UNIVERSITE DE STRASBOURG

FACULTE DE MEDECINE, MAIEUTIQUE ET DE SCIENCES DE LA SANTE

ANNEE : 2020 N°:276

THESE
PRESENTEE POUR LE DIPLOME DE

DOCTEUR EN MEDECINE

Dipléome d’Etat

Mention GENETIQUE MEDICALE

PAR

GOURONC Aurélie, Nathalie, Isabelle

Née le 2 février 1993 a Pessac (33)

Mécanismes rares autour du mode de transmission autosomique récessif :
exemples des ciliopathies

Président de theése : Hélene DOLLFUS, Professeur

Directeur de these : Jean MULLER, Maitre de Conférence des Universités



UNIVERSITE DE STRASBOURG

FACULTE DE MEDECINE, MAIEUTIQUE ET DE SCIENCES DE LA SANTE

ANNEE : 2020 N°:276

THESE
PRESENTEE POUR LE DIPLOME DE

DOCTEUR EN MEDECINE

Dipléome d’Etat

Mention GENETIQUE MEDICALE

PAR

GOURONC Aurélie, Nathalie, Isabelle

Née le 2 février 1993 a Pessac (33)

Mécanismes rares autour du mode de transmission autosomique récessif :
exemples des ciliopathies

Président de theése : Hélene DOLLFUS, Professeur

Directeur de these : Jean MULLER, Maitre de Conférence des Universités



de midecine

andte

Unversith de Stratbourg

A1 -PROFESSEUR TITULAIRE DU COLLEGE DE FRANCE
Chalre "Genstgua humaine” (3 comgear du 01.11.2003)

VY | .
FACULTE DE MEDECINE
(U FR. des Sciences Medicales)

® Pragident de I"Universits
= Ooyan de i Faculbs

(LB .¢-1 seipncerde L sanid  ABBBEBRBUN U Doyen [13.01.10 et 08.02.11)

Doyena honoralres : {1576-1363)
{1983-19839)
{1989-1954)
{15534-2001)
{2001-2011)

® Charge de migslan supres Gu Daysn

® Responsabie Administratir

MANDEL Jazn-Loule

EEEEEEEEEE

DEMNEKEN Michet
SISILIA Jean
GOICHOT Bamard
CORMER Marz
MAMNTZ Jean-Marie
WINCENDON Guy
GERLINGER Pleme
LUDES Bartrand
VICENMTE Glibart
BITSCH Samual

Edition OCTOERE 2020

Annge universitaire 2020-2021
HOPITAUX UNIVERSITAIRES

DE STRASBOURG (HUS)

Directeur général :
M. GALY Michagl

—
Les Hilpitaux
Lliwimeesi fdres
i STRASBOURE

L

A2 -MEMBRE SENIOR A L'INSTITUT UNIVERSITAIRE DE FRANCE (L.U.F)

BAHRAM Setamak
DOLELFUS Halkne

Immunoiogls biokgigue (01.10.2013 3u 31.09.2013)
Genstigue canigue (01.10.2014 3w 31.09.2019)

A3 - PROFESSEUR(E)S DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS {PU-PH)

MOM st Prénama [ Sarvices Hoepitailers ou Inatifut / Localeation Sous-ssction du Consall Natlonal des Unlversitse
ADAM Fhlllppe NRPA - Pk de PApparell locomataur 5002  Chirurgle oomopadiqua B2 saumatalogique
PODD4 =] - Benvice rHospiElEalm des Ungences de Traumatnlagle / HP
AKLADIOS Cherit NRPO - Pk de Gynécalogie-Obsltigus 5403  Gynacologle-Obstatrigue ; gynacologle
FO159 (=3 - Service ge Gynésoiogle-Ohsieriquel’ 5P medicale

Opfar - Gynécologie-Obetétriqua
ANDRES Emmanaal iin] = Pil2 da Megacing Imtarna, Rhumatalogle, Mutribon, Erdocrinoiogie, 53.01  Op@an D médecing Inteme
POOOZ Diabogtolagle (MIRNED)
CE - Bervice o2 Madecing Interne, Diabata ot Maladias mataoobques { HC
ANHEIM Mathley WNRPG - Plle T2 el Cou-CETD 4301  MNeurologle
Foooz NCS - Service ta Neurologla | Hophal ge Hautepiarms
ARMALD Laurent NRPO = Pile MIRNED 50.01 Rhumatologle
PO12E NCS - Senvica da Rhumatologie | HApRal de Hautepiarma
BACHELLIER Prillppe RP = Bike das Pathologias Mgesives, Mepalkues el de 13 Enspantstion 5302 Chnurgss gensraie
Fooo4 cos ~Eerv. g2 chinurgie genérale, nipatigue et endocrinienna e Transplantation ' HP
SAHRAM Salamak NRPO - Pik da Siclogia 47.03  Immunoiogss {option bickagique)
Eooos ] - Laboratolre dimmunalogle bllogique | Mouved Hopial Chal
- insiltwt I'Hematologie et o'immuncdogle f HApRal Civil 7 Faculkd
BALDAUF Joan-lacques NRPA - Poie de Gyndcalogle-Obstétigus 5:03 Gynicologle-ObEtSiigue ; gynacologle
Fooce NCE - Sendca de Gynecologie-Obsiatigua / HOpHa! te Haulepearme medicalz
Oghian - Gynscoiogls-Obstairigus
BAUMERT Thomas NRPO = Pl Hapalo-digasiif de I'Higpital Civil 5201  Gastro-enigologle  hépatologis
EoonT ce - Institut da Rachercha sur las Maladies virales ef hépatiquas / Faculta Optan : hapaiologle
Mme SEAU-FALLER Michéle  NRPQ = Pk de Siologis 4403  Blglogie callusire joption tologigue)
MCOCT | FOTT0 NCE - Laboraiolre de Blochiméz i o2 Slokgle mokculalre / HP
SEALLEUX Remy NRPY - Pk dimagerie - CME | AcBvilEs Iransversales 43.02  Radologle elimagane medicale
FoO0Z os = Units de Meuroradiotagle mearventionnasie | Hopital de Hauteplems {opEan chnique)
SECMEUR Frangols NRPY - Pdle madico-chinurglcal de Paglatis 5402  Chiurgia infanrtliz
PoooS NCE - Senice de Chirurgle Pedatique / Hapial Hautsplame
SERNA Fabrica NRPG - Pdle de Peychigirie, Sante maniaie at Addiciciogie 4303  Psychiatre d'adulles | Addcicéagle
FO152 Cs - Serice 02 Peychiaire | / Haphal Civil Opian : Peychiatrie d'Adulies
SERTSCHY Gilles ok} = Poie de Psychlairie et de sant mentale 4303  Psychlaine d'adultes
FO013 L] - 2amvice g Peychiatre il ¢ Hopital Cial
BIERRY GulEaumes NRPO = Pile d'lmagerie 43.02 Radologle el imagens madicais
FO17E NCE - Sapvice gimagark |l - Neuroragoligle-magens osioanticulaire-Padiatms | [Cpan cliniqus)
Hopitz! Haulepieme
BILEAULT Paecal A = Pie d'Urpances ( Reanimalons medicales f CAP 4802 Reanimallon ; Madecing d'urgence
FO04d [ - Service des Urgences medico-chinsrgicales Adultzs | HopRal de Hautepsama Op%an : médecing d'urgence
BLANC Fradeésts NRPd - Pfe de Garairie 5301 Medecine infame | addicioiogle
FO213 NCE - Benica Evalualion - Geériairie - HOpital de la Robartzau Ogption . gériatrie 21 biologle du viellis-
sement
SODIN Fradenc NRPA - Pl de Chirurgle Maxiio-fazialie, morphologle et Dermalméogle 5004  Chirurgle Piastiqus, Reconstructrics et
FO4E7 NCS - Senica da Chirurgle Plasliquee 21 maxiko-faciale | Hophal Sl Esthatiqus ; Sritalogle
SOMNEMAINE Laurard NRPE - Pl madico-chinengical de Fadiata
MCCSS | PO21E NCE - Senvice da Pediatrie 1 - Hepial de Hauieplems .M PadiEatne
SONNOMET Frangols NRPO = POk de FApparell locomataur 50.02  Chirurgle oemopédiqua &t raumatologique
POO0Y7 (= - Senvica 4'Orihopedie-Traumatalogha du Membre Inférdewr / HP
BOURCIER Trsian NRPO = Pile da Spacialiiés medicaies-Ophiaimalogie / SO 55.02 Ogphialmologie
FOO07E NCS - Service d"Opthalmofogle ' Nouves Hopltal Chl
BOURGIN Pamica NRPO = P2 Taa 21 Cou - CETD 49.01  Meuwrologie
FOOZ0 fec] - Service g2 Neurpbogle - Unfé du Sommel | HOpRal Civil
Mme BRIGAND Cecli NRPd - Pdke dee Paihologies gigestives, hepatiques el de Iz ranspianiation 53.02 Chiurghe généraka
Eopzz NCE - Sarvice de Chirurgle génsrale et Digestive / HP

NHG = Nouvel HEpial Civil

HC =Hop#al Chil  HP = Hiplal g Hautepleme

PTHM = Plaieau technigue de micrablolagle



2
HOM gt Pranoms cs* garvices Hospliallars ou inetitut ¢ Locallsation Sous-gection du Conesll National des Univaraibas
SRUANT-RODIER Calnerine  NRPA - Pole de FApparell locomataur 5004 Op®an : chirurgis plastigus,
POO2: =1 --Banvice de Chirsrgle Plastique el Maxiic-faciale f HP reconeinucirica at esihatique
fma CAILLARD-CHLMARN HNERA = Pl de Sp2cialiés magicales-Ophizimalngia / SMO 5203 Mephroiogle
P MCS - Senvica de Mephrologle-TrEnsgianiatan / NHC
CASTELAIN Wincaml NRFa = Pdlke Urgencae - Reanimallone médicales £ Cantre aniipolson 4802  Réanimation
FO027 NCS -‘Barvice g2 Reanimaton memcale / HiplEl Hauepiems
CHAKFE Nabll MRFQ = Pole d'achii? medico-chinagicale Cardic-vasculgine 51.04 Chirurgie vasculaire ; madecing vasou-
FoOzs (=] - Senice de Chirurgle Vasculaire ai o2 transplaniation rénale | NHT |alre ¢ Option : chirurgie vaeculzine
CHARLES Yann-Fhillppe NRPA - Pole de IApparell Iocomateur 5002  Chirurgle crinopedinue et raumatakghkue
MECTHE | BT MCE - Senvica de Chirurgle du rachis § Chimrgie 5 HC
Mma CHARLOUX Anne NRPQ - POk de Palngiogle moracique 4802  Physkiogss (opUan DIOGIUE)
FOO22 WCE --Bervice g2 Phyelologle &1 d'Expioraions foncBonnaliss / NHC
Mma CHARPIOT Anna NRPA = Pfle T2k el Cou - CETD 5501  Dic~hino-larmgoiogle
e NCS - Serv. d'OM-hing-lanmgoéagle af sa Chinsgle canvico-faciale / HP
Mma CHENARD-NEU NRPG - POk de Siologia 4203  Anaomie el cylniagle pamokgigues
Marie-Flarre cs - Senvios de Paihalogie | HOpia! de Hautegiems (cpEan blalogiqua)
P04+
CLAVERT Phiippa NRPS - Pl de FApparell locomataur 4201 Anatomie (option cliniqus, orhopédie
Boo44 c5 - Servica d'Onhapadis-Traumatalogia du Memare supaneur/ HP raumaningiqua)
COLLANGE Olivier WRPAQ = Pole d'Anesiasie / Réanima®ons chirurglcales / SAMU-SMUR 45.01 = -
FO1E3 NCS - Senvicg dAnsemaEinlagle-Reanimation Chirurglcale / NHC Medecine furgance (opbon Anesth
logle-Réankmatan - Typs clniqua)

CRIBIER Barnard NRPD = Pl d'Urcéogle. Momphoiogle 21 Dematalogie 3003 Demmaw-venersokgle
Fooas =] - Seniica de Dermaiofogie / HOpHal Chdl
de BLAY de GAIX Frederic RPa = Pdke de Pathalogie Moradique
LT =] - Senvice oa Pneumalogle ! Nouval HopRal Civi 5101 Pneumalogia
de SEZE Jarbma HEPA = Afle Ttz af Cou - CETD
=057 fon] - Cenire dinvestigation Cinlgue (CIC) - AXS ¢ Hop#al de Hawleplems 4301 Meumlogle
DEBRY Christian RPa = Plle Té%e el Cow - CETD
EO04s cg - Serv. d'Ofo-hino-laryngolagle at da Chinsgle canvico-factale | HP 5501  Oio<hino-larymgoiogis
DERUELLE Puilipga fLizh] = POk g2 Gyracaiogia-ODEatigus 5403 Gynecologie-ObsRIGUE; gynecokigie
POtSS NCE - Senice de Gynecologie-ObeidEiqua | HopHa: de Haulepieme medicaie: opbion gynecalogie-obsisvique
DHEMUNECH Plems NRPA = Polke d'AneEinacle i Réanimasons chirurgicales / SAMU-SMUR 4501  Anestnesiciogle-Téanimation
fEr— NCS - Sendoa d'Anssthecle-Ridanimation Chinirgicale | Hepial de Hautepleme [cpEan cilnkque)
Mme DOLLFUSAWALTMANN NRPO - Pl de Slologia 4704 Ganeligue (fype clrique)
Hejgne [as] - Serice de Geénstigue Madicale | Hop&al de Hauleplems
Bnos4
EHLINGER Matfhisu NRPS - Bl de FApparell Locomatsur 5002  Chinurgsa Orthopedique et Traumatologique
POtEs NCS - Senice 4"Onhopédie-Traumatologle du membre Inféraur F Hawlepisrma:
Mme ENTZ-WERLE Malacha WRPAQ = Pole madico-chirurglcal de Pedlaiie 5401  Pediainz
EO0SS NCS - Senvica de Pediatrie 111/ Hepltal de Hauteplemra
Mmea FACCA SybEa NRPA = Pole de IApparall Incomataur 5002 Chirurgle oihaopaoique ef traumatoeogigue
FOTE 8 - Sendoa de Chirurgle da I3 Main - 303 Main / HipHal e Havlepiarma
Mme FAF-KREMER Sama#a  NRPQ - POk de Sinogs 4501  Bacidoipgle-Virdogis  Hyglans Hospialkrs
FoosD cs - Lagaraioire (Insteul) g2 Virgloghe | FTM HUS et Facults Cpticn Sactenalgle-Yirplogls bloiogigue
FAITOT Frangals NEPA  « Dol de Pathalogle digestives, hepatiquas e de 1 ransplantamion 53.02  Chirrgia génarasa
PoO218 NCS - Sen de chinirgis générale, hapatigue el andacrinlenns & Transplantstion | HP
FALCOZ Pleme-Emmanus] NRPAQ = Pole de Pathalogie Moracique 5103 Chimurgie tharackjue €1 cardio-y3asculaire
FoOsZ NOS - Senicea de Chirurgle Thorackque { Nouvsl HopRal Civi
FORNECKER Luc-Matihlau NRPD = Poke "Oncole-Hamatologle 4701 ; Transfuskan
2= HCE - Senvica d'hématalogle ! ICANS OgEan . Hemasalogle
SALLIX Benoll NCE = §HU - insiil HosplRio-Unlvershaina - Haphal Chll 43.02 Radiologle et imagare medicale
Bo214
SANGEATEDIN RPd = Pl F'Imagesnie 4302 Ramologle et imagere medicale
e 5 - Senvios d'imagerns A Inlerventiornalie [ Nouvel Hogital Civil {ocpman cllnique)
BAUCHER Dawid MRPQ = Pll2 deE Specialites Madicalet - Ophiaimaiogle  SMO 5502 Ophmamodogs
FODS32 NCS - Bervice o'Ophialmologle / Mouvel Hop@al Sl
GEMY Bemand NRPA - Pole de Pathalogle Moradque 4502  Physhiogi (optian biclogique)
EODE4 cE - Senvics de Physloionie af 'Explorations fonclionneBas § NHC
GEOQRE Yannick NRPD Pole d'activisz madico-chirurgicale Candlo-vasculaine 3104 Chirurgle vasculalre ; m2decine vascu-
FO200 WCE -Sendca2 de Chirurgle Vasculalre 21 de ansplantalion rénale / KHEC |akre ¢ Option © chirungie yaeculzie
SICQUEL Phillppe NRPA = Pz madico-chirurgical de PRdiatne 5402  Chirurgia nfandile
PODSS cs - Senvice de Chinurgle Pédiatique | Hapial Hauleplems
GCHOT Garmard NEPA = Piile de Madacine Interna, Rhumatalogle, Mutritian, Endocrinologle, 5404 Endocrinclogie, dlapata at maladies
FOOSE Dlabeiologle (MIRNED) melataligues

=] - Senica de Mégecine Irieme et de nutritlan / HP
Mma GONZALEE Maria NRPFA = Pdlke de Sanka pubdique et eznie au travall 4502 Medecine el Earie au travali Traval
FODET =] -Senica de Pathalogie Professionnelie el Madecine du Traval F HO
GOTTENSERG Jacques-Erc  NRPD = Pole de Madacine Inlema, Rhumatoiogle, Nutrition, Endocrinologie, 5001 Rhumatalogls
FoOEE Dlabetohagle MIRNED)

Cs - Sendca de Rhumatologie | HApRE! Hautepleme




3
HOM st Prénoma cs Services Hoepltatiers ou Inetitut § Locamsation Sous-pection du Conssll Mational des Unlveretbas
HANNEDOUCHE Thiemy NFPD = Pola da Spaciaines medkcales - Ophisimalogle § SMO 5203  Mephroéogie
FOOT o5 - Senvica de Méphrologle - Disyee | Nouvel Hopsal CivE
HAMSIMANN YvEs RPO = Pola de Spacialiés maoicales - Dphiaimalogle ¢ SMO 4503  Oplon : Maiadas ni2clieuses
POO7Z NCS - Senice des Maladies infechizuses et ropicalkes / Nauvel Hopltal Civil
Mme HELMS Jula NRPA = Péke Urgences - REanimations medicakes 7 Canlre antipalson 4802 Medacine Imlensive-Raanimation
MO 14 | POZ0S NCS - Servica da Reanimation Medicale / Mouvel Hopital Civil
HERBRECHT Raaul NEPA = Pk d'Oncolo-Hamatologle 471 Hematologie ; Transfusion
FOOTA CE - Senvica d'hematalnghe / ICAMS
HIRECH Edouamn NRPD = Pola Tae el Cou - CETD 4901  Neurologle
PoOTE NCE - Senvica de Meuralogle / Hopital de Hauleplemsa
IMPERIALE Alasskn NRFO * Pl d'lmagesie
Bp454 NCS - Sendoz de Madacine Nuclgaire 1 imagerie Molesulalra | ITANS 43.01  EBéophysigue et madecine nuckdalra
ISNER-HOROEETI Mane-Eve  ®20 - Poke g8 Magscine Piysique 21 de Readaptasan 4305  Me0ecing Physigus st Readaptation
FO18S 8 - Inzitiut Unlversiizle de Readaptation / Clémanceau
JAULHAG Banolt NRPQ Pl de Slooge 4501  Option : Bactériologig-virclagle (bloio-
FooTE o5 - Insitiut (Laboratoire) de Sactéridogie | PTM HUS &1 Facaltd de Med glue]
Mme JEANDIZEER Nathalle NRPO = Pl de Medacing Intern2, Rhumatologle, Nulritton, Endocrinologie, 5404 Endocrinplogie, dlabgte 2t maladies
FooTE Dlabetoiagle MIRNED) metaboligues
CE - Serdica d'Endocrinologle, diabata et nuirtion [ HC
Mme JESEL-MOREL Laurence  MRPO - Dok d'3oivisd madico-chinegicale Cardic-vascuizina 5102  Candiolgle
Foan NCS - Senvica da Cardiologie | Nosivel Hphal Clvil
KALTENBACH Gaorgas s} = Pole de Geralrie 53.01 Oplion © gariairie 21 blologie du vislls-
FOOoas o5 - Senica de Megacing Internea - Garlavie | Hopial de la Roberlsau Eement
- Secteur Evaluaton - Geénatrie f Haplial de i3 Robereay
Mme KESELER Laurerce NRPA = Pl de Medacine Interne, Rhumatologle, Mutrition, Endocrinologle, 5204 Endocrinologie, diabgte 21 maladies
Foos4 Dlabtologle (MIRNED) metztaligues
NCS - Senvice d'Endocrinologle, Diabaie, Nulrition at Addiciologle / Mad. B/ HC
KESELER Romaln NRPO = Pk da Pathalogle torackque 5101 Pneumaologls
POOES NCE - Senvica de Pnaumoeagie [ Mouvel Hapital Civil
KINDO Michel NFRPD = Pl d'activiiz madico-chinegicale Candio-vascuizing
=485 NCS - Benica de Chirurgle Cardio-vasculalke / Mouwel Haphial Civl 5103  Chinurgle thoracique &l cardio-vasculaire
Mma KCREANDY Anne- NRPS - Dok de Spacialfits madicales - Ophtalimologle / MO 4703  Immunoiogis {option cinigue)
Sophle CS - Senvice de Magacing Interna at Mimmunokgie Clinigua ! NHC
FooE?
KREMER Stéphane NRPG Pl dimagesde 4302  Radiologle el imagere medicale (optkn
MOC23 | PO T4 o5 - Sendce Imagerie il - Neuroradk Dsitoarlicuislre - Pediaiis | HP chnique)
KLUHM Plema NRPO = Pole medico-chinerglcal de PRdiaiie 5401  Pediatha
FO17S C5 - Sendca de Neonatologle et Réanimation ndonatale (Padiatia If) ( HP
KLURTZ Jean-Emmanuel L] « Ptle d'Onco-Hematokogsa 4702 OpSon ; Cancérciogle (cinigus)
Enoas NCE - Sanvic2 dhématalogls | ICANS
Mme LALANNE-TONGID MRPO - Dol de Peychistrie, Sants mantale ot Addicioiog 4803 Psychiatrie d'adulies ; Addiciplogle
Laurence (= - Sarvice de Peychiatrie 1 7 Hophal Civil {Opiion - Addictalogi=)
PO202
LANG Harya NRPO  « Bla da Chinrge piEsiqus recorsirecirice et esmatiqua, Chirurgia maxiin- 5204 Uroiogle
FOOSO faciaiz, Momphaiogs et Dermatalogle
NOS - Senvice de Chirurgle Uniogigue © Mouvel Hogltal Civ
LAUGEL Vincent aial] = Pole madico-chinurglcal de Pediaiie S£01  Padiamme
FOos2 o5 - Benica de Pediatrie 1 7 Hiphal Haulepleme
Mme LEJAY Anne NRPO = Pl d'activiie madico-chinagicale cardlovasculalre 5104  OpEon : Chirurgle vaeculaine
M [ PORIT NCS - Bervicg de Chirurgle vascuialre el de Trarplaniaticn répaie / NHC
LE MINOR Jean-Mariz NRPO = Pola d'imagesie 421 Anafombe
OS50 NCE - inzilut d'Anatomie Mosmale § Facultd de Medacing
- Sendca de Neuroradioiogie, d'imagerie Dstaoarlicuialre at interventlonnelial
Hopital de Hautaplea
LESSINGER Jean-mMan: RPa * Pala de Sisiogka 8200 Eciences Blokogijues de Phammacks
PO cs - Laboraigire de Blochiméa génarak et epeciallste / LEGS  NHC
- Laboraiodre o2 Blochimea 3t g2 Binlagle molécilalre § Hop. o2 Hautapiare
LIPEXER Dan NRPAO * Pk da Chirurgle plastique racorstrucirice el esinatiqua, Chivurgle maxilio- 5003  Demato-vanaraofogia
e ke, Jmnobw & Dercides
N NCS - Sendoa de Dermatoiogle Hﬂpﬂa?l:h'll
LIVERNEALIX Fhillppe Ln] + Bt de FAppasell locomataur 5002 CRruie ormopaoue & Faumatolgiue
AT NCE - Sendcads ghlrurgle g2 13 Main - S0 Maln | Hapial g Havlepsarrs
MALOLIF Gasial NRPO Bl g'Onco-hemaiogie 4702 Cancsroiogls | Ramamaragls
[ NCS - Senvica d'Oncalogs madicale | ICANS Opfan ; Canceroiogla
MARE Manuel NRPO » Pl da Elﬂog! 5405 Béologle ¢l medecine du oavaloppement
Ponas NCS - Départament Sénomique foncionnels at cancar | IGEMC etdela reproduction (option bialoglqus)
MARTIN Thisrmy NRPO Pl de Spacales mameales - Ophaimalogle | SMO 4703 Immunoiogis (option cenigue)
Pooss NCE - Benvica de Madecine Interna af dimmunchgle Clinigua / MHC
Mme MASCALUX Calina NREPA = Pl da Pathaingle MaoEdque 5101 Poeqmmologls ; Addicialogie
PO210 NCE - 5arvice o2 fneumologle | Mouval HOpHal Sl
Mme MATHELIN Caroie NRPQ Pl da Gyndcalogie-Obstatigua | Eynecoiogle
e L= - dnne dEGSyenm;IE FECANS 5£03 Icale




4
MOM st Prénome ca Sarvices Hoapliallsrs ou Inatttut / Locallzation Enus-section du Conssll Mations] des Universités
MAUVIEUX Laurent NRFD - Pfle d'Onco-Hématologies 4701  Hamatologie ; Transfussan
c5 - Labaraioire d'Hematologle Bhlogique - Hopital de Hauteplesre CpBon Hémalosogla Slologigue
il - metiut dHematlogie R acune e Madesina
MAZZUCOTELL! Jean-Philppe NAP) = Pola d'activite madico-chinrgicale Cardio-vaecuialra 51.03  Chinurgéa tharacique et cardio-vasculaire
Eotoz 5 - Bendica de Chirurgle Cardio-Yasculaine | Mouvel Haplal Chvl
MERTES Paut-Miched gl = Pol2 d'Aneemaeiniagle i Reznimations chinurgicalies f SAMU-SMUR 43.01  Optan - Anesthéslologla-Reéanimztion
e cs - Senioa 4'Anesthasiclogle-Raznimation chinirgieale | Nouvel HOpHat S [type mixta)
MEYER Micolas NRPD = Pl ge Sanid pubdque 2f Santd au baval 4504  Blelabsliues, Informatique Medicale el Teg
G NCE - Lahoraioie da Biostatistiques | HOpRal Civl nologies de Communication (option bieloglque)
i = Bloslatisfques el informatique { Facuig o2 madecine | Hopital Civil

MEZIAN| Fesnat NRPO = Pk Urgencds - Reanimatione medicakes / Cantre antipolson 4502 Reanimation
PG10E o=z} - Benidca 02 Reanimation Medicale  Mouvel Hopltal Chvil
MONASEIER Laurent NAPD = Pdlz d2 Pharmacie-pharmacoiogia 4503 Op%on . Phamacologle fandamentiaie
POCT (=] - Labo. de Neurblotogie et Phanmmacalogle cardio-vasculalre- EAT295 / Fac
MOREL Olviar NRPD = Pdie d'activitd madiso-chinurgicale Cardio-vagcuigia 3102 Candickgle
REPR NCE - Senica de Carmologie ¢ Nouvel Hophat Civi
MOULIN Sruno NRPAG = Pila de Spaciaiiés madicales - Ophiaimologle ¢ SMO 52.03 Nephrofogle
e C5 - Senips de Néphrologle - Transp@Entation ¢ Nouvel Hopital Chil
MUTTER Didier mAa = Pile Hapalo-digasiif de FHEptal Civil 5202 Chimrgia digesive
E0441 NCE - Zeniica de Chirurgle Visszrate et Digeeliva | NHC
MAMER lzzle JacquEE. NRPS - Pole dimagere 4301  Slophysigus el mégecina nuciBalre
s cE - Senica da Ménachne Muclgalre &1 imageris Maléculsing | ICANS
NOEL Geargas NRPO = Poke d'lmagesie 4702  Cancarokgle ; Radicthéraple
PO NCS - Sendoa de radiothiraple  ICANS Cpon Ragomerape Hologigue
NOLL Erc NRPG = Polke d'Ancemecle Reanimallon Chirurglcake SAMU-EMUR 4301  Anesieclclogle-Re on
MO (PORIE NCS - Sendos Anastasiolgle e de Réanimatlan Chirurgleaie - HR
CHANA Mickael NRPA = Pk d'lmagesnie 4302 Radologle et imagane madicale
. MCE - Sen. dTmdgerie B - Enagesie visotrale o cardio-vaseulalre / NHC [opEan Einkquz)]
CHLMANN Patrick ARG = Pdie d'activitd madiso-chinurgicale Cardio-vagcuigia 3102 Candickgle
EOtis CE - Benica de Canmolagie / Moavel Hophad Civil
Mma OLLAND Anne NRPG = Poilke da Painologie Thoracigua 51.03 Ckiurgia tharacique gl cardio-vasculaire
coz04 NCS - Sendoz de Chirurgle horacigue | Nowsal Hopla! Clll
hmea PAILLARD Cathearina NRPO = Pl mmno—mlrﬁglnale g Pedialrie S£01 Padialna
EoiEe CE - Eenica da Pedistrie Il 7 Hiplal de Hauteplemre
PELACCIA Théarry NAPO = Poia d'Anssmacle / Reanimagon chirurgicalas F SAMU-SMUR 4305 Reanimation ; mg d"
PO20S NCE - Canfre e formation ef de recharcha en pédagagle des solencas e i3 Cgpfan : Médecine d'urgences

Eante i Facuig
Mme PERRETTA Sllvana WRPD = Pole Hapato-dig2stlf de FHEpital Clvil 52.02  Chirurgée digasilve
EOiT NCE - Eenica da Chirungle Visc2raie at DigacSve ! Mouvel Hopla! Civil
PESEAUN Patrkk NAPO = Piia dee Palhoiogias digesiives, h«!psﬂ;:lﬂa& et de la transpiantziion 5202 Chinurgiz Digesiive
P C5 - Senica de Chlrurgie ViEcaraie =t Dipestve [ Mouved HOpIE! Chil
PETIT Thizsy = ICANS 4702 Capcérologls ; Raamaraple
Eo14s COp - Dapartement de medecine ancologique Opfion : Cancarologle Clnigue
PINOT Xavier NRPD = ICANS 4702 Canceroghe ;| Racaimersple
Enz0E NCE - Déparizmant de médacing oncologigue Opiion © Cancarplogle Ciniqua
POTTECHER Jullen NRPS = Plz d'Ansemacle / Reapimaone chirurglcales / SAMU-SMUR
corae o=z} - Barvice d'Anesthésie elde Réanimation Chirurglcale / Hopital de Hauteplerre. 4501 Anesthésiolople-reanimation |

MEdecine durgance [optian clinkique)

PRADIGNAC Alaln KNRPA = Pk de Magacine Imterna, Rhumatologle, Mutritlon, Endocrinologle, 4204  Nurition
FOt22 NCS Dlabeiologle (MIRNED)

- Zeniica da Madacine Ineme et nulrition | HP
PROUST Frangols NRPA = Pilke Taka ai Coy 49.02  Neurochinurgha
POEZ Cs - SENIc2 de Neurachirurgle / HOpal g2 Hautepiame
PrRAUL Jean-5&baetien NRPD * Pl de Sioiogie: 4503 Medecing Lagake et aroltde 3 samig
FO12S =] - Sendoz de Maoacing Légale, Consaultation drUrgencas medicofudiclaires

21 Laborasaire da Toxicohogla | Facule el NHC

= Instiut da Mamacine Lagaia | Faculls oe Madscing
REIMUND Jean-Maria NRPA = Ptile des Palhologias digesiives, hapatiques el de |3 ranspianiation 5201 Opion : Gasko-entarckagle
FOZE NCE - Benitc2 d'Hépak-Gasing-Entrologle &1 d'Assksiance Nuliive 7 HP
PrRICCI Romeén HRPD = Pl de Ellnluﬁ] 4201  Biochimie e blologhe molculalra
it NCE - Depanement Siglogie du D2VEIDFPEMENt 81 CcRIILIRE S0UChES | IGEMC
ROHR Senge NRPO o« POl dep PElnoiogise sigesllves, Napatkues &1 de 13 ransplantation 5302  Chiurgse géndrase
Eoi23 c5 - Senice de Chirurgle genérale ot Digestive | HF
Mme ROSSIGHNOL -BERNARD  NAPD = Pdi2 madico-chinurgical de Pediatra S401 Pediains
Syhte NCE - Sarvice da Padiatie | / HApha] o2 Hautepleme
FO158
ROUL Garald WEPD = Pole d'activiid madico-chinggicale Cardio-vaeculaina 5102 Candiokgle
Epizs NCS - Zenidca da Cardologle ¢ Mouval HapHhal Clvil
Mma ROY Catharing NRPO = B8l d'imagesie 4302  Radilogle st Imagars madicale (opt clireque)

Hrin cs - Sery, d'lmagerie & - nagena viscardle 2 cartio-vascuiaie f NHE




]

MOM et Pranoma ca Sarvices Hoapltallers ou Institut [ LocaRaation Spus-pachion du Conssll Mations] dese Univerettas
SAMAMES Nicoias NRPY = Dole de Gyrcologle-Costatiqua 503  Gynacologle-Obstetiqus ; gynecoiagle
FOZiZ NCE - Baryice 02 GyMAnkgiE-OUsIsnquel HR memcale

Cptan ; Gynécokgl=-Otsterigue

SAUER Amaud MEFY - Dflade Spaciaiies medicales - Dﬂﬁalmul I/ SMO 5502 Ophtaimoiogss
EiE3 NCE - Sanvics d'Ophtaimoiogle | Mouvel Hopital C
SAULEAL Erf-Andre NEPY - Pole de 530 pubdque =t 3anls au reval 4504  Blostatigiques, Informatique memcale &t
Frig4 NCE . Zonvica de Santd Pubdque | Haphal Clll Technolcgies de Communication

- Blostatiegques £t Mfarmatigua | Facuis de madecina | HE (zgEan biiogiqus)
SAUSSINE Chrislian A9 = Bgla-d'Urssagle, Momphaiogle 2t Dematalogla 5204 Urndoghk
P12 cs - Serdica de Chirurgle Unologiqus / Nouvel Hogital Civil
Mma SCHATZ Clauds NRFY - Dfile de Spacialiis mésicales - OphiEimalogle | SMO 5502 Ophtaimosogss
FOHa7 C5 - Serrice d'OphiEimotogle / Nouvel Hapital Chvil
SCHWEIDER Frands WEPD = POz Ungencas - Réanimations medicales / Canire antigolson 4502 Reanimation
ju—— c5 - Zarvica de Reznimaton madicale | Hapiiz] 82 Hautepiame
Mme SCHRODER Camman NRPS - Pfle da Peychizine of ge sant mantale 4304 Padopeychiatrls - Adsiciotogle
Bo13s c5 - erdcs de Peychatnérapis pour Enfante =t Adalescants | HApEE! CE
SCHULTZ Phillippe NAPY - Pfla T2 2t Cou- CETD 5501 OCto-hino-laryngoiogie
=14z WCE - Senv COID-MING-I3nmEsiogie 2t 62 Cinagie cenvico-acEls | HP
SERFATY LIaTence NRFD s« Boie d2E Paintogees Mgeslives, NSpatuUes Sl de |2 TRnspEMEim 5201 Gasio-emanicgle | H2pEagle
FoisT cs - Berdcs d'Hapat-Gasio-Enttrolagle 81 d'AsskEnce Nutriive / 5P Addictalogle

Optian : Hépatolopgls
SISILIA Jean NRPD =« POl d2 Mao2cnE INtams, Rhumataiegle, Nutran, Endocrinalogle, 5001 Rhumataogle
. Dlabetolkgle MIRNED)
WCE. - Senvics d Rhumatclogie | Hopial Hautepiere
ZTEIE Jean-Faul NRPY - Dola da lAgpanall Incomataur 5002  Chinrgle cemopaciqus &f raumatakgique
F01a5 c5 - Serdca de Chirurgle du rachis  Hogital de Hautegleme
STEPHAN Daminique NEFD =« P8l daclivii2 medico-chirungicale Candio-vascuisie 51.04  Opion : Medecine vascuialrs
- cs - Servica dek Malaties vascufalias - HTA - Pharmacologia cinlgua | NHC
THAVEAL Fatlen NREFS - Dl 3oty madico-chinegleale Candlo-vasculaia 5104 Opsan ; Chirargle vasculalre
FO{SZ WCE - Service de Chirurgle vascwalre 1 de rensplaniation rénale | NHC
Mms TRAMCHANT Christine NRPO - Pl T2t2 ot Cou - CETD 43.01  Meurologle
mpisz cs - Serics de Neumingia | HOpEl de Hauteglems
WEILLOM Francis NAFD = BpledImagene 4302 Ramologe el Imagane meticals
T = - Zardca dimagerta 1 - imagene viscérale, ORL et mammairs 7 52 {opsan cirique)
WELTEM Michal NEPA - Dol de S3nta pubdque 2t Sants au rvall 4501 Epldtmiologle, canamizs de |3 sam2
FOHcE NCE - D2panement de Sants Publigus @ SSciaur 3 - Epademiaiogis St Economis £l preventian (sptan pslogiqus)
86 3 Santa | Haphai Civil

- Labaratoirs d'Eglo2miciogle &1 de 53018 pubbque / HC f Fac de Médscine
WETTER Cenie NAPY - Dol d= Madacine Interne, Rhumatalegle, Nutritior, Endocrinalogle, 5201 Opton : Gasvo-entéroagle
FC NCS Diatetolagle (MIRMED)

- Zerdca de Madacine Interna, Diabste &1 Maladies métaboiquas/HE
WIDAILHET Pearre NEPD =« PO d2 PEYCNIEITE &1 02 B3NN mantals 4303 Psychiaing o'aduitss
- = - Zerdica de Peyeniatriz |/ Hopaal Cive
WIVILLE Staphane NEPS - Dflada Slologie 5205  EBologle el médecing du cévaloppement
Bhats WCE - Laboratalre d€ Pamsnoiogis et de Pathalogise tropicalss ¢ Fac. da Medecine et de Iz reproduction (option béologigqus]
WIOEEL Thomas NRFY - Poie de Ginallz 51.01  Opfon: Ganavie = boiogis du vigliseemant
FHED cg - Barvice de s0ins 02 sUle ot réadaptation genatrigue / HapHal de f3 Robersay
WESER Jean-Chrstaphe Bleme NRPY - Pis de Spaciaiiés madcales - Ophiaimologle / SMO 5301 Opson : Medecinz infeme
u—— c5 - Bardcz de Madacne Interna | Malvel HegitS! Civil
WOLF Frillipge NRPS - Pole d=e Pathologhes mgestives, hapatikques et de |3 TranspiEntaton 5302 Chimurgis gendraie
=pa07 NCE - Senice de Chirurgle GEndrale 2t o2 Transplanistions maltiarganes  HE

- Coprdonnateur £2E acivitas de prtidvaments 2t ranepEnalans des HU
MM WOLFF Vakne NRPD = POk T3E Sl Co 4301 Meurologle
OO G5 - Unite Neuravasculaine | Hopial de Halieplema

HC ; Hapital Civil - HP - Hopital de Hauteglema - NHC : Nouvel HOpal Chal
* . C8 (Chef de service) ou NCS {MNon Chef de cervice hasplialier)  Cspé: Cnef de service parintérim  ©Sp : Chef de earvice provisaire (un an)
Ci ; Chat d'unsa fonclioanetis
o8 : pale RPA (Responsabis de Pgee) ou NRDS (Mon Responzable 42 Bok)
Cone. : Coneuftanat HDEPHE.EI [P:ILI[EI.IHE dee foncllone “OEPHBE[E& Ears cheffera da S-EI'\"IG-E:* Dir - Direcieur

1) En sumomare univareitaira pusql:'au 31082013

E; {7} ConBultant hospitaliar (pour Un an) eventuebament ranouvaiabis — 31,08.2017
Es' EN SUMGIRE LRvarsiaie juequian 31.08.2019 &) ConsuRant hoEpHENRT (DOUT UNe 28me annea) — 31.08.2017

E\ En sumomare Lrivarsitalia jusquau 3108 2047 :‘9 Conzuiant hoepiialiar (pour una 38me annea) —= 31.08.2017




A4 - PROFESSEUR ASSOCIE DES UNIVERSITES

MOM at Prénome CaE* Sarvices Hospltallers ou Institut i Localzation Souz-saction du Consall Matkonal das Unlveretbas
CALWEL Laurant NRPS o« Pz Specialités madicales - Ophiaimologle | SMO 4505 Medacine palllative
fes2] Sanvice de Soine paliats | NHC

HABERSETZER Frangolks fes2] = Pl Hépato-digasti 52.01 Gastro-Entgrologle

Sanvice de Gasino-Enrokogle - NHC
MIYAZAK] Tan = P2 de Blologhe

Laboratalre gimmunologle Blologigue f HC
SALWAT Erlc fes>] = Pifia Tate-Cou

Cenira d'Evaluation 2t de Traltiement da [a Doulaur / HP




7
[Mo135] B1 - MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS (MCU_PH)
MOB et Frenoms s Services Hospitaliers cu institut / Locnsation Sous-section du Consedl Metional des Universites
AGIN Amaud r Plle imagers
MO - Sarvice de Medacine nucigaire et Imagene Malecuiala 7/ ECANS 43.01  Slophysigus et Madesing nusléalre
Mme ANTAL Maria Cristing + Pdle de Biologle 4202  Hislogie, Embryalngie at Cylngénatiqua
] - Senice de Pathalogle / Hawlepiems {option bloogique)
= Ins@ul d'Histologle f Faculte de Medecine
Mme ANTONI Desphing * POie d'imageria 47.02  Cancerologle ; Rediothsraple
OIS - Barvice de Radiothérapia | ICANS
AMma AYME-DIETRICH Esteka = P2 de Parmacokgle 4303 Pharmacologie fondamentale ; phar-
MT - Uiniig g2 PRammacoigie cliniqua / Faculte de Medacing macolagle elinkqua ; addictoiogia
Optian - pharmacoingie fondameniziz
Bime SIANCALANA \alEhe = Pdie de Giologle
Mcoca - Laboratolra de Diagnostic Ganstique | Mouval Haptal Civl 47.04 Genstigua (optian biologique)
SLONDET Cyniiz * POle I!":II'HBQ'EHE
ERi - Barylea de Médaring nucléaire et Imagens Molkouialns [ ICANS 4301 Blophyeigua et madecina nuckalre
{oo%an clinkgue)
BOUSIGES Oivier * Pdie de Biolcgle
KOS - Laboratolre de Shechimie et de Blalogle maolécuiaine | 5P 4401 Blochimie £1 Digkogis molécutalre
Mme SUND Carokne = Pdie dimagerie 4301 Slophyeigue et madecine nuciéaire
Pt - Zaryiga de médazing nucléaire el Imagars mosculaine | ICANS
CARAPITD Raphasi * Pdie de Blologle
ME13 - Laboratotra d'mmunoiogle Biologigue ¢ Nouvsl HopRal Chil 47.03  Immunciogle
CAZZATC Robarto - Pl dimagenis 43.02 Radologie ol Imagere medcale (opton
R - Baryice d'lmagarie A ntarvantionneda | NHC dinkue]
Mma CEBULA Helsne * Pdie Tete-Cou 4802 Neuwrochlnurgk
Ririzd - Service de Neurochirurgie | HP
CERALINE Jocefym = POie de Biologle
RICCr2 - Deparlement de Bloiogle structurale Int2gralive [ IGEMC 4702 Cancerologis | Radiotharaple
(coSan biofogique)
CHOQUET Philppe - Pale dimageriz
T - UFEZ3T - magesie Précinigue | HE 43.01 Blophysigus et madecine nusigalre
COLLONGUES Nicolas = Pale Tete et Cou-CETD 43.01  Meuwologie
MOTE - Centra d'Investigalion Cinigue / NHC et HP
DALFYOUCEF Ahmed Nasskm * POle de Biologle
Mo - Laboratolre die Glochimie et Sioéogle maleculaire / NHC 4401 Bilochimie 21 biciogis malgcoialre
DELHORME Jean-Sapisie = POle des Famologles digactves, hépatiquas et de |3 franeplantation 5302 Chinrgle genarzla
MO130 - Barvice de Chinurgie genérabe ef Digestve / HR
DEVY'S Didler = POle de Biologle
o - Laboratolra da Diagnostic ganatigue ¢ Mouval Hapaal Chil 1704 Genslgua {option biclogique)
Mma DINKELACKER Wars * Pdie Téte &1 Cou - CETD 4301 Meurologle
NOt31 - Zarvics de Neurolagle [ Haplial o Hautsplame
DHOLLE Pascal = Pdie de Blologle
MCCZY - Laboratolra de Siochimie el bickogle molacuiaire ' NHC 4401 Blochimie el bloiogia molecuiaire
Mmea ENACHE Inna * Pdie ge Fathokgle thoackgus
Mcca4 - Sarvice de Physioiogle et d'Exploralions fonclionnafies / IGEMC 4402 Physiologis
Ama FARRUGIA-JACAMON * Pdie de Glologle
ALrEY - Sanvice de Medacine Lagale, Cansuli@iion aUrgances mamcr-juscalne &l 4503 Medacine Lagaka al ool de 13 eani
MOCE4 Labaratoire de Toxkoiogle [ Faculs et HC
- IneMus de Medecina Legale / Facultd da Médecine
FILISETTE Denis CE -« Pdle ge Biologle 4502 Parasitologie &t mycoiogle {option bio-
wocas - Labo. de Parashologle et de Mycologle madicale ¢ PTM HUS et Facule iogiqua)
FOUCHER Jack = Ins@Wut de Phyelotogle / Faculid de Médacing
Mcoa? + Pdle de Peychiatie ol de sants mentaie 4402 Physioiogia {oplion dinigua)
- Zarvice dg Peychiaiie [/ Hapial Civil
CANTNER Plarmz - Pdle e Blologle 4501 Bactériciogl=-Vimdogle ; Hygltne Hespiaiess
Pt - Lahoatalre (instinul) de Wirnlogle | PTM HUS o Faguh Opbian Bactaralogla-Virolagie biclagiqus
GRILLOM Antoing » POie de Biolgle 4501 OpEan | Bacteriglogla-virkagie
Wioaz - Instsut {Laboratolra) de Bactarologle { PTM HUS et Facufe da Mad, {Ealogiqua]
GUERIN Erlc = Pdie de Blologle
nceaz - Laboratalra de Slochimie et de Blaingls maléoulaira | HO 4403 Bloingle callualre [aption biolegigua)
GUFFROY Auralizn » POie de Specialies medicalss - Ophiaimotogis | SKHO 47.03  Emmunoiogle {oplion clinigue)
M S - Sarvice de Medetina intarna 2 Cimmunciogle clinique F NHC
AMma HARSAN-RASTE! Laura  Pdie u'Jmag'Ene
RC4E - Earvice de Médecine Nucktake et Imagerie Moldculalre / ICANE 4301 Blophyelgue el médecine nucléaire
HUBELE Fabrca = POie d'imagaria 43.01 Glophyeigue el madecing nuckéalre
pancaz --3arvice de Medecine nuclealre el Imagena Molacuiaha !/ ITANS
- Baryice de Biophysique el de Medacine Nudi2alra | NHC
JEHL Frangals » Pdie de Biologle
MIC3S - Instinut {Laborataire) de Bacienologle ( PTM HUS et Facune 4501 Opthn - Bacisriologhe-viroiagie (oios-
giguE]
KASTMER Philinpa » Pitle e Blologle

Mocas - Depariement Ganamigue fonctiannalls e cancer f IGSMC 4704  Gensligue (option bigiogique}




3
HNOM et Franoms 5* Sarvices Hosp o Imstitut f Localisets Sous-section du Conseil Netional des Universitss
Mma KEMMEL Weroaigua = Pdie de Blologle
MODZE - Labofatoina de Blochimie £t de Gioiogia molgcutalnz f HP 4401 Blochimig £1 Dickogie maecutaire
KOCH Gulllaume - Instful d"Arnatomia Mormaka / Facufie de M2decina 4201 Anatomle (Option cliniqua)
MCi2E
Mme KRASNY-PATINI Agata = Pdle oe Médecina Phyeiqus at de Rézdaplation 4505 Madacine Physique 21 Raadapdation
MO134 - Institut Univercitalre de Reéadaptation / Ciémenceau
Mme LAMOUR Valgna = Piie de Giologle
MDD - Laboratoire da Blochimie et de Blologle moléculaire 7 HP 4401 Blachimie et blologse maok&cutalre
Mme LANNES Séalrica = IneStut d'Histolagle / Facultd de Medecing
MEC4 = Pdie de Giologle His&alogie, Embayaiogle ai Cylnganetique
- Barvice de Pathologle / Hphal de Hautaplarre 4202 (option Hokogigue)
LAMALX Thomas = Piie de Biologle
MOC4Z - Laboratalra da Slochimie et de Bliogie molculalra | HP 4403 Bialoge caillulalre
LENORMAND Cadric = Pie de Chirurgle maxilic-faciale, Morphoioglke at Demmatalogie
MO03 - Sarvice de Dematologie / Hophal iyl S0.03 Dermato-uWeneraoiogle
Mme LETSCHER-BRU Valkre = P2 oe Biologle
MOOdS - Laboratolre d= Paraeitalogie et de Myoakogle médicake | PTM HUS 45.02 Parasitolcgie et mycoiogle
* INGEtLL g€ Parashoigi [ Faculta de Medeoina {Dp@an Diohoghque)
LHERMITTE Senali = Pdie de Bhologle
D15 - Barvica de Fathologle / Haplal de Hautaplarre 4203 Anatamie &t cylokgle pathologigues
LUTZ Jean-Chiigtaphs = Pdie oe Chirurgle plasiigue reconetnicincs af esthetique, Chirurgle maxso-
MOC4E facfale, Morphologle & Darmatoiogia 5503 Chinurgle maxiio-faclale et siomatologhe
- Sendice da Chinurgie Plasigua ot Maxio-faciase | HopRal Chil
MEYER Alaln * InEMut de Physlotogle 7 Faculké de Madacing
MCESE = Pie de Pathokgle thoraclgue
- Barvice de Phyeidingie et d'EXpearations fncliannaies | NHC 48402 Physiclogia (optlon Dicéogigue)
MIGUET Laurent = Pdie de Blologle 4403 Siologie caillialre
MOCST - Laboratolra d'Hamatoéogle biologigue ! Hopital de Hauteplers &t NHC {type mixta - bickogique]
Mme MOUTOU Ceine = P2 de Biologle 5405 Giologie et madacine du devalopgement
&p. GUNTHMER Cg . - Llaboratolre de Dlagnostic préimplantsioka / CMCO Schiligheim al da |a reproduciion (opBan bialogique)
MOC4S
MULLER Jean = Pdlie de Glologle
MCEED - Laboratolre de Dlagnoebc ganatigue ¢ Kouvel HopRal Chl 4704 Geéngligua (option blokogique)
Mme NICOLAE Alna = Pdie de Blologle 42,03 Anatomle et Cylobagle Pathoiogigues
MO ZT - ‘Sentca da Pathalogle [ HOpRaE 82 Hautepéarma {CpEon Clinkqus)
Mme NOURRY Mathala = Pdie de Bante publigue at Sant2 au fravall 4602 Madacine el Sante au Travall {optian
MEo - Sarvice de Fathokgle profzesiannelle &2 de Médecing du ravall - HT ciinkue}
PENCREAC'H Erwan = Pdie de Biologle
MLCSZ - Laboratolra de Blochimie et blokagle molculaire { Nouvel HipRal Civil 4401 EBlochimie 1 blofogie mal&culalre
PFAFF Alexanoer = Pidie og Biologle
MOCS3 - Laboratalra da Parasitalogle at da Mycakogle madicaia | FTM HUS 4502 Parasitologle et mycologia
Mme PITCHN Améhe = Pdie de Blologle 4704  Geneligue {option blosogique)
MiOCSd - Laboratolna da Diagnoetic genstigue £ NHC
Mma PORTER Louisa = Pdle e Bialogle 4704  Genstigua (type clnlque)
M35 - Barvice de Génélique Médicale / Hdphsl de Hauteplarre
PREWOST Gilles = Pdie g Biologle 45.01 Option - Bactenologle-virssogla (Diska-
MEEET - Instiful {Laboratolre) de Bacierologle /PTM HUS & Facule glgue}
Mme RADOSAVLIEVIC = Pdie de Blologle
Mirjana - Laboratolra d'Emmancéogle biologigua | Nouveal Haphal Civil 4703 Emmunpdogle (option biologigue}
MOCs3
Mme REIX Nathaka = Pdie oe Biologle 43.01 Slphyeigua et madecing nuclgaire
MEESS - Laboratolra da Slochimie e Slokagle mokeculalre / NHC
- Service de Chinurgie / ICANS
ROGUE Patrick {cf. AZ) = Pdie de Blologle 4401 BSlochimie 81 biglogis mal&cuiaire
MOES - Laboratolra de Blochimie Ganésale el Spaciallsta | NHC {op¥an biclogique}
Mme ROLLAND Delphing = P2 de Biologle 47.01 Hemalohogie ; ransfusion
M2 - Laboratoire dHamatoiagle tialogigue / Hauteplera i{bypa mixia - H&malolagle)
ROMAIN Benalt = Pdle des Pathologles digestives, hiepatiques &1 de 3 trancplantatian
MOCES - Service de Chinurghe génadrale et Digesive ! HP 5302 Chinurgie géndraia
Mme RUPPERT Eksabwth = Pdie Téte et Cou
MOTCE - Barvice de Neurokgle - UnHe de Pathoioglke du Soemmeil £ Hipial Cil 43.01. Meurclogle
Mme SAE0U Allna = P2 oe Biologle
MECSE - Laboratolre da Paraeltalogie et de Myoakogle médicake | PTM HUS 4502 Parasttolcgie et mycoiogle
- InGteuL B2 Parackniogea | Facule o2 Medecina (Dp@an Dlohoghque)
Mme SCHEIDECKER Sophiz = Pdle e Blologle
METZ2 - Laboratoire de Dlagnoetic genatigue ¢ Nouwel HOp#al Chl 4704 Genstigua
SCHRAMM Freseric = Pdie oe Bhologle
MooEl - Instifut {Laborataing) de Baciedodogle / PTM HUS e Facufie 4501 Option - Bacisriologie-virtiogle (bink-

gique)




10

a
MNOM =t Prénoms c5* Services Hospitalisrs ou institut | Locsdsation Sous-section du Coms=#l National mes Universités
Mme SOLES Margane « B de Blologle 4501 Hacherplogle-virglogls ; hygiane
naoiza - Laborataire g2 Virologis / HOpal de Hawtegiers nospaaliens
Cplion : BaciétglogieVinologis
Mma EORDET Cheietalle * Pz de Medacine Inteme, Rhumaiciogle, Nulriticn, Endocrinologle,
MocES Diabiniogle (MIRNED) S0.01  Rhumatoiogie
- Zaryica de Rhumatologle / Hogital de Hauteplers
TALHA Samy » Ptie de Pamologle thoraciqua
PR - Sanyice de Phiysliogie ot axpioratans fanctionnaties § NHC 44102 Pnysiologi {option chnigus)
Idm= TALON Isabei= = Pie macico-chirurglical g2 Pedlalne 5402 Chirurgle infantilz
M003s - Sanyice de Chinurgie Pédiatque | HoplEl Halepars i
TELETIN Marlus = Ptiz de Giologie
s - Sanvice de Bialoge de 13 Reproductar | CHCO Schilighaim 5405 Bioiogle & medacing du dévelsppement
&t de [ reproductian (option biokogique)
WALLAT Laurant * Pie de Biologie Hamatobogle ; Transfusion
AT - Laboratalre dimmunckgle Biolegigue - Haplal o2 Haulepleme 47.01  Opilon Hémaloiogle Geologigue
Mma VELAY-RUSCH Aurgla * Pfiz de Eologle 4501 Bacierigiogle-Virolpgle | Hygigne Hospitallan
MO1ZE - Laboratoire o2 Vingiogis | HopEal Civl Cipan Bactenalogie-yirolggis o piqus
Mima VILLARD Odile * Ptie de Beologle
MoaTE - Labp. de Faraslologle &1 de Mycologle médicale i FTM HUS &1 Fac 4502 Parasiologle el mycoogle joplion bio-
fogique]
Mma WOLF Michae = Charge de misslon - Administralion IgEnEl.EIE
D - Direclicn de fa QUAIRE # Hopial Civi 4503 Oplion - Pharmacoiogie fondamentale
MMme ZALOEEY C Arane = Pl Madico-Chinurglcal de Pediatrie
ap. MARCANTOM - Sarvice de Padiatria 1/ Hipital de Hauteplemra 5401 Padiatrie
MEHAE
ZOLL Jorey - Ptia de Pamologle thoraciqua
Mo - Samyica de Prysiaingke et o Explorations fonclionneliss | HC 4402 Physisiogie {option chnigus)
B2 - PROFESSEURS DES UNIVERSITES (monoappartenant)
Pr E0OMAH Chrlslian FOIEE Capartement d'Histolre de |a Madacine / Faculid de Madacine Epklamokgle - Histolra ges eckences 2t de6

techniques

B3 - MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES (monoappartenant)

Epistemologis - Histolre des Solences ot des
tECNNIRES

Mr®ESSEL Nile

MrLANDRE Liongd

Mme THOMAS Barion

Mme SCARFOME Marlanna  MCoEZ

Caparament d'Histolre da I3 Medacine / Faculia de Medacine

ICUBE-UMR 7357 - Equipe IMIS | Facult2 de Medecie

Capanament d'Histole de la Medacing / Facultd de Medacing

Dapanament I'Hisre de 1z Medeacing / Faculle de Medacing

Mauroedances

Epestemotogia - Histolre des Sciences 2 des
techRiquEs

E[sstemoiogss - Hisioie des SCIENCEE a1 oes
technigues
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C - ENSEIGNANTS ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE
C1 -PROFESSEURS ASSOCIES DES UNIVERSITES DE M. G. (mi-temps)

Pr AgE. GRIES Jaan-Luc MDDES Megacine panerale (01.09.2017)

Pr GUILLOU Phllippe MODES Meadecine géneérale (01.11.2013 au 31.08.2016)
Pr HILD Phillppe ] Madecine generale (01.11.2013 au 31.08.201E)
Dr ROUGERIE Fablen wMDoaT Madecine genérale (01.09.2014 au 31.05.2017)

C2 - MAITRE DE CONFERENCES DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE - TITULAIRE

Dre CHAMBE Jullzfle MO10E 53.03 Medecinz2 génarala (01.069.2015)
Dr LORENZO Mathleu

C3 - MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DES UNIVERSITES DE M. G. (mi-temps)

Dre BREITWILLER-DUMAS Clalr2 Madecine generale (01.09.2016 3w 31.08.2019)
Dre GROS-BERTHOU Anne Mo10s Madecing genérale (01.09.20135 aw 31.08.2018)
Dre SANSELME Anna-Elleabeth Medacine ganerale
Dr SCHMITT Yannick Mégacine générale

D - ENSEIGNANTS DE LANGUES ETRANGERES
D1 -PROFESSEUR AGREGE, PRAG et PRCE DE LANGUES

MmE ACKER-KESSLER Pla MUDES Professeurs certiee TANgIak (Beputs 01.09.03)
Mme CANDAS Peggy MUDS5 Professeure agrégae d'Anglals (depuls b2 01.08.99)
Mme SIESENBOUR Mark-Moglla  wooer Professeure certfite CAllimand (depuls 01.00.11)
Mme JUNGER Nicola MUDSE Professeure certfiee dAnglaks (depuls 01.09.08)
Mme MARTEN Susanne WMUD3E Professeure cartfiee dAllimand (depuls 01.09.14)

E - PRATICIENS HOSPITALIERS - CHEFS DE SERVICE NON UNIVERSITAIRES

Dr ASTRUC Dominiqua « Pole médico-chirurgical de Padlatie
- Servke g2 RAgnimation padiatique spacialisée ef de survalllancs continua | HApAal de Hautepkarma
Or DE MARCHI Martin - Pale Oncologle medico-chinurgkeale et o Hemataloge
- Service FONcologia Madicals | ICANS
Mma Dre GERARD Banadicts - Pale g Siokogle
- Labaratoire de Diagnostic Genatiqua / Nowved Hopltal Civil
Mma Dre GOURIEUX Benadicts - Pdle g2 Pharmacle-pharmacoiagle
- Service B2 Pharmacle-Starlksation / Nouwal Hophal Chll
Or KARCHER Patnick - Pole g2 Gératrle
- Senvice da Soins o sulte de Longue Curés ¢ dnebergemant gariatigue | EHPAD / HApEal de la Robersau
Mma Dre LALLEMAM Lucle - Pale Urgances - SAMUST - Mégacing Intansive £ Reanimation
- Pemmanencs d'ascke 3ux Ealns de sanks - La Boussole I:F“.SS:I
Or LEFEBVRE Micolas - Pole g2 Specialitts Medicales - Ophiaimalogle - Hyglens (SMO)
- Servke 0a5 Maladias Infectieusas et Troplcales / Mouvel Hopital Civi
Mma Dra LICHTELAU Isabells - Pole ga Glokogle
- Labaratoire de tologle de |3 raproduction § CMCO de Schiltighedm
Mma Dre MARTIN-HUNYADI - Pole g2 Geratrie
Camarina - Sectaur Evaluation / Hopital de I3 Robartsaw
Dr NISAMC Gabriz| - Pole g2 Santé Publique & Santé au traval
- SENVKke 02 Sante Publque - DIM / Hophal Civi
Mma Dra AETIT Fiare « Pole ga Specialitas Madicales - Ophiaimologle - Hygiena (SMO)
- UCSA
Or PIRRELLO Ollvler Pz de Gynecologiz et TObstErigue
- Service da Gynécolgla-Obstanque / CMCO
Or REY David - Pole Specialités medicales - Ophtalmologla | SMO

- gLe frall d'unions - Canre g2 s0ine de linfection par le WiH ¢ Nouwel Haphial Civil

Mma Dre RONDE DUSTEAU Céclie - Pdle Locomax
- Servke g2 Chirurgle Saptique ¢ Hapkal de Hawteplems

Mme Dre RONGIERES Cathering - Pole g2 Gynécologhs at FObSIETIgUE
- Cantre Clinica Blokglgue d'AMP § CMCO
Dr TCHOMAKOW Dimitar « Péle Medico-Chinurgical de Padiaia
- Servke gag Ungences Medico-Chinurglcales pediatrigues / Hopital de Hauteplems
Mme Dre WEISS Anne - POlE LIgeances - SAMUGT - Magacine INt2neive £ Reanimation

- BAMU




12

11

F1 - PROFESSEURS EMERITES

de droit o1 3 vig membre da Finstiu]
CHAMBON Plarme (Siochimie et Biokgle mpsculaine)
MAMNDEL Jean-Louls (Ganetique el biokogle maléculaire e callulaing)

pour trols ans [fer saptembre 2018 au 31 solt 2021)
Mma DANION-GRILLIAT Anna {Pedopsychiatna, addictolagle)

pour trols ans (fer avrl 2010 au 51 mars 2022)
Mma STEIS ANRIGK (ANSEMSEle, REanimation chinrgicale)

poUr IrQls ans (e septembre 2070 aw 31 okt 2023)

DUFOUR Palrick [Cancaroioga chnigue)

NISAND leragl (Cynecologia-Dostatique)

PINGET Miched (ENBcrnmiogs, Mabeie Bf maadies meEtolguss)
Mme QUOIX ERsabeth (Pneumalogla)

pour fFols a0 (fer septemare 2020 au 31 solt 2023)
BELLOCE Jean-Pleme (Sarvice de Pathologle)
DANION Jaan-Mans (Psychiatrie)

KEMPF Jaan-Frangole (Chirurgle crmopadigue et de I3 main)
KOPFERSCHMITT Jacques (Urgences médico-chirurglcales Adulizs)

=]

=]

o

(=

(=

F2 - PROFESSEUR des UNIVERSITES ASSOCIE (mi-temps)

M. SOLER Luc CHU-31 IRCAD {01.0:9.2009 - 30.05.2012 / renouvwealé 01.10.2012-30.09.2015-30.09.2021)

F3 - PROFESSEURS CONVENTIONNES* DE L'UNIVERSITE

Br CHARRON Dominigus (2015-2020)
Pr KINTZ Pagcal (2019-2020)
Pr LAND Waltar &, (2013-2020)
Ar MAHE Anioine (2019-2020)
Pr MASTELLI Antalne (2013-2020)
Pr REIS Jacquas (2019-2020)
Pre RONGIERES Catherine (2013-2020)

{* 4 anngas au maximurm)




G1 - PROFESSEURS HONORAIRES

ADLOFF Mighal (Chirurgis digestive) / 01.09.04
BABIN Serga (Cnhopeds &t Traumatologie) / 01.08.01
BAREISE Plarre (Cardioiogis) / 01.09.12

BATZENSCHLAGER André {Aratomis Pathalogiqus) / 01.90.95
BAUMANN Reng (Hepato-gastra-entéroiagle) / 01.09.10
SERGERAT Jean-Parre (Cancarafogis) / 01.01.16

BERTHEL Mar: (Ganawe) { 01.08.18

BIENTZ Michal (Hyglne Hospitaiare) / 0.09.04

BLICKLE Jaan-Fragéric {(Megacing Intame) / 15.10.17
BLOCH Pleme (Radialogie) / 01.10.85

SOEHM-BURGER Mally (Histologie)  01.08.20

BOURIAT Prarre (Radiokgk) / 01.09.03

BOUSCUET Pascal (Phammacalogia) / 01.00.18
SRECHENMACHER Claude (Cardiotogle) / 01.07.99
BRETTES Jean-Phillpp= (Gynecologie-Obsiatiqua) / 04.09.10
BURGHARD Guy (Pnaumoiogi) / 01.10.36

BURSZTEJN Claude [Peopeychiatne) /01.08.18
CANTINEAL Alaln (Madecke ot Sants au traval)  01.08 15
CAZENAVE Jaan-Pieme (Hematologle) / 01,0815

CHAMPY Maxime [Siomataiogle) / 01.10.95

CHALIIN Miche! [Cardiologue) / 01.09.18

CHELLY Jameleding {Ciagnostc ganaugue) / 01.09.20
CINQUALBRE Jacquas (Chinurgle panérale) 01,1012
CLAVERT Jzan-Michel (Chinurgle infantbz) | 31,1016
COLLARD Mawrics (Mewralogie) | 01.08.00

COMRALUX Clauga {Oto-Rhino-Laryngologle] / 01.09.08

CONSTANTINESCOD Andn2 (Skophyslque et médeacine nuciéalre) 101.09.11

DIETEMANN Jaan-Louls {Radiologia) / 01,0817
DOFFOEL Miche! (Gastroantérciogia) 701.09.17

DUCLOS Semard (Hepalo-Gastm-Hapatologle) / 01.09.18
DUREYRON Jaan-Dieme (Anesthésiologis-Rea Chir) / 01.00.13
EISEMMANN Semard (Chirurgle cardio-vascutalre} / 01.04.10
FABRE Michal (Cylolagle e histalogie) § 01.08.02
FIECHEACH Michal (Pédtrie / 01.10.18)

FLAMENT Jacques (Opntalmoiogia) / 01.09.09

GAY Gerand (Hepalo-gasro-enteroiogle) / 01.09.13
GERLINGER Piame (Siol de 13 Regrogucsan) £ 01.08.04
GRENIER Jacques {Chirurgle dgestive) ¢ 01.00.57
GROSEHANS Eguard (Dermatologis) / 01.09.03
GRUCKER Danle (Slophysiqua) / 01.09.18

GUT Jean-Blame (rglogi] / 01.09.14

HASSELMANN Michel (Reanimation mecicate) | $1.09.18
HALIPTMANM Gaorges (Hamatniagia biolegigue) ( 01.00,06
HEID Emest {Demasiogis) / £1.02.04

BMBS Jean-Lodls (Prarmaccogle) | 01.09.09

ILER Mare {M&dacine Inteme) / 01.09.98

JACGMIN Didier {Uralogie) / 09.08.17

JAECK Danled [Chirurgle gensrale)  01.08.11

JAEGER Jaan-Hand (Chirurgle crmopadigua) 104.09.11
JESEL Michal (Magecing physigue et readaptation) | 01.09.04
KAHN Jean-Lue (Anatoméa) / 01.09,18

KEHR Piama (Chirurgle crinopédigue) / 01.09.06

KEMPF Jules (Slologie ceflulaire) 7 01.10.95

KREMER Michal / 01.05.28

KRETZ Jean-Gaorges (Cirurgle vasculaire) 101.08.18
KRIEGER Jean (Neurciagle) | 01.01.07

KUNTZ Jean-Louss {Rhumatologle) ¢ 01,0908

KUNTZMANN Francks (Ganaiia) | 01 09.07

KURTZ Daniel {Nevrologle) § 01.008.98
LANG Gabriel {Orirapedie =t raumatelagiz) / 01.90.95
LAMG Jaan-Mans {Hamaioiogle cliniqua) / 01.09.11
LANGER Sruna {Gynecologse) / 61.11.19

LEVY Jean-Mare (Pediatrie) / 01.10.95

LONSDORFER Jean (PRysklogla) / 01.09.10

LUTZ Patrick (Pediaine) / 01.09.16

MAILLOT Claude (Anatomia normale)  01.08.03

MAITRE Michel (Elochimie et biol. moleculalra) / 01.09.13
MANDEL Jean-Lauls (Genstigus) / 01,0816

MANGIM Patrics (Medacine Lagais) / 01.12.14

MANTZ Jazn-Mana (Reanimaton medicale) / 01.10.94
MARESCAUN Christan (Neursiogi) / 04.09.18
MARESCAUX Jacques (Chinurgle digestive] / 01.09.16
MARK Jean-Joeaph (Blochimis at bhalogle ceflulalra) / 01.09.99
MESZER Jean (Padiatia) / 01.02.07

MEYER Chrtstian {Chirusgle ganerale) / 01.09.13

MEYER Plame [BInettistiques, informatique mad) 7 04.00.10
MINCK Raymond {Bactéralogie) { 01.10.53

MOMNTEIL Henei (Bactérilogie) / 01,0911

MORAND Geoeges (Chinrgss Moracqus] £ 01.06.00
MOSSARD Jean-Marie (Cardiciagi) / 01.09.09

COUDET Pigre {Blologla callualre) / 01.09.13

PASQUALI Jean-Louss [Immunalogle cinigue) f 01.09.15
PATRIS Michel [Peychiatie) / 01.08.15

MMz PAUL! Gabrialle (Fneumologle] / 94.00.11

PINGET Michel (Endocinciagle) / 01.09.19

POTTECHER Thiamy (AnsEmacie-Raanimatin) /01 06 18
REYS Phillppe (Chinurgis génaraia) / 01.09.98

RITTER Jean [Gynecologie-Orstiiripue) | 01,0002
RUMPLER YvsE (5loé. developpement) / 01.08.10
SANDMER Guy (Physiologle) 1 01.08.12

SAUDER Phalpps (Raanimation madicalz) / 01 09 20
SAUVAGE Paul {Chirurgle infantiis) / 01.09.04

SCHAFF Gaorges (Physinogks) / 01.10.95

SCHLAEDER Guy (Gyncologie-Obstatrigua) / 1.08.01
SCHLEENGER Jean-Lauls (Megecing Inteme) / 01.08.11
SCHRAUS Simon (Ramatharaple) | 01.08 12
SCHWARTZ Jaan (Pharmmacalogle) / 01.10.87

SICK Henrl (Anatomiz Normale) / 01.09.06

STIERLE Jaan-Luc (ORL)/ 01.00.10

STOLL Clapde {Ganedigue) 7 01.09.0%

STOLL-KELLER Frangolee (Viroiogls) / 01.09.15
STORCK Danial {Megecine Nsme} / 01.09.03

TEMPE Jean-Danial (Reanimation medicals] | 01.09.06
TONGIO Jean [Radiviogle) | 01.09.02

TREISSER Alain [Gynecoiogle-Dustelnique / 24,03 08
VAUTRAVERS PRillppe (Medacing physiqua at résdaptation)  01.09.16
VETTER Jean-Marle [Anaipmés pathoiogkque) / 01.09.13
VINCENCON Guy (BRchimig) / 01.09.08

WALTER Paul (Anasamie Pamologiqua) / 01.09.08
WEITZENBLUM Emmanued (Frieumalogle) /01.09.11
WIHLM Jaan-Marle (Calrurgle thoracigus) 7/ 01.09.13
WILE Astrid (Chirurgle maxilic-taciale} £ 01.08.15
WILLARD Danlel (PE®atrie] / 01.09.95
WOLFRAM-GABEL Rente (Anatomiz) / 01.09.06

Lagends das adraseas :

FAC : Facutta de Medecina © 4, nue Kirechiaper - F - 67085 Elrasbourg Cedex - TeL © 0365.85.35.20 - Fax : 03.68.85.35.18 oy 03.68.85.34.67

HOPITALX UNIVER SITAIRES DE STRASBOURG (HUS):

- NHC : Nouwvel Hopial Civl - 1, place dg IHOpRal - BP 426 - F - 67091 Strasbourg Cadex - Tal, J03 89 5507 08
-HC - Hopl@i Chal - 1, Place de M'Hdpial - B.P. 426 - F- 7001 Strasboury Cetax - TeL [ 0385 11.67.68

-HF : Hipital o8 Haumepierme - Avenue Mobsre - B.P. 45 - F - 67038 Strasbourg Cedex - Té. - 03.853.12.50.00

- Hipiai de La Robermsay - 53, rue Himmerich - F - 67015 Saeboury Cedax - Ted | 03.58.11.55.11

- Hapiai de MEfsaw - 15, rne2 Cranach - 67200 Strasbourg - TR © 03.85.11.67.68

CMCO - Cantre Magica-Chinrgecsl et ODERNCEE - 15, Tu2 Louks Pasieur - P 120 - Schitighetm - F - 57303 SUasbourg Cedex - Ted : 03.55.62.83.00

C.C.0.M. - Cenire de Chinugle Orthopadique et dz |3 Main - 10, avenue Baumann - 5.2 96 - F - 87403 likinch SraTenstzoen Cadax - TAL - 03.38.55. 20,00

E.F.5. : Etanliezement Frangale du Sang - Aksaca - 10, ru2 Spleimann - BP N*36 - 67065 Sirasbourg Cadex - Tal. - 03.85.21.25.25

Cantra Régional de Lutts contre ke cancer "Paul Strauss” -3, nue de 13 Porte de MHApHal - F-67085 Strasbourg Cedsx - T D 038835 24.24

IURC - Institut Universitaies d= Reaoaplation Clemanceau - CHU 02 Strasbourg &1 JGECAM (Unlon pour i3 Geslion dee Exabllssements oas Calsses DASsUrancs Malams) -

45 boulevard Clemencaay - BT0EZ Sirasbourg Ceoax

RESPONSABLE DE LA BIBLIOTHEQUE DE MEDECINE ET ODONTOLOGIE ET DU
DEPARTEMENT SCIENCES, TECHNIQUES ET Sﬂ_nl"ITE
DU SERVICE COMMUN DE DOCUMENTATION DE L'UNIVERSITE DE STRASBOURG

Monsieur Olivier DIVE, Conservaieur

LA FACULTE AAHI?EI'I% GUE LES OPINION S EMISES DANS LES DISSERTATIONS
QU LU SONT PRESENTEES DOIVENT ETRE CONSIDEREE S COMME PROPRES
A LEURS AUTEURS ET QU'ELLE N'ENTEND NI LES APPROUVER, NI LES IMPROUVER
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SERMENT D'HIPPOCRATE

En présence des maitres de cette école, de mes chers condisciples, je promets et
je jure

au nom de l'Etre supréme d'étre fidele aux lois de ['honneur et de la probité dans
'exercice de

la médecine. Je donnerai mes soins gratuits a l'indigent et n'exigerai jamais un
salaire audessus

de mon travail.

Admise a l'interieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s'y passe.

Ma langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a
corrompre les moeurs ni a favoriser les crimes.

Respectueuse et reconnaissante envers mes maitres je rendrai a leurs enfants
l'instruction que j'ai recue de leurs peres.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis restée fidele a mes
promesses. Que je

sois couverte d'opprobre et méprisée de mes confreres si j'y manque.
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parcours. Merci de m’avoir accueillie et intégrée au sein de vos différentes équipes et d’avoir partagé
avec moi votre savoir-faire. Aux équipes du service de génétique médicale, des laboratoires de
diagnostic génétique regroupant les unités de cytogénétique, de génétique moléculaire et du
diagnostic préimplantatoire et du service de génétique oncologique. Je ne peux tous vous citer
individuellement mais le coeur y est,
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. Introduction

Les ciliopathies sont des maladies génétiques rares formant un ensemble hétérogéne sur le
plan clinique et génétique. Elles sont caractérisées par le dysfonctionnement du cil primaire
ou des cils motiles ayant pour conséquence une atteinte multisystémique (1). Dans cette
étude, je me focaliserai principalement sur le cil primaire. A ce jour, 24 génes responsables de

ciliopathies ont été identifiés, principalement de transmission autosomique récessive (2—4).

Nous décrirons les caractéristiques et fonctions du cil primaire puis nous présenterons le
spectre clinique des ciliopathies en nous focalisant plus précisément sur le syndrome de
Bardet-Biedl| et le syndrome d’Alstrom. Pour finir, nous présenterons quelques exemples de
mécanismes moléculaires pouvant interférer dans le diagnostic moléculaire de ces

pathologies et nous conduisant a développer la problématique de ce travail.

A. Les cils
Le cytosquelette des cellules eucaryotes est un réseau filamenteux composé d’actine et de
microtubules, polyméres d’hétérodimeres de tubuline a et B. Ce réseau assure le maintien de
I'architecture cellulaire et sert également de support aux organites cellulaires. Il répond aux
besoins constants pour la cellule d’effectuer des mouvements internes (déplacement des
chromosomes, acheminement de molécules) ainsi que des modifications structurales de sa
membrane cytoplasmique. Les cils, pour la premiéere fois décrits par Leeuwenhoek, sont des
structures dynamiques dérivées du centrosome. Celui-ci se compose de deux structures
appelées centrioles (mére et fille) s’organisant de maniéere perpendiculaire dans une matrice
de matériel péricentriolaire pour devenir le point d’ancrage des microtubules lors de

I'interphase cellulaire. Les centrioles sont eux-mémes composés de 9 doublets de
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microtubules formant un cylindre. Cet organisateur permet la polymérisation des

microtubules notamment lors de la division cellulaire (5) (Figure 1).

7 | Cilium

. [Plesmgimsinbidng

Basal bodylY _{“Transition zone

Centrosome maturation ﬁ

P ordele N Interphase
TS PCM
Mitotic PCM

Figure 1 : Représentation schématique du cycle du centrosome au cours du cycle cellulaire d’apres

(5).

On distingue deux grands types de cils : le cil primaire et les cils mobiles (ou cils secondaires).
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1. Les cils mobiles
Les cils mobiles sont sans doute les cils les mieux caractérisés du fait de leur fonction motile
nécessaire a certains types cellulaires. Ce sont par exemple le flagelle des spermatozoides
assurant la fonction reproductrice ou les cellules ciliées de I'épithélium respiratoire
permettant la clairance muco-ciliaire. La structure des cils mobiles consiste en I'assemblage
de neuf doublets de microtubules entourant une paire centrale de microtubules simples, le
tout formant un axonéme. Cette conformation est désignée comme 9+2. Des bras de dynéine

sont attachés aux doublets de microtubules leur conférant leur caractéristique mécanique (6).

2. Le cil primaire

Je m’intéresse ici plus particulierement au cil primaire. Cet organite unique et sensoriel est
présent sur presque toutes les cellules eucaryotes et se développe lorsque la cellule entre en
phase de quiescence (GO0). Il se trouve a la croisée de diverses voies de signalisation et joue
donc un réle fondamental dans le développement, la maintenance cellulaire et ’'hnoméostasie
tissulaire (7). Le cil primaire est une extension membranaire de la cellule lui permettant de
s’adapter aux contraintes de son environnement en faisant office de capteur puis

d’intégrateur de signaux mécanique, chimique et photonique.

Il se compose :

- D’un corpuscule basal. Celui-ci est constitué de 9 triplets de microtubules et permet
I’ancrage du cil a la cellule.

- D’une zone de transition ou les microtubules y sont par doublets et sont attachés a la
membrane cytoplasmique.

- D’un axonéeme. L'axoneéme est recouvert de membrane ciliaire, prolongement de la

membrane cytoplasmique. Ce sont tout d’abord 9 doublets de microtubules puis 9
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microtubules simples a I'extrémité du cil. C’'est par cette extrémité que la croissance
du cil est réalisée et que le transport intraflagellaire est régulé. Les complexes du
transport intraflagellaire (IFT) permettent de faire circuler les composants nécessaires
au fonctionnement du cil tout le long de I'axonéme par un systeme de flux antérograde

et rétrograde (Figure 2).

B Cil primaire

Axoneme

centrale
9+2
BOD1,
=l I Fiomizs 3
MKSI_ TMeMa1d
CC2DZA Y TMEM13R
CB

Figure 2 : Représentation schématique du cil primaire d’apres (6).

Des dysfonctionnements de ce cil primaire sont a I’origine de pathologies développementales

appelées ciliopathies.
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B. Les ciliopathies
Les ciliopathies sont des maladies génétiques rares ayant pour mécanisme
physiopathologique commun une anomalie du fonctionnement des cils primaires ou motiles.
Cette origine biologique commune a pour conséquence la présence d’un chevauchement
phénotypique entre toutes les ciliopathies et rend parfois difficile la distinction clinique entre
elles. Les différents organes touchés dans les ciliopathies sont ceux dont la fonction du cil
primaire s’exprime a savoir le systeme nerveux central, la rétine, les organes de I'olfaction, le
foie, les reins, le tissu adipeux, les extrémités des membres, le squelette, les gonades et la
mise en place de la latéralité (8) (Figure 3). Ces atteintes d’organes peuvent étre isolées ou
entrer dans un cadre syndromique. L’atteinte principale d’un organe peut orienter vers une

ciliopathie en particulier sous réserve d’'un chevauchement phénotypique avec d’autres.
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10 main target organs
in ciliopathies

Figure 3 : Représentation schématique des différentes atteintes d’organes dans les ciliopathies
d’apres (8).

Les ciliopathies peuvent étre classées selon I'organe préférentiellement atteint (Figure 4)
(communication orale Pr H. Dollfus, 15eémes journées de médecine foetale, Morzine et adapté

de (9)):

- Rétine: certaines formes d’amaurose congénitale de Leber ou de rétinopathies
précoces.

- Tissu adipeux dont la manifestation principale est I'obésité : syndromes de Bardet-
Biedl, d’Alstrom et MORM (mental retardation, truncal obesity, retinal dystrophy and
micropenis).

- Systeme nerveux central : syndromes de Joubert et de Meckel.
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- Rein : néphronophtise et syndrome de Senior-Loken.
- Squelette : syndromes oro-facio-digitaux (OFD), polydactylie-membres courts et

dystrophie thoracique de Jeune.

{ |
i Skeleton, !
i e

1 craniofacial |
| i

; r

! ACL i NPHP | Senior- | Alstrdm | MORM | BBS16 | Bardet- | Joubert : Meckel- | OFD | Jeune |

! i | Loken | i | SDCCAG8 | Biedl | \ Gubler | | i
| | ] i Phenotype E BBS1-BBST5 | i i

Figure 4 : Description des différentes atteintes d’organes dans les principales ciliopathies
(UMRS_U1112).

Je m’intéresserai plus particulierement aux syndromes de Bardet-Bied| et d’Alstrom.

1. Le syndrome de Bardet-Biedl ou BBS
a) Prévalence
Comme toutes maladies rares, |I'estimation de la prévalence du BBS n’est pas aisée. Elle est
estimée a environ 1 sur 160 000 personnes en Europe du Nord (10) mais peut étre beaucoup

plus élevée si I'on prend en compte les particularités géographique et ethnique des
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populations. En effet, unisolat géographique ou un fort taux de consanguinité font augmenter

cette prévalence a 1/3 700 personnes dans les fles Féroé (11) a 1/13 500 au Koweit (12).

b) Aspects cliniques
Le syndrome de Bardet-Bied| a été décrit pour la premiére fois en 1920 par le Docteur Bardet
(13) puis par le Professeur Biedl en 1922 (14). En 1999, le Professeur Beales collige une cohorte
de 109 patients atteints du syndrome de Bardet-Bied| et définit ainsi les criteres majeurs et
mineurs conduisant au diagnostic de BBS. Le diagnostic de BBS est porté sur |'association de 4
criteres majeurs ou 3 critéres majeurs et 2 criteres mineurs (15) (Tableau 1). Ces mémes
critéres sont utilisés par le laboratoire de diagnostic génétique pour orienter les analyses

génétiques (Annexe 1).

Critéres majeurs

Dystrophie rétinienne

Polydactylie

Obésité

Troubles des apprentissages

Hypogonadisme (hommes)

Anomalies rénales

Criteres mineurs

Retard de langage

Strabisme/Cataracte/Astigmatisme
Brachydactylie/Syndactylie

Retard de développement

Polyurie/Polydipsie (diabéte insipide)

Ataxie/Troubles de la coordination/Troubles de I'équilibre
Diabéete sucré

Anomalies dentaires

Hypertrophie ventriculaire gauche/Maladie cardiaque congénitale
Fibrose hépatique

Tableau 1 : Critéres diagnostiques du syndrome de Bardet-Biedl| selon Beales (15).
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La dystrophie rétinienne est I'un des principaux points d’appel du BBS. Elle se caractérise par

une baisse de I'acuité visuelle liée a la dysfonction et a la dégénérescence des cOnes et des
batonnets, une héméralopie et des anomalies du champ visuel. Ce déficit visuel apparait
habituellement dans I'enfance par une hémeéralopie. Les premiers signes rétiniens peuvent ne
pas étre visibles avant la premiere décennie de vie tandis que les anomalies du champ visuel
s’installent. La baisse d’acuité visuelle survient généralement aprés I'adolescence. L'examen
ophtalmologique, qui peut étre normal lors des premieres années de vie, peut montrer un
rétrécissement du calibre de vaisseaux rétiniens et une péaleur de la papille. L’évolution peut
se faire par I'apparition de dépbts pigmentés en périphérie de la rétine conduisant a une
réduction du champ visuel (10,16). L’électrorétinogramme est un examen sensible permettant
de détecter les premiers signes de dystrophie rétinienne avant les atteintes visibles au fond

d’ceil.

La polydactylie associée au BBS est préférentiellement postaxiale mais ce signe, inconstant,

peut varier. Le type de polydactylie peut également orienter vers un gene en particulier
comme une polydactylie mésoaxiale qui est plus fréquemment associée au géne BBS17 (17).
Une brachydactylie, une syndactylie, une clinodactylie et un signe de la sandale peuvent se
rencontrer. La polydactylie est par ailleurs I'un des signes d’appel du BBS en période

anténatale (2).

Alors que les enfants BBS naissent avec un poids normal, une obésité tend a s’installer des la
premiére année de vie (16). Cette obésité pouvant étre morbide peut se compliquer d’un
syndrome métabolique, d’'une hypertension artérielle, d’'un diabete secondaire ou encore

d’une dyslipidémie. Sa prise en charge précoce est donc indispensable.
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Le déficit intellectuel fait historiguement partie intégrante du BBS. Cependant, il est a mettre

en relief avec les difficultés inhérentes au handicap notamment visuel de ce syndrome. Des
études montrent aujourd’hui qu’un nombre significatif de patients BBS souffrent de difficultés

d’apprentissages tandis qu’une minorité présente une déficience intellectuelle sévere (18,19).

L'hypogonadisme touche préférentiellement les hommes. Il se caractérise par un

hypogénitalisme comprenant un micropénis et des testicules de taille inférieure a la normale.
Une cryptorchidie peut également s’y associer. A I'adolescence, il peut se traduire par un
retard pubertaire. Chez les filles, les signes sont plus difficiles a identifier et le diagnostic est
le plus souvent fait lors du bilan d’un retard pubertaire ou de menstruations irrégulieres (9).
Sur le plan malformatif, on peut retrouver des malformations utérines, des trompes de

Fallope, un hydrométrocolpos etc (20).

Les anomalies rénales sont des atteintes fréquentes du BBS. Elles font parties des signes

d’appel échographiques pendant la grossesse avec notamment la présence de gros reins
hyperéchogénes avec perte de la dédifférenciation cortico-médullaire (21) associées ou non a
des kystes. Ces anomalies se stabilisent voire régressent dans les premieres années de vie mais
une insuffisance rénale peut finalement s’installer et nécessiter une transplantation rénale.
D’autres malformations rénales ont été décrites comme une agénésie rénale unilatérale, une
dysplasie ou une dilatation pyélocalicielle. Au total, prés d’'un quart des patients BBS

développeront une insuffisance rénale chronique avant leur cinquieme décennie (22).

Les signes mineurs du BBS regroupent des troubles neurologiques variables allant d’un retard

de développement a des troubles du comportement ou des troubles de la coordination
(15,23,24). Sur le plan malformatif, des anomalies de la sphére orale comprenant des

anomalies dentaires et un palais haut et arqué peuvent s’observer ainsi qu’une dysmorphie
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faciale inconstante avec une macrocéphalie ou une brachycéphalie, des fentes palpébrales
étroites et orientées en bas et en dehors, des yeux enfoncés associés ou non a un
hypertélorisme, un nez court et bulbeux avec un philtrum long et une petite bouche (10,16).
Sur le plan digestif, une maladie de Hirschsprung peut se rencontrer ainsi qu’une
hépatopathie. Les troubles endocriniens participent aux comorbidités liées au syndrome avec
un syndrome métabolique, une hypothyroidie, un diabéete de type 2 ou encore un syndrome

des ovaires polykystiques (16).

c) Aspects moléculaires
A ce jour, des variations pathogénes dans 24 génes sont responsables du syndrome de Bardet-
Biedl sur un mode de transmission autosomique récessif (Tableau 2). Ces génes codent pour
des protéines impliquées dans le fonctionnement du cil primaire. lls sont répartis en différents

complexes avec des fonctions spécifiques :

- Le BBSome est un octamere composé des protéines BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7,
BBS8, BBS9, BBS18. Le BBSome permet, entre autres, la reconnaissance des protéines
cargo et leur transport le long du cil primaire. Le BBSome permet la régulation de ce
trafic protéique intraciliaire (25).

- Le complexe chaperonine, composé des protéines BBS6, BBS10 et BBS12, participe a
I’'assemblage du BBSome (26).

- Les protéines du corps basal constituées par BBS13, BBS14, BBS15 et BBS16 (27).

- Les protéines participant au transport intra-flagellaire : IFT27, IFT172 et IFT74 (28).
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Gene

Séquence de

(HGNC) BBS Locus référence Fonction

BBS1 BBS1 11q13.2 NM_024649.4 BBSome

BBS2 BBS2 16q13 NM_031885.3 BBSome

ARL6 BBS3 3q11.2 NM_032146.4 Assemblage du BBSome

BBS4 BBS4 15g24.1 NM_033028.4 BBSome

BBS5 BBS5 29q31.1 NM_152384.2 BBSome

MKKS BBS6 | 20p12.2 | NM_018848.3 Protéine  du  complexe
chaperonne

BBS7 BBS7 4927 NM_176824.2 BBSome

NM_144596.2

TTC8 BBS8 14931.3 NM_001288781.1 BBSome

BBS9 BBS9 7pl4.3 NM_198428.2 BBSome

BBS10 BBS10 |12q21.2 | NM_024685.3 Protéine  du complexe
chaperonne

TRIM32 BBS11 | 9g33.1 NM _012210.3 Ubiquitine ligase E3

BBS12 BBS12 | 4q27 NM_152618.2 Protéine  du  complexe
chaperonne
Régulateur du BBSome,

MKS1 BBS13 17922 NM_017777.3 organisation de la zone de
transition

CEP290 BBS14 | 12g21.32 | NM_025114.3 Protéine de la zone de transition

wbDPCP BBS15 | 2p15 NM_015910.5 Régulateur du BBSome

SDCCAGS8 BBS16 | 1g43-q44 | NM_006642.3 Protéine de la zone de transition

LZTFL1 BBS17 3p21.31 NM_020347.3 Régulateur du BBSome

BBIP1 BBS18 10g25.2 NM_001195304.1 BBSome

IFT27 BBS19 | 22ql12.3 NM_001177701.1 | Transport intraflagellaire

IFT172 BBS20 | 2p23.3 NM_015662.2 Transport intraflagellaire

C80rf37 BBS21 | 8g22.1 NM_177965.3 Trafic intracellulaire, régulateur
du BBSome

IFT74 BBS22 | 9p21.2 NM_025203.3 Transport intraflagellaire

CEP19 BBSY3 3929 NM_032818.4 Pr_otéi.ne du centrosome et du cil
primaire

SCAPER BBS24 15q924.3 NM_001353009.1 Dynamique ciliaire

Tableau 2 : Liste des genes du syndrome de Bardet-Bied| avec leur localisation chromosomique, la
séquence de référence utilisée au laboratoire de diagnostic génétique de Strasbourg et leur

principale fonction selon (1,9).

Le diagnostic moléculaire du BBS est établi dans environ 80 % des cas. Les génes BBS1 et BBS10

compte pour respectivement environ 23 et 20 % des patients européens et nord-américains

avec BBS (29). Ces chiffres importants sont dus a la prévalence élevée d’un variant
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récurrent dans chacun de ces deux génes a savoir la variation p.Met390Arg pour le géne BBS1
(30) et la variation p.Cys91Leufs*95 pour le géne BBS10 (31). Les autres génes comptent pour
guelques pourcents des diagnostics. Tous les types de variations (non-sens, faux-sens, frame-
shift, variants affectant I'épissage, variations du nombre de copies, insertion d’éléments

mobiles) ont été décrits.
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36

a) Aspects cliniques

La prévalence de cette affection, estimée entre 1 et 9 cas/1 000 000 de naissances (1/500 000

a 1/1 000 000), en fait une cause de rétinopathie syndromique trés rare (32). Le syndrome

d’Alstrom, comme toute ciliopathie partage des signes clinigues communs au BBS comme la

dystrophie rétinienne et I'obésité mais se différencie par la présence d’une surdité

neurosensorielle bilatérale, d’une cardiomyopathie et d’une insuffisance rénale. Du fait d’'un

tableau clinique évoluant avec I'age, il est parfois difficile de poser un diagnostic précoce.

Ainsi, les criteres diagnostiques du syndrome d’Alstréom ont été adaptés.

Critéres
principaux

Critéres
additionnels

Minimum
requis

Autres signes évocateurs

Présence de deux 2 critéres
Matants G gane 1LY PENCIPMR Infections respiratoires récidivantes
(présentant au moins une | Obeésité P
: mutation perte de ou ; : e
Ngl;s:rr.l:e Eocon) Cardiomyopathie dilatée Absence d'anomalie des extrémités
/insuffisance cardiaque 1 critére e o
i o : e Antécédent personnel ou familial de
Histoire familiale de SA congestive +p2ntr:‘rti:|]:ép$5 retard des acquisitions
Nystagmus/ photophobie additionnels
Hiasene db dowe Obésité et/ou insulino-
rargzgtﬁt:#t-ginr?}gg{?:e Fametone s St e Infections respiratoires récidivantes
p tati o d Absence d’anomalie des extréemités
Eu (ii 0?:; s Cardiomyopathie dilatée 2 criteres | Retard des acquisitions
s linsuffisance cardiague principaux | Hypertriglycéridemie
2 ans Histoire familiale de SA congestive ou ?’;:e?jl?f)lea i
A s Tiatihlon victiol - Surdité de perception Hypothyroidie
; : 1 critére HTA
g;;sstgg::gsl:a%ﬁﬁg)phcble, Atteinte hépatique principal Déficit en GH
visuelle, malvoyance lie | omo +d3d itl:'ﬁtérels infections, urinaires récidivantes
‘& dystrophie rétinienne a lonneis | Avance d’dge 0sseux
(ERG)
‘Obésité et/ou insulino-
Dre pncate deie résistance et/ou diabéte
variants du gene ALMS1 | Cardiomyopathie dilatée Infections respiratoires récidivantes
(présentant au moins une | /insuffisance cardiaque 2 critéres Absence d’anomalie des exirémités
mutation perte de congestive S Retard de développement
fonction) Srdite de BercAahon P Pd Hypertriglycéridémie
Frion ; Hep P ou Cypho-scoliose
alage Histoire familiale de SA Atteinte hépatique Pieds plats
I e Hypothyroidie
adulte roUbles Vs Insufﬁsgnce rénale ;r::::lepr:l HTA
antécédent de Petite taille + 4 criteres | Déficiten GH
nystagmus dans Hypogonadisme chez les additionnels | 'Nfections urinaires
| t?n‘_fa’nce, malvqy_ance U | mes récidivantes/dysfonction vésicale
C'c‘;me’ dystr(g)gg] Oligoménorrhée ou Alopécie
rétiniennes ( hyperandrogénie chez la
fermme
Tableau 3 : Criteres diagnostiques du syndrome d’Alstrom selon le PNDS « Syndrome d’Alstrom » de

2019 (33).
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L’atteinte sensorielle :

La dystrophie rétinienne est un signe constant du syndrome et apparait habituellement
des les premiers mois de vie. Elle est due a une dégénérescence des photorécepteurs de la
rétine. Les premiéres manifestations ophtalmologiques regroupent un nystagmus, une
photophobie et un contact visuel faible chez les nourrissons (34). Le diagnostic repose
essentiellement sur I'électrorétinogramme qui permet un diagnostic précoce. L'examen du
fond d’ceil peut rester normal pendant les dix premieres années de la vie ou montrer une
paleur du disque optique, des vaisseaux étroits et une atrophie partielle de I"épithélium
pigmentaire rétinien. Le déficit visuel est classiquement sévere avec des patients devenant

aveugles avant leur deuxieme décennie.

Une surdité bilatérale de perception est un signe majeur du syndrome. La majorité des
patients développent une surdité bilatérale généralement modérée a sévere. La perte auditive
se fait de facon progressive et débute par I'atteinte des hautes fréquences. Les enfants
atteints d’'un AS peuvent bénéficier d’un dispositif d’'implants cochléaires permettant, dans la

majorité des cas, I'apprentissage du langage oral chez les enfants (35).

L’atteinte cardiaque :

Celle-ci peut aussi bien étre mineure que grave et engager le pronostic vital de I'enfant.
Environ 40% des AS développent une cardiomyopathie avant I’age d’un an. Il s’agit en général
d’une cardiomyopathie dilatée apparaissant dans les premiers mois de vie. D’abord décrite
comme s’améliorant dans le temps mimant un caractére « réversible » parfois trompeur, une
étude sur 38 patients AS a montré que pres de 70% des AS avec une cardiomyopathie infantile

avaient des anomalies a I'électrocardiogramme, a I'échocardiographie ou a I'IRM cardiaque
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dans les années suivantes (36). Pres de 20% des AS ont, au contraire, une atteinte cardiaque

plus tardive et prés de 40% n’auront pas de cardiomyopathie (35).

L’atteinte endocrinienne :

L'obésité est un critére majeur du syndrome d’Alstrom. Elle est précoce et quasiment
constante, se manifestant dans la petite enfance par un indice de masse corporelle supérieur
au 95 percentile. Elle s’accompagne en paralléle d’autres manifestations métaboliques
comme une insulinorésistance et un hyperinsulinisme aboutissant a un diabéte de type 2 chez
environ 80 % des patients avant leur troisieme décennie. On note, par ailleurs, une tendance
a un syndrome métabolique plus complet avec une dyslipidémie comprenant un taux élevé
de triglycérides, une baisse du HDL-cholestérol et un taux variable de cholestérol total et de

LDL-cholestérol. Une stéatohépatite non-alcoolique (NASH) est fréquemment retrouvée (35).

L’atteinte rénale :

A I'dge adulte, la plupart des patients ALMS développent une insuffisance rénale de
sévérité variable. Baig et al., ont observé une maladie rénale avancée chez 63% des patients
de leur cohorte avec un age médian de 22 ans (37). Des signes fonctionnels urinaires tels
gu’une dysurie, des urgenturies ainsi que des infections urinaires récidivantes sont rapportées

(34).

Autres atteintes :

Une plainte fréquente est une atteinte pulmonaire chronique allant de simples rhumes
a des infections respiratoires chroniques pouvant aboutir a des lésions de fibrose du fait de

I'inflammation chronique (33).
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b) Aspects moléculaires
Le syndrome d’Alstrom est causé par des variants pathogénes bialléliques du gene ALMS1. Le
géne ALMS1 est composé de 23 exons et code une protéine de 4168 acides aminés. La fonction
de la protéine ALMS1 reste a ce jour inconnue mais sa localisation dans les centrosomes
suggere un role dans I'organisation des microtubules et le fonctionnement du cil primaire (38).
La majorité des variants pathogenes rapportés (96 %) sont des variants tronquants (non-sens,
frameshift, insertions/délétions) (39). Des hotspots mutationnels sont localisés dans les exons
8, 10 et 16 qui sont les plus grands exons du gene (39,40). Le géne ALMS1 est également sujet
a des variants récurrents dans plusieurs populations (41). De facon intéressante, aucune

variation pathogene n’a été décrite dans les exons 2, 6, 7, 13, 22 et 23.
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Tableau 4 : Schéma du géne ALMS1 avec la répartition des variants pathogenes décrits selon (39).
Trois hot-spots mutationnels se dessinent sur les exons 8, 10 et 16.

Les ciliopathies, par leur atteinte multi-systémique et plus particulierement sensorielle, sont
une source majeure de handicap et un diagnostic rapide et précoce doit pouvoir permettre
une prise en charge multidisciplinaire complete afin d’améliorer la qualité de vie de ces
patients et éviter sur-handicap et complications. Une prise en charge optimale passe
également par l'identification du gene en cause permettant d’orienter les examens

complémentaires et le suivi a mettre en place. Ce diagnostic moléculaire consiste, le plus
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généralement, en la mise en évidence de deux variants pathogenes chacun hérité de I'un des
parents. Cette situation, la plus courante, ne doit cependant pas nous faire oublier d’autres
mécanismes de transmission plus rares. Nous prendrons ici I'exemple des disomies

uniparentales et des variants de survenue de novo.

C. Les disomies uniparentales
1. Définition
L’ADN, constituant le code génétique d’un étre humain, est réparti sur 46 chromosomes
regroupés en 23 paires. Lors de la conception d’un individu, chacun des parents contribue
pour moitié au patrimoine de sa descendance en lui léguant un chromosome de chacune de
ses paires. En situation normale, aprés un processus de recombinaison, la méiose | permet la
séparation du matériel génétique dans deux cellules. Lors de la fécondation, un gamete
féminin et un gamete masculin haploides fusionnent en permettant I'achéevement de la
méiose Il du gameéte féminin. Le zygote obtenu est diploide avec une contribution

chromosomique biparentale (Figure 5).
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Maternal homologs
Recombination
Mi Normal
Sperm
Ml
Zygote
Embryo

Figure 5 : Description normale d’'une méiose féminine selon (42). Une seule paire chromosomique
est représentée en rouge et rose. Ml : méiose |, MIl : méiose Il, PB : polar body (globule polaire).
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Une disomie uniparentale (UPD ; uniparental disomy) correspond a la présence, chez un
méme individu, de deux chromosomes d’'une méme paire provenant d’un seul des deux
parents. On parle de disomie maternelle ou paternelle selon I'origine des chromosomes
concernés. Ce phénomene a été pour la premiére fois conceptualisé par Engel en 1980 (43).

On distingue de grands types de disomie uniparentale :

- Lisodisomie, lorsque que les deux copies de la paire chromosomique proviennent du
méme chromosome parental.
- L’hétérodisomie, lorsque les deux copies de la paire de chromosomes proviennent des

deux chromosomes différents d’'un méme parent.

Des régions d’isodisomie et d’hétérodisomie peuvent se rencontrer sur le méme chromosome
en fonction du mécanisme ayant conduit a leur apparition. On parle alors d’isodisomie

partielle associée a une hétérodisomie partielle.

2. Meécanismes de formation des UPD

Une disomie uniparentale peut étre le résultat d’'une erreur de ségrégation chromosomique
en début de méiose ou en début de mitose. Pour illustrer les différents mécanismes
aboutissant a une UPD, je reprendrai I’'exemple de la méiose féminine décrit par Benn P. (42)

en sachant que les mémes erreurs de ségrégation peuvent survenir lors de la spermatogénese.

a) Erreur de ségrégation lors de la méiose et UPD

Une erreur de ségrégation lors de cette étape peut conduire a :

- une isodisomie compléte (iUPD). Dans ce cas, les deux copies chromosomiques sont

identiques sur toute la longueur des chromosomes. Cette situation exige deux
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conditions qui sont I'absence de recombinaison entre les chromosomes homologues
du gamete féminin et la présence d’une erreur en méiose Il. Aprés une erreur de
ségrégation de méiose |, le zygote ayant été fécondé par un spermatozoide normal est
trisomique. Un phénomene dit de «rescue » intervient alors. Une cellule sera
monosomique ce qui n’est pas viable et I'autre cellule fera I'objet d’'une iUPD si le

phénomeéne de « rescue » écarte le chromosome paternel (Figure 6).

Normal
Sperm
Mitotic error
Rescue . .
Monosomy Maternal
(non-viable) isodisomy

Figure 6 : Schéma décrivant une non-disjonction des chromosomes en méiose Il en I'absence de
recombinaison résultant en une isodisomie maternelle compléte aprés un phénomeéne de « rescue »
(42).

une hétérodisomie compléte. Dans ce cas, les deux chromosomes sont différents sur

toute leur longueur. Classiquement, il s’agit d’une erreur de type non-disjonction lors

de la méiose | et sans phénomene de recombinaison. La méiose Il se déroule
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normalement. Lors de la fécondation, une trisomie apparait et un mécanisme de

« rescue » entre en jeu (Figure 7).

Y
i 6

MI non-disjunction

Mil

Mitotic error

./I ‘\\;
’/ \\
Rescue
Monosomy ’\ Maternal
(non-viable) heterodisomy

Figure 7 : Schéma décrivant une non-disjonction des chromosomes en méiose | en I'absence de
recombinaison résultant en une hétérodisomie maternelle compléte apres un phénomeéne de
« rescue » (42).

Une hétérodisomie complete peut également se voir par un mécanisme que |'on appelle
« complémentation ». Il intervient quand une erreur de ségrégation dans un gamete est
fortuitement corrigée par une erreur de ségrégation complémentaire dans |'autre gameéte :
un gamete nullisomique féconde (Figure 8a) ou est fécondé (Figure 8b) par un gamete

disomique.
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Nullisomy Ml ervor Disomy.

sperm PB1 @ sperm
Mil

PB1 8

PB2 .

v

Maternal x % Paternal

heterodisomy b ) heterodisomy

Ml error

Mil

a)

Figure 8 : lllustration du phénomene de complémentation conduisant a une hétérodisomie
compléte : en I'absence de recombinaison, une non-disjonction des chromosomes en méiose | peut
étre corrigée par fécondation d’'un gameéte nullisomique (a) ou disomique (b) (42).

- une isodisomie partielle associée a une hétérodisomie partielle. Cette catégorie est

souvent désignée comme seulement « isodisomie partielle » ou « hétérodisomie
partielle ». Dans ce cas, il existe un phénomeéne de recombinaison avant la ségrégation
méiotique du gamete. Cette configuration impliqgue une erreur de ségrégation en
méiose | ou en méiose Il puis un mécanisme de «rescue » (Figure 9a et 9b,

respectivement).
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MI segregation error
PB1

/ Normal Normal
i | Sperm i ‘

\ J P PB1 Sperm
% x

Mil MIl segregation error

Mitotic error
Rescue

Mitotic error
Rescue
Partial
hetero/isodisomy

Partial

hetero/isodisomy Monosomy

(non-viable)

Monosomy
(non-viable)

a) b)

Figure 9 : lllustration d’erreurs de méiose | (a) ou de méiose Il (b) associées a un mécanisme de
« rescue » et en présence d’une recombinaison aboutissant a une isodisomie/hétérodisomie partielle
(42).

b) Erreur de ségrégation mitotique et UPD
Juste aprés la fécondation, I'embryon est soumis a un nombre important de divisions
cellulaires. Des erreurs de ségrégation lors de ces nombreuses mitoses peuvent survenir. Ainsi,
deux erreurs successives peuvent aboutir a une isodisomie soit par le passage d’une trisomie
(Figure 10a) soit par le passage d’une monosomie (Figure 10b). Les monosomies et les

tétrasomies sont en général non viables.
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Mitotic error
Monosomy
(non-viable)

Mitotic error

Tetrasomy
(non-viable)

i1

Maternal
isodisomy

Mitotic error

v Trisomy
0 (non-viable)
Mitotic error "
Nullisomy
(non-viable)

¥

Paternal isodisomy

a)

b)

Figure 10 : Illustration d’erreurs mitotiques résultant en une trisomie (a) ou une monosomie (b)

pouvant étre corrigées par une seconde erreur mitotique. (a) mécanisme de « rescue » de trisomie

lors d’'une seconde erreur mitotique aboutissant a une UPD et une tétrasomie. (b) mécanisme de
« rescue » de monosomie par une seconde erreur mitotique ou une duplication chromosomique
aboutissant a une UPD (42).

3. Outils de détection des UPD

La mise en évidence d’'une disomie uniparentale repose sur les différents polymorphismes
retrouvés tout au long de la séquence d’ADN. Un polymorphisme (Single nucléotide
polymorphism ; SNP) est une variation nucléotidique d’une seule paire de base, souvent une
substitution nucléotidique, dans le génome dont la fréquence dans la population générale est
supérieure a 1%. Les SNP représentent environ 90% de I’'ensemble des variations génétiques
du génome humain et participent ainsi a la diversité génétique et phénotypique des individus

d’une population. Les SNP sont stables et distribués uniformément le long du génome et on

estime qu’un SNP est retrouvé tous les 100 a 1000 nucléotides.
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a) Polymorphisme de longueur des fragments de restriction
(resctriction fragment length polymorphism ; RFLP)

Cette technique permet de distinguer les chromosomes entre eux grace a I'utilisation d’un
enzyme de restriction. L'enzyme de restriction va couper I’ADN en fragments dits « de
restriction ». Ces fragments sont ensuite séparés par électrophorése et analysés par Southern
blotting. Les polymorphismes font que les fragments obtenus ont des tailles différentes
permettant d’individualiser les chromosomes. Dans le cas d’une disomie uniparentale, les

fragments de restriction auront la méme taille.

b) Utilisation des marqueurs microsatellites
Un marqueur microsatellite (ou Short Tandem Repeat; STR) est une séquence d’ADN
composée de la répétition en tandem d’un motif d’au moins deux nucléotides (2 a 6
nucléotides en général). Le nombre de répétitions d’'un méme motif étant différent d’'un
individu a I'autre, ceci permet de les distinguer. Ces marqueurs microsatellites sont par nature
polymorphiques et répartis tout le long du génome notamment dans les régions non codantes.

lIs peuvent donc étre utilisés pour mettre en évidence une disomie uniparentale.

c) Analyse sur puce chromosomique par la technique SNP array
La technique d’analyse chromosomique sur puce a ADN par la technique SNP Array utilise les
propriétés des SNP pour recueillir deux informations. D’une part, chaque sonde
correspondant a un SNP donne une indication sur le nombre de copies associées a cette sonde
et d’autre part permet de génotyper le SNP correspondant. Dans cette technique, ’ADN du
patient est hybridé sur une puce comportant des milliers de sondes. Une fois I’hybridation
achevée, une étape d’extension d’un seul nucléotide (SNP) est réalisée ce qui permet le

génotypage de ce SNP. Celui-ci est alors révélé par de la fluorescence détectée par un scanner.
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Les résultats sont présentés sous forme de deux graphiques sur lesquels un point représente

une sonde.

- Le premier graphique correspondant a la fréquence de I'alléle B de chaque sonde (B
allele frequency; BAF) permettant de déduire le génotype. Une BAF égale a O
correspond a un génotype AA ; une BAF égale a 0,5 a un génotype AB et une BAF égale
a 1aungénotype BB. Lorsqu’une succession de SNP ont une BAF égale aOou a1 (sans
BAF = 0,5), il s’agit d’'une perte d’hétérozygotie (Loss of Heterozygosity ; LOH). Un
individu normal a eu BAF égale a 0,5 (Figure 11).

- Un second graphique correspondant au calcul du ratio de l'intensité du signal
fluorescent par rapport a une référence interne (log R ratio; LRR = In(R test / R
référence)) permet d’évaluer le nombre de copie de chaque SNP. Un individu normal

possede deux copies de chaque SNP ce qui équivaut a In1 soit O (Figure 11).
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Figure 11 : Profil de SNP array chez un individu normal d’aprés (44).

Le profil observé d’une disomie uniparentale montre un LRR a 0 et une perte d’hétérozygotie
sur la BAF (Figure 12). Cette combinaison est appelée Copy Neutral Loss Of Heterozygosity
(CNLOH). Ce type de profil est également observé dans le cas d’'une consanguinité. Afin de

distinguer ces deux situations, plusieurs éléments sont disponibles : I'interrogatoire a la
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recherche d’une consanguinité, la répartition des CNLOH sur un ou plusieurs chromosomes,

la taille du CNLOH ou encore le génotypage des parents.
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Figure 12 : Profil d’isodisomie compléete du chromosome 16 d’apres (44).

4. Fréquence des UPD

La question de l'incidence de cet événement particulier s’est vite posée et des 1980, Engel
avance une estimation de I'incidence des UPD de I'ordre de 2,8 a 16,5 pour 10 000 (43). Cette
premiére estimation est basée sur des études cytogénétiques sur produits de fausses couches

et repose sur cing postulats :

L’origine méiotique des aneuploidies observées sur produits de fausse couche

- La présence a parts égales des gametes nullisomiques et disomiques

- La méme fréquence des anomalies chromosomiques quel que soit I'origine parentale

- Les mémes caractéristiques fonctionnelles et de viabilité des gameétes aneuploides et
euploides

- Et la méme viabilité des produits de conception.

L'utilisation de ces criteres, bien qu’utiles et nécessaires, ne permettent pas de calculer
précisément l'incidence des UPD en population générale. Au fil des décennies, plusieurs
approches ont été utilisées pour s’approcher d’une valeur consensuelle. Certaines équipes ont

estimé l'incidence des UPD a partir de la fréquence des UPD dans certaines maladies liées a
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I’empreinte et de la prévalence de ces maladies. Ainsi, Robinson et al., estiment les fréquences
respectives des UPD maternelles et paternelles du chromosome 15 a 1/80 000 et 1/1 000 000
naissances respectivement (45) et Engel et al., rapportent une fréquence des UPD dans la
population générale a 1/75 000 en se basant sur la prévalence du syndrome de Beckwith-
Wiedemann ou encore 1/1 250 000 naissances en prenant les données sur I’'UPD paternelle

du chromosome 6 responsable du diabéte néonatal transitoire (46).

Ces chiffres, jusqu’ici tres variables et suggérant la rareté de cet événement chromosomique,
sont remis en question par les nouvelles technologies de biologie moléculaire. En 2000,
I’équipe de Yang et al., réalise un séquencage d’exome chez 2000 patients consécutifs

adressés dans leur laboratoire et retrouve 5 cas d’UPD soit 0,25 % de leur cohorte (47).

5. Implication des disomies uniparentales en pathologie

Les disomies uniparentales sont un événement rare et habituellement sans conséquences
pour un individu. Cependant, pour les chromosomes dont certains génes sont soumis a
I’empreinte parentale, c’est-a-dire s’exprimant différemment selon qu’ils proviennent du pere
ou de la mere, la présence d'une disomie uniparentale est a l'origine de pathologies
développementales. L'exemple le plus fréquent est le syndrome de Prader-Willi se
caractérisant par une hypotonie néonatale, une hyperphagie pouvant conduire a une obésité
morbide, des difficultés d’apprentissage et des troubles du comportement. Le syndrome de
Prader-Willi est lié a la non-contribution de la région 15911913 du chromosome 15 d’origine
paternelle. Cette non-contribution est due dans 65-75% des cas a une délétion paternelle de
cette région, dans 20-30% des cas a une disomie uniparentale maternelle et dans 1-3% des
cas a une anomalie du centre de I'empreinte (48). En dehors des pathologies liées a

I’empreinte parentale, les UPD peuvent étre a I'origine de pathologies dans le cas ou celles-ci
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sont démasquées par la présence d’une variant pathogene dans un gene de maladie de
transmission autosomique récessive. En effet, dans le cas d’'une iUPD d’'un chromosome
porteur d’un variant pathogene, 'individu se retrouve avec deux copies mutées d’'un méme
géne et donc développe la maladie. La présence d’une UPD a été décrite dans certaines
ciliopathies comme le syndrome de Meckel-Gruber (49) ou encore les genes PKD2 (50) et

IFT140 (51).

Le syndrome de Prader-Willi, embleme de la maladie liée a I'empreinte, a longtemps été utilisé
pour étudier les disomies uniparentales. C'est donc par I'étude de ce syndrome qu’est, pour
la premiere fois, rapportée une corrélation entre I'apparition d’'une UPD du chromosome 15
et I'dge parental a la conception (52). Dans cette méme étude de cohorte, les auteurs
suggerent |'effet de I’dge maternel comme facteur de risque d’UPD. Au fil du temps, plusieurs
études viennent soutenir cette hypothese (48,53) et, a ce jour, I'dge maternel avancé est
reconnu comme facteur de risque d’UPD. Cette corrélation peut étre expliquée par les erreurs

de non-disjonction chromosomique plus élevées lors de la méiose féminine.

D. Variant de survenue de novo

1. Définition et estimation de la fréquence des variants de novo

Par définition, un variant est dit de novo lorsqu’il apparait pour la premiere fois dans une
famille. Les parents du cas index ne sont pas porteurs de ce variant a I’état constitutionnel. La
survenue d’un tel évenement peut se produire dans les gametes parentaux ou bien chez le
zygote durant les premiéres étapes de I'embryogéneése. Cette apparition se fait la plupart du
temps de fagon stochastique et est liée au taux d’erreur de la polymérase lors de la réplication

de I’ADN. La polymérase est en moyenne responsable d’une erreur toutes les 104 a 105 paires
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de bases. Cependant, des systemes efficaces de réparation de I’ADN entrent en jeu comme le
systeme MMR (mismatch repair) (54). De plus, si ces systemes de réparation échouent, la
cellule est conduite vers I'apoptose. Ainsi, I'estimation du taux de mutations couramment
admise est d’environ 1,18 x 108 variants de novo par nucléotide par génération correspondant
a environ 74 nouveaux variants nucléotidiques par génome par génération (55,56). En ce qui
concerne les variants de type insertion ou délétion (de 1 a 50 paires de base) ou variant de
structure (Copy Number Variation : CNV), I'estimation du taux de nouveaux variants est plus
incertaine. Lynch et al., ont confirmé que les délétions ont une fréquence trois fois plus élevée
gue les insertions, a taille égale. lls ont pu estimer les taux de délétions et insertions a,
respectivement, 0,58 et 0,20 x 10 par nucléotide par génération résultant en 3 nouvelles
indels par génome par génération (57). Pour les CNV avec une médiane d’environ 150
kilobases, ce taux est plus important avec une estimation faite par Itsara et al. a 1,2 x 102 CNV

par génome par génération avec une résolution d’environ 30 kilobases (58).

2. Facteurs influengant le taux d’incidence des variants de novo

Le taux de variants de novo peut étre augmenté par des facteurs intrinséques comme des
anomalies des systémes de réparation de I’ADN ou des facteurs extrinseques comme des

agents mutagenes (rayonnements ultra-violets, radiations, certains produits chimiques).

Ces estimations sont également influencées par le sexe du parent et son age. Ainsi, prés de
80% des variants de novo apparaissent sur I'allele paternel et un dge parental élevé est associé

a une augmentation du nombre de variants de novo (57,59).

Par ailleurs, la répartition des variants de novo a travers le génome n’est pas homogéne.
Plusieurs facteurs entrent en compte comme la composition de la séquence, la région

génomique ou encore |'état fonctionnel de la chromatine, le taux de recombinaison et la
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période de réplication (59). Par exemple, les duplications segmentaires créent de véritables
hot-spots pour les variants de structure en lien avec le systéeme de recombinaison homologue
non-allélique (non-allelic homologous recombination ; NAHR) (60). De plus, certains types de
variants comme les transitions A:T vers G:C sont les plus représentées (57). La prédominance
des variants aboutissant a un changement de base de C > T peut, en partie, étre expliquée par

le haut taux mutagéne des flots CpG qui sont chimiquement instables (61).

La chronologie d’apparition du variant de novo est également un facteur important a prendre
en compte. Cet évenement peut s’étre produit dans les gametes parentaux et se retrouvera
donc a I'état constitutionnel chez le cas index ou bien étre apparu en post-zygotique. Dans ce

dernier cas, le variant est a I'état de mosaique chez I'individu.

3. Implication des variants de novo en pathologie

L'apparition de ces variations de la normale participe a la diversité génétique de notre espéce
mais peut s’accompagner de conséquences pathologiques lorsqu’un variant est délétere pour
le bon fonctionnement d’un gene. Pendant de nombreuses années, les chercheurs se sont
intéressés a I'étude de familles entiéres pour déterminer la cause génétique d’'une maladie.
Les études de liaisons familiales étaient alors la principale méthode pour détecter le variant
causal qui ségrégeait entre les individus atteints d’'une méme famille. A contrario, cette
approche n’est pas adaptée a la mise en évidence des variants de novo responsables d’un
grand nombre de pathologies. Les variants pathogénes de novo sont le mécanisme principal a
I'origine de maladie de transmission autosomique dominante. Le développement des
technologies de séquencage haut débit d’exome ou de génome a contribué de facon

exponentielle a la découverte de nouveaux génes impliqués en pathologies humaines
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notamment par la mise en évidence de variants de novo comme dans le cas de la déficience

intellectuelle.
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Il. Objectifs

Les ciliopathies sont des pathologies génétiques complexes dont le diagnostic moléculaire est
un enjeu important. Alors que la majorité des ciliopathies sont dues a des variants pathogénes
bialléliques définissant un mode de transmission autosomique récessif, certains mécanismes
moléculaires, du fait de leur rareté, peuvent complexifier la situation. Il s’agit notamment des

disomies uniparentales et de variants de novo.

L’objectif de ce travail est de recenser ces mécanismes moléculaires rares a travers I'une des
plus grandes cohortes de patients atteints de ciliopathies afin d’estimer leurs prévalences et

donc leur impact dans la prise en charge des patients.
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lIl. Matériels et méthodes

A. Description de la cohorte
Les Laboratoires de Génétique Médicale (UMR_S 1112) de la Faculté de Médecine de
Strasbourg et de Diagnostic Génétique des Hopitaux Universitaires de Strasbourg recoivent
depuis 2002 des prélevements de patients de toute la France suspects cliniguement de
ciliopathies. Le syndrome de Bardet-Biedl étant le plus représenté de ce groupe de
pathologies, les patients ont été recrutés selon les critéres de Beales (Tableau 1) pour les
individus suspects de BBS et selon les criteres de Marshall et al. 2013 (Tableau 3) pour
I’Alstrom. Les informations sont communiquées par les médecins cliniciens au moyen d’un
formulaire clinique standardisé qui est systématiquement associé a la prescription de
I’examen génétique (Annexe 1). Ces informations cliniques sont essentielles pour mettre en

regard le phénotype du patient et son génotype.

Les types de préléevement pouvant étre pris en charge par le laboratoire sont : un prélévement
sanguin, de I’ADN extrait, un prélévement salivaire, une biopsie de peau, des prélévements en
période anténatale (sang fecetal, villosités choriales, liquide amniotique) et presque tous les

tissus.

La réalisation de I'examen génétique est soumise a la présence du consentement éclairé écrit
du patient majeur ou des représentants de I'autorité parentale s’il est mineur, associé a une
attestation de consultation du médecin prescripteur ou du conseiller en génétique
(prescription sous délégation). Cette étude a été approuvée par le Comité de Protection des

Personnes (EST IV, N°DC-20142222) et respecte la Déclaration d’Helsinki.

Ainsi, 899 patients ont été inclus dans ce travail et les données ont été recueillies de maniere

rétrospective a partir des dossiers papiers et informatiques disponibles au laboratoire.
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B. Stratégie diagnostique
La stratégie diagnostique devant une suspicion de ciliopathie a beaucoup évolué depuis le
début de I'activité notamment en raison de nouvelles connaissances sur les genes impliqués
ainsi que par la mise en place de nouvelles technologies. L’activité a commencé au laboratoire
de recherche, et a été a partir de 2008 transférée vers le laboratoire de diagnostic génétique

des Hopitaux Universitaires de Strasbourg.

Concernant les patients suspectés d’AS, la « stratégie initiale » du diagnostic moléculaire
consiste a réaliser un séquencage direct par Sanger de 3 régions fréquemment mutées selon
I'origine géographique des patients. Cette stratégie initiale permet de détecter environ 45%
des variants pathogénes décrits. Si deux variants pathogénes sont identifiés par le séquencage
de ces 3 amplicons, un résultat est rendu au médecin prescripteur. Si aucun ou un seul variant
hétérozygote est identifié, un séquencage partiel du géne (régions fréquemment mutées) ou

un ségquencage haut débit de tout le gene sont réalisés.

L’analyse en postnatal des patients suspects de BBS commence par la recherche des variants
pathogénes récurrents des génes BBS1 et BBS10 (c.1169T>G, p.Met390Arg et c.271dupT,
p.Cys91Leufs*5, respectivement). Cette « stratégie initiale » est complétée par la recherche
du variant ¢c.145C>T, p.Argd49Trp dans le géne BBS10 et le séquencgage entier du géne BBS12
en situation anténatale. Dans le cas de la mise en évidence de deux variants pathogenes dans
un gene, le résultat est rendu au clinicien prescripteur. Si un seul variant est identifié, un
séquencage de I'ensemble des exons du gene correspondant est entrepris afin de localiser le
deuxieme variant hétérozygote pathogéne. Si aucun variant pathogene n’est retrouvé, un
panel de genes impliqués dans les ciliopathies et leurs diagnostiques différentiels est réalisé

par séquencage a haut débit. La liste de ce panel de genes a évolué avec les connaissances
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scientifiques. A ce jour, 58 génes sont intégrés au panel (Annexe 2). Pour les autres suspicions

diagnostiques, le séquencage a haut débit du panel de gene est préconisé.

C. Séquencage par la méthode Sanger
L’ADN génomique des patients a été extrait a partir de sang périphérique en utilisant le kit
QlAamp DNA mini. L'ARN a été obtenu a partir de culture de fibroblastes aprés biopsie de
peau. Il a subi une étape de transcription inverse utilisant par la méthode SuperScript Il

Reverse Transcriptase d’Invitrogen afin d’obtenir de ’ADN complémentaire.

L’ADN a été séquencé selon la méthode Sanger et le protocole BigDye Terminator V1.1 Cycle
Sequencing sur le séquenceur ABI3500. Les séquences ont été analysées sur le logiciel
SeqPilot. Les amorces utilisées pour I'étude du géne ARL6/BBS3 sont disponibles dans le

tableau 5.

Taille du Tm

Applicati Localisati 3 I’
pplication Localisation Séquence de I'amorce fragment (°C)

gDNA Intron 7 5'-TTGTTCCTGAGCACTCAGAC-3' 408 bp 55
gDNA Intron 8 5'-GAAGTAAATGGAACAAGGTATTGG-3'
cDNA Exon 3 5'-TCAGTCTTGCTTGGCCTGAA-3' 754 bp 55
cDNA Exon 9 5'-TCTAGGGAGCCCTTTTGAGGGAAT-3'

Tableau 5 : Amorces utilisées dans I'étude du géne ARL6/BBS3 (NM_032146.4).

D. Séquengage haut débit
Le séquencage a haut débit est réalisé en utilisant la solution d’enrichissement Agilent QXT
SureSelect custom panel séquencée sur un séquenceur lllumina NextSeq 550. Les variants
ponctuels et les indels sont appelés par I'outil Genome Analysis Toolkit v.3.4.46 grace a un

pipeline bioinformatique maison (STARK) en suivant les bonnes pratiques de GATK. Leur
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annotation et leur classement sont effectués par VaRank 1.4.3 (62) en combinaison avec le
logiciel Alamut (Interactive Biosoftware). Les variants de structure sont détectés par I'outil
CANOES (63) et annotés par AnnotSV (64). Les variants ayant une fréquence allélique >0,05%
dans les bases de données de population (1000Genomes (65), gnomAD (66), DGV (67), base
de données interne comprenant 376 échantillons) sont retirés de I’analyse finale, de méme
que les variants dans les régions 5’ et 3’ UTR, introniques et synonymes sans critéres de
prédiction pathogeénes sur I'épissage. Les prédictions d’épissage sont effectuées par les outils
SSF, MaxEntScan et NNSPLICE (68-70). Les positions génomiques se réferent a la version
GRCh37 du génome humain. La nomenclature des variants est donnée en accord avec

I'identifiant RefSeq de chaque gene.

E. Analyse des microsatellites
Dans cette étude, I'analyse des marqueurs microsatellites a été réalisée grace au kit PowerPlex
16 HS de Promega® par une méthode d’analyse de fragments fluorescents sur séquenceur
automatique (ABI3130xI ou ABI3500). Cette technique consiste en une amplification en

multiplex de 15 marqueurs microsatellites et de 'amélogénine.

F. SNP array
Dans cette étude, nous avons eu recours a une analyse chromosomique sur puce a ADN selon
la technique de SNP array développée par Illumina ® selon le protocole Infinium® HD Assay
Ultra. Cette technique permet la détection des variations du nombre de copies (Copy Number
Variation ; CNV) ainsi que le génotypage des individus sur environ 300 000 sondes (= Single
Nucleotide Polymorphism ; SNP). L'analyse des données obtenues a été réalisée grace au

Genome Viewer du logiciel lllumina GenomeStudio.
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G. Analyse par I'outil PLINK
Afin de déterminer I'haplotype commun entre les individus réunionnais porteurs du variant
¢.535G>A, nous avons utilisé I'outil bioinformatique PLINK v1.07 (71). Nous avons implémenté
les données génotypiques de SNP array de 39 individus contréles ainsi que des 6 individus
réunionnais porteurs a I'état homozygote du variant c.535G>A. Les SNPs utilisables étaient au
nombre de 251 283. Comme recommandé par PLINK, un controle qualité des SNP a été
effectué sur I'absence de génotype (missing genotype > 0,01) et sur la fréquence de l'allele
mineur (MAF < 0,05). Ainsi, 33 433 SNPs ont été enlevés de I'analyse. La recherche des zones
d’homologie a été faite avec une fenétre de 4 000 kb comprenant au moins 300 SNP. La base

de données HapMap Il a été utilisée comme référence en termes de distance génétique.

H. Estimation de I'age de I'ancétre commun le plus récent
L'estimation de I’'age de I'ancétre commun le plus récent a été effectuée en implémentant les
données de régions d’homozygotie issues de I'analyse par PLINK sur I'outil en ligne développé

par Luke Gandolfo (https://shiny.wehi.edu.au/rafehi.h/mutation-dating/) (72).

I Alignement des séquences pour le géne ARL6/BBS3
L’alignement des séquences protéiques est basée sur les séquences protéiques provenant du
groupe des orthologues de métazoaires de la base de données eggNOG (4.5) (73) en incluant
la séquence de la structure 3D de ARL6/BBS3 (PDB : 4VOM, chaine A) (74). L’alignement est

visualisable grace a I'outil Jalview (2.11.0) (75) et la structure 3D grace a PyMOL (1.3) (76).
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IV. Résultats

A. Description moléculaire de la cohorte
Entre 2002 et juillet 2020, le laboratoire a recu des échantillons biologiques de 899 patients,
adressés pour une recherche d’anomalie moléculaire sur un géne responsable de ciliopathie.
La cohorte comprenait 452 hommes, 353 femmes agés de 0 a 82 ans et 94 prélevements
foetaux dont le sexe est indéterminé. En raison de I'expertise du laboratoire, deux indications
principales parmi les ciliopathies sont retenues a savoir le BBS ou I’AS. Je distinguerai les deux

indications dans la description globale de la cohorte.

Parmi ces patients, 70 (63 familles) ont été adressés avec une suspicion clinique de syndrome

d’Alstrom. Les 7 apparentés de cas index sont des individus atteints.

Parmi les 829 patients restants et adressés pour une suspicion clinique de syndrome de
Bardet-Biedl, 706 étaient des cas index, 120 des apparentés (dont 99 atteints) et 3 des
conjoints. Sur ces 706 cas index, 284 satisfaisaient aux critéres de Beales, 322 avaient au moins
1 critere majeur mais sans compléter les critéres de Beales et enfin, les renseignements

cliniques étaient manquants chez 97 patients.

1. Syndrome d’Alstrém

Parmi les 63 cas index pour lesquels un syndrome d’Alstrom était suspecté, 61 ont bénéficié
d’une analyse moléculaire et 2 étaient en attente d’analyse. Le diagnostic moléculaire du
syndrome d’Alstrom a été posé chez 50 des 61 cas index analysés portant le taux diagnostique
a 82%. Les variants pathogénes ont tous été identifiés dans le géne ALMSI et sont

exclusivement des variants tronquants se répartissant pour 44 % en variants non-sens (n=44
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dont 9 variants homozygotes) et 66 % en variants frame shift (n=66 dont 14 variants
homozygotes). Les hot-spots mutationnels dans les exons 8, 10 et 16 sont retrouvés comme

précédemment décrits du fait de la taille de ces exons (Figure 13).
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Figure 13 : Répartition des variants pathogéenes du géne ALMS1 identifiés dans la cohorte.

2. Syndrome de Bardet-Bied|

Sur les 706 cas index avec suspicion de BBS, 377 sont porteurs de variants bi-alléliques dans
I'un des 24 genes de BBS ce qui fait un taux diagnostic global d’environ 53% et 28 ont un

diagnostic moléculaire impliquant d’autres genes que ceux du BBS.

Nous pouvons distinguer deux catégories de patients :
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Ceux satisfaisant aux critéres de Beales. Ils sont au nombre de 284 et parmi eux, 208
ont un diagnostic moléculaire établi soit un taux diagnostic d’environ 73%. Parmi les
208 diagnostics moléculaires faits, 10 'ont été dans un géne non-BBS.

Ceux ne satisfaisant pas les criteres de Beales. lls sont au nombre de 322 et un
diagnostic moléculaire a été fait chez 153 d’entre eux soit un taux diagnostic d’environ
47%. Parmi ces diagnostics moléculaires, 10 ont été identifiés en dehors des 24 genes

du BBS (Figure 14).
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Figure 14 : Efficacité du taux détection de variants pathogénes chez les patients BBS en fonction des

criteres de Beales.

La répartition des différents types de variations identifiées et de la fréquence des genes

impliqués est donnée dans les Figures 15 et 16.
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Figure 15 : Répartition des différents types de variations pathogenes identifiées dans les genes
responsables du BBS dans la cohorte.

Les variations faux-sens représentent presque la moitié des mutations identifiées (309 alleles)
tandis que les variations entrainant un décalage du cadre de lecture aboutissant a un codon
stop représente 31% des alleles identifiés (n=208). Environ un cinquieme des variations sont
des non-sens (121 alleles). Les autres variations mises en évidence sont des petites délétions

ou insertions (27 alleles) ou des variations affectant I'épissage par exemple (non représenté).
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Figure 16 : Répartition des genes responsables du BBS identifiés dans la cohorte.

Nous pouvons également noter dans cette cohorte BBS que 233 individus portent un variant

pathogene a I'état homozygote soit environ 62% des cas index.

Le principal gene responsable de BBS est le gene BBS1 avec 33,1% des diagnostics (124 cas
index) suivi des génes BBS10 (16,5%, 62 cas index) et BBS12 (10,7%, 40 cas index). La variation
récurrente ¢.1169T>G, p.Met390Arg représente environ 64% (158) des alleles porteurs d’un
variant pathogene sur le géne BBS1. Celle-ci est retrouvée a I'état homozygote chez 57

individus BBS.



67

Soixante-deux individus de la cohorte sont porteurs de deux variants dans le géne BBS10.
Concernant la mutation récurrente située dans le gene BBS10 (c.271dup, p.Cys91Leufs*5)
compte pour environ 41% (51) des alléles porteurs de variants du gene BBS10 et 16 individus

la porte a I’état homozygote.

Parmi les 301 cas index restants, dont le diagnostic moléculaire n’est pas établi, nous pouvons
noter que 148 d’entre eux ont bénéficié du séquencage du panel de genes de ciliopathies et

gue 118 ont au moins bénéficié de la stratégie initiale (BBS1 et BBS10).

On notera que des prélevements parentaux étaient disponibles pour 313 patients sur les 769

cas index de la cohorte.

3. Les autres ciliopathies et leurs diagnostics différentiels :

Parmi tous les patients de la cohorte, un diagnostic moléculaire portant sur les diagnostics

différentiels du BBS a été fait chez 28 individus (Tableau 6).

AGT MKS6
AHI1 NEK8/NPHP9
BT3GLCT NPHP1
CNGA3 OFD1
CPLANE1 PKD1
FAM161A PKHD1
FRAXA RPGRIP1L
GLI3 TCF2
IFT140 TMEMZ231
1QCB1/NPHP5 | TMEM67
1QCE VPS13B
KIAAD586 VPS15

Tableau 6 : Listes des génes identifiés chez les 28 patients non-BBS.
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B. Evenements génétiques rares :
L'analyse de cette cohorte m’a permis de mettre en lumiere des événements génétiques
considérés a priori comme rares voir méme exceptionnels. Ainsi, je décrirai des disomies

uniparentales, des variants d’apparence de novo et un nouvel effet fondateur.

1. Disomie uniparentale :

J’ai pu impliquer un phénomene de disomie uniparentale (UPD) chez 4 individus de la cohorte
de ciliopathies avec un diagnostic moléculaire établi impliquant 4 genes différents. La disomie
uniparentale impliquait le chromosome 16 dans la moitié des cas, le chromosome 2 pour le
patient 1 et le chromosome 4 pour le patient 2. L’origine parentale du chromosome impliqué
était répartie de facon équilibrée avec une implication maternelle et paternelle a 50%

respectivement (Tableau 7).
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Patient 1 2 3 4

Geéne ALMS1 BBS12 BBS2 IFT140

Locus 2p13.1 4927 16g13 16p13.3

Variation €.6311_6321del, c.1893 1894del, c.175C>T, Duplication des
p.(11e2104Thrfs*6) | p.(Pro632Phefs*7) p.(GIn59%*) exons 27 a 30

Transmission Paternelle Maternelle Paternelle Maternelle

Mécanisme iUPD(2) compléete | iUPD(4) compléete |[iUPD(16) compléte | iUPD(16) partielle
Phénotype
Rétinopathie
. . + - + +
pigmentaire
Anomalie rénale - + + +
Anomalie du SNC - + + -
Anomalie
. = + + +
squelettique
Obésité + - + ,
Anomalie
. + - - -
cardiaque
Surdité + - - -
Autres - - - -

Tableau 7 : Description génotypique et phénotypique des patients porteurs d’une disomie
uniparentale dans la cohorte.

La patiente 1 avait un phénotype compatible de syndrome d’Alstrom avec une dystrophie
rétinienne, une surdité de perception bilatérale, une obésité et une atteinte cardiaque a type

de dilatation ventriculaire gauche. Une variation pathogéne c¢.6311_6321del,

p.(lle2104Thrfs*6) a été mise en évidence sur le gene ALMS1 et correspond a une délétion de
11 nucléotides induisant I'apparition d’'un codon STOP prématuré. L'analyse de ségrégation a
retrouvé cette variation pathogene chez le pére de la patiente mais pas chez sa mere. La

réalisation d’'une analyse des marqueurs microsatellites a confirmé la filiation. L’analyse par
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SNP array a montré la présence d’une isodisomie de tout le chromosome 2 sur lequel est situé

le géne ALMS1 (Figure 17).

Le patient 2, un homme de 34 ans, a un phénotype associant une hyperéchogénicité rénale
découverte en situation anténatale, une polydactylie postaxiale des mains et un retard
moteur. |l est porteur du variant ¢.1893_1894del, p.(Pro632Phefs*7) a I’état homozygote sur
le gene BBS12. L’analyse des marqueurs microsatellites a permis de s’assurer de I'identité des
prélevements et a montré la non-contribution de I'alléle paternel au niveau du marqueur FGA
situé sur le chromosome 4 (Figure 19a) ainsi qu’au niveau de marqueurs spécifiques de la
région entourant le gene BBS12 (Figure 19b). La SNP array a mis en évidence une isodisomie

de tout le chromosome 4 (Figure 18).

Le patient 3 est une femme de 34 ans ayant un BBS se manifestant par une hyperéchogénicité
rénale en anténatal avec des reins polykystiques ayant évolué vers une insuffisance rénale,
une rétinopathie pigmentaire associé a un nystagmus, une polydactylie postaxiale des 4
extrémités et un retard psychomoteur dans I'enfance. Le variant pathogéne c.175C>T,
p.(GIn59%) sur le gene BBS2 a été retrouvé a I'état homozygote chez elle et est porté a I'état
hétérozygote par son pére exclusivement. Le mécanisme impliqué ici est une isodisomie

compléte du chromosome 16 (Figure 20).

Enfin, le dernier patient (patient 4) est une femme de 21 ans présentant une rétinopathie
pigmentaire, une insuffisance rénale chronique sur néphropathie tubulo-interstitielle ayant
nécessité une transplantation rénale, une petite taille et une brachydactylie. L’analyse par
séquencage haut débit a mis en évidence une duplication homozygote en tandem des exons
27 a 30 du gene IFT140 portant le diagnostic de syndrome de Saldino-Mainzer (77). Cette

duplication n’a par la suite été retrouvée que chez la mére de la patiente. L'analyse des
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microsatellites effectuée sur les échantillons d’ADN des deux parents et de la patiente
confirme leur parenté. Le profil de I'analyse par SNP array évoque des plages d’hétéro- et
d’isodisomie. Le gene IFT140 se trouve dans la région 16p13.3 du chromosome correspond a
une région d’isodisomie sur I'analyse par SNP array. Cela est en faveur du caractére
pathogénique du mécanisme. En effet, en sachant que la meére de la patiente est
asymptomatique, la région d’hétérozygotie ne peut pas étre responsable d’un phénotype

pathologique car le variant pathogene serait a |'état hétérozygote (Figure 21).
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Figure 17 : Arbre généalogique et visualisation des données de SNP array du patient 1 porteur d’un variant homozygote dans le gene ALMS1.

1.00 GT Samples SGT 144288 (23] (1px1=130K5)
4 —— ———— - ~T: s S—re 2 v - T ~~ —
g 075
5 050
Patient 2 &
m 025
0.00 . e - - a oo e -~ 8 PRSI AT | s . 1 . PR < = O LT
200 GT Sampies SGT144288 (23] (1pxi=130KS)
o
&«
g
2.

Figure 18 : Arbre généalogique et visualisation des données de SNP array du patient 2 porteur d’un variant homozygote dans le géne BBS12.
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a)
Patient 2
b) D4S402 DAS427 BBS12 D4S2985
| | |
| | |
120505784 121646296 123103242 123149247 124439630
240-240 240-240
171-182 173-179
270-270 270-270

240-240
173-173
270-270

Figure 19 : Profils d’analyse des marqueurs microsatellites du patient 2 et de ses parents. Exemple du
microsatellite FGA (a) et de trois marqueurs entourant le gene BBS12 (b).
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Figure 20 : Arbre généalogique et visualisation des données de SNP array du patient 3 porteur d’un variant homozygote dans le géne BBS2.
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Figure 21 : Arbre généalogique et visualisation des données de SNP array du patient 4 porteur d’un variant homozygote dans le gene IFT140.
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Au total, la mise en évidence de 2 disomies uniparentales dans des génes de BBS porte la
prévalence absolue de cet évenement a 0,5 % (2/377) des diagnostics moléculaires établis. Il
est a noter que ce chiffre est peut-étre sous-estimé car I’étude de ségrégation familiale a pu
n’étre réalisée que chez 193 des 377 individus avec un diagnostic moléculaire. En prenant en
compte cette donnée, la prévalence d’une UPD dans la cohorte se situe entre 0,5 et 1%

(2/193).

En ce qui concerne les patients avec un diagnostic moléculaire de syndrome d’Alstrom, 2% (1
patient) sont dus a la présence d’une disomie uniparentale. Ce chiffre est également a prendre
avec des précautions du fait d’effectifs plus petits et de la méme facon de I'absence de
ségrégation familiale disponible pour tous les individus ayant un diagnostic moléculaire de
syndrome d’Alstrom. En effet, les prélévements parentaux sont disponibles pour 34 individus
sur 50. La prévalence d’une UPD dans la cohorte des patients AS peut s’estimer entre 2 et 3%
(1/34).
2. Variant de novo :

L’étude de cette cohorte a également permis d’objectiver la présence de variants de survenue
de novo c’est-a-dire sans que l'un des parents soit porteur de ce variant sur le plan
constitutionnel. J'ai identifié cinqg patients dans ce cas-la au sein de toute la cohorte de
ciliopathies. Parmi eux, deux femmes et un homme présentant un syndrome d’Alstrom et une

femme et un foetus avec un phénotype de BBS (Tableau 8).
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Patient 5 6 7 8 9
Géne ALMS1 ALMS1 ALMS1 BBS1 BBS4
c.11654_11657del, C.2822T>A, c.286C>T, c.1169T>G, C.220G>A,

Variant hérité

p.(Asn3885Argfs*11)mat

p.(Leu941*)mat

p.(GIn96*)pat

p.(Met390Arg)mat

p.(Ala74Thr)mat

Variant de novo

c.10828C>T,
p.(GIn3610*)dn

c.4714_4715dup,

p.(Ser1573Thrfs*25)dn

c.1211C>G,
p.(Serd04*)dn

c.1177C>T,
p.(Arg393*)dn

c.883C>T,
p.(Arg295*)dn

Alléle concerné par le variant

Paternel Paternel Maternel Paternel Paternel
de novo
Age a la conception du parent
transmetteur du variant de 45 ans 29 ans 32 ans 31 ans NC
novo

Phénotype

Rétinopathie pigmentaire + + + - +
Anomalie rénale - - - + -
Anomalie du SNC - + - - +
Anomalie squelettique - + - + +
Obésite + + - + +
Anomalie cardiaque - - + - -
Surdité + + + - ;
Autres Hypothyroidie - - - -

Tableau 8 : Description génotypique et phénotypique des patients porteurs d’un variant de novo identifié dans la cohorte. NC : non connu.
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Les patients 5, 6 et 7 présentent un AS et sont chacun hétérozygotes composites pour des

variants pathogenes du géne ALMS1 (Tableau 8 et Figure 22).

- Le patient 5 est un jeune homme agé de 17 ans au moment du diagnostic moléculaire.
Sur le plan ophtalmologique, il présente I’association d’un nystagmus et d’une
rétinopathie pigmentaire. Son phénotype se compléte par une obésité, une surdité
appareillée et une hypothyroidie.

- Le patient 6 est une enfant de 3 ans dont le tableau clinique comprend une dystrophie
rétinienne, une hypoacousie, une obésité et un retard de développement. Sur le plan
squelettique, on note une discrete brachydactylie.

- Le patient 7 est une jeune fille de 14 ans présentant un AS dont le phénotype
ophtalmologique est atypique. Les symptomes visuels ont débuté a I'dge de 6 ans par
une perte de la vision centrale et une photophobie. A ces signes, se sont associés un
déficit auditif et une cardiomyopathie dilatée non progressive traitée. Son index de
masse corporel ainsi que son développement psychomoteur sont normaux. Cette
patiente a fait I'objet d’'une publication (78) (Annexe 3).

- Le diagnostic moléculaire du patient 8 a été établi en période anténatale. Ce foetus
présentait des reins hyperéchogeénes, une polydactylie postaxiale et des biométries
supérieures au 97¢ percentile. Devant cette association malformative, un diagnostic
prénatal a été réalisé comprenant une analyse par séquencage haut débit du panel de
génes de ciliopathies. Deux variants pathogenes ont été mis en évidence dans le gene
BBS1. Une interruption médicale de grossesse a été pratiquée.

- Enfin, le patient 9 est porteur de deux variants dans le géne BBS4. Cette femme de 26
ans au diagnostic moléculaire présente une rétinopathie pigmentaire associée a un

nystagmus, une obésité morbide avec un index de masse corporel calculé a 46 kg/m?,
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une polydactylie postaxiale unilatérale du membre supérieur et des troubles cognitifs

a type de difficultés d’apprentissages et lenteur d’idéation.

Pour démontrer le caractéere de novo des variants chez chacun de ces patients, nous avons
effectué une étude de ségrégation familiale ainsi qu’éliminé une erreur d’identité sur chacun
des prélevements recus en utilisant des marqueurs microsatellites. Les profils de séquencage
Sanger ne sont pas en faveur d’'une mosaique somatique chez le parent a priori non

transmetteur.

Pour 4 des 5 patients, I'allele sur lequel est apparue cette variation pathogene de novo est
d’origine paternelle. Les ages du parent transmetteur de I'allele néo-muté varient de 29 ans a

45 ans.

Les patients 5 et 6 portent un variant tronquant hérité de leurs méres respectives ainsi qu’un
variant tronquant apparu sur leurs alléles paternels (Figures 22a et 22b). Le patient 7 est le
seul dont le variant de novo est apparu sur l'alléle qu’il a hérité de sa mere (Figure 22c). Son
pére lui a transmis un variant non-sens. Les patients 8 et 9 ont hérité de leurs meres un variant
faux-sens et un variant tronquant est apparu sur |'allele transmis par leurs péres (Figures 22d
et 22e. Il est a noter que le variant ¢.220G>A du gene BBS4 impact la derniére base de I'exon
4 (Figure 22e). Le séquencage de 'ARNm du géne a permis de confirmer que ce variant
introduit une anomalie dans I'épissage du transcrit conduisant a la non-inclusion des exon 5

et 6 dans I’ARNm de la patiente.
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c.[10828C>T];[11654 11657del]
p.[GIn3610%];[Asn3885Argfs*11]

c[28227T2AL;[4714_4715dup]
p.[Leug41*];[Ser1573Thris*25]
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Figure 22 : Généalogie et profils de séquencage Sanger (brin sens et antisens) des patients porteurs
d’un variant de novo dans la cohorte.

Au total, avec 3 variants de novo chez des individus avec un diagnostic moléculaire de
syndrome d’Alstrém, la fréquence de cet événement est estimée a 6% (3/50) chez les patients
présentant un syndrome d’Alstrom. Chez les individus présentant un syndrome de Bardet-
Biedl, ce chiffre est estimé a 0,5% (2/377). Comme pour la présence des disomies
uniparentales, I'un des biais a prendre en compte est I'absence de ségrégation parentale pour
un certain nombre de patients pouvant alors modifier ces estimations. Les variants de novo
représentent alors pres de 9% des AS (3/34) et 1% (2/193) des BBS dont la ségrégation

familiale est connue.
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3. Un effet fondateur dans le géne ARL6/BBS3 :
Cette partie fait I'objet d’'une publication (Annexe 4).
a) Reclassification du variant NM_032146.4 : c.535G>A

En 2012, I'équipe du Dr Jean Muller avait mis en évidence la variation NM_032146.4 :
c.535G>A a I'état hétérozygote dans le géne ARL6/BBS3 chez une patiente réunionnaise
présentant un syndrome de Bardet-Biedl (79). A I'époque, en raison du manque d’arguments
en faveur de sa pathogénicité, ce variant avait été classé en variant de signification inconnue
(classe 3 de la classification ACMG (80)). En 2018, I'identification de ce méme variant a I'état
homozygote chez d’autres patients réunionnais a été I'‘occasion de reprendre des
investigations afin de déterminer la pathogénicité de cette variation dans le syndrome de
Bardet-Biedl. De I'ensemble de la cohorte, nous avons retenu 8 familles comptant pour 10
patients atteints de BBS et porteurs a I’état homozygote du variant ¢.535G>A (Figure 23 et

24).



83

Famille A Famille B Famille C Famille D

4

| O_—_D "
1 2 1 2

HOmOD 6 W O

Famille E Famille F Famille G Famille H Famille |

5 6
3 ) 1
1l
) 5 6

. W, MO0,

Figure 23 : Arbres généalogiques des 9 familles originaires de I'lle de la Réunion (A a 1). G-1.2 et G-1.5 sont cousines (). Les échantillons biologiques
disponibles sont désignés par « * ».
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F-1.1 c.[535G>A];[=] F-11.1  cis3565A);0535G>A]

GCT'i'(f:‘AAGGTACA GCTTCAAAGTACA

Exon 8 A Intron 8

Figure 24 : Profil des séquences ADN des patients réunionnais F-1.1 et F-11.1.

b) Etude de l'effet de ce variant sur la structure de la protéine

ARL6

L’analyse génomique par séquencage haut débit du gene ARL6/BBS3 a révélé la présence
d’une substitution de la guanine en position 535 par une adénine. Plusieurs éléments peuvent

nous orienter vers un effet pathogéne ou non de ce variant.

En faveur du caractére plutot bénin du variant : ce changement est prédit par le logiciel
Alamut® pour entrainer la substitution d’un acide aspartique en asparagine au niveau de la
protéine synthétisée. La distance de Grantham estimée a 23 sur une échelle de 0 a 215 indique
un écart physico-chimique peu important entre ces deux acides aminés. Les outils de
prédiction in silico de |'effet faux-sens de ce variant se montrent discordant avec un effet
délétere pour SIFT (score : 0.02) et MutationTaster (prob : 1) et un effet bénin pour Polyphen

(score : 0.117) (Tableau 9).
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En faveur du caractére plutot pathogéne du variant : I'acide aminé impacté est moyennement
conservé sur 13 espéces et se localise dans le domaine small GTPase de la protéine. D’autres
outils de prédictions bioinformatiques renseignant sur I'effet de ce variant sur I'épissage du
géne sont en faveur de I'abolition du site consensus d’épissage (MaxEntScan, NNSplice et

Splice Site Finder) (Tableau 9).

MES | NNS | SSF |MutationTaster| PolyPhen-2 SIFT
Disease causing Benign Affect protein function
(proba: 1) (0.117/0.051) (0.02)

¢.535G>A | -80% |-100% |-100%

Tableau 9 : Prédictions des effets du variant c.535G>A sur la fonction de la protéine ARL6 par les
outils bioinformatiques MaxEntScan (MES), NNSplice (NNS) et Splice Site Finder (SSF) pour I'effet sur
I’épissage et MutationTaster, PolyPhen-2 (HumDiv/HumVar : sensibilité de 0,93 et une spécificité de

0,86) et SIFT pour I'effet faux-sens.

c) Etude de I’épissage de ’ARN messager du géne ARL6/BBS3
Une information importante est donnée par les outils de prédiction de I'effet de ce variant sur
I’épissage de 'ARN messager de ARL6/BBS3. Nous pouvons remarquer que le nucléotide
touché par cette substitution est le dernier de I’exon 8 et est trés conservé au cours de
I’évolution. En effet, cette variation est prédite pour impacter le site donneur d’épissage de
I’ARNm en entrainant son abolition. Afin de démontrer cet effet, nous avons séquencé I’ARN
messager extrait des fibroblastes de peau du patient F-Il.1. Nous avons alors observé |'absence
de I'exon 8 sur les transcrits ARL6/BBS3 de ce patient (Figure 25). Les profils d’électrophoreése
montrent un fragment plus court chez le patient comparé au contréle (Figure 26). Il n’y a pas
de deuxiéme pic pouvant laisser suggérer la présence d’une synthése de I’ARNm de la

séquence normale.
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Figure 25 : Profil de séquences de ’ARNm du géne ARL6/BBS3 chez le patient F-11.1 et un contrdle.
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Figure 26 : Profil d’électrophorése capillaire d’un témoin et du patient F-1l.1 porteur du variant

c.535G>A.
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Nous avons donc déduit de cette étude fonctionnelle que ce variant a un impact délétere sur
le transcrit ARL6/BBS3 et donc sur la protéine synthétisée en provoquant un saut de I’exon 8
lors de I’épissage du transcrit. En combinant tous ces éléments, nous pouvons reclasser ce
variant comme pathogene (classe 5) et éditer la nomenclature correspondante suivante :

NM_032146.5(ARL6):c.535G > A, r.480_535del, p.(Cys160*).

d) Etude de génotypage
Au sein de notre cohorte, nous avons dénombré 20 individus provenant de 16 familles
différentes et originaires de I'ile de la Réunion. Le diagnostic moléculaire a été établi chez 13
individus de 9 familles distinctes. L'un des patients, agé de 9 mois et présentant une
polydactylie et une malformation rénale, est hétérozygote composite pour deux variants du
géne BBS10 (c.[271insT];[1016T>A], p.[Cys91Leufs*5];[(Val339Asp)]). De facon surprenante,
les 12 autres individus sont porteurs a I’état homozygote du variant c.535G>A. Agés de 8 3 43
ans, ils présentent tous un phénotype typique de BBS comprenant de maniére variable une
rétinopathie pigmentaire (11/12), une obésité (10/12), une polydactylie (8/12 dont 2
polydactylies méso-axiale) et des difficultés d’apprentissage (8/12) (Tableau 10). La présence
de ce variant porte la part des diagnostics moléculaires liés au géne ARL6/BBS3 a 3% des
patients BBS dans notre cohorte. Cette fréquence élevée ainsi que 'origine géographique
commune entre ces patients nous a fait suspecter un effet fondateur de ce variant dans cette

population.
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Famille A B C D E F G H I
Individu V% S | 5 § 1.2 1.3 | 1 12 .1 .1 .1 3 1.5 1.6 I.7 1.8 .1 .1
Géne BBS3 | BBS3 BBS3 BBS3|BBS3 BBS3 BBS3 BBS3 | BBS3 |BBS3 BBS3 BBS3 BBS3  BBS3 BBS3 BBS10
Age (années) 14 42 43 ND | 27 23 20 24 18 NA 26 18 5 Naissance 8 9 mois
Phénotype
Rétinopathie
pigmentaire + + + + + + + + + + + - - + -
(HP:0000580)
Polydactylie post-axiale i i i N 1 1 i N N N N N N N N N
(HP:0100259)
Obésité (HP:0001513) + + + + + + - + + + + + - + -
Diabéte (HP:0000819) - + + - + - - - + - - - - - -
Hypogonadisme
ND | ND ND - ND ND ND ND ND ND ND - ND ND ND
(HP:0000135)
Déficit cognitif
+ + + - + + + - - + + + - - -
(HP:0100543)
Anomalie rénale
+ - - - - - - - + - - - - - +
(HP:0000077)
Hypertension
- + + - - - - + + - - - - - -
(HP:0000822)
Maladie de
Autres - - Surdité - - - Hirschspruneg, Asthme | Asthme - - - - Asthme -
cataracte,
scoliose

Tableau 10 : Description phénotypiques des patients originaires de I'ile de la Réunion dans la cohorte

disponible.

. 1lindique une polydactylie méso-axiale. ND : non




Afin de tester notre hypothese d’un effet fondateur de ce variant, nous avons génotypé 6 des
12 individus en utilisant la méme puce de SNP array que précédemment (Tableau 11). Au
premier abord, nous pouvons remarquer les larges plages d’homozygotie entourant la
localisation du géne ARL6/BBS3. A I'aide de l'outil bioinformatique PLINK, nous avons

déterminer que ces zones d’homologie s’étendent de 4,8 a 67 Mb. La région minimale
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commune entre ces 6 individus a été calculée a environ 3,8 Mb (Tableau 12).

Famille Individu Méth?de: (?'analyse SN,P :f\rl:ay

génétique réalisée
A V.1 NGS Oui
B 1.1 Sanger Non
B 1.2 NGS Oui
C .1 NGS Oui
C 1.2 Sanger Non
D 1.1 Sanger Oui
E 1.1 NGS Oui
F 1.1 NGS Oui
G 1.5 Sanger Non
G 1.6 Sanger Non
G 1.8 NGS Non
H 1.1 Sanger Non
| 1.1 Sanger Non

Tableau 11 : Détails des derniers examens génétiques réalisés chez les individus porteurs du variant
c.535G>A.

Famille Individu Chromosome Début Fin Taille (bp)
A V.1 3 71,684,904 | 139,274,323 | 67,589,419
B 1.2 3 76,164,330 | 106,405,877 | 30,241,547
C 1.1 3 75,392,157 | 106,405,877 | 31,013,720
D 1.1 3 71,794,407 | 98,924,050 27,129,643
E 1.1 3 86,222,845 | 116,847,881 | 30,625,036
F 1.1 3 95,102,007 | 99,914,139 | 4,812,132
Région commune 3 95,102,007 | 98,924,050 | 3,822,043

Tableau 12 : Régions d’homologie identifiées sur le chromosome 3 chez les 6 individus génotypés.

Les coordonnées font référence a la version GRCh37 du génome.
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e) Etude généalogique
L'ile de la Réunion est une région d’Outre-mer d’une superficie de 2 512 km? située dans
I'océan Indien entre I'lle Maurice et Madagascar. Formée sur un « point chaud », l'lle
comprend deux massifs volcaniques, le Piton des Neiges et le Piton de la Fournaise, séparant
I'lle en un secteur littoral ou s’est installée la majorité de la population et un secteur

montagneux au relief accidenté.

Les Portugais sont les premiers européens a découvrir I'lle et vont la baptiser Mascarenhas,
du nom du navigateur portugais Pedro de Mascarenhas. En 1638, les Frangais, par le biais de
la Compagnie des Indes Orientales, prennent possession de I'lle. Ce sont tout d’abord douze
mutins exilés de Madagascar qui viennent s’installer sur I'lle en 1646 puis le peuplement
commence réellement en 1663. L'lle est alors une colonie francaise appelée Bourbon (81).
Tous ces éléments montrent la complexité de I'histoire de cette fle et néanmoins de nombreux
registres sont disponibles permettant ainsi de retracer la grande majorité de la généalogie des
réunionnais. Ainsi, j’ai pu collaborer avec une généalogiste qui a pu reconstituer un arbre
généalogique permettant de relier les 8 familles par un couple ancestral commun formé en

1752 (Figure 27).
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Generation

2nd

3th

4th

Sth

6th

7th

B-1l.1 B-11.3

Srh

o

C-ll.1 C-l1.2 H-11.1 F-11.1

B-I1.2

10th

Y G-I5 G-IL6 G-1.7 G-I1.8 D-1l.1 A-V.1

Figure 27 : Reconstitution de la généalogie des individus porteurs du variant c.535G>A.
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V. Discussion

Dans ce travail, je me suis intéressée a I'étude d’événements génétiques rares observés dans
la cohorte strasbourgeoise de patients avec suspicion de ciliopathie. Cette cohorte est
probablement la cohorte de patients BBS et AS la plus large au niveau international. Bien que
I’'analyse compléte de cette cohorte ne fasse pas I'objet de ce mémoire j’ai néanmoins pu en
apprécier certaines caractéristiques. On remarque notamment que 47% des diagnostics
moléculaires de BBS sont établis chez des patients ne répondant pas strictement aux critéres
de Beales (Figure 14). Cette proportion importante ouvre des perspectives notamment sur
une révision des critéres cliniques du BBS. Ceci permettrait de ne pas exclure en premiere

intention certains patients avec un phénotype moins sévere du BBS.

Cette cohorte, représentative des données déja rapportées dans la littérature en termes de
taux diagnostique et répartition des mutations dans les BBS et AS notamment (Figures 15 et
16, (29,39)), m’a permis d’étudier des évenements génétiques rares. Je me suis focalisée sur
la disomie uniparentale (UPD), la survenue d’un variant de novo en trans d’un variant hérité

et un effet fondateur.

Les disomies uniparentales sont des mécanismes génétiques dont la fréquence est mal
connue. En dehors de tout contexte pathologique, leurs fréquences a d’abord fait I'objet
d’estimations sur I’étude de produits de fausses couches (43) ou d’embryons (82). Dans ces
cas-la, la présence d’'une UPD représente moins de 0,5% des cas. Récemment, une étude en
population générale sur plus de 4 millions de personnes sur des données de génomes a estimé
cet évenement a 1 personne sur 2000 (53). Cette prévalence dans la population générale est
également en faveur du caractere non pathologique des UPD dans une grande majorité des

cas.
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Cependant, la fréguence de cet événement peut drastiquement augmenter quand on le
recherche dans un contexte pathologique particulier. C'est par exemple le cas du syndrome
de Prader-Willi ou ce mécanisme peut représenter jusqu’a 30% des diagnostics (48,52) ou
encore le syndrome de Kagami-Ogata causé dans 60% des cas par une UPD(14)pat (83). Dans
notre cohorte, nous avons pu retrouver un taux de prévalence de 0,5 a 1% dans le BBS et de
2 a 3% dans le syndrome d’Alstrom en prenant en compte ou non le nombre de patients pour

lesquels une ségrégation parentale avait été effectuée.

Par ailleurs, la fréquence des UPD n’est pas la méme pour tous les chromosomes. L'iUPD(16)
est la plus fréquemment retrouvée en raison du mécanisme sous-jacent de son apparition qui
est fréquent : les erreurs de méiose | conduisant a une trisomie 16 et favorise les mécanismes
de « rescue » (84). De facon intéressante, 2 des 4 UPD mises en évidence dans notre cohorte
concernent le chromosome 16 ce qui viendrait conforter les précédentes données. Cette
information est d’autant plus intéressante que les genes BBS2 et IFT140 se situent sur le
chromosome 16. La fréquence d’une UPD dans ces ciliopathies pourrait étre importante et
nécessiter une attention particuliéere au moment du diagnostic moléculaire en recommandant
d’autant plus vivement la nécessité d’'une ségrégation parentale. De fagon plus générale, tout
autre géne de transmission autosomique récessive situé sur le chromosome 16 mériterait
cette précaution. Par ailleurs, la présence d’une isodisomie uniparentale peut soulever la
guestion du risque de révélation d’une autre maladie autosomique récessive ce qui pourrait

modifier la prise en charge future du patient.

De nombreuses études ont permis d’associer I’age maternel élevé comme facteur de risque
d’apparition d’'une UPD notamment du fait des mécanismes inhérents a la méiose féminine

(48,53). Dans notre cohorte, les UPD identifiées sont réparties de facon égale entre les
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chromosomes maternels et paternels. Du fait d’un effectif trop faible et de la rareté de cet
évenement, nous n’avons pas pu mettre en exergue de surreprésentation de cet événement

en fonction de I'origine parentale.

Devant la fréquence non négligeable de cet événement dans notre cohorte se pose la question
de la prévalence de cet évenement dans d’autres maladies récessives. La connaissance de
cette fréquence nous rendrait plus vigilant face a ce type de mécanisme lors de nos analyses
génétiques notamment a I'heure du séquencage a tres haut débit. A ce jour, les outils
bioinformatiques d’analyse ne sont pas optimisés pour la détection des disomies
uniparentales méme si des efforts bienvenus sont alloués a la détection de ces phénomeénes
comme par exemple sur les données d’exomes (85). Il incombe donc au biologiste d’étre en

mesure d’éviter ce piege diagnostique.

Autre évenement rare rencontré dans cette cohorte : la survenue d’un variant pathogene de
novo dans une maladie de transmission autosomique récessive. En soi, la mise en évidence
d’un variant de novo n’est pas quelque chose de rare. Les données de la littérature rapportent
un taux de mutation de novo dans le génome humain compris entre 1 et 1,8 x 102 par
nucléotide et par génération (55,56). Des systemes protéiques sont dédiés au repérage puis a
la correction de ces erreurs mais chaque systéme ayant des limites, certains changements
nucléotidiques ne sont pas corrigés. Ainsi, chaque individu est porteur de moins de 90 variants
de novo sur les 4 a 5 millions de variants identifiés lors du séquencage d’un génome. Ces
variants de novo n’ont en général pas d’'impact majeur sur le développement de I'individu et
participent a la diversité génétique de la population. Cependant, I'une de ces variations peut

impacter une séquence codante ou régulatrice d’'un géne ayant pour conséquence sa
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dysfonction. Cela est par exemple le cas des maladies a transmission autosomique dominante
comme la déficience intellectuelle ou le caractere de novo d’un variant est un critéere majeur
dans le diagnostic moléculaire. Dans les maladies autosomiques récessives, la configuration
habituelle est la transmission d’un variant pathogene par chacun des deux parents. Les
variants de novo contribuant a une maladie autosomique récessive ont rarement été
rapportés et leur fréquence est considérée comme faible. En effet, 2 études intégrant le
séquencage d’exome de plus de 3 000 individus pour Retterer et al. (86) ou 2 000 cas pour
Yanget al. (47) n’ont pas rapporté le moindre variant de novo dans les maladies a transmission
autosomiques récessives alors qu’elles représentaient prés d’un tiers de leurs cohortes. Les
guelques que rares cas de variants de novo dans des maladies récessives sont rapportés de
facon isolée comme dans I'étude de Black et al. décrivant la combinaison d’un variant hérité
et d’un variant de novo comme cause d’un syndrome d’Ellis-van Creveld et d’un syndrome de
Fraser parmi les 9 familles explorées par séquengage d’exome en trio dans leur cohorte de
malformation foetale sévere (87). Dans notre cohorte, j’ai pu démontrer la présence d’un tel
évenement dans 0,5% des patients BBS et 6% des patients AS chez qui la ségrégation familiale
a pu étre réalisée. Ces chiffres sont par ailleurs peut-étre sous-estimés du fait de I'absence de
ségrégation parentale réalisée chez tous les patients avec un diagnostic moléculaire. Ainsi, les
variants de novo représentent 1% des diagnostics de BBS avec ségrégation familiale et jusqu’a
9% des AS avec ségrégation familiale. Les variants de novo pourrait contribuer a une part non
négligeable des diagnostics moléculaires des pathologies autosomiques récessives. De fagon
intéressante, dans notre cohorte, I’alléle portant le variant de novo est d’origine paternel dans
4/5 des cas. Cette donnée est concordante avec plusieurs études antérieures montrant un
taux de variations ponctuelles de novo transmises par les peres plus élevé que pour les meres

(88,89).
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L'une des limites a émettre dans I'étude de la ségrégation parentale réside dans le fait de ne
pas pu avoir détecté le variant chez le parent en raison d’'une mosaique somatique ou
germinale faible. L’analyse par Sanger n’est pas sensible a un taux de mosaicisme inférieur a
environ 20 %. On pourrait essayer d’augmenter cette sensibilité en passant par un séquencage
a haut débit avec une forte profondeur de séquencage mais cela ne serait pas rentable en
termes de colt et de temps de réalisation. La démonstration de I'existence d’un mosaicisme
peut également passer par I'analyse d’un autre tissu que le sang mais avec alors la prise en
compte de contraintes supplémentaires. L'analyse génétique a partir de cultures de
fibroblastes impose la réalisation d’une biopsie cutanée qui reste un acte invasif a mettre en
balance avec le bénéfice apporté de cette analyse. La question de la mosaique germinale est
également un sujet de débat récurrent au sein de la communauté des généticiens.
L’estimation d’une mosaique germinale reste théorique quoiqu’elle pourrait étre réalisée si le
variant en mosaique est hérité du pere. Dans ce cas, une analyse sur spermatozoides est
théoriquement possible. Cependant, la lourdeur de cette étude ne permet pas a I'heure
actuelle de proposer cette possibilité de maniére systématique. De plus, il faudrait que cela

ait un impact bénéfique pour le couple demandeur.

Apres avoir posé un diagnostic moléculaire dans une pathologie rare, se pose souvent la
guestion du conseil génétique et notamment du risque de récurrence de la maladie lors d’'une
nouvelle grossesse. Pour répondre a cette question, il est nécessaire de connaitre le mode de
transmission des variations pathogenes identifiées chez le cas index mais également par quels
mécanismes elles sont apparues. L'étape de ségrégation parentale est alors indispensable.
Quelques indices peuvent également nous orienter. La mise en évidence d’un variant
homozygote dans un gene sans variant récurrent connu et sans notion de consanguinité peut

étre évocateur d’une UPD. Si la ségrégation parentale ne concorde pas avec les données
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génotypiques du cas index alors qu’un probléme d’identitovigilance a été éliminé, il convient

de prouver I'apparition de novo du variant.

Dans le cas général d’'un mode de transmission autosomique récessif ou chacun des deux
parents a transmis un variant pathogéne, le risque de récurrence est de 25% par grossesse. Ce
risque est considérablement réduit lorsque que I'un des variant n’est pas directement hérité

de 'un des parents.

Les UPD sont des évenements rares liés a une mauvaise ségrégation chromosomique ou a des
mécanismes de recombinaison lors de la méiose. Certains auteurs associent donc le risque de
récurrence d’une UPD a celui d’un variant de novo devant la rareté de celle-ci (83). Dans le cas
ou le risque de récurrence est en plus fonction d’'un mode autosomique récessif, cela fait

considérablement réduire le risque d’'un nouvel enfant atteint.

De facon consensuel, le risque de récurrence d’un variant de novo est lié au risque d’une
mosaique germinale chez un parent et donc estimé a 1%. Cependant, certaines études ont
montré un taux de mosaicisme tres variable en fonction de la pathologie étudiée allant de 5%
a plus de 10% (55,90). Mdller et al. ont, par exemple, identifié prés de 7% de parents porteurs
d’'une mosaique d’un variant pathogéne dans un gene d’épilepsie. La fréquence de I'allele
porteur variait de 0,8 a 29% selon les individus (91). En cas de mosaique germinale chez un
parent, le risque de récurrence de la maladie dans une fratrie pourrait étre de presque 50%

pour une maladie autosomique dominante.

Ces deux cas particuliers ont un impact majeur sur le conseil génétique qui sera dispensé au
couple. D’un risque classiquement établi a 25% de récidive de la pathologie pour chaque
prochaine grossesse, celui-ci passe au risque de récurrence d’une UPD ou d’un variant de novo.

Méme si cela fait grandement tomber ce risque, il reste difficile a estimer avec précision
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notamment dans le cas d’un variant de novo sans estimation précise d’'une possible mosaique
germinale. Cependant, cette diminution du risque peut faire reconsidérer le choix du couple
de recourir a un diagnostic prénatal ou encore préimplantatoire pour une prochaine
grossesse. En effet, le risque de récurrence de la pathologie devra alors étre mis en balance
avec le risque de fausse couche estimé a moins de 1% lié au geste invasif que représente un

diagnostic prénatal.

Nous venons de voir deux situations qui peuvent compliquer le diagnostic moléculaire de
maladies autosomiques récessives mais finalement réduire le risque de récurrence de la
pathologie au sein de la famille. Dans la derniére partie de ce travail, j’ai, au contraire, pu
mettre en lumiére une situation représentant un avantage stratégique pour le diagnostic. En
reprenant les investigations concernant le variant c.535G>A dans le géne ARL6/BBS3, nous
avons confirmé I'impact pathogene de ce variant sur I’épissage de I’ARN messager de ce géne.
Le saut de I'exon 8 du gene lors de |'épissage de I’ARN apparait comme le mécanisme
pathogene de ce variant. L'effet « faux-sens » parait quant a lui peu probable au vu de
I'absence d’ARN ayant une taille compatible avec un ARN complet du gene sur le profil
électrophorétique (Figure 26). A partir de I'observation d’une forte prévalence de ce variant
dans la population réunionnaise, j'ai investigué ce phénomene grace notamment au

génotypage des patients porteurs de ce variant.

L'ile de la Réunion, par sa situation géographique faisant d’elle un isolat génétique ainsi que
par son histoire de peuplement unique, créé un environnement favorable a I'étude des
maladies récessives. En rassemblant les données génétiques de 12 individus provenant de 8

familles réunionnaises porteurs a I'état homozygote du variant ¢.535G>A dans le géne
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ARL6/BBS3, nous avons démontré la présence d’un effet fondateur de ce variant dans cette
population. L’age de I'ancétre commun le plus récent a été estimé a environ 8 générations par
analyse bioinformatique et confirmé par I'étude généalogique disponible sur I'lle ayant
identifié un couple ancestral marié en 1752 (Figure 27). La prévalence du BBS sur I'lle de La
Réunion est alors estimée a environ 1 personne sur 45000 a 1 personne sur 66000. Le géne
ARL6/BBS3 est donc le gene de BBS majoritaire sur I'fle de la Réunion. Comme cela a déja pu
étre établi dans d’autres régions du monde (11,12), cette prévalence est largement
augmentée dans cette population. L'identification d’effets fondateurs pour d’autres variants
du BBS est pour nous une aubaine dans notre stratégie diagnostique. Cibler un ou deux
variants spécifiques d’une population donnée en fonction de I'origine géographique du cas
index est avant tout un gain de temps pour le patient. Un diagnostic moléculaire rapide
permet la mise en place d’une prise en charge et d’un conseil génétique adaptés précoces.
D’un point de vue socio-économique, cette stratégie est également plus attractive en termes
de rapport colt-efficacité. Cette démonstration de I'effet fondateur nous a donc permis de

modifier la stratégie diagnostique du laboratoire (Annexe 5).

Par ailleurs, la présence du méme variant chez plusieurs patients partageant le méme
environnement génétique créé un contexte idéal pour étudier les variations phénotypiques
entre les patients. Parmi tous les patients réunionnais porteurs du variant fondateur de
ARL6/BBS3, nous avons observé des phénotypes homogeénes et typiques du BBS avec la
présence d’'une rétinopathie pigmentaire, d’'une obésité, d’'une polydactylie et d’'un déficit

cognitif.
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VI. Conclusion

Les ciliopathies sont des pathologies genétiqgues rares majoritairement de
transmission autosomigque récessive dont le diagnostic moléculaire reste un defi du
fait de leur hétérogénéité phénotypigque et génétique. La recherche de deux variants
hérités (hétérozygotes composites ou bien homozygote) comme on s’y attendrait
dans ces pathologies peut étre un avantage en comparaison des pathologies a
transmission dominante qui reposent sur la mise en évidence d'un seul variant.
MNéanmaoins, certaines situations a prion trés rares voire exceptionnelles comme la
disomie uniparentale ou la survenue d'un varant pathogéne de novo viennent
complexifier I'analyse de certaines familles. Dans notre cohorte de patients BBS, ces
événements ont &té retrouvés & une fréquence non negligeable. Ainsi, lors de
l'analyse par séquengage a trés haut debit en premiére intention d'un trio, il est
important de garder en téte ces situations qui sont des piéges diagnostiques afin de

ne pas passer a coté du variant pathogéne causal.

Dans certains cas, comme celui décrit sur la cohorte BBS sur ['ile de la Reunion, une
fois identifiée, la situation peut se révéler étre un véritable avantage. En effet, la mise
en evidence d'un effet fondateur dans le géne ARLE/BBS3 chez ces patients, nous a
permis en outre de préciser la prévalence de cette maladie (estimée entre 1 sur
45 000 et 1 sur 66 D00 personnes) dans cette région du monde, mais surtout
d'adapter notre exploration génétique de ces patients en ciblant spécifiqguement une
zone du géne. Le géene ARLE/BBS3 est ainsi un géne majeur du syndrome de

Bardet-Biedl sur Ile de la Réunion. Le séquengage du géne ARL6/BBS3 est
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maintenant réalisé en premiére intention guand |'origine réunionnaise est connue
chez le cas index,

Enfin, la connaissance du mécanisme moléculaire impliqué dans la maladie du sujet
atteint a un impact majeur sur le conseil génétique qui sera prodigué au patient et a
sa famille. Ainsi, la présence d'une disomie uniparentale ou d'un variant pathogéne
d'apparition de novo diminuera drastiquement le risque de récurrence pour le couple
ayant un premier enfant malade. Dans le cas du variant c.535G=A dans le gene
ARL6/BBS3, sa fréquence dans la population réunionnaise pourra nous amener a
adapter le conseil génétique fait & un couple d'origine réunionnaise ayant un projet

parental.
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ANNEXES

L p—— LES HOPITAUX UNIVERSITAIRES DE STRASBOURG
‘-‘f Les Hopitaux Laboratoires de Diagnostic Génétique, UF de Génétique Moléculaire (UF1421)
\'T § Univeraitaires NOUVEL HOPITAL CIVIL
de: STRASBOURG 1, place de I'Hdpital 67091 STRASBOURG Cedex
www.chru-strasbourg.fr B: 03695507 77/0369 550778 0369 77 5507 79 - Fax : 03 69 551894

Responsable de service : Prof. J. CHELLY

Identité du sujet prélevé (¢tiquette) | Nom du médecin - Hopital : Préleveur :
Service :

NOI S Téléphone - Téléphone :

Prénom Signature : Date :

Date de naissance: .................. Date d'envoi : Heure

Sexe  OM =]

ETUDE MOLECULAIRE DU SYNDROME DE BARDET BIEDL/ALSTROM
Formulaire i faire remplir par le médecin prescripteur et i joindre i tout prélévement sanguin/ADN

Sujet prélevé :  Dattent Arbre généalogique
Onon atteint

SUSPICION : BBS OALMS O
AGE (CONSULTATION) :

FAMILLE/INDIVIDU CONNU ?:
DOOU1, dans notre laboratoire
Nom Famille de référence -

OOU1, dans un autre laboratoire

lequel ?
el Origine géographique - Mére - ... PEER s
ONON Consanguinité : DOUI (préciser sur Farbre) ONON
ANTENATAL
Polydactylic : [Jout [CINON Hydrométrocolpos: Joul [CJNON
Hyperéchogénicité rénale: [Jout [CJNON Cardiopathic : Jout [JNON
Situs inversus: [Jout [CINON Autres: ...

ANOMALIES OPHTALMOLOGIQUES

Rétinopathic pigmentaire : [ JOUI  [JNON Mystagons: Oout  [JNON
Atteinte maculaire : Jout [JNON Photophobie: [Joul [CINON

- BRI ) 1otz A e M AR A A T A YA
ERG : COout  [JNON

SO RS A i N R B S R s ) o
Agede la baisse de I'acuité visuelle -

EVALUATION STATURO PONDERAL

o POIS: ..o ( DS)Taille: oo, (DS
Ob«fsm:: . Qout [INON Retard de croissance : Joutl [CINON
Indice dc‘Masm.*' Corporelle: .. .....coowene- o Do Jout ] NON
Agede ddbut: i Déficit GH- [Jou ] NON
ANOMALIES DES EXTREMITES
Polydactylics - Joul JNON Brachydactylie : Joul [CINON
Mains:  []  Pieds: O Syndactylie : CJout [CINON

Postaxiale : [[] ~ Mésoaxiale: [  Préaxiale :[] AUEECS oottt

p. 12 GENMOL-R2Z.ENRG-003 v1 du 13/06/2018 validéa par J. Muller, biologiste signataire
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DEVELOPEMENT psychoe moteur Rt 06 langage: Jou [INON
Troubles cognitifs : [Jout [CJNON Lenteur d’idéation : Joul [CINON
Léger:[[] Modéré :[[] Sévére:[] Retard de développement moteur : [[] OUI [CINON
Difficultés d’apprentissages :  [[]OUL [CONON Ataxie : Joul [CINON
FONCTION RENALE
Atteinte rénale : Joul [CJNON Echographic rénale : [Jou [JNON
N . Dysplasic rénale : Jou [CJNON
Défaut [C] urine: Oout CINON  Reins polykystiques : Clour  [JNON
Insuffisance rénale - Joul [JNON Polyuric-polydypsic : Joul [CINON
Atteinte tubulaire: ] Atteinte glomérulaire - [] MRS = i e R L S A S B s
ANOMALIES UROGENITALES Cryptorchidie: Ljour  [INON
) Hydrométrocolops: Joul [INON
Hypogon-adlmc:.: » O (?Ul [JNON Avbarrhbe: Joul [CINON
micropenis: [ ] microtestis :[ ] Anomalics des voies urinaires : ] OUI CJNON
Hyperandrogénic : dJout [JNON P G o S R S S S A R A s
Retard pubertaire - [Joul [CINON BN e G e Wi Lo Lo e i T e o
ANOMALIES ORL
» Asthme : Joul [CINON
Surdité:: ) D ol [INON Insuffisance respiratoire: Joul [CINON
perception : [ transmission <[] Fibrose pulmonaire: Joul [CINON
Infection 4 répétitions : Joul [CINON
POl 2 A A S R A
ANOMALIES CARDIAQUES Anomalie cardiaque congénitale : [ OUI [CINON
Cardiomyopathie : Jou [INON DISCISEES s et o i AT
dilatée :[[]  hypertrophique : [] restrictive :[] Situs inversus: Joul [CINON
Age au diagnostic © ..o AR i S S R A TS S ST TR 0
TROUBLES
METABOLIQUES/ENDOCRINIENS: "
Intokrance au glucose : Joul [INON g;":':mjz:: f E 83: g :8:
Diabéte : Cout CINON e
Typel:[] Typell:[] PIECESCT £ et ettt
L T . HTA: Cour [INON
Atteinte hépatique: Atteinte digestive:
Fibrose hépatique : Ooul [ONON Maladic de Hirschprung : Jout [ONON
Insuffisance hépato cellulaire : [JOUI [JNON
Autres :
p. 22 GENMOL-RZ-ENRG-003 v1 du 13/06/2018 vaiidée par J. Muller, biclogiste signataire

Annexe 1 : Formulaire de renseignements cliniques du laboratoire de diagnostic génétique (HUS)
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Nom du ge
om du géne BBS Joubert Senior Lgken  Alstrom

(HGNC)
BBS1 BBS1

BBS2 BBS2
ARL6 BBS3
BBS4 BBS4
BBS5 BBS5
MKKS BBS6
BBS7 BBS7
TTC8 BBS8
BBS9 BBS9

BBS10 BBS10
TRIM32 BBS11
BBS12 BBS12
MKS1 BBS13 MKS1 JBTS27
CEP290 BBS14 NPHP6 MKS4 JBTS5 SLSN6
WDPCP BBS15
SDCCAGS8 BBS16 | NPHP10 SLSN7
LZTFL1 BBS17
BBIP1 BBS18
IFT27 BBS19
IFT172 BBS20 | NPHP17
ALMS1 ALMS1
NPHP1 NPHP1 JBTS4 SLSN1
INVS NPHP2
NPHP3 NPHP3 MKS7 SLSN3
NPHP4 NPHP4 SLSN4
1QCB1 NPHP5 SLSN5
GLIS2 NPHP7
RPGRIP1L NPHPS8 MKS5 JBTS7
NEK8 NPHP9
TMEMG67 NPHP11 MKS3 JBTS6
T7C21B NPHP12 JBTS11
TMEM216 MKS2 JBTS2
AHI1 JBTS3
CCDC28B
CC2D2A MKS6 JBTS9
TCTN2 MKS8
B9D1 MKS9 JBTS27
B9D2 MKS10
TMEM231 MKS11 JBTS20
XPNPEP3 NPHPL1
ZNF423 NPHP14 JBTS19
WDR19 NPHP13
CEP164 NPHP15 SLSN8?
ANKS6 NPHP16
INPP5E JBTS1

ARL13B JBTS8

OFD1 JBTS10
KIF7 JBTS12
TCTN1 JBTS13
TMEM237 JBTS14
CEP41 JBTS15
TMEM238 JBTS16
C5orf42 JBTS17
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TCTN3 JBTS18
CSPP1 JBTS21
PDE6D JBTS22
DCDC2 NPHP19
CCDC41 NPHP18

Annexe 2 : Liste des 58 genes du panel de ciliopathies. BBS: syndrome de Bardet-Biedl, NPHP:
Néphronophtise, MKS: syndrome de Meckel, JBTS: syndrome de Joubert.
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Atypical Retinal Phenotype in a
Patient With Alstrom Syndrome and
Biallelic Novel Pathogenic Variants in
ALMST1, Including a de novo Variation
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Alstrom syndrome (ALMS) is a rare autosomal recessive multi-organ syndrome considered
to date as a ciliopathy and caused by variations in ALMS 1. Phenotypic variability is weall-
documented, particularly for the systemic disease manifestations; however, early-onset
progressive retinal degeneration affecting both cones and rods (cone-rod type) is universal,
leading to blindness by the teenage years. Other features include cardiomyopathy, kidney
dysfunction, sensorneural deafness, and chidhood obesity associated with hyperinsuiinemia
and type 2 diabetes mellitus. Here, we present an unusual and delayed retinal dystrophy
phenotype associated with ALMS in a 14-year-old female, with affected cone function
and surprising complete presarvation of rod function on serial electroretinograms ([ERGs).
High-throughput sequencing of the affected proband revealed compound heterozygosity
with two novel nonsense variations in the ALMS T gene, including one variant of de novo
inheritance, an unusual finding in autosomal recessive diseases. To confirn the diagnesis
in the context of an unusually mild phenotype and identification of novel variations,
we demonstrated the biallelic status of the compound heterozygous variations
(c.[286C = TE[1211C = G], p.IGIN9E6"]:[{Ser4047]). This unique case extends our knowledge
of the phenotypic vanability and the pathogenic variation spectrum in ALMS patients.

Keywords: Alstrom syndrome, ALMS{ gene, de mowvo variation, high throughput sequencing, retinal dystrophy

INTRODUCTION

Alstrim syndrome (ALMS; MIM 203800} is a rare aufosomal recessive mulli-organ disorder
caused by homozygous or compound heterozygous predominantly truncating variations in the
ALMSI gene, with a prevalence of <1 case per 1,000,000 individuals {Collin et al, 2002; Hearn
et al, 2002). The clinical presentation, largely overlapping with ciliopathies, is associated with
retinal dystrophy, hearing loss, obesity, insulin resistance, type 2 diabetes, dilated cardiomyopathy,
and progressive hepatic and renal dysfonction (Marshall et al. 2005 Mockel et al, 2011).

1 Aaxurst 2020 | Voiume 11 | Arfice 938



107

Menrng ata

Retinal dystrophy of the cone-rod type is one of the earliest
manifestations and presents with photophobia and nystagmus
in early infancy (birth to 15 months; Aliferis el al, 2012). It
is characteristically rapidly progressive, with blindness by the
leenage years. ALMS should be suspected in children with
obesity, relinal dystrophy, and dilated cardiomyopathy.
ALMS! 1s composed of 23 exons and encodes a large protein
of 4,169 amino acids, initially shown to localize to the centrosome
and basal body (Hearn et al, 2005; Knorz et al, 2010) and also
perturb actin filament organization (Zulato et al, 2011), suggesting
a role in primary cilia function. Although mechanistic details
are still lacking, ALMS5I is thought to be implicated in endosomal
trafficking, actin organization, maintenance of centrosome cohesion,
and transcription (for review, see Hearn, 2019). Clinical diagnosis
of ALMS is often challenging in view of the helerogeneity of
the clinical phenotype and overlapping features with other
syndromes, in particular the Bardet-Biedl syndrome (BBS; MIM
209900) with which il is often misdiagnosed (Aliferis et al,
2012). The relina often manifests disease first, misleading lo a
diagnosis of congenital achromatopsia, Leber Congenital Amaurosis,
or isolated cone-rod dystrophy (Masser et al, 2018). More than
230 pathogenic varialions have been reported so far of which
all are truncating variations (Marshall et al, 2015 Astufi et al,
2017). We reporl here the case of a 14-year-old female who
presented with a very mild and unusual retinal phenotype
displaying exclusive cone dystrophy with complete preservation
of rod function on seral electroretinograms (ERGs), a
cardiomyopathy, and a slight, bilateral, and symmelric hearing
loss. Two novel dass 4 variations (likely, pathogenic) according
to the American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG; Richards et al, 2015) were identified within ALMSI.
However, in view of the mild phenotype, the diagnosis was
initially questioned. We, therefore, demonstrated that both ALMSI
variations were in trans confirming the biallelic status of the
variations. Interestingly, one of the variations occurred de movo.
The diagnosis of ALMS with the following ALMSI genotype
was confirmed: c.[286C > TE[1211C > G, p.[{GIn96")|;[(Ser404")].

Abypical Foemm of MAlsiiom Syndrome

CLINICAL REPORT

A 14-yearold girfl born lo non-consanguineous healthy
French parents presented with central vision loss and
photophobia at the age of 6. There were no symptoms of
night blindness. Mild high frequency hearing loss was present,
associated initially with recurrent otitis media. Past medical
history revealed an episode of acute illness aged 1 month
caused by hypokinelic cardiomyopathy. Her cardiac
disease was stable aged 14 with residual lefi ventricular
dilatation of a non-progressive nature and managed with
5 mg/day of enalapril. Body mass index was normal with
no endocrine abnormalities and a normal intellect
(Supplementary Table 1).

Aged 14, visual acuity was limiled to logMAR 0.60 in both
eyes with no nystagmus. Low hyperopia associated with myopic
astipmatism was present. Color vision was absent. Fundus
examination revealed irregularity of the retinal pigmenl in
the foveal region but mormal peripheral retinal appearance,
optic discs, and blood vessel caliber (Figares 1A-D). Ocular
coherence tomography (OCT) scanning of the macula
demonstrated irregularity of the ellipsoid zone, including the
photoreceptors bilaterally (Figures 1E,F). Peripheral visual fields
demonstrated mild loss of peripheral vision and loss of sensitivity
in the central retina (Figure 2A).

ERG was first performed aged 7 and demonstrated cone
dysfunction, with complete preservation of rod function.
Repeated ERGs aged 9 and 13 confirmed absence of cone
responses, wilth undetectable photopic ERG white (lash
responses and undetectable 30 Hz flicker responses. However,
full dark-adapled rod responses were present, in keeping
with an isolated cone dystrophy (Figure 2B). Although, the
retinal phenotype was very unusual for ALMS, the diagnosis
was considered because of the association of a retinal
dystrophy with cardiomyopathy in infancy. Genetic analysis
with family segregation was carried out to confirm
the diagnosis.

Punsis shetreply P i autubsec p
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RGURE 1 | Fundus photography, umdus auloflucrescence, and oplical coherence scanning images {OCT) of the patient’s retina. Fundus photography of might [A)
and ket {B) eyes demonsirates a granular sppearsnce of the macuia bitstersly fwhite amows). No sttenustion of retinal blocd wessels can be obsened. Fundus
autobuorescence of right eye (G} and lali eye (I} demonsirales noeased autofiucrescence of the fovea bialerally fwhile amows). OCT of nghl {E) and lefl (F) aye
shows imeguianty of the alipsoid rone as wall B8s an interdigilalion rone in the macidar region {white amows)
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MATERIALS AND METHODS

Patient

'The patient was referred for clinical investigations to the Alstrém
National PHRC (“Programme Hospitalier pour la Recherche
Clinique”) program held at the reference center for rare
genelic eye disorders in the University Hospital of Strasbourg

Frontiars in Genetics | www. ironliersin.org 3

FAGURE 2 | Kinetic visual fisds and electroretinogram (HRG) resulls. (A) Kinetic visual fisids of the patient’s eyes shows marked ceniral loss of sensiivily with some
constriction of the peripharal visual field compared to the referance {cantrol). (B) Full field HRG of both eyes were performed according to the ISCEV (International
Society for cinical Hectrophysiology of vision) standard. Undetectable ful iedd cone FRGs (ight adapted | A 3.0 and | A 30 Hz) with subnormal dark adapted (DA 0.01
rod speciic) and bright flash dark adapted (DA 10.0) compared 1o the reference feonirol is shown as small-integrated panals within each upper panels) is demonsirated.

L 3 Tome e W oo

(CARGO, Centre de Référence pour les Affections Rares en
Génétique Ophtalmologique). The study protocol had been
approved by our Institutional Review Board “Comité Protection
des Personnes” (EST IV, N°DC-20142222), and wrilten informed
consent was obtained. Our research complied with the Declaration
of Helsinki. Best corrected visual acuity (BCVA) was assessed
with a retroilluminated decimal Parinaud scale on a Luneau

August 2020 | Volume 11 | Arida 638
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Charts Display L40. Semi-automated kinetic visual fields were
performed with the Octopus 900 perimeler (Haag-Streit
International, Wedel, Germany). Color vision was assessed with
the Farnsworth Panel D-15 color vision cups and Ishihara
plates. Slit lamp and dilated fundus examination were performed
after pupillary dilatation with tropicamide 1%. Full-field ERG
testing was performed with a modified version of the International
Society for Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV) protocol
under scotopic and photopic lighting conditions using Diagnosys
LLC (Lowell, MA, US) device. Both spectral domain OCT and
fundus autofluorescence images were acquired using the Spectralis
HRA + OCT unit (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany).

As well as ophthalmological assessmenl, the patient also
underwent audiological and general physical examinations
including height and weight with body mass index calculation,
pure tone audiograms and review by an olologist, and renal
and endocrine assessment by a pgeneral physician with
measurement of serum wurea and creatinine levels, renal
echography, fasting glucose and HBAIC levels. Blood samples
were obtained using standard venepuncture techniques after
an overnight fasL

Targeted Exome Sequencing

High throughput sequencing of the patients sample was
performed on the Ton Torrent PGM (Thermofisher) according
to the manufacturer’s protocols. DNA libraries were constructed
using the HaloPlex Tarpet Enrichment system (Agilent
Technologies, version 10.5). The libraries were barcoded using
HaloPlex 10N Barcodes (Agilent Technologies) and then pooled
by eight samples. Emulsion PCR was performed on the lon
One Touch 2 system (Life Technologies) and the emulsion
PCR products enriched on the One Touch 2 Enrichment System
using the lon PGM Template (12-200 kil (Life Technologies).

Atypical Honm of Alsincm Syndrome

lon sphere particles (ISP) were enriched using the E/S module,
charged on one lon PGM 316 v2 chips and sequenced with
an lon Torrent PGM in a 200-bp configuration run. With an
ISP loading of 55%, 149 Mb were produced in tolal out of
1,264,061 reads, with a median length of 116 bp, of which
12.3 Mb could be used for our palient. Sequencing data were
analyzed by the Torrent Suile Software v4.2.1 with alignment
to the reference human genome (GRCh37/hgl?) and base
calling. Varianl annotation and ranking were performed by
VaRank (Geoffroy et al, 2015) configured with the Alamut
batch software (Interaclive Biosoftware, Rouen, France). Filtering
criteria were applied to identify the disease causing variations,
including: (1} removing variants with an allele frequency >1%
in public variation databases, such as the 1000 Genomes (The
1000 Genomes Project Consortium et al, 2015) and the ExAC/
gnomAD databases (Lek et al., 2016) or our internal patient
database (350 samples); (2) removing variants in 5 and 3
UTR downstream and wpstream locations, respectively and
synonymous variations without pathogenic prediction of local
splicing effect. ‘The analysis was focused on compound
heterozypous and homozygous variants consistent with a recessive
mode of transmission. Each candidale variations were also
checked using the Inlegrative Genomics Viewer (IGV) sofiware
(Thorvaldsdatlir et al, 2012). The ALMSI nomenclature is
based on the RefSeq ((¥Leary et al, 2016) accession number
NM_015120.4 and the identified variation.

DNA Analysis (PCR and Sequencing)

Sanger sequencing was performed using BigDye Terminator
V1.1 Cycle Sequencing kit on an ABI3500 (Applied Biosystems,
USA}), according lo the manufacturers instructions. Data were
analyzed using SeqPilot (JSI Medical Systems, Germany;
Figure 3). Primers are available in Supplementary Table 2.
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FHGURE 3 | |dentification of wo pathogenic vanalions inALMST. (A) largaled exome sequencing reads abgned io exon 1 and & ol the AlLAST gena, displaying

the twen heatenourygous varniations in K5V {Thorvsldsdolir ef al | 2017). [B) Pedigres of the iamily together with Sanger sequencing of exon 1 and eon 5. A red star
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. 1211C = G {p.Serd47) is de novo.
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Cells and RNA Extraction

Total RNA and proteins were obtained from dermal fibroblasts
following skin biopsy. RNA was prepared from the cells using
a RiboPure kit followed by a DNAse treatment with the TURBO
DNA-free. Reverse transcription of 1 pg total RNA to cDNA
was performed using the BioRad iScript™ cDNA Synthesis Kit
(#170-8891, BioRad, USA).

RNA Quantification (RT-gPCR)

'The qPCR reactions were prepared using the iQ SYBR Green
Supermix (#170-8886, BioRad) according to the manufacturer’s
instructions using 2 pl of cDNA. Reactions were set up in
triplicate (three seperate controls and three separate DNA
extractions for the patient). The cycling parameters were as
follows: 95°C for 5 min, 45 cycles of 95°C for 15 s, and 60°C

Atypscal boem of Alstrom Syndrame

for 35 s, followed by the generation of melt curves by heating
in 0.5°C increments (5 s/step) for the lemperature range 65-95°C.
Gene expression levels were quantified relative to the reference
genes GAPDH and HPRT using the efficiency-corrected comparative
cyde threshold (C,) method using the CFX Manager Software
V.1.5 (BioRad). Primers are available in Supplementary Table 2.

RNA Sequencing

‘Three sets of primers (1F-6R for amplicon 1, AllelelF-6R for
amplicon 2, and 1F-Allele5R for amplicon 3) were designed from
a cDNA sequence according to the RefSeq identifier NM_015120.4
using the Primer3 software' (Figure 4; Supplementary Table 2).
PCR reactions were carried out using 50 ng of cDNA, the Taq
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{Amplicon 1). The primers targeting each variation are highlighted in blue and red (Supplementary Table 2). (B) Real-time quanlitative polymerase chain reaction
analysis from three technical replicates of 8.1 and three controls Bbroblasts showed a highly reducad refalive expression levels of ALMST fnormalized against
GAPDH). (C) Hectrophoresis gals and the comesponding sequances for the three amplicons are shown. Gels are labeled as following: |, Ladder; P1, Pafient; WT,
wild type controk and NTC, no template control. A single band in each gel and no band in the control for each allele specific {amplicon 2 and 3) demonstrate the
specificity of the ampliications. When both variations are on distinct alleles as shown here, each sequence is normal with respect to the other variation.

Frontiars in Genelics | www.irontiensin.org

Auogust 2020 | Volume 11 | Aricle 938



Mensing et ol

DNA polymerase (Sigma-Aldrich D4545-5KU), a PCR mix 5X
containing a PCR Buffer 10x (100 mM tris-HCl, pH 8.3, 500 mM
KL}, a solution of MgCl, (25 mM), and the four dNTP (200 pM}.
PCR conditions were as follow: denaturation at 95°C for 3 min
followed by 35 cycles at 94°C for 30 s 72°C for 30 5 and a
final extension of 10 min at 72°C.

The PCR-amplified products underwent electrophoresis on
a 1.5% aparose gel. The PCR fragments were purified using
the AcroPrep™ 96 Filler Plate 350 pl (Pall Corporation) and
sequencing performed by Eurofins Genomics using primers
(5F, 4R, and 3R; Figure 4; Supplementary Table 2). Sequenced
products were then compared with the ALMS] transcripl
(NM_015120.4) using BioEdit® software and SegScape Sofware
(Applied Biosystems).

RESULTS

High throughoul sequencing of a panel of 31 ciliopathy genes
incduding ALMSI (Redin et al. 2012) revealed compound
heterozygosity with the identification of two novel rare nonsense
variations in the ALMS1 gene (Figure 3A). The two pathogenic
varialions indude a C > T substitfulion al nucleolide 286 in
exon 1, and a C > G substitution at nucleotide 1,211 in exon
5, resulting, respectively in the replacement of glulamine al
position 26 and serine at position 404 by premature stop codons
(c[286C > T(N21C > G} p[(GlnS6")(;)(Serdd47]). Family
co-segregation studies confirmed the paternal heritance of the
c286C > T (p.(GIn96")) but no variation could be observed in
the mothers DNA, suggesting that the c.1211C > G (p.(Ser404"))
was a de novo variation (Figure 3B). However, one cannol exclude
a possible de nove occurrence on the paternal allele, especially
in Lhe context of an unusually mild phenotype. Thus, to confirm
the potential consequences of the nonsense variants to the patient’s
disease, we showed a highly reduced level of ALMSI RNA level
(Figure 4B) and demonstrated the biallelic status of the variations
using two allele-specific PCR reactions on the patients cDNA
({Figure 4A)}, confirming that both ALMSI pathogenic variants
were indeed in trans (Figure 4C). Both variations have never
been reported in previous studies (HGMD 2020.1; Stenson et al.,
2012), however the c286( > T is listed in ClinVar under the
following identifier RCV0D0672767.1 (Landrum el al, 2018).

DISCUSSION

ALMS is a multisystemic autosomal recessive disorder associated
with retinal dystrophy of the cone-rod type and severe early
onset visual impairment (Marshall et al, 2005 Nasser et al,
2018). Visual symptoms are often the first manifestation of the
disease with nystagmus and photophobia in infancy or rarely in
the pre-school years (Marshall et al, 2005 Nasser et al, 2018).
Owur proband presented with early-onsel cardiomyopathy, associated
with ALMS in 62% of cases, but normally accompanied or closely
followed by the development of visual impairment and a cone-rod
dystrophy, pointing loward the diagnosis (Marshall et al, 2005).
In this case, the late onset of visual symploms, aged 6 was
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unusual as early-onset visual difficulties have been reported
universal in ALMS (Russell Egpitt et al, 1998; Marshall et al,
2005; Xu et al, 2006; Nasser et al, 2018). In the largest reported
series of ALMS-related phenotypes (182 cases; Marshall et al,
2005), 98% of patients developed nystagmus and photophobia
during the first year of life, with all patients in the series legally
blind by the age of 15 (Marshall el al, 2005). However, variability
in the severily of the ocular manifestations of ALMS has previously
been described (Malm el al, 2008; MNasser el al, 2018). Malm
and collaborators reported a patient with a mild ophthalmic
phenotype who, aged 10, still had near-normal looking vessels
and optic discs, diminished pigmentation of the fundus and visual
fields with normal peripheral limits (Malm et al, 200¢). However,
in this mild case, both cone and rod function was mildly reduced
upon ERG tesling. A milder ophthalmic phenotype was also
reported in a 26-year old female (Masser et al, 2018) diagnosed
with achromatopsia in infancy due to the presence of nystagmus
and photophobia at birth, who demonstrated residual vision
(20/640 and 20/800, right and left eyes, respectively) in her
mid-20s with visual field constriction in the left eye io 20-45
degrees and a remaining crescent of paracentral visual field in
the right eye (Nasser el al, 2018). Weiss et al. (2019) also reported
a late presentation in a child presenting age 6 with nyslagmus
and impaired vision diagnosed with Leber Congenital Amaurosis.
The child developed syslemic features of AILMS (obesity,
hypothyroidism, elevated transaminase levels, fatty liver, and
acanthosis nigricans) in adolescence, confirming the importance
of large-scale penotyping screening (Weiss et al, 2019).

However, while variability in fundus appearance and retinal
funclion assessed by serial ERGs has also been described
(Tremblay el al, 1993; Russell-Eggitt et al. 1998; Van den
Abeele et al, 2001; Marshall et al, 2005; Malm et al, 2008),
the presence of an exclusive cone dystrophy with complete
preservation of rod function upon ERG testing in the early
teenage years, as in our case, has, 10 our knowledge, not been
previously reported.

The extent and progression of cone-rod dystrophy is an
important prognostic feature for the quality of life of ALMS
patients, and whilst the full-field ERG may be quite similar
to cone-rod dystrophies of other types, the progression of the
retinal dystrophy in ALMS is usually very rapid (Russell-Eggitt
et al., 1998; Van den Abeele et al, 2001}, which has not been
the case in our proband. CQur case reinforces thal the visual
outcomes may vary considerably in ALMS.

In addition lo the lale presentation of first ophthalmic
features aged 6, and presence of an exclusive cone dystrophy,
our patient also had neither obesity nor insulin resistancef
diabetes type 2 (Marshall et al, 2005). Childhood obesily is
presenl in over 95% of individuals with ALMS with
hyperinsulinemia in 92% of cases appearing in early childhood
Progression to type 2 diabetes mellitus has been reported in
£2% of those older than 16 years (Marshall et al, 2005).

The classical association of ALMS with hypokinetic
cardiomyopathy was present, occurring aged 1 month and resulting
in stable left ventricular hypertrophy as a consequence. Fortunately,
the episode proved non-progressive and withoul functional
consequences, however, she remained on 5 mg of enalapril
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Hypokinetic cardiomyopathy is a well know feature of ALMS,
with highly variable long-term clinical consequences {Makaryus
elal., 2007). In a case series, dilated cardiomyopathy was reported
in 62% of patients, with 43% of cases occurring in infancy (age
1 week-16 months; Marshall et al, 2005). In some patients,
the infantile cardiomyopathy may be reversible with treatment,
but a risk of recurrence remains (Marshall et al., 2005; Makaryus
et al, 2007). Qur patient also had mild bilateral sensorineural,
predominantly high-frequency, hearing impairment evolving
throughout childhood. Hearing loss is reported in 89% of patients
wilh a mean age of onsel of 5 years (Marshall et al, 2005).
Other atypical presentations of ALMS have been reported and
include a case of putative isolated cardiomyopathy in a 2-month
old child followed up until the age of 4.5 months (Merakh and
Ranganath, 2019). The infant did, however, develop significant
weight gain (>95th centile; +3 SD) in the short follow up period
{up to 4.5 months) and no formal visual assessments were
conducted (Nerakh and Ranganath, 2019).

In this case, molecular analysis confirmed two novel compound
heteroeypous  truncating  variations in  ALMSI.  Compound
heterceyposity and  truncating variations are well described in
ALMS, with many affected individuals displaying variations through
exons § (25%), 10 (27%), and 16 (41%; Aliferis et al, 2012; Marshall
et al, 2013). The majority (96%) of the variations are nonsense
or frameshifl varialions (insertions or deletions) leading lo premature
stop codons producing a truncated protein, or no protein at all
(Marshall el al, 2015 Astufi et al, 20017; Chen et al, 2017)
We highlight that nonsense-mediated decay (NMD) is likely to
occur for our variants as both nonsense variants fall into the
NMD-compelent regions (NMD+) according to NMDEscPredictor
(Coban-Akdemir et al, 2018), a finding corroborated by the very
low amount of RNA identified in the patients cells.

Given the mild phenotype, one could question whether,
although unlikely, the second variation (c.1211C > GG, p.Serd404)
that appeared de nove could have arisen on the same allele
as the first variation. We thus worked on the patient’s fibroblasts
and demonstrated the biallelic status of the two variations
using allele-specific amplifications. To our knowledge, this is
the first description of a de nove pathogenic variation in ALMSI.
De novo variants contributing to autosomal recessive diseases
are rare, as highlighted by large scale studies of whole exomes
on more than 5,000 cases with developmental diseases. These
studies did not report a single de rovo variation contributing
to a recessive condition, despite reporting more than 400
autosomal recessive molecular diagnoses (Yang et al, 2014
Retterer el al, 2016} Black et al (2016) recommended the
reporting of de nove variations in autosomal recessive disease,
as he uncovered two unrelated cases of an autosomal recessive
disorder caused by the combination of one de nove and one
inherited varianl in a small series of nine families with severe
fetal malformation (Black et al., 2016). According to the literature,
the human de nove mutation rale ranges from 1.0 to 1.8 x 10*
per nucleotide per generation, leading to <90 de nove variants
per genome among the 4-5 million varianis identified by WGS
{for review, see Acunz-Hidalgo et al, 2016). The rate increases
with paternal age, and 80% of de nove variants are of palernal
origin. In our case however, the de mowo nonsense variant
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occurred on the malernal allele and the mothers age al
conception was 32. The finding of a de movo variant contributing
to ALMS in our proband has important implication for genetic
counseling, since a clinical diagnosis of ALMS carries a reported
recurrence risk of 25%. However, in this case because one of
the causative variants arose de nove, the recurrence risk is
markedly reduced, with significant implications for future
reproductive decisions. A small finite risk remains, however,
owing to the possibility of germ-line mosaicism in the father/
mother. Recurrence risks given by clinical peneticists in such
cases are generally staled around 1%. However, one musl remain
cautious as depending on the gene or disease, parental permline
maosaicism levels may be much higher ranging from 5% to as
high as 15% (Veltman and Brunner, 2012; Myers et al., 2018).

Owr analyses confirmed the biallelic status of the variations
in the context of a mild phenotype. To date, contributing
factors to phenotypic variability in ALMS remain largely
unexplored and may include the presence of modifier alleles
and the influence of epigenetic andfor environmental factors.
The lifespan of patients with ALMS may not exceed 40 years
(Aliferis et al, 2012}, however early diagnosis and intervention
can moderate the progression of some of the disease phenotypes
and improve longevity and quality of life for patients.

CONCLUSION

In this unusual presentation of ALMS, we identified two novel
pathogenic variations in ALMSI that contribute lo the high
varialion load within this gene. This specific case highlighis
both the genetic and phenotypic variability in ALMS, with an
unusually mild retinal dystrophy of the exclusive cone type,
a mild cardiac phenotype with absence of endocrine
abnormafities, and the presence of a de novo variation, a
polentially largely overlooked finding in recessive diseases.
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1 | INTRODUCTION

Eardet-Bi=d syndrome [EBS; MBAE 208900} iz & rars sutosomal
recessive cliopathy affecting 17150000 live baths in northern
Eurocpean populations® to 1413500 live barths in high conssnguineows
|:||:||:|.|Ia!.'ht:|r||sh= it varmhly associstes retinitis pigmentosa (RPL polydlac-
ivly, renal anomalies, cbesity, copnities impasment and hyp-
azonadism. The cihopathy phenotype ranges from noo-syndromac
farms (=g, =olated RP), to pleiotropic conditions such az BES ar
Meckel Grubsr syndrome [MES, MIME 249000} rendering the diag-
nosik relatively difficeh 1o establish. To dat=, 34 zenes have besn
mvalved in BBS explaining the genetic and phenclypic heterogensity
of thiz disorder>*

ARLAFEESI—a pe=ne coding for a 15&-amino acid GTPaz=—
alucidates s limited fraction of BES patents I:I‘i&'he amd wery rare cases
of molated RP,” Dby a few pathopenic ARLA/BES 2 varisnts hawve besn
reparisd umtil now and in 2012, owr group described A wvariant of
unknown sipmificance in ARLE/EESZ [NM_DZ21464:c 5356 = A, o
thspl .'l";‘ﬂ\.sn};'.= In thes study, we report eight additional famifies sexre-
cating and cefining & founder effect for this vanant in Lo Réundon
Island, together with functional evid=nce of the vansnt pathogenicity.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Subjects

‘Written miormed consent was obtained from each pariscpant andfar
his parents when necessary. The study protocol has been apgroved
by our Insttutions Review Bomsed [(Comilé de Prodection des
Personnes.” EST IV, N°DC-20142222) and complies with the Declara-
tiam of Helsimki. In our local cohert of BBS patients, 20 individusls
niaties from Lo Réurdon lskand were investigated.

2.2 | Genetic analysis

Genpmic OMNA was extracted from peripheral blocd leukocoytes wsing
the Gliamgp DMA mini kit (DLGEN, Gesmany) accoeding to the man-
ufacturer's instructions. Following the French dagnastic recommen-
dations I'hI.I:pc:'.".u"=||r||:|:.l'n.frl-.""‘| high-throughput seguencng (HTS) of
58 :\en::a was performed after a negative sor=ening for the recirrent
EE51 anmd BESI0 pathopsnic varations [ 1169 T = G and ¢ 27 1dupT,
respectvely) (Tables 51 and 52).

cDMA from patients fibrablasis (F-0.1Y and controd indiveduals
wers phisinad from shin biopsi=s sz previously described *? RMA was
reverse-transcribed using random primers (SuperScript 1l Reverse
Transcriptass, lnwitrag=n].

Sanger s=guencing was periormed usmg BigDwve Terminator
W11 Cycle Seguencimg kit on an AB[E3S00 (Apphed Biosoysi=ms)
sccarding to the manufacturer's insiructions. Data were analyzed
wusing SeqPilot [J58 Medical Systems, Germany). Prmers ars avadshle
i Tahle 52.

JeE wiLey-Lw

SMP array and estimation of the age of the
e

Sin individusls carrying the ARLS/BES3 pathogenic wariant and
3% inoninformative] controls were penotyped on 251 2E% S5MPs using
the IBurmina Beadchip Array Human Cyto SMP-12 V21 [Bumina] and
anakyzed psing PLINK v1.07.% The data ==t was pruned according to
the recommended PLINE sivatepy baving out 33 433 SMPs (missing
zenptype =001 and minor alled= frequency = 005 Homozyzous
repians were investipaied with a window of 2000 kb contsming at
Frazi 300 SMNPs. The HapMap Il data set was used ac & reference
genetic distance. The shared homooyzous regsons (Table 543 were
wsed o estimate the distance to the last comman ancestor hitps'/
shiny wehi.edu.aw/rafehih/ mostion-dating/ L. 27

3 | RESULTS
31 | Screening of BBS patients from La Réunion
Island

Among the 0 suspected EBS patienis from 16 families originating
from Lo Réumion lsksnd, 45% (13 indwiduals from 9 families) carried
Bizllefic pathopenic EES variants, The remaming patients (7 mdividuals
from 7 famili=s] did not pressnd amy pathopenic verations. One
F-month old patient. presenting only with poledactvhy and kidney mal-
formation, was compound heterozypous for pathaogenic varations in
EES30 (cfETLinsTLIID1AT » &), plCys?1Leufs SkValzZRaspl])
(Fammdy |, Data 51} Surprismghly 12 patienis {from eight Families) car-
ri=d the same homozyzous warant in ARLEVBES? [c535C = A, o
{Asp1798sn)] [Figure 141 Cosegregation analysiz has been socoscs-
fully performed for family members C-1L1, C-102, F-AOLE, G-8.5 G-1L8,
and -ILE [Figure 1EB). ASLSB853-pocitive individuals were, 3 fo
47 years cbd, and all pres=nt=d with a typical EBS phenotype including
RP [11/12 indiniduals), obesty (10012), polvdactyly (B/12, moheding
2 with meso-acial polydsctyly]l and  |leaming  deabilities (8512}
{Table 11. Remal insufficiency was press=nd @ two individuals. Hyp-
aganadizm was not reported. Four individuals had type 2 diabetes
and hyperiension.

32 |
variation

Pathogenicity of the ARLG/BBS3 ¢.535G » A

Being cne of the shariest BES pene=s, anly 21 pathagenic variants
have been reported in A5LE/885] mcleding 2 nonsenses. 3 splice-site,
11 missenses and 5 larps deletions [Figpure 2ZAE and Table 55).
The ARLE/BES2 c.5350G = & wariant is predicted o replsos an aspar-
iate with an asparagine at position 177 (p.[&sp1 7 P4=n]]. According io
the Grantham detance, the smno sod changs = mild, but m =@co
anakesiz based on evolutionary data are in favor of the pathogeniciky
af thizs miss=rse although ot consistent with =ach other (Table 551
Thiz = alss consisi=nt with the modersie ssguence conservation
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FIGURE 1 Pedizresof the famili=s and analysiz of the ARLSVBES2 ¢ 535G = & variant. &, Pedizress of the nine reported famd@i=s (& 1o 1) from
Lo Reunion kland. G-1.2 and &-1.5 are cowsins [£) Available samples are highfizhted with a . B, Sanger ssquencing sxamples for healthy
heterozyeous carrier (F-1.1) and affect=d homorygous case (F-11.1} are shown. C. Sanger s=guencing of the cOMNA betwesn =xon Zand ?im a
haslify contred (right side) and i one affect=d ndividual {F-11.1} l=ft sid=) [Colour fizure can be viewed 31 wileyanlinelibrsry. com]

abs=rved (Figure 201 Analysis of the AALATBESI prodein struciure
reveslks that mast of the missenses {579) are located in the central
frsheet while, 8spl79 iz located at the =nd of a-helix 5, anented out-
sicde of the structs= snd on the opposite side of the int=raction with
EB51 |Figure 200,

Additionally, bewmg the lasi base of exon B and ziven the n silica
predictions {Tabls 56), an effect an the donor splice site was consid-
=red and canfirmed by mRMA analysis (F-IL1} l=ading to the total skip-
ping of =<xon § from ABLS/EESE [Figure 1C). Thers=for=, the HGWS
nomenclature was vpdated to NM_032146 S{ARLE) 5355 = A,
rd450_535del, p|Cys160°F ard the wvariant redsssified as class
5 (pathopenich

33 | Foundereffect in La Réumion Island

The ideptification of the ssme homaoryvzous varation i 12 mdividusks
strongly suzpesis a founder effect.. Genotyping of sx of them using
SMP arrays reveslsd several farre homozvpous repioms on chirceno-
some 3 franging from 4.B-47 Mb). The minimal amcestral s=gment
wdeniified by descent represents 1.8 Mb (Table 54, The sstimation of

the most recent comemon ancestor ape was -7.9 (4.5-14. 71 m=me=ra-
tans with a confid=nce coefiicient at 095, This was confemad by the
reconstruction of Lo Réunion Island genealory that identified a2 com-
man ancestor couple married in 1752 [Figore 51

4 | DISCUSSION

Simnce the first description of the AQLS/BEET ¢ 535G » A wariant at the
hei=rozveouws state ;2 suspecied BBS patrent from Lo Bewnion Island
origin,® we accumulated additional evidence 1o further consider this
wariant as a causative dass- 5 variant. We have cobected data from
eight famides with 17 affected patienis, af at the homozyvgous siate
supporting replication of this varant, Functional studiess using skin
Frobiasts from patient F-1L1 revesled the splicing =ffect of this van-
=nt with total skopping of =xon 8.

The topography of Lo Beundon leland &= a peretic izolate and s
anigu= history of ssttlement allowing sccess to the entire zenealogy
af the mhebitants are particubsrly favorable (o the emergenos and
study of recessive diseases as described in the Fryms symdrome ar
congenital desfresc ** Our study is the first description of BES
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FIGURE 2 ARLAEBSI zenes and protein strecture. A Schematic of ARLESERSE gene and, B, protein including kricwn pathopenic waristions.
Wariations i italic have s splce effect. Large deletions are deplayved a5 barizontsd lines. C, Mubiple sequence aliznments of ARLE/EBST protens
fram different metazoan species. D, Structure of ARLSSBEES2 {PDEAVIM, cham Alis shown i zreen, BES1 o pale arang=, GTP as gray sticks
and e ac mray ball. Known missense variations are dispiayed in biue sticks/cpheres and the pAspl 794:n in orange sticks spheres [Caloor
Fzure can be viewed at wilevonlinelibrary.com]

patents fram Lo Reunion |sland, giving us the opportunity io esti-
mate Bs prevalence betwesn - 17853000 and - 1568000 (nchuding
canfirmed and nonconfirmed sffecied cazac) 'We slso demonsirated
the founder effect of the BEE37ARLS £ 5355 = & variant in this pop-
ulation and estimated s appearance -5 peneraticns (200 vears) apo.
Albeit the =wxact distribution and freguency of the aforemensioned

renetic counseling and i=cting among mdividesls from Le Réunion
Island.
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Population based screening

Any known founder variant
BBS1, BBS2, ARL6/BBS3, BBSY, BBS10

Initial postnatal screening Initial prenatal screening

BBS1: exon 12 (c.1169T>G, p.M390R) BBSI1: exon 12 (c.1169T>G, p.M390R)

BBS10: exon 2 (c.271dupT, p.C91Lfs*5) BBS10: exon 1 (c.145C>T, p.R49W)
exon 2 (c.271dupT, p.C91Lfs*5)

BBS12: whole gene

l ' l

2 pathogenic 1 pathogenic No pathogenic
variations variation variation

b |

Results to M390R
—— = Targeted HTS

clinician

SVAF Whole gene
duplex sequencing

2 pathogenic 0/1 pathogenic

variations variation
nd l l
2" variation N? 2. —
variation Resultsto  WES or WGS

l l clinician

Resultsto  WES or WGS
clinician

Annexe 5 : Arbre décisionnel du diagnostic moléculaire du BBS au sein du laboratoire de diagnostic
génétique (HUS).
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RESUME :

Introduction : Les ciliopathies sont des maladies génétiques rares résultant d’un
dysfonctionnement des cils primaires ou motiles. Leur mode de transmission est
principalement autosomique récessif avec une contribution allélique biparentale. Cependant,
des évenements génétiques plus rares peuvent étre rencontrés et complexifier le diagnostic
moléculaire ou modifier la stratégie diagnostique utilisée au sein du laboratoire.

Matériels et Méthodes : Exploration moléculaire (séquencage Sanger, a haut débit, puces a
ADN...) de la cohorte strasbourgeoise de patients atteints de ciliopathies (HUS).

Résultats : Dans cette cohorte de 899 patients, le taux diagnostique du syndrome de Bardet-
Biedl (BBS) est de 53% et de 82% pour le syndrome d’Alstréom (AS). Une disomie uniparentale
(UDP) a été identifiée chez 0,5% (n=2/377) a 1% (n=2/193) des BBS selon que la ségrégation
familiale ait été faite ou non. De la méme fagon, les UPD représentent 2% (n=1/50) a 3%
(n=1/34) des diagnostiques d’AS. Les variants de novo représentent 0,5% (n=2/377) a 1%
(n=2/193) des diagnostiques de BBS et 6% (n=3/50) a 9% (n=3/34) des diagnostiques d’AS.
Par ailleurs, I'analyse d’une cohorte de patients BBS issus de |'lle de la Réunion (8 familles, 10
cas) a permis de mettre en évidence un effet fondateur dans le gene ARL6/BBS3 liés au variant
NM_032146.4:c.535G>A. Notre analyse fonctionnelle a permis de confirmer I'effet du variant
(défaut d’épissage de I’'exon 8). La confrontation des données moléculaires et de la généalogie
de I'lle nous a permis de confirmer |’age d’apparition de la mutation et identifier le couple
ancestral en 1752.

Conclusion : L'étude de cette cohorte a ainsi permis de révéler une prévalence non
négligeable d’évenements génétiques considérés comme exceptionnels. La connaissance de
ces valeurs doit nous sensibiliser a ces situations lors du rendu des analyses génétiques et
alerter sur I'importance de I'analyse parentale associée. La connaissance de la présence d’une
UPD ou d’un variant de novo permet de préciser le conseil génétique et notamment la
diminution du risque de récurrence de la maladie lors d’une prochaine grossesse. Enfin, la
démonstration d’un effet fondateur dans le géne ARL6/BBS3 a permis une révision de la
stratégie diagnostique du laboratoire.
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