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PREAMBULE

La CGH-array (Comparative Genomic Hybridizationp@uleversé le diagnostic des
anomalies chromosomiques ces dernieres années. t€elinique est utilisée depuis janvier
2009 au Centre Hospitalier Universitaire (CHU) datiers et est devenue une méthode de
choix pour le dépistage des microremaniements obsomiques. Elle est actuellement
utilisée en routine pour explorer les syndromegympalformatifs et retards mentaux chez des
enfants ou adultes ne présentant pas d’anomal&bles en cytogénétique classique :
caryotype et FISH (Fluorescent In Situ Hybridizajio

Cette analyse pourrait étre intégrée a la stratégexploration diagnostique des
syndromes malformatifs feetaux inexpliqués. Selorafgport d’activité 2007 de I'agence de
biomédecine [1], la pratigue du diagnostic prénatatonduit a réaliser en France 94375
caryotypes foetaux. Parmi ceux-ci, 4100 anomaligsncbsomiques déséquilibrées ont été
identifiees (4,3%). 17128 caryotypes ont été derdambur signes d’appels échographiques :
dans cette cohorte, le taux d’anomalies déségediratteint 14,4%. Cependant, dans une
grande proportion des cas, les anomalies échograghirestent inexpliquées et des décisions
guant au devenir de la grossesse sont prises samsitre |'étiologie des malformations
observées. C’est dans ce cadre que la CGH-arragitiétre proposée en diagnostic prénatal.
Plusieurs études ont déja montré le gain diagnosfpporté par cette technique.
L’identification d’'une origine chromosomique cawesgaburrait éclairer le conseil génétique et

donner une explication aux couples concernés.

L’application de la CGH-array en diagnostic pré@haeste néanmoins délicate. Outre
I'aspect technique lié a la nature des prélevemarasalyser (villosités choriales, liquides
amniotiques, cellules en culture de liquide amnisti et sangs faetaux), l'interprétation des
résultats est compliquée par I'existence de polymismes et peut ne pas donner de résultats
explicits pour le diagnostic. Dans ce travail, nawsns mis au point la CGH-array pour le
diagnostic des malformations fcetales inexpliqu§astgustifié, pour la majorité des cas, une
interruption médicale de grossesse. Nous avonsm@galt entrepris la caractérisation de

déseéquilibres chromosomiques mis en évidence gaarietype.



Si l'utilisation de la CGH-array en routine pow dliagnostic prénatal (DPN) peut
encore étre considérée comme étant au stade duopgement, son utilisation dans le
diagnostic moléculaire des anomalies foetales aghatiti a une interruption médicale de

grossesse (IMG) est indispensable.
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INTRODUCTION

1. La CGH array

1.1 Historique

Développée dans les années 1990, I'hybridation méne comparative est
initialement utilisée pour la détection des réageanents chromosomiques présents dans les
tumeurs solides [2]. Dans ces tissus, de nombreusgi®ns du génome se trouvent
impliquées dans des altérations quantitatives ge tyélétion ou duplication d’ADN. La
détection de ces anomalies est un élément impopant le diagnostic, le suivi et le
traitement des patients. L’ADN tumoral et 'ADN tém sont hybridés sur des chromosomes
en métaphase afin aeettre en évidence les déséquilibres d’ADN darmggel®mme des cancers

par rapport aux tissus normaux (figure g niveau de résolution ne dépasse pas 5 Mb.

Chromosomes métaphasiques dénaturés
Fragments d/ADN Agent intercalant bleu: DAPI
tumoral dénaturés
marqués avec un

flusrochrome vert \

Fragments d'/ADN non tumaral

f f dénaturés marqués avec un

"i\\‘ fluorochrome rouge

HYBRIDATIONl

parties du chromasome amplitiees dans les cellules tumorales
parties du chromosome perdues dans les cellules tumorales
parties du chromosome conservées dans les cellules tumorales

Figure 1 : Hybridation génomique comparative sur ch romosomes en métaphases.
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Quelgues années plus tard, d’autres équipes momghest possible de remplacer les
chromosomes métaphasiques par des lames de veresguelles sont fixés des fragments
d’ADN [3, 4]. L’hybridation est réalisée sur un fqut contenant des fragments d’ADN
extraits de chromosomes artificiels de bactérieBGBou de chromosomes artificiels de
phages (PAC), fragments de séquences connuesiigfegi(figure 2). La résolution de la

technique s’améliore considérablement, c’est la €&Bidy ou «caryotype moléculaire» [5].

Fragments d’/ADMN
tumoral dénaturés
marqués avec un
fluorochrome vert

Fragments d'/ADN non tumoral
dénaturés marqués avec un
fluorochrome rouge

HYBR[DATION|‘¢

Hybridation préféﬂanﬁellgde I'4ADM tumoral Hybridat\un‘Br}iérenﬂeTl‘e de 40N normal Hybrid;{h;n "égaTe:;ies deux ADN

. N
5 N
-

Locus perdus dans les cellules tumorales ‘

Figure 2 : Hybridation génomique comparative sur pu ce a ADN.
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Avec les progrés du séquencage du génome humaie & robotique apparaitront
ensuitedes puces a ADN recouvrant le génome entigr. 2004, Ishkaniaret al. [6]
construisent une puce contenant 32433 BAC couweatiérement le génome (résolution de
80 kb).

1.2 Construction des puces

1.2.1 Présentation des différentes formes de puces a ADN

Les puces a ADN ou « microarray » se présenterst lsoforme de lames de verre sur
lesquelles sont déposés des fragments d’ADN deeségs génomiques connues. Dans un
puits (ou spot) sont disposés plusieurs milliers copies d’'une molécule cible d’ADN
correspondant a une seéquence unique du génomeADbdk de patients fragmentés et
marqués par un fluorochrome donné s’hybrident dei@narcompétitive sur ces molécules
cibles contre un ADN témoin dit « de référence agfnenté et marqué avec un autre
fluorochrome(figure 3) Les puces a ADN sont le refleti génome avec une résolution plus
au moins grande. Cette résolution dépend de la thék séquences déposées, de I'espacement
(distance génomique) des séquences entre ellas mbrdbre de spots contenus sur la puce.
Plus une puce est résolutive, plus elle contierpudis et plus I'espacement entre deux sondes

contiglies sur le génome se trouve réduit.

Echantillons = Sondes

]
- | 'I:,."

8
s 210
et

Figure 3: Puce a ADN.
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Les fragments d’ADN génomique humain peuvent éa@mrande taille (100 a 200 kb)
portés par des vecteurs de type BAC ou PAC donnamiveau de résolution proche de
1 Mb. Ce sont par exemple les puces BAC Genosysteml®tegragen®.

lIs seront de petite taille dans les puces caretg d’oligonucléotides de synthése (25 a
60 bases) offrant une résolution de quelques kileba[7]. Différentes formes sont
commercialisées: 4X44K, 2X105K, 1X244K, 8X15K (Agit®) lues par des scanners dont
la résolution est de 5 um. De nouveaux formatg@e#mment été mis sur le marché 8X60K,
4X180K, 2X400K, 1X1M (lues par des scanners domésmlution est de 2 um).

Enfin, d’autres types de puces (lllumina®, Affyne®) concues a l'origine pour
détecter des polymorphismes génomiques n’impliquauitine seule paire de base sont
également utilisées pour la détection de désegesliavec une résolution de quelques
kilobases [8]. Par exemple les puces Affimetrix &&hip Human Mapping 262K utilisées
par Gijsberset al. [9] pour le diagnostic des retards mentaux congeh 262262
oligonucléotides (25-mer) offrant une résolution 2 kb. Ces puces utilisant des SNP
«single nucleotide polymorphisms» ne nécessitens EBADN de référence. Les
oligonucléotides spécifiques sont synthétisés tdraent sur le support. L'ADN a tester
s’hybride avec sa séquence complémentaire fixées Bermettent également la recherche de
régions de perte d’hétérozygotie comme les unidiesl0]. Cependant, l'interprétation des
résultats (normalisation des données) demandeatelgs séries de patients (40 en moyenne)

et retarde le rendu des résultats.

1.2.2 Choix des puces au CHU de Poitiers

Au CHU de Poitiers sont utilisées des puces oligmmés 2X105K commercialisées
par Agilent®. Elles offrent la possibilité de ré&ar deux hybridations par lame soit I'analyse
de deux patients sur une méme lame. Dans chagugesparon 105 000 sur ces puces) est
déposé une séquence d'oligonucléotides (60-mesythése dont 'emplacement sur la puce
est connu. Les oligonucléotides sont synthétiiséstu par la technologie Inkjet SurePrint®.
Leurs séquences nucléotidiques correspondent sédeences codantes et non codantes pour
couvrir au mieux le génome avec cependant un resfoent de la densité des
oligonucléotides dans les régions géniques. Lesesegs répétées ne sont pas représentees

afin de réduire le bruit de fond et I'aspécifité&sdgnaux.
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Au total, les puces 105K Agilent® contiennent 10B0%ibles disposées
aléatoirement sur la puce (afin d’éviter les bipérimentaux liés a la présence de corps
étrangers tels que poussieres, traces dues awgeavarécipités de fluorochromes, etc...). En
contrdle, 525 d’entre elles sont répliquées 3 fouifférentes localisations afin d’évaluer la
reproductibilité expérimentale ; 4626 autres servy@ns particulierement aux mesures du
contrble de qualité interne. Les 99026 60-mersargst correspondent a des séquences
uniques dans le génome. Les séquences d'oligortig#éosont espacées en moyenne de
22 kb ce qui correspond a la résolution globaleladguce. Dans les régions géniques
d’intéréts la résolution atteint 19 kb. 71% dedaslsont intragéniques couvrant ainsi 97,9%
des génes humains (www.agilent.com/chem/goCGH)utitéa puces plus résolutives sont
actuellement commercialisées. Cependant, nous dadre choix de ne pas avoir recours a

ces modeles en diagnostic prénatal afin de seeliraiix anomalies significatives.

La technologie des puces a oligonucléotides esptédaau diagnostic prénatal qui
demande une rapidité dans le rendu de résultat pelimet d’intégrer des patients urgents aux
séries. Le résultat est théoriquement accessiblsmersemaine. Cela ne serait pas le cas avec
I'utilisation de puces SNP qui demandent de grarsfgges de patients avant de pouvoir
interpréter les résultats. Les puces oligonucléniies offrent également différents avantages

par rapport aux puces BAC : densité des sondesisup® absence de séquences répétées.

1.3 Principe de la CGH-array

La CGH-array consiste a marquer a l'aide de 2 @abromes différents [cyanine 3
(Cy 3) et cyanine 5 (Cy 5)] deux ADN de natureidide : un ADN test (ADN du patient) et
un ADN de référence (témoin). Ces deux ADN sontricds en quantité égale sur une puce a
ADN. Durant la phase d’hybridation, les moléculed@N marquées en Cy 3 et Cy5
s'apparient de maniére complémentaire avec leegibkrésentes sur la puce. Apres des
lavages permettant d’éliminer TADN marqué non hgbr les puces sont lues par un scanner.
Celui-ci mesure les fluorescences émises paruesdthromes Cy 3 et Cy 5 pour chaque spot
composant la puce. L'intensité du signal est priigponel au nombre de molécules
fluorescentes hybridées et donc a la quantité d’Al@Niépart. Les gains et pertes de matériel
de I'ADN patient sont ainsi visualisés en réalisémtratio des intensités émises par les

cyanines 3 et 5 (figure 4).
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ADN patient ADN de référence

Duplication de Deletion de
I'"ADIN patient I'"ADN patient

Figure 4 : Principe de I'hybridation génomique comp arative sur puce a ADN.
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1.3.1 Extraction des ADN

Les ADN sont extraits a partir d’échantillons bigilgues prélevés chez le patient.

Leur concentration est mesurée par spectrophoteantrtype Nanodrop® (figure 5).
Le ratio 260/280 donne une indication sur la pudetd ADN. Il est acceptable autour de 1,8
a 2. Un ratio inférieur montre la présence de jme& Le ratio 260/230 est également utilisé
comme indicateur de pureté. Les valeurs attendelesitigent aux alentours de 2-2,20. Si ce
ratio est inférieur, il indique la présence de eamhants : carbohydrates et solvants

essentiellement.

10/27/2005 11:42 [ Gat_||
User |Default
Semple _DNASO
Samplo N
D DNA
Sample # | 1
A 230 Abs. | 30.034
A-260 10 mm path | 65003
1520 A-280 10 mm path | 35.008
10.00~
500~ 2607280 165
Lo 260230] 215
R T T e e Tl R e S L Fere st |
mzumzsﬂa&omwmw:mmwmsﬂml—
‘Wavelength nm ny
320825150 238024 3250.1

Figure 5: Mesure de la concentration en ADN par spe  ctrophotométrie.

La qualité des ADN est visualisée apres migratiogel d’agarose. L’ADN est révélé
par du BET (Bromure d’Ethidium), agent intercalabfluorescent aux UV. Une dégradation
se traduit par la présence de fragments de fadile.tLes pré-requis pour une hybridation
correcte en CGH-array sont I'absence de signe deadétion de I'’ADN sur gel d’agarose

(figure 6).

20 kpb —» =y [ & =54 Wy

Figure 6: Vérification de la qualité de 'ADN surg el d’'agarose : ADN extraits de sangs
périphériques (2,3) en comparaison avec Lambda/  HindlIl (1).
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1.3.2 Marquage

Les ADN sont clivés par les enzymes de restricfibuh et Rsd afin d’obtenir des

fragments de taille compatible avec les oligonuili&s de la puce (tableau 1). La taille des

fragments de restriction est estimée entre 200@pH. Il est possible a cette étape de faire

migrer les fragments en gel d’agarose afin de sia@ssle I'efficacité du processus de coupure

(non réalisé en routine).

Séguence reconnue
S'AGCT3

Alul (Arthrobacterluteus) ITCGAS

Rsal (Rhodopseudomonassphaeroides) ;Elfﬂfgg

Tableau 1: Caractéristiques des enzymes de restrict

Coupure

5---AG CT---3'
3---TC GA---5'

§'--GT AC—3'
3"---CA TG—-5'

ion Alul et Rsal.

L’ADN patient et ’TADN témoin sont marqués avec fasorochromes Cy3 et Cy5 par

amorcage aléatoire ou « Random Priming » (figurd.&$ amorces de séquence « aléatoire »

sont de courts fragments d’ADN simple brin de sasds (hexanucléotides) constitués de

toutes les combinaisons de séquences possiblesarG@ses « aléatoires » s’hybrident au

hasard sur le génome (ADN patient et témoin dositblens sont préalablement séparés a

95°C). lIs servent d’amorce pour le fragment denidle de 'ADN Polymérase (dépourvue

d’activité 5'-3' exonucléasique par digestion enatfque) qui reconstitue le second brin.

57

ADN a marquer

37

3> T 5

chauffage a 95°C puis
refroidissement brutal

A\ 4

TTrTT7T Amorces
+ hexanucléotidiques
LLLLLL aléatoires

5

5'{ URERLLERRI T TR AN

hybridation avec
les amorces

e L] ‘IIHIH\js

+ Fragment de
Klenow
+dNTPs

ST AR 11111
4_
R ERNININ| !mmHj’

Figure 7: Amorcage aléatoire par la technique de «

Random Priming ».
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Une purification sur colonnes de type « centricgpesmet d’éliminer I'excédent de
fluorochrome ainsi que les nucléotides en excesmmrpores lors du marquage.

Pour déterminer l'efficacité du marquage, I'absodemdes échantillons est mesurée
par spectrophotométrie. Deux longueurs d’ondegmdifftes sont utilisées : mesure a 550 nm
pour la cyanine 3 et 650 nm pour la cyanine 5.

1.3.3 Hybridation

La méthode habituelle consiste a hybrider 'ADN platient marqué en cyanine 3
contre un ADN témoin marqué en cyanine 5 en quagtfale puis, en guise de contrdle, on
procede a l'expérimentation inverse (inversion desrochromes appelée dye swap en
anglais) (figure 8). Le dye swap permet d’élimines artéfacts d’hybridation et de
fluorescence pouvant étre dus a un défaut d’hyboidale I'un des deux ADN ou a un bruit

de fond. Les anomalies doivent étre retrouvéesiamirmpour étre validées.

Figure 8 : Exemple d’expérimentation en Dye Swap.
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Pour diminuer le nombre d’hybridations nous trdeas en trio (figure 9). Cette
procédure a été choisie pour minimiser le cole etsique d’hybrider ensemble deux patients
qui auraient la méme anomalie. La probabilité ppue trois patients aient la méme anomalie
est en effet quasi nulle. Ce schéma permet d’hgbitiaque patient en double pour un colt

de revient final de 256 euros par patient (I'analgst facturée BHN 4000 soit 1080 euros).

2
B

12 cla 2. D|E .2 E|F

ro

5/
=B

B
E
I
L]
o
o
-
=

B-Cy5/A-Cy3 H .l | |
C-Cy5/B-Cy3
A-Cy5/C-Cy3

lamen?l| lamen? |lamen3 |

Figure 9: Principe de I'hybridation en trio.

Afin de faciliter I'interprétation des gains etrfgs de matériel sur le chromosome X les
hybridations ont lieu, autant que possible, enaigepts de méme sexe (« sex match »). Pour
des raisons pratiques et d’'urgence, il arrive @sehlybridations aient lieu entre des patients
de sexes différents (« sex mismatch »). Dans ce arasessaie de réaliser au moins une
hybridation en « sex match » et I'hybridation seg$alon la méthode du quatuor (figure 10).

Cy3 ACYD ) Cy3DCy5

y
Cy5B Cy3 <=p Cy5C Cy3

B-CyS5/A-Cy3
C-Cy5/B-Cy3
D-Cy5/C-Cy3
A-Cy5/ D-Cy3

Figure 10 : Principe de I'hybridation en quatuor.
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Les ADN marqués en cyanine 3 et cyanine 5 sonamgéls en quantité égale avec un
tampon d’hybridation contenant des agents bloquaotistitués d’ADN enrichi en séquences
répétées. L’ADN hautement répété n'est pas codédntonstitue I'hétérochromatine. Les
agents bloquants empéchent ainsi les hybridationspécifiques.

La solution d’hybridation est déposée sur une laorée joint, puis est recouverte par la
puce et placée dans une chambre a hybrider (fisiyeL’hybridation a lieu dans un four
rotatif. La puce est enfin lavée puis séchée aeatire.

Chambre d hybrider (partie supérieure)

> Puce spottee
. i g - .
A -"'.'r -i-" & Gasket slide
Chambre ahybrider (partie inferieure)

Figure 11: Montage d'une puce.

1.3.4 Acquisition et analyse des données

1.3.4.1 Lecture des puces

Les images sont acquises par lecture des puces gram scanner muni de lasers
mesurant les signaux émis par les fluorochromdgg¢rale fluorescence entre cyanine 3 et
cyanine 5 pour chaque spot). Pour chaque sonagiastifié le signal d’hybridation. Chaque

spot est découpé en zones pour I'analyse informmafifigure 12).
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Figure 12: Signaux Cy3 et Cy5 émis par la puce. Un  spot de couleur jaune indique la présence

d’'une quantité de matériel égale pour les deux ADN ; un spot de couleur vert indique un gain

de matériel pour I'ADN patient marqué en Cy3; unsp ot de couleur rouge indique une perte de
matériel pour I'’ADN patient marqué en Cy3.

1.3.4.2 Extraction des données

Les données sont extraites par un logiciel quiutalte ratio des intensités cyanine 3 /
cyanine 5 et cyanine 5 / cyanine 3 et les normais@valuant le bruit de fond environnant
chaque spot. Il relie les signaux de fluorescatesesondes a leurs positions dans le génome.
D’autre part, ce logiciel compare les intensitédlderescence des oligonucléotides déposés
en doubles ou triples sur la lame (contréle interieepere également les zones de la puce
non exploitables (poussiéres etc...) et s’affrandbites zones pour le rendu des résultats.

1.3.4.3 Analyse des résultats

Sur le logiciel d’analyse, les sondes de la pucd sualisées sous forme de points
colorés en fonction du ratio des intensités derflscence : en rouge lorsque c’est la cyanine 5
qui domine et en vert lorsque c'est la cyanine igufe 13). Les 22 autosomes et 2

chromosomes sexuels X et Y sont représentés (fitire
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Figure 13 : Représentation d’'un chromosome X sur DN A analytic®.

Figure 14: Exemple de représentation graphique sur DNA analytic®.



Pour la représentation graphique les ratios d’esgio@ sont transformés dans une
échelle logarithmique en base 2. Les chromosonmss@miques contiennent en temps
normal deux copies d’un méme gene. Le nombre desdybridées est donc théoriquement
de 2/2. La transformation en logarithme base 2 pediavoir des ratios cyanine 5/ cyanine 3
qui suivent une distribution autour de 0. Cet oatdthématique permet donc de recentrer

I'axe des chromosomes autour de 0 (et non pas radéodl).

Lotk [C}S]AD_-'-.-'r{férfuce - in [C_yj],q{}_-'-.-'r{férﬁjce
[Cy3]ADN parien: [Cy3]ADN patient

¥Ln2 =|_ug;%:u

1.3.4.3.1 Analyse des 22 autosomes
La distribution est centrée autour de O.
Lorsque le patient présente une délétion surdes 22 autosomes une succession d’au

moins trois spots de couleur rouge est visualiséeligne de base dévieen 1 :

Log [CyS|ADNréférence =LIIIQ2;= 1
[Cy3]ADN parien: 1

Lorsque le patient présente une duplication sun ldes 22 autosomes trois spots
minimums de couleur verte se succédent et |a lilgniease dévie en -0,58 :

Log [CyS]ADNréférence _

[Cy3]ADN patiens L0g: % =08
En routine nous travaillons en trio (figure 9)nty a donc plus d’ADN patient et ADN

de référence mais trois patients P1 P2 et P3 marciigcun en cyanine 3 et 5 et hybridés
deux par deux (P1 contre P2, P2 contre P3 et PBecBrl). Si P2 présente une délétion les
sondes dévieront en 1 lorsqu’il sera marqué eney®/bridé contre P1, elles dévieront en -1
lorsqu’il sera marqué en cyanine 5 et hybridé eo®B. Si P2 présente une duplication les
sondes dévieront en -0.58 lorsqu'il sera marqu€gh et hybridé contre P1, elles dévieront
en +0.58 lorsqu’il sera marqué en cyanine 5 etibdgbrontre P3.

1.3.4.3.2 Analyse du chromosome X : 46XX/46XX
Lorsque sont hybridés ensemble deux patients xe f&ninin (46XX) I'analyse du
chromosome X est la méme que sur les autosomesijdé en 1 pour une délétion ou -0.58

pour une duplication)
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1.3.4.3.3 Analyse du chromosome X : 46XY/46XY
Lorsque sont hybridés ensemble deux feetus de seseutin (46XY) les rapports

seront différents au niveau du chromosome X. Liaelige base est toujours centrée sur O :

[Cys]ADNréférence ~Log; 1_: q

Lo
[C v 3].41?h’pﬂn’fm 1

Lorsqu’une délétion est présente sur le chromosinul patient les sondes dévient

vers l'infini :

v ADNréfe . 1
Lugg [(_\.du) r:‘_rurnqr=|_ﬂg?E: oo

[('_1 j].-'.ﬂ.‘-’pu:mr;

Lorsqu’une duplication est présente sur le chromms® du patient les sondes dévient

en-1:
Log [CyS]ADNréférence _Log 1 1
[Cy3]ADNpatien: :

1.3.4.3.4 Analyse du chromosome Y

Le chromosome Y ne contient pas de génes impliga#s des anomalies déléteres
mais il peut servir de contréle pour les sexmatcte@mismatch (vérification du décalage ou
non des sondes selon le sexe des patients hyleidesnble). |l pourrait également révéler
des anomalies telles qu’un Klinefelter (47, XXY)dde cas ou il n’y aurait pas de caryotype

réalisé.

Ces calculs expliquent la nécessité de connaitee)e des patients pour interpréter

correctement les données.

1.3.4.4 Contrdles de qualité

Il est nécessaire de vérifier les criteres de tpuale 'image obtenue par le scanner
avant I'analyse des résultats. Le DLRS (Derivated Ratio Spread) représente de maniere
imagée « I'écart type » de fluorescence entre ahaqot ; il est acceptable lorsqu’il reste
inférieur a 0,2. Au-dela il faudra prendre des pudions quant a linterprétation des
anomalies de petites tailles. Sont également égalués intensités de fluorescence des
cyanines, le bruit de fond qu’elles générent (m&giwace aux spots non pucés) ainsi que la

reproductibilité de la puce (cibles disposées @iles). Ces parametres sont a prendre en
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compte afin de vérifier la qualité de I'hybridatiamant toute interprétation afin d’éliminer les

faux positifs et faux négatifs.

1.4 Vérification des anomalies

Toute anomalie détectée doit étre vérifiée par amge technique : FISH ou PCR
guantitative, chez le patient et si possible cleszpmarents pour affirmer le caractére hérité ou
de novode I'anomalie génomique. La FISH est adaptée aéldication des délétions de
grande taille. Brievement, la FISH consiste a tddaride grands fragments d’ADN simples
brins appelés sondes au niveau de I’ADN impligugsdanomalie. Ces sondes sont des BAC
qui couvrent la région d’intérét. Elles sont falwégs a partir d’'un fragment d’ADN inséré
dans un vecteur de clonage bactérien. Les BACs seldctionnés en fonction du
réarrangement a étudier sur « Database of genoariant ». Nous nous assurons qu'ils
hybrident a I'endroit voulu avant de vérifier lesomalies détectées par CGH-array.

Nous devons également faire la preuve de I'imgheatiu microremaniement dans
le phénotype du patient. Pour distinguer les polphismes des anomalies délétéres il faut
rechercher si des cas semblables ont été décrits lddittérature et consulter les bases de
données comme :

-Decipher (https://decipher.sanger.ac.uk/),

-ECARUCA (http://agserver01.azn.nl:8080/ecarucalszjsp),

-BACH (Base de données d’Anomalies Cytogénétiquasdines)

(https://www. genopole-lille.fr/lbach/menu.php),

-Database of genomic variant (http://projects.tcatyariation/)

1.5 Rendu des résultats

Les images d’anomalies visualisées sur DNA ana@tisont répertoriées sur des
fiches avec linterprétation de Database of genowddant. Les anomalies sont ensuite

retranscrites sur une fiche de compte rendu.
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1.6 CNV et difficultés d’interprétation

Avec les avancées de I'hybridation comparativepauges a ADN, il a été montré que
le génome humain était beaucoup plus complexe gueole pensait. De nombreuses régions
génomiques présentent une variation dans le noddmpies d’ADN. Ces polymorphismes
sont détectés par la CGH-array et représententdasmprincipaux inconvénients de ce type
d’analyse : ils génerent un nombre élevé de vatifins et peuvent rendre I'interprétation du
résultat plus difficile. Plus une puce est résgkitplus on isole un nombre élevé de CNV et
plus on est amené a confirmer leur existence gumsieur mode de transmission.

Plusieurs études sur des populations témoins ardidéré certaines de ces variations
comme des polymorphismes relativement fréquents [2]. Ces délétions insertions ou
duplications sont appelées CNV (Copy Number Vamgtiou CNP (Copy Number
Polymorphism) et sont retrouvées chez tous lewithas de la population générale. Un CNV
est défini comme un fragment d’ADN de taille supare ou égale a 1 kb avec un nombre de
copies différent comparé a un génome de référetRie [

lls contribuent a la diversité mais pourraient égant étre des facteurs de
susceptibilité a certaines maladies [13] ou aurainet étre sélectionnés par I'évolution [14].
En effetces régions peuvent contenir des génes ou legiegede régulation [11].

Sur un panel de 47 individus phénotypiquement ®iaox » de 4 continents
différents, Sharp el. [15] découvrent 119 régions polymorphes graceeapute constituée
de BAC sélectionnés dans des régions de fortsargementsEn 2006, Redoret al. [16]
établissent la premiére carte du génome qui désitmicrodélétions et microduplications
visualisées chez 270 individus « normaux » de 4uladions différentes. IlIs montrent que
12% du génome (360 Mb) est constitué de CNV (s&71CNVs). Ce chiffre a depuis été
réévalué : 11700 CNVs sont aujourd’hui décrits [17h recensement est disponible sur le
site Database of GenomicVariants (http://projecagt ca/variation/)

L’interprétation de la CGH-array est compliguée plkr présence de ces
polymorphismes. Leet al. [18] ont récemment proposé des criteres (appelgriéres de
Lee ») permettant de classer les CNV en pathogdrasns ou de signification clinique
indeterminée (tableau 2). Un CNV pathogene estct&iaé par le fait qu'il est hérité d’'un
parent présentant le méme phénotype, qu'il estordPpchez des individus présentant le
méme phénotype clinique, qu’il est localisé dang wégion riche en genes, notamment
morbides (critéres majeurs). A l'inverse, un CNVhrmathogéne est hérité d’un parent sain,
rapporté chez des individus ne présentant pasdeqiype clinique et contient peu de génes.
Cependant, l'interprétation des CNV reste délicatertains CNV décrits comme bénins se
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révelent étre pathogenes dans de nouvelles étedesnthées plus tard, notamment lorsque la

pénétrance des genes est variable ou encore sawgmipreinte parentale.

Criteres majeurs Caractéristique d'un CNV Caractéristique d'un CNV bénin
pathogéne
Hérité d'un parent sain X
Hérité d'un parent malade X
Similaire chez un apparenté X
sain
Similaire chez un apparenté X
malade
Identifié chez des sujets sains X
Identifié chez des sujets X
malades
Présence de genes morbides X
Région riche en génes X
Région pauvre en génes X
Critéres mineurs
Délétion X
Délétion homozygote X
Duplication X
Amplification X
Taille>3Mb X
Absence de séquences X
régulatrices

Tableau 2: Facteurs influencant I'évaluation des CN  V (d'apres Lee et al. [18]).
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1.7 Avantages et limites de la CGH-array

Comme décrit précédemment, la CGH-array offre unde2globale de génome sans
priori sur la nature des chromosomes impliqués. L’intéréjeur est de pouvoir localiser
précisément les anomalies et de pouvoir réalisercdataines d’analyses ciblées en un seul
test. De plus, cette technique ne nécessite pasiske en culture préalable. La CGH-array
peut donc étre un recours lorsque le caryotypel foetaventionnel n'a pu étre obtenu en
raison d'un échec de la culture cellulaire. Pateaik, c’est une technique hautement
résolutive, automatisable et reproductible qui gadfit ses preuves en génétique
constitutionnelle (étude notamment des retards aneht La CGH-array permet également de
borner précisément les points de cassures des dasmapérées en cytogénétique

conventionnelle.

Les mosaiques sont facilement visualisables en @fi+ lorsque le pourcentage
dépasse 209%&]. C'est d'ailleurs une technique adaptée a la détetion des pourcentages
de mosaique en postnatal [19]. Une différence aes éntre I'étude de cellules en culture et
celle du sang non cultivé indique que le proceslusulture introduit un biais de sélection
qui modifie le pourcentage de cellules anormalesieSla CGH permet de déterminer le vrai

pourcentage de mosaicisme (ADN extrait de sanglpérique ne nécessitant pas de culture).

Malgré cela, la CGH-array se heurte a certainegdénTout d’abord, elle ne détecte
gue les anomalies chromosomiques « déséquilibrésdrainant une perte et/ou un gain de
copies d'une région chromosomique. Les anomalie®quilibrées » telles que les
translocations réciproques, robertsioniennes, giwes ou insertions équilibrées ne sont
visualisées qu’au caryotype traditionnel. En ceapricerne I'activité de diagnostic prénatal,
un questionnaire envoyé aux laboratoires de cyttggue aux Etats Unis et au Canada sur
une période de 10 ans a permis d’évaluer le tagxré@rangements équilibrde novoet
leurs conseéquences [20]. Sur 377357 amniocenteggsontées, on retrouve 0,05% de
translocations réciproquete novg 6,1% de ces translocations sont associées aalegr
anomalies congénitales. Le taux des translocatiobsrtsionnennede novoest de 0,01%
(3,7% de ces translocations sont associées a desdas congénitales). Celui des inversions
equilibréesde novoest de 0,1% (9,4% de ces inversions sont assoeigss anomalies

congénitales)
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Certaines anomalies « équilibrées » peuvent dore @sponsables d’anomalies
phénotypiques (points de cassure de remaniemergswdure qui interrompent la séquence
codante d’'un géne) mais cela reste tres rare. &neerdes études cytogénétiques a été menée
chez 36325 patients atteints de retard mental ays Bas entre 1995 et 2005 [21]. 155
translocations équilibrées et inversialesnovosont repertoriées. Cela représente donc 0,43%
des patients atteints de retard mental. Parmi aéients, 57 déséquilibres supplémentaires
sont retrouvés en CGH-array. Le taux d’anomaliefie¥nent équilibrées visible uniguement
lors du caryotype et responsables d’anomalies giagigpies est donc de 0,27%.

Dans cette méme étude, ils estiment que la prapodies anomalies qui seraient
restées invisibles par la seule exploration par €@y est de 0,78%. La CGH-array en
analyse de premiere intention dans les exploratides retards mentaux et retards du
développement détecterait ainsi plus de 99% desalies pathogénes. Néanmoins cette

étude montre bien que CGH-array et caryotype semx techniques complémentaires.

D’autres limites ont été mises en évidence. Sedotype de puces utilisées certaines
études ont révélé l'incapacité pour la CGH-arrayddeecter les polyploidies. En s’équipant
de puces constituées de BAC et PAC deux équipgzangennent pas a diagnostiquer les
polyploidies [22, 23]. Tyremaet al. [24]. montrent au contraire que la puce Affymegrix
GeneChip 6.0 peut les détecter. En prénatal lgdoities sont souvent repérées a
I’échographie. Lors de suspicion durant la vie feethautres moyens diagnostics comme la

PCR quantitative peuvent étre utilisées [22].

1.8 Applications en génétique

En génétique constitutionnelle la principale aggiion de la CGH-array est la
recherche de déséquilibres chromosomiques chezalgnts atteints de retard mental avec
caryotype normal. L'analyse combinée du caryotypaes régions subtelomériques par FISH
(régions connues pour étre responsables de rewmthhtar riches en génes) permet de poser
un diagnostic chez 8 a 10% des patients [25]. Léwvglence des microremaniements
télomériques est de 6,8% chez les patients attéetetard mental modéré a sévere [26]. En
2002, Veltmanret al [27] montrent déja que la CGH-array peut amélidaedétection des
réarrangements telomériques.

La CGH-array détecte ainsi 7% a 17% d’anomaliggpléunentaires chez des patients

présentant retards psychomoteurs ou malformationgémnitales. Ces taux varient en fonction
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des criteres cliniques retenus, de la taille degujaions étudiées, des analyses
conventionnelles réalisées et du type de pucasads [9, 28-36]. Il faut préciser que ces taux
ne regroupent pas tous les CNV identifiés. Les ati@s dont la causalité n’est pas certaine

ne sont pas répertoriées (tableau 3).

Nombre de Nombre d'anomalies causales Résolution des puces
patients additionelles révélées par CGH- Utilisées
array

S 00a 126] 50 7 (14%) 1 Mb
gﬁgggze[rgo?t 81 13 (16%) 1 Mb
S/C.hzocl;c?;a[nzssit 41 4 (9,8%) 1 Mb
?ggéef'afﬁ 7" 140 19 (13,6%) 1 Mb
ggo\éri[e;z? o 100 10 (10%) 100 kb
Egggnfgg]et o 100 11 (11%) 100 kb
glci)»(l)%k[eﬁ] o 30 5 (16,7%) 1,4 Mb
\Z/iosos??r[s365§ o 20 3 (15%) 1 Mb
2009 1oy " 318 22 (6,9%) 10 kb
;é%%n[ggia/' 22 2 (9%) 1et3Mb

Tableau 3: Etudes par CGH-array de patients atteint s de retard mental.

Parmi ces anomalies, certaines s’avérent étre desrodnlétions ou des
microduplications récurrentes. En étudiant de gearzbhortes de patients atteints de retard
mental par CGH-array, de nouveaux syndromes onndié¢idualisés. Redomt al. [37] font
par exemple la description en 2006 de deux patiprésentant des phénotypes communs
(macrocéphalie, retard psychomoteurs, hyperactieitédysmorphisme facial) avec une
microdélétion interstitielle en 9g22.32-922.33 @des lls suggérent que cette délétion
cryptique soit prise en compte dans les diagnosiess retards mentaux et des retards de
croissance. En 2008, Slavotinek al. [38] rapportent les principaux nouveaux syndromes
décrits : délétion et duplication en 17921.31, tiéhe 15q13.3, délétion 16pll.2, délétion
1524, délétion 1941942, délétion 2p15pl6.1 ettiddl®q22.3.
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Comme nous l'avons évoqué précédemmdat, CGH-array peut révéler des
déséquilibreschez les patients porteurs d’'un réarrangement chsommue en apparence
équilibré. Sur 155 anomalies équilibrées au capmtp7 déséquilibres (36%) sont retrouvés
par CGH-array (cohorte de 36325 patients atteddsretard mental) [21]. Ce taux

d’anomalies cryptiques additionnelles a été retéadans plusieurs études [39] [40-42].
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2. Le diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal releve des « pratiques raéslicayant pour but de détecier
utéro chez 'embryon ou le feetus une affection d’'undipaliére gravité » (article L2131-1
du code de la santé publique). Il repose sur |[Epeaent de villosités choriales entre 10 et
13 semaines d’aménorrhées (SA), de liquide amniefitg plus souvent a partir de 15 SA et
de sang foetal a partir de 18 SA [43]. Les anomaji@setiques sont explorées grace au
caryotype standard et a la recherche d’anomal®&es par biologie moléculaire ou par FISH
(Fluorescent in Situ Hybridization). Mais ces tedues sont limitantes : le caryotype
constitutionnel a une résolution insuffisante, IEBHF est une technique ciblée qui ne

s’intéresse qu’a un locus particulier.

2.1 Place de la génétique en diagnostic prénatal

La technique de référence du diagnostic des anesmalhromosomiques est le
caryotype. Il est obtenu apres la mise en cult@esitlosités choriales, de cellules foetales
issues du liquide amniotique (LA) ou de sang fS&l). Le caryotype permet une analyse
globale de I'ensemble des chromosomes et met eerdse des anomalies de nombre et/ou de
structure. Cependant, cette technique qui requieet étape de culture cellulaire prend du
temps. En routine, deux a trois semaines sont sgites pour obtenir un résultat sur LA.
Ceci augmente lattente et lanxiété des patier®ar ailleurs, lorsque I'anomalie
chromosomique est submicroscopique, elle peut pasapercue. En effet, le niveau de
résolution ne dépasse pas 7.5 Mb pour le caryatgpgentionnel 400 bandes, 2 Mb pour le
caryotype haute résolution 800 bandes. D’autre patte technique peut étre compromise par

I’échec de culture ou la contamination par desutedl maternelles.

La FISH permet une recherche d’anomalies cibléepaties tailles (1 a 3 Mb)
lorsqu’il existe une orientation cliniqgue (anomadiehographiques etc..). Mais il ne s’agit pas
d’'une étude globale du génome. Sans orientatiomiqoke préalable, la FISH est peu
informative. En situation prénatale, le phénotymt parfois limité a quelques signes

échographiques difficiles a relier & un déséqueligénomique connu.

Des outils de biologie moléculaire comme la QF ReRR quantitative fluorescente)
et le MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Arifiglation) ont été développés et

ajoutés aux méthodes conventionnelles pour déteteprincipales aneuploidies [44]. Ceci
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permet un diagnostic rapide des trisomies 13, 18X2et Y et une meilleure prise en charge

des patientes (temps d’attente raccourci).

La biologie moléculaire prend ainsi de plus en plesplace dans les stratégies de

diagnostic en prénatal.

2.2 CGH-array et DPN

L'utilisation de la CGH-array en DPN est encoreiféa. Son utilisation systématique
n'est pas encore d’actualité, notamment a cause pdesléemes liés a la qualité des

prélevements mais surtout a cause des difficult@tedcprétations.

2.2.1 Préambules

Les premieres études ont consisté a étudier évaments issus de fausses couches
spontanées. En 2004, Schaeféeral. [45] analysent 41 villosités choriales en utilisanla
fois la cytogénétique classique (caryotype bandet@) cytogénétique moléculaire (puce de
287 cibles BAC GenoSensorarray 300). La CGH-artgate toutes les anomalies décelées
par le caryotype : la robustesse de la techniqueaffismée. Elle révéle également de
nouvelles anomalies dans 9,8% des cas (4/41) masaique de trisomie 20, une duplication
de la région télomérique du chromosome 10, undidsléterstitielle du chromosome 9p et
une duplication interstitielle sur le 15q. Cettedst retrospective montre que la technologie de
la CGH-array surmonte les limites de la cytogémn&igonventionnelle (échec de culture,

limites de résolution...).

Warrenet al. [46] ont publié une autre sérige tissus foetaux et placentas issus de
fausses couches entre 10 et 20 semaines d’améesribé caryotype est normal (n=9) ou
non réalisé (n=26). L’ADN est correctement extdaihs 30 cas sur 35 (échec d’extraction des
tissus inclus en paraffine). 13% d’anomalies setriouvées en CGH-array. Ces anomalies
concernent de larges régions d’ADN et pourraiepbajer des explications aux pertes fcetales

inexpliquées.

La CGH-array a également été appliquée sur devandlents foetaux (poumons
congelés) apres interruption médicale de grossessEl) ou mort faetale spontannée (n=8)
en raison de syndromes polymalformatifs inexplig4é3. Les foetus examinés présentent au
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moins trois malformations et ont un caryotype ndrmaes puces 287 cibles BAC
GenoSensorarray 300® révelent 8 réarrangementsnasamiques (16,3%). 4 d’entres eux

sont considérés comme étant clairement responséliespathologie associée (8%).

De maniere attendue, en plus de montrer une coacoedcompléte avec les résultats
normaux et anormaux du caryotype, la CGH-array mmeélle taux de détection des
anomalies chromosomiques foetales. Benzaitedl. [48], proposent que la CGH-array soit
effectuée chez tous les feetus ayant des signepal&am@chographiques trés évocateurs

d’anomalies chromosomiques et dont le caryotype@ationnel est normal ou équilibré.

2.2.2 CGH-array et liguides amniotiques

Les liquides amniotiques sont riches en ADN foet®].[ La premiere étude
prospective évaluant l'utilité de la réalisatiommé CGH sur du liquide amniotique “frais” a
été menée par Lapierret al. en 2000[50]: 71 LA prélevés entre 14 et 35 semaines
d’aménorrhées ont été analysés conjointement en 3GHchromosomes en métaphases) et
caryotype conventionnel. Les criteres d’inclusi@osit I'age maternel avancé (21,1%), les
anomalies echographiques (73.3%), les marqueuchibigues (5.6%). 66 échantillons sont
informatifs (93%). La CGH est appliquée avec sucegsutilisant 5 & 10 mL de liquide
amniotique non cultivé. Un résultat complet esteabten 3 a 4 jours pour la CGH contre 10 a

15 jours pour le caryotype.

Le facteur le plus limitant est la qualité de 'AD départ. L'ADN isolé de LA est
souvent dégradé a cause de I'importance des cehudetes et des débris. Les premiers essais
de Larrabeeet al. [51] en CGH-array sur LA ne permettent d’hybrider qued&s 28 LA a

cause de la trop faible teneur en ADN des échansl!

Plusieurs équipes ont réussi a surpasser cettéelifdnh 2006, Lapairet al. [23]
extraient 'ADN a partir de 10 mL de liquide amndpte. L’extraction est réalisée avec le kit
QIAamp DNA Maxi Kit Quiagen® en combinaison avec #Q de tampon AVL Quiagen®
(supplémenté en substances entrainant les acidé&Sques). L’hybridation est possible dans
10 cas sur 10 (puce BAC array 434 clones Spearatitutional chip®)

Bi et al. [52] réussissent a isoler une quantité suffisatiedDN dans 13 sur 15

échantillons de LA. Une étape d’amplification supentaire (kit WGA1 GenomePlex
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WGA®) leur permet d’'appliquer la CGH-array aux aatillons restant avec des résultats
comparables. lIs montrent ainsi la faisabilité @€IGH-array en diagnostic prénatal avec une
puce a oligonucléotides (V6 OLIGO® : puce de 4460§onucléotides de 60 paires de base

commercialisée par Agilent®) pour analyser direaetrsans culture les cellules du LA.

Faaset al. [53] testent également 'ADN extrait de liquide @iotique non cultivé sur
les puces SNP 250K. 3 a 4 mL d’échantillons sonesgaires. Sur 38 foetus et nouveaux-nes
inclus dans I'étude, 21 ADN obtenus de LA sont eciement hybridés. L’extraction est
réalisée a 'aide du kit QIAmp DNA Mini de Qiagers®ec une élution finale dans 50 pL de

tampon.

2.2.3 Choix des puces

L'importance du nombre de CNV dans la populatior’etistence de régions aux
significations incertaines ont conduit certainesuipgs a construire des puces ciblées
constituées d’un nombre limité de clones. Ces puegoupent les régions génomiques dont
le déséquilibre est reconnu comme étant pathogbeecette maniére, les capacités de
diagnostic sont maximisées tout en limitant lesfpasitifs [54, 55]. En effet, et d’autant plus
en situation prénatale, la découverte d’'un déskgeigénomique doit conduire a un conselil

génétique clair pour le futur de la grossesse.

Rickman et al [22] proposent ['utilisation de puces composées GD0 clones
(résolution moyenne de 10 Mb) réunissant des régharx syndromes génétiques connus. En
utilisant cette puce adaptée au diagnostic prén2@aanomalies préalablement détectées par
FISH ou caryotype sont retrouvées sur un total @e€dhantillons, alors que, seulement 22
réarrangements sont correctement identifies avecpuce BAC de 1Mb. 30 échantillons de
contrdles négatifs sont testés en paralléle :yilanaucun faux positif. Cette puce permet par
ailleurs de travailler avec une quantité de liquaeniotique faible (1 a 2 mL de liquide
amniotique non cultivé) puisque 0,100 g d’ADN saguis pour I'’hybridation.

Derniérement une puce optimisée pour le diagnpsénatal a été construite [56]. Elle
cible les délétions et duplications cryptiques @esgndromes génétiques connus. Méme si
elle ne contient qu'un nombre tres limité de closessystéme peut apporter une réponse

claire et rapide pour le screening des anomalfesnmcroscopiques.
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Coppinger et al [57] montrent cependant qu’en prénatal ['utilisation peces
recouvrant le génome entier est préférable. Leeppangénomiques de hautes résolutions
augmentent le taux de détection des anomalies sutsnbpiques de signification clinique
(2,7% d’anomalies avec une puce haute résolutiotre®,9% avec une puce ciblée) sans
augmenter le taux d’anomalies de signification tedéinée (0,5% que ce soit avec une puce

haute résolution ou une puce ciblée).

2.2.4 Apport diagnostic de la CGH-array en prénatal

En terme d’informations nouvelles pour le consémétique, un gain de 1,3 a 15,6 %
par rapport au caryotype est observé en fonctiortyde de puce utilisée, de la cohorte
étudiée, des indications retenues et de I'étudegéytétique préalable (tableau 4).

Shafferet al [58] et Kleemaret al.[59] utilisent une puce ciblée de type BAC-array et
retrouvent dans leurs cohortes 1,3% et 2% resmeotnt d’anomalies considérées comme
causales du phénotype. Van den Vesteal. [60] testent TADN de 300 fcetus avec une puce
BAC ciblée constituée de 1476 clones et trouves®%, d’anomalies causales. Tyreneral
[24] et Faa®t al.[53] étudient une population de foetus présentaataunplusieurs anomalies
echographiques avec une puce AffymetrixGeneChigbdbtiennent respectivement 9,4% et
15,6% d’anomalies pathologiques. Cette différeraagt ptre due au nombre de patients inclus
dans l'étude. En ciblant une population avec aunsi¢iois malformations (n=42) ou une
anomalie cérébrale sévére (n=8), Valdegal. [61] trouvent 6 anomalies pathogénes chez 5
foetus polymalformés (soit 10% de feetus avec déligas chromosomiques). Les analyses
sont effectuées avec une puce de résolution moy@dieAgilent®) pour la presque totalité
des feetus (utilisation d’'une puce 244K pour un fogtarteur d’une duplication 22q11.2 de
2,4 Mb). Dernierement, Evangelidoet al. [62] ont publié leurs résultats d’activité en
diagnostic prénatal avec une puce BAC de 1Mb. Géatee CGH-array, ils retrouvent deux

déséquilibres pathogenes (8%) chez deux foetusrpagseles anomalies échographiques.

Le taux de détection de résultats anormaux en-@f&{ est beaucoup plus élevé en
post-natal : sur 1375 patients agés de 0 a 84,jhlir4% d’anomalies délétéres sont détectées
avec une puce ciblée de type BAC-array (contre leBo%rénatal avec la méme puce) [58].
Parmi ces résultats anormaux, 40% des enfants adngissés pour dysmorphisme. Ces
résultats montrent I'importance de I'examen cli@get toutes les difficultés d’orientation

devant de simples signes échographiques qui parosent pas confirmés a la naissance.
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Outre le diagnostic moléculaire d’anomalies échpligigues, la CGH-array est
également d’'une aide précieuse pour la caractémsates marqueurs chromosomiques
surnuméraires décelés au caryotype (fragments dsmmiques trop petits pour étre
caractérisés). On estime que ces marqueurs chromoses surnuméraires sont retrouves
dans 0,075% des caryotypes en diagnostic prénat@l0d4% des caryotypes chez les
nouveaux nés [63]. Calliezt al [64] présentent le premier cas de diagnostic giedrde
marqueur surnuméraire caractérisé par CGH-ardaycaractérisent une duplication 20p11.2-
gql1.23 délétere.
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Pourcentage
d'anomalies

Nombre causales non
Indications de retrouvées par les
patients méthodes de

cytogénétiques
conventionnelles

Kleeman et al. | anomalies échographiques (isolées n=33,

0,
2009 [59] multiples n=17) >0 2%
age maternel avancé (n=123), anomalies
échographiques(n=84), histoire familiale
Van de Veyver (n=87), déséquilibre chromosomique du
et al. caryotype(n=28), marqueurs sériques 300 2,30%

2009 [60] maternels de dépistage de trisomie 21
anormaux (n=9), anxiété parentale (n=33),
inconnues (n=3)

anomalies échographiques (n=110), anxiété

Shaffer et al. | =" (1=20), histoire familiale (n=19), age 151 1,30%

2008 [58] maternel avancé (n=2)
Valduga et al. Polymalformations (n=42), anomalie .
2010 [61] cérébrale sévére (n=8) 50 10,00%
Tyreman et al lies &ch hi .
2009 [24] anomalies echographiques 106 9,40%
Faas et al lies éch hi 32 15 60%
2009 [53] anomalies échographiques 60%
Evangelidou L, ) _
anomalies échographiques (n=15),
et al. . . - . _ 25 8%
2010 [62] réarrangement equilibre (n=10)

Tableau 4 : Apports de la CGH-array dans le diagnos tic prénatal.




3. Obhjets de I'étude

L’introduction de la CGH-array dans la stratégiediggnostic prénatal est a ce jour
controversée. Les questions discutées sont divergéséfices et risques apportés par la
méthode, type de puce adapté, interprétation dmdtaés... Malgré cela il existe un réel
besoin d’améliorer le taux de détection des akienmatgénétiques causales d’anomalies

phénotypiques en prénatal.

Le premier objectif de ce travail a été d’évaluefdisabilité de la CGH-array sur des
prélevements prénataux. Le probléme majeur estehabdu matériel de qualité, en quantité
suffisante, pour procéder a I'analyse du génomeogaid-array. Nous avons donc réalisé une
étude prospective en sélectionnant les grossessas Ipsquelles était programmeée une
interruption pour raison médicale. Nous rapportégalement les cas ou le laboratoire de
cytogénétique a eu recours a la CGH-array pounaxffson diagnostic. Ces dossiers nous ont

ameneés a mettre au point la technique de CGH-amgyrénatal.

A la lumiere de nos résultats nous avons effectu€amparatif entre les différents
types de prélevements quant a la qualité de rendb@H-array. Nous avons été confrontés
aux difficultés d’interprétation. Nous nous somnégmlement penchés sur la faisabilité en
pratique routiniere, au temps nécessaire pouméuees résultats dans la perspective future
de pouvoir appliquer cette technique en diagngatimatal. Le délai est trés important en
diagnostic prénatal surtout lorsque les anomal@®graphiques apparaissent tardivement.
Enfin nous discuterons de la place de la CGH-agragliagnostic prénatal : I'utilisation de cet

outil doit-elle se limiter aux cas d’'IMG ? A-t-elga place dans le diagnostic prénatal ?
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MATERIELS ET METHODES

1. Patients et échantillons

La CGH-array a été mise au point en prénatal airpdiéchantillons provenant
d’interruptions médicales de grossesse. Aucun gestesif n'a été réalisé spécifiguement
pour cette étude. A aucun moment il n'a été prigisigue supplémentaire pour la vie des
foetus. Toutes les ponctions sont réalisées loF$ié ou parallelement aux prescriptions de
génétique « conventionnelle ».

L’ensemble des couples sont informés lors de laasige du consentement éclairé des
investigations supplémentaires réalisées et dueistgchec de la technique, qui, au moment
de la mise en place de I'étude, est du domainesgialdppement scientifique.

Quatre types de préelévement sont recueillis : silés, liquides amniotiques, cellules
en culture issues du liquide amniotique en culktreéangs foetaux. Les prélevements nous
sont adressés par le centre pluridisciplinaire @grastic prénatal (CPDPN) du CHU de
Poitiers. Les liquides amniotiques et sangs feetant ponctionnés lors de l'interruption
médicale de grossesse, avant l'injection de fakgigbarallelement aux échantillons conservés
pour DNAtheque. Aucun acte invasif supplémentaiestrdonc réalisé. lls sont recueillis sur
tube Falcon et EDTA respectivement. Les villositégis sont envoyées pour diagnostic
rapide par biologie moléculaire des principalesupladies. L'’ADN est conservé a +4°C. |l
est utilisé en CGH array lorsque liquides amniaget sangs faetaux ne sont pas disponibles
(échec de ponction, geste invasif supplémentaire.e3. cellules en culture issues des LA
sont envoyés par courrier a température ambianteupalaboratoire de cytogénétique
extérieur au CHU de Poitiers : laboratoire CYLABRu&i & La Rochelle. Dans un premier
temps, seules les grossesses pour lesquellesteneimion médicale est programmée et dont
la cause est probablement génétique sont concernées

Pour les 2 grossesses n‘ayant pas abouti a urreupptien meédicale les échantillons

sont recueillis lors de la ponction pour caryotfqeal.
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2. Extraction des ADN

Difféerents protocoles d’extraction ont été mis efacp selon la nature des
prélevements. Le but est dobtenir une quantité ONA suffisante (1 pg avec une
concentration de 50 ng/ul) et de bonne qualité pawvoir poursuivre I'analyse par CGH-

array. Cette étape est essentielle car elle condié le marquage de I'ADN.

2.1 Sangs foetaux

Pour obtenir 'ADN dans les conditions expérimeesalequises, les sangs faetaux sont
extraits avec le kit QlAamp® DNA Blood Midi.

Afin d’éliminer toute trace d’ARN, 1 mL de sang fdeest incubé 30 min a 37°C en
présence de 100 pL de Protéinase K (20 mg/mL) gtl1@e RNaseA (10 mg/mL). Cette
étape de digestion par la RNase permet d’obter@raamcentration finale d’ADN plus juste.
En effet les concentrations de 'ADN et de 'ARNnsodéterminées par étude de leur
absorbance a une longueur d’'onde de 260 nm avepestophotométre Nanodrop® qui ne
distingue pas I'ADN de I'ARN dans notre échantilloen présence d’ARN, les
concentrations finales en ADN sont surestimées.cBaséquent, la quantité finale d’ADN
marquée par le fluorochrome est réduite et se &ran quantité insuffisante pour permettre
I’hybridation sur les puces.

L’extraction de '’ADN se poursuit par I'ajout de2imL de tampon de lyse AL; puis le
mélange est mis a incuber a 70°C pendant 10 mibafu marie. Aprés addition d'1 ml
d’éthanol absolu, le mélange est alors dans ledittons de pH optimum (pH acide) pour la
fixation de I'ADN sur une colonne de silice. Il edéposé sur un ensemble colonne/tube
collecteur et centrifugé a 3000g pendant 3 min @C2Q'ADN fixé sur la colonne est lavé
une premiere fois par 2 mL de tampon AW1 (centafian a 4000g, 1 min a 20°C), puis lavé
une seconde fois avec 2mL de tampon AW2 (centiifog 45009, 30 min a 20°C). Pour
évaporer les traces résiduelles d’éthanol, la cwoest centrifugée a vide (4500g, 1 min a
20°C) puis est placée 10 min dans une étuve a 1&QGx élutions successives ont lieu avec
200 pL de tampon AE : on dépose 200 pL d’éluantasmembrane de silice et on incube 5
min a température ambiante. La colonne est ceg&dua 45009 (5 min a 20°C) puis I'éluat
est remis au contact de la membrane pendant 5 @esinUtADN est €lué par une nouvelle
centrifugation (4500g, 5 min a 20°C). Ce protoadilution permet d’améliorer la quantité
finale de 'ADN extrait.
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2.2 Liquides amniotiques

Les prélevements sont centrifugés 10 minutes a@80Ce culot cellulaire obtenu est
lavé a deux reprises par 800 pl de PBS (Phosph#ferBd saline).

L’ADN est alors extrait du culot cellulaire en igdnt le kitQIAamp® DNA Mini
(Qiagen). Le culot cellulaire est repris dans 40@¢ PBS et réparti dans deux tubes qui
seront traités séparément dans un premier tempsiélange PBS/cellules (200 pul) est mis a
incuber 30 minutes a 37°C en présence de 3 ul dasBM (10 mg/mL) et 20 uL de
protéinase K (20 mg/mL). Les cellules sont lyséas @out de 200 uL de tampon AL
(incubation 15 min a 56°C). L'incubation est prajée si la persistance de débris cellulaires
est constatée. Aprés ajout de 200 pl d’éthanollabstohomogénéisation sur un vortex, le
mélange est alors dans les conditions de pH optirfphinacide) pour la fixation de '’ADN
sur une colonne de silice. Les deux extraits calles sont déposés sur une seule colonne
(deux centrifugations successives a 8000g pendantminute a 20°C). L’ADN fixé sur la
colonne est lavé par 500 pL de tampon AW1 (cemafion a 8000g, 1 min a 20°C), puis
lavé par 500 pL de tampon AW2 (centrifugation a@f) 3 min a 20°C). La colonne est
centrifugée a vide (21000g, 1 min a 20°C) pour &lan les traces résiduelles de solvant.
L’ADN est élué comme décrit précédemment (deux figisnaniere successive) par 50 pl de
tampon AE.

Lorsque la concentration finale en ADN est inféreea 50ng/uL, I'éluat est évapore
12h au bain marie a sec a 37°C puis repris dangolume d’eau bidistillée garantie sans

nucléases (GIBCO®) permettant d’obtenir la conediun requise.

2.3 Cellules de liquide amniotique en culture

Les cellules en culture nous sont envoyées parieoyrar le laboratoire Cylab de La
Rochelle. Des réception, nous nous assurons queelieges sont a confluence. Dans le
cas contraire, elles sont remises a I'étuve a 37°C.

La préparation du culot cellulaire a lieu & padér2 flacons de 25 cnile culture par
patient. Chaque flacon est traité indépendammeantad’étre déposé sur une méme
colonne lors de I'extraction. Le milieu de cultest éliminé avec une pompe a vide. Le
tapis cellulaire est lavé avec 5 mL de PBS. Lehilesl sont remises en suspension dans

2,5 mL de PBS en grattant le tapis cellulaire. £8ent transférées dans un tube de type
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Falcon® de 15 mL. Aprés une centrifugation 5 miswe8000g, le surnageant est éliminé
et chaque culot cellulaire est repris dans 200 ¢ PES.
L'extraction est ensuite réalisée avec le kit QIA@nDNA Mini en suivant le

protocole appliqué aux liquides amniotiques.

2.4 Villosités choriales

Les villosités choriales sont triées a la loupeobidaire afin d’éliminer les tissus
d’origine maternelle. Le protocole d’extraction I#&DN est le méme que celui utilisé pour
les liquides amniotiques hormis quelques modifaadi: absence de digestion par la RNase,
temps de lyse cellulaires augmenté (environ 20 tegwjusqu’a dissolution complete) et
élution dans un volume plus grand (100 ul car léssités choriales sont beaucoup plus
riches en ADN que les liquides amniotiques).

Pour chaque échantillon, quelque soit la naturg@mlévement, la concentration en
ADN est estimée par spectrophotométrie au NanoDrop@ir qualité est évaluée par
migration en gel agarose 1% (p/v) en utilisant aampgon de migration TAE 0.5X (Tris 20
mM ; Acétate 20 mM ; EDTA 1mM) et une pointe de ebdte Bromure d’éthidium, qui
permet de visualiser ’ADN sous illumination UV. kelume correspondant a 500 ng d’ADN
est déposé avec 2 uL de bleu 10X et est soumig &leatrophorése en comparaison avec le
marqueur de taille d’ADN Lambddindlil.

3. Marquage des ADN

Les volumes réactionnels sont donnés pour marguer & ADN. Le volume maximal
d’ADN de départ est de 20,2 pL. Tout échantillomtdta concentration est inférieure a
50 ng/uL sera rejeté. Les ADN trop concentrés dionés dans de I'eau bidistillée Gibco®.

Nous travaillons par série de 4 échantillons ponrfluorochrome donné, soit 8

échantillons au total (4 échantillons marqués pa cyanine 3, 4 échantillons marqués par

une cyanine 5).
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3.1 Digestion enzymatique

La réaction de digestion enzymatique contient, pbupg d’ADN : 2uL d'eau
bidistillée, 2,6 pL de tampon C 10X, 0,2 pL de B@dvine Serum Albumine) a 10 pg/pL et
0,5 pL de chaque enzynfdul (10 U/uL) etRsd (10 U/uL). Les quantités sont préparées
pour 9 tubes (8+1 tubes). 5,8 pL de ce mélangeaountés a chaque échantillon d’ADN; on
obtient un volume réactionnel final de 26 ul. Lekantillons sont incubés 2 heures a 37°C.
Les enzymes sont ensuite inactivées par une inoubat 65°C pendant 20 minutes. La

réaction est ensuite conservée dans de la glace.

3.2 Marquage des ADN par la technique d’amorcage aléatoire

5 uL d’'un mélange de séquences aléatoires sontegjdans chaque échantillon apres
digestion enzymatique.

L’ADN est dénaturé 3 minutes a 95°C puis est mimcuber dans de la glace 5
minutes.

Deux mélanges réactionnels sont préparés pour mar@DN : la moitié des
échantillons est marquée par un fluorochrome de typanine 3, l'autre moitié par un
fluorochrome de type cyanine 5. Ces mélanges s@épiapés pour une quantité de 5 tubes qui
contiennent chacun 10 pL de tampon 5X, 5 uL de d@®R, 1 uL d’enzyme Exo-Klenow et
3 UL de fluorochrome cyanine 3 ou cyanine 5 (quésgpour un tube). 18 pL de ce mélange
sont ajoutés a chaque échantillon contenant 'ADM® amorces aléatoires. La réaction est
mise a incuber 2h a 37°C puis I'enzyme est inaet@ minutes a 65°C. L’ADN est ensuite
conservé dans de la glace. A partir de cette éthgaut prendre soin de protéger les

échantillons de la lumiéere.

3.3 Purification

Les ADN margués sont purifiés et concentrés grapefitres Amicon® Ultra-0.5.
L’ADN est filtré une premiére fois par centrifugaia 8000g pendant 1 minute puis est lavé
avec 430 puL de Tris EDTA (TE) (centrifugation 10nonies a 14000g). Un deuxiéme lavage a
lieu avec 480 pL de TE (centrifugation 10 minuted4®00g). L’ADN est récupéré par
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retournement des filtres et par centrifugation 800pendant une minute. Le volume de

chaque échantillon est ajusté a 41 pL avec du TE.

3.4 Qualité des sondes marquées

L’efficacité du marquage est évaluée par dosageNsumodrop® a partir de 1,5 pL
d’échantillon marqué. Dans le programme « micrgasraont mesurées les concentrations
d’ADN marqué par l'un ou l'autre fluorochrome audelongeurs d’ondes : 550 nm pour la
cyanine 3 et 650 nm pour la cyanine 5.

Le rendement du marquage correspond a la quariiB\dmarqué en cyanine (3 ou
5) sur la quantité d’ADN de départ (1 pg). Un randat supérieur a 5 indique un marquage
correct. En dessous le marquage sera recommence.

L’activité spécifique des sondes représente leagammtre la concentration en cyanine
3 ou 5 (exprimée en pmol/uL) et la concentrationA&N total (en ng/uL). Les valeurs
attendues se situent autour 25 a 40 pmol/pg psugdkantillons marqués en Cy3 et 20 a 35
pour les échantillons marqués en Cy 5.

4. Hybridation

Les échantillons sont intégrés a des séries dentat{sangs périphériques) et hybridés
en suivant la méthode du trio ou du quatuor lordguguantité initiale d’ADN extraite le

permet.

4.1 Mélange réactionnel

Le mélange d’hybridation comprend pour un tube : @5 d’ADN Cot-1 Humain
(Invitrogen®), 26 pL d’agent bloquant 10X (Agilemechnologies®) et 130 pL de tampon
d’hybridation 2X (Agilent Technologies®). 39,5uLADN marqués en Cy5 et Cy3 sont
ajoutés aux 181 pL du mélange d’hybridation, dééstu8 minutes a 95°C et incubés 30

minutes a 37°C.
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4.2 Chambre d’hybridation

La partie inférieure de la chambre d’hybridation gacée sur la paillasse. La lame
porte joint est posee, joint vers le haut sur gepett. 245 pL du mélange réactionnel est
déposé au contact des deux emplacements jointéslaime. Cette lame est recouverte par la
puce a ADN (spots de la puce vers l'intérieur). dtambre est fermée a plat (figure 15).
L'incubation a lieu sous agitation (rotation de @urs par minute) dans le four Agilent
technologies® pendant 40h & 65°C.

Les chambres d’hybridation sont ensuite démontée@dame pucée et la lame joint
sont désassemblées dans le premier récipient dgdaWash 1 Agilent technologies®). La
puce est ensuite lavée 5 minutes sous agitatios dartampon de lavage (Wash 1 Agilent
technologies®) et 1 minute sous agitation dansolatisn Wash 2 (Agilent technologies®),
solution stabilisatrice et fixatrice maintenue &8G7

Figure 15: Etapes d’assemblage de la chambre d’hybr  idation.
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5. Analyse des puces

L’acquisition des images se fait par lecture degsepusur le scanner Agilent
technologies® gréace au logiciel Agilent Scan Cd@r@igure 16). Les données sont extraites
par le logiciel Feature extraction® qui traite tlnnées numériques, identifie chaque spot et

lui redonne les coordonnées du génome lui corresgran

Figure 16: Acquisition des spots d’'une puce 2x105K par le scanner.

DNA analytics® permet enfin de visualiser les réssl comme décrit dans le
paragraphe « Hybridation ». Une délétion ou dupbica sera suspectée lorsque seront
retrouvés trois oligonucléotides contigus dévian&uivant les recommandations de
I’American society for clinical pathology, 3 sondasnsécutives déviantes de la méme facon
(positif ou négatif) avec un log ratio supérieud,a5 est requis pour définir un déséquilibre
[65].
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RESULTATS ET DISCUSSION

51 interruptions médicales de grossesse (IMG) ot &ctées parle centre
pluridisciplinaire de diagnostic prénatal entre2@ mai 2010 et le 28 octobre 2010. Parmi
celles-ci 34 ont eu lieu au CHU de Poitiers. Da@isc@s sur 34 un diagnostic était posé au
moment de l'interruption (pré éclampsie, Turneiisdmie 18, 13 ou 21...) ; ils ont donc été
evinceés de 'étude a I'exception d’un syndrome denér (cas 1) et d’'une trisomie 21 (cas 2)
qui nous ont servis pour la mise au point des figcles. Nous avons étudié 9 dossiers
pendant la période d’étude prospective (cas 5, 6, &1, 12, 13, 14, 15) dont le diagnostic
était inconnu au moment de l'interruption mais ddotigine génétique était fortement
suspectée.

Les cas 10, 16 et 17 également explorés penddatpgiode ne sont pas des IMG.

Les cas 3, 4 et 7 sont des IMG antérieures a laqeéd’étude pour lesquelles des
prélévements ont été conserves suite a des préscsgle génétique clinique.

Les cas 18, 19 et 20 sont des dossiers de fin @008but 2010, antérieurs a la période
d’étude des IMG ; les échantillons ont été extragton des protocoles différents et n’ont

donc pas été inclus dans le chapitre « caractfuisibiologiques » (figure 17).

Au total, nous avons étudié 14 cas d’anomalies grepiiques non expliquées par le
caryotype (cas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,143,15, 16). Parmi ces derniers, nous avons
mis en évidence deux anomalies pathogenes chezatientp (cas 8). Un cas est resté
ininterprétable (cas 5). Pour 12 patients aucummenalie n'a été détectée au seuil de 250 kb.
Nous avons également analysé 4 patients dont Igotype présentait une anomalie
demandant des précisions (cas 17, 18, 19 et 28)cae 18 et 19 présentent des anomalies
échographiques et une anomalie cytogénétique. Aucamomalie échographique n’est
présente pour les cas 17 et 20. Dans les 4 casavons affiné le diagnostic en mettant en

évidence 5 déseéquilibres additionnels, I'un d’eeu® étant rendu pathogene (cas 20).
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20 mai 2010-28 octobre 2010
51 IMG

|

34 IMG au CHU de Poitiers

D_|agnc_>st|c Diagnostic biclogigque non

biolagique determiné au moment de

connu au I'IMG n=14

moment de

I'IMG n=20 il

CGH n=9 Anomalies Anomalies Anomalies Anomalies du
(cas 5,6, 8,9, 11,12, 13, 14, 15) échographiques échog_rap.h.iques échographiques caryotype
n'ayant pas ayant justifiées une et du caryotype isolée n=2
¢ justifiées une IMG  IMG avantmai 2010  n=2 (cas 18 et
n=2 (cas 10 et 16) n=3 (cas 3, 4, 7) 19) /\
Désequilibre pathogéne

en CGH-array(cas 8) Cas ayant Cas n'ayant

justifiés une  pas justifié
IMG n="1 une IMG
(cas 20) n=1 (cas 17)

'

Déséquilibre pathogéne
en CGH-array

Figure 17 : Répartition des cas analysés dans cette  étude.

1. Caractéristigues des patients

Les caractéristiques clinigues ayant entrainé laattele de CGH-array sont décrits
dans le tableau 5. Nous mentionnons égalementyetyae initial et le résultat rendu aprés
I'analyse par CGH-array.

La plupart des femmes enceintes furent prélevéesignes d’appels échographiques
(cas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 1/, 1B, 19). Les patientes 17 et 20 furent
prélevées respectivement pour antécédents d’anesneiromosomiques et risque intégré de
trisomie 21 supérieur au seuil. Aucune anomali@@@phique n’est présente ; la CGH-array
est réalisée pour éclaircir le caryotype.

Les cas 1 et 2 ont été diagnostiqués respectivesyadtome de Turner et trisomie 21
par biologie moléculaire sur signes d’appels bimjogs. Le diagnostic est déja posé au
moment ou nous effectuons la CGH-array.

Dans le cas 8 seule la FISH demandée apres exdmigue du foetus a montré une
délétion en 4p (caryotype de premiére intentiavlvenormal).
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Résultats du caryotype bande G et/ou de la Résultats de la CGH-
Cas Indications biologie moléculaire IMG array
Mise au point 1 |Risque de T21 & 1/142 45X0 oui |[del(X)
2 | trisomie 21 47XX,+21 oui [dup(21)
Dysmorphie faciale, imperforation anale,
agénésie de la vésicule biliaire, anomalies
3 | vertébrales multiples 46,XY oui | absence d'anomalies
RCIU, hypoplasie cérébelleuse,
ventriculomégalie, immobilisme foetal,
arthrogrypose, épanchement pleural,
4 | ;cedéme généralisé 46 XX oui | absence d'anomalies
Malformation cardiaque sévere, RCIU Contamination d'origine
5 | précoce 46XY oui | maternelle
Malposition des 4 extrémités, artere
6 | ombilicale unique, RCIU précoce 46 XX oui | absence d'anomalies
Caractérisation , Cla:]ldiopathite,b anomali.es séveres jambes, S . A 4 i
d'anomalies pieds, avant-bras, mains oui | absence d'anomalies
échographiques |_8 | Cardiopathie, RCIU 16,XY oui |del(4p16) + dup(8p23)
Hygroma coli 46XX oui_|absence d'anomalies
10 | Suspicion de Widemann Beckwith 46 XX non | absence d'anomalies
Suspicion d'ostéogénese imparfaite ou
11 | d'hypophosphatasie 46 XX oui | absence d'anomalies
12 | Cardiopathie 46 XX oui | absence d'anomalies
13 | Anamnios, insuffisance rénale terminale 46XY oui | absence d'anomalies
14 | Cardiopathie 46 XY oui | absence d'anomalies
15 | Cardiopathie 46XY oui | absence d'anomalies
16 |RCIU 46XY non_| absence d'anomalies
Absence de signes échographiques mos
Remaniement chromosomique maternel 46,XX,inv(13)dup(13){3}/46,XX,insinv(13)(p13q21932)
Caractérisation [ 17 [connu mat non | dup(13g21.2)+del(13g31.1)
d'anomalies 18 | Ventriculomégalie, microretrognatisme 46,XX + marqueur excédentaire DAPI oui |del (15)(q24.3)
Cytogenetiques | 19 Spina bifida lombo-sacré 46XY + dupl4 ou dup22 oui_[dup(10)(q21.3)
Absence de signes échographiques, dup(1)(g42.13qter) +
20 [risque de trisomie 21 estimé a 1/226 46, XX,derdqg+is  h del(4)(q35) oui [ del(4)(g35.2qter)

Tableau 5: Caractéristiques cliniques et cytogénéti

ques des foetus inclus dans I'étude.
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2. Caractéristiques biologigues

Nous présentons ici les caractéristiques biologiglee3 sangs foetaux (cas 3, 4, 13), 6
liquides amniotiques (cas 1, 11, 12, 14, 15, 16)il@sités (cas 2, 9) et 7 cellules en culture
issues de liqguide amniotique (cas 4, 5, 6, 7, 8, 1I). Pour le cas 4 deux types de

prélevement ont été recueillis.

2.1 Sangs foetaux

Les caractéristiques des échantillons sont regesupgd@ns le tableau 6 : Les ratios
d’absorbance A260/A280 et A260/A230 varient respentent de 1,86 a 1.95 et de 2,1 a
2.23 ce qui indique que I'ADN est de bonne qualiéns chacun des cas nous obtenons une
concentration d’ADN supérieure a 50 ng/pl (valeumimale requise pour I'expérimentation)
obtenue aprés extractiodl mL de sang fcetal (quelque soit I'age gestawbnae la
grossesse). L’ADN des sangs foetaux est extrait@t@&ption ou apres congélation ; ceci n’a

aucune incidence sur la qualité de 'ADN.

Age .
Cas Volume (mL) | gestationnel Concentration A260/280 A260/A230 Congélation
(ng/ul)
(SA)
4 1 26 84,2 1,87 2,23 oui
3 1 23+4 58,8 1,95 2,14 oui
13 1 35 73,47 1,86 2,1 oui

Tableau 6: Caractéristiques de I’ADN obtenu aprés p

rélevement de sang foetal.
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L’'étape de digestion par une enzyme, la RNAse As Ide [I'extraction est
indispensable afin de ne pas surestimer les coatems en ADN et de ne pas parasiter la
réaction de marquage. La disparition des banddaille poids moléculaire aprés traitement
par la RNase A confirme gu'’il s’agit d’ARN (figurE8). Nous avons ainsi constaté que, de

facon surprenante, les échantillons de sangs kostant riches en ARN, ce qui n’est pas le

cas du sang d’'un nouveau-né ou d’un adulte.
———

20 kpb

SR

Figure 18: Electrophoréses en gels d'agarose :

(@) 1. Marqueur de taille (ADN de phage lambda digé ré par Hindlll) 2. et 3. ADN extrait de
sang foetal sans étape de digestion par RNase A.

(b) 1. Marqueur de taille (ADN de phage lambda digé ré par Hindlll) 2. ADN extrait de sang

périphérique d’'adulte (dépourvu d’ARN) 3. ADN extra it de sang foetal traité par
Rnase A.

2.2 Liquides amniotiques

Les caractéristiques des échantillons sont regesupkans le tableau 7. Les ratios
d’absorbance A260/A280 et A260/A230 varient respentent de 1,78 a 1,95 et de 1.09 a
1.66. Les concentrations varient de 29,4 ng/ul 2989/l permettant la réalisation d’'une
expérimentation avec Dye Swap dans 50% des casiemint. Pour deux échantillons (cas
14 et 15) I'éluat a dO étre évaporé et repris damsminimum d'eau (20 pl) afin de les
concentrer. Cette concentration d’ADN dépend dgel’gestationnel et du volume de départ
mais également probablement de la qualité du legaichniotique (teneur en cellules mortes

par exemple).
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Cas Volume (mL) | 98 g?g‘:‘)“o””e' CO”(CHZ’}ES“O” A260/280 A260/A230
1 12,5 mL 26+5 132,9 1,89 1,66

11 10 mL 2546 52,3 1,92 1,53

12 8,5 mL 2643 76,1 1,82 1,63

14 10 mL 2543 45,9 1,87 1,39

15 7 mL 25+ 2 29,4 1,95 1,09

16 11 mL 2145 88,9 1,78 1,15

Tableau 7: Caractéristiques de I'ADN obtenu aprés p  rélevement de LA.

L’ADN des liquides amniotiques est extrait en priemede RNAse A afin de ne pas
surestimer la quantité d’ADN de I'échantillon. L&BN extraits de liquides amniotiques sont
dégradés. Cette dégradation se manifeste par deselaou « smear » par migration de
200 ng d’ADN génomique en gel d’agarose 1% (p/igufe 19). Malgré tout, pour le cas 1
ici présent, la qualité finale de la lame est ataigp puisque le DLRS est de 0,176376. Pour
I'ensemble des liquides amniotiques suivants naws rabstiendrons du dépét sur gel afin de
conserver le maximum d’ADN pour la technique de C&thy. L'ADN est directement

hybridé quelque soit la qualité initiale du mateeetrait.
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Figure 19: Electrophorése en gel d’agarose : ADN ex trait de liquide amniotique en
comparaison a un ADN extrait de sang périphérique e  t Lambda/ Hindlll. 1. ADN extrait de LA
apres digestion par RNase 2. ADN extrait de sang pé riphérique d’adulte 3. Marqueur de taille

(ADN de phage lambda digéré par Hind IlI).

2.3 Cellules de liquide amniotique en culture

Les caractéristiques des échantillons sont regesigdans le tableau 8. Le cas 4 a été
extrait selon un protocole différent comprenantsiursétapes de lyse du culot cellulaire
puis purification sur un automate d’extraction ddgs nucléiques bionobis (Magtration —
MagaZorb® DNA Common Kit-200). Cette méthode a ab&ndonnée a cause des trop
faibles rendements d’extraction. Pour les autras kextraction a eu lieu selon le protocole
décrit dans le chapitre « matériels et méthoddses. ratios d’absorbance A260/A280 et
A260/A230 varient respectivement de 1.79 a 2.0deetl.11 a 2.13. Aprés le maintien en
culture des cellules recues du laboratoire de &ytétique (24h a 72h dans une étuve a 37°C,
5% CO2), 2 flacons de 25 érdont les cellules ont atteint la confluence sarffisants pour
permettre une extraction avec une concentraticaldimariant de 62.24 a 474 ng/ul. L’ADN
des cellules en culture de liquides amniotiquest falement extraits en présence de
RNAse A. L’ADN est de bonne qualité sans tracedéfgradation visible (figure 20).
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Cas Age gestationnel Concentration A260/280 A260/A230
(SA) (ng/ul)
8 27+5 101,7 1,99 2,13
4 26 99,57 1,79 1,86
17 17+6 62,24 1,97 1,11
5 19 474 1,93 2,1
6 25+5 160,6 1,93 1,95
7 15+1 80,43 2,02 1,71
10 33+5 319,7 1,94 2,07

Tableau 8: Caractéristiques de I'’ADN obtenu a parti  r des cellules de liquide amniotique en
culture.

20kph —> w— - -

Figure 20: Migration en gel d’'agarose : ADN extrait  de cellules de liquide amniotique en culture

en comparaison a un ADN extrait de sang périphériqu e et Lambda/ Hindlll. 1. Marqueur de taille

(ADN de phage lambda digéré par Hindlll) 2. ADN extrait de sang périphérique d’'adulte 3 . ADN
extrait de cellules aprés digestion par la RNase A.

56



2.4 Villosités choriales

Les caractéristiques des échantillons sont regesupians le tableau 9: Les ratios
d’absorbance A260/A280 et A260/A230 varient respentent de 1.89 a 2.02 et de 1.67 a
1.72. Les villosités choriales sont des tissusescén ADN, les concentrations obtenues ont
toujours été supérieures a 100 ng/ul. Nous avomsingué I'absence d’ARN dans ce type

d’échantillon (figure 21).

Cas Age gestationnel Concentration A260/280 A260/A230
(SA) (ng/ul)
9 13+6 167 1,89 1,72
2 12+6 106,97 2,02 1,67

Tableau 9: Caractéristiques de I'’ADN obtenu aprés p  rélevement de villosités choriales.

20 kpb —" . - -

1 2 3

Figure 21: Migration en gel d’agarose : ADN extrait  de villosités choriales en comparaison a un
ADN extrait de sang périphérique et Lambda/ HindlIl. 1. Marqueur de taille (ADN de phage
lambda digéré par Hindlll) 2. ADN extrait de sang périphérique d’adulte 3 . ADN extrait de
villosité sans étape de digestion par la RNase A.
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2.5 Qualité de I'hybridation en fonction du type de prélévement

Nous obtenons, apres la réaction de marquage dé¢é pdd le fluorochrome, des
rendements supérieurs a 5 pour I'ensemble des #tdras) ce qui est conforme aux normes
préconisées par le fabriqguant. Les activités spgmé sont comprises entre 25 et 40
pmol/ug pour ceux margqués en cyanine 3 et entretZb pmol/ug pour ceux margqués en

cyanine 5. Ces parameétres sont satisfaisants, @aila qualité de la réaction de marquage.

Le DLRS est un bon marqueur de la qualité finaléeadame. Les valeurs attendues se
situent en dessous de 0,2. Plus cette valeur ¢, fplus la qualité de la puce est haute
rendant la lecture et l'interprétation aisées. Cacété observé de maniéere visuelle en
regardant par exemple, la dispersion des sondegadeet d'autres de la ligne de base
constituant l'intégralité du chromosome 18 (fig@®). Nous observons bien que la valeur des
DLRS obtenus est inversement corrélée a la quaditBhybridation finale. Nous constatons
également que seul un DLRS dont la valeur est suypéra 0,20 a une nette incidence sur la

qualité de la lame rendant son interprétation gdifficile.

58



18 18 18 18

A LI - A2 D A R R IR A4z oMo
pllal . P13 pl1a1 piial
pl1.22 pi1.22 pl1.22 pl1.22
qi2.1 qi2.1 qiz.1 q12.1
qiza q12.3 q123 qiza
q21.2 q21.2 q21.2 q21.2
q21.32 q21.32 q21.3 q21.32
q22.1 q22.1 q22.1 q22.1 '
9223 ! q22.3 q223 q223 .
[ -
1.DLR5=0.128 2.DLRS=0.14 3.DLR3=0.155 4 DLR3=0.162
18
AE 0 R M
p11.31 o : . Hod P p11.31 pl1al
pll22 RS SHE pll22 Lo pi1.22 pii22
3. 13 I
E
o ! A1
gl2.1 gqi2.1 o ql2.1 q12.1
12.3 . 123 = | 123
d * 4 . ; 4 q12.3
gq21.2 q21.2 1 q21.2 0212
g21.32 " g21.32 vy q21.32 q21.32
q22.1 q22.1 I q22.1 q22.1
922.3 o q22.3 AR q22.3 q22.3
kM) + 8y
I e [ - AN Pas -
5 DLRS=0.176 6.DLRS=0.289 8.DLRS=0.488

Figure 22: Représentation des chromosomes 18 sur DN A analytics® : 1.Hybridation sang/sang;
2.Hybridation cellules/cellules; 3. Hybridation vil losités choriales/sang; 4.Hybridation sang
foetal / sang; 5.Hybridation LA / sang; 6.Hybridatio  n cellules / sang; 7.Hybridation LA / sang;
8.Hybridation cellules / sang.
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Les meilleurs DLRS sont obtenus pour les ADN eidrale villosités choriales
(DLRS inférieur a 0,2 pour I'ensemble des échamig) ce qui est en accord avec les résultats
de la phase pré-analytique (pas de bandes parasitde gel, ratios d’absorbance corrects
obtenus au Nanodrop®); lors de la lecture des ldmdsuit de fond est limité, la ligne de
base fine.

Il est également satisfaisant pour les ADN extrdd@ssangs foetaux (un seul cas sur
quatre présente un DLRS supérieur a 0,2 soit 75%ndes acceptables selon nos critéres).

Inversement, la qualité des lames est médiocre eemui concerne les liquides
amniotiques. Le DLRS varie de 0.171 a 0.323 ave®LURS satisfaisant (inférieur a 0.2)
dans 2 échantillons sur 7. La méthode d’extract@DN ne semble pas en cause car les
ratios d’absorbance sont corrects. C’est vraisebhataent la qualité d’ADN de départ qui est
en cause. Les valeurs de DLRS obtenues sont enoramce avec les «smear » de
dégradations visualisables sur les gels d’agarose.

Le DLRS varie entre 0.141 et 0.489 pour les cellube culture avec un DLRS
inférieur a 0.2 pour 7 échantillons sur 12 (58,3@).obtient donc de meilleurs résultats avec
les cellules en culture qu’'avec les liquides amagies frais ce qui était attendu (on ne
retrouve pas de « smear de dégradation » sur lesi'ggarose). |l est extrémement probable
que la différence de qualité entre les celluleswture soit due a différents moments de vie
des échantillons ; les cellules en phase d’apoosteainsi plus susceptibles de contenir un
ADN dégradé.

Nos résultats indiquent que les meilleurs prélevem@our réaliser un diagnostic
prénatal par CGH-array sont le sang foetal ou léssités choriales. En effet, pour les sangs
foetaux, nous avons obtenu un DLRS inférieur a @& dB/4 des cas (contre 7/12 pour les
cellules et 2/7 pour les liquides amniotiques).r€ailtat doit cependant étre confirmé sur un
plus grand nombre d’échantillons. L'étude de samtpf minimise le risque de contamination
d’origine maternelle (contrairement aux liquides namtiques et cellules en culture).
Néanmoins, le prélevement de sang foeetal comporeridgues pour le foetus. Le taux de
mortalité directement imputable a l'acte invasit aax alentours de 1% [66]. Ce taux est
légerement supérieur a celui observé pour les\@giénts de LA (risque de fausse couche
apres amniocentese estimé entre 0,5 et 1 % [43]).

Les villosités choriales d’'un point de vue expérntaé donnent également de trés bons
résultats (DLRS inférieurs a 0,2 dans 100% des, aag)s son utilisation en diagnostic
prénatal pour la CGH-array devrait étre exceptitian&n effet, les villosités choriales sont

surtout prélevées en cas de signes d’appels bitmisdéors de I'échographie du premier
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trimestre (soit entre 11 et 13 SA), notamment endiaugmentation de la clarté nuccale ou
également en cas de signes d’appels biologiquesufimele la B-HCG libre et PAPP-A). Ces

différents signes sont souvent liés a des anomal@emosomiques de grandes tailles
(trisomie 13, 21...) détectables par biologie molaral ou cytogénétique classique

(caryotype). Les indications de la CGH-array ennptél se situent plutét a partir de la

deuxieme échographie (soit entre 22 et 24 SA)odérou sont dépistées environ 60% des
malformations les plus graves [67]. A ce stade algrbssesse, le prélevement de liquide
amniotique est alors préférable. Par ailleurs uit feester prudent avec les échantillons de
villosités choriales: les lignées cellulaires é&bed avec une choriocentéese sont
trophoblastiques et, certaines anomalies, commigtiasomie 12 p., peuvent ne pas étre
révélées (diagnostic pourtant accessible a pagtirasnniocytes) [43].

Le préléevement de liquide amniotique est le plusraot des prélevements foetaux et
le plus approprié a I'approche par CGH-array. D@assibilités sont envisageables : les
liquides amniotiques peuvent étre traités directerna aprés mise en culture. Dans le cas ou
ilIs sont analysés directement, I'avantage majetileegain de temps. On s’affranchit de
I'étape de mise en culture, les premiers résultatd ainsi théoriquement disponibles en 4
jours. Néanmoins, au niveau expérimental le liquadeniotique n’est pas le prélevement
« idéal ». En effet, la qualité des lames est neddioSi I'on s’arréte a l'interprétation des
DLRS, seuls 2 échantillons sur 7 entrent dansriésres de qualité. L'analyse des lames est
compliquée par la présence de bruit de fond. Aénlichiter le nombre de faux positifs, le
seuil de résolution pour la détection d’anomaliedonc été modifié. Il est établi a 250 kb
(initialement établi a 3 sondes consécutives iiBen moyenne). Les liquides amniotiques
frais sont délicats a analyser ; 'ADN extrait psu concentré ce qui ne permet pas toujours
de pouvoir passer I'échantillon en double (cyar8ret cyanine 5). Ces difficultés pourraient
étre surmontées en augmentant le volume de ligameiotique de départ (20 mL) ou en
modifiant le protocole d’extraction [68].

Pour les cellules en culture de liquide amniotiges, résultats expérimentaux sont
meilleurs (DLRS inférieur & 0,2 pour 7 échantillas 12). Néanmoins, plusieurs contraintes
restent liées aux cellules en culture de liquidesiatigues comme le temps de la culture
cellulaire (15 jours). De plus, on se heurte partol’échec de remise en culture. En reprenant
des cas pour lesquels nous n'avions plus de mhatéfrais» nous avons eu des difficultés
d’obtenir & nouveau des cellules a conflueridéanmoins, les cellules en culture peuvent
nous étre d’'une aide précieuse lorsque le liquideiatique natif est trop pauvre en ADN,

dans le cas ou un caryotype est demandé en parallél
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En ce qui concerne I'hybridation, la logique voutdrpe I'on hybride ensemble des
échantillons de méme nature, extraits de facontigiem Cependant, afin de respecter des
conditions d’analyse utilisable en routine, nousrevdécidé d’inclure au fur et a mesure les
échantillons prénataux aux séries de patients étuchaque semaine. Ainsi, tous les sangs
foetaux et liquides amniotiques ont été hybridéstreodes sangs de patients. Certaines
cellules en culture ont été hybridées contre démutrellules, villosités ou sang de patients.
Nos données expérimentales montrent que I'hybaodatle deux échantillons de nature
différente ne semble pas impacter de maniere majeuDLRS, et que celui-ci n’est pas
forcément plus faible lorsque I'on hybride des étilans de méme nature. Par exemple,
pour le cas n°8 le DLRS ne change pas significateug lorsque I'hybridation a lieu contre
du sang (DLRS=0,2889) plutét que contre des callateculture (DLRS=0,30). Le DLRS ne
semble donc pas impacté par la nature des prélétsrgbridés entre eux, mais plutét par la
qualité initiale de I'échantillon, et par le borrdélement des différentes étapes de marquage.
L’ensemble des résultats obtenus des caractémstigtopres au controle de la qualité sont
regroupés dans le tableau 10. Au final, en tenamipte exclusivement de la qualité des
données brutes obtenues apres la lecture des pu@ESN nous avons considéré que

I'ensemble des lames pouvaient étre interprétées.
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Nature du

Rapport Rapport prélévement
A260/280de | A260/A230 Activité contre lequel
Nature du Cyanine I'ADN de de'ADN de | Rendement spécifique I'hybridation
Cas prélévement | marquée départ départ (ug) (pmol/uL) DLRS alieu
4 Sang foetal 5 1,87 2,23 5,72 32,31 0,141842 sang
Sang foetal 3 1,95 2,14 5,36 29,17 0,24 sang
Sang foetal 5 1,95 2,14 51 34,39 0,161586 sang
13 Sang foetal 3 1,86 2,1 6,49 34,69 0,166261 sang
cellules 5 1,99 2,13 6,26 24,09 0,301784 cellules
cellules 3 1,99 2,13 6,18 28,42 0,2889 sang
cellules 3 1,79 1,86 5,74 30,55 0,301784 cellules
17 cellules 5 1,97 1,11 6,3 20,63 0,2747 sang
17 cellules 3 1,97 1,11 6,78 26,19 0,488755 sang
5 cellules 3 1,93 2,1 57 30,28 0,140945 cellules
6 cellules 3 1,93 1,95 7,32 34,12 0,180002 sang
6 cellules 5 1,93 1,95 5,61 32,37 0,172465 sang
7 cellules 3 2,02 1,71 6,01 28,4 0,199895 cellules
7 cellules 5 2,02 1,71 5,4 27,36 0,14095 cellules
10 cellules 5 1,94 2,07 6,13 29,94 0,199895 cellules
10 cellules 3 1,94 2,07 7,82 33,04 0,172363 villosités
1 LA 3 1,89 1,66 6,45 41,06 0,176376 sang
11 LA 3 1,92 1,53 5,81 38,63 0,171 sang
12 LA 3 1,82 1,63 5,8 31,12 0,282048 sang
12 LA 5 1,82 1,63 5,66 29,54 0,219997 sang
14 LA 5 1,87 1,39 6,52 31,5 0,255715 sang
15 LA 3 1,95 1,09 53 32,51 0,322977 sang
16 LA 5 1,78 1,15 5,63 32,6 0,273149 sang
villosités 5 1,89 1,72 6,31 31,46 0,172363 cellules
villosités 3 1,89 1,72 5,76 39,78 0,155515 sang
villosités 5 2,02 1,67 6,45 31,8 0,154143 sang

Tableau 10: Caractéristiques biologiques d

es différents échantillons marqués et hybridés.
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3. Mise au point de la CGH-array : concordance
avec les résultats de cytogénétique

La CGH-array montre une parfaite concordance agescadsultats de cytogénétique
(caryotype conventionnel) en ce qui concerne lesi®mes de Turner (cas 1) et les trisomies
(trisomie 21 pour le cas 2) (figure 23). Pour I'aetillon 1, I'hybridation a lieu contre un
patient de sexe masculin marqué en cyanine 5. aiddlon n'a qu'une copie du
chromosome X et aucune du chromosome Y : il s@gitc d’'une monosomie du X, résultat
en concordance avec le caryotype sur liquide arnopiet Le foetus est affecté par un
syndrome de Turner (45X0). A noter que I'étude G&H-array a été réalisée sur liquide
amniotique et n'a pas été possible a partir du $aatgl (extraction d’une trop faible quantité
d’ADN). L'échantillon 2 présente une duplicatiorr $ensemble du chromosome 21, résultat

en concordance avec la technique de biologie migliéeuapide sur villosités (trisomie 21).

X Y 21
42 A0 #H o+ o2 0+ o - N R A

pl131

p21.3
p21.1
pila

11.22
pil22 a

ql2
q13.2

qi1.22

A B H | W

q21.1
q21.31
q21.33

q23

25
3282
q27.1
q27.3

-

& -
.Cas 1 .Patient46>{Y . Patient 46304 . Cas 2

Figure 23: Analyses de 'ADN du cas 1 (45X0O) etde I'ADN du cas 2 (47XX,+21).
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4. Caractérisation d’anomalies échographigues

4.1 Anomalies échographiques multiples

Dans notre cohorte, sept patients présentent ansna@ux anomalies échographiques
(cas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10). Aucun remaniement closmmique majeur n'a été retrouvé pour les
cas 3, 4, 6, 7 et 10 au seuil de 250 kb.

Pour le cas 5, I'analyse du caryotype montre qidgit d’'un feetus de sexe masculin
(46XY). L’hybridation est réalisée en sexmismatde :foetus 5 marqué en cyanine 3 est
hybridé contre un patient féminin (46XX) marquéoganine 5. Lors de I'analyse de la puce,
on trouve une ligne de base Iégerement décaléelpabromosome X mais ne se situant pas
en +1 comme attendu, indiquant que le patient ge s&sculin a un gain de matériel sur tout
le chromosome X. On visualise également un gaimmaéériel pour tous les clones du
chromosome Y (figure 24). Ces résultats sont cdittaires avec ceux de la cytogénétique.
L’analyse par MLPA montrera qu'il s’agit d’'une cantination par des cellules d'origine
maternelle. La CGH-array est ininterprétable dewamtmélange de cellules foetales et de

cellules maternelles.
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Figure 24: Analyse de I'ADN extrait des cellules en culture du cas 5 marqué en cyanine 3 et
hybridé contre un patient témoin de sexe féminin ma  rqué en cyanine 5.
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Le cas 8 est un retard de croissance intra-utésncé a une cardiopathie sévére mise
en évidence a 25 SA. Le caryotype foetal est norrd@XY. Devant la gravité de la
cardiopathie une interruption de grossesse estamugée a 27+5 SA.

L’autopsie fcetale laisse fortement suspecter unreyne de Wolf-Hirshorn qui est
confirmé par hybridationn situ en 4p16.3 (ish del(4)(p16.3p16.3)(WHS-). L’étudesd
parents par FISH montrera que le locus 4p16.3reptaze sur I'extrémité des bras courts des

chromosomes 4 et que I'anomalie est donc survdau®vo

Le syndrome de Wolf-Hirschhorn est caractérisédear cardiopathies congénitales et
des anomalies rénales et génitales. Le tableaiguéirtypique associe RCIU, microcéphalie,
retard psychomoteur, facies particulier, malforiwragi diverses liées a des défauts de fusion
de la ligne médiane, hypertélorisme, fentes lalilaes, agénésie du corps calleux, défauts
septaux cardiaques, hypoplasie rénale Dbilatéralgjpodpadias [69]. L'examen
foetopathologique confirme la cardiopathie (atrguidmonaire a septum inter-ventriculaire
intact) et le retard de croissance ; on retrounaesigent un hypospadias, des remaniements
congestifs diffus et des lésions dystrophiques ggticjues atypiques.

Battaglia etal. en 2001 [70] s’intéressent a 87 patients préséenta syndrome de
Wolf-Hirschhorn. Seulement 50,5% des cas sont disiigués par I'analyse du caryotype
bande G (une FISH est nécessaire afin de poseriagmastic pour les 49,5% restants).
L’analyse par CGH-array (résolution de 1Mb) déodéhe translocation déséquilibrée dans

44% des cas associant la monosomie 4p et une teguartielle autre.

Les cellules en culture sont envoyées au labomtier génétique moléculaire afin de
borner précisément I'anomalie. En CGH-array nowentifions une délétion de 8,98 Mb
emportant les cytobandes 4p16.3 a 4pl16.1 (figupenZbs nous visualisons également une
duplication de 6,901 Mb de la région 8p23.3 a 8pZfigure 26).
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Figure 25: Analyse de I'ADN du cas 8 (délétion de 8 ,98 Mb au niveau de la région 4p16.3).
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Figure 26: Analyse de I'ADN du cas 8 (duplicationd e 6.901 Mb au niveau de la région 8p23).
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Plusieurs études montrent que la séveérité du ppgeatdépend de la taille de la
délétion associée. Une étude rétrospective sur cHsO (96 patients vivants, 37 patients
décédés et 13 patients diagnostiqués détecté€ratal) montre que les délétiamhs novode
grande taille sont plus souvent associées a undaurortalité élevé [71]. Les malformations
congénitales cardiaques ne sont présentes quealaas ou la délétion est supérieure a 3,5
Mb [72]. Les délétions de taille inférieure donnbati a des phénotypes plus légers (absence
de malformations). Dans notre cas la délétion neesawviron 8Mb ; on peut donc relier le
phénotype du fcetus a la présence de la délétion.

La duplication 8p23 pourrait étre un CNV bénin.Xpéoration génétique d’'un patient
de 34 ans phénotypiquement normal (excepté I'oitftemospermie) rapporte une duplication
8p23.1 a p23.3 [73]. Sur le site BACH un patiertt ag&crit comme porteur a la fois de la
délétion 4p16.3p16.2 et de la duplication 8p23.3p2¥e patient présente un Wolf-
Hirschhorn découvert en postnatal a 1 an.

La CGH-array n’a ici aucune consequence sur laepeis charge de la grossesse
actuelle. Néanmoins il est important de savoir uelélétion 4p est accompagnée d’une
duplication 8p. Cette association nous évoque wamraggement complexe. Les parents
doivent étre explorés par biologie moléculaire d8H-en 8p dans l'optique des grossesses

futures.

Ce cas montre toute l'utilité de la CGH-array eénatal. En effet, en I'absence
d’anomalie cardiaque (par exemple si la délétionitagté de plus petite taille), on peut
supposer que la grossesse aurait été menée a teinwestigation par FISH 4p- n’aurait
probablement pas été demandée sur des signes ld'@pfse que dysmorphies faciales ou
RCIU. Devant une forme modérée du syndrome de WiHehhorn, le diagnostic est

particulierement difficile & poser.
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4.2 Anomalies échographiques isolées

Au seuil de 250 kb aucune anomalie majeure n’aaitéuvée dans la population de
foetus présentant une seule anomalie (cas 9, 11131214, 15, 16). Ceci peut remettre en
question l'intérét de la CGH-array dans le cas ofaalies échographiques isolées. C'est
également la tendance retrouvée dans I'étude mpaéeKleemanet al.[59] : sur 33
anomalies échographiques isolées aucun déséquilies¢é mis en évidence par CGH-array
(alors que 5,9% de déséquilibres sont retrouves agroupe « malformations multiples »).
Dans la cohorte de Van de Veyveratt [60], 2 déséquilibres sur 4 sont révélés chez des
foetus présentant une anomalie unique (n=300) ; calfes de Tyreman «dl. [24], 4 des 10
remaniements sont présents chez des feetus avemomalie unique (n=106). Les anomalies
eéchographiques isolées peuvent annoncer d’autr@mali®es moins évidentes a déceler en
prénatal. Certains syndromes seront ainsi revéésupe anomalie échographique unique.
Pour ces raisons et également a cause du manquecualea ce jour, la CGH-array doit
également étre réalisée chez cette population desfadont le risque de porter un

remaniement cryptique est moindre.
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5. Caractérisation d’anomalies du caryotype

5.1 Cas 17

Un caryotype foetal est réalisé a 17+6 SA en ratbone anomalie chromosomique
connue chez la patiente vraisemblablement resplnsaé plusieurs fausses couches
précoces. Sa formule chromosomique est la suivadt&XX,insinv(13)(p13g21932) ; il
existe donc une translocation équilibrée au nivdiaghromosome 13 avec inversion q21932
et insertion en p13. Elle a elle-méme un enfarttame santé porteur du méme remaniement
chromosomique. Le foetus actuel présente le mémaniement chromosomique de type
insertion inversion sur le chromosome 13 mais également sur trois supports de culture
différents une autre anomalie de type inversionlidagion sur le chromosome 13, ce qui
évoque l'existence d'une mosaique de structureypmie déséquilibrée. Cette anomalie est

retrouvée sur 3 clones sur 16 : la mosaique asté@st 18,75%.

L’analyse par CGH-array de 'ADN extrait des cedisilcultivées a partir du liquide
amniotique ne décele pas de duplication en mosagudée chromosome 13. Cela est trés
certainement d( au trop faible pourcentage desleslporteuses de cette anomalie (et aussi a
cause de la qualité du prélevement : DLRS=0,2743qldil est marqué en cyanine 5 et
DLRS=0,488755 lorsqu’il est marqué en cyanine 3).

Cependant la CGH-array montre I'apparition d’andesatiéséquilibrées au niveau des
points de cassure de l'inversion insertion avecdumication en 13921.2 de 1,347Mb (désert
génique) et une délétion de 1,630Mb en 13g31.1rg 27 et 28).
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Figure 27: Analyse de I'ADN du cas 17 : duplication de 1,3Mb en 13g21.2.
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Figure 28: Analyse de I'ADN du cas 17 : délétionde  1,6Mb en 13g31.1.

71



Il s’agit donc d’'une anomalie apparemment équikbaé caryotype conventionnel qui
se révele étre déséquilibrée en CGH-array. Ces ai@snne sont pas décrites dans les
banques de données. La duplication se situe damgégion dépourvue de génes mais la
délétion emporte deux genes : MIR548F1 et SLITRK§ufe 29). En plus de ces deux
anomalies, on retrouve une délétion de 0,256 Mb3g21.31décrite comme polymorphisme

dans Database of genomic variant (CNV bénin).
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Figure 29: Visualisation de la région  13g31.1 dans « Database of Genomic variant ».

L’'analyse du sang de la maman montre exactementmi@&ses anomalies. Ce
mécanisme est donc hérité. Le fait que 'anomalielgritée est un argument fort en faveur
de I'absence de conséquences cliniques attendugmen@ant des réserves sont a émettre
quant au phénotype de ce faetus. Un CNV peut étiee le¢ pourtant causal. En effet certaines
anomalies héritées se révelent étre délétéres emigpt chez les descendants [39] [42]. La
microdélétion 15g13.3 est un exemple typique dearéggement a pénétrance incompléte [74].

Une cordocentése et une nouvelle amniocentése réalisées a 30+5 SA pour
contréler le caryotype foetal. Sur ces deux écHan$] la mosaique de structure du
chromosome 13 n'est pas retrouvée et le caryotggtal fmontre le méme remaniement

chromosomique de type inversion insertion du chisomee 13 que chez la maman.
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L'IRM cérébrale foetale montre une morphologie c&lébsans anomalie. Le dernier
contréle échographique a 31 SA 1/2 est normal eGedttiente accouche au terme de 41+6 SA

d’un enfant de sexe féminin en bonne santé.

Deux hypothéses sont émises concernant la triseaBelle du chromosome 13
décelée lors du premier caryotype : il peut s’@din accident de culture ou d’'une mosaique
confinée a des tissus extra embryonnaires. La grentiypothése est rejetée car la mosaique
a été retrouvée sur trois supports de culture rebiffis.

Les anomalies déséquilibrées isolées par CGH-awayiveau des points de cassure
de I'inversion chromosomique sont sans conséquearto&sotypiques majeures pour ce foetus
et peuvent étre assimilées a des CNP. Ce cas déntuill ne faut interpréter la CGH-array

gu’en présence des échantillons parentaux.
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5.2 Cas 18

Il s’agit d’'une IMG au terme de 33+6 SA suite adécouverte échographique
anténatale d’'une ventriculomégalie sévére assari@ae communication interventriculaire
(CIV) et un microrétrognatisme. La présence d’ADNMnaiméraire est suspectée au caryotype
sous la forme d’un petit marqueur excédentairelééae DAPI. L'analyse par CGH-array de
I’ADN extrait des cellules cultivées a partir kiguide amniotique ne décéle pas de matériel
supplémentaire (il s'agit donc trés certainementétérochromatine) mais montre une
délétion de 0,42 Mb en 15g24.3 (figure 30). Ceékdtibn est confirmée par FISH : présence
de deux signaux verts témoins et d’'un seul signage en 15924 indiquant une délétion en ce
site (figure 31).

Figure 30: Analyse de I'’ADN du cas 18.
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Figure 31: Hybridation in situ des cellules amnioti ques du cas 18 avec une sonde BAC 15qg24.

Les deux parents sont analysés par FISH et soatifgégour cette délétion (ainsi que
pour le marqueur excédentaire). Le caraatier@ovopeut étre affirmé par le fait que le foetus
présentait un polymorphisme chromosomique retroe&z le pére: une inversion
péricentrique au niveau du chromosome 9.

Devant I'hydrocéphalie majeure avec signes enuiad&n processus hémorragique,
une recherche d’anticorps anti-plaquettes ests@ali cette recherche est négative. L’étude de
I'incompatibilité plaquettaire ne prouve pas quarsEanisme soit responsable de I'anomalie
cérébrale. Le bilan immunologique est donc néegbx.méme, le bilan thrombophilique se
révele étre normal ainsi que les recherches virQles.

L’examen foetopathologique montre gqu'il n’y a piescardiopathie contrairement a la
suspicion échographique mais confirme un microgetatisme et une malformation cérébrale.
L’examen neuro-pathologigue met en évidence une raegghalie tri-ventriculaire
possiblement post-hémorragique et thrombophilique.

L’anomalie de petite taille retrouvée en CGH-arrgycorrespond pas exactement a
celle du syndrome microdélétionnel « 15924 » dgmait Sharget al. en 2007 [75] et repris
pas plusieurs auteurs [76-81]. Ce syndrome se téaise par un retard de croissance, un
retard mental, des anomalies des doigts, un hypaspaune anomalie des tissus conjonctifs
et une dysmorphie faciale (cheveux implantés hautle front, hypertélorisme, sourcils
larges, fentes palpébrales anti-mongoloides, radineez large, philtrum long et plat, lévre
inférieure charnue) [81].

Dans le cas 18, 'anomalie chromosomique est eit@re les points de cassure BP2
et BP3 mais ne contient pas la région critique itB@ar les auteurs, localisée entre BP1 et

BP2 (figure 32). Un seul patient décrit dans céttele présente une atrophie cérébrale avec
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ventricules élargis. Certains patients atteints [grsyndrome microdeletionnel 1524

présentent un micrognathisme [78].
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Figure 32: Représentation schématique de la région 15924 avec les trois points de cassures
récurrents initialement décrits par Sharp et al. en 2007 [81]. La région critique est située entre
les points de cassures BP1 et BP2. D'autres cas pub  liés par Klopocki et al. [79], Van Esch et al.
[76], Masuret-Paulet et al. [80] sont également représentés ainsi que quatre autres patients
décrits par Andrieux et al. en 2009 [77] et le patient décrit dans notre étud e (cas 18).

La délétion 15q24.3 présente chez le foetus étamdhigorte cing génes (figure 33) :
SCAPER (codant pour une protéine régulatrice dlecgellulaire), RCN2 (codant pour une
protéine impliguée dans le transport du calciunvraisemblablement impliquée dans la
coagulation), PSTPIP1 (codant pour une protéinelafgce de I'actine du cytosquelette),
TSPAN3 (codant pour une protéine régulatrice duecgellulaire), SGK269 (codant pour une
serine/ threonine protéine kinase). Seuls les g8ASPER et RCN2 ne sont pas situés dans
une région décrite comme polymorphisme. Parmi casx dyenes, RCN2 semblerait étre
impliqué dans la coagulation. RCN2 code pour ur@éme ERC-55 impliquée dans de

nombreuses maladies mais dont le rble exact egir@rinconnu. Grace a une approche
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protéomique, I'équipe de Ludvigsen al. [82] a révélé que cette protéine interagissaitave
d’autres protéines dont I'annexine A5 et le kini@ong, toutes deux impliquées dans la
régulation de la coagulation. L'annexine A5 agitmeoe une protéine anticoagulante en
inhibant la formation de thrombine. Le kininogers ke précurseur du kininogene de haut
poids moléculaire (KHPM), kininogene de bas poidsléoulaire et de la bradykinine. Le

kininogene de haut poids moléculaire participe adscade de coagulation ; néanmoins les
déficits constitutionnels séveres en KHPM ne s’aggagnent pas de manifestations

hémorragiques.
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Figure 33 : Visualisation de la région 15924.3 incr  iminée dans « Database of Genomic variant ».

Au total, il s’agit donc d’une anomalie de typdéti@n apparaissarde nove non
répertoriée dans les bases de données, dans ume répe en genes dont certains impliqués
dans la coagulation, criteres en faveur d’'un désbrpi délétere. Cependant de grands
déséquilibres génomiques peuvent étre dépourvuphdmotypes [83]. En l'absence de
données supplémentaires on ne peut pas assureglifEmmant que la ventriculomégalie et le
microretrognatisme soient imputables a la délétetnouvée chez ce feetus mais il y a de
grandes probabilités pour que les deux évenemangmtsliés. Le caracterde novodu

remaniement est un argument fort en faveur de ssatite.
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5.3Cas 19

Un caryotype foetal est réalisé par amniocentesaison d’'une malformation du tube
neural (spina bifida lombo-sacré et signes cérébnaajeurs). Ce caryotype révéle la

présence d’'un marqueur chromosomique excédenfmjueq 34).
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Figure 34 : Caryotype du liquide amniotique du cas 19 : marqueur chromosomique
surnumeraire (« mar »).
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Le laboratoire de cytogénétique suspecte une daiit du chromosome 14 ou du

chromosome 22 d’aprés I'hybridation in situ réaigégure 35).

Alpha sat. 14-22

Figure 35 : Hybridation in situ des cellules amniot iques du cas 19 avec une sonde 14-22.

Pour déterminer de facon précise l'origine de cegomreur, une étude par CGH-array
est demandée. Aucune région du chromosome 14 csu2fiméraire n’est retrouvée. Ce
matériel excédentaire est donc constitué d’hétéomeatine. Il ne peut étre tenu responsable
de I'apparition de la malformation fcetale. Cepend@anCGH-array révele une duplication en
10921.3 de 1,48 Mb (figure 36); cette dernierevéstiée par FISH (figure 37).
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Figure 36: Analyse de I’ADN du cas 19 en Dye Swap.
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10921.3 poitiers

Figure 37: Hybridation in situ des cellules amnioti qgues du cas 19 avec une sonde 10g21.3.

Pour la sonde étudiée 10921.3, 13/50 noyaux préserntois spots (37 noyaux
présentent 2 spots) chez le patient 19 alors daridyaux en présentent trois chez le patient
témoin. Pour valider la duplication il aurait fallue 3 spots soient retrouvés sur au moins
50% des noyaux chez le patient. L’'anomalie est gowobablement en mosaique. La région
surnumeéraire peut également se trouver au niveanatgueur. Cette derniére hypothese n'a
pas éte vérifiée.

Aucun cas n’est publié dans la littérature. 16 gésent décrits dans la région
impliquée dans le déséquilibre (figure 38); auciNivh'existe. Ces deux arguments sont en
faveur d’une anomalie causale. Néanmoins, les alsrentrainant un gain de matériel sont
moins délétéres que les délétions. De plus, oraitdaijours pas si 'anomalie edé novo
puisque les parents n'ont pas été explorés paod®lmoléculaire ou FISH. Seul un
caryotype réalisé chez la maman a permis de redrol@vmarqueur surnumeraire. L'étude

parentale est encore en cours.

Overview of chrif rl
t + t + t t i t + + + + +
(£} 100 201 30M 4on oM BOM &OM Son 100M 110M 120M 130M
Chronosone {overwview) [ [ ] [ TICT 17 W T 7

+ +
gl 7011
Cytogenetic Bands {Chromosone}

10521.3

RefSeq Genes {Gene}
CTHNAS[MM_001127384 DHAJCLE [NM_021800 MYPN | NM_032575 RUFY¥Z | WM_017987 TET1INM_030625  SHORDSS|NR_0O307E
[

CTHNAS [ NM_013268 ONAJCLZ INM_201262 ATOHT |MM_143178 SLCZTALGIHM_152707  CCARL | MM_0L18237 DOXTO | N
“ FH R
SIRTLINM_0011424938 PELD|NM_022129 STOXL [ WNM_00113c
SIRTLINM_0122358 PELD INM_001 033083 STOXL | NM_001135¢
HERC& | HM_015601 HNRNPHS | NM_012207 STOXL | MM_001135¢
HERCd | HM_022073 HNRMPHZ | NH_021 644 STORL | MM_t0115¢
RUFYZ [NM_0010d2d17 STORL |MM_15270¢
e a1l e

ONAZ | WH_G01 080442
ha pi |

ucsc segnental duplications {Segnental Duplications)
#I1D:93.9343 | Length:1147 #10:90.4087 | Length : 5505
1 [

EI0:95.65|Length 11250 EID:91.3769 | Length: 2157
I ]

All CHVYs {Blue:Gain;RediLoss;BrowniGainlLoss} {Structural Variation)
— —— i 1 n [}

] 1 1 e

1

Figure 38 : Visualisation de la région 10g21.3 dans  « Database of Genomic variant ».
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5.4 Cas 20

Il s’agit d'une interruption médicale de grossesse23 SA pour anomalie
chromosomique déséquilibréle novo(caryotype des parents hormaux) : monosomie distal
4q et trisomie partielle d'un fragment chromosoneigonon identifie (46,XX,der4qg+ish
del(4)(q35)) (figure 39). Il n'y a pas de pointadpel particulier a I'échographie,
I'amniocentése est réalisée pour risque de tris@hiestimé a 1/226.
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Figure 39: Caryotype du liquide amniotique ducas 2 0.
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L’analyse par CGH-array de I'ADN des cellules entune montre une délétion de
2,128 Mb de la région 4g35.2 a 4qter (figure 4@ .r€sultat est en accord avec la FISH 4935
réalisée en méme temps que le caryotype. Plusigumss sont impliqués dans cette région :
ZFP42, TRIML2, TRIML1, FRG1, TUBB4Q. Plusieurs CNddnt eégalement décrits (figure
41). D’apreés la littérature, la délétion 4935.2 tpéiwe responsable de retards mentaux légers
[84, 85] Cette délétion a déja été retrouvée en Francex Patients diagnostiqués en post

natal a 6 et 7 ans sur retard psychomoteur poardturouble du comportement pour I'autre
présentent le méme déséquilibre en CGH-array (BACH)
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Figure 40: Analyse de I’ADN du cas 20 en Dye Swap (

délétion de 2 Mb au niveau de la
région 4q35.2).
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Figure 41: Visualisation de la région 4935.2 dans «  Database of Genomic variant ».
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Par ailleurs, on observe une duplication de I'ordee20 Mb de la région 1g42.13 a
1qter (figure 42). Cette région surnuméraire, céagde caryotype est transloquée au niveau du
chromosome 4. Cette trisomie partielle du chromasansera vérifiée par FISH. Les bornes
précices de ces anomalies restent incertained'8&N étudié présente un aspect dégrade.
D’aprés la littérature, les duplications terminalég42 a 1qter sont responsables de
dysmorphismes |égers : macrocéphalie, front prohémtj microrétrognatisme, fontanelle
large, retard de croissance [86]. D’aprés Chialef87] des anomalies cardiaques peuvent
eégalement étre présentes; il peut exister un légerd mental [88]. La CGH-array est
informative : l'identification précise de I'anomalidécouverte au caryotype permet de

préciser le diagnostic.

. Cas 20 . Patient témoin .Pat'rent témaoin . Cas20 ,

Figure 42: Analyse de I'ADN du cas 20 en Dye Swap ( duplication au niveau de la région
1qg42.qter).

Ce cas montre l'utilité de la CGH-array lors denglocations déséquilibrées (matériel
chromosomique absent ou supplémentaire). Pour dépoau plus vite aux doutes de la
cytogénétique « conventionnelle », on pourrait psgp qu'un tube de LA soit
systématiquement envoyé parraléllement en génétitpléculaire pour toute amniocentese.
En effet le LA peut étre congelé ou extrait puiasarvé a +4°C dans 'optique future d'étre

utilisé pour une CGH-array.
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CONCLUSION

L’objectif premier de ce travail a été d'appliquer CGH-array aux échantillons
prénataux. Ceci a été realisé avec succes. L'erleedds fcetus inclus dans I'étude a pu
bénéficier d’'une analyse par CGH-array quelque l&iancée de la grossesse. Dans le cas
d’anomalies échographiques précoces les villositésriales prélevées aboutissent a des
résultats de bonne qualité. Pour des grossessespduncées, une amniocentese est realisée.
Le liquide amniotique peut étre analysé directenoenaprés mise en culture. L’analyse des
liquides amniotiques natifs permet un gain de temgsnégligeable surtout si cette technique
est un jour employée en routine (on s’affranchittdmps et des aléas liés a la mise en
culture). Néanmoins, la culture ne doit pas étrandbnnée. On peut en effet avoir recours
aux cellules en culture de liquide amniotique loesge dernier est pauvre en ADN. Il a été
précédemment montré que la congélation n’a paéldemajeur sur la dégradation de ’ADN
[23, 51], nous l'avons également constaté. Lesidieg amniotiques peuvent donc étre
congelés en attendant la décision ou non d'anglgs€GH-array (possibilité de prélever lors
de I'amniocentese prévue pour le caryotype et derder la technique de CGH-array en
attendant les résultats des premieres investigatid® cytogénétique conventionnelle).
Lorsque nous ne disposons pas de liquide amniot@ueoour éviter de ponctionner a
nouveau une patiente ayant déja eu une chorioeentést également possible de récupérer
I’ADN extrait des villosités (conservé a +4°C, pantun an). Quant aux sangs faetaux, leur
analyse en CGH-array est aisée (obtention pourllpap des cas de grandes quantités
d’ADN de qualité) et trés informative (contaminatsopar les cellules d’origine maternelle
rares). Ceci dit, ce type d’échantillon semble @Edapté a I'étude des IMG qu’au diagnostic

prénatal.

Au total, au moment de I'lMG nous recommandons ddeper LA et SF. On peut
eégalement proposer de prélever du matériel biolegigour CGH-array au moment du
premier acte invasif dés lors que le feetus esinattle polymalformations de mauvais
pronostic.

Il faut noter I'importance de recueillir ces pré&eévents au moment de I'lMG. En
postnatal, les tissus sont souvent de mauvaisé&@palur pouvoir identifier correctement les
anomalies. L’analyse des tissus est a ce jouratézgoire et donne généralement des résultats

difficilement interprétables.
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Bi et al [52] réalisent lors de I'extraction une élutiompplémentaire pour tester la
contamination par les cellules maternelles. Ceétmaiche devrait étre adoptée avant toute
analyse de liquide amniotique ou de cellules etuell Il est nécessaire de s’assurer avant de
rendre un résultat que le matériel étudié est b&ni du foetus (d’autant plus quand le feetus
est de sexe féminin : I'analyse des chromosomes X en CGH-array ne peut pas nous
alerter sur une éventuelle contamination materndllétude des microsatellites de '’'ADN du
liquide amniotique et du sang maternel permettiais’affranchir de toute erreur.

Par ailleurs, une étude par FISH du fcetus et denfsaest nécessaire pour confirmer
le caractere pathogene d’une anomalie. Cette éftpssez longue de par le processus en lui-
méme (commande des sondes, vérification des hylamda...). Il serait donc préférable de
récupérer les échantillons de sang des parentsléofacte invasif prénatal plutét que de lors

d’'une deuxiéme convocation.

Signes d’appels échographiques et signes d’appglegénétigues sont deux
indications qui justifient une analyse par CGH-gri2ans notre projet, nous avons appliqué
la CGH-array a un nombre limité de cas : 14 foetex asignes d’appels échographiques. 7
présentent des polymalformations (au moins deuxnaties échographiques) (cas 3, 4, 5, 6,
7, 8, 10) ; les 7 autres sont atteints d’anomalasgraphiques isolées (cas 9, 11, 12, 13, 14,
15, 16). Par CGH-array, nous retrouvons 2 déségedi additionnels pathogenes chez 1
foetus. Le nombre de cas étudié est cependantdiole foour tirer des conclusions quant au
taux attendu d’anomalies additionnelles par CGHyamlans le cadre des signes d’appels
échographiques.

Nous avons également appliqué la CGH-array en cemmait de quatre caryotypes
foetaux présentant une anomalie de nature indétéembDans la totalité des cas nous avons
caractérisé I'anomalie de fagon précise. Nous awomsvé deux anomalies interprétées
comme bénigne (cas 17), une anomalie en cours ldi@tipn (cas 19), une anomalie causale
(cas 20) et une derniere dont la signification eesidéterminée mais tres probablement

causale (cas 18).

Au total, sur I'ensemble des 18 dossiers, nous domc révélé 3 anomalies déléteres
(16.7 %) chez 2 feetus (11.1 %) (cas 8 et 20), 2nafies bénignes (11.1%) chez un foetus
(cas 17), 1 anomalie de signification indétermif€%) (cas 18) et 1 anomalie en cours

d’exploration. Dans les études précédemment meh€daux d’anomalies de signification
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indéterminée se situe entre 0.6 et 3.7% [62]. Hisait une puce de résolution supérieure

nous ne retrouvons pas de différence significatixec ces chiffres.

En ce qui concerne la fiabilité des résultats,elel €as non testé qui pourrait ne pas
étre détecté par CGH-array reste la triploidie. \wavons pas eu I'occasion de tester ce type
d’anomalie chromosomique pendant la période d'étusld’avenir, il serait intéressant
d’analyser par CGH-array un cas de triploidie pair s’il est masqué par le logiciel (biais
introduit par la normalisation des signaux émisgieque sonde).

Si l'utilisation de la CGH-array dans le cadre d&&G semble incontournable,
I'utilisation en diagnostic prénatal est encorecdige. Outre le temps nécessaire aux
vérifications qui peut étre incompatible avec lenps donné aux cliniciens pour poser le
diagnostic, I'interprétation des résultats, dékcan raison de la présence de polymorphismes
de signification indéterminée, reste un obstaclgenra Pour y remédier, une des solutions
serait d’avoir recours a des puces ciblées (synesormicrodélétionnels, télomeres)
uniquement en diagnostic prénatal (dans le cadsedM& on aurait une perte de résolution
qui diminuerait les chances de trouver une anomdans notre étude, I'analyse des puces a
été réalisée a un seuil de détection de 250 kkie@ésolution permet de s’affranchir des

anomalies de petites tailles dont il faut se médieprénatal.

En intégrant les échantillons prénataux aux sédiespatients adultes, le temps
nécessaire au premier rendu de résultats (sarfecatoins par FISH) varie de 4 a 8 jours.
Une des barriéres importante de l'utilisation d€@H-array en prénatal est le temps dédié a
la vérification des anomalies. Les délétions dendea tailles sont généralement recherchées
par FISH. Ce type de vérification peut prendre iplus mois (hors syndrome
microdélétionnels classiques qui peuvent étre diges rapidement). Peu de laboratoires ont
a leur disposition une banque de BAC et par coragothaque sonde doit étre commandée.
Nous devons nous assurer a leur réception quetetes hybrident au bon endroit avant de
procéder a la vérification de I'anomalie découvepar CGH-array. Cette étape est
consommatrice de tempsa disponibilité des sondes retarde le rendu ce rgsireint
I'application en prénatalPar ailleurs, lorsqu’il s’agit d’'une duplicatiooelle-ci est dans la
plupart des cas difficile a caractériser, commesrawons pu le constater pour le caslil&st
difficile pour le biologiste de se prononcer, sutten prénatal, sur I'existence d’une anomalie
en comptant juste le nombre de spots sur un noglbv& de mitoses, particulierement si le

prélevement d'un des parents n’a pas été possible.
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Toutefois, la biologie moléculaire peut surmontes darrieres techniques imposées
par la FISH. Dans un premier temps, la CGH-arralydevérification initiale par I'utilisation
du Dye Swap: une anomalie retrouvée sur deux piiséactes est trés probablement réelle.
Il existe également des kits MLPA (MRC Holland) pettant en un seul test de confirmer de
nombreux syndromes microdélétionels (ou leurs rdigptications correspondantes) ainsi que
les anomalies télomériques. Enfin, l'utilisation BER quantitative peut étre envisagée afin
d’étudier une anomalie privée, non couverte pakitssexistants, et ceci, aussi bien pour les

délétions que pour les duplications.

En ce qui concerne les anomalies, les cas lesspiydes a gérer sont en théorie ceux
qui présentent a la fois des signes d’appels éapbgyues et cytogénétiques. Ici la CGH-
array sert de contrdle au caryotype, elle permgtrdeiser I'anomalie et donc également de
mettre un nom sur le syndrome avant I'lMG, ce quiehore considérablement le conseil
génétique et la décision concernant I'IMG. Cepehdaotre expérience montre que tout n’est
pas aussi simple : pour le cas 18, plusieurs anesdécelées en échographie n'ont pas été
retrouvées lors de l'autopsie. De plus le marguaumuméraire visualisé n’était que de
I'hnétérochromatine (élément rassurant), mais la GGHis en évidence une autre anomalie de
petite taille située dans une région « non critigwun syndrome microdélétionnel connu.
En l'absence de signes échographiques déléteres lpoitetus, lidentification de cette

anomaliede novoaurait sans doute compliqué le conseil génétique.

En [l'absence d'anomalies morphologiques (prélevemsar signes d'appels
biologiques) les cas les plus simples sont égaleroenx ou le caryotype présente une
anomalie. La CGH permet d’identifier la nature dearqueurs chromosomiques ou des
déséquilibres génomiques observés. En revanclsguere caryotype est rendu au préalable
normal, le rendu de la CGH-array devient difficpeur le biologiste. S’il s’agit d’'une
anomalie de taille « cytogénétique » (5-10 Mb) niécelée au caryotype conventionnel, le
résultat peut étre raisonnablement rendu délésameout lorsqu’il y a des cas déja décrits.
L’interprétation devient trés difficile lorsque fiamalie est inférieure a 5 Mb. Il faut tenir
compte de la littérature, des banques de donnémsptuer les« criteres de Lee » [18]. Ce
résultat doit pouvoir aider le clinicien lors dunseil génétique apporté aux parents.

Pour nous aider dans l'interprétation, il est im@ot que les bases de données soient
régulierement mises a jour. Il serait égalemené wtiavoir accés a une banque de données
répertoriant les variants qui n'ont aucune conseceeclinique (CNP), dans la population

francaise (projet en cours d’étude au niveau natjohe suivi des patients est également trés
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important afin de savoir si certains CNV interpsetdmme bénins se révelent pathogenes

dans le futur.

La Fédération Francaise de Génétique Humaine [B88%idére que l'utilisation de
tests pangénomiques dans des situations a haue riagomalies échographiques) est justifiee
(mise a disposition d’un test diagnostique pludgrerant justifié par une situation clinique
adaptée). En revanche, cette application doitdatdeée. L'utilisation de cette technique dans
des situations a bas risque doit étre miremeréatd@f. Il ne s’agit pas de mettre en évidence
des prédispositions pour certaines maladies (gdeegrédisposition aux cancers, autisme
etc...).

D’apres les recommandations faites en 2009 paCO& (American College of
Obstetricians and Gynecologists) [90], la CGH-a#yée peut étre utilisée en prénatal dans
les cas d’anomalies échographiques inexpliquéesleMant I'impossibilité d’obtenir des
cellules en métaphases lors d’anomalies congésitile effet, les couples doivent recevoir
un conseil génétique adapté avant et apres I'exgooem les sensibiliser aux difficultés
d’interprétation et limites de cette technique. @uamle soulignent Darilekt al. [91], il est
important d’anticiper le conseil génétique afinrdaximiser les bénéfices et de réduire les
risques potentiels liés a cette nouvelle technelggbur les cliniciens comme pour les

patients.

A l'avenir, la CGH-array pourrait étre intégrée diagnostic prénatal. Il faudrait alors
accepter que certaines anomalies ne soient pasmkit définies comme pathogénes ou
bénignes et dans ce cas précis, se rattacher sates aux images échographiques. Devant
une anomalie de signification indéterminée aveemtxs de signe échographique on pourrait
raisonnablement considérer que la CGH-array n'agbp@snformative. La prise de décision
concernant l'avenir d'une grossesse ne pourraifage que sur des anomalies dont le

caractére pathogéne est certain.

A ce jour, nous ne pouvons garantir que nos rdsulta prénatal ne seront pas
ambigus et que nous ne nous retrouverons pas ddganipasses diagnostiques (anomalies
de signification indeterminées)C’est pourquoi, il faut continuer l'analyse des IMG
L’accumulation de résultats au décours des IMG alevwouvoir nous aider a mieux
appréhender le diagnostic prénatal. Avec un pesl @é¢urecul, la CGH-array pourrait devenir

une analyse de premiére intention devant certgpestd’anomalies échographiques.
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