horan 302350 anomalies dentaires, 6T NM_198270 - Burdon et al. 2003
and dental anomalies) Dysmorphie

Asperger syndrome
susceptibility, X-linked 300494
1; Autism susceptibility, X- 300425
linked 1

NLGN3 XL Neuroligin 3 300336 TSA, Syndrome d'Asperger 1M NM_018977 - Burdon et al. 2003

Niemann-Pick disease, Niemann- pick disease, type Neurodégénération, Troubles ) Naureckiene et al.
NPC2 AR type C2 601015 607625 respiratoires 7T, 3M NM_006432 2000
NRXN2 Neurexin 2 600566 NM_138732 Gauthier et al. 2011

Hémidysplasie,

Erythrodermie
NAD(P) dependent steroid Syndrome CHILD ; Syndrome 308050 ichythyosiforme, anomalie de 4T, 3M, 1 in- ) .
WAl XL dehydrogenase-like S CK 300831 membres, Convulsions, frame deletion NM_015922 ey el 20y

Microcéphalie, Malformations
corticales, Dysmorphie
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NTNG1 netrin G1 608818  Syndrome de Rett Atypique - NM_014917 - Borg et al. 2005

Hydrophthalmie, Cataracte,
oculocerebrorenal Syndrome de Lowe ; 309000 aminoacidurie, ) Leahey et al. 1992,
DB o syndrome of Lowe ElteEs Maladie de Dent 300555 hypotonie, insuffisance 1, 64 MALEE0ZE 1993

rénale

IRM : Hypoplasie

Mental retardation, X-linked . . 4T, 2 large exon p
. . . ’ o hypotonie, strabisme, o céreblleuse, .
OPHN1 XL oligophrenin 1 300127 Wlt.h _cer(_abellar_hypoplasm and 300486  Convulsions, Dysmorphie deletlons,_ 1 NM_002547 Dysmorphie Billuart et al. 1998
distinctive facial appearance translocation (Enophtalmie)

s Syndrome de Schuss- . . Schuurs-
PACST  AD chf;gf‘;g‘::i‘r’]"" ?g;g:z | 607492 Hoeijmakers (Mental 615009 DVS’"”";']‘;’a z‘sma"es 1™ NM_018026 ; Hoeijmakers et al.,
9P retardation, AD 17) 9 2012
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PAK3 XL p21 protein (Cdc42/Rac)- Mental retardation, X-linked HIEEE e, meiole,

300142 300558 hypersalivation, troubles 2T, 3M NM_002578 - Allen et al. 1998
psychiatriques

activated kinase 3 30/47

PCDH8 AD protocadherin 8 603580 2T, 12M NM_002590 - -

Retard psychomoteur,
hypotonie, Ataxie, Acidose 6T, 1M NM_003477 Acidose lactique Geoffroy et al. 1996
lactique

pyruvate dehydrogenase 608769 Hyperlactacidémie du a un

AR G complex, component X déficit en PDX1 245349

PHF6 XL PHD finger protein 6 300414  Syndrome de Borjeson- hypometabolisme, obésité, 4T, 6M NM_032458 ; Lower et al. 2002
Forssman-Lehmann 301900 ;
Dysmorphie
phosphatidylinositol Hyperphosphatasia with
PIGV AR glycan anchor 610274 mental retardation 239300 hypotonie, Convulsions 5M NM_017837 - Horn et al. 2011
biosynthesis, class V syndrome 1

Epilepsie, hypogonadisme,
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Reatrd psychomoteur, Isoélectrofocalisation
212065 hypotonie, hyporeflexia, 2T, 20M NM_000303 de la transférée Matthijs et al. 1997
Ataxie, strasbisme sérique

Retard psychomoteur,
Troubles du langage, TSA

Microcéphalie, Petite taille,
300463  Syndrome de Renpenning 309500 hypogonadisme, colobome, 6T, 1M NM_005710 -

Dysmorphie

Hyperprolinémie de type | ;
606810 Schizophrenia, susceptibility
to, 4

Convulsions, familial infantile,
with paroxysmal
proline-rich choreoathetosis 602066 . ) Labate et al.
transmembrane protein 2 LB AD; Episodic kinesigenic 128200 G, EIETINEES T ML SR 2012
dyskinesia 1 AD;

BFIS/PKD with ID: AR

Autism, susceptibility to, X- 300830 TSA, DI-NS 6M, 1 in-frame NM_173495 _ Chaudhry et al. 2015

Congenital disorder of

PMM2 AR phosphomannomutase 2 601785 .
glycosylation, type la

pogo transposable
element with ZNF domain

POGZ 614787  Syndrome de White-Sutton 616364 NM_015100 White et al. 2016

Kalscheuer et al.
2003

polyglutamine binding

FEEE o protein 1

AD / proline dehydrogenase
AR (oxidase) 1

239500 Anomalies rénales, Surdité, 8M, 1 large exon

B 600850 Epilepsie deletion

NM_016335 - Jacquet et al. 2002

PRRT2 AD

patched domain
containing 1 linked 4 indel

PTCHD1 300828

63



Mental retardation, X-linked

72 / Syndrome de Laxova-
presgs | s | FAEEE B car, Opitz /

DTEEEMS VT Syndrome de Waisman
(Parkinson précoce)

Hypotonie, retard de langage,
RAI1 AD retinoic acid induced 1 607642 Syndrome de Smith-Magenis 182290 surdité, troubles du sommeil, 5T, 2M NM_030665 - Slager et al. 2003
Dysmorphie

300271 . Giannandrea et al.
311510 Convulsions, TSA 2T NM_171998 - 2010

Microcéphalie, Dysmorphie,
Lissencephalie 2 (Norman- 257320 Retard de croissance oT NM_173054 ) Hong et al. 2000
Roberts type) postnatal

Convulsions, Hypertonie

RELN AR Reelin 600514

Autism, susceptibility to, X-
linked 5

SATB2 SATB homeobox 2 608148 Syndrome Glass 612313 Fente labio-palatine 8T, 2M NM_001172517 -

sodium channel, voltage
SCN2A AD gated, type Il alpha 182390
subunit

RPL10 ribosomal protein L10 312173 300847 NM_001303626 - Klauck et al. 2006

Leoyklang et al.
2007

Epileptic encephalopathy,

Convulsions, spasticité,
early infantile, 11 Retard développemental - 2001

Sugawara et al.

613721 1T, 3M NM_021007 =
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Syndrome de Schinzel-

SETBP1  AD  SETbinding protein1 611060 Giedion : Mental rotardation, 269150  DySmorphie, anomalie

congénitale

SHANK1 SH3 and multiple ankyrin 2 large exon
repeat domains 1 deletions

Hypotonie néonatale, Retard
606232 développemental, retard de 3T, 1M NM_001080420 - Durand et al. 2007
langage, TSA

6T, 5M NM_015559 - Hoischen et al. 2010

604999 Asperger NM_016148 Sato et al. 2012

SH3 and multiple ankyrin 606230 Syndrome de Phelan-

SRR (D repeat domains 3 McDermid

Habitus marfanoide,
anomalies squelettiques,
182212 cardiovasculaires et 3T NM_003036 - Doyle et al. 2012
craniofaciales et difficultés
d'apprentissage

Syndrome de Shprintzen-

SKI AD SKI proto-oncogene 164780 Goldberg

Encéphalopathie épileptique,

solute carrier family 2 606777 Retard développemental, Glucose
SLC2A1 AD (facilitated glucose 138140 Déficit en GLUT1 612126 Microcéphalie, Ataxie, 2T, 10M NM_006516 LCR/plasma a jeun  Seidner et al. 1998
transporter), member 1 spasticity, Convulsions, sleep <0,52

disturbances
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solute carrier family 6
(neurotransmitter 137165
transporter), member 1

sLcear PO S CI RN oy 2RI 2T, 8M NM_003042 - Carvill et al. 2015
ou syndrome de Doose myoclonie

Microcéphalie, troubles du

langage sévere, hypotonie,

300231 Syndrome de Christianson 300243  Convulsions, Troubles de
I'oculomotricté,
Hypersalivation

Anomalies de membres,
structural maintenance of 300040 Syndrome de Cornelia de 300590 Ret_ard c_le croissance,
chromosomes 1A Lange Epilepsie, anomalies

cérébrales, Dysmorphie

Déficience intellectuelle liée a
I'X type Snyder-Robinson

3T

solute carrier family 9,
subfamily A (NHES6, cation
proton antiporter 6),
member 6

3T, 2 in-frame

SLC9A6 XL deletions

NM_001042537 = Gilfillan et al. 2008

SMC1A XL 3M NM_006306 - Musio et al. 2006

XL spermine synthase 300105

309583 hypotonie, habitus marfanoid 1T, 2M NM_004595 - Cason et al. 2003

SMS

Déficience intellectuelle et
SOX3 XL SRY-BOX 3 313430  déficit isolé en hormone de 300123 Hypopituitarisme
croissance

Laumonnier et al.
2002

NM_005634 =



spectrin, alpha, non- 182810 Early infantile epileptic 613477 Epilepsie, paraplégie

ST erythrocytic 1 encephalopathy spastique, hypomyélinisation

4T, 2M NM_003127 Hamdan et al. 2012

SRGAP3 pot SLIT-ROBO Rho GTPase
activating protein 3

ST3 beta-galactoside Epileptic encephalopathy,

606525 Astrocytome Pilocytique NM_014850 Waltereit et al. 2012

615006

ST3GAL3 AR  alpha-2,3- sialyltransferase 606494 early infantile, 15 ; Mental - 7T, 10M NM_006279 - Hu et al. 2011
retardation, AR 12

611090

Epileptic encephalopathy, 612164 Convulsions, spasticité,

SERY SR Beling) el 1| GizeEs early infantile, 4 malformations cérébrales

3T, 4M NM_001032221 Saitsu et al. 2008

Berryer et al. 2013;
Carvill et al. 2013;

synaptic Ras GTPase . Retard développemental, ) Hamdan et al.
SYNGAP1 AD activating protein 1 603384 Mental retardation, AD 5 612621 G ltee, T 8T, 2M NM_006772 2011:Hamdan et al.
2009 ; Rauch et al.
2012

. . Mental retardation, autosomal
transducin (beta)-like 1 X- . o 616944
linked receptor 1 608628 dominant 41 ; Pierpont 602342

syndrome

TBL1XR1 AD Spasme infantile 2T, 9M NM_024665 = Saitsu et al. 2014
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Hyperventilation, apnée du
o . . sommeil, anomalies .
TCF4 AD transcription factor 4 602272  Syndrome de Pitt-Hopkins 610954 intestinales pieds bots, 3T, 3M NM_003199 - Amiel et al. 2007

Dysmorphie

translocase of inner
TIMMB8A XL mitochondrial membrane 300356
8 homolog A (yeast)

Jensen syndrome ; Mohr- 311150 Surdité Progressive, cécité et 7T, 1M, 1 entire

Tranebjaerg Syndrome 304700 dystonie gene deletion NILEEETES ) ol Eiell e

trio Rho guanine
TRIO AD nucleotide exchange 601893 Mental retardation, AD 44 617061
factor

Mental retardatlon X-linked

Traits autistique, DI légere

) . 4M NM_007118 - Ba et al. 2016
voir borderline

TSPAN7 tetraspanin 7 300096 300210 DI-NS 2T, 1M NM_004615 Zemni et al. 2000

TUBB2B AD tubulin, beta 2B class Ilb 612850 Polymicrogyrie 610031 Polymicrogyrie NM_178012 Jaglin et al. 2009

UBE2A ubiquitin-conjugating 312180 ST, VAT EeH es 300860 Dysmorphie, synophris, 1T, 2M NM_003336 Nascimento et al.
enzyme E2A yp hypogénitalisme 2006
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Syndrome de

ubiquitin protein ligase blépharophimosis-déficience Basel-Vanagaite et

L AR al. 2012

608047 244450 Blépharophimosis 1T, 14M NM_183415 -

E3B intellectuelle ; Kaufman
oculocerebrofacial syndrome

. . Déficit en béta- hypotonie, Microcéphalie, ) van Kuilenburg et al.
UPB1 AR ureidopropionase, beta 606673 uridopropionase 613161 Convulsions 2T, 2M NM_016327 2004

UROCT1 AR urocanate hydratase 1 613012 Acidurie urocanique 276880

Comportement atypique,
Ataxie

Syndrome Desequilibrium ou
Cerebellar hypoplasia and

NM_144639 CAOQOu Espinos et al. 2009

very low density

VLDLR AR . . 192977 mental retardation with or 224050 DI, hypoplasie cérébelleuse 6M NM_003383 - Boycott et al. 2005
lipoprotein receptor .
without quadrupedal
locomotion 1
Neurodégénérescence

associee a:;n;lz:(z:ﬁme el Dystonie progressive,
WDR45 XL WD repeat domain 45 300526 ,p ) p, 300894 Syndrome parkinsonien, 5T NM_007075 - Haack et al. 2012

Neurodégénérescence avec Démence

surcharge cérébrale en fer
type 5
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Microcephaly 2, primary,
WDR62 AR WD repeat domain 62 613583 AR,avec ou sans
malformations corticales

ZBTB20 AMBIMEET EME S | qrrer Primrose syndrome 259050 TSA, DI-NS 2y NM_015642 Cordeddu et al. 2014
domain containing 20

Retard psychomoteur,

604317 microcéphalie 8T, 5M NM_001083961 - Bilguvar et al. 2010

translocation

zinc finger, CCHC domain

ZCCHC12 300701 NM_173798
containing 12
zinc finger, DHHC-type Mental retardation, X-linked Habitus marfanoide,
AR o containing 9 SIS syndromic, Raymond type 300799 arachnodactylie, strabisme Al £ MALOELER REVIIeme] G el A0
ZMYM3 XL zinc finger, MYM-type 3 300061 DI-NS 1 translocation NM_201599 Philips et al. 2014
Mental retardatlon X-linked Epilepsie, retard de langage 1T, 1M, 1
ZNF41 zinc finger protein 41 314995 300848 ou DI-NS translocation NM_153380

ZNF674 zinc finger protein 674 300573  Mental ’etardat'm Xlinked 300851 DI-NS NM_001039891 Piton et al. 2013

ZNF81 zinc finger protein 81 314998 Mental ’eta“’gm X-dlinked 50498 DI-NS NM_007137 : Kleefstra et al. 2004
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B. Annexe 2 : Tableau reprenant I'ensemble des patients et des mutations explorées et leurs résultats

Age
(ans)
P01 M 14 ++

P03 F 21 4+

P05 F 2 +
P06 M 25 +++

P07 M 9 +

P08 M 30 +

P09 M 8 A

P10 M 12 +

PI4A M 8 4+

P15 M 6 +
P16 M 7 ++
P24 M 7 +++
P25 M 4 +

P26 M 10 ++
P27 F 5 +++

Microcéphalie

X
v (-2,5DS)

v

b 4

v (-3DS)
b 4

b 4

X (+2 DS)

b 4

X

Epilepsie

X x S x SN

x

TSA

v

v

Hypotonie

x < X <

AN

AN

Dysmorphie

X %X X S x

SHANK3

DIP2B

WDR62

SMC3

NSD1
KMT2A

SHANK2

SMARCA2

SCNSA

Variation

Aucune
¢.749G>A; p.Gly250Asp; htz

Aucune

€.3727dupG; p.Alal243fs; htz

c.289C>T; p.Arg97%*; htz

€.2992G>C; p.Asp998His; htz
c.3247G>A; p.Val1l083Met; htz

Aucune

c.600A>T;p.Leu200Phe; htz

¢.5740C>T; pArgl1914Cys; htz
¢.6188A>G; p.Asp2063Gly; htz

Aucune

¢.1796G>A; p.Arg599His; htz

Aucune

€.2795T>C; p.lle932Thr; htz

Aucune

¢.4146dupG; p.Asn1383fs; htz

En
attente

de novo
Pere

Pére
Mére

de novo

de novo
Pére

Mere,
Frere,
Sceur

Mere

Pére

AD

AD

AR

AD

AD

AD

AD

AD

Accord avec

phénotype décrit

+
(Microcéphalie)

+
(Microcéphalie)
++
(Exces de
croissance et
Macrocéphalie)

Non

Classification
du variant

Probablement
pathogéne

Pathogéne

Polymorphisme
rare

VUS

Pathogéne

Pathogéne
VUS

VUuS

Polymorphisme
rare

Pathogéne
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s 7

C. Annexe 3 : Exemple d’une partie du fichier Excel généré a I'issu de I'annotation des variants identifiés pour le patient P6 apres tri
sur la fréguence puis sur le score Varank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 15 18 20 21
Gene |Bande K - Transcrit cNomen | pNomen |Prof| % | TP | peput Effet Exon rsip | Pathogenicite) Score Sift Gerp | PhyloP |  Code barre | FFeUUence | niap tor
rans Scrore Clinvar Varank allele
=P SHANK3 22q13.33 AD ENST00000262795 ¢.3727dupG  p.Alal243fs 227 45 2231.73 51159932 INS frameshift variant  '22/23' rs767765716 o 100 5 5 5 o '010000000000000" 0.0333 =
MPI 15q24.1 AR ENST00000352410 ¢.305C>T  p.Serl02Leu 181 49 2243.77 75183880 SNP  missense_variant '3/8' rs104894494  pathogenic 65 . . 4.96 7.606  '010000000000000 0.0333 -
Uncertain Deleterious LATgbellly
VPSI3B  8q22.2 AR ENSTO00000358544 ¢.7787C>T p.Ser2596Phe 142 43 1677.77 100791192 SNP  missense variant  '42/62' 15145208175 T 60 0) damaging  4.74 5.044  '010000000000000" 0.0333 9.15E-4
(0.971)
Deleteri Probably
HIVEP2  6q24.2 AD ENSTO00000012134 ¢.5337A>C p.Glul779Asp 69 39 602.77 143089524 SNP  missense_variant '4/8' rs375438619 . 60 (g;‘lous damaging  5.81 3.843  '010000000000000 0.0333 -
(0.998)
IQSEC2 Xpll.22 XL ENST00000396435 c.4408G>A p.Alal470Thr 32 100 928.77 53263460 SNP  missense variant  '15/15' 1rs191886831 & 60 5 5 2.25 0.815  '020000000000000" 0.0666 0.006
Uncertain Tolerated [Russililly
VPS13B  8q22.2 AR ENSTO00000358544 c¢.3811A>T p.Thrl1271Ser 183 54 2714.77 100493971 SNP  missense_variant '25/62'  rs142674934 . 55 damaging  5.08 8.261  '010000000000000' 0.0333 9.15E-4
significance (0.12) (0.907)
MEDI12 Xql3.1 XL ENST00000333646 c.5492A>T p.Hisl831Leu 97 100 3249.77 70356820 SNP  missense_variant  '38/45' . . 55 . . 2.85 4.698  '020000000000000"  0.0666 =
GRIA3 Xq25 XL ENST00000264357 c¢.1181G>A p.Arg394Gln 45 100 1473.77 122536945 SNP  missense variant '8/16' rs138817389 . 55 . . 5.7 9.476  '020000000000000 0.0666 -
ALG6 1p31.3 AR ENST00000263440 ¢.391T>C  p.Tyrl31His 81 56 1243.77 63872032 SNP  missense_variant '5/14' rs35383149 pathogenic 55 5 5 4.75 3.981  '010000000000100" 0.0666 0.017
ANKRDI11 16q24.3 AD ENST00000301030 ¢.5509C>T p.Prol837Ser 328 47 4663.77 89347441 SNP  missense_variant '9/13" rs145906515 . 50 . . -1.28 0.813  '010000000000000 0.0333 0.001
HDAC4 2q37.3 AD ENST00000430200 ¢.70G>A p.Val24Met 246 48 3019.77 239988606 SNP  missense_ variant /4 15116780743 o 50 5 5 5 o '010000000000000" 0.0333 =
PHF8 Xpl1.22 . ENST00000357988 ¢.327T>A  p.Aspl09Glu 82 100 2559.77 54048766 SNP  missense variant '4/22' . . 50 . . 3.01 -0.452  '020000000000000' 0.0666 0.001
CAMTAL 1p36.23 AD ENST00000303635 ¢.4125G>A p.Glyl1375Gly 172 58 2816.77 7798485  SNP synonymous_variant '16/23' = 1576980367 . 15 . . 3.98 1.157  '010000000000000'  0.0333 0.009
TRAPPC9 8q24.3 AR ENST00000389328 ¢.1701C>T p.Tyr567Tyr 184 45 2217.77 141370237 SNP synonymous_variant '9/23' rs117632905 sgifgcn:ége 15 . . -1.8 0.318  '010000000000000 0.0333 0.002
HUWEI Xpl1.22 & ENST00000262854 ¢.12585C>T p.Asn4195Asn 103 100 3379.77 53562409 SNP synonymous_variant '81/84' 5 o 15 5 5 2.63 0.689  '020000000000000" 0.0666 =
DYNCIHI1 1493231 AD ENST00000360184 c.13764G>A p.Thr4588Thr 278 44 2996.77 102516487 SNP synonymous_variant '77/78' rs35079638 . 10 . . . . '010000000000000" 0.0333 -
TCF4 18q21.2 AD ENST00000570146 ¢.453T>A  p.Prol5IPro 101 51 1436.77 52927058 SNP synonymous_variant  '4/4' 1574562156 o 10 5 5 5 o '010000000000000" 0.0333 =
POGZ 1q21.3 AD ENSTO00000271715 ¢.4104T>G p.Thr1368Thr 211 52 2960.77 151377407 SNP synonymous_variant '19/19' 151571294 . 10 . . . . '010000000000000" 0.0333 -
SRGAP3  3p25.3 . ENST00000383836 ¢.969T>C  p.Asn323Asn 232 50 3160.77 9099989  SNP synonymous_variant '7/22' 1561747289 . 10 . . . . '010000000000000" ~ 0.0333 -
CACNAIG 17q21.33 . ENSTO00000359106 ¢.7008G>A p.Pro2336Pro 307 49 3677.77 48703986 SNP synonymous_variant '38/38' 159893223 . 10 '010000000000000" 0.0333 -

Annexe 3. Patient P6 : Sur la premiere et la deuxieme colonne sont écrits les genes et leur localisation chromosomique. Sur la 3% colonne, on retrouve le m()de a’e transmission associé a la maladie. En 4, 5 et
6, on a la variation avec la version du transcrit majoritaire sur la base de données Ensembl, puis la nomenclature cNomen sur le cDNA, en fonction du A du codon ATG de départ, et enfin le pNomen o [’on
décrit la variation au niveau protéique. Aprés l'on donne en 7, 8 et 9, le nombre de lecture de cette base ou profondeur et le pourcentage ou la variation a été enregistrée puis le score de qualité de la variation
dans notre expérience, établie par nos logiciels (Plus le score est élevé, plus elle a de chance d’exister). En 10, il s agit de la localisation de la variation par rapport a la version du génome Hgl9. Sur la 117"
et 12°™ colonne, nous avons représenté le type de variant et son effet sur la protéine. En 13, nous avons mis sur quel exon était localisé la variation. Sur la 1 5ome colonne, nous avons le numéro attribué pour
cette variation dans la base de données dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), et par conséquent si elle a été déja rapportée dans d’autres études. On note sur la 16°" colonne le caractére pathogéne ou
non de cette variation dans la base de données ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). De 17 a 21, nous avons décrit le score Varank a partir duquel nous avons effectué un tri, puis le score Sift
(http://provean.jcvi.org/genome_submit 2.php?species =human), Polyphen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), les scores Gerp et Phylop (dbSNFP) de conservation de la base au cours de [’évolution.
Sur la colonne 22, nous retrouvons le nombre d’alleles correspondants a cette variation dans notre cohorte sous forme d’un code-barre. Nous avons mis en 23, la fréquence allélique pour notre cohorte de
patients analysés, et en 24 sa fréquence dans la population mondiale selon la base de données 1000 génomes (http://www.internationalgenome.org). Chaque ligne correspond donc a 1 variant. Nous avons
indiqué avec la fleche noire la ligne correspondant a la mutation SHANK3 identifiée pour notre patient
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VIl. Résumé

La déficience intellectuelle (DI) constitue un probléme de santé publique important
(environ 1-3% de la population), qui se complique de nombreuses comorbidités
neurologiques, psychiatriques ou malformatives. Elle est une des premieres causes de
consultation en génétique médicale. Elle se différencie des autres maladies du
développement par sa variabilit¢é phénotypique et son extréme hétérogénéité
génétique. Plus de 600 genes ont déja été impliqués dans des formes monogéniques
de DI, compliquant considérablement le diagnostic moléculaire, et par conséquent le
conseil génétique. La démarche diagnostique est longue et laborieuse, a 'origine d’une
errance diagnostique. Aprés avoir éliminé les formes les plus fréquentes par une
analyse chromosomique sur puce a ADN (ACPA) et une recherche de mutations du
gene du syndrome de I'’X-Fragile, elle est orientée selon les hypotheses les plus
probables. On estime que ce type d’études laissent entre 60% et 80% de patients sans
diagnostic établi : dans ces familles, il est impossible de préciser le conseil génétique,
dont le risque de récidive pour la fratrie a venir, ou la descendance de cette derniére.
De plus en plus d’adultes avec DI et/ou autisme, sont vus en consultation de
génétique, amenés par leurs freres et sceurs, eux-méme en age d’avoir des enfants et

inquiets d’un risque de récidive.

Plusieurs approches existent, pour aborder cette difficulté, qui ont toutes un cofit et
une rentabilité diagnostique différente. Afin d’améliorer 'efficacité diagnostique, nous
avons mis en place I'étude par séquencage « nouvelle génération » des exons (et de
leur régions introniques flanquantes) de 275 genes, impliqués dans la DI ou I'autisme,
chez 15 patients agés de 2 a 30 ans ayant consulté en génétique clinique au CHU de
Poitiers. 80% de ces patients étaient des garcons, et 67% des cas étaient sporadiques.
Nous avons identifié 3 mutations pathogenes de novo (sur les génes SMC3, SHANK3 et
NSD1) et 1 mutation héritée (sur le gene SCN8A). Nous avons également détecté des
variations nucléotidiques de signification inconnue (sur les génes WDR62, VPS13B et
FOXG1) qui requierent de plus amples études. Nous détaillons les raisons pour
lesquelles nous assignons la pathogénicité pour chaque mutation ainsi que les

données cliniques associées.
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Résumeé

La déficience intellectuelle (DI) constitue un probléme de santé publique important
(environ 1-3% de la population), qui se complique de nombreuses comorbidités
neurologiques, psychiatriques ou malformatives. Elle est une des premieres causes de
consultation en génétique médicale. Elle se différencie des autres maladies du
développement par sa variabilit¢é phénotypique et son extréme hétérogénéité
génétique. Plus de 600 genes ont déja été impliqués dans des formes monogéniques
de DI, compliquant considérablement le diagnostic moléculaire et par conséquent le
conseil génétique. La démarche diagnostique est longue et laborieuse, a 'origine d’une
errance diagnostique. Aprés avoir éliminé les formes les plus fréquentes par une
analyse chromosomique sur puce a ADN (ACPA) et une recherche de mutations du
gene du syndrome de I'’X-Fragile, elle est orientée selon les hypotheses les plus
probables. On estime que ce type d’études laissent entre 60% et 80% de patients sans
diagnostic établi : dans ces familles, il est impossible de préciser le conseil génétique,
dont le risque de récidive pour la fratrie a venir, ou la descendance de cette derniére.
De plus en plus d’adultes avec DI et/ou autisme, sont vus en consultation de
génétique, amenés par leurs freres et sceurs, eux-mémes en age d’avoir des enfants et

inquiets d’un risque de récidive.

Plusieurs approches existent, pour aborder cette difficulté, qui ont toutes un cofit et
une rentabilité diagnostique différente. Afin d’améliorer l'efficacité diagnostique, nous
avons mis en place I'étude par séquencage « nouvelle génération » des exons (et de
leur régions introniques flanquantes) de 275 genes, impliqués dans la DI ou l'autisme,
chez 15 patients agés de 2 a 30 ans ayant consulté en génétique clinique au CHU de
Poitiers. 80% de ces patients étaient des garcons et 67% des cas étaient sporadiques.
Nous avons identifié 3 mutations pathogenes de novo (sur les génes SMC3, SHANK3 et
NSD1) et 1 mutation héritée (sur le gene SCN8A). Nous avons également détecté des
variations nucléotidiques de signification inconnue (sur les génes WDR62, VPS13B et
FOXG1) qui requierent de plus amples études. Nous détaillons les raisons pour
lesquelles nous assignons la pathogénicité pour chaque mutation ainsi que les

données cliniques associées.
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