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 AVANT PROPOS 
 

Le terme « maladies cardiovasculaires » englobe des anomalies très variées du 

cœur et des vaisseaux. Parmi celles-ci, les malformations cardiaques congénitales 

(MCC) sont les malformations les plus fréquentes et la principale cause de mortalité 

chez les enfants nés vivants. Plusieurs millions d’enfants dans le monde en sont 

affectés, avec une sévérité variable. Beaucoup reste à faire, mais l’amélioration de la 

prise en charge médicale et chirurgicale a permis une réduction significative de la 

mortalité et de la morbidité d’une majorité d’enfants, y compris pour les malformations 

les plus sévères. 

Le déterminisme de ces malformations est complexe. Des facteurs 

environnementaux associés à une prédisposition génétique expliquent probablement la 

plupart des formes observées. Les facteurs génétiques étaient inconnus, il y a encore 

peu, mais au cours de la dernière décennie, des avancées majeures ont permis une 

meilleure compréhension des causes génétiques des MCC chez l’Homme et 

l'identification d’anomalies génétiques spécifiques de certains types de malformations. 

Ces nouveaux apports de la recherche sont importants à plusieurs niveaux. Au plan 

fondamental, ils représentent la première étape avant des études physiopathologiques 

qui permettront une meilleure compréhension du développement cardiaque normal et 

pathologique conduisant aux principales anomalies. Sur le plan clinique, ils sont 

essentiels aux soignants. Ils permettent de donner un meilleur conseil génétique aux 

parents d’enfants malades et, de plus en plus, aux patients eux-mêmes qui, opérés, 

souhaitent une descendance. On estime en effet qu’actuellement 85 % - 90 % de ces 

enfants atteignent l’âge adulte (Gurvitz et al. 2007). 

Nous avons choisi de nous intéresser à trois types de malformations cardiaques 

congénitales sévères : la tétralogie de Fallot, la coarctation de l’aorte et la transposition 

des gros vaisseaux. Dans la première partie de cette thèse, nous donnerons quelques 

éléments d’épidémiologie des malformations cardiaques congénitales puis de 

développement cardiaque sur le plan embryologique puis génétique. Le contrôle 

génétique du développement cardiaque est d’une extrême complexité. À titre d’exemple, 

plus de 150 modèles murins avec mutations induites présentent un développement 
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cardiaque anormal. Ce chapitre ne prétend donc pas être exhaustif, mais centré sur les 

étapes clés à l’origine des cardiopathies affectant la région du conotroncus. Il est 

possible de classer ces malformations de nombreuses façons. Nous avons choisi de 

distinguer les malformations cardiaques congénitales isolées des formes dites 

syndromiques. Une forme syndromique est définie par l’association d’une malformation 

cardiaque à un ou plusieurs autres signes, entrant alors dans le cadre d’un syndrome. 

Dans une seconde partie, nous détaillerons et discuterons les résultats obtenus 

dans le cadre de ce travail réalisé au sein de l’unité de génétique UMR 1087 à l’Institut 

du thorax de Nantes et du service de Génétique Médicale du centre hospitalo-

universitaire de Nantes. Ce travail a consisté à recruter, grâce à un Projet Hospitalier de 

Recherche Clinique, des patients atteints de forme sporadique de malformations 

cardiaques congénitales afin de contribuer à l’identification des bases génétiques de ces 

malformations. Notre hypothèse centrale est que le risque de malformation cardiaque 

congénitale est modulé par des variations génétiques dérégulant certaines voies 

essentielles du développement embryonnaire du cœur. Afin de détecter certaines 

variations génétiques, nous avons mené une étude utilisant la  technique de puces à 

ADN ou CGH array (Comparative Genomic Hybridization array) sur une série de patients 

présentant une tétralogie de Fallot (ToF), une coarctation de l’aorte (CoA) et/ou une 

transposition des gros vaisseaux (TGA). 

Il est communément admis par les cliniciens et les généticiens que l’expressivité 

de ces pathologies est très variable, allant d’un phénotype normal à des formes cliniques 

extrêmement sévères. Par conséquent, des variations altérant la fonction d’un gène 

majeur sont parfois observées dans certaines familles, mais pas toujours suffisantes 

pour développer une maladie et d’autres facteurs restent à identifier. Ces facteurs 

pouvant être d’origine endogène (gène à effet mineur) ou exogène (environnement, 

mode de vie, alimentation, etc.). L’identification de ces modulateurs implique une 

évolution conceptuelle des modèles génétiques, une rigueur extrême de phénotypage 

afin de caractériser des variations d’expressivité et un développement de nouvelles 

technologies pouvant répondre à ce nouveau défi. 

Mon travail de thèse s’inscrit dans ce contexte de recherche appliquée mêlant 

donnés cliniques, recherche de l’origine moléculaire à l’aide de technologies et de 

concepts en constante évolution et compréhension physiopathologique de ces variations 
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génétiques. L’objectif final est d’utiliser ces nouvelles connaissances  pour améliorer la 

prise en charge des patients. 
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RÉSUMÉ 

 

Génétique des malformations cardiaques congénitales  : apport de la 

technique de puces à ADN génomique (Comparative Gen omic Hybridisation ; 

aCGH) 

Notre projet a consisté à analyser par aCGH 316 patients présentant une 

malformation cardiaque congénitale (MCC) à type de transposition des gros vaisseaux, 

tétralogie de Fallot ou coarctation de l’aorte avec pour objectif la détection de 

microdélétions et microduplications génomiques et ainsi l’identification de nouveaux 

gènes contribuant à ces MCC. L’identification de nouveaux gènes permet une meilleure 

compréhension des mécanismes moléculaires et embryologiques à l’origine de ces 

malformations et un meilleur conseil génétique. 

Notre étude a conduit à l’identification de 21 microdélétions et 50 

microduplications rares de novo ou héritées dont certaines comprennent des gènes 

candidats aux MCC. L’analyse bioinformatique des données a permis de montrer que de 

nombreuses microdélétions/microduplications comprennent des gènes possédant des 

sites de fixation de FOXC1. Ces microdélétions/microduplications pourraient donc altérer 

l’expression de certains gènes régulés par FOXC1 au cours du développement 

cardiaque. Par ailleurs, parmi les remaniements identifiés, nous avons détecté une 

délétion d’environ 1Mb en amont de SOX9 chez des patients avec malformation 

cardiaque et syndrome de Pierre Robin. Nous avons montré que cette délétion 

comprend plusieurs activateurs cardiaques putatifs. Ces résultats suggèrent que la 

dérégulation de SOX9 peut être responsable de MCC. Enfin, nous avons identifié une 

duplication partielle de la région 5’ du gène SEMA3D donnant lieu à un ARNm tronqué 

de SEMA3D. Ces résultats suggèrent que la portion tronquée de SEMA3D pourrait 

perturber la migration des cellules de la crête neurale au cours du développement et 

ainsi contribuer aux MCC. 

Mots-clés :  malformations cardiaques congénitales, transposition des gros 

vaisseaux, coarctation de l’aorte, tétralogie de Fallot, CGH array, CNV, FOXC1, SOX9, 

SEMA3D.
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INTRODUCTION 

 

I. Épidémiologie des malformations cardiaques congé nitales 
 

Les malformations cardiaques congénitales (MCC) représentent un problème 

majeur de santé publique : il s’agit de la première cause de mortalité au cours de la 

première année de vie dans les pays développés (Gillum 1994; Petrini et al. 1997). La 

prévalence des cardiopathies congénitales est estimée à 0.5-1% des naissances 

vivantes (Hoffman and Kaplan 2002; Øyen et al. 2009). En France, cela correspond à 

5000 nouveaux cas par an (Bajolle and Bonnet 2009). Les enfants atteints occupent 

entre 25 et 30% des lits dans la plupart des unités de soins intensifs pédiatriques.  

Les progrès médicaux et chirurgicaux réalisés chez les enfants atteints de MCC 

ont contribué à augmenter significativement la prévalence des MCC. Qui plus est, les 

MCC sont ensuite associées à une forte morbidité à long terme chez les patients  (De 

Galan-Roosen et al. 1998; Botto and Correa 2003). La moyenne d’âge des patients avec 

une MCC sévère est passée de 11 ans en 1985 à 17 ans en 2000 et la moyenne d’âge 

globale au moment du décès est également passée de 37 ans en 2002 à 57 ans en 

2007 (Morris and Menashe 1991; Boneva et al. 2001). Dans les deux dernières 

décennies, la mortalité des patients atteints d’une MCC a diminué de façon variable 

selon le type de MCC. Par exemple, elle a diminué de 50% pour la tétralogie de Fallot et 

la communication inter-auriculaire ; de 55% pour le patent ductus arteriosus ; de 60% 

pour la sténose aortique congénitale ; et de 70% pour la transposition des gros 

vaisseaux et la coarctation de l’aorte (Pillutla et al. 2009). Parallèlement, on estime que  

la population adulte avec MCC augmente de ~5% par an (van der Bom et al. 2011). Par 

ailleurs, le risque de malformation cardiaque pour la descendance serait dix fois 

supérieur à la population générale (Burn et al. 1998). 
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Prévalence des malformations cardiaques congénitale s 

 

Les études de prévalence des MCC réalisées depuis 1930 montrent une 

augmentation de l’incidence des MCC au cours du temps (Figure 1) (van der Linde et al. 

2011). Cette augmentation au fil du temps est représentée par une courbe en S : avec 

une première pente d’augmentation de 1930 à 1960, suivie par une stabilisation autour 

de 5.3 pour mille naissances vivantes de 1961 à 1975, une deuxième pente 

d’augmentation de la fin des années 70s à 1995 et finalement, une stabilisation autour 

de 9.1 pour mille naissances vivantes au cours des 15 dernières années.  

 

Figure 1- Prévalence totale des MCC au cours du tem ps.  Prévalence à la naissance des MCC 
rapportée au cours du temps de 1930 à 2010. La ligne  montre la tendance temporelle et les carrés 
représentent les valeurs de la prévalence de MCC calculées à la naissance pour chaque période de 
temps. Modifié d’après (van der Linde et al. 2011). 

 

Des différences géographiques significatives ont également été observées entre les 

différents continents (Figure 2). La prévalence totale la plus élevée de MCC à la 
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naissance a été trouvée en Asie (9,3 pour mille naissances vivantes) et la plus faible en 

Afrique (1,9 pour mille naissances vivantes). La prévalence totale rapportée de MCC à la 

naissance en Asie est significativement plus élevée comparée à tous les autres 

continents (p <0,001). L’Europe a la deuxième plus haute prévalence totale de MCC à la 

naissance (8,2 pour mille naissances vivantes). La plus faible incidence des MCC 

observée en Afrique comprenant des pays à faible revenu comparée à celle observée en 

Europe comprenant des pays aux revenus élevés pourrait être expliquée par un sous 

diagnostic dans les pays africains plutôt que par une plus faible prévalence réelle de 

MCC à la naissance. 

 

 

Figure 2. Prévalence totale de MCC par continent à la naissance. *La prévalence totale de 
MCC à la naissance en Europe est significativement plus élevée qu’en Amérique du nord (p<0.001), 
Amérique du sud (p<0.001), Océanie (p<0.001) et Afrique (p<0.001). †La prévalence totale de MCC à la 
naissance en Asie est significativement plus élevée qu’en Europe (p<0.001), Amérique du nord (p<0.001), 
Amérique du sud (p<0.001), Océanie (p<0.001) et Afrique (p<0.001). Modifié d’après (van der Linde et al. 
2011). 

 

Par rapport à la prévalence à la naissance des 8 sous-types de MCC, les plus 

communes (Figure 3) (sténose aortique (AoS); communication inter-auriculaire (ASD); 

coarctation de l’aorte (CoA); patent ductus arteriosus (PDA); sténose pulmonaire (PS); 

transposition des gros vaisseaux (TGA); tétralogie de Fallot (TOF); communication inter-
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ventriculaire membraneuse (VSD)) depuis 1945, on observe qu’au fil du temps il y a eu 

une légère augmentation des VSD, ASD et PDA. En revanche, la prévalence des PS, 

TOF, CoA, TGA et AoS est restée plus ou moins stable au cours de cette période. Ainsi, 

au sein du large spectre de malformations, la prévalence de chaque forme est très 

variable. La communication inter-ventriculaire membraneuse (VSD) est l’anomalie la plus 

courante avec une incidence à la naissance d’environ 3.5 pour mille naissances vivantes 

(Table 1) (Figure 4) (Hoffman and Kaplan 2002).  

 

 

Figure 3. Prévalence à la naissance des sous-types de MCC au cours du temps. Prévalence 
à la naissance des 8 sous-types de MCC les plus fréquentes de 1945 à 2010. AoS = sténose aortique; 
ASD = communication inter-auriculaire; Coarc = coarctation de l’aorte; PDA = patent ductus arteriosus; PS 
= sténose pulmonaire; TGA = transposition des gros vaisseaux; TOF = tétralogie de Fallot; VSD = 
communication inter-ventriculaire membraneuse. Modifié d’après (van der Linde et al. 2011).  
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Table 1. Incidence des MCC par million. 

 

BAV = valve aortique bicuspide; MCC = malformation cardiaque congénitale; Coarc = coarctation de 
l’aorte; NERICP = New England Regional Infant Cardiac Program. Les autres abréviations sont définies 
dans la légende de la Figure 4. D’après (Hoffman and Kaplan 2002). 
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Figure 4. Variabilité de l’incidence par million de s différentes formes de MCC à la 
naissance.  Le rectangle montrant les quartiles au dessus et au dessous et la médiane est représentée 
par la ligne horizontale au milieu. Les deux lignes horizontales connectées avec le rectangle par lignes 
verticales minces indiquent les  90ème et 10ème percentiles, et les données isolées en dehors de ces 
limites sont représentées individuellement par des cercles. (En dessus)  Les quatre principaux shunts 
gauche-droite (communication inter-ventriculaire membraneuse [VSD]; patent ductus arteriosus [PDA]; 
communication inter-auriculaire [ASD]; canal  atrio-ventriculaire [AVSD]) et les trois principales lésions 
obstructives (sténose pulmonaire [PS]; sténose aortique [AS]; coarctation de l’aorte [Coarctation]). (Au 
dessous)  Tétralogie de Fallot (Tetralogy); dextro-transposition des gros vaisseaux (d-TGA); hypoplasie du 
cœur droit (HRH), qui comprend  atrésie tricuspide, maladie d’Ebstein, et atrésie pulmonaire à septum 
ventriculaire intact (pul atresia IVS); hypoplasie du cœur gauche (HLH); truncus arteriosus (Truncus); 
ventricule droit à double issue (DORV); ventricule unique (SV);  retour veineux pulmonaire anormal total 
(TAPVC). Modifié d’après (Hoffman and Kaplan 2002). 
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II. Étiologie des malformations cardiaques congénit ales 
 

Malgré la prévalence élevée des malformations cardiaques congénitales, les 

étiologies de ces malformations sont peu connues : une cause est identifiée dans 

environ 20% des cas. Il peut s’agir d’une cause génétique, d’un tératogène ou d’un 

facteur environnemental. Cependant, aucune étiologie n’est mise en évidence dans la 

majorité des cas (80%). Une origine multifactorielle associant facteurs 

environnementaux et génétiques semble le mode de transmission habituel des 

malformations cardiaques congénitales (Nora 1968). 

Les étiologies des malformations cardiaques peuvent être classées en quatre 

groupes : 

- les facteurs environnementaux et tératogènes   

- les anomalies chromosomiques   

- les formes monogéniques   

- les formes multifactorielles  (mode de transmission proposé dans la plupart 

des cas).  

 

 

II.1 Facteurs environnementaux et tératogènes 

 

Une exposition à un facteur environnemental pendant la période 

périconceptionnelle est identifiée dans 2% des cas. Ces facteurs de risque sont classés  

en quatre grandes catégories (Patel and Burns 2013): 

caractéristiques ou conditions parentales  (Détaillé dans la Table 1 de l’Annexe 

2),  

exposition maternelle à un médicament  (Détaillé dans la Table 2 de l’Annexe 

2),  
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exposition parentale à une drogue  (Détaillé dans la Table 3 de l’Annexe 2), et  

exposition parentale environnementale  (Détaillé dans la Table 4 de l’Annexe 

2).  

Certains des facteurs environnementaux décrits précédemment ont été associés 

à différents types de malformations cardiaques congénitales  (Détaillé dans la Table 5 de 

l’Annexe 2).  

Le diabète maternel est le risque environnemental le mieux documenté, associé à 

une augmentation du risque de malformations cardiaques congénitales cinq fois 

supérieur à la population générale (Wren et al. 2003). Le risque de malformation 

cardiaque lié au diabète est majeur lorsqu’il intervient avant la 7ème semaine de 

grossesse. Par conséquent, les malformations cardiaques congénitales liées au diabète 

gestationnel interviennent pendant la formation du cœur primitif et incluent : anomalies 

de latéralité, anomalies de la boucle cardiaque, transposition des gros vaisseaux, canal 

atrio-ventriculaire, hypoplasie du cœur gauche, malformations de la voie efférente, 

cardiomyopathies et canal artériel patent (Jenkins et al. 2007). Les mécanismes par 

lesquels le diabète participe aux MCC sont peu connus. Un contrôle rigoureux de la 

glycémie maternelle préconceptionnelle et au cours de la grossesse permettrait une 

réduction du risque des MCC à la naissance (Cousins 1991).  

Parmi les autres expositions environnementales qui peuvent augmenter le risque 

de MCC à la naissance, on note certaines maladies ou particularités maternelles (ex. 

phénylcétonurie, obésité, infection par rubéole, fièvre) pendant la grossesse, l’exposition 

maternelle à des médicaments ou drogues (ex. alcool) et l’exposition parentale à un 

tératogène (ex. herbicides). 

 

II.2 Anomalies chromosomiques  

 

Parmi les enfants nés vivants avec une malformation cardiaque, 8 à 10% présentent une 

anomalie chromosomique (Roos-Hesselink et al. 2005). Une anomalie chromosomique 

comprenant un ou plusieurs gènes impliqués dans le développement cardiaque peut 

entrainer une malformation cardiaque par différents mécanismes. Dans le cas de la 
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trisomie 21, c’est une copie supplémentaire d’un ou plusieurs gènes qui est responsable 

du phénotype anormal tandis que dans la microdélétion 22q11.2 (Lindsay 2001; Marino 

et al. 2001; Rauch et al. 2004; Théveniau-Ruissy et al. 2008), c’est l’haploinsuffisance du 

gène TBX1 qui est en cause (Table 2). Cette perte ou gain de matériel chromosomique 

peut produire un effet sur des gènes sensibles au dosage et, en conséquence, être la 

cause de certaines malformations cardiaques congénitales. Concernant la fréquence 

des MCC chez les patients présentant un syndrome de Klinefelter, les estimations 

divergent. Ainsi, ce risque serait de 50% selon certaines publications (Pierpont et al. 

2007; Mazen et al. 2010; Blue et al. 2012) (Table 2) tandis que d’autres rapportent 

rarement de MCC chez ces patients (Rosenthal 1972; Adatia et al. 1987; Visootsak et al. 

2001). 

 

Table 2. Anomalies chromosomiques associées aux MCC . 

 

ASD = communication inter-auriculaire. AS = sténose aortique. AVSD = canal  atrio-ventriculaire. 
CoA = coarctation de l’aorte. DORV =  ventricule droit à double issue. HLHS = hypoplasie du cœur 
gauche. IAA(B) = interruption de l’arche aortique (type B). L-TGA = levo-transposition des gros vaisseaux. 
MVP = prolapsus valvulaire mitral. PAPVR = retour veineux pulmonaire anormal. PDA = patent ductus 
arteriosus. PPS = sténose pulmonaire périphérique. PS = sténose pulmonaire. PVS = sténose pulmonaire 
valvulaire. SVAS = sténose aortique supravalvulaire. TA = truncus arteriosus. TAPVR = retour veineux 
pulmonaire anormal total. TOF = tétralogie de Fallot. VSD = communication inter-ventriculaire. D’après 
(Blue et al. 2012). 

 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                          Introduction 

30 
 

Les réarrangements chromosomiques tels que les translocations réciproques ou 

les inversions peuvent aussi être la cause de malformations en interrompant un gène à 

l’un des points de cassure des chromosomes affectés ou en dérégulant un gène lorsque 

le point de cassure est localisé entre le gène et des éléments régulateurs de ce gène. 

Les variations en nombre de copies (CNV) d’une région spécifique de l’ADN d’un 

individu représentent un autre type d’anomalie chromosomique. Certains CNVs ont été 

associés à des maladies comme l’autisme et la schizophrénie, et également à des MCC 

ces dernières années. Ainsi, une étude récente a montré qu’une microduplication de la 

région 1q21.1 incluant le gène GJA5 était identifiée chez environ 1% des patients 

présentant une TOF isolée (Soemedi et al. 2012a) faisant considérer GJA5 comme un 

gène majeur des malformations cardiaques congénitales chez l’Homme. 

 
 

II.3 Formes monogéniques 

 

Les facteurs génétiques représentent un élément important dans le déterminisme 

de ces pathologies. Par exemple, le risque de malformation cardiaque chez un enfant 

issu de parents apparentés est considérablement plus élevé que celui observé pour des 

parents sans lien de parenté, suggérant une influence génétique très importante dans 

l’apparition des MCC (Naderi 1979).   

 

� II.3.1 Formes syndromiques 

 

Une transmission monogénique explique certaines formes syndromiques de 

MCC. Environ 3%-5% des MCC sont attribuées à des syndromes mendéliens dont les 

syndromes d’Alagille, Holt-Oram ou Noonan (van der Bom et al. 2011). La fréquence des 

anomalies cardiaques dans ces syndromes est importante (Table 3). De la même 

manière que pour les réarrangements chromosomiques, dans les syndromes 

mendéliens, pour une même mutation, le phénotype cardiaque peut être très variable. 
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Table 3. Microdeletions et syndromes monogéniques a ssociés à une MCC.  

 

ASD = communication inter-auriculaire. AVSD = canal  atrio-ventriculaire. CoA = coarctation de l’aorte. 
HCM = cardiomyopathie hypertrophique. L-TGA =  transposition corrigée des gros vaisseaux. 
PAPVR = retour veineux pulmonaire anormal. PDA = patent ductus arteriosus. PPS = sténose pulmonaire 
périphérique. PS = sténose pulmonaire. PVS = sténose pulmonaire valvulaire. TAPVR = retour veineux 
pulmonaire anormal total. TOF = tétralogie de Fallot. VSD = communication inter-ventriculaire. 

* Syndrome d’hétérotaxie qui inclue des manifestations cardiaques et non cardiaques (ex. asplenie, 
polysplenie). L’hétérotaxie est aussi un terme général pour décrire différentes malformations cardiaques, 
incluant l’isomérisme des oreillettes droite et gauche. D’après (Blue et al. 2012). 

 

� II.3.2 Formes non syndromiques 

 

Le premier gène associé à des formes non syndromiques de MCC est NKX2.5 

(Schott et al. 1998). Plus récemment, un nombre relativement important de familles liées 

à des formes monogéniques non syndromiques de MCC ont été rapportées. A ce jour, 

environ 40 gènes différents ont été reliés à des formes non syndromiques de MCC 

(Wessels and Willems 2010). La majorité des gènes rapportés codent des facteurs de 

transcription mais on observe également d’autres types de protéines par exemple des 

protéines structurales musculaires (Table 4).  Dans ces formes monogéniques non 

syndromiques, une transmission autosomique dominante à pénétrance incomplète est 

habituellement observée. 
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Table 4. Gènes sélectionnés associés à des formes n on syndromiques de MCC.  

 

ASD = communication inter-auriculaire. AS = sténose aortique. AV = auriculo-ventriculaire. AVSD = canal  
atrio-ventriculaire. BAV = valve aortique bicuspide. DORV =  ventricule droit à double issue. 
HLHS = hypoplasie du cœur gauche. IAA = interruption de l’arc aortique. LVOTO = obstruction de la voie 
d'éjection ventriculaire gauche. PDA = patent ductus arteriosus. PS = sténose pulmonaire. 
SVAS = sténose aortique supravalvulaire. TA = truncus arteriosus. TAPVR = total anomalous pulmonary 
venous return. TGA = transposition des gros vaisseaux. TOF = tétralogie de Fallot. VSD = communication 
inter-ventriculaire. D’après (Blue et al. 2012). 
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II.4 Formes multifactorielles 

 

Actuellement environ 20% des MCC sont attribuées à des causes connues 

décrites précédemment, mais aucune étiologie n’est retrouvée chez plus de 80% des 

patients avec une malformation cardiaque congénitale isolée. L’hypothèse proposée est 

que les MCC pour lesquelles l’étiologie est inconnue suivent un modèle de transmission 

multifactorielle, dans lequel sont impliqués des facteurs génétiques et environnementaux 

participant au développement de la maladie (Nora 1968; Driel et al. 2008; van et al. 

2008; Verkleij-Hagoort et al. 2008). Le modèle suppose des variations dans différents 

gènes, chacune contribuant à la malformation (Burn et al. 1998). Ces gènes porteurs de 

variations interagissent entre eux ainsi qu’avec des facteurs environnementaux pour 

augmenter la probabilité d’apparition d’une MCC. La majorité des cas sporadiques de 

malformations cardiaques congénitales serait d’origine multifactorielle. 

 

 

II.5 Risque de récurrence des MCC 

 

Diverses études ont rapporté un risque élevé de récurrence des MCC compatibles 

avec le modèle multifactoriel (Gill et al. 2003; Loffredo et al. 2004; Calcagni et al. 2007; 

Øyen et al. 2009). Le risque de récurrence des MCC lorsqu’un enfant de la famille est 

atteint est estimé à environ 1-6% (Table 5) tandis que ce risque augmente à environ 1-

20% (Table 5) lorsqu’un des parents est atteint d’une MCC. Dans le cas où deux frères 

ou sœurs sont atteints, le risque de récurrence peut augmenter jusqu’à 10%. Le risque 

de récurrence varie selon le type de MCC (Table 5). Les lésions obstructives, incluant 

l’hypoplasie du cœur gauche, la sténose valvulaire aortique et la coarctation de l’aorte 

ont un risque de récurrence généralement plus élevé dans la fratrie de parents non 

atteints et dans la descendance de parents atteints comparé aux autres types de MCC 

(Lewin et al. 2004). 
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Table 5. Risque de récurrence des formes non syndro miques des MCC.  

 

ASD=communication interauriculaire. AS =sténose aortique. AVSD= canal  atrio-ventriculaire. CoA 
=coarctation de l’aorte. HLHS= hypoplasie du cœur gauche. L-TGA = transposition corrigée des gros 
vaisseaux. nr=non rapporté. PA= atrésie pulmonaire. PS= sténose pulmonaire. TA =truncus arteriosus. 
TGA= transposition des gros vaisseaux. TOF=tétralogie de Fallot. VSD=communication inter-ventriculaire. 
D’après (Blue et al. 2012). 

 

Dans le cas des tétralogies de Fallot, l’analyse de ces données suggère une 

transmission polygénique faisant intervenir un petit nombre de gènes. Un modèle à trois 

gènes à effet multiplicatif semble le plus probable (Figure 5). Par ailleurs, le risque de 

récurrence des MCC est plus élevé chez les enfants dont les mères sont atteintes que 

chez les enfants dont les pères sont atteints d’une malformation cardiaque congénitale 

(Burn et al. 1998) (Table 5). La raison de ces différences n’est pas établie à ce jour. 
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Figure 5. Rapport de vraisemblance, en fonction du nombre de loci, appliqué aux 
tétralogies de Fallot . Le modèle à trois gènes est le plus probable. D’après (Burn et al. 1998). 

 

Le taux de concordance (c'est-à-dire le même type de malformation) des MCC 

chez les patients d’une même famille peut varier significativement selon le type de MCC. 

La concordance exacte globale des MCC rapportée est de 37% (Gill et al. 2003). 

Estimer les parts respectives de la prédisposition génétique et des facteurs 

environnementaux est difficile. Récemment, de nombreux travaux contribuent à la 

compréhension des facteurs génétiques à l’origine des malformations cardiaques 

congénitales. 

 

 

III. Éléments d’embryologie cardiaque 
 

III.1 Formation du tube cardiaque primitif 

 

La formation du tube cardiaque primitif et de la boucle cardiaque s’effectue du 

15ème jour au 21ème jour de vie intra-utérine chez l’homme. 

L’ébauche cardiaque n’apparaît qu’au début de la troisième semaine de vie de 

l’embryon. Pendant les deux premières semaines de vie intra-utérine, celui-ci est un 
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disque plat formé seulement par deux couches cellulaires (épiblaste et hypoblaste) et ne 

possède ni cœur ni système circulatoire. 

La ligne primitive apparaît dans la partie médiane et caudale du disque 

embryonnaire, établissant l’axe longitudinal de l’embryon. Vers le 16ème jour, les cellules 

épiblastiques migrent vers la ligne primitive et s’invaginent (gastrulation), conduisant à la 

différentiation de l’embryon en trois couches cellulaires : ectoderme, mésoderme et 

endoderme. 

Le cœur dérive du mésoderme antérieur ou mésoblaste situé entre l’endoderme, 

feuillet ventral (entoblaste) et l’ectoderme, feuillet dorsal (ectoblaste). Les cellules 

précardiaques du mésoderme se groupent en amas cellulaires angioformateurs. Ces 

amas, qui trouvent leur origine de chaque côté de la ligne primitive, migrent vers la partie 

céphalique de l’embryon et se rejoignent à l’avant de la plaque neurale pour former un 

plexus vasculaire en forme de fer à cheval : la plaque cardiogénique (Figure 6). 

 

 

 

Figure 6. Vue dorsale et section transversale d’un embryon au stade présomitique.  
Embryon d’environ 18 jours après résection de l’amnios. Modifié d’après www.med.unc.edu/embryo_ 
images/. 

 

Secondairement, la plaque cardiogénique est clivée en deux couches, ventrale et 

dorsale, par la cavité coelomique. La couche dorsale ou somatopleure formera le 

péricarde. La plus grande partie de la couche ventrale ou splanchnopleure donnera 
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naissance au myocarde. Le coelome intraembryonnaire formera, outre la cavité 

péricardique, les cavités pleurale et péritonéale. C’est à ce stade que se produit, en 

raison de la croissance rapide du tube neural (futur cerveau) et de la flexion 

céphalocaudale de l’embryon, un changement d’orientation de la plaque cardiogénique, 

qui se trouve en arrière et en position ventrale par rapport à l’ébauche du système 

nerveux central et à la membrane buccopharyngée. L’ébauche cardiaque, sous forme de 

deux plaques latérales, va s’invaginer pour acquérir une structure tubulaire (les tubes 

cardiaques primitifs) et être repoussée en position cervicale, puis thoracique. Dans le 

même temps, en raison de la croissance rapide des somites, le disque embryonnaire se 

replie aussi transversalement. Ce phénomène d’enroulement latéral de l’embryon 

permet le rapprochement des deux tubes cardiaques latéraux, qui vont ensuite fusionner 

sur la ligne médiane pour former le tube cardiaque primitif (Figure 7). Le processus de 

fusion entre les deux tubes cardiaques primitifs, situés à l’origine en dehors de la cavité 

péricardique, s’accompagne de l’invagination de cette dernière. Au point où se produit 

cette invagination, le tube cardiaque reste attaché temporairement à la paroi dorsale de 

la cavité péricardique par un feuillet mésoblastique, le mésocarde dorsal. 

 

Figure 7. Transformation des amas cellulaires angio formateurs en deux tubes cardiaques 
ou endocardiques puis fusion sur la ligne médiane p our former le tube cardiaque primitif. 
D’après www.uvp5.univ-paris5.fr/campus-gyneco-obst/. 

 

À l’origine, le tube cardiaque n’est constitué que d’un endothélium. Dès le 22ème 

jour, une épaisse masse de mésoblaste vient se disposer autour du tube cardiaque et se 

différencie en deux couches : le myocarde et la gelée cardiaque. La gelée cardiaque est 
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un épais manteau acellulaire secrété par le myocarde en voie de développement 

contenant des glycosaminoglycanes et des protéines. Elle semble remplir un rôle 

mécanique essentiel lors des premiers moments de l’activité cardiaque. En effet, 

l’existence d’une zone amorphe, peu compressible, organisée en manchon glissé entre 

les premières cellules contractiles et le recouvrement interne de la lumière du tube 

cardiaque produit un effet démultiplicateur de la contraction des premières cellules 

myocardiques. La formation de tube cardiaque primitif est normalement achevée au 

22ème jour de la vie intra-utérine. C’est à ce stade que les premières contractions 

cardiaques vont apparaître. Dès cet instant, le cœur va devoir se développer en même 

temps qu’assurer son rôle de pompe. À ce stade, le tube cardiaque primitif est encore 

rectiligne (Figure 8). 

 

 

Figure 8.  Tube cardiaque primitif rectiligne.  Modifié d’après (Srivastava and Olson 2000). 
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III.2 Formation des cavités cardiaques 

 

� III.2.1 La boucle cardiaque (looping) 

 

La formation de la boucle cardiaque est la première manifestation anatomique de 

la latéralisation droite gauche de l’embryon (Männer 2000). Le tube cardiaque primitif 

rectiligne va s’allonger et s’incurver pour former une boucle à convexité droite le 23ème-

24ème jour de vie intra-utérine (D-loop), initialement en forme de C, puis, après la 

rupture du mésocarde dorsal, de forme sigmoïde en S (Figure 9). Cette étape est 

cruciale pour la morphologie du cœur embryonnaire,  apportant les futures cavités 

cardiaques dans sa position spatiale relative. En cas de renversement complet de la 

boucle, le cœur apparait en situs inversus totalis ou en miroir. Le renversement peut être 

incomplet et aléatoire, donnant lieu à différentes anomalies, parfois integrées à un 

syndrome avec hétérotaxie. 

 

Figure 9. Formation normale de la boucle cardiaque.  Au 23ème jour de vie intra utérine, le tube 

cardiaque primitif rectiligne s’allonge et s’incurve pour former une boucle à convexité droite (D-loop). 

D’après (Schleich et al. 2013). 
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� III.2.2 La convergence 

 

Le deuxième stade de la boucle, ou complétion (late looping) implique la 

convergence de deux types de voies en parallèle : d’admission et d’éjection. La 

convergence amène les deux voies ensemble craniocaudalement pour que l’alignement 

du conotroncus avec le septum auriculaire, ventriculaire et atrio-ventriculaire se fasse de 

façon correcte (Yelbuz et al. 2002) (Figure 10). Lorsque la boucle est complétée, le cœur 

comporte cinq segments individualisables : oreillette gauche primitive, oreillette droite 

primitive, ventricule gauche primitif, ventricule droit primitif et conotroncus, reliés entre 

eux par des jonctions : canal auriculo-ventriculaire, foramen inter-ventriculaire primitif, 

sillon bulbo-ventriculaire et jonction conotroncale.  

Les malformations cardiaques résultantes d’une erreur lors de la convergence 

sont souvent sévères car elles concernent les deux ventricules et les valves auriculo-

ventriculaires. Elles peuvent être causées par un défaut de croissance ventriculaire ou 

par une absence ou anomalie du développement de la jonction auriculo-ventriculaire 

droite. Ces anomalies résultent d’un malalignement entre le septum atrial et ventriculaire 

donnant lieu à diverses malformations cardiaques congénitales, dont les ventricules à 

double issues, les atrésies tricuspides et les hypoplasies ventriculaires. 

 

 

Figure 10. Les trois principales étapes du développ ement cardiaque : early looping, 
convergence, wedging et cœur normal.  Les cercles rouges indiquent la position initiale et finale de 
la future  valve aortique. A : oreillette ; AVC : canal auriculo-ventriculaire ; LV : ventricule gauche ; OT : 
voie efferente ; RV : ventricule droit. D’après (Schleich et al. 2013). 
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� III.2.3 Le wedging 

 

Le second champ cardiaque (second heart field : SHF) facilite l’élongation du 

conotroncus pour l’addition de cellules myocardiques, en réponse à la migration des 

cellules de la crête neurale vers les voies efférentes (Waldo et al. 2005b). Cette 

élongation du conotroncus est nécessaire au bon alignement (convergence) et au 

wedging. 

Pendant le wedging, la paroi myocardique du conotroncus subit une rotation anti-

horaire, vu du côté ventriculaire, de manière à ce que la valve aortique passe derrière le 

tronc pulmonaire, vers le bas et la gauche pour s’installer entre les deux valves auriculo-

ventriculaires (Yelbuz et al. 2002; Bajolle et al. 2006) (Figure 10). 

Un malalignement entre le conotroncus et les ventricules résulte inévitablement 

en une fêlure de la fusion du septum d’éjection avec le septum ventriculaire primitif et en 

une communication inter-ventriculaire (VSD). La Tétralogie de Fallot peut être le résultat 

d’un arrêt de la rotation du conotroncus à la base des gros vaisseaux (Lomonico et al. 

1988). On peut considérer alors que la Tétralogie de Fallot est une erreur dans la 

dernière étape du looping cardiaque-wedging qui conduit à un malalignement entre le 

conotroncus et les ventricules (Anderson and Jacobs 2008; Van Praagh 2009).   

Une convergence et wedging incomplet ou anormal sont la cause majeure de 

plusieurs malformations cardiaques congénitales, en particulier du ventricule droit à 

double issue (Bartram et al. 2001). Les anomalies pendant la convergence et le wedging 

produisent un malalignement des segments d’admission et d’éjection. 

La suite du développement du cœur consiste en un remaniement de ces cavités 

et à l’apparition, entre elles, de septa et de valves. 
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III.3 Développement du conotroncus 

 

Le conus est la région du cœur, en forme de cône, qui fait suite à la partie distale 

du ventricule primitif et la relie au troncus, la région entre les deux étant l’emplacement 

des futures valves semi-lunaires. Son devenir est de donner naissance aux voies 

d’éjection des deux ventricules. Jusqu’au wedging, le conotroncus reste entièrement au-

dessus du ventricule droit en développement.  

Le conus a en charge la répartition des entrées et des sorties ventriculaires et 

réalise ces deux missions par deux mouvements simultanés de migration et de rotation 

pendant le phénomène de wedging. La migration du cône est un phénomène complexe, 

qui le porte du flanc droit du cœur successivement vers l’avant, puis vers la gauche, puis 

vers l’arrière. Il s’insinue entre les deux orifices auriculo-ventriculaires issus du canal 

atrio-ventriculaire primitif et participe ainsi à la répartition des entrées ventriculaires, avec 

un effacement du sillon auriculo-conal. Il donne aussi le septum conal ou infundibulaire, 

qui participe à la formation du septum ventriculaire dans sa portion la plus antérieure et 

haute. La rotation du cône répartit les sorties ventriculaires. Initialement, le conus est 

surplombé par le troncus, dont la partie droite, rattachée aux III° et IV° arcs, donnera 

l’aorte. La partie gauche, rattachée au VI° arc, donnera l’artère pulmonaire. Ainsi, les 

deux vaisseaux primitifs sont en position de transposition avec une aorte antéro-droite et 

partent tous deux du futur ventricule droit. Le cœur embryonnaire est un ventricule droit 

à double issue jusqu’au 40ème jour. La mise en position des deux vaisseaux se fait par 

une rotation inversée des deux ostia du cône. L’ostium proximal tourne de 90° en sens 

horaire et l’ostium distal de 150° en sens antihoraire. Les torsions débutent à la 5ème 

semaine et se terminent à la 6ème. La rotation de l’ostium proximal est due à un 

glissement de la gelée cardiaque sur le myocarde, et celle de l’ostium distal à une 

croissance différentielle de la paroi conale. 

Le troncus suit passivement les mouvements du cône. Il se tord sur lui-même de 

150°, portant l’artère pulmonaire en avant, à droite et en haut. L’aorte vient à gauche et 

en arrière, et s’abaisse du fait de la croissance différentielle de la paroi du cône. Elle 
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s’approche ainsi du futur ventricule gauche, profitant de l’effacement du sillon auriculo-

conal. L’appariement et la fusion de crêtes conotroncales dont le nombre est encore 

discuté permet le cloisonnement normal en spirale du conus, la connexion ventriculo-

artérielle et la disposition normale des vaisseaux (artère pulmonaire antérieure et droite 

s’enroulant au flanc gauche de l’aorte). 

Deux structures  contribuent à l’origine du développement du conotroncus : les 

cellules de la crête neurale cardiaque et le second champ cardiaque.. 

 

� III.3.1 Rôle des cellules de la crête neurale cardi aque 

 

La crête neurale est une structure qui apparaît très tôt dans le développement de 

l’embryon et qui n’a qu’une existence temporaire. Les cellules dont elle est composée 

migrent à travers l’organisme et vont se différencier pour former les cellules de divers 

organes. Seule une région très limitée de la portion crâniale de la crête neurale contient 

des cellules à destinée cardiaque. Les cellules de la voie d’éjection cardiaque ont donc 

deux origines. Une fraction des cellules dérive de l’endocarde, l’autre a migré à partir de 

la crête neurale, par l’intermédiaire des arcs branchiaux III, IV et VI (Figure 11). Les 

cellules migrant vers la voie d’éjection colonisent les septa truncal, aortopulmonaire et 

conal et les valves semi-lunaires (Hutson and Kirby 2007). 
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Figure 11. Représentation schématique de la migrati on des cellules de la crête neurale 
cardiaque des rhombomères 6-8 à travers les arcs ph aryngés 3, 4 et 6.  Les arcs aortiques 3, 4 
et 6 traversent ces arcs pharyngés et se connectent au sac aortique. Modifié d’après (Hutson and Kirby 
2007). 

 

Les cellules de la crête neurale cardiaque contribuent à la morphogenèse 

cardiaque, mais également à la formation du thymus, de la thyroïde et des glandes 

parathyroïdes. Le rôle des cellules de la crête neurale cardiaque dans le développement 

du pole artérielle du cœur a été démontré au début des années 70s à partir des 

expériences d’ablation de la crête neurale, réalisées sur l’embryon de poulet  lesquelles 

ont permis d’en préciser le rôle en étudiant les malformations observées. L’ablation de la 

crête neurale cardiaque avant que ne se produise la migration cellulaire aboutit à un 

large éventail de malformations cardiaques, selon l’étendue de l’ablation. Ces 

malformations peuvent être classées en deux catégories : 

- un vaisseau unique par absence de septation de la voie d’éjection (tronc artériel 

commun ou troncus arteriosus) 

- un malalignement au niveau du septum conal (ventricule droit à double issue). 
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L’ablation totale aboutit presque toujours à un tronc artériel commun. Une ablation 

partielle conduit à la présence de diverses anomalies cardiaques, comme la Tetralogie 

de Fallot (ToF) avec ou sans atrésie pulmonaire, ventricule droit à double issue (DORV) 

et malalignement au niveau du septum conal, toujours associé à des anomalies d’arc 

aortique (Le Lièvre and Le Douarin 1975). La position du vaisseau unique par rapport 

aux ventricules sous jacents est variable, mais il se trouve le plus souvent au-dessus du 

ventricule droit. La transposition des gros vaisseaux est exceptionnelle après ablation de 

la crête neurale. À ces malformations s’associent de façon variable des anomalies des 

arcs aortiques : interruption de l’arc (ou crosse) aortique, persistance de vaisseaux 

embryonnaires. Ces malformations cardiaques prises dans son ensemble sont connues 

sous le nom de malformations conotroncales. 

Le conotroncus a alors deux origines cellulaires: les cellules de la crête neurale 

cardiaque pour la portion distale des gros vaisseaux ; et le second champ cardiaque 

pour la portion proximale des gros vaisseaux (cellules musculaires lisses) et le conus 

(cardiomyocytes). Un dysfonctionnement des cellules de la crête neurale cardiaque ou 

du second champ cardiaque se traduirait par un défaut de wedging et par une 

malformation cardiaque conotroncale (Waldo et al. 2005a). Le rôle majeur des cellules 

de la crête neurale est d’envoyer des signaux aux cellules du SHF du conotroncus afin 

d’orienter leur différentiation en cellules myocardiques (Waldo et al. 2005a). Ces cellules 

permettent la croissance et l’élongation du conotroncus, nécessaire au bon déroulement 

du phénomène de wedging. Les expériences d’ablation du second champ cardiaque 

réalisées chez des embryons de poulet ont permis d’observer des défauts d’alignement 

du conotroncus, de l’élongation et du wedging, conduisant à des malformations 

conotroncales (Ward et al. 2005). Si l’ablation est réalisée plus tard pendant le 

développement, le second champ cardiaque  n’intègre pas de cellules musculaires lisses 

à la portion proximale des gros vaisseaux, ce qui peut être responsable d’anomalies de 

position des orifices coronaires (Ward et al. 2005). 
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� III.3.2 Septation du conotroncus 

 

L’aorte et l’artère pulmonaire viennent toutes deux du sac aortique (Anderson et 

al. 2012). Dans la partie dorsale du sac aortique, une protubérance mésenchymateuse 

nommée épine artérielle va vers la partie distale des bourgeons endocardiques du conus 

créer le septum aortico-pulmonaire primitif. La fusion entre les parties distales des 

bourgeons endocardiques donne naissance à l’aorte à droite et à l’artère pulmonaire à 

gauche, qui se connecte avec les arcs aortiques 4 et 6, respectivement.  

Le foramen aortico-pulmonaire embryonnaire est fermé par la fusion des 

bourgeons endocardiques distaux avec l’épine artérielle. Un défaut de fermeture du 

foramen donne lieu à une fenêtre aortico-pulmonaire. 

Les malformations cardiaques résultant du développement anormal du 

conotroncus incluent : les malformations conotroncales obtenues à partir d’un wedging 

anormal (Tétralogie de Fallot et ses variantes ; truncus arteriosus ; ventricule droit à 

double issue, interruption de l’arc aortique et malalignement du septum conal) ; et la 

transposition des gros vaisseaux (TGA), qui implique le conotroncus mais est considérée 

comme une anomalie de latéralité. La TGA affecte la latéralité du wedging et a en 

commun des gènes impliqués dans les syndromes avec hétérotaxie (Ramsdell 2005). 

 

 

IV. Les malformations cardiaques congénitales de la  voie 
efférente 

 

Les malformations cardiaques congénitales de la voie efférente constituent un 

groupe hétérogène de malformations tant sur le plan anatomique que physiologique 

puisqu’il peut s’agir soit de cardiopathies obstructives du cœur droit à bas débit 

pulmonaire (tétralogie de Fallot), soit d’obstacle gauche (interruption de la crosse 

aortique) ou de discordance ventriculo-artérielle (transposition des gros vaisseaux). 
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Au cours du développement cardiaque, une mauvaise rotation du septum conal 

avec bascule antérieure joue un rôle central dans l’apparition de certaines de ces 

cardiopathies. Par exemple, les quatre éléments de la tétralogie de Fallot ne sont que la 

conséquence de cette bascule antérieure : communication inter-ventriculaire par 

malalignement entre le septum conal et le septum musculaire rendant impossible la 

formation du septum membraneux, sténose infundibulaire par rétrécissement de la voie 

sous pulmonaire, chevauchement de la communication inter-ventriculaire par l’aorte 

déplacée antérieurement et hypertrophie ventriculaire droite par égalité de pression 

systolique entre les deux ventricules. La perturbation de la formation d’une structure 

embryonnaire provenant, soit de la migration, soit de la différenciation d’un groupe de 

cellules, dont les cellules de la crête neurale cardiaque, peut conduire à des phénotypes 

variés allant d’une forme mineure à une forme sévère. Appliquée aux cardiopathies 

conotroncales, la bascule antérieure du septum conal, quand elle est modérée, donne 

une communication inter-ventriculaire par malalignement. Plus marquée, elle conduit à 

une tétralogie de Fallot. Extrême, c’est l’atrésie pulmonaire avec communication inter-

ventriculaire. La bascule postérieure du septum conal sous l’aorte, miroir de la bascule 

antérieure, conduit aux syndromes de coarctation et à l'interruption de la crosse aortique. 

À côté de ces mécanismes d’asymétrie de septation de la région conotroncale, une 

malrotation lors de la septation du conotroncus donnera une malposition des gros 

vaisseaux, une absence totale de septation un tronc artériel commun et une absence de 

résorption du conus sous aortique un ventricule droit à double issue (Figure 12). 
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Figure 12. Représentation schématique du cœur norma l et des principales cardiopathies 
conotroncales.  Modifié d’après  www.americanheart.org/. 

 
 

 

IV.1 Incidence des malformations cardiaques congéni tales de la voie efférente  

 

 Les malformations cardiaques affectant la voie efférente constituent 30% des 

malformations cardiaques congénitales (Thom et al. 2006). Ces malformations sont la 

cause d’une morbidité et mortalité significatives chez les enfants et les adultes. 
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IV.2 Coarctation de l’aorte 

 

 La coarctation de l’aorte a été décrite dès 1760 par l'anatomiste prussien Johann 

Friedrich Meckel (JARCHO 1961). Elle est la 5ème malformation cardiaque congénitale 

la plus fréquente. L’incidence de cette malformation est estimée à environ 1 pour 2.500 

naissances vivantes. Elle représente 5-8% des malformations cardiaques congénitales 

totales (Kenny and Hijazi 2011), avec une prédominance plus forte chez les hommes 

que chez les femmes (2 :1). Cette malformation cardiaque peut être isolée ou associée à 

d’autres lésions, la plus habituelle est la valve aortique bicuspide et la communication 

inter-ventriculaire (VSD).  La coarctation de l’aorte peut être associée à une transposition 

des gros vaisseaux. Par contre, il est très rare de la trouver chez des patients présentant 

une obstruction conotroncale sévère du ventricule droit comme la tétralogie de Fallot. 

 La coarctation de l’aorte est définie comme un rétrécissement du segment 

aortique proche du ligamentum arteriosum adjacent à l’artère subclavière gauche 

(Warnes et al. 2008).  Cette coarctation peut être discrète ou étendue,  simple ou 

complexe, impliquant l’arc aortique ou isthme, et peut avoir des vaisseaux collatéraux 

(Figure 13). 

Autrefois, la coarctation de l’aorte était classée en pré-ductale ou post-ductale, 

selon que le segment rétréci était localisé en position proximale ou distale par rapport au 

ligamentum ou ductus arteriosus, respectivement. Actuellement, ces différentes formes 

de  coarctations sont regroupées sous le terme de coarctation juxta-ductales. 
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Figure 13. Représentation schématique de la coarcta tion de l’aorte post-ductale.  Modifié 
d’après https://gmep.org/media/13021. 

  

 Le mécanisme exact expliquant la coarctation de l’aorte n’est pas clairement 

connu. Les deux hypothèses habituellement avancées sont la théorie hémodynamique 

d’une part et la théorie mécanique ou du tissu ductal ectopique d’autre part. La théorie 

hémodynamique fait jouer un rôle à l'hypoperfusion de l'isthme aortique qui résulte de 

certaines cardiopathies telles qu'une communication interventriculaire ou une sténose 

sous-aortique. Elle pourrait expliquer l'absence de développement isthmique pendant la 

vie foetale et l'hypoplasie tubaire fréquemment constatée dans la coarctation néonatale. 

La clôture spontanée du ductus arteriosum complète le développement de cette 

obstruction (Rudolph et al. 1972; Talner and Berman 1975). Dans la théorie mécanique, 

du tissu ductal ectopique migrant au niveau de la paroi aortique pourrait être 

responsable de la striction de cette paroi en regard de l’émergence du canal artériel. 

Cette théorie s’appuie sur la découverte, sur certaines pièces anatomiques de véritables 

anneaux de striction de tissu ductal dans la paroi aortique. Cette théorie n’explique pas 

les différents degrés d’hypoplasie de l’isthme et arc aortique associés à la coarctation de 

l’aorte. 

Dans des séries historiques, les coarctations de l’aorte qui ne sont pas traitées 

donnent lieu à une mortalité de plus de 80% vers l’âge de 50 ans en raison de 

complications telles que la rupture aortique, l’insuffisance cardiaque et l’hémorragie 

intracrânienne (Brown et al. 2013). 
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IV.3 Transposition des gros vaisseaux 

 

 La première description de cette malformation est attribuée à Matthew Baillie 

(1761-1823) à partir de l'examen anatomique du cœur d'un nourrisson âgé de deux mois 

(en 1793) (Prichard 1979). La transposition des gros vaisseaux (transposition of the 

great arteries ; TGA) représente 5 à 7% des malformations cardiaques congénitales 

(Samánek et al. 1989), correspondant à une incidence d’environ 20-30 pour 100.000 

naissances vivantes. Il existe une prédominance chez les hommes avec un ratio 

homme/femme qui varie de 1,5 :1 à 3,2 :1 (Samánek 1994; Bianca and Ettore 2001). 

Environ 10% des transpositions des gros vaisseaux sont associées à une  malformation 

extra cardiaque (Güçer et al. 2005). 

 Dans 50% des cas, la transposition des gros vaisseaux est isolée et se présente 

sous la forme d’une transposition simple. A l’inverse, les transpositions complexes 

associent une transposition à une autre anomalie cardiaque telle qu’une communication 

inter-ventriculaire (VSD), une anomalie d’arc aortique, etc. 

 La transposition des gros vaisseaux est caractérisée par une concordance 

auriculo-ventriculaire et une discordance ventriculo-artérielle (dextro-transposition des 

gros vaisseaux ou transposition des gros vaisseaux complète). Ainsi, l’oreillette droite 

est connectée au ventricule droit lui-même connecté à l’aorte ; et l’oreillette gauche est 

connectée au ventricule gauche duquel émerge l’artère pulmonaire. En raison de cette 

discordance, l’aorte transporte du sang pauvre en oxygène du ventricule droit vers les 

organes périphériques tandis que l’artère pulmonaire transporte du sang riche en 

oxygène vers les poumons. Pour permettre une survie du nouveau né, il doit y avoir une 

communication entre les deux circulations, pulmonaire et systémique, à travers le ductus 

arteriosus ou le foramen oval (Figure 14) lesquels doivent rester ouverts à la naissance 

permettant ainsi au sang riche en oxygène d’arriver au reste du corps (Ashworth et al. 

2006).  
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Figure 14. Représentation schématique de la transpo sition des gros vaisseaux.  Ao : aorte, 
PA : artère pulmonaire, RA : oreillette droite, RV : ventricule droit, LA : oreillette gauche, LV : ventricule 
gauche. D’après http://www.rch.org.au/cardiology/heart_defects/Transposition_of_the_Great_Arteries/. 

 
 

 

IV.4 Tétralogie de Fallot 

 

 La première description de la maladie a été faite en 1671 par Niels Stenson (Apitz 

et al. 2009) mais son nom à été associé à Étienne-Louis Arthur Fallot qui publie sa 

propre description en 1888. Le terme « tétralogie de Fallot » n'est cependant utilisé qu’à 

partir de 1924 (Apitz et al. 2009). La tétralogie de Fallot représenterait environ 10 % des 

malformations cardiaques congénitales (Huehnergarth et al. 2008), correspondant à une 

 incidence de 4 pour 10 000 naissances vivantes, ce qui en fait la cardiopathie 

congénitale cyanogène la plus fréquente chez l'enfant. Il n’existe pas de prédominance 

de sexe (Apitz et al. 2009). 

La tétralogie de Fallot, comme son nom l’indique, comprend quatre éléments 

(Figure 15): 

1. La sténose pulmonaire ou rétrécissement de la voie d’éjection du ventricule 

droit. 
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2. La présence d'une communication entre le cœur droit et le cœur gauche à 

travers le septum inter-ventriculaire (communication inter-ventriculaire, CIV). 

3. L'hypertrophie du ventricule droit 

4. La dextroposition de l'aorte, c'est-à-dire son déplacement partiel au-dessus du 

ventricule droit. 

 

 

Figure 15. Représentation schématique de la tétralo gie de Fallot. Modifié d’après 
http://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9tralogie_de_Fallot#mediaviewer/Fichier:Tetralogy_of_Fallot.svg 

 

L'association d'un rétrécissement de l'artère pulmonaire et d'une communication 

inter-ventriculaire provoque une augmentation de la pression dans le ventricule droit, qui 

devient égale ou supérieure à celle du ventricule gauche. L’obstruction sévère vers la 

voie d’éjection du ventricule droit produit un shunt droite gauche avec un faible débit 

sanguin pulmonaire et une cyanose sévère, nécessitant une intervention chirurgicale à  

cœur ouvert, soit peu après la naissance ou plus tard dans l'enfance (Sommer et al. 

2008). Le sang éjecté dans l'aorte par le ventricule gauche contient en partie du sang 

oxygéné et en partie du sang pauvre en oxygène provenant du cœur droit. Ce sang 
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appauvri en oxygène explique la cyanose et la couleur bleue typique des nouveaux nés 

atteints de tétralogie de Fallot. 

 

 
V. Génétique du développement cardiaque 

 

V.1 Stades précoces de la différenciation cardiaque  

 

 La formation du cœur chez les vertébrés supérieurs est un processus 

complexe qui commence aux stades précoces de l'embryogenèse, avant la fin de la 

gastrulation, avec la participation des cellules du mésoderme splanchnique antérieur à 

l’intérieur duquel les cellules précardiaques vont se différencier en cellules cardiaques 

en réponse à des signaux d’induction venant de l’endoderme. Ces cellules vont migrer 

vers la partie céphalique de l’embryon pour former la plaque cardiogénique, en forme de 

croissant. La découverte du second champ cardiaque a été une avancée majeure dans 

la compréhension du développement cardiaque (Buckingham et al. 2005). Le SHF 

comprend le croissant cardiaque et génère une grande portion du cœur, incluant la voie 

afférente, le ventricule droit et la plus grande partie des oreillettes. Ces données 

contribuent à expliquer pourquoi des mutations associées à certaines malformations 

cardiaques peuvent, en affectant des lignées cellulaires spécifiques uniquement au sein 

du SHF, entraîner des défauts dans des structures cardiaques spécifiques.  

 Certains des signaux provenant du mésoderme sous jacent participent à la 

différentiation en cellules cardiaques. Ces signaux comprennent  des protéines 

morphogéniques (BMPs), des facteurs de croissance des fibroblastes (FGFs) et des 

protéines Wnt. Une attention toute particulière a été portée aux facteurs de transcription 

de la famille NK. Une mutation homozygote du gène tinman de la Drosophile, un facteur 

de transcription de la famille NK, est responsable d’une absence complète de 

développement cardiaque (Harvey 1996). Des études postérieures ont montré que des 

mutations du gène NKX2.5, homologue du gène tinman chez l’homme, sont la cause de 

certaines malformations cardiaques congénitales non syndromiques (Schott et al. 1998; 

Elliott et al. 2003; McElhinney et al. 2003; Gioli-Pereira et al. 2010). Le gène GATA4 est 

également essentiel aux premiers stades de la différenciation cardiaque. Un facteur de 
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transcription GATA est défini par la présence d’un motif en doigt de zinc capable de 

reconnaître une séquence d’ADN « GATA » (Ko and Engel 1993). Les gènes de la 

drosophile pannier et tinman, homologues des gènes des familles GATA et NK chez 

l’Homme, sont capables, en synergie, d’induire une différenciation des cellules non-

myocardiques en cardiomyocytes (Gajewski et al. 2001). 

Parmi les nombreux autres gènes qui font actuellement l’objet d’études, deux sont 

également importants aux premiers stades de la formation cardiaque : SRF (Serum 

Response Factor) et le facteur de transcription myocardin. L’expression de SRF n’est 

pas spécifiquement cardiaque, mais sa présence est nécessaire à la formation du 

mésoderme permettant une différenciation cardiaque (Arsenian et al. 1998; Niu et al. 

2005). De nombreux gènes d’expression cardiaque possèdent des sites de fixation 

potentiels à SRF. L’action de SRF est augmentée de plus de 1000 fois par la protéine 

myocardin, dont l’expression est essentiellement cardiaque (Wang et al. 2001; Chen et 

al. 2008). L’expression d’un mutant dominant négatif de myocardin dans des embryons 

de Xenope interfère avec la différenciation des cellules myocardiques laissant penser 

que myocardin joue un rôle important dans le développement cardiaque. 

 

 

V.2 Fusion des tubes cardiaques primitifs 

 

Le facteur de transcription GATA4 est important pour la fusion des tubes 

cardiaques primitifs (Kuo et al. 1997; Molkentin et al. 1997). Les gènes GATA1, 2 et 3 

sont importants dans le développement du système hématopoïétique (Orkin 1992; Weiss 

and Orkin 1995), tandis que GATA4, 5 et 6 sont exprimés dans le cœur (Laverriere et al. 

1994; Charron and Nemer 1999). L’inactivation de GATA4 chez la souris est 

responsable d’une mort embryonnaire précoce. Les tubes cardiaques primitifs sont 

présents, mais leur fusion ne se fait pas (Kuo et al. 1997; Molkentin et al. 1997). 

Des sites de fixation potentiels de GATA sont retrouvés dans les régions 

promotrices de nombreux gènes dont l’expression est cardiaque. Ainsi GATA4, en 

synergie avec NKX2.5 et SRF sont capables d’activer des gènes dont l’expression est 

cardiaque (Durocher et al. 1997; Sepulveda et al. 1998). Des facteurs associés à 
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GATA4, dont FOG2 (Friend of GATA) et NFAT3 (nuclear factor of activated T cells 3) ont 

été identifiés comme partenaires potentiels d’hétérodimérisation de GATA4 (Molkentin et 

al. 1998). 

 

V.3 Formation de la boucle cardiaque 

 

Une légère perturbation à cette étape critique du développement cardiaque peut 

être responsable d’une malformation cardiaque congénitale sévère et explique la 

probable implication de nombreux gènes. Par ailleurs, l’hétérogénéité phénotypique 

observée au sein de familles avec mutation de NKX2.5 illustre le rôle essentiel des 

gènes modificateurs, des facteurs environnementaux, des polymorphismes génétiques 

ou d’événements stochastiques dans la sévérité et le type de malformation. 

L’inactivation de Nkx2.5 chez la souris perturbe la formation de la boucle cardiaque 

donnant lieu à une voie efférente et un ventricule droit d’une taille plus petite que la 

normale (Prall et al. 2007). Nkx2.5 est orthologue au gène tinman de la mouche 

Drosophila melanogaster (Bodmer 1993). Chez la mouche, tinman est nécessaire à la 

formation de la structure qui correspond au cœur chez les mammifères (Harvey 1996). 

De nombreux gènes de la famille NKX ont des profils d’expression communs chez les 

mammifères, mais Nkx2.5 semble jouer un rôle unique dans le développement 

cardiaque. Ce gène est exprimé dès les premiers stades de la différenciation du 

cardiomyocyte. Le tube cardiaque primitif se forme normalement chez les embryons de 

souris mutés, mais ceux-ci meurent en milieu de gestation en raison d’une mauvaise 

formation de la boucle cardiaque (Lyons et al. 1995).  

 

V.4 Formation des cavités cardiaques 

 

Pendant la formation du cœur, différents gènes ont été associés à une étape de 

développement déterminée (Figure 16). A mesure que le développement avance, le tube 

cardiaque primitif est soumis à une série d’événements complexes, incluant la 

spécification des cavités cardiaques, la septation et la trabéculation, afin de former le 

cœur définitif. Les quatre cavités cardiaques sont morphologiquement différentes à des 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                          Introduction 

57 
 

stades très précoces du développement. Ces différences ne sont pas seulement liées à 

des facteurs hémodynamiques mais également à des expressions géniques 

particulières. De nombreux facteurs de transcription ont un profil d’expression spécifique 

d’une cavité cardiaque et participent au développement de chacune d’elles. 

 

Figure 16. Représentation schématique des principau x stades du développement du 
coeur. Les jours de développement indiqués correspondent à des embryons de souris. A l’exception de 
GATA-5 qui a été étudié chez le Zebrafish, le rôle des Facteurs de Transcription a été principalement 
étudié chez la Souris. A : oreillette, ao : aorte, la : oreillette gauche, lv : ventricule gauche, ot : voie 
afférente, pa : artère pulmonaire / troncus, ra : oreillette droite, rv : ventricule droit, sv : sinus venosus, v : 
ventricule. D’après (Nemer 2008). 

 

Bien que les mécanismes sous-jacents à la morphogenèse cardiaque restent 

encore en grand partie inconnus, la production de souris avec des gènes spécifiques 

inactivés a permis l’identification de protéines impliquées dans la maturation des cavités 

et dans la morphogenèse cardiaque (Moens et al. 1993; Chen et al. 1994; Sucov et al. 

1994; Lyons et al. 1995; Conway et al. 1997; Lin et al. 1997; Molkentin et al. 1997; 

Srivastava et al. 1997; de la Pompa et al. 1998; Pereira et al. 1999; Reiter et al. 1999; 

Galvin et al. 2000; Tevosian et al. 2000; Zhong et al. 2000; Bruneau et al. 2001a; 

Merscher et al. 2001; Bruneau et al. 2001b). 

Les facteurs de transcription dHand (Hand2) et eHand (Hand1) possédant un 

motif helix-loop-helix sont nettement plus exprimés dans les ventricules droit et gauche, 

respectivement, au moment du développement embryonnaire de la souris (Srivastava et 
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al. 1995). Des embryons dont le gène dHand est inactivé présentent un ventricule droit 

peu développé, alors que le tissu est correctement différencié (Srivastava et al. 1997). 

L’inactivation du gène Hand2 chez  la souris est associée à une létalité embryonnaire au 

moment du looping et le segment du tube cardiaque destiné à former le ventricule droit 

est absent (Srivastava et al. 1997). Le facteur de transcription Mef2 est essentiel à une 

bonne croissance des deux ventricules mais pas des oreillettes (Lin et al. 1997). 

L’inactivation du gène Tbx5 chez la souris conduit à une hypoplasie des oreillettes et du 

ventricule gauche avec un développement normal du ventricule droit et des gros 

vaisseaux (Bruneau et al. 2001b). Le développement des ventricules est également sous 

le contrôle du gène à homéoboîte Irx4 dont l’expression est principalement ventriculaire 

(Bao et al. 1999). Des patients avec hypoplasie du ventricule droit et/ou gauche 

pourraient présenter des mutations au sein de ces gènes. Enfin, Tbx5 contrôle 

l’expression de gènes dans le canal atrioventriculaire, mais est contrebalancé par une 

autre protéine de la famille T-Box, Tbx2 (Habets et al. 2002). Les mécanismes par 

lesquels ces facteurs de transcription affectent différentes structures du cœur ne sont 

pas clairement identifiés, mais impliquent probablement l’activation ou la répression de 

gènes cibles importants dans le développement spécifique des cavités cardiaques. 

Les défauts de compartimentation et de communication entre les quatre cavités 

cardiaques provoquent la majorité des malformations cardiaques congénitales (Table 6). 

Table 6. Mutations / délétions dans des facteurs de  transcription associés au 
développement cardiaque chez la souris.  

 

Modifiée d’après (Nemer 2008). 
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Le rôle de certains facteurs de transcription pendant le développement cardiaque 

a été bien décrit, mais on en connaît peu sur le rôle des facteurs qui modifient la 

structure de la chromatine dont le degré de compaction peut restreindre ou à l’inverse 

faciliter l’activation génique. BAF60C (SMARCD3), une sous-unité du complexe BAF de 

remodelage de la chromatine, interagit avec divers facteurs de transcription. La perte de 

fonction de BAF60C a été associée à des malformations sévères pendant la 

morphogenèse cardiaque entravant l’activation de certains gènes à expression 

cardiaque (Lickert et al. 2004). Une réduction partielle des niveaux d’expression de 

BAF60C est liée à des malformations conotroncales (Lickert et al. 2004), ce qui suggère 

qu’un bon dosage de complexes régulateurs de la chromatine est essentiel pour le 

développement normal du cœur. Tandis que des mutations au sein de gènes participant 

aux complexes BAF altèrent la structure de la chromatine, d’autres complexes 

régulateurs de la chromatine modifient les histones qui sont aussi très importantes pour 

la formation du cœur. L’histone SMYD1 (BOP) est un régulateur essentiel de la 

croissance et de la différentiation des cavités cardiaques (Gottlieb et al. 2002). Un travail 

récent montre que les mutations de gènes modificateurs d’histones joueraient un rôle 

dans 10% des malformations cardiaques congénitales sévères (Zaidi et al. 2013). 

Au cours des dernières années, de nombreux micro-ARNs (miARN) non codants 

ont été identifiés. Ces miARN s’accrochent à la région 3’ UTR de l’ARN messager 

(ARNm) transcrit à partir d’un gène donné ce qui provoque une dégradation de cet 

ARNm  et ainsi une répression de la traduction du gène donné , (Ambros 2004). Une 

partie de ces miARNs ont une fonction dans le cœur (van Rooij and Olson 2007). Le 

miARN qui est potentiellement le plus pertinent pour les malformations cardiaques 

congénitales est le miR-1, étant donné son importance au cours du développement 

embryonnaire cardiaque (Zhao et al. 2005; Zhao et al. 2007).  miR-1 est exprimé  dans 

le cœur en développement et les études de surexpression génique suggèrent que les 

gènes régulés par miR-1 sont impliqués dans la prolifération des cardiomyocytes et le 

programme de développement régulé par des facteurs de transcription cardiaques (Zhao 

et al. 2005). Il a été démontré que miR-1 régule le facteur de transcription cardiaque 

HAND2, lequel est impliqué dans la croissance du cœur embryonnaire. Ainsi, une 

dérégulation de miR-1 ou d’autres miARN importants dans le développement cardiaque 

pourrait contribuer à certaines  malformations cardiaques congénitales chez l’homme. 
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VI. Génétique des malformations cardiaques congénit ales non 
syndromiques 

 

 Des études génétiques chez des modèles animaux et chez l’Homme ont permis 

d’identifier un grand nombre de gènes associés à des malformations cardiaques 

congénitales héritées ou sporadiques. La connaissance des bases moléculaires du 

développement normal du cœur est indispensable pour améliorer la compréhension de 

la pathophysiologie des MCC. La majorité de ces gènes codent des facteurs de 

transcription (Table 4) qui régulent des événements spécifiques au cours du 

développement du cœur, telles que la septation ventriculaire ou la morphogenèse de la 

voie efférente. 

La découverte de ces facteurs de transcription aux interactions complexes 

(Temsah and Nemer 2005) peut expliquer comment un  même type de malformation 

cardiaque congénitale peut être liée à différents gènes (Bruneau et al. 2001b; Garg et al. 

2003; Nemer et al. 2006). Par exemple, une mutation au sein de TBX5, GATA4 ou 

NKX2.5 peut conduire à  des défauts similaires du septum cardiaque 

 Les dernières avancées dans la compréhension des mécanismes moléculaires de 

la formation du cœur ont permis l’identification de divers loci liés à des malformations 

cardiaques congénitales. Deux découvertes intéressantes issues de ces études 

génétiques sont : 

 1. Une malformation cardiaque congénitale est souvent liée à plus d’un locus 

(Table 7). . 

 2. L’expressivité variable du phénotype est souvent observée même dans les 

familles où les malformations cardiaques congénitales sont liées à une mutation 

génétique spécifique. 

 

 La majorité des MCC dont la  transmission est monogénique sont associées à des 

anomalies extra-cardiaques et constituent les formes syndromiques décrites 

précédemment. A l’inverse, la plupart des malformations cardiaques congénitales non-
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syndromiques sont sporadiques. Le fait que les formes familiales non syndromiques 

soient rarissimes limite l’identification de nouveaux gènes humains impliqués dans ces 

maladies par des méthodes classiques de génétique. Cependant, ces rares familles ont 

conduit à l’identification de gènes impliqués dans ces MCC.  

La majorité des gènes impliqués dans des formes non-syndromiques de ces maladies 

sont des régulateurs transcriptionnels de la morphogenèse cardiaque.  (Table 7).  

 

Table 7. Gènes impliqués dans des formes non-syndro miques de malformations 
cardiaques congénitales.  

AS : sténose de la valve aortique, ASD : communication inter-auriculaire, AVSD : canal  atrio-ventriculaire, 
BAV : valve aortique bicuspide, CHM : malformation cardiaque congénitale, DORV : ventricule droit a 
double issue, HLHS : hypoplasie du cœur gauche, PS : sténose pulmonaire, TGA : transposition des gros 
vaisseaux, TOF : tétralogie de Fallot, VSD : communication inter-ventriculaire. a : par 1000 naissances 
vivantes, b : mutations de la ligne germinale et somatiques, c : mutations somatiques. D’après (Wessels 
and Willems 2010). 

  

 

VII. Le rôle de la variabilité du nombre de copies (CNVs) d’ADN 
génomique 
 

La variabilité du nombre de copies  (CNV) d’ADN génomique désigne une forme 

particulière de variation génétique pour laquelle le nombre de copies d'un même gène ou 

d'un segment chromosomique est variable. Le nombre de copies peut être variable d’une 

personne à une autre au sein de la population générale, il s’agit d’un polymorphisme. 

Cette forme de polymorphisme, découverte récemment, constitue une part importante de 
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la variabilité individuelle au sein des espèces. Ainsi, plus de 12 % du génome humain 

serait concerné par le polymorphisme lié aux CNV (Redon et al. 2006). A l’inverse, un 

CNV peut être retrouvé chez un patient et ne pas être présent chez les individus de la 

population générale et expliquer la pathologie présentée par le patient. La variabilité du 

nombre de copies d'un gène est souvent secondaire à une recombinaison méiotique 

inégal entraînant des évènements de duplication et délétion d’une région pouvant 

impliquer un ou plusieurs gènes.  

Le nombre de copies d'un gène peut être soumis à une sélection. En effet, le 

nombre de copies modifie la quantité de protéines produites dans une cellule. 

L'augmentation ou la diminution du nombre de copie peut donc être sélectionnée au sein 

d'une espèce ou d'une population en fonction de contraintes environnementales. Ainsi, 

on observe une augmentation du nombre moyen de copies de AMY1 (gène codant la 

protéine AMY1, l’amylase, une enzyme salivaire responsable de la dégradation de 

l'amidon) dans les populations humaines ayant un régime plus riche en amidon. Il 

semblerait donc que cette augmentation ait été le fruit de la sélection (Perry et al. 2007). 

Il est alors raisonnable de penser que les variations en nombre de copies d’autres gènes 

sont ou ont été soumis à de fortes pressions de sélection naturelle. 

 

CNVs et les malformations cardiaques congénitales 

 

Des CNVs de grande taille ont été associées à des malformations cardiaques 

congénitales, depuis longtemps pour certains (Chelly et al. 1986; Scambler et al. 1991; 

Sparkes et al. 2005). Un CNV particulièrement bien étudié est la microdélétion 22q11.2 

comprenant le gène TBX1 et responsable du syndrome velocardiofacial ou de DiGeorge.  

Un autre exemple de CNV récurrent responsable d’un syndrome associé à une 

malformation cardiaque congénitale est la microdéletion 7q11.23 qui comprend le gène 

ELN (syndrome de Williams-Beuren). 

Un grand nombre de CNVs rares ont également été associés à des formes non 

syndromiques de malformations cardiaques congénitales, dont certaines microdélétions 

1q21.1 (Soemedi et al. 2012b) comprenant le gène GJA5. Les phénotypes cardiaques 

associés à ces CNVs sont très variables, ce qui est également observé pour des 
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mutations ponctuelles au sein de gènes responsables de malformations cardiaques 

congénitales. 

Outre l'identification de CNV rares et récurrents, une incidence globale 

significative des CNVs rares et non récurrents a été montré dans les cas de 

malformations cardiaques congénitales (Goldmuntz et al. 2011; Soemedi et al. 2012b). 

De multiple CNVs rares contribuent à l’hétérotaxie (Fakhro et al., 2011), la tétralogie de 

Fallot (Greenway et al. 2009), et la canal atrio-ventriculaire (Priest et al. 2012). Plusieurs 

études ont montré que les CNVs rares expliquent 5 à 10% des différentes malformations 

cardiaques congénitales non syndromiques (Breckpot et al., 2011, 2010; Erdogan et al., 

2008; Greenway et al., 2009; Hitz et al., 2012; Lalani et al., 2013; Silversides et al., 

2012; Soemedi et al., 2012b).  

Environ 10% de CNVs de novo ont été observés dans des cas sporadiques de 

tétralogie de Fallot (Greenway et al. 2009). L’incidence globale est estimée à environ 5% 

de CNVs de novo si l’on prend en compte différents types de malformations cardiaques 

congénitales (Yuan et al. 2013), ce qui correspond au double de ce qui est observé dans 

une étude portant sur l’autisme (une incidence de CNVs de novo a été observée dans 

environ 2% des cas) (Sanders et al. 2011).  

 

 

VIII. Stratégies d’identification des CNVs 
 

VIII.1 Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH)  

 

L’étude d’anomalies chromosomiques permet l’identification de gènes 

responsables de maladies ou de syndromes génétiques. Les translocations réciproques 

en apparence équilibrée peuvent interrompre un gène. Ce gène n’est alors plus 

fonctionnel et explique un phénotype anormal. Des méthodes de clonage positionnel 

basées sur l’utilisation de sondes d’ADN génomique marquées – cosmide, BAC 

(bacterial artificial chromosome), ou YAC (yeast artificial chromosome) – permettent la 

mise en évidence du point de cassure, lieu d’interruption du gène. 
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D’autres remaniements chromosomiques consistent en des délétions ou des 

duplications chromosomiques. Les délétions et les duplications peuvent emporter un ou 

plusieurs gènes. Ces anomalies permettent une première localisation chromosomique 

d’un gène responsable d’une maladie. 

Les anomalies chromosomiques responsables d’un syndrome polymalformatif 

intégrant une malformation cardiaque sont très variées. Plusieurs études réalisées grâce 

aux données de la littérature ont tenté d’identifier les anomalies chromosomiques 

récurrentes associées à une malformation cardiaque (Johnson et al. 1997; van 

Karnebeek and Hennekam 1999). Ainsi, une cardiopathie est souvent associée à la 

microdélétion 22q11.2. L’observation d’enfants porteurs d’une délétion dans la région 

chromosomique 20p12 a conduit à l’identification du gène JAG1. De la même façon, le 

syndrome de « San Luis valley » décrit des enfants polymalformés avec délétion 8p 

terminale et duplication 8q terminale, résultat d’une inversion péricentrique parentale 

(Gelb et al. 1991). Par la suite, d’autres enfants présentant un tableau proche incluant 

une malformation cardiaque volontiers conotroncale, lié à une délétion 8p terminale, ont 

permis de suspecter qu’un gène important dans le développement cardiaque siégeait 

dans cette région chromosomique (Reddy 1999; Giglio et al. 2000). Plus récemment, 

des mutations du gène GATA4 ont été identifiées chez des patients de plusieurs familles 

confirmant cette suspicion (Garg et al. 2003). De nombreux gènes ayant un rôle dans le 

développement cardiaque restent cependant à identifier. Par exemple, la délétion 3p 

terminale est souvent associée à une malformation cardiaque, mais le ou les gènes 

impliqués ne sont pas encore identifiés. 

 

VIII.2  Hybridation Génomique Comparative (CGH) arr ay 

 

L’identification de nouveaux gènes par FISH reste laborieuse. Elle impose de 

disposer de cellules techniquées en cytogénétique et de tester un grand nombre de 

sondes marquées. Le temps et l’argent nécessaire en limitent l’intérêt. En revanche, la 

technique des puces à ADN (CGH array) constitue une meilleure alternative. Ces 

dernières années, des améliorations techniques décisives ont été réalisées. Le principe 

de la technique est le suivant (Figure 19) : sur une lame (puce), est déposé un grand 

nombre de sondes ou fragments d’ADN (clones) balisant l’ensemble du génome (par 
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exemple, à raison d’une sonde tous les 100 kilobases) ou permettant de tester des 

régions préférentiellement délétées ou dupliquées dans les syndromes polymalformatifs. 

Parallèlement, les ADN du patient à tester et d’un sujet contrôle sont marqués de deux 

fluorochromes de couleurs différentes. Une cohybridation de ces deux ADN est ensuite 

réalisée sur la puce. Cette technique permet de tester plusieurs centaines ou milliers de 

régions en un seul temps. Ensuite, un logiciel détermine le rapport de fluorescence pour 

chaque sonde, le gain ou la perte de matériel chromosomique se traduisant par une 

déviation de l’intensité de fluorescence de l’ADN du patient (Figure 20). Cette approche 

par puce à ADN permet un diagnostic rapide par la mise en évidence d’un remaniement 

de petite taille impliquant un ou plusieurs des multiples clones fixés sur la puce. L’étude 

d’enfants ou de fœtus avec plusieurs malformations dont une anomalie cardiaque peut 

contribuer à identifier des régions chromosomiques au sein desquelles siègent des 

gènes importants dans le développement du coeur. 

Cette approche a été validée par plusieurs études préliminaires. L’une d’elles à 

consisté à rechercher par CGH array un remaniement subtélomérique préalablement 

identifié par la technique de FISH chez 20 patients avec retard mental associé ou non à 

des malformations (Veltman et al. 2002). La technique a permis de retrouver les 

anomalies connues mais également d’identifier 3 remaniements subtélomériques 

supplémentaires non détectés par FISH. Un autre travail a permis de caractériser la 

délétion 1p36. Vingt-cinq patients avec délétion 1p36 connue ont été testés grâce à une 

puce sur laquelle 97 clones de la région 1p36 ont été déposés (Yu et al. 2003). Les 

remaniements connus ont été confirmés ainsi que des remaniements plus complexes 

passés inaperçus, confirmant ainsi l’intérêt de cette approche.  
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Figure 17. Principe de la technique de la CGH array . D’après http://www.techniciens-
cytogenetique.com/ 

 

 

La technique de CGH array est utilisée actuellement en recherche et en 

diagnostic dans les domaines du cancer, des malformations congénitales, de la 

déficience intellectuelle, etc.  

Certaines considérations et limitations techniques de la CGH array doivent être 

prises en compte. Cette technique ne détecte que les modifications chromosomiques 

déséquilibrées. Les anomalies chromosomiques structurales équilibrées telles que 

les translocations réciproques ou les inversions ne sont pas détectées. L’apport 

des puces d'hybridation génomique comparative est le niveau de résolution bien 

supérieur à celui obtenu avec les techniques de cytogénétiques classiques, jusqu’à 1000 

fois plus résolutives qu’un caryotype haute résolution.  
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Figure 18. Le résultat de la CGH array.  On peut observer une déviation  de l’intensité de 
fluorescence de l’ADN du patient correspondant à un gain de matériel chromosomique. La taille et la 
localisation de cette duplication est obtenue avec une grande précision. Chaque point correspond à une 
sonde différente.  D’après http://www.techniciens-cytogenetique.com/ 
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OBJECTIFS  

 

L’étude de patients présentant une malformation cardiaque congénitale 

sporadique constitue une alternative aux études familiales classiques d’identification de 

nouveaux gènes impliqués dans ces pathologies. L’approche familiale est limitée par le 

fait que les familles au sein desquelles ségrégent une malformation cardiaque sont 

extrêmement rares et également par la faible pénétrance de ces malformations au sein 

de ces familles. A l’inverse, l’étude de patients présentant une cardiopathie isolée et 

sporadique est une alternative intéressante permettant l’identification de nouveaux 

gènes impliqués dans ces pathologies. L’émergence de nouvelles technologies de 

génétique moléculaire permet d’envisager de nouvelles études portant sur ces cas 

sporadiques. 

L’objectif principal de cette thèse sur la génétique des malformations cardiaques 

congénitales de la voie efférente est l’identification de nouveaux gènes à partir de 

patients présentant une forme non syndromique et sporadique de la maladie. Ces 

études permettent une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et 

embryologiques à l’origine de ces malformations, qui restent peu connus à ce jour. 

L’identification de nouveaux gènes permettra également une meilleure compréhension 

du développement cardiaque normal. D’une manière plus générale, l’objectif est 

d’améliorer le conseil génétique destiné aux couples dont l’un des membres est atteints 

d’une malformation cardiaque congénitale ou ayant eu un enfant atteint. 

Dans l’avenir, l’identification de nouveaux gènes impliqués dans des formes non 

syndromiques des malformations cardiaques congénitales contribuera à améliorer le 

diagnostic génétique de ces pathologies.  
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Abstract 

 

Congenital heart defects (CHD) are the leading malformations among all 

newborns, and one of the leading causes of morbidity and mortality in developed 

countries. Although genetic variation contributes to CHD, the genetic basis for CHD 

remains unknown in the majority of patients. We analysed by array comparative genomic 

hybridization (aCGH) 316 children with nonsyndromic CHD - 76 coarctation of the aorta 

(CoAo), 159 transposition of the great arteries (TGA) and 81 tetralogy of Fallot (ToF) - 

and their unaffected parents. We identified by aCGH and confirmed by qPCR 71 rare de 

novo or inherited copy number variants (CNV) (50 duplications and 21 deletions) in the 

affected children. No de novo CNV was identified in patients with TGA in contrast to CoA 

and ToF (p<0.01). Transcription Factor Binding Sites (TFBS) approach showed that 77% 

of the rare CNV contained at least one gene with FOXC1 binding sites and thus might 

have altered genes’ expression regulated by FOXC1. FOXC1 belongs to the forkhead 

transcription factors family, which play a major role in the regulation of cardiovascular 

development and in cardiac outflow tract morphogenesis in particular. These data 

suggest that FOXC1 is a strong candidate for CHD. 

 

Key Words 

 

Congenital heart defects, transposition of the great arteries, coarctation of the aorta, 

tetralogy of fallot, outflow tract defect, CGH array, CNV, FOXC1 

 

 

Introduction 

 

Congenital heart defects (CHD) are the most common congenital malformations 

with an incidence of 0.5-1% of live births (Øyen et al., 2009), being the first cause of 

mortality during the first year of newborns’ life in developed countries (Gillum, 1994; 

Petrini et al., 1997). Despite therapeutic advances, CHD are associated with a high 

proportion of long term patients morbidity (Botto and Correa, 2003; De Galan-Roosen et 

al., 1998). Among CHD, a large subset of CHD involves the outflow tract. This 

heterogeneous group of malformations represents 20-30% of CHD diagnosed in 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                                 Projet 1 

71 
 

newborns (Kodo et al., 2009). Transposition of the great arteries (TGA) accounts for 5-

7% of all CHD (Digilio et al., 2001), and is one of the most common cyanotic 

disorder,(after the Tetralogy of Fallot (ToF)) and one of the most frequent CHD 

diagnosed in the neonatal period (after the Atrial Septal Defect (ASD) and the Ventricular 

Septal Defect (VSD)), with a prevalence of 0.2 per 1000 live births. The most common 

form of TGA is the dextro-looped type, which consists of a discordant ventriculo-arterial 

connection so that the aorta incorrectly arises anterior and right-sided from the right 

ventricle, whereas the pulmonary artery incorrectly arises posterior and left-sided from 

the left ventricle. In contrast to the normal heart in which both outflow tracts and great 

vessels show a dextral (right-handed) spiralisation in TGA the great vessels present a 

parallel course lacking normal spiralisation. Coarctation of the aorta (CoA) is an outflow 

tract defect whereby the aorta narrows in the area where the ductus arteriosus inserts. 

This is a relatively common defect that accounts for around 7% of all CHD (Rosenthal, 

2005). Tetralogy of Fallot (ToF) is defined by a combination of malpositioned aorta that 

overrides both ventricles, ventricular septal defect, pulmonary stenosis obstructing blood 

flow into the lungs and right ventricular hypertrophy. ToF is the most common cyanotic 

congenital cardiac disease in humans with an occurrence of one per 3000 live births and 

accounts for 10% of all CHD (Ferencz et al., 1985). 

Although most of the patients are successfully operated, the risk of cardiac 

malformation in their offspring is 10-fold higher than in the general population (Burn et 

al., 1998). Despite the high incidence of CHD, the etiology of these malformations 

remains largely unknown. A multifactorial origin associating environmental and genetic 

factors seems to be the usual mode of inheritance  (Blue et al., 2012; Gillum, 1994; 

Nora, 1968; Petrini et al., 1997). The identification of new genes involved in non-

syndromic forms of CHD will help to better understand the molecular mechanisms 

leading to these malformations, and to improve the genetic counseling and disease 

prevention of couples having an affected child as well as adult patients willing to 

reproduce. Currently, about 20% of CHD can be attributed to known causes such as 

chromosomal abnormalities, single gene disorders or teratogens. However, no aetiology 

is identified in about 80% of the patients (Blue et al., 2012). Genomic rearrangements 

are known to play a major role in CHD. For example, microdeletions and 

microduplications at 22q11.2 (Christiansen et al., 2004; Greenway et al., 2009), 9q31.1 
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(van Bon et al., 2008) and 1q21.1 (Tyreman et al., 2009) are frequently associated with 

outflow tract defects in humans. 

A number of animal studies showed that CHD originates from the early steps of 

cardiogenesis during embryo development (Bruneau, 2008). Abnormal development of 

cardiac neural crest cells, an ectoderm-derived cell lineage, contributes significantly to 

the cardiac outflow tract defects. During early embryogenesis, cardiac neural crest cells 

arise from the dorsal neural tube and migrate ventrally as mesenchymal cells to populate 

the cardiac outflow tract, where they coalesce to form the aorticopulmonary septum, 

which divides the single truncus arteriosus into the aorta and pulmonary artery, resulting 

in the establishment of separate systemic and pulmonary circulations. Several mutated 

genes acting in different stages of embryo development have been associated to non 

syndromic forms of CHD in humans (Bruneau, 2008; Wessels and Willems, 2010).  

The study of sporadic patients presenting with an isolated non-syndromic CHD is 

an alternative to the classic familial studies for the identification of new genes implicated 

in these pathologies. The array comparative genomic hybridization (aCGH) is a method 

able to detect genomic copy number variations (CNVs) (i.e. deletions and duplications) 

that can be used in sporadic patients and therefore able to pinpoint candidate genes. 

Few studies have evidenced rare CNVs in patients with CHD using the aCGH method 

(van Bon et al., 2008; Breckpot et al., 2010; Derwińska et al., 2012; Fakhro et al., 2011; 

Goldmuntz et al., 2011; Greenway et al., 2009; Hartman et al., 2011; Hitz et al., 2012; 

Lalani et al., 2013; Lu et al., 2008; Mefford et al., 2008; Serra-Juhé et al., 2012; 

Silversides et al., 2012; Soemedi et al., 2012; Thienpont et al., 2007; Warburton et al., 

2014). 

We studied by aCGH 316 children with nonsyndromic CHD and their normal 

parents. Our data showed a high contribution of rare inherited and also de novo CNVs to 

human CHD. 
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Methods 

 

Patients 

 

Informed consent for genetic analyses was obtained from all individuals 

participating in the study. The protocol was approved by the ethics committee of the 

University Hospital Center of Nantes (BRD 09/3A). Children from 516 families presenting 

with a sporadic and non syndromic outflow tract (OFT) defect were referred to the 

university hospital of Nantes, the hospital Necker Enfants Malades of Paris, and the 

university hospital of Tours between July 2008 and august 2011. Patients with extra-

cardiac features, such as learning disability, brain or renal anomalies, or carrying a 

microdeletion/microduplication syndrome, or a monogenic syndrome were excluded from 

the study. The child for whom one of the parents was known to present a CHD was 

excluded from the study. 

The phenotype of the patients was classified as following: transposition of the 

great arteries (TGA) in 291 cases, coarctation of the aorta (CoA) in 85 cases and 

tetralogy of Fallot (ToF) in 92 cases. We pooled other OFT defects in a single group: 

pulmonary atresia with intact ventricular septum (16 cases), truncus arteriosus (4 cases), 

interrupted aortic arch (3 cases), double outlet right ventricle (2 cases), aneurismal 

dilatation of the ascending aorta (1 case) and pulmonary stenosis (1case). Twenty-one 

cases were unclassified. 

 

 

DNA extraction  

 

DNA from all probands and their parents was extracted from whole peripheral 

blood using NucleoSpin® Blood XL (Macherey Nagel), illustraTM DNA Extraction Kit 

BACC2 (GE Healthcare) or UltraPure™ Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1, 

v/v) (Life TechnologiesTM) according to manufacturer’s instructions. 
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Array comparative genomic hybridization (aCGH) 

 

316 family trios (76 CoAo, 159 TGA and 81 ToF) were selected for aCGH. aCGH 

experiments were performed using 2*400K Agilent custom-designed arrays 

(024825_D_F_20090731). Microarrays contained 300,000 probes covering >95% of 

exonic regions. In addition, 100,000 probes covered with a high density 297 candidate 

genes known to play a role in heart development in humans or in different animal models 

(Supplementary table 1). To reduce the risk for detecting unsolicited findings (i.e. the 

detection of genomic imbalances unrelated to CHD), more than 800 genes responsible 

for dominant or recessive genetic diseases were excluded from the design of the array. 

Digestion, labelling, and hybridization were performed following the protocols provided 

by Agilent. The DNA of the child was hybridized twice: once with the DNA of the father 

and once with the DNA of the mother (Figure 1). 

 

 

CNV detection workflow: bioinformatics and statisti cal analysis 

 

The arrays were analyzed with the Agilent scanner and the Feature Extraction 

software (v.9.1.3). Graphical overview was obtained using the customized SigFrame 

software. All genomic coordinates are based on February 2009 assembly of the 

reference genome (GRCh37/hg19). 

 

 

Database of Genomic Variants Archive (DGVa) 

 

All raw data and analyzed data were submitted to DGVa public database 

http://www.ebi.ac.uk/dgva/.  

 

 

Copy number variant (CNV) detection and validation 

 

CNVs were selected according to the following criteria: 1) CNVs >2 kb (except CNV 

containing at least one complete exon). 2) CNVs absent from the CNV consensus 
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reference set version 2.1 (42 million probes study (Conrad et al., 2010), WTCCC study 

http://www.wtccc.org.uk/, 1000 genomes project http://www.1000genomes.org/ and DDD 

controls project http://www.ddduk.org/) integrating a number of high quality copy number 

based studies, 3) or uncommon (< 4 times in the Database of Genomic Variants (Iafrate 

et al., 2004)). 4) Only CNVs containing at least one exon were included. 5) CNVs 

corresponding to syndromic regions were discarded. 

 

 

QPCR validation 

 

The CNVs that fulfilled the selection criteria were subjected to validation by qPCR. 

At least one couple of primers was designed inside of each rare CNV regions 

(Supplementary table 2). qPCR reactions were carried out in a 10 µL reaction volume 

containing 5 ng of genomic DNA, 0.5 µM each primer and 5 µL of SYBR®Premix Ex 

TaqTM (Takara Bio Inc., Shiga, Japan). qPCR conditions were: Initial denaturation at 

95°C for 4min, followed by 40 cycles at 95 °C for 15 sec, 60°C for 10sec and 72 °C for 

10sec. qPCR reactions were carried out in a LightCycler®480 System (Roche 

Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Germany). The plate used was 

a LightCycler®480 white Multiwell Plate 96 (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany). Amplification products were analyzed using 

LightCycler®480 software version 1.5.0 (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany). ∆∆Ct method was used as described by (Livak and 

Schmittgen, 2001) to quantify the number of DNA copies. ∆∆Ct were calculated with the 

ALB and TNNI3K genes for normalization. 

 

 

Chi-squared statistical test 

 

A statistical analysis was performed using the Chi-squared test  to compare the 

number of de novo and inherited CNV present in the three groups of CHD patients (CoA, 

TGA and ToF). Results were considered statistically significant when P < 0.05. 
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Ideographica 

 

Idiographica version 2.2 (July 2013) (http://www.ncrna.org/idiographica/) web 

server was used to create our own ideogram including all the validated CNV regions 

found in our CHD affected cohort. 

 

 

DECIPHER and ISCA database 

 

Validated CNVs were compared to published CNV data from DECIPHER 

(http://decipher.sanger.ac.uk/) and ISCA (www.iscaconsortium.org) databases collecting 

clinical information about chromosomal microdeletions/duplications/insertions, 

translocations and inversions.  

  

 

Tools for gene prioritization analysis  

 

Knime4Bio 

 

Validated CNVs were analyzed by Knime4Bio, a set of custom nodes for the 

interpretation of large datasets (Lindenbaum et al., 2011) (figure 2a). This tool allowed us 

to quickly find which genes included in our rare CNV regions were implicated in heart 

development (GO:0007507) according to GeneOntology database 

(http://www.geneontology.org/). 

 

 

DAPPLE 

 

DAPPLE (http://www.broadinstitute.org/mpg/dapple/dapple.php) stands for 

Disease Association Protein-Protein Link Evaluator (Rossin et al., 2011). DAPPLE takes 

as input a list of seed genomic regions that are then converted into genes based on 

overlap. Afterwards it looks for significant physical connectivity among proteins encoded 

by genes in loci associated to disease according to protein-protein interactions reported 
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in the literature. The hypothesis behind DAPPLE is that causal genetic variation affects a 

limited set of underlying mechanisms that are detectable by protein-protein interactions.  

 

 

GRAIL 

 

GRAIL (http://www.broadinstitute.org/mpg/grail/) is a tool to examine relationships 

between genes in different disease associated loci (Raychaudhuri et al., 2009). Given 

several genomic regions associated with a particular phenotype or disease, GRAIL looks 

for similarities in the published scientific text among the associated genes. As input, we 

uploaded genomic regions considered as rare copy number variants. 

Genomic regions were introduced in DAPPLE and GRAIL according to patient’s 

disease (CoA, TGA and ToF).  

 

TFBS 

 

HMR Conserved Transcription Factor Binding Sites (TFBS) from UCSC 

(http://genome.ucsc.edu/). This track containing the location and score of transcription 

factor binding sites conserved in the human/mouse/rat alignment was used to find the 

predicted transcription factors binding the genes included in our selected CNV regions. 

The score and threshold are computed with the Transfac Matrix Database (v7.0) created 

by Biobase (http://www.biobase-international.com/).  

 

 

 

Results 

 

CNV inventory and disease association  

 

316 family trios (affected child and normal parents) were analysed by aCGH and 

led to the identification to 152 rare CNV that fulfilled the selection criteria (38 in trios of 

the CoA group, 72 in trios of the TGA group and 42 in trios of the ToF group). qPCR 

analysis performed in the children and their parents confirmed that 71 CNV (50 
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duplications and 21 deletions) were present in the affected children (15 for CoA, 29 for 

TGA and 27 for ToF), 78 were present in one of the parents but showed that 3 CNV were 

aCGH false positive results (table 1) (table 2) (Supplementary table 3). The size of the 

CNVs ranged from 2.9 kb to 1,845.3 kb except for two large CNVs of 7,962.9 kb and 

14,587.4 kb. Among the 71 CNVs found in the affected child, 63 were inherited from one 

of the parents while 8/71 CNVs were de novo: 3 (1 duplication + 2 deletions) for CoA 

(4,1%) and 5 (2 duplications + 3 deletions) for ToF (6,6%) (table 1). No de novo CNV 

was present in patients with TGA. The difference between the absence of de novo CNV 

in the patients with TGA compared to patients with CoA and ToF was statistically 

significant (*p=0, 01) (table 1).  

 

 

CNV genomic distribution 

 

Ideographica results show a spread distribution of the 71 rare CNV regions 

present in our CHD affected cohort all over the genome (figure 3). CNV overlapping has 

been observed only in three genomic regions: at 10q24.32, 11p11.2 and 20p11.23. An 

overlapping duplication in 10q24.32 was identified in two unrelated children with TGA. 

Both CNVs were inherited and included a portion of the BTRC gene (figure 4a). The 

second overlapping region in 11p11.2 was observed in two unrelated children presenting 

with two different CHD. One patient presented with CoA and carried a paternally 

inherited duplication. The other patient presented with ToF and carried a paternally 

inherited duplication. Both CNVs included a portion of the PTPRJ gene (figure 4b). The 

third overlapping region in 20p11.23 was detected in two unrelated children presenting 

with two different CHD. One patient presented with ToF and carried a de novo CNV 

duplication. The other patient presented with TGA and carried a maternally inherited 

duplication. Both CNVs includes the ZNF133, POLR3F, RBBP9, DZANK1 and 

CSRP2BP genes (figure 4c). 

In family 342 (Figure 5a), we identified a homozygous deletion inherited from both 

consanguineous parents. The deletion was identical and contained a portion of the 

CHRNB3 gene. In family 417 (Figure 5b), we identified a rare microduplication in two 

children (II.1 and II.2). The duplication was inherited from a phenotypically normal 

mother and contained a portion of the TCTE3 gene and the ERMARD gene. 
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Gene prioritization 

 

The two largest CNVs (7962,9 kb and 14587,4 kb) were removed for most of the 

bioinformatic analyses because they biased the analysis. 

 

 

Knime4Bio 

 

Knime4Bio allowed us to prioritize a list of genes included in our rare CNV regions 

and involved in heart development (GO:0007507) according to GeneOntology database 

(Figure 2b). We obtained the following list of candidate genes for CHD found in our 

patients: TCAP, ERBB2, RB1CC, FBN1, GJA5, PTPRJ, NFATC3, PLN and OVOL2.  

 

DAPPLE and GRAIL 

 

DAPPLE built direct and indirect interaction networks from proteins encoded by 

our seeded genes. That assessed the statistical significance of a number of network 

connectivity parameters as well as of the connectivity of individual proteins to other seed 

proteins using a within-degree node-label permutation method. The individual protein 

scores were then used to propose candidate genes in large loci. Based on textual 

relationships between genes, GRAIL assigned a p-value to each region suggesting its 

degree of functional connectivity, and picked up the best candidate gene (Supplementary 

table 5). No significant results were obtained for CoA group. WDR33, CPSF3 and 

NUSAP1 genes included in CNVs belonging to TGA group were statistically significant 

(p<0.05). In the same way GJA5, TJP1, GJA8, MSH2, DSG1, MCM3AP, DSG3 and 

CTSS genes from ToF group were also statistically significant (p<0.05). 

 

 

TFBS 

 

According to TFBS tool, an overrepresentation of FOXC1 transcription factor 

binding sites (p<0,001) was obtained in our CNVs regarding a normal distribution (Table 
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4). At least one gene containing FOXC1 binding sites was found in 54/69 (77%) of our 

CNV regions. 

 

 

 

Discussion 

 

To date few CNV studies of sporadic cases of CHD have been published (van 

Bon et al., 2008; Breckpot et al., 2010; Derwińska et al., 2012; Fakhro et al., 2011; 

Goldmuntz et al., 2011; Hartman et al., 2011; Lalani et al., 2013; Lu et al., 2008; Mefford 

et al., 2008; Serra-Juhé et al., 2012; Silversides et al., 2012; Thienpont et al., 2007), but 

there are even less studies reporting family trios composed by a child presenting with 

CHD and normal parents (Greenway et al., 2009; Hitz et al., 2012; Soemedi et al., 2012; 

Warburton et al., 2014). As it has been demonstrated in the literature, rare CNVs may 

account for CHD. 

Here, we report a carefully phenotyped family trio-based CNV study in CoA, TGA 

and ToF. Our results evidence a strong association of rare CNV regions with CHD. 

Choosing a cohort based on family trios allowed us to find out rare CNV regions in the 

affected patients that were de novo or inherited. Seventy-one rare CHD related CNVs 

were identified (15 CoA, 29 TGA and 27 ToF) (Table 1). Rare CNV regions of variable 

size were detected in 22.5% of the children presenting with CHD. Duplications were 

more prevalent (70.5%) in our patient’s cohort than deletions (29.5%). Regarding the 

transmission, 88.7% of the rare CNVs detected were inherited while 11.3% were de 

novo. The fact that some of our rare CNVs, potentially linked to the disease, are found in 

an affected child and one of his healthy parent contributes to the variable expressivity 

and the reduced penetrance characteristic of structural rearrangements (Girirajan and 

Eichler, 2010). The existence of healthy carriers evidences that rare rearrangements 

may not be the only cause of CHD in our patients. Given the multifactorial etiology of 

congenital malformations, these CNVs may be considered as one of the several factors 

involved. 

The proportion of inherited CNVs was similar between the three CHD studied, 

however there was a statistically significant difference (*p=0,01) in the de novo CNVs 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                                 Projet 1 

81 
 

proportion found in CoA (4.1%) and ToF (6.6%) vs TGA (0%). The statistically significant 

difference in the number of de novo CNVs found in CoA and ToF vs TGA suggests that 

highly penetrant CNV’s might be less frequent in the origin of TGA than in the ToF and 

CoA. Then, TGA may result from a genetic predisposition linked to low-impact multiple 

variants associated to environmental factors. 

The results regarding CNV de novo regions found in our ToF cohort (6.6%) are 

broadly similar to previously published studies (Greenway et al., 2009; Soemedi et al., 

2012) considering the differences in the analysis pipelines between the studies. The 

group of Greenway described a proportion of about 10% of de novo CNVs in their ToF 

patient’s cohort; however some of these de novo CNVs described in their work were 

usually related to syndromic forms of CHD. Therefore, it is likely that our stringent 

patients’ recruitment selection avoided us to find these CNVs (as 1q21.1 microdeletion) 

related to syndromic forms of CHD. 

Looking at ISCA and DECIPHER public databases, we found 25 individuals 

presenting with CHD and carrying at least one CNV overlapping any of our patients’ CNV 

regions (Supplementary table 4). Some of database individuals carried a CNV region 

much larger than the CNVs found in our described patients; therefore a second reduced 

list was created adjusting the CNVs sizes and the interest of the region (table 3). By this 

way, we ended up with a shorter list of 6 database CNVs overlapping 3 CNVs from 3 of 

our patients. Three database CNVs deletions corresponding to patients presenting with 

patent ductus arteriosus (PDA) and CoA (DECIPHER 1578, ISCA nssv706487, ISCA 

nssv706596) shared a genomic region with one of our described CNVs duplication, 

including the GLIS3 gene. Another ISCA CNV deletion present in a patient with 

Dextrocardia (nssv580437) overlapped with one of our described CNVs duplications 

found in a patient presenting with TGA and comprising the RLN3 gene. Also DECIPHER 

CNV duplication from a patient presenting with TGA (250627) overlapped with one of our 

CNV duplications, corresponding to a patient with TGA, in a region including the PLN 

gene. Finally, a last ISCA duplication CNV from a patient presenting with total 

anomalous pulmonary venous return (TAPVR) (nssv578742) overlapped with one of our 

de novo CNVs, corresponding to a patient with ToF, in a region including the ERBB2 

gene.  

TFBS approach led us to identify FOXC1 binding sites in 54 out of 69 CNV 

regions (77%) (Table 4). FOXC1 belongs to the forkhead family of transcription factors. 
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The specific function of this gene has not yet been determined; however, it has been 

shown to play an essential role in the regulation of embryonic development in different 

model organisms (Kume et al., 2000; Siegenthaler et al., 2013; Wilm et al., 2004), as 

well as in cardiovascular development and concretely in cardiac outflow tract 

morphogenesis (Kume, 2009; Kume et al., 2001; Seo and Kume, 2006). A de novo CNV 

deletion of ~45 kb on chromosome 6q25.3 involving the FOXC1 gene has been reported 

in a patient presenting with a syndromic form of CHD (Breckpot et al. 2010). In that 

study, the authors consider that the cause of the patient’s phenotype (presenting with left 

ventricle outflow tract obstruction) is an haploinsufficiency of the FOXC1 gene. Thus, the 

existence of microduplications/microdeletions including FOXC1 binding sites can alter 

the expression of genes regulated by FOXC1. FOXC1 becomes, then, in a strong 

candidate gene that may be play a role in the cardiac malformations found in our cohort 

of patients. 

The different strategies used to analyze our CNV data let us to build a list 

(Supplementary table 6) containing 124 candidate genes ready to be sequenced in a 

large cohort of CHD patients. Most of the genes included in that list are related or 

implicated in developmental networks; thus the alteration of these genes might cause 

congenital malformations. Developmental deficiencies resulting in conotruncal defects 

have been associated with distinct changes in gene expression (Bittel et al., 2011), 

describing a pattern of expression of developmentally important networks, supporting the 

hypothesis that converging and accumulating rare genomic and epigenetic variants may 

disrupt regulatory networks controlling heart development during embryological 

development ultimately leading to CHD. This hypothesis is also supported by other 

studies (Hitz et al., 2012; Serra-Juhé et al., 2012). According to the multifactorial origin of 

CHD, environmental factors during embryo development may also be considered as 

contributing elements to CHD in addition to the genetic abnormalities. The combinatorial 

effect of maternal diabetes and a partial deletion of the FOX1 gene has been described 

as the cause of complex CHD in an affected newborn (Lale et al., 2011). Further work 

need to be done to determine more precisely the origin of non syndromic CHD and 

consequently helping in their diagnostic. 
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Figures 

 

 

Figure 1. Custom aCGH. 316 family trios (76 CoAo, 159 TGA and 81 ToF) were 

selected for aCGH. A different color fluorescent dye was used to label children’s DNA in 

green (Cy5) and parent’s DNA in red (Cy3). Labeled DNAs (affected child-father, 

affected child-mother) were put to cohybridate on the double chambered aCGH 

containing 300K probes covering >95% of the genome plus 100K additional probes 

densifying 297 candidate genes known to be responsible for CHD in humans and in 

animals. 

 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                                 Projet 1 

91 
 

 

 

 

Figure 2. Knime4Bio. Developed by UMR1087 Institut de Thorax of Nantes and based in 

a set of custom nodes for the interpretation of large datasets (Lindenbaum et al., 2011). 

This tool allowed us to quickly find the genes inside of our rare validated CNV regions 

that were implicated in heart development (GO:0007507) according to GeneOntology 

database (http://www.geneontology.org/). 
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Figure 3. Ideographica (http://www.ncrna.org/idiographica/) results show a spread 

distribution of the 71 rare CNV regions present in our CHD affected cohort all over the 

genome. CoA is represented by a circle, TGA by a triangle and ToF by a square. Filled 

geometric figures represent de novo rearrangements and empty geometric figures 

represent inherited rearrangements. Geometric figures colored in red refer to deletions 

and the ones colored in blue refer to duplications. Three overlaps have been observed in 

three regions (green rectangles). The first region Chr10q24.32 has an overlap with two 

inherited duplications found in two patients presenting with TGA. The second region 

Chr11p11.2 overlaps with an inherited duplication found in a patient presenting with CoA 

and an inherited deletion found in a patient presenting with ToF. The last overlap 

Chr20p11.23 is composed by an inherited duplication found in a patient presenting with 

TGA and a de novo duplication found in a patient presenting with ToF.  
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Figure 4. a. CNV overlapping observed in Chr10q24.32, corresponding to two unrelated 

children presenting with TGA and carrying an inherited CNV duplication from a different 

progenitor in each patient. Both CNVs include a part of the BTRC gene. b. CNV 

overlapping observed in Chr11p11.2 corresponding to two unrelated children presenting 

with different CHD. One patient presented with CoA and carried an inherited CNV 

duplication from the father. The other patient presented with ToF and carried an inherited 

CNV deletion also from the father. Both CNVs included a part of the PTPRJ gene. c. 

CNV overlapping observed in Chr20p11.23 corresponding to two unrelated children 

presenting with different CHD. Patient from family 1 presented with ToF and carried a de 

novo CNV duplication. Patient from family 2 presented with TGA and carried an inherited 

CNV duplication from the mother. The zoomed in picture shows that both CNVs include 

ZNF133, POLR3F, RBBP9, DZANK1 and CSRP2BP genes. 

 

 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                                 Projet 1 

94 
 

 

 

 

Figure 5. a. Family pedigree of a consanguineous family trio having a child presenting 

with TGA and carrying a rare CNV deletion inherited from both parents. The child carries 

a homozygous microdeletion including a part of the CHRNB3 gene. b. Family pedigree 

showing 2 normal parents with 2 children presenting a TGA and carrying a maternally 

inherited CNV rare duplication which contains the ERMARD gene and part of the TCTE3 

gene. 
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Tables 

 

Table 1. qPCR validation. From 152 selected regions only 71 CNVs were confirmed to 

be present in the affected children (15 for CoA, 29 for TGA and 27 for ToF). In most of 

the cases (63/71) the CNV regions were inherited from one of the parents. Only 8 CNVs 

found in affected children were de novo: 3 with CoA (4.1%), 5 with ToF (6.6%) and 0* 

with TGA. The results obtained for the de novo CNVs in the TGA patients were 

statistically significant (*p=0, 01) in comparison with the other two pathologies. 
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Table 2. Table of 71 validated rare CNV regions (50 duplications and 21 deletions) in 

children presenting with ouflow tract defect. Generally, CNV sizes ranged from 2,9kb to 

1845,3kb, except for two much bigger CNVs of 7962,9kb and 14587,4kb. Most of CNVs 

(63/71) were inherited from one of the parents, only 8 CNVs were found to be de novo. 

The frequencies of these CNV in general population went from 0% to 1% in some cases 

(according to the following databases:  42 million probes study (Conrad et al., 2010), 

WTCCC study http://www.wtccc.org.uk/, 1000 genomes project 

http://www.1000genomes.org/ and DDD controls project http://www.ddduk.org/). 

 

Case 
#

CHD
Gain / 
Loss

Region
Length 
(Kb)

Start End Array used Inheritance RefSeq Genes in the re gion
Frequency 
in general 
population

212 CoAo Gain 2p32.2 524,815 28796008 29320823
400K 
oligonucleotide

De novo
PLB1, PPP1CB, SPDYA, 
TRMT61B, WDR43, 
FAM179A, C2orf71, CLIP4

0%

163 CoAo Loss 7p22.3 19,527 2255641 2275168
400K 
oligonucleotide

De novo MAD1L1, FTSJ2
1 singelton 
observation

6 CoAo Loss 10q24.32 28,683 104828409 104857092
400K 
oligonucleotide

De novo CNNM2, NT5C2 0%

179 CoAo Gain 7p14.1 109,041 40027276 40136317
400K 
oligonucleotide

Paternal CDK13 0%

174 CoAo Gain 11p11.2 477,368 47870014 48347382
400K 
oligonucleotide

Paternal
NUP160, PTPRJ, OR4B1, 
OR4X2, OR4X1, OR4S1, 
OR4C3

0%

44 CoAo Gain 16q22.1 123,877 68170552 68294429
400K 
oligonucleotide

Maternal
NFATC3, ESRP2, MIR6773, 
PLA2G15

0%

59 CoAo Loss 7q34 35,204 141705389 141740593
400K 
oligonucleotide

Paternal MGAM 0%

23 CoAo Gain 2p24.1 47,889 20403619 20451508
400K 
oligonucleotide

Paternal SDC1, PUM2 0%

90a CoAo Gain 1p31.1 75,025 78308983 78384008
400K 
oligonucleotide

Paternal FAM73A, NEXN-AS1, NEXN 0%

77a CoAo Loss 13q22.2 17,101 76391357 76408458
400K 
oligonucleotide

Maternal LMO7 0%

77b CoAo Gain 22q13.1 17,5 38609792 38627292
400K 
oligonucleotide

Paternal MAFF, TMEM184B 0%

211 CoAo Loss 3q23 112,858 141272742 141385600
400K 
oligonucleotide

Maternal RASA2 0%

226a CoAo Gain 15q25.3 76,111 85606120 85682231
400K 
oligonucleotide

Maternal PDE8A
1 singelton 
observation

437b CoAo Gain 9p24.2 379,713 3781683 4161396
400K 
oligonucleotide

Paternal GLIS3, GLIS3-AS1 0%

437c CoAo Gain 9p24.1 231,015 5534835 5765850
400K 
oligonucleotide

Paternal PDCD1LG2, KIAA1432 0%

255 TGV Gain 4q23 15,292 100226779 100242071
400K 
oligonucleotide

Maternal ADH1B 0%

194b TGV Gain
15q13.2-
q13.3

1207,316 31196707 32404023
400K 
oligonucleotide

Maternal
FAN1, MTMR10, TRPM1, 
MIR211, RP11-16E12.2, 
KLF13, OTUD7A, CHRNA7

doubleton to 
1%

231b TGV Loss 4q27 82,199 121616153 121698352
400K 
oligonucleotide

Paternal PRDM5 0%

252b TGV Loss 8q22.2 198,691 100205095 100403786
400K 
oligonucleotide

Maternal VPS13B 0%

210 TGV Gain 15q21.1 16,788 48883414 48900202
400K 
oligonucleotide

Paternal FBN1 0%

196a TGV Loss 2q14.3 7,523 128476795 128484318
400K 
oligonucleotide

Maternal WDR33 0%

196b TGV Loss 8p23.2 250,895 2975904 3226799
400K 
oligonucleotide

Paternal CSMD1 0%

265 TGV Gain 2p25.1 124,867 9525380 9650247
400K 
oligonucleotide

Paternal
ASAP2, ITGB1BP1, CPSF3, 
IAH1, ADAM17

0%
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277 TGV Gain 3q29 241,257 197566221 197807478
400K 
oligonucleotide

Paternal
LRCH3, IQCG, RPL35A, 
LMLN, ANKRD18DP

doubleton to 
1%

335a TGV Gain 19p13.12 21,217 14138589 14159806
400K 
oligonucleotide

Paternal RLN3, IL27RA 0%

335b TGV Gain Xp22.31 56,998 7866965 7923963
400K 
oligonucleotide

Paternal PNPLA4 0%

351b TGV Gain 10q24.32 152,533 103190059 103342592
400K 
oligonucleotide

Paternal BTRC, POLL 0%

358c TGV Gain 13q33.2 1647,761 105161812 106809573
400K 
oligonucleotide

Maternal
DAOA-AS1, DAOA, 
LINC00343

0%

222a TGV Gain 10q24.32 26,002 103291033 103317035
400K 
oligonucleotide

Maternal BTRC
doubleton to 
1%

172a TGV Gain 6q22.31 259,839 118771397 119031236
400K 
oligonucleotide

Maternal CEP85L, BRD7P3, PLN
doubleton to 
1%

172b TGV Gain 8q11.23 438,514 53161037 53599551
400K 
oligonucleotide

Maternal ST18, FAM150A, RB1CC1 0%

297 TGV Gain 4q27 4,621 122735142 122739763
400K 
oligonucleotide

Maternal EXOSC9, CCNA2 0%

165b TGV Loss 15q15.1 25,534 41663852 41689386
400K 
oligonucleotide

Paternal NUSAP1, NDUFAF1 0%

284a TGV Gain 4q35.1 66,434 186558702 186625136
400K 
oligonucleotide

Paternal SORBS2
1 singelton 
observation

302 TGV Gain 5q31.1 64,839 131247533 131312372
400K 
oligonucleotide

Paternal ACSL6, LOC728637 0%

341 TGV Gain 20p11.23 343,15 18162446 18505596
400K 
oligonucleotide

Maternal
CSRP2BP, ZNF133, 
LINC00851, DZANK1, 
POLR3F, MIR3192, RBBP9, 

0%

356 TGV Gain 16p12.2 74,101 22357397 22431498
400K 
oligonucleotide

Maternal CDR2, PRN3P3
doubleton to 
1%

417 TGV Gain 6q27 62,207 170140381 170202588
400K 
oligonucleotide

Maternal
TCTE3, ERMARD, 
LINC00242, LINC00574

0

393 TGV Gain 5q15 36,42 96107398 96143818
400K 
oligonucleotide

Maternal CAST, ERAP1
doubleton to 
1%

294a TGV Gain
13q12.11-
q12.12

1280,378 23235248 24515626
400K 
oligonucleotide

Maternal

BASP1P1, SGCG, SACS, 
SACS-AS1, LINC00327, 
TNFRSF19, MIPEP, 
C1QTNF9B-AS1, 
ANKRD20A19P

0%

295 TGV Gain 7q36.3 279,466 158331982 158611448
400K 
oligonucleotide

Maternal
PTPRN2, MIR5707, NCAPG2, 
ESYT2

0

329a TGV Gain
12q24.12-
q24.13

126,387 112182542 112308929
400K 
oligonucleotide

Paternal
ACAD10, ALDH2, MIR6761, 
MAPKAPK5-AS1, MPKAPK5

doubleton to 
1%

342 TGV Loss 8p11.21 3,712 42583985 42587697
400K 
oligonucleotide

Maternal /         
Paternal

CHRNB3 0%

42 ToF Gain
20p12.2-
p11.1

14587,372 11247299 25834671
400K 
oligonucleotide

De novo

LOC339593, LINC00687, 
BTBD3, RP5-1069C8.2, 
LOC102606466, 
LOC100505515, SPTLC3, 
ISM1, ISM1-AS1,  TASP1, 
ESF1, NDUFAF5, SEL1L2, 
MACROD2, FLRT3, 
MACROD2-IT1, MACROD2-
AS1, KIF16B, SNRPB2, 
OTOR, PCSK2, BFSP1, 
DSTN, RRBP1, BANF2, SNX5, 
SNORD17, MGME1, OVOL2, 
CSRP2BP, ZNF133, 
LINC00851, DZANK1, 
POLR3F, MIR3192, RBBP9, 
SEC23B, LINC00493, DTD1, 
RP11-379J5.5, LINC00652, 
LOC100270804, C20orf78, 
SCP2D1, SLC24A3, RP5-
1027G4.3, RIN2, NAA20, 
CRNKL1, C20orf26, INSM1, 
RALGAPA2, KIZ, RP4-
777D9.2, XRN2, NKX2-4, 
NKX2-2, LOC101929625, 
LOC1019608, PAX1, RP11-
125P18.1, RP5-828K20.2, RP5-
1004I9.1, LINC00261, FOXA2, 
RP4-788L20.3, SSTR4, THBD, 
CD93, LINC00656, NXT1, RP3-
322G13.5, GZF1, NAPB, 
CSTL1, CST11, CST8, 
CST13P, CST9L, CST9, 
CST3, CST4, CST1, CST2, 
CST5, GGTLC1, FLJ33581, 
SYNDIG1, CST7, APMAP, 
ACSS1, VSX1, RP4-738P15.1, 

0%
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188a ToF Gain 17q12 219,844 37813254 38033098
400K 
oligonucleotide

De novo
STARD3, TCAP, PNMT, 
PGAP3, ERBB2, MIR4728, 
MIEN1, GRB7, IKZF3, ZPBP2

0%

24 ToF Loss 17q12 741,259 31856936 32598195
400K 
oligonucleotide

De novo
ASIC2, AA06, RP11-215E13.1, 
CCL2, CCL7

0%

11 ToF Loss 7p22.3 19,967 2400442 2420409
400K 
oligonucleotide

De novo EIF3B 0%

515 ToF Loss 11p15.5 127,12 193816 320936
400K 
oligonucleotide

De novo

LOC653486, SCGB1C1, 
ODF3, BETIL1, RIC8A, 
MIR6743, SIRT3, PSMD13, 
NLRP6, ATHL1, IFITM5, 
IFITM2, IFITM1, IFITM3

doubleton to 
1%

205 ToF Gain 2p14 457,802 64107729 64565531
400K 
oligonucleotide

Paternal
UGP2, VPS54, PELI1, 
LINC00309

doubleton to 
1%

218 ToF Loss 2p13.2 56,753 73285631 73342384
400K 
oligonucleotide

Paternal SFXN5, RAB11FIP5
1 singelton 
observation

188b ToF Loss 8q24.21 2,879 129108394 129111273
400K 
oligonucleotide

Maternal PVT1 0%

193a ToF Gain 3q13.13 277,172 108626684 108903856
400K 
oligonucleotide

Paternal
GUCA1C, MORC1, FLJ22763, 
LINC00488

1 singelton 
observation

167 ToF Gain 8q24.12 551,841 120628587 121180428
400K 
oligonucleotide

Maternal
ENPP2, TAF2, DSCC1, 
DEPTOR, COL14A1

0

184 ToF Gain Xq25 361,263 123509834 123871097
400K 
oligonucleotide

Maternal TENM1 0%

148 ToF Gain 11p13 187,151 33191299 33378450
400K 
oligonucleotide

Paternal CSTF3-AS1, HIPK3 0%

146a ToF Gain 2p21-p16.3 398,949 47537252 47936201
400K 
oligonucleotide

Maternal
AC073283.4, EPCAM, 
MIR559, MSH2, KCNK12

0%

149a ToF Loss
2q21.2-
q22.2

7962,887 134275082 142237969
400K 
oligonucleotide

Maternal

NCKAP5, MIR3679, MGAT5, 
TMEM163, ACMSD, CCNT2-
AS1, CCNT2, MAP3K19, 
RAB3GAP1, ZRANB3, 
R3HDM1, MIR128-1, UBXN4, 
LCT, LOC100507600, MCM6, 
DARS, AC093391.2, CXCR4, 
THSD7B, HNMT, SPOPL, 
NXPH2, YY1P2, LRP1B

0%

153b ToF Gain 1p34.1 12,36 46072235 46084595
400K 
oligonucleotide

Paternal NASP 0%

5 ToF Gain 3p25.3 132,049 8919991 9052040
400K 
oligonucleotide

Paternal RAD18, SRGAP3 0%

29b ToF Loss 16q23.2 211,72 81134814 81346534
400K 
oligonucleotide

Paternal PKD1L2, BCMO1 0%

36 ToF Gain 21q22.3 165,777 47690060 47855837
400K 
oligonucleotide

Maternal
MCM3AP, YBEY, C21orf58, 
PCNT

0%

43 ToF Gain
1q21.2-
q22.2

2090,029 145761268 147851297
400K 
oligonucleotide

Maternal

NBPF20, NBPF10, PDZK1, 
GPR89A, NBPF25P, GPR89C, 
PDZK1P, NBPF11, NBPF12, 
LOC728989, NBPF13P, 
PRKAB2, PDIA3P1, FMO5, 
CHD1L, LINC00624, BCL9, 
ACP6, GJA5, GJA8, GPR89B, 
PDZK1P1, NBPF8, NBPF11, 
MIR5087

0%

84 ToF Gain 2p22.3 234,773 32815822 33050595
400K 
oligonucleotide

Maternal
BIRC6, TTC27, MIR4765, 
LINC00486

doubleton to 
1%

93b ToF Loss 21q21.1 1570,572 22115159 23685731
400K 
oligonucleotide

Paternal
LINC00320, NCAM2, RNU6-
67P, LINC00317, AP000475.2, 
LINC00308

0%

106 ToF Gain 15q21.3 64,885 57689066 57753951
400K 
oligonucleotide

Paternal CGNL1
doubleton to 
1%

217 ToF Gain 4q21.1 68,634 77033621 77102255
400K 
oligonucleotide

Maternal ART3, NUP54, SCARB2
doubleton to 
1%

214 ToF Gain 15q13.1 1013,794 29212452 30226246
400K 
oligonucleotide

Maternal
APBA2, FAM189A1, NDNL2, 
TJP1

0%

153c ToF Loss 11p11.2 99,596 47993091 48092687
400K 
oligonucleotide

Paternal PTPRJ 0%

53 ToF Gain 1q21.3 358,831 150413398 150772229
400K 
oligonucleotide

Maternal

RPRD2, TARS2, MIR6878, 
ECM1, LINC00568, 
ADAMTSL4, MIR4257, 
ADAMSTL4-AS1, MCL1, 
ENSA, GOLPH3L, HORMAD1, 
CTSS, CTSK

0%

158a ToF Gain 18q12.1 112,124 28937235 29049359
400K 
oligonucleotide

Maternal
DSG1, RP11-534N16.1, 
DSG4, DSG3

0%

161 TGV Loss
6p25.2-
p25.1

1020,47 3983732 5004202
400K 
oligonucleotide

Maternal
PRPF4B, FAM217A, C6orf201, 
ECI2, RP3-400B16.1, CDYL, 
RPP40

0%
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Table 3. ISCA and DECIPHER public databases collecting clinical information about 

chromosomal rearrangements. We found 6 described individuals presenting with CHD 

and carrying at least a CNV overlapping any of our patients’ CNV regions.  

 

Patient Data ISCA/DECIPHER

TRIO CHD Inheritance CNV chr
CNV size 
(Mb)

N° CHD Inheritance CNV
CNV size 
(Mb)

437b CoAo father duplication 9p24.2 0,38 1578 PDA unknown deletion 11,34 GLIS3

nssv706487 CoAo unknown deletion 11,1

nssv706596 CoAo unknown deletion 16,7

335a TGV father duplication 19 p13.12 0,021 nssv580437 Dextrocardia unknown deletion 0,7 RLN3

172a TGV mother duplication 6 q22.31 0,26 250627 TGV unknown duplication 0,85 PLN

188a ToF de novo duplication 17 q12 0,22 nssv578742 TAPVR unknown duplication 6,4 ERBB2  
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Table 4.  List of genes included in our CNVs regions that are predicted to have binding 

sites for FOXC1 transcription factor. Most of the selected CNVs found in CHD affected 

patients (54/69=77%) share binding sites for FOXC1 according to TFBS tool. 

 

Trio CNV TFBS

ID chr start end FOXC1 Binding Sites
212 chr2 28649512 29174327 PPP1CB, WDR43, FAM179A
163 chr7 2222167 2241694 near to MAD1L1
6 chr10 104818399 104847082 CNNM2
179 chr7 39993801 40102842 CDK13
174 chr11 47826590 48303958 PTPRJ, near to NUP160
44 chr16 66728053 66851930 NFATC3,ESRP2
59 chr7 141351858 141387062 MGAM
23 chr2 20267100 20314989 PUM2
77a chr13 75289358 75306459 LMO7
77b chr22 36939738 36957238 MAFF, TMEM184B
211 chr3 142755432 142868290 RASA2
226a chr15 83407124 83483235 PDE8A
437b chr9 3771683 4151396 GLIS3
437c chr9 5524835 5755850 KIAA1432
194b chr15 28983999 30191315 FAN1, MTMR10, LOC283710, KLF13
231b chr4 121835603 121917802 PRDM5
252b chr8 100274271 100472962 VPS13B
265 chr2 9442831 9567698 ASAP2, ADAM17
277 chr3 199050618 199291875 LRCH3
335a chr19 13999589 14020806 RLN3
351b chr10 103180049 103332582 BTRC
358c chr13 103959813 105607574 LINC00343, near to DAOA
172a chr6 118878090 119137929 CEP85L
172b chr8 53323590 53762104 ST18, RB1CC1
165b chr15 39451144 39476678 NDUFAF1
284a chr4 186795696 186862130 SORBS2
302 chr5 131275432 131340271 ACSL6
341 chr20 18110446 18453596 CSRP2BP, DZANK1, SEC23B
356 chr16 22264898 22338999 CDR2
393 chr5 96133154 96169574 ERAP1
294a chr13 22133248 23413626 SACS, TNFRSF19, MIPEP, C1QTNF9B-AS1, C1QTNF9B
295 chr7 158024743 158304209 PTPRN2, NCAPG2, ESYT2
329a chr12 110666925 110793312 MAPKAPK5
188a chr17 35066780 35286624 ERBB2, GRB7, IKZF3
24 chr17 28881049 29622308 ASIC2
205 chr2 63961233 64419035 PELI1
218 chr2 73139139 73195892 RAB11FIP5
193a chr3 110109374 110386546 MORC1
167 chr8 120697768 121249609 ENPP2, TAF2, DEPTOR
184 chrX 123337515 123698778 ODZ1
148 chr11 33147875 33335026 HIPK3
146a chr2 47390756 47789705 KCNK12
5 chr3 8894991 9027040 RAD18, SRGAP3
36 chr21 46514488 46680265 YBEY, PCNT
43 chr1 144472625 146317921 GPR89A, GPR89C, NBPF10, NBPF20, NBPF25P, LOC728989, FMO5, CHD1L, BCL9, ACP6, GPR89C,GPR89B
84 chr2 32669326 32904099 BIRC6, TTC27
93b chr21 21037030 22607602 NCAM2
106 chr15 55476358 55541243 CGNL1
217 chr4 77252645 77321279 NUP54
214 chr15 26999744 28013538 APBA2, FAM189A1, TJP1
53 chr1 148680022 149038853 GOLPH3L, HORMAD1, CTSS, CTSK
158a chr18 27191233 27303357 LOC101927718, near to DSG4
161 chr6 3928731 4949201 PRPF4B, C6orf201, CDYL  
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Supplementary data 

 

Supplementary Table 1. List of 297 candidate genes.  These candidate genes were 

chosen because they are reported to have a role in heart development in humans as well 

as in animals. Therefore, they were densified using 100.000 extra oligonucleotide probes 

in the custom aCGH with the aim to be able to detect any rearrangement in these 

interesting regions.  

 
 
Gene name Mapping (hg19) Gene name Mapping (hg19) 

MTHFR chr1:11845786-11866115 Notch1 chr9:139388895-139440238 
NPPA chr1:11905768-11907840 Itgb1 chr10:33189245-33247293 
NPPB chr1:11917520-11918992 NRP1 chr10:33466418-33623833 
Ece1 chr1:21543739-21672034 Cdc2 chr10:62538219-62554604 
Hspg2 chr1:22148736-22263750 NODAL chr10:72191691-72201465 
WNT4 chr1:22443797-22469519 NRG3 chr10:83635069-84746935 
Id3 chr1:23884408-23886322 Bmpr1a chr10:88516395-88684945 
GJA4 chr1:35258598-35261348 PTEN chr10:89623194-89728532 
PTCH2 chr1:45288086-45308616 HHEX chr10:94449680-94455408 
TGFBR3 chr1:92145901-92351787 NKX2-3 chr10:101292689-101296280 
VCAM1 chr1:101185296-101204601 Lbx1 chr10:102986732-102988717 
Rbm15 chr1:110881944-110889303 Fgf8 chr10:103529886-103535827 
NOTCH2 chr1:120454175-120612276 Fgfr2 chr10:123237843-123357972 
GJA5 chr1:147228331-147245484 HRAS chr11:532241-535550 
GJA5 chr1:147228331-147245484 Tead1 chr11:12695968-12966299 
Shc1 chr1:154934773-154946959 Sox6 chr11:15987995-16497935 
VANGL2 chr1:160370366-160398464 MYOD1 chr11:17741109-17743678 
Pbx1 chr1:164528801-164821045 Csrp3 chr11:19203577-19223589 
RXRG chr1:165370349-165414430 WT1 chr11:32409324-32457087 
Tnnt2 chr1:201328141-201346805 NR1H3 chr11:47270448-47290401 
csrp1 chr1:201452659-201476387 Mybpc3 chr11:47352956-47374253 
Prox1 chr1:214161859-214209762 Ptprj chr11:48002109-48192394 
Cenpf chr1:214776531-214837914 FGF19 chr11:69513005-69519106 
TGFB2 chr1:218519390-218617959 Fgf4 chr11:69587796-69590171 
LEFTY1 chr1:226073981-226076836 Wnt11 chr11:75897369-75917574 
LEFTY2 chr1:226124302-226128920 SLN chr11:107578100-107582787 
Mixl1 chr1:226411382-226413513 ETS1 chr11:128328655-128457453 
WNT3A chr1:228194751-228248961 CCND2 chr12:4382901-4414521 
MTR chr1:236958580-237067281 NTF3 chr12:5541279-5604465 
Id2 chr2:8822112-8824583 Kcnj8 chr12:21917888-21927747 
MYCN chr2:16080682-16087129 KRAS chr12:25358179-25403854 
Osr1 chr2:19551245-19558372 Col2a1 chr12:48366747-48398285 
SOS1 chr2:39208689-39347604 WNT1 chr12:49372235-49376395 
SLC8A1 chr2:40339285-40739575 ErbB3 chr12:56473891-56497128 
meis1 chr2:66662531-66799891 Stat6 chr12:57489192-57505161 
Bmp10 chr2:69092612-69098649 Cdk4 chr12:58142002-58146164 
TGFB3 chr2:75640686-75664337 lrrc10 chr12:70002344-70004942 
SMYD1 chr2:88367381-88412902 NR1H4 chr12:100867678-100957643 
Gli2 chr2:121554866-121750229 ATP2A2 chr12:110719031-110788897 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                                 Projet 1 

102 
 

CFC1B chr2:131278666-131285565 MYL2 chr12:111348623-111358404 
CFC1 chr2:131278835-131357082 Myl2 chr12:111348623-111358404 
Acvr1 chr2:158592958-158732374 PTPN11 chr12:112856535-112947717 
Dlx2 chr2:172964165-172967478 TBX5 chr12:114791734-114846247 
TTN chr2:179390717-179672150 TBX3 chr12:115108058-115121969 
ITGA4 chr2:182321618-182402468 MED13L chr12:116396382-116714991 
Calcrl chr2:188207848-188313021 NOS1 chr12:117650978-117799582 
Col3a1 chr2:189839098-189877472 IFT88 chr13:21141207-21265576 
Casp8 chr2:202098165-202152434 Fgf9 chr13:22245214-22278640 
Bmpr2 chr2:203241049-203432474 Flt1 chr13:28874482-29069265 
ErbB4 chr2:212240441-213403352 SMAD9 chr13:37422206-37494409 
Wnt6 chr2:219724545-219738954 APEX1 chr14:20923289-20925926 
Pax3 chr2:223064606-223163700 NDRG2 chr14:21484921-21493935 
Oxtr chr3:8792094-8811300 MYH6 chr14:23851198-23877482 
CRELD1 chr3:9975505-9987090 MYH7 chr14:23881946-23904870 
RAF1 chr3:12625099-12705700 Nfatc4 chr14:24836144-24848810 
TGFBR2 chr3:30647993-30735633 NKX2-8 chr14:37049215-37051786 
ACVR2B chr3:38495789-38534633 SIP1 chr14:39583487-39606177 
Myl3 chr3:46899356-46904973 Bmp4 chr14:54416454-54423554 
FlnB chr3:57994126-58157977 MNAT1 chr14:61201469-61435398 
Foxp1 chr3:71004735-71633140 Hif1a chr14:62162118-62214977 
Nphp3 chr3:132399453-132441276 MTHFD1 chr14:64854758-64926725 
SOX14 chr3:137483578-137484396 SLC8A3 chr14:70510933-70655787 
ATR chr3:142168076-142297668 dpf3 chr14:73136659-73360809 
SHOX2 chr3:157813799-157823936 Psen1 chr14:73603142-73690398 
prkci chr3:169940219-170023770 LGMN chr14:93170154-93215012 
DVL3 chr3:183873283-183891314 rtf1 chr15:41709301-41775760 
Ece2 chr3:183967444-184010819 FBN1 chr15:48700504-48937918 
Fgfr3 chr4:1795038-1810599 Aldh1a2 chr15:58245626-58357906 
Msx1 chr4:4861391-4865660 Smad6 chr15:66994673-67074335 
EVC2 chr4:5564151-5710294 STRA6 chr15:74471809-74501371 
EVC chr4:5712923-5816031 NRG4 chr15:76235843-76304785 
NKX3-2 chr4:13542453-13546114 Chrna3 chr15:78887651-78913322 
RBPJ chr4:26321331-26433278 Mesp1 chr15:90293099-90294540 
Pdgfra chr4:55095263-55164412 NR2F2 chr15:96869156-96883490 
Pitx2 chr4:111538579-111558508 IGF1R chr15:99192760-99507759 
BBS7 chr4:122745634-122791642 Mkl2 chr16:14165195-14360630 
Fgf2 chr4:123747862-123819390 DOC2A chr16:30016834-30022401 
Gab1 chr4:144257982-144395717 TBX6 chr16:30097116-30103205 
Smad1 chr4:146402950-146480325 Irx5 chr16:54965110-54968395 
EDNRA chr4:148401906-148466106 MMP2 chr16:55513080-55540586 
TLL1 chr4:166794409-167024993 ndrg4 chr16:58497548-58547523 
HAND2 chr4:174447651-174451378 Nfatc3 chr16:68119374-68260837 
Casp3 chr4:185548849-185570629 CDH1 chr16:68771194-68869444 
Irx4 chr5:1877540-1882880 Foxc2 chr16:86600856-86602535 
MTRR chr5:7869216-7901235 FOXC2 chr16:86600856-86602535 
isl1 chr5:50678957-50690563 Zfpm1 chr16:88520013-88601574 
Hmgcr chr5:74632992-74657924 CYBA chr16:88709696-88717457 
dhfr chr5:79922044-79950800 SNAI3 chr16:88744089-88752882 
VCAN chr5:82767529-82877800 DVL2 chr17:7128660-7137863 
MEF2C chr5:88014058-88199869 Dvl2 chr17:7128660-7137863 
Kif3A chr5:132028322-132073265 MYH10 chr17:8377529-8534036 
Smad5 chr5:135468535-135518422 MAPK7 chr17:19281033-19286856 
NRG2 chr5:139227259-139422879 NOS2 chr17:26083792-26127555 
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Adam19 chr5:156904311-157002768 Adap2 chr17:29248753-29286211 
FGF18 chr5:170846666-170884164 NF1 chr17:29421994-29704695 
NKX2-5 chr5:172659137-172662262 MED1 chr17:37560537-37607527 
Msx2 chr5:174151574-174157902 ErbB2 chr17:37844392-37884915 
Foxc1 chr6:1610680-1614129 Hdac5 chr17:42154120-42201014 
Bmp6 chr6:7727010-7881961 FZD2 chr17:42634924-42636907 
Edn1 chr6:12290528-12297427 Hexim1 chr17:43224683-43229468 
JARID2 chr6:15246526-15522253 MYL4 chr17:45286427-45301045 
Sox4 chr6:21593971-21598849 HOXB6 chr17:46673098-46682334 
Pbx2 chr6:32152509-32157963 Dlx3 chr17:48067368-48072588 
RXRB chr6:33161364-33168432 NOG chr17:54671059-54672951 
Srf chr6:43138919-43149244 TBX2 chr17:59477256-59486827 
TFAP2B chr6:50786438-50815326 MAP3K3 chr17:61699800-61773670 
Bmp5 chr6:55620236-55740375 Prkca chr17:64298925-64806862 
TBX18 chr6:85444156-85473899 SOX9 chr17:70117160-70122560 
PLN chr6:118869441-118881587 Jmjd6 chr17:74708913-74722881 
GJA1 chr6:121756744-121770873 GATA6 chr18:19749415-19782227 
HEY2 chr6:126070731-126082415 DTNA chr18:32073253-32471808 
Eya4 chr6:133562494-133853258 Smad2 chr18:45359465-45457515 
Cited2 chr6:139693396-139695785 Smad7 chr18:46446222-46477081 
MAP3K7IP2 chr6:149639062-149732747 NFATC1 chr18:77155771-77289323 
Sod2 chr6:160100148-160114353 insR chr19:7112265-7294011 
TWIST1 chr7:19155090-19157295 Smarca4 chr19:11071597-11172958 
TBX20 chr7:35242041-35293242 GDF1 chr19:18979360-19006953 
Gli3 chr7:42000549-42276618 Megf8 chr19:42829760-42882921 
MYL7 chr7:44178462-44180916 SLC8A2 chr19:47931279-47975307 
ELN chr7:73442426-73484236 NR1H2 chr19:50879684-50886267 
Sema3C chr7:80371853-80548667 Tnni3 chr19:55663135-55669100 
Sema3d chr7:84624871-84751247 Bmp2 chr20:6748744-6760910 
SRI chr7:87834431-87856308 JAG1 chr20:10618331-10654694 
Krit1 chr7:91828282-91875414 Ovol2 chr20:18004795-18038521 
cav1 chr7:116164838-116201230 Id1 chr20:30193091-30194313 
BRAF chr7:140433812-140624564 KIF3B chr20:30865466-30922811 
NOS3 chr7:150688143-150711686 ift52 chr20:42219578-42275862 
SMARCD3 chr7:150936058-150974231 SNAI1 chr20:48599526-48605420 
SHH chr7:155595557-155604967 SALL4 chr20:50400582-50419048 
GATA4 chr8:11561716-11617509 Bmp7 chr20:55743808-55841707 
Dlc1 chr8:12940871-13372395 Gata5 chr20:61038552-61051026 
NKX3-1 chr8:23536227-23540450 Adamts1 chr21:28208605-28217728 
NKX2-6 chr8:23559964-23563922 TBX1 chr22:19744225-19771112 
NRG1 chr8:31497267-32622558 Txnrd2 chr22:19863039-19929359 
Fgfr1 chr8:38268655-38326352 CHEK2 chr22:29083730-29137822 
SNAI2 chr8:49830240-49833988 Cby1 chr22:39052657-39069855 
Sox17 chr8:55370494-55373456 Map3k7ip1 chr22:39795758-39833132 
CHD7 chr8:61591338-61779467 BCOR chrX:39910498-40036582 
ZFPM2 chr8:106331146-106816765 Cited1 chrX:71521489-71527037 
ZFPM2 chr8:106331146-106816765 apln chrX:128779324-128788914 
Foxh1 chr8:145699116-145701718 ZIC3 chrX:136648345-136654259 
TEK chr9:27109146-27230172 FlnA chrX:153576899-153603006 
Barx1 chr9:96713908-96717608 TAZ chrX:153639876-153650061 
PTCH1 chr9:98205263-98279247 hsa-mir-1-1 chr20:61151513-61151583 
TGFBR1 chr9:101867411-101916473 hsa-mir-1-2 chr18:19408965-19409049 

INVS chr9:102861510-103063426 
hsa-mir-
133a-1 chr18:19405659-19405746 
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Pbx3 chr9:128509616-128729653 
hsa-mir-
133a-2 chr20:61162119-61162220 

ENG chr9:130577290-130617047 
hsa-mir-
133b chr6:52013721-52013839 

RXRA chr9:137218315-137332432     
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Supplementary Table 2. List of primers designed for qPCR validation of the rare CNV 

selected regions obtained from aCHG. All primers were designed with Primer3-PCR 

primer design tool v.0.4.0. 

 
 
Gene name Forward Reverse 

Albumine  GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT  AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT 
TNNI3KF TCACTTCTCTGCTTCACAGTGG TGTTTTCACAGGTGCCAAAG 
PLB1 GCATCCTTTGCCTACAGCTC AGGGCTATTTTCCCCTTGAA 
PPP1CB GGTCTCTCACAAGGCTCCAA AATGAAGCATCCCACGTAGC 
MAD1L1 TTCCATGGTTGCTTTCCTTC TGAGCTCCAATGTGCGTTAG 
FTSJ2 TTGAAGAATGCGTGAATTGC AACCTGGGCAACATAGCAAC 
NT5C2 AAGAGTGGGGGAAGGAGAAA ATCGACCATGGCAGTCCTAC 
CNNM2 AGCAGGTGGAGAGTCCAGAA ATTCAAGGTCAGCCACAAGG 
CCDC76 TGGCTGCTTAAGCTGTTGTG ACCTGCTGTTTCAGGTGCTT 
SASS6 CAAGCTGGTCCTTATCCTTGA GGAGCTACAGCGGACTAAGC 
CDC2L5.1 CAATTGGGTGGCGAGTAGAT ATTTATCCACGCAGCGTTTT 
CDC2L5.2 TCTGAAAGTGTGGAGGCAAA GAGCACTGCTTTCACCCATC 
PTPRJ.1 GGGAATGGTGACTGAAATGG TCGCAAAACACCTCCCTAAC 
PTPRJ.2 TGTGTCCTTCCTTCCCTTTG TCCAACTAACCCACCCTCTG 
ATM ATTGGTTTGAGTGCCCTTTG CCTGTTGCATGACAGCATCT 
KDELC2 GGCTTTTCCAAGCTCCTTTT GGTAGAGACAGCCGAGAGGA 
CPNE8.1 TTGTTCGCACAAAATTGCAT CAAACTTGGCCATTTGCATT 
CPNE8.2 TGCATGGCTAAACTGCTCAC CAGGGTCCTATGGTTGCACT 
GABRG3.1 AGTGCCTAGACCCCCAGATT TATGGTGACTGCATCGTGGT 
GABRG3.2 TTTCCACCATGTCCTTGTGA CGTCAATTACGGTCGGTTTT 
NFATC3.1 TGCTCCATCCCACAAACATA GCTGATAGGAAGACCCCACA 
NFATC3.2 AACACCAACAGATGCCCACT ACACCTGCCCCTCTGTAATG 
MYO19.1 AGGGTCCTATTGGGAAATGG CCAATGGACCTTCTCTTGGA 
MYO19.2 CACTGTTGAGCCTGTCTGGA TGTGTGACTCTGGGCAGTTC 
MAD1L1 AAAACCCAGGAGAGCTGTGA TTGTCCTGCATCACAGAAGG 
FTSJ2 TCAGGAGCTCAGGCTACGTT GCCAGCAGGAAAGAGTCATC 
LMO7.1 CCCCTGCTGATGTGATTTTT CTGTCCTGCAGCATTTCCTT 
LMO7.2 AATCTGGGCTGAAAATGTGC AGCCAAATCCCAAGGAGACT 
MGAM.2 CCTTCAGTGGAAATGCTGCT CCCCCTTCTTCATGCTTACA 
XRN1.1 CAGGGTTGGAAGGAAAACAA TGATTTGAGGTTCCTCTACCG 
XRN1.2 TGTCTGCTCTGCCATGTTTC TGCAGGAGCTTCCTTTCCTA 
CENPP_OGN CTGCTGCACTCAGTCTGCTT CCTGGGAAATCACCAAAATG 
CENPP_OMD CAAACCAGGAGGCATTGATT TCCAAACTGCAGACAAATGC 
KANK1.1 ATCCCTTCAGTGGCTTCGTA GCATGTCCTTCTCTGCTTCC 
KANK1.2 GGCTTGCCTCATTCATCTTC TGGGTTTCTCAAACCTCCAG 
SDC1.1 GGGAGCTGTTATTGGGAACA TTGTTCTTGGGGGTTTTTGA 
SDC1.2 TCAGGCTATGAGGGAGGCTA CAGAAAAGCTTTCCCAGGTG 
NR2C1.1 GCTTTCCTGAAGGTAGGCTTT CAGCAGAGGGGTAATCACCTT 
NR2C1.2 CCTGCCCAGTCACTTCAAA GCCAGAACACAAGACACCAA 
KLHL12 GGGGGAATCTGTTGCCTTAT GCAGAAAGGCGATAATGCTT 
ADIPOR1 AGGACCTGCTGGAAGATTCA CTATCGCTGAGGGCTTTGTC 
DYDC1.1 TGAGTTAAACAGGCCCCAAG GACTGAGGGCAGGGTGTATG 
DYDC1.2 ATCCTGGCCTAGCCTCATTT TGGAGCACCTAACTTGAGCA 
NME6.1 TCCCATTGAAGGGTGAGAAG GTCTGAGTGGTGGGTCCTGT 
NME6.2 CCTCCAGAATCAGTGGATGG ATGTAGGGAAGGCTGGGAGT 
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LTN1.1 TCCCCTCTATTGAGCCAATTT CATTTGGCTTCTCTGGGTGT 
LTN1.2 AGGCTGGCTCTTCTTCTTCA TTCTGCTCTTGAGCACGACTT 
08-oct CAATTTCTGTTGCTCCACCTC TTGGTGGGGTACTGGAATGT 
ETS1.1 AGCAGAGTGGCTGGAGAGAG  TGCTTAGGCCAACTCCATCT 
ETS1.2 AGGCTGTATGGGCACATTTC ACACCTCCTGCCTGTACTGC 
EML4.1 ATGGGAGTTTTGTGGGACAT TGTCCTTCTCCCAATTCCTG 
EML4.2 TTATGAAGAGCCATGCAACG CACTGCCCATCCTGTTACCT 
C1orf25.1 CTGTCCACCACCACTTTCAA ATGGGATTACAGTGGGCAAA 
C1orf25.2 ATTCTGGAGGTGACGACGAA GCCCCCATTAACCTCTTTGT 
NEXN AAAACTTGGCAAGGGTGATG CCTGCTTTCTCCTGTTCCAT 
COCH CCCAAAGTGGTGGTGGTATT GAACCATCCCCAGTTCTTCA 
TTC19 CCACCGTCAGTCTGGAAGTT CCCTGGCTGCTGTACTTACC 
CDK13.1 CCTGAGCTACCAGGAGGAGA CCAGAATCACTGCTGGTCAA 
DNAJC2 CCACCTCCACCAGTTGATTT GCCCTAGCCAGGAAGAGAGT 
TMEM38B.1 TCATGACTTTTTGGCAGATGA CAATTTGGCAAAACACAACAA 
TMEM38B.2 GTTTGGGATGGAAGGAGACA AATGGGTGATTTTTGGCACT 
SH2D4B.1 GGGACAGCCCTTGACCTTAT AGAAGGCTCTTTCCAACACG 
TMEM184B.1 GAGGGAACCTGTTCATTCCA CCCAGATTATCCCTGGGTTT 
PTPRN2.1 GCTCAATGCCCAGATTTGTT ACTCCCCTGACCTCACCTTT 
PTPRN2(2).1 GGTCCCCAAGGGAGATGTAT CAATTCCCTGCCAGTTGTTT 
SLN.1 GCCTACTGGGATCAACCAAA TCTAGGCACATCCTGGACCT 
RASA2.1 TGAAGCTGTTTTGTGGTGTGA ACCAGGCTTGATGAGAGGAA 
PDE8A.1 TGACGTCAACATGGGTTTGT CAGGCACATTTCAGGCACTA 
PGAM1 TGCTTCACTGTGGGCTTCTA GGCCCCCACCATACTTATTT 
TM2D3 GGCTTTTTCTAAGCCCTGCT CTGGGAATATGGACGCTGAT 
PRKCD CCATGAAAACATTGCTGTGG CTGTTACTCCGAGGCTCCAG 
RNF115 TAATGGGCTCCATCTGCTCT TGAAGCTACCTCACCGTTCC 
GLIS3.1 CTTGCCACACACACAAATCC GGTTTTACGCCCACAAAATG 
KIAA1432 TGGGAATGACCGACACTTCT TGGGATAGGCAAAAGGGATT 
WDR72.1 CTTTCAGGGCAAACTGTGCT AGGTTCCTGTTTTGCTGTCG 
PRPF4B GCAGGTCTCCACTTTTGAATG TCCTCTCTGGTTCTCGTCGT 
ADH1B.1 TACGCTCCATGCAAAGACTG ACCTGCTTCACTCTGGGAAA 
TDRD3.2 GCCTGCATCATGAACACTTG TGCAGTGGCATAAACTTTGAA 
TRPM1 AGGCTGGGGAAAGCATCTAT CCTGTGGCTCTTTCCAGAAG 
PVT1.1 ATCCCTTCTGAATGGCACAC AGGAAACATGGCAAGACTGG 
CIITA CCGACACAGACACCATCAAC GCAAAGAACTCTTGCCCTTG 
VPS13B.1 TCAGCCTCAGAAACGAACAA GGTGGGGAGACAAAGGAAAT 
FMR1-AS1 CAAGGACCCTGTAGGGACTG CATAGAGGCCCTGCACCTTA 
CAMSAP1L1.1 ACTGGAATTCACGTTCCTTCA TGGTGTTGCCAGTTCGAATA 
PRKACB.1 TGGGAGAATCCAACTCAGGT GGCAAAATTCCCATTTTAAGC 
CSPP1 AAACCGAAACCTTCCAAACA TCTAAGGGACCACCATGCTT 
ARSB TGACACCCACTGGTGAAAGA GCCATTTAAATCTGGGGTGA 
CSMD1.1  TAATGTTCCCCCTGGATCTG GCCCTTTCCAATCGGTTAGT 
FBN1.1 TGGGGTCCAGTAAATCCGTA GTCCTTCCAGAGGACCACAA 
WDR33.1 GCTGCAAGACACTGCATGTTA GAAAGAGGCATGGAGCAGAG 
PLEK.1 GGAGGCGAATGGAGTACAAA TAGCCCCTGCTTTTTCCTTT 
BTRC.1 GCACCAAATCAACTGCTCAA CACTACCAGCCTGTCCCTGT 
PLN_C6orf204 CTGTTCCCATAAACTGGGTGA CCAAAGTCAGCGAAATCTGTT 
FAM150A CTTCCCACCCACAGACATTT TTCACCAGAATGCAGCAAAC 
NDUFAF1 GCCTCACCTACCCTTGGAAT AAGACGATTGGAGGCAGAAG 
TNFRSF19 TGGTAGCAAAAGGACCTTGG GGGTATCCCATTTTCTTGGAA 
NEUROG2 GCCCGTCTGAATGAAGGATA GCCTTAGTGGGTTCCCTTTC 
ICA1.1 TGCCGAAAAGTCTCCACTTC AGATTGGCAGAATGTCAAGGA 
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AGBL2 GGCATCCAATTGGGAGTACA TGAACTCACCTTGCGAACTG 
SORBS2.1 CCCCTCAATGATTTCCCATA AGCAGGAAGGGAAAGGAGAA 
EPHA5.1 GGCACAATTGGTTCCACTG CCCTGGCAGGATCTCATTTA 
ACSL6.1 TGATTACGTGGGCCTCTTTC TTTGGGTTCTGGATCTGGAG 
SGK196.2 CGTTTGGACTATGGCGATTT CTCCAGCTCAGGTCTCCATC 
VPS33A  TGCAAACCAATGATTCAGGA TTTGGCCTGATTGCACAGTA 
IQCG AATCTGCAGCTCGGTATTGG CGCTGACTGAACTGAATGGA 
ESYT2 GTGTGGATGGAGCTGTGTTG CCTCTAGGTGCTCCATCTCG 
ZMYM4 CTCTCGCATTGAGGAAGAGC TTCAGAGTCCTGGTCCGTCT 
TRIM45 GGCATGCTTCCTAGCAGAAC GATCCAGCCAAATGTGTCCT 
PEX1 AACCCTCATGAGTTCCCAAA GCGCTTTCCAAGAAAATGAC 
PNPLA4.1 CGCTGCAAATGATAGGTTGA AGAAAGCCTTGGAACGATGA 
RLN3 GCTGGAAGTCTGAGGACAGG CGGAAGAAAAACCAACTTGC 
POLR3F CCACGAAGGTGGTGAGATTT TGCTTTCAAGGAGATTTCGTG 
CHRNB3.1 CTGAGTCCCCAGTAGGGTCA TTGTGGTCTGTCCATTCCTG 
TNFRSF10A.1 AGGAAGCACAGGGCTACAGA GCCCACAGTGTAGTCCAGGT 
ACAD10 TCACTGATGTGCCTCGAAAG AGACTCCAGGCTTCTTGCAG 
FAM47E AGACCAAACCAAGCCATGAT TCCCCTTCTGCAATTACCTG 
CCNI.1 ATTCAGGTGGCAGGAAAATG GGAAAGTTGGTGAGAGTGCTG 
KCTD7.1 GAGTGTCCGCTCCTCAACTC GCAGTGCAGCAGGTCATAAA 
RERG.1 ATTCCCAGATGAACCGTTTG AGGGTTGTGTGGAGCATTTC 
DAOA.1 CTGTTGCAGCAAAGGAGACA ACTCTGCATAGGGCTGAGGA 
PIK3C3.1 CTGAAGGCCACTCTCAAACC TGCCTGGATGTTGACAAGAA 
ERAP1.1 TCTGTACGCACGGCTGATAG CTGGTCCCTGTTTCCCTGTA 
GFPT1 TCAGCTTTTGCCAAGATATGC TGCCTGTGATGGTGGAACTA 
CDR2.1 TTTTGAATGGACCCTTGAGC TCCCCTTAGGAGTCCAGGAT 
ATG5.1 CATGAAAAACCACAGGCTGA TTGGCTATATCCTGGCTTGG 
VIP.1 TGTTGCAAAATGCATTAGCTG TCGGAATAGCTTCATGGTGA 
ARNTL2 ACGAAAGCTGGTTTGCAAGT TTGAGTTGGGTAAGCATCCA 
TNRC6B.1 CCCTTCTTCCAGGTGTGTGT ACGGGATCTGACTGGTTCTG 
NFE2L3 CTAAAGCCCCAACCAGTTCA TCAGGCTGTGATGAAAGCAA 
CHEK2.1 TCCGAAAGTGTTTCTTGCTG ATTCAACAGCCCTCTGATGC 
TCTE3 TTAATTTTGCCAGGGCACTC GCCTTTCTCTCTTCCCCTCT 
WDR41 AAAAGCAGGAGTTGCTTGGA GCCAGCCAACCTGTTAAAAA 
RAP1GAP2.1 TAAGGAGAACGCCTTGTTGG AAGGTCCTCCCTACCCAGAA 
PRDM5.2 GGAAGCCTCCATGTCAGAAA CACAGTCCACTGCTGTCCTG 
EXOSC9_CCNA2 ACACAGACCACCAGTGCAAA CCAGGGTTCTCAGAATGGAA 
ASAP2  TCAAGATCCTGCCTCTACGG TCAGAGCTGGGCTATGGACT 
TBX20.1 TATGCCATTCCCAAACATCA TATTTGAGGGCACGTGGAAT 
VPS54 AACAACTTGCAGTGCACCAG GGCCATTGAATGAGAGGAAA 
RAB11FIP5.1 AGGTGCGACACACACTTCTG GGTGGCAGCTGTTTTGTTTT 
IKZF3 TGCCACATTGCTTGCTAATC CCTTTTCTCCCCATGTACCA 
PVT1.1 TGCTCTGACGTCCTCATTTG ATCTGGGAGCCCGTTATTCT 
MORC1 TGCTGCAAAGCAGACAGAGT ATCCCCCAGTATTCCAGGTC 
DSP ACGAAGACCACCATCAAGGA GCTGTCATTGAGCCTGACAA 
ENPP2 AGCCAAGGCCTGGATAAAAT ATCAGCAAATCTTCCCCAAA 
EPCAM.1 TGAGTTCCATGGCAGATCAC TCCACTGGAGTATGCCTTCA 
ODZ1.1 TACCAATGAGGCCCCACTAC AGGGCTTTTTACCCAGAGGA 
SFXN1 GAACAGGGCAAAGAGAGCAC CGGCAAGGATCATGAAGAAT 
DGS4.1 TCATTGTCCAAGAGGCACAG TCACGTTCCCTTTTGAGCTT 
ZFP106.1 CCATGCTGTCCCAGAGAAGT CCAGGCATACCCCTAGCATA 
HIPK3 AAGGCATTGCTTGTGGAGAG GCACACCCAGGCAGTGTAG 
KCNK12 ATGGGAGGAGGATTGAGGTT AGAGGAGACATGGGTGGTTG 
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NUP85 GACCTGTTTCTGGGAGGTGA GCCACTCTAGAAACGCAAGG 
MGAT5 ATTGCTTTGGGATCATCTGC CAAGACAGTGTGCCCTCTCA 
TRAP1  GTGAGCATGTGAGCTCCTGA CCAGAGCAGGTGTGAACTGA 
NASP.1 TAACCGGGATATGCAAGAGC GCCCTTTCCTAATCCAAAGG 
PTPRJ(2).2 GACGGTCAAAGCAGAAGAGG CGTCCATTTCACTGGACCTT 
RAD18 ATTTGGCAAAGTGGGAGTTG CTTTAGCTGGGTGCCTCTTG 
ACCN1.1 AACTGGCTTCAGGTTGATCG AAACACTCACCCCTGTCAGC 
BCMO1 TTCTTGGCACTGAGGGAGTT TTCCCAGGAAAGGTATGTGC 
EVC.1 GGCATCACATGGACTGAGTG CAGACTGCTGGAAGGAGAGG 
CSRP2BP GGCTTTCTTGACAGGAGCAC GAAGGAGATGGGCTTGTCAG 
PCNT TAGTGCCTGTTCCCTCTTGG CACAGACCACCTGGAAACCT 
GJA5 TACAGAGACCAGGCCAATCC AGCAGGGGCAAGGAAATAGT 
GPR83 TGCTGCCTTGTCTCATTCTG GGATCCCCAGATGGATTTTT 
DYDC1 GCCTAACTGACCCTGAGCTG TGGAGTGGTCTTGGGAAAAC 
BIRC6 GTGCGATTCAATCCAAACCT AAAGAAACCCATGCCCTCTT 
NCAM2 TTACATTGTGCTCGGATTGC ATCGCATTTGCATGTGTTGT 
CGNL1 GCAACCCTATGACCCTGAAA GTTTGGGAAAGCAAGTCCAA 
SPATA6 CAGGTGGAATGAAATGTTGCT AAATATGCCCCTTTGGTGGT 
GOLPH3L CCACCAAATGGGAGAAAATG ATTTGGGGAGAGCAACTTCA 
EIF3B TTGGATGTACCACAGGCTGA TACTTCCGGAATGGATCTCG 
TTC3 CGTACCGTTCTGGGATCTGT ATCCCGTTCCAAGGGATTAG 
ARPC4 GGCTTCTTTTCCCTGAGACC ATTAATGGTGCCTGGACTGC 
NUP54 CAGGGCCAGGGAATAAAAAG TTCACTGCGTTTCTTCAGGTT 
TJP1 TCGCTACAGCACTCATCTGG CAACAGCATCCTTCCACCTT 
STBD1 CCCCTGGGAGAACAAGTGTA CTCCACAGTCCAGGCCATAC 
PSMD13 CACAGATGCAGCCAGACCTA TCACTACCCCTCCAGACAGG 
DEFB119 TGACCCAGCCCTAGTGACTT TCAGGTTGCTTAGGGTCCAC 
TNN  ATCAAAGGATGTGGCCTGAG CTCTCTTTCAGTGGGCCAAG 
GMDS ACAGCCAAACCATCATGACA TGTCAAAGCCCAACAAGTCA 
MAP3K4 CGTTTGATGTCTGGGGAGTT GCCCACATGACACATTTCAG 
EXOSC1 TGGGGATTACTAGGGCTTCA TGGCCAGAGTGGCTCTTATT 
TARSL2 GGGCAAAAGTGTCCTTTTCA GACTTCACGGAGGTGCTCTC 
PRKCD CCTAGGTCCTGTTCGCTCAC GTCCATGGAGTCGATGAGGT 
FMR1-AS1 GACAGGACGCATGACTGCTA ACTCGCCTTTCCTCAACTCA 
DSG3 ATGAGCATTTGGCAGTCACA TCCCCTTTCCACAAATTATCC 
ETS1 GTGGGCAGGCAACTATCAAT AAATGACTTTGTGGCCTTGG 
TBX20 CCCCATCATAACCACATGTCT TGGCTGCTGTTTTCCTTACC 
ECI2 TATGACTGGCAACGCTGAAG TGATTGCAGTGGTCAATGGT 
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Supplementary table 3.   Table of 71 validated rare CNV regions (50 duplications and 

21 deletions) in children presenting with ouflow tract defect. Generally CNV sizes ranged 

from 2,9kb to 1845,3kb, except for two much bigger CNVs of 7962,9kb and 14587,4kb 

(highlighted). Most of CNVs (63/71) were inherited from one of the parents, just 8 CNVs 

were found to be de novo. The frequencies of these CNV in general population went 

from 0% to 1% in some cases (according to the following databases:  42 million probes 

study (Conrad et al., 2010), WTCCC study http://www.wtccc.org.uk/, 1000 genomes 

project http://www.1000genomes.org/ and DDD controls project http://www.ddduk.org/). 

 
 

Trio 
ID Mapping (hg19) size Inheritance  CHD Rearrangement  

freq in 
general 
population 

212 
chr2:28796008-
29320823 524,815 De novo CoAo Duplication 0% 

163 chr7:2255641-2275168 19,527 De novo CoAo Deletion singelton  

6 
chr10:104828409-
104857092 28,683 De novo CoAo Deletion 0% 

179 
chr7:40027276-
40136317 109,041 Father CoAo Duplication 0% 

174 
chr11:47870014-
48347382 477,368 Father CoAo Duplication 0% 

44 
chr16:68170552-
68294429 123,877 Mother CoAo Duplication 0% 

59 
chr7:141705389-
141740593 35,204 Father CoAo Deletion 0% 

23 
chr2:20403619-
20451508 47,889 Father CoAo Duplication 0% 

90a 
chr1:78308983-
78384008 75,025 Father CoAo Duplication 0% 

77a 
chr13:76391357-
76408458 17,101 Mother CoAo Deletion 0% 

77b 
chr22:38609792-
38627292 17,5 Father CoAo Duplication 0% 

211 
chr3:141272742-
141385600 112,858 Mother CoAo Deletion 0% 

226a 
chr15:85606120-
85682231 76,111 Mother CoAo Duplication singelton  

437b chr9:3781683-4161396 379,713 Father CoAo Duplication 0% 
437c chr9:5534835-5765850 231,015 Father CoAo Duplication 0% 

255 
chr4:100226779-
100242071 15,292 Mother TGA Duplication 0% 

194b 
chr15:31196707-
32404023 1207,316 Mother TGA Duplication 

doubleton to 
1% 

231b 
chr4:121616153-
121698352 82,199 Father TGA Deletion 0% 

252b 
chr8:100205095-
100403786 198,691 Mother TGA Deletion 0% 

210 
chr15:48883414-
48900202 16,788 Father TGA Duplication 0% 

196a 
chr2:128476795-
128484318 7,523 Mother TGA Deletion 0% 
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196b chr8:2975904-3226799 250,895 Father TGA Deletion 0% 
265 chr2:9525380-9650247 124,867 Father TGA Duplication 0% 

277 
chr3:197566221-
197807478 241,257 Father TGA Duplication 

doubleton to 
1% 

335a 
chr19:14138589-
14159806 21,217 Father TGA Duplication 0% 

335b chrX:7866965-7923963 56,998 Father TGA Duplication 0% 

351b 
chr10:103190059-
103342592 152,533 Father TGA Duplication 0% 

358c 
chr13:105161812-
106809573 1647,761 Mother TGA Duplication 0% 

222a 
chr10:103291033-
103317035 26,002 Mother TGA Duplication 

doubleton to 
1% 

172a 
chr6:118771397-
119031236 259,839 Mother TGA Duplication 

doubleton to 
1% 

172b 
chr8:53161037-
53599551 438,514 Mother TGA Duplication 0% 

297 
chr4:122735142-
122739763 4,621 Mother TGA Duplication 0% 

165b 
chr15:41663852-
41689386 25,534 Father TGA Deletion 0% 

284a 
chr4:186558702-
186625136 66,434 Father TGA Duplication singelton  

302 
chr5:131247533-
131312372 64,839 Father TGA Duplication 0% 

341 
chr20:18162446-
18505596 343,15 Mother TGA Duplication 0% 

356 
chr16:22357397-
22431498 74,101 Mother TGA Duplication 

doubleton to 
1% 

417 
chr6:170140381-
170202588 62,207 Mother TGA Duplication 0% 

393 
chr5:96107398-
96143818 36,42 Mother TGA Duplication 

doubleton to 
1% 

294a 
chr13:23235248-
24515626 1280,378 Mother TGA Duplication 0% 

295 
chr7:158331982-
158611448 279,466 Mother TGA Duplication 0% 

329a 
chr12:112182542-
112308929 126,387 Father TGA Duplication 

doubleton to 
1% 

342 
chr8:42583985-
42587697 3,712 De novo TGA Deletion 0% 

161 chr6:3983732-5004202 1020,47 Mother TGA Deletion 0% 

42 
chr20:11247299-
25834671 14587,372 De novo ToF Duplication 0% 

188a 
chr17:37813254-
38033098 219,844 De novo ToF Duplication 0% 

24 
chr17:31856936-
32598195 741,259 De novo ToF Deletion 0% 

11 chr7:2400442-2420409 19,967 De novo ToF Deletion 0% 

515 chr11:193816-320936 127,12 De novo ToF Deletion 
doubleton to 
1% 

205 
chr2:64107729-
64565531 457,802 Father ToF Duplication 

doubleton to 
1% 

218 
chr2:73285631-
73342384 56,753 Father ToF Deletion 1 singelton  

188b 
chr8:129108394-
129111273 2,879 Mother ToF Deletion 0% 

193a 
chr3:108626684-
108903856 277,172 Father ToF Duplication 1 singelton  
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167 
chr8:120628587-
121180428 551,841 Mother ToF Duplication 0% 

184 
chrX:123509834-
123871097 361,263 Mother ToF Duplication 0% 

148 
chr11:33191299-
33378450 187,151 Father ToF Duplication 0% 

146a 
chr2:47537252-
47936201 398,949 Mother ToF Duplication 0% 

149a 
chr2:134275082-
142237969 7962,887 Mother ToF Deletion 0% 

153b 
chr1:46072235-
46084595 12,36 Father ToF Duplication 0% 

5 chr3:8919991-9052040 132,049 Father ToF Duplication 0% 

29b 
chr16:81134814-
81346534 211,72 Father ToF Deletion 0% 

36 
chr21:47690060-
47855837 165,777 Mother ToF Duplication 0% 

43 
chr1:145761268-
147851297 1845,296 Mother ToF Duplication 0% 

84 
chr2:32815822-
33050595 234,773 Mother ToF Duplication 

doubleton to 
1% 

93b 
chr21:22115159-
23685731 1570,572 Father ToF Deletion 0% 

106 
chr15:57689066-
57753951 64,885 Father ToF Duplication 

doubleton to 
1% 

217 
chr4:77033621-
77102255 68,634 Mother ToF Duplication 

doubleton to 
1% 

214 
chr15:29212452-
30226246 1013,794 Mother ToF Duplication 0% 

153c 
chr11:47993091-
48092687 99,596 Father ToF Deletion 0% 

53 
chr1:150413398-
150772229 358,831 Mother ToF Duplication 0% 

158a 
chr18:28937235-
29049359 112,124 Mother ToF Duplication 0% 
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Supplementary table 4.   ISCA and DECIPHER public databases collecting clinical 

information about chromosomal rearrangements. We found 25 described individuals 

presenting with CHD and carrying at least a CNV overlapping any of our patients’ CNV 

regions. 

 
 
Patient Data ISCA/DECIPHER 

TRIO CHD 
Inherita
nce 

CNV chr 
CNV 
size 
(Mb) 

N° CHD 
Inheritanc
e 

CNV 
CNV 
size 
(Mb) 

77b CoAo father deletion 22q13.1 0,02 nssv70625
8 

TGA unknown 
duplicati
on 

33,75 

     250853 ToF de novo 
duplicati
on 

13,85 

437b CoAo father 
duplicati
on 

9p24.2 0,38 1578 PDA unknown deletion 11,34 

            nssv70648
7 

CoAo unknown deletion 11,1 

            nssv70659
6 

CoAo unknown deletion 16,7 

252b TGA mother deletion 8 q22.2 0,2 nssv70634
5 

ToF unknown 
duplicati
on 

50,7 

196b TGA father deletion 8 p23.2 0,25 nssv70659
5 

CoAo unknown 
duplicati
on 

22,9 

335a TGA father 
duplicati
on 

19 
p13.12 

0,021 nssv58043
7 

Dextrocard
ia 

unknown deletion 0,7 

335b TGA father 
duplicati
on 

X p22.31 0,057 nssv58225
2 

ToF unknown deletion 1,5 

            nssv57838
5 

Hypoplasti
c left heart 

unknown deletion 154,9 

358c TGA mother 
duplicati
on 

13 q33.2 1,65 4668 ToF de novo deletion 9,41 

172a TGA mother 
duplicati
on 

6 q22.31 0,26 250627 TGA unknown 
duplicati
on 

0,85 

294a TGA mother 
duplicati
on 

13 p13-
q12.12 

1,28 nssv58454
3 

ToF unknown 
duplicati
on 

1,05 

42 ToF de novo 
duplicati
on 

20 p12.2-
p11.1 

14,59 1692 PDA unknown deletion 3,45 

            nssv58203
9 

CoAo unknown 
duplicati
on 

0,13 

188a ToF de novo 
duplicati
on 

17 q12 0,22 nssv57874
2 

TAPVR unknown 
duplicati
on 

6,4 

188b ToF mother deletion 8 q24.21 0,003 nssv70634
5 

ToF unknown 
duplicati
on 

50,7 

167 ToF  mother 
duplicati
on 

8 q24.12 0,55 nssv70634
5 

ToF unknown 
duplicati
on 

50,7 

184 ToF mother 
duplicati
on 

X q25 0,36 nssv57838
5 

Hypoplasti
c left heart 

unknown deletion 154,9 

146a ToF mother 
duplicati
on 

2 p21-
p16.3 

0,4 251922 PDA de novo deletion 6,78 

5 ToF father 
duplicati
on 

3 p25.3 0,13 248772 PDA de novo deletion 3,16 

36 ToF mother 
duplicati
on 

21q22.3 0,17 nssv57637
7 

CAVCD unknown 
duplicati
on 

32,5 

93b ToF father deletion 21 q21.1 1,57 nssv57637
7 

CAVCD unknown 
duplicati
on 

32,5 

106 ToF father 
duplicati
on 

15 q21.3 0,065 965 CoAo unknown deletion 10,56 

      250024 
Cardiac 
Situs 
Inversus 

de novo deletion 5,99 
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Supplementary table 5.   DAPPLE and GRAIL tool combined p-value results for 

selection of candidate genes (p<0.05) from our CNVs. In this table there are represented 

the candidate genes obtained for each group of CHD studied. No significant results were 

obtained for CoA group of patients. 

 

 

      GRAIL         

CHD Gene 
Trio 
ID 

PubMed 
2006 

Novartis 
gene 
expression 

Gene 
Ontology DAPPLE TOTAL 

TGA WDR33 196a 0.015787802 0.15227096 0.010582127 0.323835334105 
0.0028720755988023
4 

 CPSF3 265 0.022559575 0.62023193 0.024720905  0.600618530939 0.0305460538041664 

  NUSAP1 165b 0.77651924 0.031565095 0.032658305 0.484201145288 0.0467068926678491 

ToF GJA5 43 0.055199803 0.019855906 0.0082752449 0.57770502244 
0.0020262278058541
1 

 TJP1 314 
0.005771034
5 0.053296526 0.061067656 0.746306118635 0.0043065431777729 

 GJA8 43 0.072884468 0.032352244 0.31742415 0.031296957876 
0.0063361849401889
9 

 MSH2 146 0.12448238 0.027721422 0.073169111 0.357979480341 0.017012384039681 

 DSG1 158a 0.015122614 0.088776053 0.11185395 0.802157450069 0.0208663302542409 

 
MCM3A
P 36 0.22475795 0.015551175 0.054988285 0.667952600672 0.0218262604726446 

 DSG3 158a 
0.0930385
47 

0.0303605
88 0.13275343 

0.37305575734
7 

0.02318674708390
32 

  CTSS 53 
0.0910465
67 

0.8869483
4 0.40883486 

0.01048760450
29 

0.04329491116607
63 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Génétique des malformations cardiaques congénitales : apport de la technique de puces à ADN génomique                                                 Projet 1 

114 
 

Supplementary table 6.  List of 124 candidate genes for CHD. 

 
 

CANDIDATE GENE LIST   

BTRC SRGAP3 LRCH3 KCNK12 

PTPRJ RIC8A LINC00343 RAD18 

ZNF133 ASIC2/ACCN1 DAOA YBEY 

POLR3F KLF13 CEP85L PCNT 

RBBP9 BCL9 ST18 GPR89A 

DZANK1 LMO7 RB1CC1 GPR89C 

CSRP2BP RASA2 NDUFAF1 NBPF10 

CHRNB3 CHRNA7 SORBS2 NBPF20  

TCTE3 EIF3B ACSL6 NBPF25P  

ERMARD MAD1L1 SEC23B LOC728989  

GLIS3 FTSJ2 CDR2 FMO5  

RLN3 PPP1CB ERAP1 CHD1L  

PLN FAM179A SACS ACP6  

ERBB2 CNNM2 TNFRSF19 GPR89C 

TCAP CDK13 MIPEP GPR89B 

RB1CC NUP160 
C1QTNF9B-
AS1 BIRC6 

FBN1 NFATC3 C1QTNF9B TTC27 

GJA5 ESRP2 PTPRN2 NCAM2 

NFATC3 MGAM NCAPG2 CGNL1 

OVOL2 PUM2 ESYT2 NUP54 

WDR33 MAFF MAPKAPK5 APBA2  

CPSF3 TMEM184B GRB7 FAM189A1 

NUSAP1 PDE8A IKZF3 GOLPH3L  

TJP1 KIAA1432 PELI1 HORMAD1  

GJA8 FAN1 RAB11FIP5 CTSS  

MSH2 MTMR10 MORC1 CTSK 

DSG1 LOC283710 ENPP2 LOC101927718 

MCM3AP PRDM5 TAF2 DSG4 

DSG3 VPS13B DEPTOR PRPF4B 

CTSS ASAP ODZ1 C6orf201 

FOXC1 ADAM17 HIPK3 CDYL 
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ABSTRACT: Heterozygous loss-of-function coding-
sequence mutations of the transcription factor SOX9
cause campomelic dysplasia, a rare skeletal dysplasia with
congenital bowing of long bones (campomelia), hypoplas-
tic scapulae, a missing pair of ribs, pelvic, and verte-
bral malformations, clubbed feet, Pierre Robin sequence
(PRS), facial dysmorphia, and disorders of sex develop-
ment. We report here two unrelated families that include
patients with isolated PRS, isolated congenital heart de-
fect (CHD), or both anomalies. Patients from both fam-
ilies carried a very similar ∼1 Mb deletion upstream of
SOX9. Analysis of ChIP-Seq from mouse cardiac tissue
for H3K27ac, a marker of active regulatory elements, led
us to identify several putative cardiac enhancers within
the deleted region. One of these elements is known to in-
teract with Nkx2.5 and Gata4, two transcription factors
responsible for CHDs. Altogether, these data suggest that
disruption of cardiac enhancers located upstream of SOX9
may be responsible for CHDs in humans.
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SOX9 (MIM #608160) is located on chromosome 17q24 and en-
codes a transcription factor that is expressed in a variety of tissues
such as cartilage, testis, heart, glial cells, inner ear, and neural crest
cells. Analysis of knockout mice has shown that Sox9 is involved
in heart valve and endocardial cushion (EC) development, male
sexual development, and chondrocyte differentiation. Heterozy-
gous loss-of-function coding-sequence mutations of the SOX9 gene
cause campomelic dysplasia (CD; MIM #114290). CD is a severe
skeletal dysplasia characterized by congenital bowing of long bones
(campomelia), hypoplastic scapulae, a missing pair of ribs, pelvic,
and vertebral malformations, clubbed feet, Pierre Robin sequence
(PRS), facial dysmorphia and disorders of sex development (DSD)
in patients with a 46,XY karyotype. In addition to coding-sequence
mutations, a range of translocations, inversions, and deletions that
are predicted to disrupt regulatory elements located upstream or
downstream of SOX9 have also been described in patients with CD
of varying severity (Supp. Reference List S1).

Several lines of evidence suggest that some regulatory elements
in the region surrounding SOX9 drive tissue-specific expression
(Supp. Reference List S2). According to this paradigm, SOX9 ex-
pression in a particular cell population is dependent on a series
of enhancers dedicated to that tissue, spread throughout the SOX9
control region. Deletions and duplications upstream of SOX9 have
been identified in patients with DSD without any other abnormal-
ities (Supp. Reference List S3). Similarly, translocations, deletions,
and one point-mutation upstream and downstream of SOX9 have
been detected in patients with isolated PRS, a typical feature of CD
[Benko et al., 2009].

We report here two unrelated families with patients with PRS
and/or congenital heart defects (CHDs) carrying a ∼1 Mb deletion
upstream of SOX9. The proband of family 1 (patient II-2) was
referred to the medical genetics department of CHU Nantes at the
age of 20 years for isolated PRS (Fig. 1a). Physical examination, ECG,
and cardiac echography were all normal. Family history revealed
that her 25-year-old sister (patient II-1) presented with a CHD in
addition to PRS. ECG showed an incomplete right bundle branch
block but no long QT syndrome. Cardiac echography showed an
aortic valve insufficiency (grade 2), a mitral valve ballooning without

C© 2013 WILEY PERIODICALS, INC.



Figure 1. Family 1 (A) and 2 (B) pedigrees showing the phenotype and genotype of each family member. +/del indicates individuals carrying a
∼1 Mb heterozygous deletion upstream of SOX9; +/+ indicates individuals with a normal 17q24 region.

Figure 2. Overview of the SOX9 upstream region. A 2 Mb region upstream of SOX9 is shown by a horizontal line, with tick marks at every 100 kb.
The black dotted bars indicate the PRS translocation breakpoint (tbp) clusters [Benko et al., 2009; Jakobsen et al., 2007] and the proximal and distal
CD tbp clusters summarized in Leipoldt et al. (2007). The diagonal hatched (pink) bars indicate the minimal critical regions for disorders of sex
development (DSD) (Supp. Reference List S3) and brachydactyly-anonychia [Kurth et al., 2009]. The vertical hatched (intense red) bars indicate the
deletions identified in the two present families showing the shortest region of overlap (SRO); and the dark gray (orange) bars indicate other reported
deletions overlapping the SRO that are CHD associated [Amarillo et al., 2013; Lestner et al., 2012; Vergult et al., 2012] or not (Supp. Reference List
S6). The light gray (pink) vertical shaded areas indicate the candidate cardiac regulatory regions A and B.

any prolapse, a mild tricuspid valve insufficiency and a pulmonary
artery stenosis. Their 52-year-old father (patient I-1) presented an
isolated tetralogy of Fallot (ToF). He did not exhibit any feature of
PRS. A careful examination of both sisters and their father excluded
any skeletal anomalies suggestive of CD. The proband of family 2
(patient II-1), referred to the clinical genetics service of CHRU Lille,
presented with PRS and a bicuspid aortic valve (Fig. 2b). Craniofacial
features were hypertelorism, thin lips, a posteriorly rotated and low
set left ear and a tubular nose; the latter was also present in her
father. Radiographs of the spine, thorax, and pelvis were normal.

Her mother (patient I-2) presented with PRS, an atrial septal defect
(ASD) and valvular pulmonary stenosis. ECG was normal in the
mother with no long QT syndrome.

Informed consent for genetic analyses was obtained from all in-
dividuals participating in the study. The protocol was approved by
the ethics committee of the University Hospital Center of Nantes
(BRD 09/3A). Following normal karyotyping, array CGH analysis
performed in the proband of families 1 and 2 using Agilent 180K
oligonucleotide arrays showed 17q24 heterozygous deletions located
upstream of the SOX9 gene (Supp. Methods: Genetic analyses). In
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patient II-2 of family 1, the 17q24 deleted region was found to be
∼1 Mb, extending from –1.25 to –2.3 Mb upstream of SOX9 [arr
17q24 (67,799,619×2, 67,816,443–68,862,917×1, 68,888,111×2]
(coordinates are based on Human Feb. 2009 (hg19) assembly of
International Human Genome Sequencing Consortium) (Supp.
Table S1). Array CGH analyses showed identical deletions in her
sister (II-1) and her father (I-1) (Supp. Fig. S1a). No other imbal-
ance was identified in the three patients. Subsequently, metaphase
fluorescence in situ hybridization analyses with the RP11–693H11
probe located in the deleted region confirmed the deletion in the
two affected sisters and their father (data not shown). In patient
II-1 of family 2, the 17q24 deleted region was found to be ∼1 Mb,
extending from –1.15 to –2.15 Mb upstream of SOX9 [arr 17q24
(67,958,939×2, 67,976,041–68,933,586×1, 68,965,708×2)] (Supp.
Table S1 and Supp. Fig. S1b). Subsequently, qPCR analyses using
an amplicon located in the deleted region confirmed the dele-
tion in the proband and showed that it was maternally inherited.
The shortest region of overlap (SRO) shared by the two families is
887 kb, located between the centromeric boundary 67,976,041 and
the telomeric boundary 68,862,917, and includes KCNJ16, KCNJ2,
and 687 kb of the gene desert between KCNJ2 and SOX9 (Fig. 2).
By Sanger sequencing of patients I-1 of family 1 and I-2 of fam-
ily 2 (Supp. Table S2), we did not identify any deleterious mu-
tations in genes known to be involved in various CHDs (TBX5,
GATA4, NKX2.5, CFC1, FOXH1, NODAL, TDGF1, FOG2/ZFPM2,
GDF1, JAG1, and NOTCH1), which is in favor of a role played
by the deletion upstream of SOX9 in the CHDs observed in these
patients.

The deletions that we report here overlap with a region upstream
of the PRS translocation breakpoint cluster (Fig. 2) that is presumed
to be involved in craniofacial regulation of SOX9 expression [Benko
et al., 2009]. The family 1 and 2 deletions therefore confirm the
importance of this region as a PRS locus. XY sex reversal is another
feature commonly associated with haploinsufficiency of SOX9. Testis
specific enhancers have been speculated since some patients with
upstream translocations or deletions displayed XY sex reversal. The
father from family 1, carrying the deletion, did not present with
DSD, which was in agreement with the location of this deletion
further upstream than the previously defined minimal critical region
for DSDs (Fig. 2).

CHDs have been infrequently reported in association with CD.
Houston et al. (1983) reported that CHDs including ToF, ventricular
septal defect (VSD) and aortic isthmus stenosis occurred in CD pa-
tients. CHDs including VSDs and ASDs were found upon necropsy
in 22% of CD patients [Mansour et al., 1995]. A patient was re-
ported with a SOX9 mutation and CD with a secundum atrioseptal
defect [Kim et al., 2011], whereas one patient harboring a 4.7 Mb
deletion, including the SOX9 coding region, presented with CD,
coarctation of the aorta, patent ductus arteriosus (PDA), VSD, and
persistent foramen ovale [Smyk et al., 2007]. Case 1 in Leipoldt et al.
(2007), with a translocation breakpoint 375 kb upstream of SOX9,
presented with CD including an atrial septal aneurysm and small
PDA. Evidence from animal models suggests that SOX9 is critical
for heart development (Supp. Reference List S4). During embryonic
development, heart valve leaflets, and supporting structures derive
from mesenchymal cells of the ECs in the atrioventricular canal and
outflow tract [Lincoln et al., 2004]. ECs elongate as a result of cell
proliferation and undergo expansion and remodeling of the extra-
cellular matrix (ECM) to form the mature semilunar valve cusps
and AV valve leaflets [Hinton et al., 2006]. Sox9 is expressed early in
valve precursor cells of the EC, during heart septation and remod-
eling of valve leaflets, and is maintained in the mature valve leaflets

during later stages of development (Supp. Reference List S5). Loss
of Sox9 in mice results in embryonic lethality with hypoplastic ECs
[Akiyama et al., 2004]. Sox9 is required early in valve development
for cell proliferation and expansion of the valve progenitor pool
and later is required for normal expression and distribution of valve
ECM proteins [Lincoln et al., 2007]. The data from mutant mice
indicate the potential for dysregulation of SOX9 in the pathogenesis
of valve diseases. Consistent with this, patients from the two fami-
lies described here with deletions upstream of SOX9 presented with
complex valve and vascular anomalies.

To screen for potential cardiac enhancers located in the SRO, we
used ChIP-Seq data generated for H3K27ac, a marker of active reg-
ulatory elements, from mouse tissues at across development (Visel,
unpublished data) (Supp. Methods: ChIP-Seq and bioinformatic
analyes). Via comparison of H3K27ac enrichment, we identified
enhancers predicted to be active only in the heart and cardiac en-
hancers that are also active in other tissues. In the mouse genomic
region chr11:110575281–111621449 (mm9), which is orthologous
to the region deleted in families 1 and 2, we identified 20 candidate
cardiac enhancers, several of which were cardiac specific (Supp.
Fig. S2a and b). Given the presence of PRS in the patients, it is
likely that these cardiac enhancers are also active in cartilage, de-
spite we do not have data to confirm it. We compared this H3K27ac
dataset with two independently generated ChIP-Seq datasets: bind-
ing sites for Nkx2.5 and Gata4 (two transcription factors mutated
in CHDs) in adult mouse heart [van den Boogaard et al., 2012] and
the ENCODE/LICR adult mouse heart p300 ChIP-Seq data (Supp.
Fig. S3a). This led to the identification of two major candidate car-
diac regulatory regions. Region A is composed of adjacent H3K27ac
elements n◦10 and n◦11. Peaks for Nkx2.5, Gata4, and p300 fell
within H3K27ac element n◦10, in a region conserved throughout
mammals (Supp. Fig. S3b). Region B is composed of a cluster of
three H3K27ac elements (n◦18–20), with a p300 peak overlapping
element n◦19, itself conserved to Xenopus (Supp. Fig. S3c). Region
A is deleted in families 1 and 2 and in two patients with CHDs
[Lestner et al., 2012; Vergult et al., 2012], but is not included in
the deletion of a patient described in DECIPHER (258771; Fig. 2)
who did not present any CHD (personal communication, Michael
Speicher). Region B is deleted in families 1 and 2 and in one pa-
tient [Lestner et al., 2012] and a family including two individuals
presenting with CHDs [Amarillo et al., 2013].

Several hypotheses can be raised to explain the fact that the ma-
jority of patients with loss of function coding sequence mutations or
translocations located upstream of SOX9 do not present with CHDs.
Variable penetrance of CHDs in these cases may be due to the ef-
fect of modifying alleles elsewhere in the genome. It is also possible
that the family 1 and 2 deletions lead to a unique reconfiguration
of the regulatory domain upstream of SOX9, resulting in ectopic
upregulation of SOX9 expression in the heart. A similar outcome
could occur if cardiac repressor elements fall within the deletions.
It has been suggested that deregulation of SOX9 can be responsible
for phenotypes distinct from those predicted to result from loss of
function. For example, some duplications upstream of SOX9 result
in isolated brachydactyly-anonychia, yet deletion within the same
interval leads to isolated PRS [Kurth et al., 2009].

It remains to be determined whether SOX9 is the in vivo target
of the putative cardiac regulatory elements described here. Indeed,
an alternative target for region A may be KCNJ2. KCNJ2 codes for
an inward rectifying potassium channel that has a role in main-
taining resting membrane potential in skeletal and cardiac muscle.
Coding sequence mutations in KCNJ2 are responsible for Ander-
sen syndrome (MIM #170390), which involves the core triad of
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cardiac arrhythmias, periodic paralysis, and dysmorphic features.
Recently, Lestner et al. (2012) reported a patient presenting features
of CD and a small PDA with left to right shunting, associated with
branch pulmonary artery stenosis, a small inter-atrial connection
and mild myxomatous thickening of the mitral valve. The array
CGH analysis detected a ∼2.3 Mb deletion upstream of SOX9 ex-
tending more proximally and distally compared with our deletions.
Also, a 4.16 Mb deletion, covering most of the family 1 and 2 SRO,
was reported in a patient with dysmorphic features, pulmonary
stenosis with a dysplastic pulmonary valve, PDA and drug-induced
long QT syndrome [Vergult et al., 2012]. The deletions described
in the present study, by Lestner et al. (2012) and by Vergult et al.
(2012) involved the KCNJ2 and KCNJ16 genes, which therefore are
alternative candidates (Fig. 2). Despite a report of valve defects in
several members of a large family harboring a KCNJ2 mutation
[Andelfinger et al., 2002], valvulopathies do not appear to normally
be part of the Andersen syndrome phenotype. KCNJ2 mutations
associated with Andersen syndrome typically act in a dominant
negative manner [Preisig-Müller et al., 2002]. It is therefore unclear
whether genomic lesions influencing KCNJ2 expression levels could
result in CHDs or electrophysiological defects, although this pos-
sibility is supported by the phenotype of drug-induced long QT in
the patient harboring a deletion of KCNJ2 in Vergult et al. (2012)
(prolonged QT is one of the major features of KCNJ2 coding muta-
tions). Also, the possibility of long-range transcriptional regulation
of KCNJ2 is supported by SNPs centered on region A associating
with susceptibility to thyrotoxic periodic paralysis and SNPs greater
than 300 kb downstream of KCNJ2 (i.e., within the KCNJ2–SOX9
gene desert) that associate with certain ECG profiles and influencing
predisposition to arrythmias in GWASs (Supp. Reference List S7).
KCNJ16 (Kir5.1) codes for an inward rectifying potassium channel
that coassembles selectively with either Kir4.1 (KCNJ10) or Kir4.2
(KCNJ15) to form heteromeric channels. The functional impor-
tance of Kir4.1/Kir5.1 in renal ion transport has recently been high-
lighted by mutations in the human Kir4.1 gene (KCNJ10) that result
in seizures, sensorineural deafness, ataxia, mental retardation, and
electrolyte imbalance/epilepsy, ataxia, sensorineural deafness, and
renal tubulopathy syndrome, a complex disorder that includes salt
wasting and hypokalemic alkalosis [Paulais et al., 2011]. Therefore,
it is unlikely that deregulation of KCNJ16 would cause CHDs. No
CHDs were reported in a patient (258771) described in DECIPHER
carrying a de novo microdeletion including KCNJ2 and KCNJ16,
whereas several deletions that include these genes (but which leave
the majority of the family 1 and 2 SRO intact) have been deposited
in the Database of Genomic Variants, suggesting that haploinsuffi-
ciency of these genes alone is unlikely to lead to strongly penetrant
CHDs. We cannot exclude the possibility that the combination of
the loss of KCNJ2 and regulatory elements required for cardiac ex-
pression of SOX9 contribute to the CHDs observed in families 1
and 2.

In summary, we have identified overlapping deletions of ∼1 Mb
in two families presenting with PRS and/or CHDs, of which the
latter are predominantly valvulopathies. Analysis of ChIP-Seq data
allowed us to identify major candidate cardiac regulatory elements
in the deleted region. Future work will involve testing the in vivo
cardiac activity of these regions in transgenic reporter mice, and in-
vestigation of the interactions of these regions with the surrounding
candidate target genes.
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Supplementary data 

 

Supplementary Methods  

 

Genetic analyses 

Array CGH experiments were performed using Agilent Human Genome CGH 180K 

oligonucleotide arrays (Agilent, Santa Clara, CA; www.agilent.com) with the ISCA design 

(www.iscaconsortium.org) in family 1 and 180K oligonucleotide arrays with the catalog 

design in family 2 following the protocols provided by Agilent (Supplementary Figure 1). 

The arrays were analyzed with the Agilent scanner and the Feature Extraction software 

(v. 9.1.3). Graphical overview was obtained using the CGH analytics software (v.3.5.14). 

 

ChIP-Seq and bioinformatic analyes 

Generation of H3K27ac ChIP-Seq data at different stages of mouse heart development 

was performed using methods described elsewhere (Visel et al., 2013) and reanalysed 

for this study (Nord, Pennacchio, Visel, unpublished work). Candidate cardiac enhancers 

from the H3K27ac datasets were cross-referenced with the Nkx2.5 and Gata4 peaks 

obtained from adult mouse heart by ChIP-Seq (van den Boogaard et al., 2012) and the 

ENCODE/LICR adult mouse heart p300 ChIP-Seq data (http://genome.ucsc.edu/), and 

converted to human genome co-ordinates (Hg19). For visualisation of the mouse 

ENCODE/LICR data in the UCSC browser, the “Heart Adult 8 weeks p300 TFBS ChIP-

seq Peaks from ENCODE/LICR” track was selected, with Minimum Signal Value set to 5. 
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Supplementary Figure 1. The Agilent 180K array-derived profile of chromosome 17 of 

the affected members from family 1 (A.) and family 2 (B.). For each panel, the ideogram 

and the oligomers of the corresponding chromosome and a detailed view of the region of 

interest are shown. The oligomers are arranged along the y-axis according to their 

position. The x-axis represents the log 2 transformed intensity ratios. Intensity ratios 

corresponding to deleted probes are colored in green. The abnormal genomic region 

detected by the CGH Analytics algorithm for 180K arrays is colored in brown in family 1 

(A), and in blue in family 2 (B). Location of SOX9 and KCNJ2 genes on 17q24.3 is 

indicated. 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 2. a) Developmental time course of H3K27ac signal and peaks 

within a ~1 Mb mouse genomic region orthologous to the deleted region upstream of 

SOX9 identified in families 1 and 2. The boundaries of the region investigated in mouse 

are chr11:110575281-111621449 (mm9). Three different mouse tissues were analysed: 

heart, forebrain and liver. Heart Specific Peaks refers to H3K27ac peaks found only in 

heart tissue, while Shared Peaks refers to H3K27ac peaks found in heart as well as in 

another of the studied tissues. b) Co-ordinates of individual H3K27ac peaks. “Other 

tissue” refers to comparison of heart H3K27ac signal with that in forebrain and liver.  
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The shaded pink areas indicate the candidate cardiac regulatory regions A and B. 
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Supplementary Figure 3.  a) Mouse H3K27ac peaks converted into hg19 and placed 

under the deleted regions present in families 1 and 2. In the red bars representing 

deletions, the thin ends indicate regions of uncertainty of the precise deletion 

boundaries. b) zoomed view of region A, depicting Nkx2.5 and Gata4 peaks found in 

adult mouse heart by Chip-Seq (van den Boogaard et al., 2012), the ENCODE/LICR 

adult mouse heart p300 peaks and a SNP associating with susceptibility to thyrotoxic 

periodic paralysis in a genome-wide association study (Cheung et al., 2012)  c) zoomed 

view of region B. 
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Supplementary Table 1. 180K array CGH results for the deletions upstream of SOX9. 

 

  

Family 1 

Patient II-2 

Family 2 

 Patient II-1 

Agilent probe 

reference 

A_16_P0328244

2 

A_16_P0328268

1 

Last normal copy-

number probe 

(centromeric side) 

Physical position of 

the probe (start-

end)(hg19) 

67,799,560-

67,799,619 

67958880-

67958939 

Agilent probe 

reference 

A_16_P4088924

1 

A_16_P2071569

5 

First deleted 

probe 

(centromeric side) 

Physical position of 

the probe (start-

end)(hg19) 

67,816,443-

67,816,502 

67976041-

67976100 

Agilent probe 

reference 

A_16_P0328422

6 

A_16_P2071832

9 

Last deleted 

probe 

(telomeric side) 

Physical position of 

the probe (start-

end)(hg19) 

68,862,917-

68,862,976 

68933527-

68933586 

Agilent probe 

reference 

A_16_P2071821

3 

A_16_P2071838

2 

First normal copy-

number probe 

(telomeric side) 

Physical position of 

the probe (start-

end)(hg19) 

68,888,111-

68,888,170 

68965708-

68965767 

Minimum size of 

the deletion (in 

Kb)  1,046 Kb 958 Kb 

Maximum size of 

the deletion (in 

Kb)  1,088 Kb 1,007 Kb 
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Supplementary Table 2. Primers for NKX2.5, CFC1, FOXH1, NODAL, TDGF1, 

FOG2/ZFPM2, GDF1, JAG1 and NOTCH1 were designed with Primer3-PCR primer 

design tool v.0.4.0. Primers sequences for TBX5 and GATA4 were taken from literature 

(Basson et al., 1999; Tomita-Mitchell et al., 2007) 

 

GENE EXON FORWARD (5’ to 3’) REVERSE (3’ to 5’) 

NKX2.5  Exon 1 AGTTTCTTGGGGACGAAAGC CTTGTGCTCAGCGCTACCT 

  Exon 2.1 GCGCTCCGTAGGTCAAGC TAGGGATTGAGGCCCACG 

  Exon 2.2 CAGACTCTGGAGCTGGTGG CCGAGAGTCAGGGAGCTGT 

    

CFC1 Exon 1 ACAGTGGCTCATGCACTACG GGGCCTGGAGTAAAGACACC 

  Exon 3 TGAGTCCGCAGACTGAGATG TGCATGAGCCACTGTTCATT 

  Exon 4-5 ATGCACTGTGGATCGGTATG TGGCTGGAGGCTGATTTTAC 

  Exon 6 GTCCCTCTCCCAAGGATCTG ACCGAGCCGGAACACTTTAT 

    

FOXH1 Exon 1 GGCCCTGCCTTCTACACTG CGAGTCTGGGGAAAGAGAGA 

  Exon 2 AGTGGGACCAGTCCTGAGAG TAGCAGGGACTTGATGCTGA 

  Exon 3 GGAAGTCCTGAGCATCCAAG CTTGGCTCCCTGTCAACAA 

    

NODAL Exon 1 TGCTGAGGCCCAGGATATAA CACCCTGAACGCTAGAATCC 

  Exon 2 CCCTCCTTCCTTCTTGGTTT AGCAAAGCTAGAGCCCTGTC 

  Exon 3 CTATTCTGACCTGCCCATCA CAGAGTGCAGGCAAATCCA 

    

TDGF1 Exon 1 CGATGCTAACGCCTCTTTTC GGTCTTTCAGGAAAAACAGCA 

  Exon 2-3 TGTGGTCTTGTCCTTGTGATG CAGGTGCCCTTTTAGGTGAA 

  Exon 4-5 TTCCATCCCTACACCCTCAG CCAGGCTCTAGCAAGACAAGA 

  Exon 6 AGCAGGATGAACTGCCAGAG AGCAGCAGCCTTTACTGGTC 
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FOG2/ZFPM2 Exon 1 GCTCATCTCCGAACGTGAAT GCAATAATCCCACCAACTCC 

  Exon 2 TCTTTTGTGAGTCCCCTTGG TCAGACGGCTGAATTATGTGT 

  Exon 3 CTTTCTCTCCTTGTGTTGGTG CAAGCAGAGGTAGCACTTTGG 

  Exon 4 GCATGTGAAAAGGTGAAAGGA TTCATTGGAAAGCAAGCAGA 

  Exon 5 TTAATCAACGGAAGCAAATGG TTCCATTCCAGCTCTTCTGG 

  Exon 6 TTGATCAAACACTCCACTCCA TCCCATAAATTCCCATCACC 

  Exon 7 AACCTGAGAGCGGAGTCTGA TCACACTGGTTGACCCAGAA 

  Exon 8.1 TCCCTGTCATTCAAAAACCA TCTGGGGACTTAGCCATCTG 

  Exon 8.2 CCGTCATTTACAGCCCTTTG CTGGAACACACTTGTTGATCG 

  Exon 8.3 GCCTACCTGAGCAGGAACAA AGCACACCCATTTGAGGAAG 

  Exon 8.4 TGAAGCTGCTCAGCTCATTG TTTTTGAAAATGGCACCAATA 

    

GDF1 Exon 7 CTGCGCACTCTCTGGTCAT GGTGGCCGAAGTTGCTAGT 

  Exon 8 CTTCCTCCCTGTCCCTAACC CACGCGGCATTTATTGTTG 

    

JAG1 Exon 1-2a GAAAGGCAGCACGATGCG GTGCATGCTCCAATCGGC 

  Exon 2b TGTCCATGCAGAACGTGAAC CGCCTAGTTTCAAGCCAAAG 

  Exon 3 GGAGGCCAAGAATGTACGAG CAAGAGGTGGCAGAAATGCT 

  Exon 4 CAGGTTGTCTCTGGGTAGGG CTAAAAGCAACAGGCACACG 

  Exon 5 CCTCCCATCTTCCTCTCCTT GTGTGCATTCCACCAGACAG 

  Exon 6-7 AAAAAGCCTGGACTTTGCAG TGGGATAAGGCCTATCTTTGG 

  Exon8 TATCACACGCTTGCTTTTGG CACCGAGACATTCACACTGG 

  Exon 9 CAATGACAGCCCCTCATGTA CCCAGGCCTGCTAGACTCTT 

  Exon 10-11 AGGGAGAGGGATCAGATGCT CACAGGGACAGAGCTCTCCTA 

  Exon 12 AAGCCCTGTGTTTGTGGAAT  CAGCGGCTCTGCTCTAAAAA 

  Exon 13 CTCTGATCCCTCCCCCTTT AGTCTGGAGACAGCCAGGTC 
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  Exon 14  AGGCCCTTGGCTTAGGAAT CAGTCTCCCCAGCCTTACTG 

  Exon 15  GCCATGAAAACTGCTGAACA CCCTCCAACATGACCCATAC 

  Exon 16-17-18 TTCCTGGAAAAGCCTGATTG CAAGGGTGTCAGGATCTGCT 

  Exon 19 GCCTGGTTCCAATTTAGCAA ATGGAATGAAGCGGTAAAGC 

  Exon 20 ATTGGCAGCCAGAGTAATGG TAAAGGGAATGGTGGCTTTG 

  Exon 21 TCAAAACATTGCCACACACC GACTGCAAAGCTCGCTCAC 

  Exon 22-23 AAAGAATTGAACCCCGATCC TAGCTCATGGCATTCCTCCT 

  Exon 24-25 AGCCAGCCTCAAAGAGAACA GGTAGGGCACTGCCAGATAA 

  Exon 26 GTTCCTGCGATGATGCTTTT GCCAGTGTAAGCCAGCTTGT 

    

NOTCH1 Exon 1 AGCCAGCCGGGGAAGAGA GAAGGTCGGTCCTCCCTGAT 

  Exon 2 CCCCAGCAACCCATGATACT GGGCCATCTCCAGAAGACAA 

  Exon 3 ACAGGTTCCCGGTGCTGAG GATCCCGCCAAGTACCTCAA 

  Exon 4 TGGGAGCTGTGGTCCTTCAT CATCCCGCCTTCCCAACT 

  Exon 5 GTGGAGGCCAGGCTCTTGT CCTTCTCGGCCAACCCTAGT 

  Exon 6 GCCTGCAGAGGAAGGAGTGA GGGTGAGGTCACACAGCTCAG 

  Exon 7-8 GCACCCAGGATAACCTGAAA AAGCAACCCACAGATGTTCC 

  Exon 9 GGGTTCGTTTCTGTCCCAAGT ACAACCCACGGCCCTCAC 

  Exon 10 GGTCCCTGAAGGGCCATAG CCAGACCAAGGTGTCCATGA 

  Exon 11-12 TCCTGAGTAGGTGGGAATGC GAGTGGCTGACCTTGACCTC 

  Exon 13 TGGAAGGATGTGGCCAGAAG TGGCCCATCTCAAGCTCTGT 

  Exon 14 GCCCATAGGGCATTGCAGAC TGTCTCCAGCTCCCCAGACT 

  Exon 15 GGCCTCTGGCTCTTGGAGA CCCCAAGAAAGCCACCACTT 

  Exon 16 GGGAGATCCCTCTGGGTGAG AACGGTGCTCCCAGGTCAAT 

  Exon 17 TTCCCAACTCCAGTTCCTGT GAGGCCTGAGAGCTTCCTG 

  Exon 18 CTTTGTCACAGGGCTGCTT CAGGGACGAGACTGACGTTT 

  Exon 19 GTGCTGGCGAGGCAGAATC GCTGCTCAGATCCCCAGAAA 
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  Exon 20-21 TGCAGCCTGGGTTGGAGTAG TTTCCACAGGCCACCTCTTC 

  Exon 22 GGGTCTCTCTCCAGGTCTGA GAGTTTCTGGCTGGTTCCTG 

  Exon 23-24 ACCCTTGACACCTGCCTCTC CGTGGACCTCTCCAGGTGTCT 

  Exon 25 
GCCTCCCAGGTTAGAGGAGA

G 
AGCCAGGCCACATCCAAGT 

  Exon 26 GAGGCCAGCATGCAGTTCTAA CCTCTCGGAACCTCCGTCTC 

  Exon 27 TGTCCTGACTGTGGCGTCAT CACACCCGTGGGTAGCAACT 

  Exon 28 ATGGAGGAGAGTGGGTGAG GGTGAGGGGTCGAGAAGTGA 

  Exon 29-30 ATCCTCACCGGGAGTCTG GGAAACACCCCAAGGATGAA 

  Exon 31 AAGCTGGATTCGGCTCTGT CCTGACTTCCCTGGAGAACA 

  Exon 32-33 GCCGATCTCAGGAGGGTCTC GGGTTTGGCCCTCACTTCTC 

  Exon 34.1 TTCCTCTGGTGATGGAACCT CGCATTGACCATTCAAACTG 

  Exon 34.2 CTTTGAGACTGGCCCACCT AAGGCTTGGGAAAGGAAGC 

    

TBX5 Exon 2 
GCTTCTTGTCCTCAGAGCAGA

ACCT  

CAAGAGAAGCCGAGCAGGAAA

GCCA 

 Exon 3 
TTCTCCTCGTCCCTCTCTCTAC

ACA  

AGTTTGGGGAAGGAATGCCCAC

TAC 

 Exon 4 
AACGGGGCTAGTTTCCGCTTC

CACG  

CTTTTTGGGAGAAGGTTCCACTT

TT 

 Exon 5 
CTGGTGCGTGAACTGAAGCAC

GC  

GAGGGAGACAAGGCGGGGAAT

CCAG 

 Exon 6 
ACGGCCCCAGGCACTGGTTC

CTGGG  

CAGGGTTTTATCTGGAGACAAA

GGG 

 Exon 7 
ATTAGCTCATGTCCTGAGGTG

GTCT 

GTGGGGAGGAGAAAGTTGAGG

AATC 

 Exon 8 
CTTTTCTGGTGGATTCTCTCAC

ACC  

GGGTAGGAACATGTCAAGGGAA

CT 

 Exon 9 
TACTTTGGCCAAATAACTGTCT

CC  

CGACCTTGAGTGCAGATGTGAA

C 
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GATA4 Exon 1.2 TGTTGCCGTCGTTTTCTCTC GTCCCCGGGAAGGAGAAG 

 Exon 1.2 CGACGGAGCCGCTTACAC GCGTTGGTGGAAAAACAAGA 

 Exon 2 TGAGAGCTGGGCATAAACAA AGAGGATGTCCCACCAAGG 

 Exon 3 GGGCAGTGCACACCTTTTAC GAGAGATGGGCATCAGAAGG 

 Exon 4 
TGTCTTTCAATGCTGTAGCAG

A TGCCTAACCCGGAAGATATG 

 Exon 5 CATTAGCTTGCACCCATCC AGTACTAGGCTGGCCTCTGG 

 Exon 6 CCTAGACCTCCCAAGC GGCCTCCTTCTTTGCTATCC 

 

 

Supplementary Reference List 1 

Case reports of patients presenting with CD of varying severity found to carry 

translocations, inversions and deletions that are predicted to disrupt regulatory elements 

located upstream or downstream of SOX9: 

 (Foster et al., 1994; Hill-Harfe et al., 2005; Lecointre et al., 2009; Leipoldt et al., 2007; 

Ninomiya et al., 1996; Pfeifer et al., 1999; Pop et al., 2004; Tommerup et al., 1993; 

Velagaleti et al., 2005; Wagner et al., 1994; Wirth et al., 1996; Wunderle et al., 1998; 

Young et al., 1992) 

 

Supplementary Reference List 2 

Reported evidence suggesting that some regulatory elements in the region surrounding 

SOX9 drive tissue specific expression: 

(Bagheri-Fam et al., 2006; Bishop et al., 2000; Mead et al., 2013; Qin et al., 2004; 

Sekido and Lovell-Badge, 2008; Velagaleti et al., 2005; Wunderle et al., 1998) 
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Supplementary Reference List 3 

Reported patients carrying deletions and duplications upstream of SOX9 presenting with 

DSD without any other abnormalities: 

(Benko et al., 2011; Cox et al., 2011; Vetro et al., 2011) 

 

Supplementary Reference List 4 

Animal model evidence suggesting that SOX9 is critical for heart development: 

(Akiyama et al., 2004; Lincoln et al., 2007; Montero et al., 2002; Rahkonen et al., 2003) 

 

Supplementary Reference List 5 

Studies showing that Sox9 is expressed early in valve precursor cells of the EC, during 

heart septation and remodeling of valve leaflets, and is maintained in the mature valve 

leaflets during later stages of development: 

(Akiyama et al., 2004; Hinton et al., 2006; Lee and Saint-Jeannet, 2009; Lincoln et al., 

2006, 2007; Montero et al., 2002; Rahkonen et al., 2003) 

 

Supplementary Reference List 6 

Reported patients carrying deletions overlapping the SRO region that are not CHD-

associated: 

(Benko et al., 2009; Blyth et al., 2008; Fukami et al., 2012; De Gregori et al., 2007; 

Jakubiczka et al., 2010; Lecointre et al., 2009; Ledig et al., 2010; Pop et al., 2004; White 

et al., 2011) and DECIPHER patient 258771. 
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Supplementary Reference List 7 

(Cheung et al., 2012; Jongjaroenprasert et al., 2012; Marjamaa et al., 2012; Pfeufer et 

al., 2009) 
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Abstract 

Congenital heart disease (CHD) is the leading malformation among all newborns. 

Although genetic variation contributes to CHD, the genetic basis for the disease remains 

unknown in the majority of the patients. We report a child with transposition of the great 

arteries, ventricular septal defect and coarctation of the aortic isthmus. By array 

comparative genomic hybridization (aCGH), we identified a duplication of the 5’ half of 

the semaphorin 3D (SEMA3D) gene. Breakpoint sequencing and fiber fluorescent in situ 

hybridization showed a tandem duplication. SEMA3D expression studies, performed on 

the patient’s immortalized lymphoblasts, showed a higher level of expression of 

SEMA3D mRNA compared to the controls. Moreover, we demonstrated the presence of 

a truncated SEMA3D poly-A tailed mRNA, resulting from an abnormal transcription of the 

partial duplication of SEMA3D. Sema3D is an axon guidance protein essential for the 

correct migration of cardiac neural crest cells into the outflow tract during cardiogenesis. 

Sema3D null mice present with anomalous pulmonary venous connections and atrial 

septal defects but the role of SEMA3D in humans remains unclear. The results suggest 

that a truncated SEMA3D may have hampered the migration of cardiac neural crest cells 

during heart development, and consequently contributed to CHD in our patient. 

 

Key Words 

Congenital heart defects, Sema3D, transposition of the great arteries, coarctation of the 

aorta, outflow tract defect, CGH, CNV, gene duplication 
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Introduction 

Congenital heart defects (CHD) are the most common congenital malformations with an 

incidence of 0.5-1% of live births (Øyen et al. 2009), and are among the leading causes 

of morbidity and mortality during the first year of newborns’ life in developed countries 

(Gillum 1994; Petrini et al. 1997). Transposition of the great arteries (TGA), which 

accounts for 5-7% of all CHD (Digilio et al. 2001), is the most common cyanotic disorder, 

and the most frequent CHD diagnosed in the neonatal period, with a prevalence of 0.2 

per 1000 live births. The commonly observed form of TGA is the dextro-looped type, 

which consists of a discordant ventriculo-arterial connection so that the aorta incorrectly 

arises anterior and right-sided from the right ventricle, whereas the pulmonary artery 

incorrectly arises posterior and left-sided from the left ventricle. Normally in the healthy 

heart, both outflow tracts and great vessels show a dextral (right-handed) spiralisation, 

but on the contrary, in TGA the great vessels present a parallel course without normal 

spiralisation. Apart from TGA, coarctation of the aorta (CoA), which is an outflow tract 

defect whereby the aorta narrows in the area where the ductus arteriosus inserts, is a 

relatively common defect that accounts for around 7% of all CHD (Rosenthal 2005). 

While TGA and CoA often occur as isolated defects, some patients present both 

anomalies. 

 Although most of the patients are successfully operated, the risk of cardiac 

malformation in their offspring is 10-fold higher than in the general population (Burn et al. 

1998). Despite the high incidence of CHD, the aetiology of these malformations remains 

largely unknown. A multifactorial origin, associating both environmental and genetic 

factors, seems to be the usual mode of inheritance (Nora 1968; Gillum 1994; Petrini et 

al. 1997; Blue et al. 2012). Currently, about 20% of CHD can be attributed to the known 

causes, such as, chromosomal abnormalities, single gene disorders or teratogens. 

However, no aetiology is identified in about 80% of the patients presenting with CHD 

(Blue et al. 2012). 

 Cardiac neural crest cells play a key role in heart development. The cells migrate 

ventrally and form third, fourth, and sixth pharyngeal arch arteries to the cardiac outflow 

tract and then fuse to form the aorticopulmonary septum, distally, and the conotruncal 

septum, proximally, to divide the outflow tract into aortic and pulmonary outflow vessels, 
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for simultaneously, forming the outflow valves and the subvalvular component of the 

mature outflow tracts (Jiang et al. 2000). One of the known causes of CHD is a 

disruption of neural crest cells’ migration into the outflow tract (Feiner et al. 2001; Zhou 

et al. 2012). It was observed, in quail-chick chimera embryos, that neural crest cells 

ablation leads to a spectrum of pathologies involving the cardiac outflow and the great 

arteries among them persistent truncus arteriosus and TGA (Kirby et al. 1983; Waldo et 

al. 1998). 

 The array comparative genomic hybridization (aCGH) is a method able to detect 

genomic copy number variations (CNVs) (i.e. deletions and duplications), that can be 

used in sporadic patients and therefore able to pinpoint candidate genes. The 

emergence of aCGH technique has facilitated the study of sporadic cases, presenting an 

isolated CHD, for the identification of new candidate genes implicated in these 

pathologies. The recent studies have evidenced rare CNVs in patients with CoA and/or 

TGA using the aCGH method (van Bon et al. 2008; Mefford et al. 2008; Fakhro et al. 

2011; Hitz et al. 2012; Soemedi et al. 2012; Lalani et al. 2013). 

 Here, we report a patient with TGA, ventricular septal defect and CoA carrying a 

duplication of the 5’ half of SEMA3D. Genomic and mRNA expression studies suggest 

that the truncated SEMA3D allele hampered cardiac neural crest cell migration during 

embryonic heart development and thus contributed to congenital heart defects. 

 

Methods 

Patients 

The proband (individual II-1) is a male, born to healthy unrelated parents (individuals I-1 

and I-2) (Figure 1a). During pregnancy, the ultrasound examination, performed at 22 

weeks of gestation, revealed a TGA, without any other abnormalities. At birth, the 

echocardiography confirmed the TGA with ventricular septal defect and a coarctation of 

the aorta with mild arch hypoplasia. Echocardiography also revealed that the pulmonary 

valve was bicuspid, slightly dysplastic with moderate leakage. Surgical repair (arterial 

switch, VSD closure, and repair of coarctation) of the cardiopathy was performed with 

success. The patient was referred to our medical genetic department at the age of 39/12 

years for mild psychomotor delay and at the time of referral the patient had a mild 
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language delay and a mild form of attention deficit hyperactivity disorder. He acquired 

walking alone at 21 months. The patient did not present any dysmorphic features, extra 

cardiac malformations, feeding or sleeping difficulties. At physical examination at 43/12 

years old, his growth measurements were normal (height: 104.5 cm; weight: 16 kg and 

head circumference: 50.5 cm). 

 

SEMA3D copy number variant (CNV) detection 

Informed consent for genetic analyses was obtained from all individuals participating in 

the study. The protocol was approved by the ethics committee of the University Hospital 

Center of Nantes (BRD 09/3A). Karyotyping based on RTG-banding was performed 

using standard methods on metaphase spreads from peripheral blood of the patient. 

Genomic DNA was extracted from peripheral blood using standard protocols. aCGH 

experiments were performed using Agilent Human Genome CGH 60K oligonucleotide 

arrays (Agilent, Santa Clara, CA; www.agilent.com) with the ISCA design 

(www.iscaconsortium.org), following the protocols provided by Agilent. The arrays were 

analyzed with the Agilent scanner and the Feature Extraction software (v. 9.1.3). 

Graphical overview was obtained using the CGH analytics software (v.3.5.14). 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed using RP11-349O05 probe, 

located in the 7q21.11 duplicated region and the CTB-164D18, located in the 7p 

subtelomeric region, was used as a control probe (http://bacpac.chori.org/home.htm) 

(Supp. Figure S1a). 

 

Breakpoint sequencing 

To narrow down the genomic region harbouring the breakpoints of the duplication, we 

designed primers for quantitative PCR (qPCR) assays of every 2-3 Kb in the candidate 

regions (Supp. Table S1). qPCR reactions were performed with a LightCycler®480 

System (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) and 

SYBR®Premix Ex TaqTM (Takara Bio Inc., Shiga, Japan). ∆∆Ct method was used to 

quantify the number of DNA copies (Livak and Schmittgen 2001). ∆∆Ct were calculated 

with the ALB gene for normalization. 
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 To sequence the breakpoint junction fragment of the duplication and to 

characterize its orientation, we designed two primers at both ends of the duplication 

(Supp. Figure S1b). Long range PCR (LR-PCR) reactions were performed with different 

primer combinations using TaKaRa LA TaqTM system (Takara Bio Inc., Shiga, Japan). 

The LR-PCR products were sequenced with different primers, located within the 

amplicon, using an ABI 3730 automated sequencer. 

 

FiberFISH analysis 

Chromatin fiber stretching was performed on patient’s immortalized lymphoblasts 

(Heiskanen et al. 1996). LR-PCR reactions were performed on a pool of control DNAs 

using TaKaRa LA TaqTM system (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) to amplify two specific 

fiberFISH probes located at both ends of the duplication (Figure 2a). The size of the 

fiberFISH probes were 8 Kb and 9.5 Kb (Supp. Table S2). The LR-PCR products were 

labelled in Green-dUTP (ENZO®, Life Sciences Inc, NY, USA) for the probe located at 

the 5’ end of the duplication and in Orange-dUTP (ENZO®, Life Sciences Inc, NY, USA) 

for the probe located at the 3’ end with the Nick Translation Reagent Kit (Abbot 

Molecular Inc, IL, US). FISH was performed with the two probes using a protocol 

reported elsewhere (Le Caignec et al. 2003). 

 

mRNA expression analyses 

RNAs were extracted from immortalized lymphoblasts of patient II-1 and two normal 

individuals, used as controls, with RNeasy® Mini Kit (Qiagen Group, Hilden, Germany) 

and an RNase-free DNase I (Qiagen Group, Hilden, Germany) treatment in accordance 

with the manufacturer’s instructions. cDNA synthesis was performed using OligodT, 

RNaseOUTTM Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Life Technologies, Carlsbad, 

California, US) and M-MLV Reverse Transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, 

California, US) following the manufacturer’s instructions. 

 RT-qPCR reactions were performed with a LightCycler®480 System (Roche 

Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) with 25 ng of cDNA 

and SYBR®Premix Ex TaqTM (Takara Bio Inc., Shiga, Japan). ∆∆Ct method was used 
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to determine the level of expression of SEMA3D transcripts (Livak and Schmittgen 

2001). ∆∆Ct were obtained by comparing patient’s cDNA versus control cDNA and the 

GAPDH house keeping gene for normalization. 

 For mRNA sequencing, primers were designed to bridge an exon-exon junction 

with the aim to avoid genomic DNA amplification (Supp. Table S3). Several pairs of 

primers were designed within the non-duplicated and duplicated regions of SEMA3D. 

 

SEMA3D Western blot analysis 

Cultured lymphoblasts of patient II-1 and two normal individuals were used for SEMA3D 

western blotting. Briefly, the membrane was first incubated with primary antibodies 

(SEMA3D Antibody, Novus Biologicals, 1:10000 dilution and GAPDH (6C5), Santa Cruz 

Biotechnology, 1:1000 dilution), and later with HRP-conjugated goat anti-rabbit/mouse 

secondary antibody (Anti-Rabbit IgG, Rockland, 1:40000 dilution; Anti-Mouse IgG, 

Rockland, 1:10000 dilution). 

 

Results 

Following normal karyotyping, aCGH analysis performed in patient II-1 showed a ~ 350 

Kb duplication in 7q21.11 region (Figure 1b and Supp. Table S4). The duplicated region 

encompassed the promoter region and the exons 1 to 6 of SEMA3D (arr 7q21.11 

(84,521,699x2, 84,523,431-84,866,480x3, 84,904,037x2) (coordinates are based on 

Human Feb. 2009 (hg19) assembly of International Human Genome Sequencing 

Consortium) (Supp. Table S4). The last 11 exons of SEMA3D are not included in the 

duplication. The duplication does not include any other genes and no other imbalance 

located elsewhere in the genome was identified in this patient. SEMA3D is not located in 

a copy-number variable region (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home). 

 qPCR analyses using primers located in SEMA3D confirmed the duplication in the 

proband. Parental qPCR analysis showed that the duplication was absent in the mother 

while the father was not available for analysis. Metaphase FISH analyses with RP11-

349O05 BAC probe located in the duplicated region only showed two signals at 7q21.11 

in both homologous chromosomes, confirming that the duplicated fragment was inserted 
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at the same locus as the normal one and not translocated elsewhere in the genome 

(Supp. Figure S1a). 

 To characterize the breakpoints of the duplication, a qPCR primer walking 

strategy was used to narrow down the breakpoint regions, followed by LR-PCR 

reactions. A ~3,500 bp band obtained by LR-PCR showed that the duplication was in 

tandem orientation (Supp. Figure S1b). Subsequent, Sanger sequencing of the LR-PCR 

product showed the exact location of the proximal and the distal breakpoints at 

84,685,273 bp and 85,037,934 bp, respectively (Figure 2b) and its size (352,662 bp). In 

addition, fiberFISH experiments led us to confirm the tandem orientation (Figure 2c). 

 Expression studies showed that the level of expression of SEMA3D mRNA was 

similar to controls when using primers located in the non-duplicated region of the gene 

(Figure 3a). In contrast, a higher level of expression of SEMA3D mRNA compared to the 

controls was observed when using primers located in the duplicated part of the gene 

(Figure 3b). These results suggest that the 5’ half of SEMA3D of the duplicated fragment 

was transcribed leading to a truncated mRNA of SEMA3D, in addition to normal mRNA 

copies transcribed from the two wild alleles. Next, a series of oligo(dT) based RT-PCR 

sequencing evidenced the presence of an aberrant mRNA of SEMA3D in the patient but 

not in controls (Supp. Figure S2). Therefore, that aberrant mRNA resulting from the 

SEMA3D partial duplication is likely constituted by a normal 5’UTR region, exons 1 to 6 

and an abnormal 3’UTR region containing part of intron 6 of SEMA3D. These results 

suggest the presence of a truncated poly A tail mRNA, which escapes non-sense 

mediated decay (NMD), transcribed from the 5’ half of SEMA3D of the duplicated allele. 

We were not able to detect the presence of the truncated protein by Western blot 

because of the lack of specificity of the antibody. 

 

Discussion 

In this study, we characterized a partial duplication of SEMA3D which was detected in a 

patient with complex CHD. The mRNA expression study showed that, in addition to the 

SEMA3D normal alleles, the partially duplicated SEMA3D gene also was transcribed to a 

truncated mRNA. 
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 Class 3 semaphorins comprise 7 different secreted proteins (designated by the 

letters A-G). These proteins contain a Sema domain involved in the formation of a 

complex with neuropilin (Nrp) and plexin transmembrane co-receptors. Sema3-Nrp-

Plexin complex activates the R-ras signalling pathway and thus decreases the Integrin 

attachment to the extracellular matrix leading cells to move (Kruger et al. 2005; Yazdani 

and Terman 2006). Semaphorins are best characterized during axon guidance cues in 

development (Pasterkamp and Kolodkin 2003) and have been implicated in multiple 

biological processes, such as angiogenesis (Crivellato 2011), cardiovascular patterning 

and development of the heart (Behar et al. 1996; Jin et al. 2006; Toyofuku et al. 2008). 

For example, (i) Sema3C null mice exhibit cardiac outflow tract and aortic arch 

abnormalities (Feiner et al. 2001), and (ii) Sema3A null mice show vascular defects 

(Serini et al. 2003). 

 The complex Sema3-Nrp-Plexin plays a major role in cardiac neural crest cell 

development. Sema3C through Plexin-D1 is required for the precise navigation of 

migrating cardiac neural crest cells (Toyofuku et al. 2008). Sema3D, in particular, is 

expressed in a subset of neural crest cells that contribute to cardiac development in 

zebrafish (Sato et al. 2006). The knockdown of Sema3D in zebrafish prevented the 

migration of cardiac neural crest cells which resulted in the defects in myocardial 

development within the primary heart field. Zebrafish mutants present with complex 

congenital heart defects, including hypertrophic cardiomyocytes, decreased ventricular 

size and defects in trabeculation and in atrioventricular valve development (Sato et al. 

2006). Sema3D null mice showed an abnormal pulmonary venous connections 

associated with atrial septal defects (Degenhardt et al. 2013). In addition, it has been 

found that the disruption of the Sema3D receptors, Nrp1 or PlexinD1, causes a failure to 

septate the outflow tract into the ascending aorta and pulmonary trunk in null Nrp1 mice 

(Gu et al. 2003), or causes persistent truncus arteriosus and other patterning defects of 

the aortic arch arteries in null PlexinD1 mice (Gitler et al. 2004; Zhang et al. 2009). While 

Sema3D and receptors have been extensively studied in different animal models, their 

roles in humans remain unclear. A deletion of three exons of SEMA3D and two 

intragenic deletions in PLEXNA2 have been identified in three unrelated patients with 

tetralogy of Fallot (Silversides et al. 2012). Based on these data, the presence of 

abnormal SEMA3D in our patient may have hampered the interaction SEMA3D-NRP1-

Plexin complex resulting in an activation of R-Ras signaling. Therefore, cardiac neural 
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crest cells may have failed to migrate properly to the primary heart during embryo heart 

development and contribute to the CHD of the patient. 
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Figures  

 

Figure 1. a.  Pedigree of the family. The black square indicates the patient with 

congenital heart defects; the white symbols indicate the unaffected individuals; +/dupl. 

indicates the patient carrying the partial duplication of SEMA3D; +/+ indicates the 

individual with a normal 7q21.11 region; NA: not available for DNA analysis. b. Detection 

of CNV in the affected patient. Left panel, ideogram representing the duplication with the 

first 6 exons of SEMA3D. Right panel, detailed view of the array-derived profile of 

chromosome 7 of patient II-1. The oligomers are arranged along the y-axis according to 

their position. The x-axis represents the log transformed intensity ratio. Intensity ratio 

corresponding to duplicated probes is colored in red. The abnormal genomic region 

detected by CGH Analytics algorithm for 60K arrays is colored in brown. The arrow 

indicates the breakpoint position between exon 6 and exon 7 of SEMA3D.  
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Figure 2.  Breakpoint sequencing and fiberFISH analysis. a. Schematic representation of 

normal (upper panel) and duplicated (lower panel) SEMA3D loci observed in patient II-1. 

The green and the two red squares indicate the three fiberFISH probes. The red arrow 

represents the promoter region; the red rectangle indicates the duplicated region. F and 

R indicate the forward and reverse primers, used for breakpoint sequencing. b. 

Electropherogram of the breakpoint (red vertical arrow) of the duplication using primers F 

and R at 7q21.11. c. Fiber-FISH image of the duplicated allele in the same chromatin 

fiber. The green probe located on the left side of the image and the two red probes on 

the right side belong to the normal fragment and are closely followed by a green probe 

belonging to the duplicated fragment. The two red probes of the duplicated fragment 

could not be observed because of the long distance.  
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Figure 3.  SEMA3D mRNA expression analyses by RT-qPCR. a. An increased level of 

expression of SEMA3D mRNA is observed in patient II-1 compared to two different 

controls when using primers located in the duplicated region of SEMA3D (exons 1 to 6). 

b. In contrast, comparable level of expression of SEMA3D mRNA is observed in patient 

II-1 compared to two different controls when using primers located in the non-duplicated 

region of SEMA3D (exons 7 to 17). These results suggest that the duplicated portion of 

SEMA3D is transcribed. Scale bars represent standard errors. 
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Supplementary data 

 

 

 

Supp. Figure S1.  Characterization of the duplication identified in patient II-1. a. 

Metaphase fluorescence in situ hybridization (FISH) performed on patient’s immortalized 

lymphoblasts using the RP11-349O05 probe (colored in red) located in the chr7q21.11 

duplicated region and the 7pter probe (colored in green) located in the subtelomeric 

region of chromosome 7 used as a control. Two red signals were observed showing that 

the duplication is located at the same locus as the normal one. b. Schematic 

representation of the SEMA3D alleles of the affected patient. The two primers designed 

to detect the possible orientations of the duplication are represented as F (in red) and R 

(in green) located at both ends of the duplication and orientated to the outside of the 

duplication. A single PCR product was obtained with the combination of primers F and R 

showing that the patient carries tandem duplication. LR-PCR products run in a 0.7% 

agarose electrophoresis gel showing a ~3500bp band only when using F-R primers. 
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Supp. Figure S2.  mRNA SEMA3D expression. a. RT-qPCR using a forward primer 

located in the last duplicated intron and a reverse primer located in the penultimate exon 

of the duplicated fragment. A single PCR product of ~267 bp was observed in patient II-1 

but was absent in the controls. The sequence obtained by Sanger sequencing of the 

amplicon matched to partial intron6 + exon6 + partial exon5 evidencing the presence of 

an aberrant mRNA in the affected patient. b. PCR products run in a 2% agarose 

electrophoresis gel showing a ~267bp band in the affected patient and not in the 

controls, evidencing the presence of an aberrant mRNA resulting from the SEMA3D 

gene partial duplication present in the affected patient. 
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Supp. Table S1.  Primers designed for qPCR every 2-3 Kb intervals to narrow down the 

location of the duplication breakpoints. All primers were designed with Primer3-PCR 

primer design tool v.0.4.0. 

 

GENE FORWARD (5’ to 3’) REVERSE (3’ to 5’) 

SEMA3D_1 ATGAAGCCAATGCAAACCTC ATGAAGCCAATGCAAACCTC 

SEMA3D_2 GTGTCATCATGTGCCAATGC GTGTCATCATGTGCCAATGC 

SEMA3D_3 TGCCTGGTTCCAAGGACTAC TGCCTGGTTCCAAGGACTAC 

SEMA3D_4 CCATATATTTCCCCCTCCTCA CCATATATTTCCCCCTCCTCA 

SEMA3D_5 TGCTGTGGGCTTAACATCTG TGCTGTGGGCTTAACATCTG 

SEMA3D_6 CACCCCAATGGTTTCCTATG CACCCCAATGGTTTCCTATG 

SEMA3D_7 CAGAACTTCAACACCGCAAG CAGAACTTCAACACCGCAAG 

SEMA3D_8 TGACATGGAATTTGCCAGAA TGACATGGAATTTGCCAGAA 

SEMA3D_9 TAGGGCTAGCAGGCAAAGAA TAGGGCTAGCAGGCAAAGAA 

SEMA3D_10 TGCTGTGCTGAAATTCCTTC TGCTGTGCTGAAATTCCTTC 

SEMA3D_11 CACTCTTTGGCCTCCATTGT CACTCTTTGGCCTCCATTGT 

SEMA3D_12 ACCTTGCAGGGGATCTTTCT ACCTTGCAGGGGATCTTTCT 

SEMA3D_13 AGGCCACTCTGCATCTCAAT AGGCCACTCTGCATCTCAAT 
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Supp. Table S2. Primers designed to amplify probes for the fiberFISH protocol. All 

primers were designed with Primer3-PCR primer design tool v.0.4.0. 

 

GENE FORWARD (5’ to 3’) REVERSE (3’ to 5’) 

SEMA3D.1C.DUP 

GTGAATTAACCAGGTAACAGAT

GCGTAATAGGA 

AAGTCTAAATGCTCTGTAGGGA

TTTGCCATTT 

SEMA3D.2C.DUP 

AAATGTCATGGTGCTTCACTCT

TATCGTCTATT 

ATAAAGCTGTTTTGGATTTTATT

GGACCCTACA 

SEMA3D.1T.DUP 

CCAGCATGGTTTCTTTTAACCC

CTATTTTAAG 

AACTCTGAGCAGGCTTGTGGTG

TATGTAGTTTA 

SEMA3D.2T.DUP 

AATATTCTTACAGTATTTGCCTA

AGCATTTTGCAC 

GAGGTAGTAATTGCTCCCACTG

TATGCAGTATC 

SEMA3D.1C 

TTCTGATCTATTCTGAACCAATA

GTGCATTTCA 

TAGAAATAACCCACTGAAGATT

GAGACAACACA 

SEMA3D.2C 

ATCTATAGTGTTCCTTGAGGGT

AATGCTGAACA 

GGAAATAAGTGTGAACTTCTCA

GGTGCATAAAC 

SEMA3D.1T 

ACCATGTAACAGGTGTGTTGTT

TCTGATTTTAC 

TATGATGTTGCAGAAATGGAAT

GAAGACTTTTT 

SEMA3D.2T 

TACGATCTTCTAAAATGTTCAGC

AACAGTGAAA 

GCTTAAAGTTGCCATACTTCCC

ATTTATTGTCT 
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Supp. Table S3.  Primers designed for RT-PCR to bridge an exon-exon junction. All 

primers were designed with Primer3-PCR primer design tool v.0.4.0. 

 

GENE FORWARD (5’ to 3’) REVERSE (3’ to 5’) 

SEMA3D_ex1-2 GTCACTGGCACTTTGAAGCA GCCTGCCTCTTTCCTCATCT 

SEMA3D_ex2-3 TCCCTTTTTGGGTTCATCAG TTTGCAGCAGGCCAATAAAT 

SEMA3D_ex3-4 ATTTATTGGCCTGCTGCAAA TGAAATGCTCCAGTTCCACA 

SEMA3D_ex4-5 TGTGTGTGGAACTGGAGCAT CTGCTGAGGATCGAAAGGAC 

SEMA3D_ex5-6 GTCCTTTCGATCCTCAGCAG TGGTCATGAGTAGGCCCAAG 

SEMA3D_ex6-7 GATCCCTTGGGCCTACTCAT TCGGAGGTACTGCCTTCTTG 

SEMA3D_ex7-8 ACCATCCTTTCTCGAGTTGG GTATCTGCCCCATCACTTCC 

SEMA3D_ex8-9 CAACGCAGCCTGATAAACAA TCTTTCATCTCTTGTGGGGAGT 

SEMA3D_ex9-10 TCCCCACAAGAGATGAAAGAA AACGATGGTCTGCACTTTCC 

SEMA3D_ex10-11 GGAAAGTGCAGACCATCGTT CATCACAGAGTGCCGCTTTA 

SEMA3D_ex11-12 GGTGGATCATGTCATTGCAG GCAACTCCTCCAGCACTACC 

SEMA3D_ex12-14 GGTAGTGCTGGAGGAGTTGC TCTGTGCAAGGAGAGCTGAA 

SEMA3D_ex14-15 CTTGCACAGATGCGACACTT TGATTGGGTCGCCATATTTT 

SEMA3D_ex15-16 AAAATATGGCGACCCAATCA CATCCCCTGACCTCTGGATA 

SEMA3D_ex16-17 TATCCAGAGGTCAGGGGATG TGGATGAAAGTGTGCTCCTG 
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Supp. Table S4.  CGH 60K oligonucleotide array result for the SEMA3D partial 

duplication in the affected patient. 

 

Agilent probe reference A_18_P16158724 First normal copy-number 

probe 

(centromeric side) 
Physical position of the 

probe (start-end)(hg19) 
84683705-84683763 

Agilent probe reference A_18_P16158492 
First duplicated probe 

(centromeric side) Physical position of the 

probe (start-end)(hg19) 
84685495-84685554 

Agilent probe reference A_16_P18009686 
Last duplicated probe 

(telomeric side) Physical position of the 

probe (start-end)(hg19) 
85028485-85028544 

Agilent probe reference A_16_P18009758 Last normal copy-number 

probe 

(telomeric side) 
Physical position of the 

probe (start-end)(hg19) 
85066101-85066160 

Minimum size of 

the duplication (in Kb) 
 343,049 Kb 

Maximum size of 

the duplication (in Kb) 
 382,338 Kb 
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DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 

 
 

La fréquence élevée et la grande variabilité des malformations cardiaques 

congénitales sont le reflet de la complexité de l’embryogenèse du cœur. L’identification 

de formes monogéniques de cardiopathies complexes a modifié notre vision de ces 

anomalies que l’on pensait au début surtout liées à des facteurs environnementaux. La 

mise à jour des premières interactions moléculaires initie une compréhension plus 

globale du développement cardiaque normal, mais également pathologique conduisant 

aux MCC. 

Les observations issues de notre travail suggèrent un rôle important des CNVs 

dans la genèse des MCC. Les résultats de notre première étude basée sur la détection 

de CNVs chez 316 enfants atteints d’une coarctation de l’aorte (CoA), d’une 

transposition des gros vaisseaux (TGA) ou d’une tétralogie de Fallot (ToF) indiquent un 

nombre important de CNVs rares chez ces patients. La différence significative (p<0.01) 

de CNVs de novo identifiés chez les patients avec CoA (4.1%) et ToF (6.6%) en 

comparaison des événements de novo identifiés chez les patients présentant une TGA 

(0%) pourrait être expliquée par le fait que les événements génétiques forts chez les 

patients avec TGA seraient moins fréquents que pour les CoA et les ToF. A l’inverse, les 

TGA pourraient être le résultat d’une prédisposition génétique liée à de multiples variants 

à effet faible associée à des facteurs environnementaux. Par ailleurs nous avons montré 

qu’une grande partie des CNVs rares observés dans notre étude (54/69, 77%) incluent 

des gènes possédant des sites de fixation à un même facteur de transcription : FOXC1 

qui est connu pour jouer un rôle essentiel dans la régulation du développement 

embryonnaire dans différentes modèles animaux (Kume et al. 2000; Wilm et al. 2004; 

Siegenthaler et al. 2013) ainsi que dans le développement cardiaque du conotroncus 

(Kume et al. 2001; Seo and Kume 2006; Kume 2009). Ainsi, l’existence de 

microduplications / microdéletions incluant des sites de fixation à FOXC1 peut altérer 

l’expression de gènes régulés par FOXC1, ce qui en fait un excellent gène candidat aux 

MCC.  

Dans une deuxième partie de ce travail, nous avons mis en évidence des CNVs 

affectant des régions régulatrices intergéniques pouvant également être responsables 
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de MCC. En effet, nous avons identifié une délétion d’environ 1Mb en amont du gène 

SOX9 chez des individus de deux familles différentes au sein desquelles plusieurs 

personnes présentaient une séquence de Pierre Robin (PRS) associée ou non à une 

MCC. Des analyses de ChIP-Seq chez la souris ont permis d’identifier, dans la région 

délétée, des éléments régulateurs cardiaques qui pourraient altérer l’expression du gène 

SOX9 au cours du développement du cœur. 

Dans la troisième partie de ce travail, nous avons décrit une duplication en 

tandem comprenant la région 5’ du gène SEMA3D à l’origine d’un ARNm tronqué, 

susceptible de perturber la migration des cellules de la crête neurale au cours du 

développement du cœur. 

En conclusion, le développement cardiaque fait intervenir un grand nombre de 

gènes interagissant de façon complexe. Des CNV incluant plusieurs gènes, un seul 

gène, une partie d’un gène ou des régions régulatrices de gènes impliqués dans le 

développement du cœur peuvent être liés aux MCC. Les CNVs rares doivent être 

considérés comme un des facteurs impliqués dans ces MCC en association avec 

d’autres variations génétiques et des facteurs environnementaux.  

Dans l’avenir, des études in vivo réalisées à l’aide de modèles animaux 

permettront de mieux caractériser le rôle de chacun de ces CNV dans l’apparition de ces 

MCC. Par ailleurs, le séquençage des gènes candidats par des techniques de haut débit 

sur une grande cohorte de patients atteints de MCC serait intéressant à réaliser de façon 

à mieux caractériser leur rôle. 
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I. Annexe 1. Tableau complet de correspondance entr e le code IPCCC et la CIM-10. 
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II. Annexe 2. Facteurs de risque non génétiques et MCC (Patel and Burns 2013). 
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Genetics of congenital heart defects:  contribution  of array comparative genomic 
hybridization (aCGH) method  

 
Résumé  
 
Notre projet a consisté à analyser par aCGH 316 patients 
présentant une malformation cardiaque congénitale (MCC) 
à type de transposition des gros vaisseaux, tétralogie de 
Fallot ou coarctation de l’aorte avec pour objectif la 
détection de microdélétions et microduplications 
génomiques et ainsi l’identification de nouveaux gènes 
contribuant à ces MCC. L’identification de nouveaux gènes 
permet une meilleure compréhension des mécanismes 
moléculaires et embryologiques à l’origine de ces 
malformations et un meilleur conseil génétique. 
Notre étude a conduit à l’identification de 21 
microdélétions et 50 microduplications rares de novo ou 
héritées dont certaines comprennent des gènes candidats 
aux MCC. L’analyse bioinformatique des données a 
permis de montrer que de nombreuses 
microdélétions/microduplications comprennent des gènes 
possédant des sites de fixation de FOXC1. Ces 
microdélétions/microduplications pourraient donc altérer 
l’expression de certains gènes régulés par FOXC1 au 
cours du développement cardiaque. Par ailleurs, parmi les 
remaniements identifiés, nous avons détecté une délétion 
d’environ 1Mb en amont de SOX9 chez des patients avec 
malformation cardiaque et syndrome de Pierre Robin. 
Nous avons montré que cette délétion comprend plusieurs 
activateurs cardiaques putatifs. Ces résultats suggèrent 
que la dérégulation de SOX9 peut être responsable de 
MCC. Enfin, nous avons identifié une duplication partielle 
de la région 5’ du gène SEMA3D donnant lieu à un ARNm 
tronqué de SEMA3D. Ces résultats suggèrent que la 
portion tronquée de SEMA3D pourrait perturber la 
migration des cellules de la crête neurale au cours du 
développement et ainsi contribuer aux MCC. 
 
Mots clés 
malformations cardiaques congénitales, transposition des 
gros vaisseaux, coarctation de l’aorte, tétralogie de Fallot, 
CGH array, CNV, FOXC1, SOX9, SEMA3D. 

 

Abstract  
 
Our project consists of the analysis by aCGH of a series of 
316 patients with Congenital Heart Defects (CHD) such as 
transposition of the great arteries, tetralogy of Fallot and 
coarctation of the aorta with the aim to detect genomic 
microdeletions and microduplications and thus to identify 
new genes contributing to CHD. The identification of new 
genes contributes to improve the understanding of the 
molecular and embryological mechanisms underlying 
these defects and enable better genetic counseling. 
Our study led to the identification of rare de novo or 
inherited 21 microdeletions and 50 microduplications, 
some of them comprising candidate genes for CHD. 
Bioinformatic analysis of the data demonstrated that many 
microdeletions/microduplications include genes with 
FOXC1 transcription factor binding sites. These 
microdeletions/microduplications might hamper the 
expression of genes that are regulated by FOXC1 during 
heart development. Otherwise, among the rearrangements 
identified, we detected a ~1 Mb deletion upstream of 
SOX9 in patients presenting with heart defects and Pierre 
Robin syndrome. We have shown that this deletion 
includes several putative cardiac enhancers. These results 
suggest that deregulation of SOX9 might be responsible 
for CHD. Finally, we identified a duplication of the 5’ half of 
SEMA3D, generating a truncated poly-A tailed mRNA of 
SEMA3D. These results suggest that truncated SEMA3D 
may have hampered the migration of cardiac neural crest 
cells during heart development, and thus contributed to 
CHD. 
 
Key Words 
congenital heart defects, transposition of the great arteries, 
coarctation of the aorta, tetralogy of Fallot, CGH array, 
CNV, FOXC1, SOX9, SEMA3D. 
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