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I Revues géeneérales

Outils du diagnostic génétique:
gu’avons-nous a notre disposition?

RESUME : La discipline de génétique médicale a été révolutionnée par I’émergence, a partir de 2008,
des techniques de séquencage a haut débit. Ces techniques permettent de séquencer soit des
panels de plusieurs centaines de génes, soit la totalité des séquences codantes des 20000 genes
du génome humain (séquencage d’exome), soit méme la totalité du génome. On a ainsi découvert
I’extréme diversité interindividuelle du génome humain a l'origine de la complexité de la démarche
visant a identifier, parmi les milliers de variants du génome, celui ou ceux qui sont a I’origine d’une

maladie génétique.

Les outils du diagnostic génétique ont deux champs d’application majeurs: les maladies dites rares
dont ils permettent le diagnostic, la prévention (diagnostic prénatal) et parfois le traitement (“essais
thérapeutiques”), et les cancers dont ils fixent le pronostic, assurent le théranostic (orientation du

choix thérapeutique) et le suivi.
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Histoire de la génétique
médicale

Que de chemin parcouru depuis le
milieu du xx® siecle! Sans entrer dans les
détails de la formidable épopée du dia-
gnostic moléculaire des maladies géné-
tiques constitutionnelles (maladies dites
“rares”) et somatiques (cancers...) [1],
quelques dates phares sont a mettre en
exergue (fig. 1). Aumoment ot les débats
sur les tests génétiques ont envahi les
médias, on a du mal a concevoir que
la structure de I’acide désoxyribonu-
cléique (ADN), molécule hélicoidale
double brin, a été élucidée il y a moins
de 70 ans (1953) [2].

Peu de temps apres, la mise en ceuvre
d’une technique innovante, le caryo-
type, a permis a une équipe francaise
de mettre en évidence pour la pre-
miere fois une anomalie génétique a
I’origine d’une maladie jusqu’alors
connue sous lenom de “mongolisme”, &
savoir I’existence d’un chromosome 21

surnuméraire (trisomie 21) [3]. S’en est
suivie la description d’autres aneuploi-
dies (trisomies 13, 18...) mais également,
au niveau infra-chromosomique, de
réarrangements — délétions, insertions,
inversions, translocations... — structu-
rant ainsi la discipline de cytogénétique,
volontiers désignée aujourd’hui sous le
vocable de “génétique chromosomique”.

Il est vite apparu que le niveau de résolu-
tion du caryotype (quelques mégabases
ou millions de paires de bases) était
insuffisant pour donner acces a la plu-
part des anomalies génétiques. Cette
limitation a été surmontée grace a I’ave-
nement quasi simultané (1975) de 2 tech-
niques, le Southern blot et le séquencage
d’ADN.

Le Southern blot (fig. 2) a permis de
visualiser des réarrangements de taille
bien inférieure (quelques centaines de
paires de bases) a celle des réarrange-
ments détectés par caryotype, voire des
micro-réarrangements (quelques paires
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Fig. 1: Quelques dates clés de Uhistoire de la génétique médicale. CGH array: hybridation génomique comparative sur puce a ADN.
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Fig. 2: Représentation schématique de la procédure de Southern blot. Le Southern blot demeure la méthode de référence pour le diagnostic des maladies a grandes
expansions de triplets instables telles que le syndrome de fragilité du chromosome X ou la maladie de Steinert. L'autoradiogramme montre l'expansion de triplets
CTG du géne DMPK chez une femme et son fils atteints de myotonie de Steinert. Chacun des individus testés posséde 2 alléles de taille différente (1 alléle maternel et
1 allele paternel), reflets du polymorphisme (variabilité) du nombre de triplets CTG dans la population générale. La différence de taille des alléles mutés entre la mére

et son fils est le reflet de l'instabilité trans-générationnelle du nombre des triplets CTG du géne DMPK.
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de bases) sous réserve de disposer d'une
sonde (fragment d’ADN marqué) de la
région d’intérét. A un niveau de réso-
lution encore supérieur, le séquencage
d’ADN (fig. 3) a permis enfin d’iden-
tifier la nature de chacune des bases
nucléiques dont la succession consti-
tue, en association avec une molécule
de sucre (désoxyribose), la molécule
d’ADN. Ces techniques ont rendu pos-
siblelaréalisation des premiers diagnos-
tics moléculaires de maladies génétiques
constitutionnelles en période postnatale
mais aussi prénatale (diagnostic prénatal
ou DPN).

Un obstacle a la mise en ceuvre de ces
techniques était la difficulté a obtenir la

quantité d’ADN nécessaire a leur réali-
sation. Ce probleme a été résolu grace a
la technique dite de “réaction de poly-
meérisation en chaine” ou PCR (1985) per-
mettant, a partir de quelques molécules
d’ADN, d’obtenir des millions de copies
delarégion d’ADN d’intérét en quelques
heures. Cette révolution technique a
constitué le déclencheur d'un “4ge d’or”
(1986-2000) de la génétique moléculaire,
marqué par de multiples identifications
de génes des principales maladies géné-
tiques monogéniques (myopathie de
Duchenne, mucoviscidose, amyotrophie
spinale infantile, syndrome de fragilité
de I’X...), fondées sur des approches
dites de “liaison génétique” ou “clonage
positionnel” [4].

Cesapproches trés lourdes, relativement
artisanales et trés chronophages étaient
les seules utilisableslorsqu’on ignoraitla
nature du produit (protéine) du géne en
cause, dans la mesure ot la séquence du
génome humain demeurait tres partielle-
ment connue. Les données produites par
ces études ontrapidement pu étre appli-
quées au diagnostic postnatal et prénatal
detrés nombreuses maladies génétiques,
rendu plus aisé par I’évolution de la
technique de séquengage, jusqu’alors
manuelle, vers ’automatisation (1986).

La limitation majeure de cette tech-
nique résidait dans son incapacité a
séquencer plus d’un gene a la fois, expli-
quant I’investissement considérable
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Fig. 3: Représentation schématique des procédures du séquencage conventionnel (méthode dite de Sanger) et du séquengage a haut débit. NGS: next generation
sequencing; pb: paires de bases. Le nombre d'étapes nécessaires a la production de séquence est beaucoup plus élevé dans le contexte d'un séquencage haut débit
que dans celui d'un séquengage conventionnel. S’y ajoute une procédure complexe d’expertise informatique visant a sélectionner, parmi les multiples variants iden-
tifiés, les quelques variants dits “candidats” susceptibles de rendre compte du phénotype du patient. C'est finalement la confrontation entre cliniciens, biologistes et
bio-informaticiens qui permettra (parfois...) d'identifier le géne et la (les) mutation(s) causale(s).



(plusieurs centaines de millions d’eu-
ros) nécessaire a I’obtention d’une
premiére version de la séquence com-
pléte du génome humain en 2004 [5].
Ces données de séquence ont permis
I’éclosion, a partir de 2008 aux USA,
d’une nouvelle révolution technique,
le séquencage haut débit ou next gene-
ration sequencing (NGS) (fig. 3). Cette
innovation technique ouvrait la possi-
bilité de séquencer pour un cofit “rai-
sonnable” plusieurs centaines de génes
simultanément (séquencage de panels
de génes), voire la totalité des régions
codantes des quelque 20000 génes
codant une protéine chez I’homme
(séquencage d’exome entier ou whole
exome sequencing [WES]), ou encore
la totalité (régions codantes 2 % et non
codantes 98 %) des 3 milliards de paires
de bases du génome humain (séquen-
cage de génome entier ou whole genome
sequencing [WGS]) [6-7].
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Ces outils ont permis d’appréhender
I’extréme diversité interindividuelle
du génome humain: a titre d’exemple,
le consortium en charge du projet
“1000 génomes” rapportait en 2015
prés de 85 millions de polymorphismes
mononucléotidiques (single nucleo-
tide polymorphisms [SNP]) a partir des
1000 génomes séquencés [8-9]. Cette
variabilité interindividuelle du génome
humain ne se limite pas aux variations
mononucléotidiques, mais implique
également des segments d’ADN d’une
taille pouvant atteindre plusieurs
mégabases, dont le nombre de copies
varie (de 0 a 4 le plus souvent) d'un
individu a ’autre (plus de 10000 copy
numbervariants [CNV] répertoriés chez
I’homme), comme a permis de le visua-
liser la technique dite “d’hybridation
génomique comparative” ou CGH array
(fig. 4), décrite au milieu de la décennie
2000-2010.

Cesapproches de séquencgage haut débit
et de CGH array, initialement confinées
au domaine de la recherche en raison
de leur cotit et de la complexité de leur
mise en ceuvre, ont progressivement été
transférées au domaine du diagnosticau
débutdes années 2010, ouvrant ainsi une
nouvelle ére de la génétique humaine,
I’ére génomique, fondée sur le dévelop-
pement des outils bioinformatiques.

I Quels outils pour quels types
de mutations ?

Les types de variants d’ADN les plus
fréquemment rencontrés en patho-
logie humaine sont les mutations
ponctuelles (substitution d’un nucléo-
tide par un autre), les microréarran-
gements (perte — délétion — ou gain
—insertion—de quelques nucléotides ou
quelques dizaines de nucléotides) et les
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Fig. 4: Représentation schématique de la procédure d’hybridation génomique comparative sur puce a ADN (CGH array). Délétion: perte d’ADN; duplication: gain d’ADN;;
CNV (copy number variant): variation du nombre de copies (gain ou perte) d’'une région de 'ADN testé. Le principe de la CGH est de comparer le nombre de molécules
d’ADN d'un patient par rapport a celui d'un témoin. Les ADN patient/témoin entrent en compétition pour se fixer sur les séquences d’ADN de synthése immobilisées sur
une puce. Une fluorescence rouge indique qu'il y a plus d’ADN de référence que d’ADN du patient au niveau de la séquence d’ADN considérée (délétion). Une fluores-
cence verte indique qu'il y a plus d’ADN du patient que d’ADN de référence au niveau de la séquence d’ADN considérée (duplication ou triplication). Les signaux de
fluorescence sont numérisés, quantifiés et traités par informatique pour aboutir a un idéogramme. Le pouvoir de résolution de cette technique est 50 fois supérieur a
celui du caryotype conventionnel (100 kilobases vs 5 mégabases).
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macroréarrangements (délétions ou
duplications pouvant atteindre plu-
sieurs mégabases). Toutes ces catégories
de variants de séquence sont détectables
par séquencage haut débit, méme si la
CGH array demeure la méthode de réfé-
rence pour la détection pangénomique
des grands réarrangements (fig. 4).
Seuls quelques types de variations de
séquence beaucoup plus rares, tels que
les expansions de triplets nucléotidiques
(syndrome de fragilité de I’X, chorée de
Huntington, dystrophie myotonique de
Steinert...) (fig. 2) ou les mutations épi-
génétiques (syndromes de Prader-Willi,
Angelman, Beckwith-Wiedemann...)
échappent a ces approches et nécessitent
la mise en ceuvre de techniques particu-
lieres telles que Southern blot ou étude
de méthylation de ’ADN.

Une des difficultés majeures a laquelle
sont fréquemment confrontés les géné-
ticiens est d’établir avec certitude qu'un
variant de séquence identifié chez un
individu est effectivement responsable
du phénotype qu’il présente. Laréponse
est parfois évidente, lorsque la consulta-
tion des bases de données de mutations
humaines indique que le variant du géne
candidat a précédemment été démontré
comme pathogene et a I’origine d’une
présentation clinique similaire a celle
du patient testé.

Mais la situation est souvent plus com-
plexe lorsque, pour un patient donné,
plusieurs variations de séquence “can-
didates” ont été détectées dans des génes
dont la fonction est mal connue et dont
aucune mutation n’a jusqu’alors été
rapportée en pathologie humaine. Il est
alors vraisemblable que la plupart de ces
variants candidats soient des variants
“neutres” (SNP, voir plus haut), c’est-
a-dire sans impact sur les produits des
génes qui les portent, mais cela est bien
souvent difficile 8 démontrer.

La meilleure approche pour ce faire est
en théorie de recourir a une validation
fonctionnelle consistant a étudier, a
partir des cellules du patient, I'impact

éventuel de chaque variant de séquence
surlastructure ou la fonction de ’ARNm
ou de la protéine codés par le géne cor-
respondant. Il s’agit en fait d’études oné-
reuses et chronophages qui ne sont, pour
leur grande majorité, pasréalisables dans
le cadre d'un laboratoire de diagnostic
génétique.

Force est alors de se tourner vers les
multiples logiciels de prédiction bio-
informatique (validation in silico) qui
tentent de modéliser I'impact d’un
variant de séquence sur I’ARNm ou la
protéine, sachant que les réponses obte-
nues sont souvent peu claires, voire
contradictoires. On parle de variants de
signification inconnue. Ces incertitudes
soulignent"importance d'une concerta-
tion entre généticiens cliniciens, géné-
ticiens biologistes, bio-informaticiens
et chercheurs lors de la phase d’inter-
prétation des résultats, afin de réduire
le risque d’erreurs de diagnostic aux
conséquences parfois catastrophiques.

Les nouveaux outils du
diagnostic génétique: quel
impact sur les laboratoires ?

L’irruption du séquencgage haut débit, il
n’yaguere plus decing ans, a entrainé de
multiples bouleversements dans le pay-
sage du diagnostic génétique. Le risque
de contamination par de]’ADN exogéne
lors des multiples étapes de préparation
des échantillons au séquengage a rendu
nécessaire la création de locaux spéci-
fiquement dédiés au NGS au sein des
laboratoires. La diversification accélérée
des gammes de séquenceurs a nécessité
des investissements récurrents et rela-
tivement lourds, difficiles a assumer,
particulierement par les laboratoires
dépendant d’établissements publics.
Les techniciens et les biologistes ont d
se former a ces nouvelles techniques de
séquengage longues et complexes et au
maniement des outils bio-informatiques.

Surtout, un choix stratégique a da étre
fait entre séquencage de panels de génes,

orientés vers une catégorie de maladies
génétiques (cancers, génodermatoses,
déficits intellectuels, maladies méta-
boliques, maladies osseuses constitu-
tionnelles, maladies rénales, maladies
neurosensorielles...), et séquencgage
d’exome entier, s’adressant en théorie a
la totalité des maladies génétiques [10].
Si le séquengage de panels de génes
a montré ses limites dans certaines
situations avec un taux de détection de
mutations peu satisfaisant (déficiences
intellectuelles, anomalies du développe-
ment embryofcetal...), la mise en ceuvre
du séquencgage d’exome entier s’est
révélée hors de portée pour la plupart
des laboratoires de diagnostic génétique
en France, en raison du coftt prohibitif
de I’équipement et de I'investissement
nécessaire en moyens informatiques et
bio-informatiques.

De ce fait, la France a pris un retard
notable en matiére de séquencage du
génome vis-a-vis de nombreux pays
anglo-saxons et asiatiques. C’est laraison
pour laquelle a été lancé en 2016 le plan
national France Médecine Génomique
2025 (PFMG 2025) [11]. Ce plan a pour
objectif la création a I’horizon 2025 de
12 plateformes de séquencage a trés haut
débitréparties sur le territoire et dédiées
aux analyses diagnostiques, pronos-
tiques et théranostiques dans les champs
des cancers, des maladies rares et des
maladies communes. Deux plateformes
sont en cours de montée en charge,
I'une a Paris — SeqOIA — et ’autre a Lyon
— Auragen —, et se répartiront dans un
premier tempsles prélévementsissus des
services de génétique des moitiés nord
et sud de la France, avec pour mission
les séquencages d’exome, de génome et
d’ARN (RNA-seq) [10], les séquencages
de panels de génes demeurant I’apanage
des services hospitaliers ou des labora-
toires privés de génétique moléculaire.

La mise en ceuvre de ces plateformes
marque la transition entre une période
dominée par la problématique de la
production de données génomiques et
une ére nouvelle, marquée par le défi de
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P'interprétation de la multitude de
données générées par les nouvelles
techniques de séquencage.

Les nouveaux outils
du diagnostic génétique:
quel impact sur les patients ?

1. Diagnostic postnatal

Le passage du séquengage conventionnel
auNGS a permis d’obtenirun taux de dia-
gnostic moléculaire trés supérieur pour
un nombre beaucoup plus important de
patients, pour certaines catégories de
maladies rares qui offrent des possibili-
tés de phénotypage fin: maladies ophtal-
mologiques, génodermatoses, maladies
osseuses, maladies métaboliques, mala-
diesrénales... Il s’agit la d’'une véritable
valeur ajoutée de la génétique molécu-
laire dans le champ des maladies rares,
qui interrompt I’errance diagnostique et
permet l’acces:

—des patients a de multiples essais thé-
rapeutiques, rendus possibles par une
meilleure compréhension de la fonction
des produits des génes mutés;

— des familles a des procédures de
prévention des récidives.

Le séquencage en panels de génes a
cependant montré ses limites dans cer-
taines situations, avec un taux de détec-
tion de mutations ne dépassant pas 30 %
(déficiences intellectuelles, anomalies
du développement, maladies mitochon-
driales...), justifiant la mise en ceuvre
prochaine d’approches pangénomiques
detype WES ou WGS sur les plateformes
du PFMG 2025. Ces nouvelles tech-
niques constituent un formidable outil
pour I'identification a venir des genes
responsables de trés nombreuses mala-
dies rares qui demeurent inexpliquées.

Un des inconvénients potentiels majeurs
de ces approches pangénomiques est la
détection fréquente d’événements non
sollicités. On entend par la la décou-
verte, lors d’un test réalisé pour une
indication précise (cardiomyopathie,

POINTS FORTS

B0 La génétique médicale a été révolutionnée par l'émergence de
techniques de séquengage a haut débit qui permettent désormais
de séquencer la totalité du génome humain.

B Le génome humain est caractérisé par une extraordinaire
variabilité, en termes de substitutions nucléotidiques (single
nucleotide polymorphisms ou SNP) et de grands réarrangements

(copy number variants ou CNV).

I Le défi auquel sont confrontés les généticiens est de réussir a
identifier, parmi les milliers de variants du génome, celui ou ceux
qui sont a l'origine d'une maladie génétique a gene jusqu’alors

inconnu.

I Les données issues du séquengage du génome ont un impact
majeur sur la prise en charge des maladies rares pour le
diagnostic (postnatal, prénatal, préimplantatoire et peut-étre
demain préconceptionnel) comme pour la thérapeutique (inclusion

dans des essais cliniques).

I Les données issues du séquengage du génome ont un impact
majeur sur la prise en charge de la quasi-totalité des cancers
en termes de pronostic, de théranostic (orientation du choix

thérapeutique) et de suivi.

déficience intellectuelle...), de variants
de séquence affectant un ou plusieurs
génes sans rapportavec lamaladie d’ori-
gine, mais susceptibles de prédisposer
a une maladie génétique jusqu’alors
asymptomatique. Le généticien doit-il
donner cette information ? Si oui, tou-
jours ? Ou seulement lorsque le géne
en cause est responsable d’'une maladie
traitable (géne de prédisposition a un
cancer...)? Mais sait-on toujours pré-
voir les conséquences d’'une mutation,
méme apparemment “séveére”, sur ’état
de santé futur du patient? Le patient
veut-il savoir?

Ces questions animent les débats de
la communauté génétique depuis des
années sans qu’un consensus ne se
dégage [12]. Un récent avis émanant
de la Direction des affaires civiles du
ministere de la Justice rappelle que, “en
I’état actuel du droit, la révélation systé-
matique ou ‘prévue’ a ’'avance n’est pas
autorisée par les textes, sans que cela

ne vienne pour autant entraver la révé-
lation, au cas par cas, de découvertes
fortuites médicalement importantes, et
pour lesquelles des mesures de préven-
tion ou de soins peuvent étre apportées”.

2. Diagnostic préesymptomatique

Certaines maladies génétiques mono-
géniques graves peuvent demeurer
asymptomatiques pendant une longue
période. La chorée de Huntington, mala-
die neurodégénérative grave et d’instal-
lation progressive, se transmet sur un
mode dominant (1 risque sur 2 dans la
descendance). La mutation, présente
dés lanaissance, n’entraine de manifes-
tations cliniques qu’entre 30 et 50 ans le
plus souvent. Dans une famille avec un
individu atteint, certains apparentés a
risque cliniquement indemnes désirent
connaitre leur statut de porteur de la
mutation. Dans la mesure ot il n’existe
actuellement aucun traitement de cette
affection, I'impact psychologique d'une
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telle information nécessite un accom-
pagnement médical et psychologique
spécifique [12].

La situation d’une anomalie héréditaire
ducycle del'urée, le déficiten ornithine
carbamoyltranférase (OTC), est bien dif-
férente. Certaines mutations de ce géne
sontresponsables d"une forme tardive de
lamaladie qui se manifeste par une mort
subite chez un adulte entre 20 et 50 ans,
jusqu’alors en parfaite santé. Dans une
famille avec un individu atteint, le dépis-
tage de la mutation chez les apparentés
entraine la mise en place de mesures
hygiéno-diététiques simples qui
écartent le risque de mort subite. Dans
ce cas de figure, le bénéfice d'un test pré-
symptomatique est indiscutable [13].

3. Diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal (DPN) (fig. 5)
d’une maladie génétique est proposé

dans deux situations. Il peut s’agir d'un
DPN “programmé”, lorsque le couple
se sait a risque élevé de transmettre une
maladie génétique grave et incurable
avant la conception, par exemple en rai-
son de I’émergence de cette pathologie
chez un enfant précédent. La faisabilité
d’un tel DPN est subordonnée a I'identi-
fication préalable de la ou des mutations
al’origine de lamaladie. L' ADN feetal est
recueilli a partir d'un prélevement de tro-
phoblaste a 12 semaines d’aménorrhée
(SA)oudecellulesamniotiquesa 16 SA,
avec le risque faible mais réel de fausse
couche qui en découle. On peut espérer
dans les années a venir que I’ADN feetal
pourra étre récupéré ou au moins analysé
a partir d'une prise de sang maternel pour
la plupart des maladies monogéniques
relevant d’un DPN, sur le modele du
dépistage de la trisomie 21 [14].

La deuxiéme situation est celle du
DPN sur signe d’appel échographique.

La détection d’une anomalie morpho-
logique feetale inaugure souvent une
période d’incertitude diagnostique et
pronostique, avec I'impact psycho-
logique qui en découle, dans un contexte
d’urgencerelative. Le défi qui s’offre aux
généticiens est d’étre en capacité, dans
le temps de la grossesse, de séquencer
les centaines de génes potentiellement
en cause et d’identifier celui dont une
(des) mutation(s) est (sont) a I’origine
de I’anomalie feetale, permettant d’éta-
blir un pronostic et constituant ainsi
une aide a la prise de décision vis-a-vis
de la poursuite ou de I'interruption de
grossesse [14].

4. Dépistage prénatal non invasif

Depuis I’arrété du 23 juin 2009, le dépis-
tagedelatrisomie 21 (T21) feetale chezles
femmes enceintes reposait sur la combi-
naison de 3 parametres, |’dge maternel, la
mesure de la clarté nucale et le dosage des

Risque
prévisible

—

Risque
imprévisible

Signe d'appel

Aujourd’hui

- Biopsie de trophoblaste (12 SA)
- Amniocentése (16 SA)
Interruption iatrogene de grossesse 0,5 %

—

/' Abstention

Aujourd’hui ou

Demain

—

»

Analyse ADN feetal/cellules feetales

Feetopathologie

Demain

sur sang maternel (6 SA)

Incertitude...

_> Génotypage

Conservation

=) Diagnostic ==fJ» Pronostic

IMG

échographique inopiné

Génotypage NGS “accéléré” de 'ADN feetal

Fig. 5: Le diagnostic prénatal (DPN) des maladies génétiques: perspectives et réalités. Risque prévisible: existence d'un antécédent familial de maladie génétique a
base moléculaire identifiée préalablement a la grossesse; risque imprévisible: survenue d’un signe d'appel échographique faisant suspecter l'existence d’'une maladie
génétique feetale en l'absence d’antécédent familial; SA: semaine d'aménorrhée; IMG: interruption médicale de grossesse.
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marqueurs sériques maternels, permet-
tant de calculer unrisque d’enfant atteint.
Au-delad’unrisque de 1/250,1l était indi-
qué deréaliser un caryotype feetal a partir
d’un prélevement de trophoblaste ou de
liquide amniotique. Il s’est avéré que la
spécificité et la sensibilité du dépistage
combiné était relativement faible, abou-
tissanta de nombreux caryotypes inutiles
aussi bien qu’a des diagnostics de T21
méconnus, tandis que I'invasivité des
prélevements exposait a un risque faible
mais réel de fausse couche.

La découverte de la présence d’ADN
feetal circulant dans le sang maternel
(5410 %), couplée a I’émergence des
techniques de séquencage haut débit,
a permis depuis 2015 la mise en place

d’un test de dépistage prénatal non
invasif (DPNI) de la T21 réalisé a par-
tir d’'une simple prise de sang mater-
nel [15-16]. Ce test, qui s’intercale entre
le dépistage combiné et le caryotype,
réduit considérablement le nombre de
caryotypes inutiles et de diagnostics
méconnus de T21.

5. Diagnostic préimplantatoire

Le diagnostic préimplantatoire (DPI)
(fig. 6) est applicable dans le méme
contexte que celui du DPN programmé
(voir ci-dessus). Il s’agit d’'une procédure
extrémementlourde, consistanta induire
une multi-ovulation par adjonction hor-
monale, a prélever chaque ovocyteetay
injecter un spermatozoide du conjoint, a

mettre les zygotes en culture, a prélever
un blastomere (cellule embryonnaire)
sur chaque embryon au stade 8 cellules,
aréaliser en moins de 24 h le test géné-
tique permettant de déterminer quels
sont les embryons sains et atteints, et a
réimplanter dans 1'utérus de la mére un
ou deux embryons sains lorsque cela est
possible [17-18].

L’avantage principal par rapport au
DPN est de s’affranchir de la perspective
d’interruption médicale de grossesse,
inhérente a la procédure du DPN. Les
inconvénients majeurs sont la lourdeur
du processus (le délai d’attente entre une
demande de DPI et sa réalisation atteint
18 4 24 mois en France) et le taux de suc-
cés (naissance d'un enfant) quine dépasse

Culture
embryonnaire

Stimulation hormonale,
ponction ovarienne et ICSI

Biopsie embryonnaire J3-J5
(1 ou 2 blastoméres)

Résultat cytogénétique

Diagnostic par FISH ou PCR
12a24h

b

Transfer a J5 de
1 a 2 embryons sains

1o 120
P22 0EFEA | BBl

PZ3_IOFSA  10Bhe

Résultat moléculaire

Taux de succes
20a25%

Fig. 6: Représentation schématique de la procédure de diagnostic préimplantatoire (DPI). ICSI (intra cytoplasmic sperm injection): mode de fécondation in vitro par
injection d’'un spermatozoide dans un ovocyte; blastomeére: cellule d'embryon précoce; FISH (fluorescent in situ hybridization): hybridation in situ sur préparation
chromosomique a l'aide d’'une sonde marquée; PCR (polymerase chain reaction): amplification in vitro d’ADN par réaction de polymérisation en chaine. Le diagnostic
moléculaire est réalisé en moins de 24 h, soit par hybridation in situ en cas d’'anomalie chromosomique (translocation par exemple), soit par étude de ségrégation de

marqueurs polymorphes en cas de mutation génique.
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guere 20 %. Les aléas, difficultés tech-
niques et contraintes environnementales
découlant des tests génétiques sur cellule
unique ont conduit le législateur a limi-
ter cette pratique a 5 centres hautement
spécialisés (Necker-Béclere, Strasbourg,
Montpellier, Nantes, Grenoble).

6. Diagnostic préconceptionnel

Aujourd’hui, le diagnostic préconcep-
tionnel (DPC) s’effectue dans le cadre
d’un conseil génétique dans les familles
ottil existe un cas index demaladie héré-
ditaire monogénique (mucoviscidose
par exemple). Il repose sur le dépistage
des porteurs sains de mutations respon-
sables de la maladie en cause, I’objectif
étant d’identifier parmi les couples ceux
qui sont arisque élevé d’avoir un enfant
atteint de cette maladie.

Dans un récent avis (avis 129, sep-
tembre 2018), le Comité consultatif
national d’éthique (CCNE) propose que
le DPC soit étendu a toutes les personnes
en age de procréer qui en feraient la
demande [19]. Il ciblerait une liste res-
treinte de mutations considérées comme
responsables de pathologies graves sur-
venant chez I’enfant ou I’adulte jeune.
La révision prochaine des lois de bio-
éthique prendra-t-elle en compte cette
suggestion ?

7. Dépistage en population générale

Ce type de dépistage a pour but de dia-
gnostiquer des variations géniques
susceptibles d’entrainer une ou des
pathologies graves chez une personne
qui en fait la demande, sans qu’il n’y
ait d’antécédents familiaux de cette
ou ces pathologies. Ce dépistage est,
aujourd’hui, interdit parla loi en France.
Cette démarche semblerait pourtant per-
tinente si elle se focalisait sur des génes
dits “actionnables”, c’est-a-dire des génes
dont une mutation est a I’origine d’une
maladie grave, susceptible d’étre pré-
venue ou mieux prise en charge lorsque
la mutation a été détectée précocement
(génes de prédisposition a certains

cancers comme BRCA1/BRCAZ2 pour les
cancers du sein et de’ovaire par exemple).

La disponibilité d’outils techniques
performants, I’émergence de sociétés
privées proposant de tels tests, voire
le séquengage complet du génome sur
Internet et la pression sociétale pour-
raient remettre en cause cette inter-
diction a breve échéance. L'expérience
nous montre déja que 'utilisation de ces
tests en ’absence d’accompagnement
médical par un généticien ou un conseil-
ler en génétique aboutit fréquemment
a de multiples questions de la part du
“consommateur”, bien souvent sources
d’angoisse, voire de décisions inappro-
priées et déléteres [20].

8. Théranostic

Le théranostic a pour vocation de donner
aux cliniciens les moyens de mettre en
place un traitement personnalisé pour
chaque patient, en prédisant I’efficacité
d’un traitement, voire les échappements
thérapeutiques et autres effets secon-
daires inhérents a ces thérapies.

Ainsi, en matiére de cancer (“onco-
génétique”), les tests génétiques ont
révolutionné la prise en charge de la
quasi-totalité des cancers [21]. Avant la
mise en ceuvre d'un traitement, les ana-
lyses génétiques portent sur I’ADN de
la tumeur qui est modifié par rapport a
I’ADN des cellules normales: identifier
les mutations de ’ADN tumoral (et dans
certains cas les anomalies de méthyla-
tion de cet ADN, “épigénomique”) per-
met ainsi de sélectionner ’approche
thérapeutique la plus efficace en fonc-
tion du génotype tumoral (médecine dite
personnalisée ou de précision). Apres
traitement, la recherche de mutations
résiduelles au niveau d’éventuelles cel-
lules tumorales circulant dans le sang
(biopsie liquide) permet de détecter une
rechuteinfraclinique et de proposer plus
rapidement un traitement [22-23].

En matiere de maladies rares, on
peut citer ’exemple de ’amaurose

congénitale de Leber, une cause de cécité
grave héréditaire. Parmi les multiples
geénes potentiellement en cause dans
cette affection, la démonstration par un
test génétique de I'implication du géne
RPE65 permet actuellement d’inclure
ces patients dans un essai de thérapie
génique spécifique a ce géne qui devrait
aboutir a la récupération d’une acuité
visuelle notable [24].

B Conclusion

Prescrire un test génétique n’est pas un
geste anodin. Il impacte le patient, mais
aussi bien souvent la parentele. Un test
mal prescrit oumal interprété peut avoir
des conséquences dramatiques, qui se
manifestent souvent sur plusieurs géné-
rations. La prescription du test comme
I’'annonce desrésultats doivent s’accom-
pagner d’une prise en charge et souvent
d’une proposition d’orientation vers dif-
férents spécialistes, au mieux assurées
parlegénéticien clinicien et le conseiller
en génétique.

Siles tests génétiques viennenten aide a
denombreux patients, nous ne pouvons
pas tout attendre de la génétique. L'outil
est certes souvent extraordinaire, mais
son utilisation doit rester raisonnée.
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