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Importance des nouvelles technologies
de génétique dans la médecine
d’aujourd’hui et de demain

Plusieurs nouvelles technologies de génétique sont apparues ces derniéres années. Initialement
utilisées par les chercheurs, celles-ci sont progressivement transposées a I’analyse de routine pour la clinique.
Deux de ces nouvelles technologies sont discutées dans cet article du fait dela modification du monde médical
qu’elles vont entrainer.

Lapremiére,déjaenapplicationensemi-routine pourle patient,correspond auxpucesa ADN. Cette technologie
permet soit de rechercher des anomalies chromosomiques de trés petite taille (avec un niveau de résolution
jusqu’a 100fois meilleur que le caryotype classique), soit de rechercher des facteurs de susceptibilités pour
des maladies fréquentes.

La deuxiéme, encore au stade de la recherche, correspond au séquencage trés haut débit, dit de nouvelle
génération. Elle permettra, en moins d’'une semaine, de séquencer 'ensemble des génes du patient. Cette
technologie trés prometteuse, tant sur le plan diagnostic que thérapeutique, se heurte a I'interprétation de la
somme faramineuse de données informatiques.

— D. GENEVIEVE

Département de Génétique clinique,

Centre de référence des anomalies
du développement,

CHRU de Montpellier,

Faculté de Médecine
Montpellier-Nimes,
MONTPELLIER.

es dernieéres années ont été

marquées par l’émergence de

nouvelles techniques de géné-
tique moléculaire. Ces nouvelles tech-
niques sont en train de révolutionner
la recherche et, petit a petit, la pratique
de la génétique médicale. La révolu-
tion technique est liée au fait que ces
nouvelles technologies permettent de
réaliser des dizaines de milliers d’ana-
lyses génétiques en une seule mani-
pulation. Cependant, la trés grande
quantité d’informations obtenues rend
obligatoire ’analyse informatique par
des bio-informaticiens.

Cesnouvelles technologies permettent
un meilleur rendement diagnostic,
I’établissement d’un pronostic plus
sUr et permettront trés probablement
une meilleure prise en charge des
patients.

Le grand défi du XXI°siecle pour la
médecine va étre d’organiser I’adapta-
tion de ces nouvelles technologies vers
I’hopital et les patients dans de bonnes
conditions, en particulier en donnant
les moyens nécessaires a la formation
etaurecrutement de bio-informaticiens
qui devront gérer la trés grande masse
de données informatiques générées par
ces nouvelles technologies.

Parmi ces technologies, deux se révélent
d’un intérét particulier: la technologie
dites des puces a ADN et le séquencage
nouvelle génération (next generation
sequencing — NGS).

1. Les puces a ADN

La technique des puces a ADN consiste
en’étude du génome entier grace a1 uti-
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FIG. 1: Représentation schématique du mécanisme de fonctionnement des puces a ADN pour recherche
de microremaniements (a oligonucléotides). Des millions de sondes nucléotidiques (fragments d’ADN),
réparties équitablement sur l'intégralité de 'ADN et donc des chromosomes humains, sont disposées
sur une surface de verre, de silicium ou de plastique: c’est la puce & ADN (ou ARN). LADN (ou I’ARN)
issus de tissu humain est fragmenté, marqué puis hybridé (collé) sur les sondes de la puce & ADN. En
fonction de la quantité de matériel, on observera des trisomies (gain) ou monosomies (perte) de maté-

riel génétique de petite taille.

lisation de sondes spécifiques corres-
pondant a des parties précises de ’ADN
humain (fig. 1). Ces sondes sont réparties
de fagon homogene tout le long de 'ADN
humain. Cette technique ne permet pas
I’étude de tout I’ADN mais uniquement
de fragments fixes déja prédéterminés.

Il existe deux applications directes
de cette technique: la recherche de
microremaniements chromosomique
et I’étude d’association a la recherche
d’éléments de susceptibilité génétique
a des pathologies fréquentes.

Larecherche de microremaniements
chromosomiques

La premiere application sert a recher-
cher une variation dans la quantité
d’ADN d’un patient (recherche de
monosomie ou de trisomie de trés
petite taille, fig. 1). Le terme consacré
est celui de la CGH-array (comparative
genomic hybridization). Le résultat est

comparable a un “super caryotype”. En
effet, larésolution maximale d’un caryo-
type classique (qui est dépendante du
médecin cytogénéticien) est de I’'ordre
de 5 mégabases (5 millions de paires de
bases et, lors des techniques de routine,
le plus souvent cette résolution est de
I’ordre de 10mégabases). La technique
de CGH-array permet une définition
jusqu’a 50000 paires de bases (voire
plus élevée), soit une définition jusqu’a
100 fois meilleure que le caryotype
dit classique. Cette nouvelle méthode
permet donc d’identifier plus d’anoma-
lies chromosomiques qu’avec le caryo-
type standard.

Cette technologie est utilisée dans deux
grandes indications:

>>> Recherche de microremaniements
dans les cancers. Le but est pronostic
et thérapeutique. En fonction du profil
chromosomique de la tumeur (soit en
ARN = profil d’expression, soit en ADN

= profil génétique), il est parfois possible
de déterminer si cette tumeur sera agres-
sive ounon et quel arsenal thérapeutique
devra étre utilisé.

>>> Identification de microremanie-
ments en cytogénétique constitution-
nelle. Il est classiquement convenu
que le caryotype permet d’identifier
I’étiologie d’un retard psychomoteur
syndromique chez un patient (c’est-a-
dire associé a d’autres symptomes tels
que des malformations, une épilep-
sie, des variations morphologiques
mineures du visage, etc.) dans 5 % des
cas (en incluant la trisomie 21) alors
que les puces a ADN permettent d’iden-
tifier une cause jusqu’a 20 a 25 % des
patients (Miller et al., 2010). Ce rende-
ment diagnostic est bien évidemment
fonction de I'indication et de I’expertise
du clinicien qui va en faire la demande
(rendement allantde 5 % a 35 %).

Ce qui va changer:

>>> En cancérologie: la démocratisation
de cette technique permettra un diagnos-
tic et un pronostic de la tumeur “a la
carte” avec I’établissement d’un proto-
cole thérapeutique ciblé spécifique au
patient (Taylor et al., 2010).

>>> En génétique clinique: progressi-
vement, le caryotype classique, dans
certaines indications, sera remplacé par
les puces a ADN (Hochstenbach et al.,
2009). Un réseau national de plate-
formes labellisées par la DHOS pour la
recherche de microremaniements chro-
mosomiques de trés petite taille a été mis
en place afin de proposer cet examen a
la population. Bien évidemment, le cofit
de cet examen reste important, les indi-
cations devront étre mesurées. http://
www.renapa.univ-montp1.fr.

On peut également imaginer que
cet examen pourra, dans un futur
proche, remplacer le caryotype en
anténatal (Wapner et al, 2012). Il est
cependant important de noter que
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I'interprétation des résultats issus de
cette analyse est difficile car, habituel-
lement, on observe 10 a 30variations
par individu. L'attribution de la causa-
lité d’une de ces variations est difficile
et nécessite souvent des vérifications sur
les prélevements des deux parents.

Les études d’association
de I'ensemble du génome

>>>Lautre utilisation des puces a ADN
consiste a étudier I'ensemble du génome
(étude pangénomique), non pas dans sa
variation en quantité d’ADN mais dans
sa variation en information. Ici, le variant
du génome étudié correspond a des bases
nucléotidiques localisées a des endroits
tres précis appelé les single-nucleotide
polymorphisms (SNP) (fig. 2). Un SNP
correspond a un changement d’un seul
nucléotide (par exemple le changement
d’une adénine pour une thymine).
Habituellement, aucune répercussion
pathologique n’est attribuée a ce change-
ment qui est ainsi considéré comme un
polymorphisme. Or, depuis longtemps,
certains polymorphismes peuvent avoir
une répercussion fonctionnelle, non
pathologique, comme pour les enzymes
par exemples qui peuvent fonctionner
a 80 % au lieu de 100 % en fonction
de tel ou tel polymorphisme dans leur
séquence d’ADN.

>>> Lutilisation principale de ces puces
a ADN avec étude des SNP consiste en
I’étude d’association entre les SNP (plus
de 900000 SNP répartis plus ou moins
équitablement tout le long du génome) et
un phénotype normal (4ge de la puberté
et delaménopause par exemple) ou anor-
mal fréquent (obésité, cancers, infarctus
du myocarde, asthme, maladies inflam-
matoires digestives, etc.) dans de grandes
cohortes de patients. Le but est d’étudier si
un variant considéré comme un polymor-
phisme (le fameux SNP) peut étre associé
aun risque accru pour une maladie.

De trés nombreuses publications
ont été faites en utilisant cette étude
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FIG. 2: Représentation schématique du mécanisme de fonctionnement des puces a ADN pour analyse de
liaison (a SNP). Les sondes nucléotidiques collées sur la lame contiennent une information qualitative:
le polymorphisme ou SNP. Le principe consiste a comparer les informations contenues par les SNP et
d’associer ces informations (aprés une étude informatique) a une pathologie ou un signe clinique.

d’association génome entier (genome-
wide association studies [GWAS]). Les
conséquences immédiates sont assez
tenues car, au final, méme sil’associa-
tion statistique est le plus souvent tres
forte, le risque relatif d’avoir une mala-
die associée a ce variant par rapport
a un autre reste faible. Par exemple,
plusieurs auteurs ont pu mettre en
évidence un lien statistique signifi-
catif entre certains polymorphismes
et un risque d’obésité plus élevé chez
ceux qui avaient ces polymorphismes
contre ceux qui ne l’avaient pas (Willer
et al, 2009).

Cependant, I'identification de facteurs
de susceptibilités permet parfois de
mieux comprendre les mécanismes
de la maladie. Par exemple, les études
d’associations génome entier dans les
cancers ont permis d’identifier dans
nombre de cancers différents une varia-
tion commune sur le chromosome 8.
Cette variation se situe proche du géne
MYCN, un géne connu pour son pouvoir
cancérigene. Cette variation dérégule le

géne MYCN et prédispose aux cancers
(Harismendy et Frazer, 2009).

Ce qui va changer:

>>> Alors que ’application immédiate
de cette technologie dans la préven-
tion des maladies fréquentes pour la
population générale n’est pas encore
d’actualité, la possibilité de détermi-
ner les facteurs de prédispositions aux
maladies fréquentes n’a pas échappé
aux industriels. Actuellement, des tests
génétiques a la recherche de facteurs
de prédisposition tous azimuts sont
proposés sur Internet. Le consomma-
teur a la possibilité — sans avis ou pres-
cription médicale — de faire réaliser son
test pour savoir s’il est a risque de tel
ou tel cancer, de maladies cardiovascu-
laires, d’obésité, de démence sénile. Le
consommateur ne sait pas qu’en fonction
de tel ou tel variant identifié, le risque
relatif n’est que tres faible. De méme,
il pourra étre faussement rassuré alors
qu’il présente des facteurs environne-
mentaux tres aggravants. In fine, c’est la



santé du patient qui va étre mise en jeu
du fait de I’absence d’un encadrement
médical adapté.

>>> Enfin, il n’est pas impossible que
les patients consultent avec/pour leurs
résultats de génétique moléculaire
obtenu sur Internet. A charge au clini-
cien d’expliquer des résultats pour
lesquels il n’aura pas été préparé lors de
ses études.

2.Le séquencage trés haut débit

L’apparition sur le marché de séquen-
ceurs dits de nouvelle génération a
entrainé une révolution dans le monde
delagénétique. Le séquencage a tres haut
débit ou massifa déja permis d’identifier
plusieurs genes soit par une approche
novatrice (séquengage de tous les exons
de tous les génes sur tous les chromo-
somes, fig. 3), soit avec une approche
classique de cartographie de génes afin
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de gagner du temps (séquengage d’'un
chromosome entier ou d’un fragment
de chromosome).

Séquencage de tous les exons
(exome sequencing)

Cette technique trés récente permet de
séquencer en une seule fois une treés
grande quantité de matériel génétique.
Par exemple, il est possible d’étudier en
une seule expérience toutes les régions
codantes et régulatrices de ’ensemble
des génes d’un individu, ce qui était
irréalisable jusqu’a présent en dehors
de treés grands groupes industriels ou de
recherche, et ce dans un laps de temps
bien plus conséquent.

Le principe consiste en un séquencgage
de tous les génes dans leurs globalités
(exons, introns et séquences codantes)
chez 3 ou 4 individus avec la méme
maladie. Toutes les anomalies sont
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F1G. 3 : Principe du séquencage massif type “exome sequencing”. Léchantillon d’ADN est séquencé dans sa
quasi globalité. Les milliers d’anomalies observées sont comparées aux données de la littérature par bio-
informatique. Les anomalies non retrouvées dans la population générale et communes aux patients (c’est-
a-dire dans le méme géne) sont sélectionnées. Le géne candidats est alors “éprouvé” par I'étude d’autres

patients avec la méme maladie.

ensuite étudiées bio-informatiquement.
L'identification d’anomalies présentes
chez tous les patients et non retrouvées
chezlesindividus sains (base de données
informatique internationale) permet de
déterminer un ou plusieurs génes candi-
dats. Ce ou ces génes sont ensuite étudiés
chez d’autres patients avec laméme mala-
die pour confirmation de leur causalité.

Cette technique a permis d’identifier de
nombreux génes de maladie génétique
rare, avec trés peu de patients atteints
a travers le monde, alors que les autres
stratégies d’identification de genes n’en
étaient pas capables (Ng et al. 2010).

Séquencage massif d’'une région ou
d’un chromosome : séquencage ciblé

La technique de séquencgage a trés haut
débit ou massif peut étre utilisée pour
étudier un fragment ou un chromosome
entier. Par exemple, en cas de maladies
génétiques liées au chromosome X, il
n’est pas nécessaire d’étudier les autres
génes situés sur les autres chromosomes
(Shoubridge et al. 2010).

Ce qui va changer:

>>> Il sera bient6t possible de réaliser
le séquencage de ’ensemble des génes
(voire du génome) d’un individu dans
la semaine.

>>> Cependant, aucune structure hospi-
taliere (et de recherche) en France n’est
capable de traiter les données informa-
tiques massives délivrées par cette tech-
nique. La création d'une nouvelle filiere
de paramédicaux— les bio-informati-
ciens — est urgente afin de faire face a
I’arrivée imminente de ces technologies
dans le monde médical.

Conclusion

Ces deux nouvelles technologies permet-
tront une avancée sans précédent pourle
diagnostic et le pronostic des maladies.
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On imagine plusieurs cas de figure:

>>> A visée diagnostique en postnatal.
Dans le cadre des maladies rare, il n’est
pas inhabituel de passer plusieurs
années sans identifier le diagnostic du
patient. L'utilisation conjointe des puces
a ADN avec le NGS permettrait de faire
un diagnostic rapide dans certaines
conditions.

>>> A visée diagnostique en prénatal.
Ces techniques permettront d’identi-
fier davantage de maladies génétiques
responsables de handicaps lourds que
les techniques actuelles de prénatal.
Cependant, la mise en ceuvre de ces
nouvelles méthodes permettra égale-
ment d’identifier de nombreuses mala-
dies génétiques non éligibles pour une
interruption médicale au regard de la
loi frangaise. Il sera alors nécessaire
d’avoir une grande prudence quant a
I’indication des interruptions médi-
cales de grossesse. Il sera également
nécessaire de définir au préalable, a

I’examen et en accord avec le patient,
quelles seront les informations qui
devront étre données. Comment, par
exemple, devrons-nous gérer I’identi-
fication de mutations dans des génes
prédisposant aux cancers alors qu’ils
ne sont pas connus de la famille ?

>>> A visée diagnostique et pronostique
en cancérologie. L'identification de
variants spécifiques permettra d’avoir
un profil d’agressivité et de réponse
thérapeutique de la tumeur cancéreuse.
Un traitement spécifique “a la carte”
pourra alors étre proposé au patient avec
I’espoir d’un bien meilleur pronostic et
de moindres effets secondaires.
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