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DéfinitionDéfinition

O S (C 0 l ifi i i i l d l di ) 200OMS (CIM 10 : classification internationale des maladies) 2007

« Arrêt ou développement incomplet du fonctionnement mental , caractérisé 
essentiellement par une altération , durant la période du développement ,des 
facultés qui déterminent le niveau global d’intelligence, c’est‐à‐dire les fonctions 
cognitives, du langage, de la motricité et des capacités sociales. Le RM peut 
accompagner un autre trouble mental ou physique ou survenir isolément »

American Association On Intellectual and Developmental Disabilities (AAIDD ex 
AAMR)  2002

« Incapacité caractérisée par des limitations significatives du fonctionnement 
intellectuel et du comportement adaptatif qui se manifeste dans les habiletés 
conceptuelles, sociales et pratiques. Cette incapacité doit survenir avant 18 ans. »conceptuelles, sociales et pratiques. Cette incapacité doit survenir avant 18 ans.



MesuresMesures

Fonctionnement intellectuel ou « intelligence théorique » :Fonctionnement intellectuel ou « intelligence théorique »  : 
QI : aptitudes verbales et non verbales
Enfant: Quotient de développement :Enfant: Quotient de développement :

âge mental/âge chronologique

Compétences adaptatives ou« intelligence pratique » : 10 domainesp p g p q
communication, soins personnels, compétences domestiques,  
habiletés sociales, utilisation des ressources communautaires, 

i é é i é i d l iautonomie, santé et sécurité, aptitudes scolaires 
fonctionnelles, loisirs et travail (AAMD 1983).



Classification : QIClassification : QI
imprécision de mesure : 5%

CIM10 AAMD APA
Niveau de RM

CIM10  
QI
(âge mental pour un            
adulte)

AAMD APA
(American Psychological
Association)

Léger 50‐69 (9‐11 ans) 50‐55 à 70‐75 55‐70(‐2DS)

Modéré
(CIM10 :moyen)

35‐49 (6‐8 ans) 35‐40 à 55‐55 35‐54 (‐3 DS)

Sévère
(CIM10 :grave)

20‐34 (3‐5 ans) 20‐25 à 35‐40 20‐34 (‐4 DS)

Profond <20 (<3 ans) 20‐25 <20

(D’après Verloes in Archives de pédiatrie 2012;19:194‐207) 



DI légèreDI légère    
dépistée à l’école maternelle ou au CP
difficultés d’apprentissage

DI modérée 
difficultés d’apprentissage sévères
lecture, écriture +/‐
vie semi indépendantevie semi‐indépendante

DI sévèreDI sévère 
dépendance complète pour la vie quotidienne

DI profonde   
communication, mobilité souvent réduites



FréquenceFréquence

f d’â l i %Enfant d’âge scolaire 1‐2%

Adulte    1%  (3H/1F)

en France     650 000 individus
20 000 naissances/an

‐> problème de santé publique



Intêret du diagnostic étiologiqueIntêret du diagnostic étiologique

• Thérapeutique  : rares pathologies

• Meilleure prise en charge de l’enfant,Meilleure prise en charge de l enfant, 
dépistage des co‐morbidités

Bé éfi h l i l• Bénéfice psychologique pour les parents

• Eviter l’errance médicale et l’inflation des 
explorations

C il é éti t é ti d l é idi• Conseil génétique et prévention de la récidive

• Recherche



Etiologies selon la sévérité (avant 2005)

Sévérité de la DI (QI) Léger  (50‐70) 
%

Grave (<50)
%

Anomalies 
chromosomiques 5‐10 15

Syndromes monogéniques
non malformatifs*

10‐15 20‐25

S d lf ifSyndromes malformatifs
Malformations du SNC  5 10

Pathologies acquises 
(anoxie, traumatismes, 

infections…….) 10‐15 30‐35

Indéterminée ou  50‐65 20‐30multifactorielle 50 65 20 30

*essentiellement gènes sur le chromosome X



Diagnostic étiologiqueDiagnostic étiologique
Evaluation clinique

Antécédents familiaux : arbre généalogique

Hi t i ll é l ti itéHistoire personnelle, évolutivité

Examen clinique : dysmorphie,  malformations,q y p , ,

examen neurologique

il i lBilan neurosensoriel

Bilan neuro‐développemental pp

‐> diagnostic  20 à 30%



Les examens paracliniques
‐ Cytogénétiquey g q

‐ X‐fragile (1 /4 à 6 000 garçons)

‐ Bilan métabolique :
CAAs, CAAu, CAOu, lactate, pyruvate, acide lactique, carnitine, AG à 

longue chaine hydrolases lysosomialeslongue chaine, hydrolases lysosomiales …..

‐> contextes évocateurs
> parfois traitables‐> parfois traitables

‐ Biologie générale :
NFS (Sd d C h )NFS (Sd de Cohen)
frottis sanguin (corps de Heinz: ATRX, leucocytes vacuolés: maladies  

de surcharge…)
l é i (Sd d DiG )calcémie (Sd de DiGeorge)…

‐ Bilan thyroïdien
‐ Plombémie : conditions socio‐économiques

‐> 30 à 60 % sans diagnostic 



Améliorer le diagnosticAméliorer le diagnostic

Pertinence des différents tests diagnostiques

*Nombreuses publications ‐>recommandations

*American Academy of Neurology et Child Neurology Society 

( Neurology 2011)

7 000 abstracts 1980‐2009 dont 367 analysés in extenso

tests dont la sensibilité est > 1%



Diagnostic des DI monogéniques

Test Taux de détection (%)

DI liée au chromosome X*

Sans histoire familiale
Plusieurs cas familiaux

17
42

X fragile
Hommes
Hommes avec signes cliniques
Femmes

2.6‐2.9
15.2
1 1 1 3Femmes 1.1‐1.3

Syndrome de Rett (gène MECP2)

Filles
Garçons

1.5
0.2‐0.4

Tests métaboliques

Global
1.4‐2.3
0 5 0 6

Dont créatine
0.5‐0.6

* 70 gènes clonés



Anomalies chromosomiques

Test Taux de détection (%)

Caryotype conventionnel

DI isolée
DI syndromique

3.7‐4.9
11.2‐29.2

FISH  (télomères)

DI légère
DI modérée à sévère
DI syndromique

0.7‐4
6.3‐11.4
4.3‐6.6DI syndromique 4.3 6.6



Améliorer le diagnosticAméliorer le diagnostic

‐ Etiologies monogéniques :
1600 d DI d OMIM l l1600 syndromes avec DI  dans OMIM , la plupart  
des gènes actuellement connus sont sur le 
chromosome X ‐> limites techniqueschromosome X  > limites techniques

Hétérogénéité génétique :
microcéphalie vraie : MCPH1, WDR62, CDK5RAP2, CEP152,microcéphalie vraie :  MCPH1, WDR62, CDK5RAP2, CEP152, 
ASPM, CENPJ, STIL & PCNT

‐> séquençage au débit

‐ Anomalies chromosomiques  :q
CGH‐array



Anomalies chromosomiquesq

Visibles au caryotype 
conventionnel et en Fish:

‐ Trisomie 21
‐ Anomalies de nombre 1%
‐ Anomalies de structure 3%

CGh‐array?CGh‐array?



Caryotype étude globale mais peuCaryotype  : étude globale mais peu   
résolutive

Standard  400 bandes 
une bande = 10 Mégabases : > 50 gènes 

Déspiralisation des chromosomes :
augmente le nombre de bandes

Haute Résolution 850 bandes 
une bande = 1 à 5 Mégabases



H b id i i i (FISH) d i 1989

Délétion 9qter 

Hybridation in‐situ (FISH) depuis 1989:  

résolutive  : 40‐100  kilobases
(x20‐40)

mais ciblée :mais ciblée : 
‐ régions  télomériques :

fastidieux  41 régions

‐ syndromes microdélétionnels connus : 
nombreux, individuellement rares, peu 
spécifiques

Cormier‐Daire et all JMG 2002

p q
‐>  librairies 30 000 clones

MLPA : PCR 

automatisable
ciblée aux mêmes régionsg



Depuis  2000 : un outil à la fois pangénomique et résolutif….

Hybridation génomique comparative sur matrice organisée en micro réseauHybridation génomique comparative sur matrice organisée en micro‐réseau 
ou CGH‐array

(O.Pichon)



Analyse
Support bioinformatiqueSupport bioinformatique 

Calcul du ratio de fluorescence  : différents algorithmes ‐> log2 ratio

Normal

2 copies/2 copies => rapport = 1; log2 ratio = 02 copies/2 copies => rapport = 1; log2 ratio = 0

Délétion

1 copie/2 copies => rapport = 0,5; log2 ratio = ‐1

Duplication

3 copies/2 copies => rapport = 1,5; log2 ratio = 0,58

il h d b i d f d l diffi il àseuil proche du bruit de fond, plus difficile à mettre

en évidence

TriplicationTriplication

4 copies/2 copies => rapport = 2; log2 ratio = 1



Visualisation graphique des résultats

CytoHD Affymetrix



Visualisation graphique des résultatsg p q

Chromosome 1  : délétion 1q21.1q21.1 de 1.3 Mb

Smooth signal

Log2 ratio

CNV (copy number variation): segment d’ADN dont le nombre de copies varie par      ( py ) g p p
rapport à un  ADN de référence, sans préjuger du caractère pathogène ou pas

Chromosome 1  : délétion 1q21.11 de 1.3 Mb



Types de sondesTypes de sondes

Bac’s/Pac’s : 80‐200 kb

densité : 3 000 à 6 000 sondesdensité  : 3 000 à 6 000 sondes

résolution 1 MB

Oligonucléotides : 20‐60 paires de basesOligonucléotides : 20 60 paires de bases, 
synthétisées directement sur la lame

densités élevées : 44 K‐> 2 M

résolution 1 kb (x100 à 1000/caryotype)résolution 1 kb (x100 à 1000/caryotype)



Types de plateformesTypes de plateformes

plateformes de CGH

marquage en double couleur (Cy3‐Cy5) etmarquage en  double couleur (Cy3 Cy5) et 
comparaison de 2 ADN (patient et référence)

 id ifi i d C identification de CNV

Académiquesq

Agilent

Nimblegen



Types de plateformesTypes de plateformes
plateformes de génotypage (SNP) :plateformes de génotypage (SNP) :

‐marquage simple couleur
b ’ éfé‐ absence d’ADN de référence

‐ deux types de marqueurs :
marqueurs  CNVq
marqueurs polymorphes SNP (single nucleotide polymorphisms )

‐>1 nucléotide polymorphe/400 pb soit 10 M loci
Ill iIllumina
Affymetrix

combinant les 2

> Analyse Chromosomique par Puce à ADN : ACPA‐>    Analyse Chromosomique par Puce à ADN : ACPA
(CMA: chromosomal Micro‐array)



Intérêt des puces à SNP: génotypage

pour chaque SNP :

‐4 marqueurs  correspondant aux 4 
possibilités : bases A TG Cpossibilités : bases A,T,G,C

‐2 allèles : A ou B

‐3 situations  * homozygote  AA

A :   0.5        
B : ‐ 0.5

* hétérozygote AB

* homozygote  BB

% génome en perte d’hétérozygotie   : 6%



> 6% disomie uniparentale : maladies d’empreinte> 6%      disomie uniparentale : maladies d empreinte
consanguinité





Résolution
Densité : distance entre les sondes :

1 à 100 kb

Couverture :Couverture :

Régions sub‐télomériques, 
péricentromériques,   
microréarrangements
récurrents

Enrichies aux niveaux de régions 
critiquesq



Résolution
Critères techniques

Spécificité et de la sensibilité de l’hybridation de chaque  
sonde (rapport signal/bruit de fond)

Paramètres d’interprétation :

ex : puce Agilent 4X180K : distance moyenne entre 2 marqueurs 
de 13 kb

3 oligonucleotides déviants consécutifs pour valider le 
remaniement

13 kb 13 kb

> Résolution effective de 26 kb‐> Résolution effective de 26 kb



InterprétationInterprétation

Signification du CNV observéSignification du CNV observé

ne pas préjuger de sa pathogénicité :

pathogènepathogène

non pathogène

de signification inconnue



Polymorphismes
CNV observés chez des sujets normaux

‐ < 1 Kb à 5 Mb
‐ délétions ou duplications
‐ représenteraient 12% du 

génome
‐ peuvent contenir des 

gènes
‐ référencés :

14 000 entrées dans la Database of  
Genomic Variant (DGV)

(htt // j t t / i ti /)(http://projects.tcag.ca/variation/)



Critères d’interprétation :

‐ taille
typetype

‐ contenu génique / clinique du patientcontenu génique / clinique  du patient

‐ description dans la population généralep p p g
description de patients présentant le même 

phénotype
> lt ti d b d d é ++‐> consultation des bases de données++

‐ caractère de novo ou héritécaractère de novo ou hérité



CNV observés chez des individus phénotypiquement  anormaux

‐ Dabase of Chromosomal Imbalance and

Phenotypes in Humans using Ensembl
Ressources

DECIPHER

(https //decipher sanger ac uk/)(https://decipher.sanger.ac.uk/)

‐ European Cytogeneticists Association p y g
Register of Unbalanced Chromosome 
Aberrations 

ECARUCAECARUCA

(http://agserver01.azn.nl:8080/ecaruca/eca
ruca.jsp)





Lee et al, Nat Genet. 2007; 39,S84‐S54
Miller et al, Am J Hum Genet. 2010; 86,749‐764

Criteria Probably pathogenic Probably benign

a Identical CNV inherited from a healthy parent a. Identical CNV inherited from a healthy parent
b. Expanded or altered CNV inherited from a parent
c. Identical CNV inherited from an affected parent






a. CNV is completely contained within genomic imbalance defined by a 
high‐resolution technology in a CNV database of healthy individuals

b. CNV overlaps a genomic imbalance defined by a high‐resolution 
h l i d b f i i h /



technology in a CNV database for patients with ID/DD, ASD, or MCA
c. CNV overlaps genomic coordinates for a known genomic‐imbalance 

syndrome (i.e., previously published or well‐recognized deletion or 
duplication syndrome)

d CNV t i bid OMIM





d. CNV contains morbid OMIM genes 

a. CNV is gene rich
b. CNV is gene poor




a. CNV is a deletion
b. CNV is a homozygous deletion
c. CNV is a duplication (no known dosage‐sensitive genes)
d. CNV is an amplification (greater than 1 copy gain)







a. CNV is devoid of known regulatory elements 



Caractère de novo ou héritéCaractère de novo ou hérité

Valider l’anomalie et la rechercher chez les 
parents :p

‐ puce à ADN chez les parents (coût++)

Délétion en 1q21.11 héritée de la mère

Enfant

Mère

PèPère



Caractère de novo ou héritéCaractère de novo ou hérité

MLPA, qPCR : petites duplications < taille des  
sondes FISHsondes FISH

FISH++ : « localise » l’anomalie sur le chromosome,

permet la compréhension du mécanismepermet la compréhension du mécanisme, 
fondamentale pour le conseil génétique



Mécanisme

chromosome 11 11

tel 11p D11S2071   [VYSIS] 

11

p [ ]

chromosome 4 
tel 11p D11S2071   [VYSIS] 

t l 4 D4S3359 [VYSIS]tel 4p D4S3359   [VYSIS] 



der(11)
Père :
46,XY,t(4;11)(p16.3;p15).ish
t(4;11)(D11S2071+,D4S3359‐;D4S3359+,D11S2071‐) 

4 N

]

der(4)
11 N

tel 4p D4S3359   [VYSIS] 

tel 11p D11S2071 [VYSIS]tel 11p D11S2071   [VYSIS] 



HERITE



Tout n’est pas si simple…

P th é i ité d’ CNV t t d è d’i té êtPathogénicité d’un CNV  comportant des gènes d’intérêt 

Effet de dose : haploinsuffisance/3 copiesEffet de dose : haploinsuffisance/3 copies

Pathogénicité d’un CNV dans un désert gènique à distance d’un g g q
gène d’intérêt 

Eff t é l tEffet régulateur :

‐ effet de position: délétion/duplication de séquences‐ effet de position: délétion/duplication de séquences 
régulatrices d’un gène =>sous/sur expression

‐ effet épigénétique: CNV modifie région contrôlant l’empreinte 
parentale



Tout n’est pas si simple…. 

Un CNV hérité n’est pas nécessairement non 
significatif :

‐ pénétrance incomplète, expressivité variablepénétrance incomplète, expressivité variable

‐microremaniement sur le chromosome X  
transmis d’une mère à son filstransmis d une mère à son fils

‐ CNV hérité contenant une région soumise à 
empreinte parentaleempreinte parentale 

‐mutation ponctuelle sur l’autre allèle



CNV hérité pathogène, démasquant une mutation  autosomale recessive

D’après Lee C, Iafrate AJ, Brothman AR Copy number variations and clinical cytogenetic diagnosis of constitutional disorders. Nat Genet.D après Lee C, Iafrate AJ, Brothman AR Copy number variations and clinical cytogenetic diagnosis of constitutional disorders. Nat Genet.
2007 Jul;39(7 Suppl):S48‐54.

del

Mère

del

Mère

Père

Délétion en 1q21.11 héritée de la mère



Limites des puces à ADNLimites des puces à ADN

l l ïdi hPolyploïdies : 69 ou 92 chromosomes 
sauf les puces à SNPf p

Mosaïques faibles 30 %Mosaïques faibles  30 %

Remaniements équilibrés

Mécanisme : intérêt du FISH++



En résumé  : Diagnostic des anomalies chromosomiques

Test Taux de détection (%)

Caryotype conventionnel
DI isolée
DI syndromique

3.7‐4.9
11.2‐29.2

FISH  télomères
lé èDI légère

DI modérée à sévère
DI syndromique

0.7‐4
6.3‐11.4
4.3‐6.6

Micro‐array (probablement 
après caryotype normal)

DI isoléeDI isolée
DI syndromique

6.3‐7.7
8.8‐12.8



CGH en première intention?CGH en première intention?

1) Revue de la littérature > 20 000 patients étudiés en CGH entre 2003 et1) Revue de la littérature > 20 000 patients étudiés en CGH entre 2003 et 
2008

2) Et d ét ti à ti 36 325 t é li é d 8 t2) Etude rétrospective à partir 36 325 caryotypes réalisés dans 8 centres 
entre 1996 et 2005



ACPA en 1° intentionACPA en 1 intention

Patients Résolution N d’études N de patients AneuploïdiesPatients Résolution N d’études N de patients Aneuploïdies

Selectionnés 0 5‐1 5 Mb 12 54 13 1 %Selectionnés 0.5 1.5 Mb 12 54 13.1 %

Selectionnés 30‐70 kb 5 247 17.4 %

Non 
selectionnés 30‐70 kb 5 204 12.3 %

Non 
selectionnés Puce ciblée 9 18 158 6.5 %

Caryotype +FISH 8 5 %Caryotype+FISH 36 325 8 5 %Caryotype +FISH  8.5 %Caryotype+FISH  36 325 8.5 %



Limites de l’ACPA : faux négatifs
Etude rétrospective 36 325 patients : 8.6 % (1996‐2005)

0,78% de ces  anomalies chromosomiques n’auraient pas été identifiées par la CGH

0.03%: triploïdies (69 chromosomes)  pathogènes p p g

0.75 % remaniements équilibrés (sans gain ni perte de matériel  
génétique)

0 0 % l i b i bé i‐ 0.04 % translocations robertsoniennes bénignes
(entre les chromosomes 13‐15 et 21/22)

‐ 0.71 %  potentiellement pathogènes:

‐ 0.48%: remaniements chromosomiques familiaux
‐ 0.23%: remaniements de novo



Deux stratégiesDeux stratégies

C iCGH en premier Caryotype en premier

‐ anormale ‐> caryotype 
pour étude du

‐ normal‐> CGH pour 
microremaniementspour étude du 

mécanisme et enquête 
familialea a e

‐ normale: 0.78 % faux 
négatifs ‐> caryotype

‐ anormal‐> CGH pour 
é i l’ linégatifs ‐> caryotype préciser l’anomalie



Généralisation de l’ACPA
1 ) Problèmes éthiques

‐Mise en évidence de CNV au niveau de gènes connus pour être 
des oncogènes 

‐ Détection de CNV « prédisposant à » des pathologies qui n’ont 
rien à voirrien à voir

CCL3L1 et susceptibilité au HIV

‐ « Polymorphismes » qui pourraient se révéler plus tard comme 
pathogènes 

‐ Détection d’un statut d’hétérozygote pour une maladie 
récessive (mucoviscidose) ou de conductrice pour une maladie 
lié à l’Xliée à l’X



2 ) Cout
Regier DA Am J Hum Genet 2010 May 14;86(5):765‐72. Epub 2010 Apr 15.
Value for Money? Array Genomic Hybridization for Diagnostic Testing for Genetic Causes of Intellectual DisabilityValue for Money? Array Genomic Hybridization for Diagnostic Testing for Genetic Causes of Intellectual Disability

« Array genomic hybridization (AGH) provides a higher detection rate than does conventional 
cytogenetic testing when searching for chromosomal imbalance causing intellectual disability 
(ID). AGH is more costly than conventional cytogenetic testing, and it remains unclear whether 
AGH provides good value for money. …



The baseline AGH testing strategy led to an average cost 
increase of $217 (95% CI $172‐$261) per patient and an 
additional 8.2 diagnoses in every 100 tested (0.082; 95% CI 
0.044‐0.119). …..

Our model suggests that using AGH instead of 
conventional karyotyping for most ID patients provides 
good value for money. Deterministic sensitivity analysis 
f d th t l i AGH ft fi t li t ti t tifound that employing AGH after first‐line cytogenetic testing 
had proven uninformative did not provide good value for 
money when compared to using AGH as first line testing ”money when compared to using AGH as first‐line testing.

En France          Projet EGMAR (PHRC)  :  en cours



Conclusion

DI 1 à 2%

Place du caryotype :

DI  1 à 2%

Examen clinique et  anamnèse : 

‐>  en 1° intention
‐ situation d’urgence : polymalformé en 
réanimation

25‐30%  étiologie

Avant 2005 : 40‐50% sans étiologie

réanimation
‐ tableaux cliniques très évocateurs:    

trisomie 21 
‐ contexte familial d’échecs deAvant 2005 : 40 50% sans étiologie

CGH  :   x 100  résolution du caryotype
x 1 5 à 2 sa sensibilité

‐ contexte familial d échecs de 
reproduction répétés évoquant la 
ségrégation d’un remaniement 
familial équilibréx 1.5 à 2 sa sensibilité q

‐> après Puce à ADN  :
compréhension du mécanisme‐ compréhension du mécanisme

‐ enquête familiale
‐ remaniements équilibrés : 0.75 %

Evolution du métier de cytogénéticien  



Evaluation clinique: anamnèse,  histoire familiale, examen clinique 
(dysmorphie, malformations, bilan sensoriel et neuro‐développemental)

Forte suspicion clinique Pas d’éléments d’orientation francs

Tests spécifiques
‐ Caryotype /Fish/MLPA
‐ Xfragile
NFS é i

+
‐

‐ NFS, urée , ionogramme…
‐ tests thyroidiens, creatinine
et guanidino‐acetates urinaires
‐ ALAT,ASAT, CK

+
, ,

‐ bilan ophtalmologique

Selon contexte :
IRM si signes neurologiques

CGH –array
après avis d’un  généticien

CGh

+
‐

IRM si signes neurologiques
EEG si convulsions
Échographie cardiaque, rénale
Squelette

•Bilan métabolique plus 
spécifique: CAAs

CGh‐array
en 1°intention

‐ Idem

‐

q
Bilan auditif (retard de 

langage)
Bilan métabolique SSI signes 

francs+ consanguinité

spécifique: CAAs, 
CAOu,AICAR,SAICAR..
•Avis  du neuropédiatre ou 
métabolicien pour tests plus

Idem

francs+ consanguinitémétabolicien pour tests plus 
contraignants 
•Suivi

+ ‐



Le point de vue des patients….




