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EMBRYOFOETOPATHOLOGIE • Mort in utero
• IMG pour malformation
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NGS et Fœtopathologie

 Défis

 Difficultés diagnostiques

 Conservation tissulaire

 Nombre de cas homogènes / pathologies rares, sévères Nombre de cas homogènes / pathologies rares, sévères

 Aventages

 Phénotypes extrêmement bien définis

 Phénotypes extrêmes…mutations extrêmes ?

 En France…..SOFFOET !



Autosomal X-Linked Y-Linked Mitoch Total

# Phenotype description,
molecular basis known 3744 283 4 28 3661

% Mendelian phenotype or locus,
molecular basis unknown 1572 134 5 0 1764

Statistiques OMIM 19/03/2014

molecular basis unknown

Other, mainly phenotypes with, 
suspected mendelian basis 1745 115 2 0 1895



OMIM Statistics, Phenotypes

Autosomal X-Linked

Mito Y-Linked



Génome

Séquençage haut débit

Séquences codantes, 1% du génome

Région chromosomique
Locus
Gène

Ensemble des exons du génome
Exome

Sélection

Fowler

Walker-Warburg

Exome de l’X

Exons d’un groupe de gènes
Exome ciblé

Séquences non codantes
(Mirnome etc…)

Ciliome



I. Séquençage d’une région génomique

FLVCR2 et Syndrome de Fowler



Fowler et al, 1972
Hydranencéphalie-Hydrocéphalie
Akinésie Fœtale

Vasculopathie Proliferative Gloméruloide
Nécrose, calcifications
Vaisseaux perforants aberrants, 

anormalement épaissis

SNC

Proliferative vasculopathy (MIM 225790)

?Viable ?

Fowler

Autosomique récessif
42 cas issus de 26 familles

Bessieres-Grattagliano et al., EJMG, 2009 
Williams et al. AJMG, 2010

control

Moelle

Formes moins sévères
- Hydrocéphalie
- Sans akinésie
- Apparition tardive  (2° T)



Etude de liaison pangénomique,  Affymetrix 250K SNPs 

95 9906 070805

Lodscore 4,8Lodscore 4,8

Effet fondateur dans 2 familles turques 4 atteints

haploidentiques pour 280 SNPs

4,1 Mb



4,1 Mb - 58 Gènes
13 séquencés

Capture complète de la région

Séquençage haut débit
(Genoscope, Evry France

Plateforme Mutation GIS-Maladies rares)



5

Un cas index
de 7 familiesde 7 families

Sans atteinte 
médullaire

+ Un frère non atteint
sans l’allèle morbide



Analyse des résultats 

73%

Total variants
23 262

Off-target variants
6231

On-target variants
17 031

Variations in the control 
8642

DbSNP & HapMap
4053 (+879 in E)

Unreported variants
3457

Seuil arbitraire
- > 3 lectures
- Au moins une en direction opposée

8642 4053 (+879 in E) 3457

Intronic/intergenic regions
3403

Coding sequences
54

Non synonymous
42

Synonymous
8

3 variants in 
2 genes

2 variants in 
6 genes

1 variant in 
20 genes

4 variants in 
1 gene: FLVCR2

3’ + 5’ UTR
81



FLVCR2: MFS transporter  (major-facilitator superfamily) 

Tailor et al., J of Virology, 1999
Most closely related to evolutionary branches 

that transport the organic anions

Transporter for a calcium-chelator complex ? 
Brasier et al, Exp Cell Res, 2004

FLVCR2 Is an Importer of Heme
Duffy et al, MCB 2010



Conclusion (1)

 Mutations de FLVCR2 sont responsables de syndrome 
de Fowler, avec ou sans atteinte médullaire
Thomas et al. Hum Mutat, 2012

 Pas d’hétérogénéité génétique
Meyer et al., AJHG 2010;  Lalonde et al. Hum Mut 2010Meyer et al., AJHG 2010;  Lalonde et al. Hum Mut 2010

 Sous estimé ? pertes foetales, sans examen neuropathologique

 Fonction de FLVCR2?   CIRC 2011

 Nombre de familles et l’homogénétité génétique
ont compensé la faible couverture du NGS

 Capture  locus ? 



17 familles reçues

Fowler
9

Fowler ?
5

VPC non Fowler
6

Série analysée / décembre 2012

4 cas consanguins
9

9

5

0

6

0

Mutation FLVCR2 ? 

4 cas consanguins

exomes 2 
Parents, trio

2
1 fœtus, 1 trio



II. Séquençage d’exome

ISPD et TMEM5 et Syndrome de Walker-Warburg



Walker-Warburg: anomalies du SNC

• Lissencéphalie de type II (cobblestone)
• Malformations cervelet
• Malformations rétiniennes
• Dilatation ventriculaire 
• Macrocéphalie ou microcéphalie 
• Méningocèle occipitale
• Hypoplasie des structures médianes
• Microphtalmie
• Fente P• Fente P
• Contractures congénitales



2007

2012

65 fœtus/53 familles
Mutations dans 2/3 des cas

SOFFOET (F. Razavi, L.Devisme)
Hôpital Bichat (N. Seta / C. Bouchet)



Walker-Warburg
Corrélations phénotypes génotypes

LISII-A LISII-B LISII-C
Ectopies neurogliales massives
Dysplasie rétinienne majeure

Intermédaire Ectopies neurogliales focales
Dysplasie rétinienne variable

POMT1 , POMT2 , FKRP LARGE POMGNT1

L. Devisme et al., Brain, 2012, 469-82

Ratio>1 Ratio<1Ratio=1

ECL: Extracortical layer
CP: Cortical plate



chromosome 1 = 7,8 Mb

Analyse de liaison génétique par puces SNPs 250K
Walker - Warburg

25S
A

19S
A

19
SA

2005 2010 2011

chromosome 1 = 7,8 Mb
chromosome 6 =  16 Mb
chromosome 7 =  36 Mb
chromosome 10 = 21 Mb
chromosome 11 = 7,3 Mb
chromosome 17 = 7,9 Mb
chromosome 20 = 30 Mb
chromosome 21 = 27 Mb

Séquençage d’exomes

Céline Bouchet, Sandrine Villaumier-Barrot
Nathalie Seta, Hôpital Bichat



SNV
Number of 

variations
F2-1

Number of 
variations

F2-2

Number of 
common variations

(F2-1 & F2-2)

Total variants 203 604 206 683

Non-synonymous + 
Essential Splice-sites 

variants
27 548 28 005

Unknown variants
(dbSNP132/1K 

genome/EVS and in-
house database filtering)

1 028 950

house database filtering)

Quality filtering 
(Coverage ≥ 5 reads) 970 915

Mapping analysis 46 52 35

Mutated Genes 18 16 12

Gene(s) with two 
mutated alleles 1 1 1

ISPD
S. Villaumier Barrot, C. Bouchet, AJHG, 2012, sous presse



Indel

Number 
of 

variations
F1-1

Number of 
variations

F1-2

Total variants 27 506 28 444

Coding disrupted frameshift 831 1 019

Unknown variants
(dbSNP132/1K genome/EVS and in-

house database filtering)
538 720

house database filtering)

Quality filtering (Coverage ≥ 5 reads) 455 557

Homozygosity (% reads variation/ref 
>0.7) 75 57

Mapping analysis 1 1

TMEM5

S. Villaumier Barrot, C. Bouchet, AJHG, 2012, sous presse



Ratio de sévérité Ratio de sévérité 

LISII-A LISII-B LISII-C

Hydrocéphalie / Lissencéphalie 
(Echographie/IRM)

Examen fœtopathologique
LIS II /Cobblestone

IMG ou MIU

1

2

LISII-A LISII-B LISII-C

POMGNT1LARGE

POMT1
POMT2
ISPD 

TMEM5
FKRP

LARGE
FKTN

POMGNT1
FKRP
FKTN

2ème intention

Etude moléculaire

3

1e intention

S. Villaumier Barrot, C. Bouchet, AJHG, 2012, sous presse



Conclusion (2)

Puissance  
Etude de liaison (formes familiales / consanguines)

+
ExomeExome

Importance
 Phénotypage précis: 

 Groupe de pathologie homogène
 Corrélation génotype-phénotype

 Cohorte : validation des gènes



III. Séquençage ciblée : exome ciliaire

TCTN3 et Syndrome orofaciodigital de type IV (Mohr-Majewski)



CONTEXTE  
LE CIL PRIMAIRE et CILIOPATHIES

Zone de 
transition

Kinesine

Dynéine

IFT B

IFT A

Cargo

Axonème

Corps

Obésité

Anomalies hépatiques
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Anomalies craniofaciales

Anomalies cérébrales

Dysplasie squelettique


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

Spectre phénotypique
Chevauchement clinique

Hétérogénéité génétique
Allélisme

Gibson, Clin Genet 2006: 69: 399–403



7% 6%

43%

Ciliopathies

Banque de capture du “ciliome”

Fonction/structure ciliaire

Modèles

23%

21%

43%

Candidats ciliaires 

Fonction/structure ciliaire

génomique et protéomique comparatives

1210 gènes 
candidats

Interactants ciliaires 

S. Saunier J.M Rozet V. Cormier-Daire T. Attié-Bitach

Néphrologie (NPH) Rétine (LCA) Os (SRP) Fœtus (MKS, HLS)



Ciliome: Capture - Séquençage

Capture d’exome ciliaire
Agilent SureSelect TM: 1210 gènes 

300 euros / individu (100)

et séquençage: Plateforme Génomique

Traitement: Plateforme Bioinformatique

Nombre total de variations
Analyse

Quantité d’ADN
3 mg d’ADN purifié

dbSNP

Nombre total de variations

Variations homozygotes
Variations codantes

db exomes

Validation des variations

Région d’homozygotie / liaison

Confirmation : séquençage Sanger

Etude de ségrégation familiale
Témoins même éthnie

Effet in silico / in vitro



Expression au cours du 
développement

Localisation 
subcellulaire

Phénotype ciliaire
Nombre taille forme 

Ultra-structure du cil 

CILIOPATHIES: APPROCHE FONCTIONNELLE

T
ra
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to
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e

Voie SHH Modélisation cellulaire
(si/shRNA): RPE1, IMCD

Modélisation chez le poisson-zèbre
- Phénotype
- Pathogénicité des mutations
- Interaction génique 

Cellules, tissus patients

Interactome
- LAP-Tag
- Co-IP



Ciliome

Exome
>20000 genes

140

HLS/ACLS
(85)

Autres
Ciliopathies

(20)

MKS/JBS
(65)

NGS ciliome/exome

Cohorte 
fœtale

Gènes
connus

Gènes
candidats

Ciliome
1221genes

Genomic and Bio-Informatic
Imagine Institut

Corps calleux
(50)

Ciliopathies
(20)

Nouveaux
genes



NGS ciliome/exome



NGS ciliome/exome



Anomalies OF
Polydactylie  x4

SRP II 
Majewski

Cotes courtes

OFD II
Mohr

Dysplasie 
squelettique

EFP100056

Encéphalocèle occipitale
Agénésie vermis, ACC

Reins kystiques
Fibroadénomatose biliaire

Polydactylie  x4

OFD  IV

Meckel

squelettique

Anomalies tibiales
Anomalies bassin



Cartographie par homozygotie + exome ciliaire

chromosome 1 =   10 Mb
chromosome 2 =   31 Mb,  24Mb, 22 Mb
chromosome 4 =   10 Mb, 8 Mb
chromosome 6 =   7  Mb
chromosome 8 =   6  Mb, 13 Mb
chromosome 10 = 22 Mb, 42Mb
chromosome 11 = 16 Mb
chromosome 13 = 7 Mb
chromosome 21 = 12 Mb

MKS-E1047:  Consanguine, sénégalaise

TCTN3
p.Gln408X



TCTN3 appartient à un complexe de la zone de transition

Sang et al. Cell 145, 2011



Létal

Viable
?

OFDIV

Mutations de TCTN3 : effet et spectre phénotypiques

100 
ciliopathies 

fœtales

6 SRP II 
2 SRP IV 

consanguins

Ciliopathies 
viables

OFD (18)   
JBS (58)

4 cas mutés Htz au locus 
TCTN3

Une famille 
JBS +

KIF7
GLI-FL

Thomas et al, AJHG 2012

Etude de 
liaison

+
Exome
ciliaire

Etude de 
liaison

+
Exome
ciliaire

TCTN3 2

SUFU

Kinases

KIF7

PTCH

SMO

GLI-FL

Ptc, Gli1

TCTN1,2,3
SHH

GLI-FL



31,5gw
11385



31,5gw

11385



14.5gw
MKS 752



Conclusions(3)

 Mutations TCTN3 : MKS + OFD IV (Mohr-Majewski) 
 Anomalies OF : variables
 Dysplasie des tibias: sévérité variable 
 Sans raccourcissement des côtes

 Corrélations génotype/phénotype : Corrélations génotype/phénotype :
 Mutations tronquantes : formes sévères létales d’OFD IV  
 Mutations  faux-sens:  Joubert

 TCTN3 et transduction du signal SHH
 Perte d’activation de la voie en réponse à un agoniste
 Processing GLI3 altéré

 Implication de la zone de transition dans les ciliopathies sévères



Séquençage nouvelle génération
application en pathologie fœtale ?

 Sélection et séquençage d’un groupe de gènes

Utopie ou réalité ?

 « Ciliopathies » 
Viable

 « Ciliopathies » 
 « Immobilisme » 
 « Corps calleux » 

 « Anasarque »….....□

Phénotype 
incomplet

Phénotype 
extrême

MFIU

IMG

Phénotype
fœtal



Conclusion NGS et fœtopathologie

 On en rêvait…le séquençage nouveau est arrivé !

 Exome / Ciliome + filtre
 Liaison / Gènes candidats / Plusieurs individus  Liaison / Gènes candidats / Plusieurs individus 
 Parents + enfant (de novo)

Cohorte
Validation des gènes identifiés

Phénotypage précis
Groupe de pathologie homogène

Conforter les données
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