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CASANOVA Ludovic
GENTILE Gaétan

MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE a MI-TEMPS

BARGIER Jacques
BONNET Pierre-André
CALVET-MONTREDON Céline
GUIDA Pierre
JANCZEWSKI Aurélie

MAITRE DE CONFERENCES ASSOCIE a MI-TEMPS

MATHIEU Marion
REVIS Joana



PROFESSEURS DES UNIVERSITES et MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS
PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

l ANATOMIE 4201

] ANTHROPOLOGIE 20

CHAMPSAUR Pierre (PU-PH)
LE CORROLLER Thomas (PU-PH)
PIRRO Nicolas (PU-PH)

GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)
LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité

THOLLON Lionel (MCF) (60éme section)

ADALIAN Pascal (PR)

DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)
VERNA Emeline (MCF)

l BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501

CHARREL Rémi (PU PH)
DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

l ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

|NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH)

LA SCOLA Bernard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH)

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité octobre 2018
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)

NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64éme section)
DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)
LEONE Marc (PU-PH)
MICHEL Fabrice (PU-PH)
VELLY Lionel (PU-PH)

GUIDON Catherine (MCU-PH)

GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

ANGLAIS 11

| BIOLOGIE CELLULAIRE 4403

BRANDENBURGER Chantal (PRCE)

ROLL Patrice (PU-PH)

GASTALDI Marquerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT
ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

] CARDIOLOGIE 5102

GUED] Eric (PU-PH)

GUYE Maxime (PU-PH)

MUNDLER Olivier (PU-PH) Surnombre
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69&me section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section)

AVIERINOS Jean-Francois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)

PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

CHIRURGIE DIGESTIVE 5202

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

CLAVERIE Jean-Michel (PU-PH) Surnombre
GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH)
MANCINI Julien (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

BERDAH Stéphane (PU-PH)
HARDWIGSEN Jean (PU-PH)
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)

BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)

CHIRURGIE GENERALE 5302

DELPERO Jean-Robert (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)



l CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 JGUERIN Carole (MCU PH)

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH) | CHIRURGIE INFANTILE 5402 |
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
CURVALE Georges (PU-PH) GUYS Jean-Michel (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH) JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité LAUNAY Franck (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH) MERROT Thierry (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH) VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)
FAURE Alice (MCU PH)
OLLIVIER Matthieu (MCU-PH) PESENTI Sébastien (MCU-PH)

l CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702 ]

BERTUCCI Frangois (PU-PH) | CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503 |
CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH) CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)

DUFFAUD Florence (PU-PH) GUYOT Laurent (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH)

HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH) FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

I CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103 CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

COLLART Frédéric (PU-PH)

D'JOURNO Xavier (PU-PH) CASANOVA Dominigue (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH) LEGRE Régis (PU-PH)

GARIBOLDI Viad (PU-PH)

MACE Loic (PU-PH) BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
THOMAS Pascal (PU-PH) HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

FOUILLOUX Virginie (MCU-PH)
GRISOLI Dominigue (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

l CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201 ]

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH) BARTHET Marc (PU-PH)
BARTOLI Michel (PU-PH) BERNARD Jean-Paul (PU-PH)
BOUFI Mourad (PU-PH) BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH) Surnombre
MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH) DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH) GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH) GRANDVAL Philippe (PU-PH)
GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)
| HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 |SEITZ Jean-Francois (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)
LEPIDI Hubert (PU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)
ACHARD Vincent (MCU-PH) disponibilité

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH) | GENETIQUE 4704 |
| DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 |BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)
BERBIS Philippe (PU-PH) LEVY Nicolas (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH) MONCLA Anne (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH) SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)

RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)

I DUSI ]TOGA caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

COLSON Sébastien (MCF)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)

CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
CUNY Thomas (MCU PH) GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403 ]
l EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

AUQUIER Pascal (PU-PH) BOUBLI Léon (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH) BRETELLE Florence (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH) CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) Surnombre COURBIERE Blandine (PU-PH)
THIRION Xavier (PU-PH) CRAVELLO Ludovic (PU-PH)

D'ERCOLE Claude (PU-PH)
BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06&me section)
TANTI-HARDOUIN Nicolas (PRAG)



| IMMUNOLOGIE 4703

| HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Francois (PR) (69éme section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

BOUCAULT/GARROUSTE Frangoise (MCF) 65éme section)

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

DEVILLIER Raynier (MCU PH)

GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
LOOSVELD Marie (MCU-PH)

SUCHON Pierre (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

l MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

l MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

|LEONETTI Georges (PU-PH)

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)

PAROLA Philippe (PU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)

MILLION Matthieu (MCU-PH)

PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND/BENHAIM Caroline (MCF) (1ére section)

MEDECINE D'URGENCE 4805

KERBAUL Frangois (PU-PH)
MICHELET Pierre (PU-PH)

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; MEDECINE GENERALE ; ADDICTOLOGIE 5301

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)
FRANCES Yves (PU-PH) Surnombre
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
HARLE Jean-Robert (PU-PH)

ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

EBBO Mikael (MCU-PH)
GENTILE Gaétan (MCF Méd. Gén. Temps plein)

ADNOT Sébastien (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)
FILIPPI Simon (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

BONNET Pierre-André (MCF associé Méd. Gén a mi-temps)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
GUIDA Pierre (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

VITON Jean-Michel (PU-PH)

MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

l MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

BERGE-LEFRANC Jean-Louis (MCU-PH)
SARI/MINODIER Irene (MCU-PH)

l NEPHROLOGIE 5203

BERLAND Yvon (PU-PH) Surnombre
BRUNET Philippe (PU-PH)

BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
MOAL Valérie (PU-PH)

NUTRITION 4404

| NEUROCHIRURGIE 4902

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section)

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
GRAILLON Thomas (MCU PH)

NEUROLOGIE 4901

ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66éme section)
SOBOL Hagay (PR) (65&me section)

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)

FELICIAN Olivier (PU-PH)
PELLETIER Jean (PU-PH)



OPHTALMOLOGIE 5502

| PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DENIS Daniéle (PU-PH)
HOFFART Louis (PU-PH) Disponibilité
MATONTI Frédéric (PU-PH) Disponibilité

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Francois (PU-PH)

OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

DESSI Patrick (PU-PH)

FAKHRY Nicolas (PU-PH)

GIOVANNI Antoine (PU-PH)

LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)

MICHEL Justin (PU-PH)

NICOLLAS Richard (PU-PH)

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

DEVEZE Arnaud (MCU-PH) Disponibilité

REVIS Joana (MAST) (Orthophonie) (7éme Section)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)

FAUGERE Gérard (PU-PH) Surnombre
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
MARY Charles (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

PHILOSPHIE 17/

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)

MATHIEU Marion (MAST)

PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)

DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)

REYNAUD Rachel (PU-PH)

SARLES Jacques (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

COZE Carole (MCU-PH)

FABRE Alexandre (MCU-PH)
OVAERT Caroline (MCU-PH)
TOSELLO Barthélémy (MCU-PH)

| PHYSIOLOGIE 4402

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

BARTHELEMY Pierre (MCU-PH)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

REY Marc (MCU-PH)

RUEL Jéréme (MCF) (69éme section)

PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

| THIRION Sylvie (MCF) (66&me section)

BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)
NAUDIN Jean (PU-PH)

PSYCHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIALE 16

AGHABABIAN Valérie (PR)

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101

RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)
GORINCOUR Guillaume (PU-PH)
JACQUIER Alexis (PU-PH)
MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH)

PETIT Philippe (PU-PH)
VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH)

ASTOUL Philippe (PU-PH)

BARLESI Fabrice (PU-PH)

CHANEZ Pascal (PU-PH)

CHARPIN Denis (PU-PH) Surnombre
GREILLIER Laurent (PU PH)
REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)

MASCAUX Céline (MCU-PH)
TOMASINI Pascale (MCU-PH)

REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802

| THERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4804

GAINNIER Marc (PU-PH)
GERBEAUX Patrick (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)

HRAIECH Sami (MCU-PH)

AMBROSI Pierre (PU-PH)
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)

RHUMATOLOGIE 5001

| UROLOGIE 5204

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

BASTIDE Cyrille (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
ROSSI Dominique (PU-PH)
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A Madame le Docteur DE SANDRE-GIOVANNOLI
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Au département de Génétique de la Timone :

Aux Docteurs et Professeurs du Département, vous m’avez transmis votre savoir et votre
passion pour la génétique. Je vous en remercie.

Merci aussi aux conseilléres en génétique, techniciens, ingénieurs, infirmiers, secrétaires et
cadres de santé.

Au service de génétique de Toulon :
Merci pour votre accueil chaleureux et a trés bientot !!

Aux autres services de ’APHM ou je suis passée en stage,

Merci au Pr Figarella, a Julia et Radia pour m’avoir intégrée dans votre activité de
foetopathologie. Merci a Sophie.

Merci au Pr Michel et au Pr Chambost pour m’avoir accueillie au sein du service d’hématologie
oncologie pédiatrique

A Péquipe de recherche de Stéphane Zaffran

Je remercie toute 1’équipe et en particulier Stéphane Zaffran pour sa bienveillance.

J’en profite pour remercier Corinne Dumonceaud sans qui je n’aurai peut-étre pas eu de date
de these !

Enfin 4 mes proches

A Adrien, pour ta bonne humeur, ton sang-froid sans faille, ton sourire et tes fous rires qui me
feront toujours craquer. Je t’aime.

A ma famille, merci a mes parents chéris de m’avoir soutenue depuis le début aussi bien
financiérement (ah ah ah) que par votre écoute et vos conseils (CNV © ) ! Je suis ficre de faire
partie de notre belle famille.

A ma petite sceur, Fleury, depuis les spectacles d’été des grelettes aux révisions avec les Brigitte
et maintenant nos voyages entre sceurs. Je suis fiére de toi et j’espére que tes réves se réaliseront.
Et a Tommy, pour te faire redécouvrir Marseille sous un autre jour et évidemment a Mama
Africa et la tristement célébre rue d’ Aubagne.

Merci a mes grands-parents, & mon parrain et ma marraine pour votre soutien.

Merci aussi a Alexandre pour m’avoir hébergée plus d’une fois a Paris.

A mes amis de ’Ouest.

Juliette, du conservatoire d’ Angers a nos théses de médecine, que d’années parcourues !
Soléne, merci pour pousser toujours plus loin mes exploits sportifs avec 1’aide de Pedro !
Agathe, Sarah, Jenny : a notre maitrise sans faille du portugais ©

Sen et Joe le trio gagnant du concours de médecine !! Que de souvenirs et encore plein de bons
moments en perspective © <3

La team Dinard/antiquités merci Louise pour ta générosité, Vincent et Nuno pour votre accueil
parisien chaleureux, Pauline pour m’avoir ramenée dans tes cours de danse !

La multicolor family : Norah et sa passion pour les volatiles, Jannick et les shampoings et
Hélene, Benj et les obéses, Gwen + Gaspard et Ben, Fifi et sa belette Jean Mat et bien sir
Auguste qui est né le jour d’apres, et Clément que je suis la seule a ne pas avoir vue !



Au sud,

A mes cointernes de génétique. Florence et Jérémie, merci pour votre accueil, je me souviens
de la photo place Castellane...le temps passe si vite. Et puis a tous les nouveaux (+ jeunes, ah
ah ah) et a tous ceux qui sont passés en génétique, en particulier : Linda, Damien et Khaoula et
aux copines du M2 : Lieve, Aline...

A mes cointernes d’anapath : Marion, Kim, Aurélie....=> passion restos

A mes cointernes de pédiatrie : Ilhem, Sophie B, Sophie F.... => ne jamais oublier le 84444

A ma premiére cointerne : Pauline, tu m’as appris tellement de choses => M.E.R.C.I. « Tu es
un modele pour moi » (Bacquet et al. 2017)

A Odeline, de Marseille 4 Toulon ma néonat préférée <3

A D’internat : merci aux cafards de ne pas s’étre logés dans mon oreille © et de m’avoir permis
de m’infiltrer dans le monde des pharmaciens :

Clémence, Léa, Estelle et a vos chéris : beaucoup de bons moments passés ensemble

Mais aussi Thibault, Jordan, Baptiste, encore Damien, Lucie, Chloé ....

Et puis aux lyonnais (00000 c’est pas vrai) : Emi et Phil les nouveaux marseillais (on attend
avec Juliette le guide culinaire de Marseille), Clément, Martin et Julie, Ben et Vio et la petite

Jade, Jowan et Lucie, Greg et Caroline, Cagi et famille.

Aux toulonnais (je m’occupe bien de votre Bobby, je le jure) : Nasta Mahmoud et le petit Mahel,
Steph, Julie, Mélanie.
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ABSTRACT

Background :
Segmental progeroid syndromes are a heterogeneous group of rare and often severe genetic disorders that

have been studied since the 19th century. These progeroid syndromes are defined as segmental because only
some of the features observed during natural aging are accelerated.

Methods :

Since 2015 the Molecular Genetics Laboratory in Marseille La Timone Hospital proposes molecular diagnosis
of premature aging syndromes including laminopathies and related disorders upon NGS sequencing of a panel
of 82 genes involved in these syndromes.

We analyzed the results obtained in 4 years on 66 patients issued from France and abroad.

Results :

Globally, 20 pathogenic or likely pathogenic variants (ACMG class 5 or 4) were identified in about 1/4 of the
cases; among these, 9 pathogenic variants were novel. On the other hand, the diagnostic yield of our panel
was over 60% when the patients were addressed upon a nosologically specific clinical suspicion, excepted for
connective tissue disorders, for which clinical diagnosis may be more challenging. Prenatal testing was
proposed to 3 families. We additionally detected 16 variants of uncertain significance, and reclassified 3 of
them as benign upon segregation analysis in first degree relatives.

Conclusions:

High throughput sequencing using the Laminopathies/ Premature Aging disorders panel allowed molecular
diagnosis of rare disorders associated with premature aging features and genetic counseling for families,
representing an interesting first-level analysis before whole genome sequencing may be proposed, as a future
second step, by the National high throughput sequencing platforms (Medicine France Genomics 2025 Plan),
in families without molecular diagnosis.

KEY WORDS : progeroid, panel, pathogenic,variant



BACKGROUND

Segmental progeroid syndromes are a heterogeneous group of rare genetic disorders,
which were clinically described in medical journals since the end of the 19th century. These
syndromes are defined as segmental because only some of the aging features are accelerated (1).
Historically, and based on their main pathophysiological bases, three major groups of progeroid
syndromes may be distinguished.

The first consists of syndromes due to alteration of DNA-repair genes. The RecQ family
genes, encoding DNA helicases, are mainly involved in this group of syndromes (2,3). DNA
helicases are enzymes involved in different DNA-repair processes and are referred to as
guardians of the genome. They play important roles in genome stability and maintenance (4).
Several syndromes are associated to the RecQ genes’ family including Werner syndrome (WS),
Bloom syndrome (BS) and Rothmund Thomson syndrome (RTS) (5-7), that are respectively
associated with pathogenic variants in RECQL2/WRN, RECQL3/BLM, and RECQL4 genes.
These syndromes share autosomal recessive inheritance and an increased susceptibility to
cancer. WS is an adult-onset progeria syndrome, whereas the first symptoms of BS and RTS
appear in childhood. Cockayne syndrome is another autosomal recessive disorder caused by
mutations of DNA-repair genes, the CS proteins. Pathogenic variants of CSA/ERCCS and
CSB/ERCC6 genes are responsible for the majority of cases (1,8,9).

The second group is deeply linked to studies issued from the Medical Genetics research
laboratory of Marseille and, independently, from an American group. In 2003, De Sandre-
Giovannoli et al. and Eriksson et al. identified a synonymous point mutation of the LMNA gene
(NM_170707.4: c.1824C>T; p.Gly608Gly) as causative of the disease in patients affected with
Hutchinson Gilford Progeria Syndrome (HGPS) (10,11). This synonymous and apparently
harmless heterozygous variant activates a cryptic donor splice site in LMNA pre-mRNA:s,
leading to the production of a prelamin A precursor that lacks the cleavage recognition site for
the endoprotease ZMPSTE24. As a result, a truncated and permanently prenylated prelamin A
isoform named progerin accumulates and exerts multiple toxic effects in cells’ nuclei (10-12).
Other LMNA mutations affecting prelamin A maturation result in more or less severe progeroid
syndromes, called HGPS-like, depending essentially on the quantities of progerin/prelamin A
1soforms produced (13). Two other syndromes, restrictive dermopathy (RD), a perinatal lethal
genodermatosis, and type B mandibuloacral dysplasia (MAD-B), a relatively milder progeroid
syndrome characterized by skeletal, metabolic and cutaneous abnormalities and lipodystrophy,
have also been associated to pathological accumulation of prelamin A. Recessive pathogenic
variants in ZMPSTE24 have mostly been described in these syndromes, broadening the spectrum
of prelamin-A associated disorders (1,14-19). Furthermore, several atypical progeroid
syndromes (APS) or atypical Werner syndrome (AWS) with clinical features overlapping with
HGPS and other prelamin A-linked disorders have been associated to missense mutations in the
LMNA gene, which are often private and are seen in only a single or few families (20-27).

The third group is composed of syndromes characterized by features of premature aging
that result from diverse pathophysiological processes. This group includes the Ehlers Danlos
syndromes (EDS), a clinically and genetically heterogeneous group of diseases that affect
connective tissues. EDS are classified into 13 subtypes according to the inheritance pattern,
phenotype and pathogenetic mechanisms (28). Cutis Laxa (CL) syndromes presenting as well
with progeroid features are also included in this third group (29).

Since 2015, the molecular genetics laboratory in Marseille La Timone Hospital proposes
molecular diagnosis of premature aging syndromes as well as laminopathies and related
syndromes upon NGS (next generation sequencing) analysis of a panel of 82 genes involved in
those disorders (Table S1). To the best of our knowledge, this panel is unique in France
(Figure 1) and in Europe (https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/ClinicalLabs.php?lng=FR).



We report herein the outcomes of 4 years of NGS molecular diagnosis in 66 index cases
coming from France and abroad, affected with syndromes featuring premature aging, and
attempt to provide a critical discussion of the results obtained.

MATERIALS AND METHODS
Next Generation Sequencing and mutation identification procedures

In a diagnostic setting, we performed the targeted analysis of 82 genes including genes
associated to laminopathies, lamin-interactors, and genes linked to premature aging disorders
(Table S1). Since 2015, 66 index cases affected with premature aging syndrome were subjected
to the NGS analysis and included in this study. DNA was extracted from peripheral blood
samples by the Biological Resources Center CRB-TAC (with NF-S 86-900 and ISO-9001
V2015 certifications) of the Department of Medical Genetics.

We created a SureSelectXT 12-24Mb library, custom 1032 gene panel in collaboration
with Agilent Technologies (Santa Clara, California, USA), to be used for enrichment of targeted
sequences for several molecular diagnosis indications in the laboratory. The coding regions and
flanking intronic regions of the 1032 genes were enriched, in solution, using the SureSelect
Target Enrichment System from Agilent (Santa Clara, California, USA), following the
manufacturer recommendations. The Ion Proton platform (Thermo Fisher Scientific, USA) was
used for high throughput sequencing. Then, raw data were converted to Fastq files and aligned
to the reference sequence of the human genome (University of California Santa Cruz,
hg19/GRCh37, (https://genome.ucsc.edu/), using the Torrent Suite software (Thermo Fisher).
The same software was used to perform variant calling (germline low_stringency targetseq),
with the following parameters (min_cov_each strand: 0, min_variant score: 10, min_allele
_freq: 0.1, snp_min_coverage: 6 snp and indel; strand bias: 0.98 snp and 0.85 indel). A variant
calling format (VCF) file and binary alignment map and index (BAM/BAI) files were then
obtained and used for variant annotation using the in-house software VarAFT (Variant
Annotation and Filtration Tool, https://varaft.eu/) (30)). The list of genes to be analyzed for each
patient was also selected using dedicated bedfiles by VarAFT. Sequence reads and variants’
visualization was performed using IGV (https://software.broadinstitute.org/software/ igv/) (31).

The BEDTools-based VarAFT coverage module was used to compute breadth and depth
of coverage data using BAM files for the selected gene list, producing a coverage report.
Nucleotidic positions were interpreted only over a cutoff of 20X reads depth.

Variants whose allele frequencies were > 1% in GnomAD (https://gnomad.
broadinstitute.org) and 1000 genomes (http://www.internationalgenome.org/) were removed, as
well as deep intronic variants. The remaining variants were analyzed according to their genomic
position and their predicted effects on RNAs and proteins. In order to study the pathogenicity
of the variants, we used population databases such as gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.
org/), sequence databases such as ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), LOVD
(http://www.lovd.nl/3.0/home), disease databases such as OMIM (https://www.omim.org/),
integrated databases as ClinGen and in silico predictive algorithms such as Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/), Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/) and
UMD Predictor (http://umd-predictor.eu/), together with a review of the literature (32-34).

The variants were classified as “pathogenic”, “likely pathogenic”, “of uncertain
significance”, “likely benign” or “benign” (respectively classes 5 to 1) according to the
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) classification, using Intervar
(http://wintervar.wglab.org/), ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) and ClinGen
(https://www.clinicalgenome.org/); the classification was manually adjusted using further
ACMG criteria, whenever necessary, depending on the familial context and literature data (35).
In each case, the additional ACMG criteria allowing the reclassification of variants are given in
Table 1.



Only the variants of classes 5 to 3 were reported in molecular genetics diagnostic reports
after Sanger sequencing confirmation. Genes were named following the Hugo gene
nomenclature committee guidelines (https://www.genenames.org/); DNA mutations and
predicted protein changes were named following the HGVS nomenclature guidelines
(http://www.hgvs.org/mutnomen/).

Sanger sequencing for the validation of variants

We designed primers for PCR amplification using the Primer3 software
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/) in order to amplify the gene’s exon. Briefly, Sanger sequencing
was performed as follows: purification of PCR products was performed according to the
manufacturer’s instructions and both strands were sequenced using the Big Dye Terminator
V.1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Sequence reactions were purified on
Sephadex G50 (Amersham Pharmacia Biotech, Foster City, Cali- fornia, USA). We performed
capillary electrophoresis on a Genetic Analyzer ABI3500XL (Life Technologies, USA).
Electrophoregrams were analyzed on the Sequence Analysis Software V.5.2 (Applied
Biosystems) and aligned and interpreted relative to the reference sequence using Sequencher
V.5.4.6.

RESULTS

Since 2015, we analyzed 66 patients from all over France and abroad on a panel of genes
involved in premature aging syndromes. As depicted in Figure 1, 50% of the patients were
addressed from the southern regions of France and only 3% from abroad. To the best of our
knowledge, this kind of gene panel largely exploring premature aging syndromes and
laminopathies is unique in France and Europe (https://www.orpha.net/consor/cgi-
bin/index.php). Some overlap exists with other gene panels, specifically exploring sets of genes
involved in particular diseases such as for example connective tissue disorders or Cockayne and
related syndromes (Figure 2).

The average coverage obtained at 20X on the list of genes and corresponding reference
transcripts we describe (Table S1) was 93% (248,228/267,610 nucleotides covered at 20X +
10,237 mean nucleotides, i.e. = 4% mean SD).

The molecular analysis allowed to identify 20 pathogenic or likely pathogenic variants in
16 patients according to ACMG, using Intervar (http://wintervar.wglab.org/), literature and
databases, as described above (Table 1). Whenever necessary, the clinical interpretation of
sequence variants was adjusted manually according to the literature, genetic databases and
patients’ clinical data.

Globally, class 1-2 (benign and likely benign) variants were identified in 59% of the
patients, class 3 variants (VUS, variant of unknown significance) in 15% and class 5 and 4
variants (pathogenic or likely pathogenic, respectively) in 26% of the patients (about 1/4). In
order to analyze the molecular diagnostic yield with respect to the nosologic specificity of the
clinical suspicion, we divided the index cases in two, then in three groups according to the
clinical diagnosis/indication for NGS: respectively “specific clinical suspicion and unspecified
progeroid disorders” then “specific clinical suspicion other than connective tissue disorders,
connective tissue disorders (namely including CL and EDS) and unspecified progeroid
disorders” (Figure 3 A, B). As expected, when considering the first group of patients with
“specific clinical suspicion” we obtained a 39% diagnostic yield for ACMG classes 4 and 5
variants (likely pathogenic or pathogenic), compared to the “unspecified progeroid disorders”
for which the same types of variants were retrieved only in 10% of the patients. When we further
divided the first group in two, i.e. “specific clinical suspicion other than connective tissue
disorders and connective tissue disorders”, we obtained a much higher diagnostic yield (62%)
with ACMG classes 4 and 5 variants for patients with a nosologically defined clinical syndrome



vs only 26% for connective tissue disorders (Figure 3B). In the same graph, we can see that the
detection rate of class 3 variants was the same for the two subgroups.

Table 1 compiles the 36 variants observed in our cohort from class 3 to 5; 9 of the 20
variants belonging to classes 4 and 5 are described in this report for the first time (Table 1).

In the group of nosologically defined, suspected clinical syndromes, we identified
compound heterozygous pathogenic variants of RecQ family genes for three patients: RECQL4
in two patients (P2 and P6) presenting with RTS and WRN/RECQL? in one patient with WS
(P8). Both patients with RTS were female and had intrauterine and postnatal growth retardation,
poikiloderma (collectively defining the following skin anomalies: reticulated hypo- and
hyperpigmentation, punctate atrophy and telangiectasias) (Figure 4, B1-B3) and skeletal
anomalies (fractures for patient P2 and decreased bone mineral density for patient P6). Patient
P2 was older than patient P6, she developed a metastatic colon cancer and died at age 27. The
pathogenic heterozygous variants found in patient P6 had already been described in a patient
presenting with RTS (36-38), whereas the two pathogenic variants observed in patient P2
(c.2263C>T; p.(Arg755Trp) and c.2415 2419dup; p.(Arg807fs113Ter)) are described for the
first time in this report. Patient P8 affected with WS presented with bilateral cataract, premature
graying of scalp hair, alterations of the skin (thin skin and hyperpigmentation), soft tissue
calcification, Achille’s tendinopathy, muscle atrophy and hypothyroidism at age 38. One of the
pathogenic variants identified in the WRN gene (c.2313T>A; p.(Cys771Ter)) is novel as well.
Another patient (P7) was referred to our laboratory with clinical features of late onset Cockayne
Syndrome. A deletion of 4,8 Mb encompassing the ERCC6 gene was already identified by array
CGH and we observed a missense variant in exon 12 on the other ERCC6 allele (¢.2291T>C;
p-(Leu764Ser)).

We identified already described pathogenic variants confirming the clinical diagnoses of
SHORT Syndrome in patient P10, of Buschke-Ollendorf syndrome in patient P12, of Branchio-
Oculo-Facial Syndrome (BOFS) in patient P4 and of Oculodentodigital Dysplasia in patient P16
(Tablel), respectively in the PIK3R1, LEMD3/MANI, TFAP2A4 and GJAI genes (39-42). As it
can be seen in Figure 4 (D1, D2), patient P10 affected with SHORT syndrome presented with
short stature (below the 3rd SD), triangular face with prominent forehead, deep-set eyes, narrow
tip of the nose, low-hanging columella and partial lipodystrophy at age 23. She also presented
Axenfeld-Rieger anomaly, diabetes mellitus, hearing loss and ovarian cysts.

In the group of connective tissue disorders, we identified new compound heterozygous or
homozygous class 4 or 5 variants in patients presenting with Cutis Laxa: GORAB (c.546A>T;
p-(Glul82Asp)) and ¢.859C>T; p.(Arg287Ter)) for patient P5 and an homozygous novel variant
in ALDHI8A1 (c.1499G>T; p.(Gly500Val)) for patient P13 (Table 1 and Figure 4, F1-F4 ).
Patient PS5 was evaluated in his first year of life: he showed joint laxity, bilateral congenital hip
dislocation, fracture of the tibia, skin wrinkling, premature aged appearance of the face, deep
set eyes, droopy cheeks and a pinched nose (Figure 4, C1, C2). His nonsense variant was
inherited from the mother, who presented with a mild phenotype associating joint laxity and a
pinched nose. GORAB compound heterozygous variants and the clinical features of patient P5
were compatible with Geroderma osteodyplastica (GO) or Autosomic Recessive Cutis Laxa
type 2 (ARCL2) diagnoses. Patient P13 was the first child of a consanguineous couple from
Senegal; IUGR (intrauterine growth retardation) was observed during pregnancy. He was born
prematurely with height and weight below the third centile and his head circumference was
between the 5™ and 10" percentile. Clinical examination at 1 month of life evidenced retarded
postnatal growth (below the 3™ centile, as at birth), hypotonia, failure to thrive, large fontanelles,
facial progeroid appearance and cutis laxa. He also presented stenosis of the aortic arch.
ALDHI18A1 pathogenic variants are responsible of De Barsy syndrome, previously known as
ARCL3A, defining a molecular diagnosis that was compatible with the clinical features of
patient P13 (29). Other pathogenic variants already described in the literature confirmed the



diagnosis of CL for patients P1 and P3 (Table 1 and Figure 4, A1-A4 for patient P1) (43-45).
Patient P1 (Figure 4, A1-A4) presented with aged appearance, a prominent forehead, loss of
adipose tissue, translucent and wrinkly skin with visible veins. He also showed hypotonia and
prenatal and postnatal growth retardation with conserved head circumference. This variant had
already been associated with autosomal recessive Cutis Laxa (43,44). As mentioned above, EDS
is another clinically and genetically heterogeneous group of connective tissue disorders. We
identified two heterozygous nonsense variants in COL5A1 in two patients presenting with
classical EDS: one of them (c.1884 1891del; p.(Asp629Phefs16Ter) is described in this report
for the first time, in patient P9 while the other (¢.2374C>T; p.(Arg792Ter) (46)) was observed
in a compound heterozygous state with a novel missense VUS in the same gene : (¢.4030C>T ;
p.(Pro1344Ser)) in patient P14 (Table 1). Brittle Cornea syndrome is classified as one of the
EDS subtypes (28,42,47). In our cohort, patient P15, carried a homozygous nonsense variant in
PRMD)5 that was not reported before (c.1036C>T; p.(Arg346Ter), Table 1). Patient P15 was
issued from a consanguineous union; at the age of 35 years, he presented with bilateral
keratoconus, keratoglobus with bilateral corneal transplants, bilateral cataract surgery, blue
sclerae, hearing loss, scoliosis and joint laxity.

We additionally observed 3 LMNA variants, of which one was considered as pathogenic
based on previous publications (c.1003C>T; p.(Arg335Trp)) (48-54). This variant was
previously described in two patients presenting with acro-osteolysis and dilated cardiomyopathy
(DCM), another with a cardiac phenotype, acro-osteolysis and hypertriglyceridemia and other
patients presenting with isolated DCM (48-52). As described in Lambert et al., (54) patient P11
presented with a severe progeroid phenotype including acro-osteolysis with painful articulations
of hands and feet, she had a pace-maker for heart rhythm disturbances (atrial fibrillation and
atrioventricular block) without DCM on echocardiograms and she reported that children laughed
at her at school for her “aged face and skin” (54). Patient P11, shown in Figure 4, E1-E4 at 63
years old, presented with a pinched nose, malar hypoplasia, and an emaciated aspect of the face
with aged, thin and dyspigmented skin, brachydactyly due to osteolysis predominating on the
first three distal phalanges of both hands, and xerosis of the skin.

We additionally identified 16 variants of unknown significance (VUS, ACMG class 3
variants). Among them, 3 were reclassified as benign upon segregation analysis on DNAs of
first-degree relatives. In the remaining cases, we didn’t receive parental DNAs to help reclassify
them. Almost all VUS were identified in patients referred to our laboratory for Ehlers Danlos
syndrome or unspecified progeroid syndromes. Among the suspected EDS, at least two patients
(P20 and P28) had hypermobile EDS for which no gene was identified yet (28).

As mentioned above, one VUS in COL5A41 was associated with a pathogenic variant of
the same gene in patient P14. The patient almost fulfilled the diagnostic criteria of Classical-
Like EDS (clEDS) syndrome, i.e. as major criteria: skin hyperextensibility, general joint
hypermobility (Beighton score: 8/9), spontaneous ecchymoses, autosomal recessive inheritance
because she was born form a consanguineous couple and minor criteria: hand acrogeria with
clinodactyly, pes planus, hallux valgus. However, she also presented atrophic scarring which is
a major criterion for Classical EDS (cEDS) and is normally absent from clEDS. She had one
brother with clinical signs of EDS. We did not identify pathogenic variants in TNXB (whose
coding sequence NM_019105.6 was entirely covered by the genomic sequencing), but we
observed one COL5A41 already known pathogenic variant (¢.2374C>T; p.(Arg792Ter)) and one
novel VUS (c.4030C>T; p.(Pro1344Ser)) (46). Compound heterozygosity of COL5A41 has
already been described in one family, with one missense COL5A 1 variant playing the role of a
“modifier gene” (55,56). In order to determine the impact of the VUS, the analysis of its
segregation in the patient’s family would be useful.

Finally, two unreported heterozygous VUS that we would like to report were identified in
the LMNA gene. One of these VUS (c.1016C>T; p.(Ala339Val)) was identified in patient P18,



a 59 years old man, who displayed a range of premature-aging symptoms: premature balding
since his twenties, short stature (-2.5 SD), low body weight (-2.25 DS), atrophic skin, sparse
eyebrows and eyelashes, prominent eyes, micrognathia, and sloping shoulders. He suffered from
intracranial hemorrhage at age 47 due to a ruptured posterior inferior cerebellar artery aneurysm.
He also presented with aortic valve calcification associated with mild aortic insufficiency,
incomplete right bundle branch block, hypertension, hypertriglyceridemia, and recurrent bone
fractures upon osteoporosis. His cognitive development was normal. He was the only child of
unrelated parents and he was childless. None of his relatives presented with premature aging
features.

The other VUS in the LMNA gene was detected in patient P17 who was addressed for a
clinical phenotype evocative of cEDS. This variant was located in the 3’UTR region of Lamin
A-encoding transcripts (NM_170707.4: ¢.1698+17G>A) and in the last codon of Lamin C-
encoding transcripts (NM_005572.3) (c.1715G>A; p.(Arg572His)). Unfortunately, no
segregation study could be performed in the patient’s first-degree relatives.

DISCUSSION

We report the outcomes of 4 years of molecular genetic diagnosis by high throughput
sequencing on a cohort of 66 patients affected with premature aging syndromes using a panel of
82 genes. To the best of our knowledge, this panel is the only available in France and in Europe
to offer a wide molecular genetics exploration of disorders including features of premature
aging. Other panels, mostly involved in the molecular diagnosis of connective tissue disorders
or more restrained nosologic entities among premature aging syndromes, partially share genes
with the panel we present.

This panel allowed us to provide molecular genetics results for patients from all over
France and, in a few cases, from French overseas territories or abroad. As expected, and as seen
in Figure 1, more than half of the patients’ samples received in Marseille La Timone molecular
genetics Laboratory were issued from the southern part of France. This is due to the strong
previous interactions established in other diagnostic contexts with other southern French
University Hospitals, and their facilitation by the establishment of financial agreements among
regional hospitals in France. Nonetheless, the other cases were addressed from the rest of French
territories or abroad, probably due to the unique availability of a large molecular screening in
this kind of rare syndromes where, in some cases, large clinical overlaps can be observed.
Additionally, this may be explained by the long-lasting involvement of our medical team in
translational research and diagnosis of premature aging disorders linked to Lamins A/C
(1,10,13,27,57-62).

While for the global cohort of patients (n=66) the diagnostic yield (i.e. identification of
pathogenic or likely pathogenic variants) was of about 1/4 (26%), by further dividing the cohort
in two groups, depending on the strength of the clinical suspicion towards a nosologically
defined progeroid syndrome vs. an unspecified progeroid disorder (UPS), we observed that the
diagnostic yield largely relied on this parameter, with almost 40% resolved cases in the first
category of patients. When those groups were further subdivided in three (“specified clinical
suspicion other than connective tissue disorders”, “connective tissue disorders” and
“unspecified progeroid disorders”), the diagnostic yields were respectively 62%, 26% and 10%.
Indeed, this allows to observe, as expected, that the lowest yield is obtained in UPS, but a low
yield is also retrieved in connective tissue disorders. This group of patients represents about
1/3" of the cases addressed to our laboratory, with a clinical diagnosis or suspicion of EDS
(Figure 3 and data not shown). The International EDS Consortium recently defined 13 EDS
subtypes and listed 19 causal genes (28). In our panel, we analyze more than 50% of them,
including the most frequently mutated ones (11/19). In France, to date, there is no available
diagnostic panel exploring the 19 genes. For example, the extended panel of Tiibingen in
Germany, studies 90 % of these 19 genes (17/19). Our panel thus represents the most extensive



offer in France for EDS molecular diagnosis and the number of patients that we received for this
clinical indication points to a probably uncovered diagnostic need in France, together with the
fact that it’s often hard to have a precise clinical suspicion given the high phenotypic variability
of the EDS subtypes as well as the clinical overlap among EDS subtypes and other connective
tissue disorders, making it interesting to use a large panel including most of the genes involved
in those disorders with features of premature aging. This was also the reason why, although no
specific gene has been identified yet, patients with a clinical diagnosis of hypermobile EDS were
accepted and included in the molecular analysis. Indeed, more widely, many syndromes that are
associated with the 82 genes included in our panel have overlapping clinical features (28,63).
We report in this work 20 pathogenic or likely pathogenic variants in different clinical
indications, 9 of them being novel. Among these novel variants 4 were non-sense and 2
frameshifting. We detected novel variants and in some cases reclassified them as pathogenic or
likely pathogenic according to ACMG criteria, relative to genetic databases, literature and
patients’ clinical history (Table 1): for RECQL4 c¢.2263C>T; p.(Arg755Trp) and
c.2415 2419dup; p.(Arg807fs113Ter) variants in patient P2 presenting with clinical RTS, for
GORAB ¢.546A>T; p.(Glul82Asp) and c.859C>T; p.(Arg287Ter) in patient P5 presenting with
clinical CL. Indeed, even if most pathogenic variants of GORAB (alias: SCYL1BP1) responsible
of GO are nonsense, homozygous missense variants in compound heterozygosity with null
alleles have already been associated with GO in previous publications (64-67).

We also reclassified the ERCC6 (c.2291T>C; p.(Leu764Ser)) variant in patient P7
carrying a deletion of ERCC6 on the other allele and a clinical diagnosis of late onset Cockayne
syndrome; of note, Ghai et al described a patient affected with Cokayne syndrome carrying
almost the same deletion as P7 associated to a splice variant (68). For ALDHI8AI the
homozygous variant: ¢.1499G>T; p.(Gly500Val) was reclassified in patient P13 presenting with
features of CL; for COL5AI, the (c.1884 1891del; p.(Asp629Phefs16Ter)) nonsense variant
was reclassified in patient P14 presenting with classical EDS. Other novel variants already
classified as pathogenic by Intervar, an ACMG variant classification tool, were observed in
PRDM5 (homozygous variant: c.1036C>T; p.(Arg346Ter)) in patient P15 presenting with
Brittle Cornea syndrome and in WRN (c.2313T>A; p.(Cys771Ter)) associated with another
already described nonsense variant in patient P8 presenting with classical Werner syndrome.

Other previously described pathogenic variants were identified in patients affected with
syndromes as diverse as SHORT, Buschke-Ollendorf syndrome, Branchio-Oculo-Facial
Syndrome (BOFS), and Oculodentodigital Dysplasia.

Among the 16 VUS observed, 3 were re-classified as benign by studying their segregation
in first degree relatives” DNAs.

Interestingly, three variants were detected in LMNA: one known pathogenic variant and
two novel VUS, whose pathogenicity could not be proven for the moment, due to the lack of
segregation studies or functional in vitro analyses. One of the LMNA VUS (NM _170707.4:
c.1016C>T; p.(Ala339Val)) was found in a male proband (patient P18) who presented with an
adult-onset progeroid phenotype suggestive of Atypical Werner Syndrome (AWS), described in
patients presenting with some clinical signs of WS and carrying heterozygous missense LMNA
variants (20, 22, 67—-69). Furthermore, the WRN gene, whose coding sequence NM_000553.5
was entirely covered by the genomic sequencing, did not show any pathogenic or likely
pathogenic variants. We consider the LMNA p.(Ala339Val) variant as likely responsible for the
patient’s phenotype, although it doesn’t fulfill ACMG criteria for (likely) pathogenicity (35).
Indeed, Ala339 is a very conserved residue and the LMNA gene has only a few well-known
polymorphic variants (SNPs), making every undescribed variant very suspect of being
pathogenic, especially if compatible with previously described laminopathies. Moreover, it is
located nearby other previously reported AWS mutations (22, 68, 69).
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The other LMNA VUS we observed (NM_005572.3: ¢.1715G>A; p.(Arg572His)) affected
only Lamin C-encoding transcripts, being otherwise located in the 3 UTR region of Lamin A-
encoding transcripts, in patient P17, who was addressed for a suspicion of cEDS. It would be
very interesting to perform the variant segregation study in this patient’s first relatives since, to
the best of our knowledge, no variant affecting uniquely Lamin C isoforms has ever been
described in human. Indeed, most laminopathies, including atypical progeria syndromes
(24,26,72), have been associated to missense mutations affecting both Lamin A and C isoforms,
and the mutation of only Lamin C isoforms may be compatible with a relatively mild clinical
phenotype.

The familial segregation of these VUS and eventual functional analyses will be important
to determine whether or not they are major pathogenic factors at the origin of the clinical
phenotypes of the patients or only possible phenotype modifiers.

Patient P11 carrying the heterozygous ¢.1003C>T; p.(Arg335Trp) pathogenic variant in
LMNA (NM_170707.4), already described in (48—54), presented since a young age with a severe
progeroid phenotype of acro-osteolysis and cutaneous premature aging associated with heart
rhythm disturbances; by giving us the authorization of publishing her pictures, the patient allows
the medical community to become more familiar with the spectrum of clinical phenotypes
(ranging from isolated dilated cardiomyopathy to premature aging phenotypes) linked to this
particular LMNA mutation, as already reported for other LMNA mutations (73,74).

Finally, the identification of pathogenic variants allowed us to offer genetic counselling
and propose prenatal testing: four prenatal tests were performed in the three families with
mutations in GORAB, RECQL4 and TFAP2A.

CONCLUSION

Globally, the NGS molecular exploration of 66 patients using a panel of 82 genes
associated with premature aging syndromes allowed us to confirm or establish a final diagnosis
in 26% (about 1/4"M) of the cases, while segregation analysis of first-degree relatives would help
to reclassify the VUS identified in about 15% of the cohort.

The identification of a molecular diagnosis for these rare but often severe disorders,
allowed to provide genetic counseling to the families and to propose prenatal diagnosis,
contributing to personalized genomic, medical healthcare.

In order to further improve our panel’s diagnostic yield, clinicians will need to be
sensitized to the utility of completing the segregation analyses in the families with VUS and
sending at once the trios DNAs (affected patient and parents) whenever possible; also, research
projects including functional in vitro analysis on human biological samples may be designed in
order to include patients with VUS if the segregation analysis is compatible with a likely
pathogenic effect, in order to provide arguments for it and refine the molecular diagnosis. On
the other hand, for patients for whom only ACMG classes 1 or 2 were observed (which represent
overall, about 60% of the patients of our cohort) further studies in a research context may be
proposed.

Alternatively, the French government has financed the first two National high throughput
whole genome sequencing platforms for trios in the context of the “Medicine France Genomics
2025” Plan (https://solidarites-sante.gouv.fr/systeme-de-sante-et-medico-social/recherche-et-
innovation/france-genomique), aiming to sustain and improve molecular genetic diagnosis of
patients affected with rare disorders and therapeutic follow up of patients affected with cancer
in the context of genomic, personalized medicine, allowing to further integrate scientific
advances into healthcare and to facilitate the access to innovation to all patients. These patients
and their relatives may also be candidate for this second level screening in the next years.
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FIGURES, TABLE AND SUPPLEMENTAL DAT

Panel for Cockayne syndrome
and related, Strasbourg

Panel for Connective Tissue
Diseases, Tiibingen, Germany

Figure 1: Venny diagrams showing the existing overlaps among available gene lists in a
diagnostic setting according to Orphanet, available to test patients with premature aging
disorders (source: https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php) and data available on the
laboratories’ websites (https://www.cegat.de/en/diagnostics/diagnostic-panels/connective -
tissue-diseases/;  http://www.chru-strasbourg.fr/sites/default/files/ul I0/NER_18genes 19030
8 2.pdf). We compare our gene panel with a panel of 55 genes asssociated with connective
tissue diseases in Tiibingen, Germany (CeGaT GmbH) and a panel of 18 genes associated with
Cockayne and related syndromes, in Strasbourg, France (CHU de Strasbourg - Hopital Civil).
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ACMG (Intervar

ACMG
. Age at . . . ] reintepreted or Additional criteria leading to the Mutation UMD- ]
Patient 8 Indication Gene NM Haplotype cDNA change Amino acid change (default Details of Intervar P ) & ExAC GnomAD ) HSF Literature
referral manual- variant class change Taster predictor
Intervar)
Maryland)
P1 11m CL 2B PYCR1 NM_006907.3 hoz c.616G>A p.(GLy206Arg) LP PM1 PM2 PP3 PP5 P PS1 PP1 1/23214 (4.308e-05) 2/186106 (1.07e-5) DO0.99 P 100 Probably no impact on splicing Kretz et al. 2011; Reversade et al. 2009
1/240964 . . -
€.2263C>T p.(Arg755Trp) VUus PM1 PM2 PP3 BP1 LP PM3 NA (4.15¢-6) NA NA Potential alteration of splicing THIS REPORT
P2 26y RTS RECQL4 NM_004260.3 comp.het -
c.2415_2419dup p.(Arg807fs113Ter) NA P PM2 PVS1 PP3 NA NA NA NA Potential alteration of splicing THIS REPORT
P3 9y2m CL ALDH18A1 NM_002860.4 het c.413G>A p.(Arg138Gin) LP PM1 PM2 PP2 PP3 PP5 P PS1 NA NA D0.999 P84 Potential alteration of splicing Fischer-Zirnsak et al. 2015
Reiber et al. 2010 and p.(Arg237Gly) in
P4 19y BOFS TFAP2A NM_003220.3 het c.710G>A p.(Arg237Gin) LP PM1 PM2 PP2 PP3 PP5 P PS1 NA NA D0.999 P87 Potential alteration of splicing Milunsky et a:’ (2050 v)
c.546A>T p.(Glu182Asp) VUus PM2 LP PM3 PP3 PP4 NA NA D0.999 PP72 Potential alteration of splicing THIS REPORT
P5 6m CL GORAB NM_152281.2 comp.het 3/251106
c.859C>T p.(Arg287Ter) VUS PM2 PP3 PP5 P PVS1 PM3 2/121244(1.65e-05) (1.19¢-5) D1 P100 Probably no impact on splicing THIS REPORT
69/276484 . . - . .
c.1573delT p.(Cys525Alafs33Ter) NA P PVS1 PM2 PM3 PP5 27/104602¢2.581e-04) (2.5¢-4) NA NA Potential alteration of splicing Kitao et al. 1999; Siitonen et al. 2009
P6 8m RTS RECQL4 NM_004260.3 comp.het 32/'271122 Duiol ot al 2000- W T al. 2003-Siit
ol etal. ; Wang et al. ;Siitonen
€.2269C>T p.(GIn757Ter) P PVS1 PM2 PP3 PP5 P 9/113308(7.943¢-05) NA NA Potential alteration of splicing Y & "
(1.18e-4) et al. 2009
P7e 19y Cockayne Sd ERCC6 NM_000124.4 het €.2291T>C p.(Leu764Ser) VUS PM1PM2 PP3BP1 LP PM3 (deletion of the other allele) NA NA D0.999 P90 Probably no impact on splicing THIS REPORT
c.2313T>A p.(Cys771Ter) P PVS1 PM2 PP3 P NA 1/251244 D1 P100 Probably no impact on splicing THIS REPORT
41 Werner Sd WRN NM_000553.5 comp.het [200a_C) -
P8 y - P 6/251074 . . . http://www.pathology.washington.e
€.2665C>T p.(Arg889Ter) P PVS1 PM2 PP3 PP5 P 4/120718(3.314e-05) D1 P100 Potential alteration of splicing
(2.39e-5) du/research/werner/database/
P9 43y EDS COL5A1 NM_000093.4 het c.1884_1891del p.(Asp629Phefs16Ter) NA LP PVS1 PM2 NA NA NA NA Potential alteration of splicing THIS REPORT
P10 24y SHORT Sd PIK3R1 NM_181523.2 het €.1945C>T p.(Arg649Trp) LP PM1 PM2 PP3 PP5 P PS1 PP2 NA NA D0.999 P93 Potential alteration of splicing Dyment et al. 2013
P11 63y UPS LMNA NM_170707.4 het c.1003C>T p.(Arg335Trp) VUsS PM2 PP3 PP5 P PS1 PM1 NA NA D 0.999 P96 Probably no impact on splicing Zaragova et al. 2017; Lambert et al., 2018
Buschke Ollendorf . . -
P12 37y sd LEMD3 NM_014319.4 het c.1323C>A p.(Tyrd441Ter) VUus PM2 PP3 P PVS1 PS1PP5 NA NA D1 P100 Potential alteration of splicing Hellemans et al. 2006
0/239782 . . o
P13 2m CL ALDH18A1 NM_002860.3 hoz c.1499G>T p.(Gly500Val) LP PM1 PM2 PP2 PP3 P PP1 PM3 NA (0) D0.99 P90 Potential alteration of splicing THIS REPORT
c.4030C>T p.(Pro1344Ser) VUsS PM2 PP3 BP1 VUus NA NA D 0.999 P96 Potential alteration of splicing THIS REPORT
P14 39y EDS COL5A1 NM_000093.4 comp.het
c.2374C>T p.(Arg792Ter) P PVS1 PM2 PP3 PP5 P NA NA D1 P100 Potential alteration of splicing Wenstrup et al. 2010
) 3/244748 ) ) ..
P15 36y Brittle cornea PRDM5 NM_018699.2 hoz c.1036C>T p.(Arg346Ter) P PVS1 PM2 PP3 P 3/119938 (2.501e-05) (1.23e-5) D1 P100 Potential alteration of splicing THIS REPORT
| todigital
P16 6y7m Ocu :::I;a:?;g'ta GIA1 NM_000165.5 het C.287T>A p.(Val96Glu) LP PM1 PM2 PP2 PP3 P PS1PP5 NA NA D0.99 P100 NA Wiest et al. 2006
NM_005572.3 (Lami
P17 41y EDS LMNA 0 isoform() amin het .1715G>A p.(Arg572His) VUS PM2 VUS NA 0/149540 Polym 0.992 | Prob Polym Probably no impact on splicing THIS REPORT
(D)
P18 59y Werner Sd LMNA NM_170707.4 het c.1016C>T p.(Ala339Val) VUS PM2 PP3 VUS NA NA D0.999 P84 Potential alteration of splicing THIS REPORT
59/276606 . ..
P19 4m UPS RECQL4 NM_004260.3 hoz €.2756-8G>T p.? NA VUS 17/107602 (1.58e-04) (2.13¢-4) NA NA Probably no impact on splicing THIS REPORT
3/178100 . ..
P20 68y EDS ALDH18A1 NM_002860.4 het c.1597G>A p.(Val533Met) VUS PM1 PP2 VUS NA (1.68¢-5) Polym 0,960 PP69 Probably no impact on splicing THIS REPORT
2/282868 . . -
P21 47y EDS COL1A2 NM_000089.3 het c.798A>C p.(Glu266Asp) VUS PM2 VUS NA (7.07e-6) D0,999 Polym45 Potential alteration of splicing THIS REPORT
P22 20y UPS SYNE1 NM_182961.4 het c.21209T>G p.(Leu7070Trp) VUsS BP1 VUsS NA NA Polym 0,890 P78 Potential alteration of splicing THIS REPORT
lack of segregation with the disease in the . . ..
p23* 21m UPS ATR NM_001184.4 het c.4750A>C p.(Met1584Leu) VUS PM2 B il NA 3/251454 D0,999 PP72 Potential alteration of splicing THIS REPORT
[1.10 C\
lack of segregation with the disease in the . . ..
p24* 17y EDS COL1A1 NM_000088.3 het c.310G>A p.(Asp104Asn) VUS PM2 B family NA NA Polym0,999 Polym33 Potential alteration of splicing THIS REPORT
c.463C>T 7/209120 . . -
COL5A2 NM_000393.5 het p.(Argl155Cys) VUS PP3 VUS 1/49686 (2.013e-5) (3.35¢-5) D0,999 P100 Potential alteration of splicing THIS REPORT
P25 57y UPS :
SYNE2 NM_182914.2 het ¢.20632_20634delinsGAA p.(Ser6878Glu) NA VUS NA NA NA NA Potential alteration of splicing THIS REPORT
lack of segregation with the disease in the . . .
P26* 65y UPS ATR NM_001184.4 hoz c.7701A>G p.(Lys2567Lys) VUs BP4 BP7 B family NA NA D1 P77 Potential alteration of splicing THIS REPORT
P27 21y UPS ELN NM_001278913.1 het c.1063_1086del p.(355_362del) NA VUS NA NA NA NA NA THIS REPORT
1/245798 . . -
P28 28y EDS TNXB NM_019105.7 het c.747C>T p.(Cys249Cys) LB PM2 BP4 BP7 VUS 1/102780 (9.73e-06) (4.07¢-6) D1 Polym 11 Potential alteration of splicing THIS REPORT
P29 57y UPS FBN1 NM_000138.4 het c.5347A>T p.(lle1783Phe) VUS VUS NA NA DO0,999 P78 Potential alteration of splicing THIS REPORT
] 20/248986 . ..
P30 19y EDS ACAN NM_013227.3 het €.7205G>A p.(Arg2402His) VUS PM1 PM2 VvUS 8/119916 (6.671e-05) D0,999 P87 Probably no impact on splicing THIS REPORT

(8.03e-5)
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Gene MIM Phenotype
G Locati C let f Phenot Inherit
ene ocation omplete name of gene number enotype MIM number nheritance
Atrial fibrillation, familial, 12 614050 AD
ATP-BINDING CASSETTE
ABCC9 12p12.1 ! 601439 Cardi thy, dilated, 10
P subfamily C, member 9 arclomyopathy, aliated, 508569 /
Hypertrichotic . 239850 AD
osteochondrodysplasia -
Spondyl.oeplmetaphyseal 612813 AR
dysplasia, aggrecan type
Spon.dylo.eplphyseal 608361 AD
dysplasia, Kimberley type -
ACAN 15026.1 AGGRECAN 1 155760 Short stature and advanced
bone age, with or without
early-onset osteoarthritis 165800 AD
and/or osteochondritis
dissecans
ADIPOCYTE-, C1g-, AND
ADIPOQ 3g27.3 COLLAGEN DOMAIN 605441 Adiponectin deficiency 612556 /
CONTAINING
1-ACYLGLYCEROL-3-PHOSPHATE Lipodystrophy, congenital
AGPAT2 4, 1 608594 AR
G 9934.3 O-ACYLTRANSFERASE 2 603100 generalized, type 1 ——
Cutis Iaxaf autosomal 616603 AD
dominant 3
Cutis laxa, autosomal
ALDHISAL Loera ALDEHYDE DEHYDROGENASE 18 138250 recessive, tyze Il1A; De Barsy 219150 AR,IC
4es- FAMILY, MEMBER A1 5 ast,zy"ar;orlle —
pastic parapiegia 5% 601162 AD
autosomal dominant
Spastic paraplegla.QB, 616586 AR
autosomal recessive
GAPO syndrome 230740 AR
ANTXR1 2p13.3 ANTHRAX TOXIN RECEPTOR 1 606410 Hemangioma, capillary
) ) . 602089 AD
infantile, susceptibility to}
Ataxia-telangiectasia 208900 AR
Lymphoma, B-cell non-
Hodgkin, somatic / /
ATV 223 ATAXIA-TELANGECTASIA 607585 Lymphoma, ":f'“"t'e cell, / ;
4es MUTATED GENE somatlc
T-cell prolymphocytic
leukemia, somatic / /
{Breast cancer, susceptibility 114480 SMu, AD
to}
Cutis laxa, autosomal
ATPase, H+ TRANSPORTING, -
ATP6VOA2 | 12q24.31 LYSOaSS;MAL Vo SUBUNIT Ay | B11716 recessive, type IIA 219200 AR
! Wrinkly skin syndrome 278250 AR
Menkes disease 309400 XLR
ATPase, Cu(2+)-TRANSPORTING, ipi
ATP7A Xq21.1 ase, Cu(2+) 300011 Oc.C|p|taI horn syndrome 304150 XLR
ALPHA POLYPEPTIDE Spinal muscular atrophy,
h : 300489 XLR
distal, X-linked 3
ATAXIA-TELANGECTASIA AND Cutaneous telangiectasia and| o, o0y AD
ATR 3923 RAD3-RELATED 601215 cancer syndrome, familial
Seckel syndrome 1 210600 AD
Ehlers-Danlos syndrome, 615349 AR

spondylodysplastic type, 2
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BETA-1,3-

Spondyloepimetaphyseal

B3GALT6 1p36.33 615291
P GALACTOSYLTRANSFERASE 6 dysplasia with joint laxity,
. . 271640 AR
type 1, with or without —
fractures
BETA-1,4- Ehlers-Danlos syndrome,
B4GALT7 5g35.3 604327 130070 AR
q GALACTOSYLTRANSFERASE 7 spondylodysplastic type, 1
BANF1 11q13.1 BARRIER-TO- 603811 Nestor-Guillermo progeria 614008 AR
AUTOINTEGRATION FACTOR 1 syndrome EE—

BLM 15026.1 RECQ PROTEIN-LIKE 3 604610 Bloom syndrome 210900 AR
Er.\cephal.opathy,.progresswe, 615924 AR
with or without lipodystrophy

Lipodystrophy, congenital
BSCL2 11912.3 BSCL2 GENE 606158 generalized, type 2 269700 AR
Neuropathy, distal hereditary 600794 AD
motor, type VA -
Silver spastic paraplegia 270685 AD
syndrome -
Lipodystroph ital
ipo ysroP y, congenita 612526 /
generalized, type 3 -
Partial lipodystrophy,
CAV1 7931.2 CAVEOLIN 1 601047 congenital cataracts, and 606721 AD
neurodegeneration syndrome
Puhnonaryhypeﬂenmon, 615343 AD
primary, 3
CAVEOLAE-ASSOCIATED Lipodystrophy, congenital
. 13327
CAVIN1 17921.2 PROTEIN 1 603198 generalized, type 4 6133 AR
CELL DEATH-INDUCING DFFA- Lipodystrophy, familial
CIDEC 3p25.3 612120 615238 AR
P LIKE EFFECTOR C partial, type 5
Caffey disease 114000 AD
Ehlers-Danlos 'syndrome, 130060 AD
arthrochalasia type, 1 -
Osteogenesis imperfecta, 166200 AD
type | -
Oﬂeogenfazﬁrpeﬁeda, 166210 AD
COL1A1 17921.33 COLLAGEN TYPE I, ALPHA-1 120150 ot y?_ o
steogenesis imperfecta, 259420 AD
type Il -
Osteogenesis imperfecta, 166220 AD
type IV -
{Bc.)ne mineral density ' 166710 AD
variation QTL, osteoporosis} E—
Ehlers-Danlos .syndrome, 617821 AD
arthrochalasia type, 2
EhIers—IDanlos syndrome, 225320 AR
cardiac valvular type -
OﬂeogenfﬁZTTpeﬁeaa, 166210 AD
COL1A2 7213 | COLLAGEN,TYPE| ALPHA2 | 120160 |—— ybe —
steogenesis imperfecta, 259420 AD
type llI -
Osteogenesis imperfecta, 166220 AD
type IV -
{Osteoporosis,
166710 AD
postmenopausal}
COL3A1 2932.2 | COLLAGEN, TYPE Ill, ALPHA-1 | 120180 | CEers-Danlossyndrome, 130050 AD
vascular type
COL5A1 99343 | COLLAGEN, TYPEV, ALPHA-1 | 120215 | CEMers-Danlossyndrome, 130000 AD
classic type, 1
COL5A2 2932.2 | COLLAGEN, TYPEV, ALPHA-2 | 120190 | EMers-Danlossyndrome, 130010 AD
classic type, 2
DKC1 Xq28 DYSKERIN 300126 | Dyskeratosiscongenita, X- | 50, XLR

linked
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EGF-CONTAINING FIBULIN-LIKE

Cutis laxa, autosomal

EFEMP2 11913.1 EXTRACELLULAR MATRIX 604633 . 614437 AR
recessive, type IB
PROTEIN 2
Inflam.matory skin and bowel 616069 AR
disease, neonatal, 2
Adenocarcinoma of lung,
corR Jils EPIDERMAL GROWTH FACTOR L1550 responsie t:';.ytros.lne kinase 211980 AR
pll. RECEPTOR inhibitor in
Nonsmall cell lung cancer,
response to tyrosine kinase 211980 AR
inhibitor in
{Nonsmall ce.ll!gng cancer, 211980 AR
susceptibility to}
Cutis laxa, .autosomal 123700 AD
dominant
ELN 7q11.23 ELASTIN 130160
Supravalvar aortic stenosis 185500 AD
EMD Xq28 EMERIN 300384 | Emery-Dreifuss muscular 310300 XLR
dystrophy 1, X-linked
EXCISION REPAIR,
COMPLEMENTING i
ERCC1 19913.32 126380 | Cerebrooculofacioskeletal | g, ;5 AR
DEFECTIVE,IN CHINESE syndrome 4
HAMSTER,1
Cerebrooculofacioskeletal
EXCISION REPAIR, syndrome 2 610756 AR
COMPLEMENTING Trichothiodystrophy 1,
ERCC2 19q13.32 126340
9 DEFECTIVE,IN CHINESE photosensitive 601675 AR
HAMSTER,2 Xeroderma pigmentosum, 278730 AR
group D -
EXCISION REPAIR, i i
COMPLEMENTING TrlChit:szjg:z::;\?:y > 616330 AR
Erces 2q14.3 DEFECTIVE,IN CHINESE 133510 X dp i t
, eroderma pigmentosum, 610651 AR
HAMSTER,2 group B
XFE progeroid syndrome 610965 AR
Fanconi anemia,
EXCISION REPAIR, complementation group Q 613272 AR
ERCC4 16p13.12 | COMPLEMENTING DEFECTIVE, 133520 Xeroderma pigmentosum, 278760 AR
IN CHINESE HAMSTER, 4 group F =
Xeroderma pigmentosum, 278760 AR
type F/Cockayne syndrome -
Cerebrooculofacioskeletal 616570 AR
syndrome 3
EXCISION REPAIR, Xeroderma pigmentosum, 278780 AR
ERCC5 13g33.1 COMPLEMENTING DEFECTIVE, 133530 group G
IN CHINESE HAMSTER, 5; Xeroderma pigmentosum
i~ " | 278780 AR
group G/Cockayne syndrome
Cerebrooculofacioskeletal 214150 AR
syndrome 1
Cockayne syndrome, type B 133540 AR
De Saz;:;-r(c‘;:zhlone 278800 AR
EXCISION REPAIR CROSS-
ERCC6 10g11.23 609413
q COMPLEMENTING, GROUP 6 Premature ovarian failure 11 616946 AD
UV-sensitive syndrome 1 600630 AR
{Lung cancer, susceptibility 211980 AR
to}
{Macular degeneration, age-
related, susceptibility to, 5} 613761 /
EXCISION REPAIR CROSS Cockayne syndrome, type A 216400 AR
Erccs >q12.1 COMPLEMENTING, GROUP 8; 609412 .
UV-sensitive syndrome 2 614621 AR
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Cutis laxa, autosomal

dominant 2 614434 /
Cutis Iax.a, autosomal 219100 AR
recessive, type 1A
FBLN5 14q932.12 FIBULIN 5 604580 Macular degeneration, age- 603895 AD
related, 3
Neuropathy, hereditary, with
or without age-related 608895 AD
macular degeneration
Acromicric dysplasia 102370 AD
Ectopia lentis, familial 129600 AD
Geleophysic dysplasia 2 614185 AD
Marfa: :Zcr’gr‘:;mphy 616914 AD
FBN1 15¢21.1 FIBRILLIN 1 134797 i
Marfan syndrome 154700 AD
MASS syndrome 604308 AD
Stiff skin syndrome 184900 AD
WelII-Marchesz-'ml syndrome 608328 AD
2, dominant D
Atrloventrlculzr septal defect 600309 AD
Crani taph | dysplasi
raniometaphysea yép asia, 218400 AR
autosomal recessive —
E.ryth'rokeratodern?la 617525 AD
variabilis et progressiva 3
GAP JUNCTION PROTEIN Hypoplastic left heart 241550 AR
GJA1 6g22.31 ALPHA-1 121014 syndrome 1
Oculodentodigital dysplasia 164200 AD
Oculodentodigital dyﬁplasm, 257850 AR
autosomal recessive —
Syndactyly, type IlI 186100 AD
Palmoplantar‘keratoder.ma 104100 AD
with congenital alopecia -
Gerod
GORAB 1g24.2 | GOLGIN, RAB6-INTERACTING | 607983 eroderma 231070 AR
osteodysplasticum
GENERAL TRANSCRIPTION i i
GTF2H5 6q25.3 608780 Trichothiodystrophy 3, 616395 /
FACTOR IIH, POLYPEPTIDE 5 photosensitive
34213 INTRAFLAGELLAR TRANSPORT
IFT122 q22.1 122, CHLAMYDOMONAS, 606045 [Cranioectodermal dysplasia 1 218330 AR
ass HOMOLOGUE OF
INTRAFLAGELLAR TRANSPORT Cranioectodermal dysplasia 3 614099 AR
IFT43 14924.3 43, CHLAMYDOMONAS, 614068 Retinitis pigmentosa 81 617871 AR
Short-rib th ic dysplasi
HOMOLOG OF ort-ri ' oracic dysplasia 617866 /
18 with polydactyly -
POTASSIUM CHANNEL,
KCNJ6 21922.13 INWARDLY RECTIFYING, 600877 Keppen-Lubinsky syndrome 614098 AD
SUBFAMILY J, MEMBER 6
Reynolds syndrome 613471 AD
Greenberg skeletal dysplasia 215140 AR
LBR 1942.12 LAMIN B RECEPTOR 600024
Pelger-Huet anomaly 169400 AD
Pelger—Huet anomaly \.Nlth 618019
mild skeletal anomalies -
LEM DOMAIN-CONTAINING Buschke-Ollendorff syndrome 166700 AD
LEMD3 12914.3 PROTEIN 3 607844 Ost ilosis with
.s eopoikilosis wi o.r 166700 AD
without melorheostosis EE—
LIPE 19913.2 | LIPASE, HORMONE-SENSITIVE | 151750 Lipodystrophy, familial 615980 AR
partial, type 6
Cardiomyopathy, dilated, 115200 AD

1A
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Cha.rcot-Mane-Tooth 605588 AR
disease, type 2B1 -
Emery-Dreifuss muscular
dystrophy 2, autosomal 181350 AD
dominant
Emery-Dreifuss muscular
dystrophy 3, autosomal 616516 AR
recessive
LMNA 1q22 LAMIN A/C 150330 Heart-hand syndrome, 610140 AD
Slovenian type -
Hutchlnson-_Gllford 176670 AR, AD
progeria -
Llpodystrophy, familial 151660 AD
partial, type 2 -
Malouf syndrome 212112 AD
Mandibuloacral dysplasia 248370 AR
Muscular dy_strophy, 613205 AD
congenital -
Restrictive dermopathy, 2975210 AR
lethal -
LMNB1 5q23.2 LAMIN B1 150340 |“eukodystrophy, adult-onset,| 500, AD
autosomal dominant
Ep||er:syc/),cf>orrc:ire955|ve 616540 AR
LMNB2 19p13.3 LAMIN B2 150341 {ipod yt h - il
podystrophy, partia, 608709 AD
acquired, susceptibility to}
LATENT TRANSFORMING Cutis | ¢ |
LTBP4 19913.2 GROWTH FACTOR-BETA- 604710 s faxa, autosoma 613177 AR
recessive, type IC
BINDING PROTEIN 4
MAGEL2 15q11.2 MAGE-LIKE 2 605283 Schaaf-Yang syndrome 615547 AD
MATRIX GAMMA-
. Keutel d 2451
MGP 12p12.3 CARBOXYGLUTAMIC ACID 154870 eutel syndrome 5150 /
M-PHASE-SPECIFIC PLK1- Trichothiodystrophy 4,
MPLKIP 7pl4.1 609188 234050 AR
P INTERACTING PROTEIN nonphotosensitive -
NAAL0 Xq28 N:{:L::?A-ACC:;LYLLYTFITQI;ISFBZR’\?;E 300013 Microphthalmia, syndromic 1 309800 XL
’ Ogden syndrome 300855 XLD, XLR
PROLIFERATING CELL NUCLEAR ia- i ia-li
PCNA 20p12.3 176740 | Atda-telangiectasia-like 615919 AR
ANTIGEN disorder 2
Basal g'ar?glla ca}uflcatlon, 615007 AD
idiopathic, 4
Kosaki overgrowth syndrome 616592 AD
PLATELET-DERIVED GROWTH Myeloproliferative disorder
PDGFRB 5q32 173410 13144
g FACTOR RECEPTOR, BETA with eosinophilia 31440 AD
Myofibromatosis, infantile, 1 228550 AD
Premature églng syndrome, 601812 AD
Penttinen type
PHOSPHATIDYLINOSITOL 3- Agammaglobulinemia 7, 615214 AR
PIK3R1 5q13.1 | KINASE, REGULATORY SUBUNIT| 171833 autosomal recessive
q:s. ! 1 Immunodeficiency 36 616005 AD
SHORT syndrome 269880 AD
Lipodystrophy, familial
PLINI 15q26.1 PERILIPIN 1 170290 POCYSEropny, familia 613877 AD
partial, type 4 -
Mandibular hypoplasia,
pOLDI 1001333 POLYMERASE (DNA-DIRECTED), - de::\jfrﬂessc,j prtogeLmd feztures, 615381 AD
4= DELTA 1, CATALYTIC SUBUNIT and ipodystrophy syndrome
{Colorectal cancer,
susceptibility to, 10} 612591 AD
Carotid intimal medial
thickness 1 609338 /
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Insulin rejis;::icce, severe, 604367 AD
PEROXISOME PROLIFERATOR-
PPARG 3p25.2 601487 Lipodystrophy, familial
P ACTIVATED RECEPTOR-GAMMA pocys Topty 604367 AD
partial, type 3
Obesity, severe 601665 AR, AD, Mi
[Obesity, resistance to]
{Diabetes, type 2} 125853 AD
PR DOMAIN-CONTAINING
PRDM5 4927 614161 Brittle cornea syndrome 2 614170 AR
PROTEIN 5
PROTEASOME SUBUNIT, BETA- Proteasome-associated
PSMBS8 6p21.32 ! 177046 autoinflammatory syndrome 256040 AR
TYPE, 8 N
1 and digenic forms
PHOSPHATIDYLSERINE Lenz-Majewski hyperostotic
. 151
PTDSS1 8qg22.1 SYNTHASE 1 612792 dwarfism 51050 AD
e | e |
PYRROLINE-5-CARBOXYLATE
PYCR1 17925.3 179035 Cutis laxa, autosomal
REDUCTASE 1 .
recessive, type IlIB; De Barsy 614438 /
syndrome
Baller-Gerold syndrome 218600 AR
DNA HELICASE, RECQ-LIKE, TYPE
RECQLA 8924.3 N RECQ‘? 603780 R:P;DILIN:s:ndrome 266280 AR
5 othmund-Thomson 268400 AR
syndrome -
RAS AND RAB INTERACTOR i i
RIN2 20p11.23 610222 |Macrocephaly, alopecia, cutis| oo 0 AR
2; RIN2 laxa, and scoliosis
SH3 AND PX DOMAINS-
SH3PXD2B 5035.1 CONTAINING PROTEIN 613293 Frank-ter Haar syndrome 249420 AR
2B; SH3PXD2B
SOLUTE CARRIER FAMILY 39 Ehlers-Danl d
ers-Danlos syndrome
SLC39A13 11p11.2  |(ZINC TRANSPORTER), MEMBER| 608735 y. ! 612350 AR
spondylodysplastic type, 3
13; SLC39A13
SprT-LIKE N-TERMINAL DOMAIN
SPRTN 1942.2 616086 Ruijs-Aalf: d 616200 AR
PROTEIN; SPRTN dus-Aatts syndrome
Emery-Dreifuss muscular
SPECTRIN REPEAT-CONTAINING dystrophy 4, autosomal 612998 AD
SYNE1 6925.2 NUCLEAR ENVELOPE PROTEIN 608441 dominant
1;SYNE1 Spinocerebellar at.aX|a, 610743 AR
autosomal recessive 8 -
SPECTRIN REPEAT-CONTAINING Emery-Dreifuss muscular
SYNE2 14923.2 NUCLEAR ENVELOPE PROTEIN 608442 dystrophy 5, autosomal 612999 AD
2;SYNE2 dominant
TALDO1 11p15.5 TRANSALDOLASE 1; TALDO1 602063 Transaldolase deficiency 606003 AR
TRANSCRIPTION FACTOR AP2- B hi lofacial
TFAP2A 6p24.3 107580 ranchiooculotacia 113620 AD
ALPHA; syndrome
Arrhythmogenic right
604400 AD
TRANSMEMBRANE PROTEIN i i E—
TMEM43 3p25.1 612048 ventrlculér dysplasia 5
=Re3.2 43, TMEMA43 Emery-Dreifuss muscular
614302 AD
dystrophy 7, AD
formerly recently
TMPO 12¢23.1 THYMOPOIETIN; TMPO 188380 CARDIOMYOPATHY, RECLASSIFIED /
DILATED, 1T
Ehlers-Danlos syndrome,
6p21.33-
TNXB 71,32 TENASCIN XB; TNXB 600985 classic-like, 1 606408 AR
pel.22 Vesicoureteral reflux 8 615963 AD
Cranloecto.dermal 614378 AR
dysplasia 4 -
WDR19 4pl4 WD REPEAT-CONTAINING 608151 ShOrtS-rlb'tt:oraC|'::ysslaSIa 614376 AR
PROTEIN 19;WDR19 with orwithou
polydactyly
Nephronophthisis 13 614377 AR
Senior-Loken syndrome 8 616307 AR
WD REPEAT-CONTAINING Cranioectodermal dysplasia 2 613610 AR
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WDR35 4pl4 613602
2pis WD REPEAT-CONTAINING Short-rib thoracic dysplasia 7 614091 AR
PROTEIN 35;WDR35 with or without polydactyly -
WRN 8pl12 RECQ PROTEIN-LIKE 2; RECQL2 604611 Werner syndrome 277700 AR
XPA 9q22.33 XPA GENE; XPA 611153 Xer°dem:ropl;i";e"t°5”m' 278700 AR
Mandibuloacral dysplasia
608612 AR
ZINC METALLOPROTEINASE i i EEE—
ZMPSTE24 | 1p34.2 606480 |—ith type B lipodystrophy
STE24;ZMPSTE24 Restrictive dermopathy,
275210 AR
lethal
ZNF469 16924.2 ZlNC::;;GZE’\TFZZ(;TElN 612078 Brittle cornea syndrome 1 229200 AR

Table S1. Alphabetical list of genes included in the NGS panel "premature ageing
syndromes and laminopathies". AD: autosomal dominant; AR: autosomal recessive; Mi:
mitochondrial; XLR: X linked recessive; XLD: X linked dominant; Smu: somatic mutation; IC:
isolated cases.




INTRODUCTION

Les syndromes progéroides « segmentaires » constituent un groupe de maladies rares d’origine
génétique et sont décrits dans les articles médicaux/scientifiques depuis la fin du 19°™ siécle.
Ces syndromes sont dits « segmentaires » car seulement une partie des signes observés lors du
vieillissement naturel sont accélérés (1). On peut diviser ces syndromes en trois groupes
majeurs en fonction des bases physiopathologiques et de I’histoire de leur découverte.

Le premier groupe est celui des syndromes liés a 1’altération de génes impliqués dans la
réparation de I’ADN. Les génes principalement impliqués dans ce groupe sont ceux codant pour
les hélicases de la famille « RecQ » (2,3). Les hélicases sont des enzymes impliquées dans
différents processus de réparation de I’ADN et sont décrites comme les « gardiennes du
génome ». Elles ont un role majeur dans la stabilité¢ et la maintenance de celui-ci (4).
Différents syndromes sont associés a la famille « RecQ » : les variants pathogenes de
RECQL2/WRN sont responsables du syndrome de Werner (WS), de RECQL3/BLM du
syndrome de Bloom (BS) et du géne RECQL4 du syndrome de Rothmund Thomson (RTS)
(5-7). Ces trois syndromes partagent une hérédité autosomique récessive et une susceptibilité
augmentée aux cancers. Les premiers signes cliniques du WS apparaissent plus tard chez le
jeune adulte, alors qu’ils sont présents deés 1’enfance pour le BS et le RTS. Le
syndrome de Cockayne (CS) est un autre syndrome autosomique récessif, associé¢ a des
variants pathogenes dans des geénes codant pour des protéines impliquées dans la réparation
d’ADN. Les génes CSA/ERCCS et CSB/ERCC6 sont responsables de la majorité des cas
décrits (1,8,9).

Le second groupe est fortement li¢ aux études menées par le laboratoire de recherche de
Marseille et d’un autre laboratoire indépendant américain. En 2003, De Sandre-Giovannoli et
al. et Eriksson et al. ont démontré 1’effet pathogéne d’une variation synonyme du géne LMNA
(NM_170707.3: ¢.1824C>T; p.Gly608Gly) chez des patients atteints du syndrome Progéria de
Hutchinson-Gilford (HGPS) (10,11). Ce variant synonyme a priori silencieux, est responsable
de I’activation d’un site cryptique d’épissage dans les pre-ARNm issus de I’allele LMNA muté,
ayant pour conséquence la production d’un précurseur la prélamine A qui ne contient plus le
site de clivage reconnu par I’endoprotéase ZMPSTE24. Ceci aboutit a I’accumulation toxique
d’une prélamine A tronquée et farnésylée, appelée la progérine (10—12). D’autres variants
pathogenes affectant la maturation de la prélamine sont associés a des syndromes progéroides
plus ou moins séveres appelés « HGPS-like ». Leur sévérité dépend essentiellement des
quantités de progérine/d’autres isoformes de prélamine A tronquée produites (13). Deux autres
syndromes ont aussi €té associés a 1’accumulation pathologique de prélamine A sauvage. Il
s’agit de la dermopathie restrictive (RD), une génodermatose périnatale 1étale, et la dysplasie
mandibulo-acrale de type B (MAD-B), un syndrome progéroide moins sévere caractérisé par
des anomalies cranio-faciales et squelettiques ainsi qu’une lipodystrophie. Le plus souvent ce
sont des variants récessifs pathogenes dans le géne ZMPSTE24 qui ont été rapportés dans ces
syndromes, ¢élargissant le spectre des syndromes associés a 1’accumulation de prélamine A.
(1,14-19). De plus, de nombreux cas de syndromes progéroides atypiques, incluant les
syndromes de Werner atypiques (AWS), avec des signes cliniques mixtes HGPS/syndromes
associés a I’accumulation de prélamine A/autres laminopathies, sont la conséquence de variants
faux sens pathogenes dominants ou récessifs du gene LMNA dits « privés » car retrouvés dans

une seule famille ou chez un seul individu (20-27). ) o
Le troisiéme groupe est compos¢ de syndromes avec des signes de vieillissement

prématuré dus a des processus physiopathologiques variés et hétérogenes. Par exemple, les
syndromes d’Ehlers Danlos (EDS) sont un groupe de pathologies hétérogenes cliniquement et
génétiquement, caractérisées par une atteinte du tissu conjonctif. Récemment, une nouvelle
classification en 13 types a été réalisée selon le type d’hérédité, le phénotype et les mécanismes
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de pathogénicité (28). Un autre exemple est le groupe des syndromes Cutis Laxa qui inclut aussi
des signes de vieillissement prématuré (29).

Depuis 2015, le Laboratoire de Génétique Moléculaire au sein du Département de
Génétique Médicale de I’hopital de la Timone propose en diagnostic moléculaire un panel de
82 genes impliqués dans des syndromes associés a un vieillissement prématuré (Annexe 1). Ce
panel représente une offre diagnostique unique en France et en FEurope (Figurel)
(https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/ClinicalLabs.php?Ing=FR).

Panel Laminopathies et Vieillissement Panel Syndrome de Cockayne et syndromes
prématuré, Marseille apparentés, Strasbourg

Panel Maladies du tissu conjonctif ,
Tiibingen, Allemagne

Figure 1: Diagrammes obtenus par le logiciel Venny montrant le nombre de genes
communs existant entre différents panels selon les données Orphanet concernant les tests
diagnostiques disponibles pour les syndromes associés a un vieillissement prématuré
(source: https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/ClinicalLabs.php?Ing=FR ) et les données des
sites web des laboratoires (https://www.cegat.de/en/diagnostics/diagnostic-panels/
connective-tissue-diseases/ ; http://www.chru-strasbourg.fr/sites/default/files/ul 10/NER 18
genes 190308 2.pdf)

Nous avons comparé notre panel au panel de 55 génes proposé a Tiibingen, en Allemagne pour
les maladies du tissu conjonctif (CeGaT GmbH) et a celui proposé par Strasbourg pour le
syndrome de Cockayne et les syndromes apparentés comprenant 18 genes (CHU de Strasbourg
- Hopital Civil).

Nous avons analysé 66 cas index en provenance de la France et de I’étranger. Nous
présentons le bilan de 4 années (2015-2018) de diagnostic moléculaire par séquencage de
nouvelle génération (NGS) chez des patients présentant des syndromes avec vieillissement
prémature.
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MATERIELS ET METHODES

Ethique et consentements

Tous les patients ou leur représentant 1égal pour les mineurs ont signé un consentement écrit
relatif aux analyses génétiques effectuées conformément a la loi Frangaise (L1131-1-1 Code de
la Santé Publique). Un consentement supplémentaire, spécifique a cette publication, a été
obtenu par les patients eux-mémes ou leur représentant 1égal pour les mineurs ou leur ayant
droit pour les patients décédés afin d’utiliser les données cliniques et/ou les photographies.
Cette ¢tude est conforme au Reéglement Général sur la Protection des Données (RGPD)
(n°2016/679): I’utilisation des données cliniques et génétiques issues du diagnostic moléculaire
a ¢té validée par le Délégué a la Protection des Données de I’ Assistance Publique des Hopitaux
de Marseille conformément a la réglementation Frangaise et Européenne.

Séquencage de nouvelle génération

Depuis 2015, 66 cas index ont été analysés dans notre laboratoire. L’ADN a été extrait a partir
des prélevements sanguins. Le Centre de Ressource Biologique (CRB-TAC) (certifications
NF-S 86-900 and ISO-9001 V2015) du Département de Génétique Médicale a préparé et fourni
ces ADN au laboratoire de Biologie Moléculaire du méme département afin qu’ils y
soient analysés.

A T’aide de la librairie Custom SureSelectXT 12-24Mb, nous avons concu et fait
préparer un kit « a facon » portant sur 1032 geénes en collaboration avec Agilent Technologies
(Santa Clara, California, USA) ; ce kit est utilisé pour I’enrichissement de séquences cibles
analysées dans les différents panels NGS proposés par le laboratoire.

Les régions codantes et les jonctions introniques flanquantes les 1032 genes ont été
enrichies en solution, en utilisant le SureSelect Target Enrichment System from Agilent
(Santa Clara, California, USA), conformément aux recommandations du fournisseur. Le
séquencgage haut débit a été réalis¢ sur la plateforme Ion Proton (Thermo Fisher Scientific,
USA). Les données brutes obtenues ont été converties en fichiers Fastq et alignées a la
séquence de référence du génome humain (University of California Santa Cruz, hgl9/
GRCh37, (https://genome. ucsc.edu/) en utilisant le logiciel Torrent Suite (Thermo Fisher).
Ce méme logiciel est utilis¢ pour effectuer 1’étape de variant calling
(germline low_stringency targetseq), selon les paramétres suivants : min _cov_each
strand: 0, min_variant score: 10, min_allele freq: 0.1, snp_min_coverage: 6 snp and indel;
strand_bias: 0.98 snp and 0.85 indel.

Un fichier au format .VCF (variant call format) et un fichier .BAM/.BAI (binary
alignment map and index) sont obtenus et utilisés pour 1’annotation des variants avec le
logiciel « maison » VarAFT (Variant Annotation and Filtration Tool, https://varaft.eu/ (30).
La liste des génes a analyser pour chaque patient est ciblée en utilisant le bedfile
correspondant (fichier qui définit les coordonnées chromosomiques des régions qui doivent
étre analysées) du panel d’intérét enregistré dans VarAFT. La visualisation des variants et la
lecture des séquences sont réalisées avec IGV (https://software.broadinstitute.org/software/
igv/) (31).

Dans le cadre du diagnostic moléculaire, nous avons analysé 82 génes incluant les génes
associés aux laminopathies et les geénes connus impliqués dans les syndromes
avec vieillissement prématuré (Annexe 1). Le module de couverture basé¢ sur BEDTools et
contenu dans VarAFT a ¢été utilisé pour calculer la couverture et la profondeur des
données de séquengage a partir des fichiers BAM de la liste de genes sélectionnée,
produisant un rapport de couverture. L’interprétation des positions nucléotidiques n’a
été réalisée que si les nucléotides €taient séquencés a une profondeur minimum de 20X
selon les recommandations de la Société Européenne de Génétique Humaine (ESHG).
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Les variants dont la fréquence était > 1% dans GnomAD (https:/
gnomad.broadinstitute.org) et 1000 genomes (http://www.internationalgenome.org/) ont été
¢liminés, ainsi que les variantsintroniques profonds. Les variants restant ont été analysés
d’aprés leur position génomique et leur effets prédits sur les ARN et les protéines. Afin
d’étudier la pathogénicité des variants retenus, nous avons utilis¢ différentes bases de données
de populations comme gnomAD(https://gnomad.broadinstitute.org/), de patients telles
ClinVar (https://www.ncbi. nlm.nih.gov/clinvar/), LOVD (http://www.lovd.nl/3.0/home), de
maladies génétiques comme OMIM (https://www.omim.org/) de bases de données intégrées
comme ClinGen et des logiciels de prédiction bio-informatiques tels MutationTaster (http://
www.mutationtaster.org/), Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/) et UMD
Predictor (http://umd-predictor.eu/), ainsi que les données de la littérature (32-34).

Les variants sont ensuite classés en « pathogeéne », « probablement pathogene », « de
signification inconnue»,« probablement bénin » et « bénin » (respectivement de classe 5 a 1)
en accord avec les recommandations de I’ American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) et en utilisant les logiciels Intervar (http://wintervar.wglab.org/), ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) et ClinGen (https://www.clinicalgenome.org/) La
classification était ajustée manuellement si besoin selon les données bibliographiques, cliniques
et familiales (35) (Annexe 2). Pour chaque cas, les critéres de la classification ACMG que nous
avons rajoutés sont détaillés dans le tableau 1.

Seulement les variants de classes 3 a 5 ont été rapportés dans le compte rendu
diagnostic apres confirmation par séquencage Sanger. Les génes ont ¢été nommés
en suivant les recommandations HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee)  (https://
www. genenames.org/); les changements au niveau génomique et protéique ont ét€ nommés
selon les recommandations HGVS (http://varnomen.hgvs.org/).

Séquengage Sanger pour la validation des variants identifiés

Les primers adaptés au séquengage des régions d’intérét ont ét¢ choisis avec le logiciel Primer3
(http://primer3.ut.ee/). Les produits de PCR ont été purifiés selon les recommandations du
fournisseur, et les brins ont été séquencés en utilisant le kit de s€quencage Big Dye Terminator
V.1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Les séquences ont été purifiées sur le
Sephadex G50 (Amersham Pharmacia Biotech, Foster City, Cali- fornia, USA) et
I’¢électrophorese capillaire a ¢été réalisée sur le Genetic Analyser ABI3500XL (Life
Technologies, USA). Finalement les électrophoregrammes ont €té analysés grace au logiciel
d’analyse de séquence Sequence Analysis Software V.5.2 (Applied Biosystems), puis alignés
et validés par rapport a la séquence de référence en utilisant le logiciel Sequencher V.5.4.6
(Gene Codes Corporation).
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RESULTATS

Depuis 2015, 66 cas index provenant de toute la France et de 1’étranger ont été analysés sur
notre panel, dont les génes sont impliqués dans les syndromes avec vieillissement prématuré.
Comme décrit dans la Figure 2, 50% des prélévements étaient originaires du Sud de la France
et seulement 3% de 1’étranger.
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Figure 2 : Carte de l1a France représentant I’origine des prélévements analysés dans notre
laboratoire.

A notre connaissance, ce type de panel élargi sur les syndromes associés au
vieillissement prématuré et aux laminopathies est unique en France et en Europe (https://
www.orpha.net/ consor/cgi-bin/index.php). Certains génes de notre panel sont étudiés dans
d’autres panels, notamment ceux analysant les genes impliqués dans les syndromes d’Elhers
Danlos ou le syndrome de Cockayne et les syndromes associés (Figure 1).

20 variants “pathogénes” ou “probablement pathogénes” selon les recommandations
ACMG ont été identifiés chez 16 patients, en utilisant Intervar (http://wintervar.wglab.org/), les
données de la littérature et les outils bioinformatiques, comme décrit plus haut (Tableau 1).
Quand cela était nécessaire, nous avons ajusté¢ manuellement la classification des variants, selon
la littérature, les bases de données et les données cliniques et familiales de chaque patient
(Annexe 2).

La couverture moyenne obtenue a 20X sur notre liste des geénes était de 93%
(Annexe 1) (248,228/267,610 nucléotides couverts a 20X + 10,237 nucléotides en moyenne,
soit + 4% DS).
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Classification

ACMG

Age lors de . . ., . L. e L. Réinterprétation L. . e L. Mutation UMD- L,
Patient % Indication Géne NM Haplotype cDNA Acides Aminés ACMG (d'aprés Détails de la classification par Intervar (, R P Critéres ajoutés a la classification ExAC GnomAD ) HSF Littérature
I'analyse d'apreés Intervar ou Taster predictor
Intervar)
Maryland)
P1 11m CL2B PYCR1 NM_006907.3 hoz €.616G>A p.(GLy206Arg) PP PM1 PM2 PP3 PP5 P PS1 PP1 1/23214 (4.308e-05) 2/186106 (1.07e-5) DO0.99 P100 Probablement pas d'impact sur I'épissage Kretz et al. 2011; Reversade et al. 2009
1/240964 L. . L. .
c.2263C>T p.(Arg755Trp) VSl PM1 PM2 PP3 BP1 LP PM3 ND (4.15¢-6) ND ND Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P2 26a RTS RECQL4 NM_004260.3 comp.het
c.2415_2419dup p.(Arg807fs113Ter) ND P PM2 PVS1 PP3 ND ND ND ND Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P3 9a2m CL ALDH18A1 NM_002860.4 het c.413G>A p-(Arg138Gin) PP PM1 PM2 PP2 PP3 PP5 P PS1 ND ND DO0.999 P84 Altération potentielle de I'épissage Fischer-Zirnsak et al. 2015
P4 19a BOFS TFAP2A NM_003220.3 het c.710G>A p.(Arg237GIn) PP PM1 PM2 PP2 PP3 PP5 P PS1 ND ND D0.999 P87 Altération potentielle de I'épissage Reiber et al. 2010 and p.(Arg237Gly) in Milunsky et al., 2010
c.546A>T p.(Glu182Asp) VSI PM2 PP PM3 PP3 PP4 ND ND D0.999 PP72 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P5 6a CL GORAB NM_152281.2 comp.het
3/251106 - 02 g
c.859C>T p.(Arg287Ter) Al PM2 PP3 PP5 P PVS1 PM3 2/121244(1.65e-05) (1.19€-5) D1 P100 Probablement pas d'impact sur I'épissage CETTE ETUDE
69/276484 _— . s . ..
c.1573delT p-(Cys525Alafs33Ter) ND P PVS1 PM2 PM3 PP5 27/104602f2.581e-04) (2.5¢-4) ND ND Altération potentielle de I'épissage Kitao et al. 1999; Siitonen et al. 2009
P6 8a RTS RECQL4 NM_004260.3 comp.het
32/271122 L. . e s . .
€.2269C>T p.(GIn757Ter) P PVS1 PM2 PP3 PP5 P 9/113308(7.943e-05) (1.18e-4) ND ND Altération potentielle de I'épissage Pujol et al.2000; Wang et al. 2003;Siitonen et al. 2009
P7e 19a Cockayne Sd ERCC6 NM_000124.4 het €.2291T>C p.(Leu764Ser) VSI PM1PM2 PP3BP1 PP PM3 (deletion of the other allele) ND ND D0.999 P90 Probablement pas d'impact sur I'épissage CETTE ETUDE
c.2313T>A p.(Cys771Ter) P PVS1 PM2 PP3 P ND 1/251244 D1 P100 Probablement pas d'impact sur I'épissage CETTE ETUDE
(3.98e-6)
P8 41a Werner Sd WRN NM_000553.5 comp.het
6/251074 P . _— :
€.2665C>T p.(Arg889Ter) P PVS1 PM2 PP3 PP5 P 4/120718(3.314e-05) (2.39¢-5) D1 P100 Altération potentielle de I'épissage http://www.pathology.washington.edu/research/werner/database/
P9 43a EDS COL5A1 NM_000093.4 het c.1884_1891del p.(Asp629Phefs16Ter) ND PP PVS1 PM2 ND ND ND ND Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P10 24a SHORT Sd PIK3R1 NM_181523.2 het c.1945C>T p.(Arg649Trp) PP PM1 PM2 PP3 PP5 P PS1 PP2 ND ND D0.999 P93 Altération potentielle de I'épissage Dyment et al. 2013
P11 63a UPS LMNA NM_170707.4 het c.1003C>T p-(Arg335Trp) Al PM2 PP3 PP5 P PS1 PM1 ND ND D 0.999 P96 Probablement pas d'impact sur I'épissage Zaragova et al. 2017; Lambert et al., 2018
Buschke Ollendorf L. . o
P12 37a sd LEMD3 NM_014319.4 het c.1323C>A p.(Tyr441Ter) VSI PM2 PP3 P PVS1 PS1 PP5 ND ND D1 P100 Altération potentielle de I'épissage Hellemans et al. 2006
0/239782 . . . =
P13 2m CL ALDH18A1 NM_002860.3 hoz c.1499G>T p.(Gly500Val) PP PM1 PM2 PP2 PP3 P PP1 PM3 ND (0) D0.99 P90 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
c.4030C>T p.(Pro1344Ser) A PM2 PP3 BP1 Al ND ND D 0.999 P96 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P14 39a EDS COL5A1 NM_000093.4 comp.het
c.2374C>T p.(Arg792Ter) P PVS1 PM2 PP3 PP5 P ND ND D1 P100 Altération potentielle de I'épissage Wenstrup et al. 2010
Syndrome de la 3/244748 -
P15 36a izl . PRDMS5 NM_018699.2 hoz ¢.1036C>T p.(Arg346Ter) P PVS1 PM2 PP3 P 3/119938 (2.501e-05) / D1 P100 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
cornée fragile (1.23e-5)
Dysplasi lo-
P16 6a7m ;’::tis:i:i::l: GIA1 NM_000165.5 het c.287T>A p.(Val96Glu) PP PM1 PM2 PP2 PP3 P ND ND D0.99 P100 ND Wiest et al. 2006
NM_005572.3 (Lamin . . v .
P17 41a EDS LMNA C isoform) het c.1715G>A p.(Arg572His) VSI PM2 VSI ND 0/149540 Polym 0.992 Prob Polym Probablement pas d'impact sur I'épissage CETTE ETUDE
(0)
P18 59a Werner Sd LMNA NM_170707.4 het c.1016C>T p.(Ala339Val) VSI PM2 PP3 VSI ND ND D0.999 P84 Altération potentielle de |'épissage CETTE ETUDE
59/276606 " At 2
P19 4dm UPS RECQL4 NM_004260.3 hoz €.2756-8G>T p.? ND VSI 17/107602 (1.58e-04) (2.13e-4) ND ND Probablement pas d'impact sur I'épissage CETTE ETUDE
3/178100 " . <
P20 68a EDS ALDH18A1 NM_002860.4 het c.1597G>A p.(Val533Met) VS PM1 PP2 VS ND (1.68e-5) Polym 0,960 PP69 Probablement pas d'impact sur I'épissage CETTE ETUDE
2/282868 .. . o .
P21 47a EDS COL1A2 NM_000089.3 het c.798A>C p.(Glu266Asp) VSI PM2 VSI ND (7.07¢-6) D0,999 Polym45 Altération potentielle de |'épissage CETTE ETUDE
P22 20a UPS SYNE1 NM_182961.4 het €.21209T>G p.(Leu7070Trp) VSl BP1 VSI ND ND Polym 0,890 P78 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
p23* 21m UPS ATR NM_001184.4 het c.4750A>C p.(Met1584Leu) VSI PM2 B lack of segregation with the disease in the family ND 3/251454 D0,999 PP72 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
(1.19e-5)
p24* 17a EDS COL1A1 NM_000088.3 het c.310G>A p.(Asp104Asn) A PM2 B lack of segregation with the disease in the family ND ND Polym0,999 Polym33 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
7/209120 o . VR <
COL5A2 NM_000393.5 het c.463C>T p.(Arg155Cys) VSI PP3 VSI 1/49686 (2.013e-5) (3.35¢-5) D0,999 P100 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P25 57a UPS
SYNE2 NM_182914.2 het c.20632_20634delinsGAA p.(Ser6878Glu) ND VSI ND ND ND ND Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P26* 65a UPS ATR NM_001184.4 hoz c.7701A>G p.(Lys2567Lys) VSl BP4 BP7 B lack of segregation with the disease in the family ND ND D1 P77 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
P27 21a UPS ELN NM_001278913.1 het c.1063_1086del p.(355_362del) ND Al ND ND ND ND ND CETTE ETUDE
1/245798 .. . Vs <
P28 28a EDS TNXB NM_019105.7 het c.747C>T p.(Cys249Cys) PB PM2 BP4 BP7 VSI 1/102780 (9.73e-06) (4.07¢-6) D1 Polym 11 Altération potentielle de |'épissage CETTE ETUDE
P29 57a UPS FBN1 NM_000138.4 het c.5347A>T p.(1le1783Phe) VS VSI ND ND D0,999 P78 Altération potentielle de I'épissage CETTE ETUDE
] 20/248986 " . <
P30 19a EDS ACAN NM_013227.3 het €.7205G>A p.(Arg2402His) VS PM1 PM2 VSI 8/119916 (6.671e-05) D0,999 P87 Probablement pas d'impact sur |'épissage CETTE ETUDE

(8.03e-5)
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Au total, sur la cohorte de 66 cas index adressés dans notre laboratoire, notre rendement
diagnostic selon la classification ACMG, a été de 59% pour les variants de classe 1 et 2 (bénin
et probablement bénin respectivement), de 15% pour les variants de signification inconnue (VSI
en frangais, VUS en anglais) et de 26%, soit environ 1/4, pour les variants de classe 5 et 4
(pathogene et probablement pathogéne respectivement) (ces données n’ont pas été représentées
graphiquement). En analysant ces données en fonction de la précision nosologique du
diagnostic clinique/de I’indication a la réalisation du panel, nous avons réparti les cas index en
2 puis en 3 groupes : « suspicion clinique spécifique et syndromes progéroides non spécifiques »
puis « suspicion clinique précise a I’exception des anomalies du tissu conjonctif, les syndromes
associés aux anomalies du tissu conjonctif (incluant les syndromes de Cutis Laxa et d’Ehlers
Danlos) et les syndromes progéroides non spécifiques » (Figure 3 A,B). Dans la premiére
répartition, nous avons alors obtenu pour les variants de classe 4 et 5 un rendement diagnostic
de 39% dans le groupe « suspicion clinique précise » contre seulement 10% pour le groupe
« syndromes progéroides non spécifiques ». Ensuite, en divisant le premier groupe en 2, a savoir
« suspicion clinique précise a 1’exception des anomalies du tissu conjonctif » et « syndromes
associés aux anomalies du tissu conjonctif », nous avons obtenu pour les variants de classe 4 et
5, un rendement de 62% pour le premier et de 26% pour le second (Figure 3B). Concernant le
pourcentage des variants de classe 3 (VSI), ils sont identiques pour les groupes « syndromes
associés aux anomalies du tissu conjonctif » et « syndromes progéroides non spécifiques ».
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Figure 3. A et B : Nombre total de variants identifiés en fonction des indications cliniques
et leur classification selon les recommandations ACMG. A: Cohorte divisée en 2 groupes
selon la précision de la suspicion clinique. B : le groupe “Suspicion clinique spécifique” est
divisé€ en 2 groupes “Suspicion clinique spécifique sauf les anomalies du tissu conjonctif » et
« syndromes associés aux anomalies du tissu conjonctif ».

Sur le tableau 1 sont rapportés tous les variants de classe 3 a 5 observés dans notre
cohorte. Parmi les 20 variants que nous avons classé€s pathogenes ou probablement pathogenes,
9 sont décrits dans ce travail pour la premiere fois (Tableau 1).
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Dans le groupe des syndromes cliniques spécifiques du point de vue nosologique, nous

avons identifié des variants hétérozygotes composites dans les génes de la famille RecQ chez
trois cas index : dans le gene RECQL4 pour les patients P2 et P6 présentant un RTS, et dans le
géne WRN/RECQL? chez le patient P8 présentant un WS.
Les cas index P2 et P6 étaient toutes les 2 des femmes, et on observait chez elles un retard de
croissance intra utérin (RCIU) et post natal, une poikilodermie (définissant 1’ensemble
d’anomalies cutanées suivantes : hypo et hyper-pigmentation réticulée, atrophie et
télangiectasies), et des anomalies osseuses (plusieurs fractures pour la patiente P2 et une
diminution de la densité osseuse pour la patiente P6) (Figure 4, B1-B3). La patiente P2 était la
plus agée des deux, elle a présenté un cancer colique métastatique et est décédée a 27 ans. Les
deux variants pathogenes retrouvés pour la patiente P6 avaient déja été décrits dans la littérature
en association avec le RTS (36-38), alors que ceux présents chez la patiente P2 (¢.2263C>T;
p-(Arg755Trp) et c¢.2415 2419dup; p.(Arg807fs113Ter)) sont rapportés ici pour la premicre
fois. Le patient P8 atteint de WS, a I’age de 38 ans avait déja été opéré d une cataracte bilatérale,
et présentait une canitie apparue précocement, des anomalies cutanées (peau fine,
mélanodermie), des calcifications des tissus mous, une tendinopathie d’Achille, une atrophie
musculaire des jambes et une hypothyroidie. L’un des variants identifiés dans le géne WRN
(c.2313T>A; p.(Cys771Ter)) n’avait jamais été rapporté dans la littérature.

Le prélévement du patient P7 nous a été adressé devant une suspicion de syndrome de
Cockayne a début tardif. Une délétion hétérozygote de 4,8Mb emportant la totalit¢ du geéne
ERCCG6 avait été mise en évidence en ACPA (Analyse Chromosomique par Puce a ADN). Nous
avons mis en évidence chez ce patient un variant faux-sens hémizygote dans I’exon 12 du geéne
ERCC6 (c.2291T>C; p.(Leu764Ser)).

Nous avons également identifié des variants pathogénes permettant de confirmer le
diagnostic clinique de syndrome SHORT chez le cas index P10, de Buschke-Ollendorf chez le
cas index P12, de syndrome Branchio-Oculo-Facial chez le cas index P4 et de Dysplasie oculo-
dento-digitale chez le cas index P16 (Tableau 1), respectivement dans les génes PIK3RI,
LEMD3/MANI, TFAP24 et GJA1 (39-42).

Comme nous pouvons le voir dans la Figure 4 (D1, D2), la patiente P10 atteinte d’un
syndrome SHORT présentait, a ’age de 23 ans, un retard de croissance (taille a -3DS), un
visage triangulaire avec un front proéminent, une enophtalmie, une pointe du nez fine avec une
columelle saillante et une lipoatrophie partielle. Elle avait aussi des anomalies de Rieger, un
diabete insulino-résistant, une surdité, et des kystes ovariens.

Dans le groupe des syndromes associés aux anomalies du tissu conjonctif, nous avons
identifié de nouveaux variants de classe 4 ou 5, hétérozygotes composites ou homozygotes chez
des patients présentant une suspicion clinique de Cutis Laxa : GORAB (c.546A>T;
p-(Glul82Asp)) et c.859C>T; p.(Arg287Ter)) pour le cas index P5 et un variant homozygote
ALDHI18A1 (¢.1499G>T; p.(Gly500Val)) pour le cas index P13 (Tableau 1 et Figure 4, F1-
F4).

Le patient P5 avait été évalué cliniquement dans sa premiere année de vie : il présentait
une laxité articulaire, une luxation de hanche bilatérale, une fracture du tibia, une peau ridée,
un aspect progéroide du visage avec une enophtalmie, des joues tombantes, et des ailes du nez
pincées (Figure 4, C1, C2). Son variant non-sens était hérité de sa mere qui présentait une
hyperlaxité articulaire et des ailes du nez pincées. L’association de variants hétérozygotes
composites du gene GORAB et des signes cliniques du cas index PS5 étaient compatibles avec
un diagnostic de Gérodermie ostéodyplasyque (GO) ou Cutis Laxa Autosomique Récessif de
type 2 (ARCL2).

Le patient P13 était le premier enfant d’un couple consanguin originaire du Sénégal,
durant la grossesse un RCIU avait été diagnostiqué. Il était né prématurément avec un poids et
une taille inférieurs au 3™ percentile avec un périmétre cranien entre le 5éme et 10éme
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percentile. L’examen clinique, réalisé a un mois de vie, retrouvait un retard de croissance
(inférieur au 3éme percentile), une hypotonie, des difficultés d’alimentation, des fontanelles
¢largies, une apparence progéroide et une peau de type cutis laxa. Il présentait aussi une sténose
de I’arc aortique. Les variants pathogénes du géene ALDHI8AT1 retrouvés chez le patient P13
sont responsables du Syndrome De Barsy aussi connu sous le nom ARCL3A, ce qui était en
accord avec ses signes cliniques (29).

Les autres variants pathogenes mis en évidence chez les patients P1 et P3 avaient déja
été décrits dans la littérature et confirmaient le diagnostic de CL (Tableau 1 and Figure 4, Al-
A4 pour le patient P1) (43—45). Le patient P1 (Figure 4, A1-A4) avait une apparence progéroide,
un front proéminent, avec une lipoatrophie, une peau ridée et fine rendant visibles les veines
sous cutanées. On retrouvait chez lui une hypotonie, un RCIU et un retard de croissance post
natal avec un périmétre cranien conservé. Le variant homozygote identifié¢ chez lui avait déja
¢été associé au Cutis Laxa Autosomique Récessif (43, 44).

Les syndromes d’Ehlers Danlos (EDS), mentionnés plus haut, représentent un groupe
cliniquement et génétiquement hétérogene de syndromes liés & des anomalies du tissu
conjonctif (28). Nous avons identifié 2 variants hétérozygotes non-sens dans COL5A1 chez 2
patients présentant un EDS classique (cEDS) : l'un d’eux (c.1884 1891del,
p-(Asp629Phefs16Ter) est décrit ici pour la premiere fois chez le cas index P9, I’autre
(c.2374C>T; p.(Arg792Ter)(46)) a été identifié en hétérozygotie composite avec un nouveau
variant faux-sens (c.4030C>T; p.(Pro1344Ser)) chez le cas index P14 (Tableau 1). L’un des
types décrit dans la classification des EDS est le syndrome de la cornée fragile (Brittle cornea
syndrome) (28, 42, 47). Dans notre cohorte, nous avons observé un variant homozygote non-
sens dans le géne PRMD)S jamais rapporté (c.1036C>T; p.(Arg346Ter), Tableau 1). Le patient
P15 était ’enfant d’un couple consanguin. A 1’age de 35 ans, il présentait un kératocone et un
kératoglobus bilatéraux progressifs et avait bénéficié d’une greffe de cornée bilatérale ainsi que
d’une chirurgie de la cataracte bilatérale. Il avait des scléres bleues, une surdité, une scoliose et
une hyperlaxité articulaire qui sont les signes décrits dans ce syndrome.

De plus, nous avons identifi¢ 3 variants dans le géne LMNA ; I'un d’eux a été classé
pathogene grace aux données de la littérature (c.1003C>T; p.(Arg335Trp)) (48—54). Ce variant
avait été décrit chez 2 patients présentant une acro-ostéolyse et une cardiomyopathie dilatée
(DCM), chez un autre patient avec un phénotype cardiaque, une acro-ostéolyse et une
hypertriglycéridémie, et chez d’autres patients présentant une DCM isolée (48—52). Comme
décrit dans la publication de Lambert et al., la patiente P11 présentait un syndrome progéroide
sévere incluant une acro-ostéolyse avec des arthralgies des mains et des pieds, elle portait un
pace-maker (fibrillation atriale et bloc atrioventriculaire) sans DCM a 1’échocardiographie et
elle rapportait que lorsqu’elle était enfant ses camarades se moquaient de I’aspect vieilli de sa
peau (54). La patiente, visible dans la Figure 4, E1-E4 a 63 ans, avait des ailes du nez pincées,
une hypoplasie malaire, un visage émacié avec une peau fine, dépigmentée et un aspect « vieilli
». Quant a ses mains, on retrouvait une brachydactylie due a une ostéolyse prédominante sur
les 3 premieres phalanges distales et une xérose.
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De plus, nous avons rapporté 16 VSI, parmi lesquels 3 ont été reclassés comme bénins
grace a I’analyse de ségrégation familiale (Tableau 1 et Annexe 2). Dans les autres cas, nous
n’avons pas regu I’ADN des apparentés pour aider a les reclasser. La plupart des VSI ont été
détectés chez les patients présentant un syndrome d’Ehlers Danlos ou un syndrome progéroide
aspécifique. Parmi les cas suspectés d’EDS, au moins deux (P20 and P28) avaient un EDS
hypermobile, syndrome pour lequel aucun géne n’a été identifié jusqu’a présent (28).

Comme mentionné plus haut, un VSI dans COL5A4 1 était associé a un variant pathogene
du méme gene chez la patiente P14 (Tableau 1). Cette patiente remplissait quasiment tous les
crittres d’un syndrome EDS classique-like (clEDS), les critéres majeurs suivants
hyperextensibilit¢ cutanée, hyperlaxité articulaire (Score Beighton 8/9), ecchymoses
spontanées, hérédité récessive suspectée car enfant d’un couple consanguin ; les critéres
mineurs suivant : acrogérie avec clinodactylie, pieds plats, hallux valgus. Néanmoins elle avait
aussi des cicatrices atrophiques qui sont un des critéres majeurs du cEDS et sont normalement
absentes du clEDS. Chez cette patiente, aucun variant pathogéne n’était présent dans le géne
TNXB (dont la séquence codante NM _019105.6 avait été¢ entierement couverte par le
séquencage effectué) mais nous avons observé dans COL5SA/ un variant pathogéne connu
(c.2374C>T; p.(Arg792Ter)) et un nouveau VSI (c.4030C>T; p.(Pro1344Ser)) (46).
L’hétérozygotie composite pour le gene COL5A1 a déja été décrite dans une famille, avec le
VSI jouant le role de « géne modificateur » (55, 56). Pour déterminer I’impact de ce VSI,
I’analyse de sa ségrégation dans la famille de la patiente est indispensable, notamment chez son
frere qui présente des signes cliniques d’EDS.

Finalement, nous avons mis en évidence la présence de 2 nouveaux VSI du géne LMNA
(Tableau 1). L’un d’eux (c.1016C>T; p.(Ala339Val)) a été identifié chez un patient (P18) qui
a 59 ans présentait des signes compatibles avec un vieillissement prématuré : calvitie précoce
(depuis ses 20 ans), retard staturopondéral, une peau atrophique, des cils et sourcils éparses,
une micrognathie et des épaules tombantes. Il avait eu une hémorragie intracranienne a 47 ans
suite a une rupture d’anévrysme et plusieurs fractures dues a de I’ostéoporose et était suivi pour
une cardiopathie associant une calcification de la valve aortique avec insuffisance aortique, des
troubles du rythme, une hypertension. Son bilan retrouvait une hypertriglycéridemie. Son
intelligence était normale et il était fils unique, sans enfants. Aucun membre de sa famille ne
présentait de signes cliniques similaires.

L’autre VSI du géne LMNA a été identifié chez le cas index P17, qui était adressé pour
une suspicion clinique de cEDS. Le variant était localis¢ en 3’UTR du transcrit lamine A
spécifique (NM_170707.4: c.1698+17G>A) et dans le dernier codon du transcrit de la lamine
C spécifique (NM_005572.3) (c.1715G>A; p.(Arg572His)). L’analyse de ségrégation familiale
de ce variant n’a pas pu étre réalisée a ce jour.
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DISCUSSION

Nous rapportons les données issues de 4 ans de diagnostic moléculaire par s€équengage
haut débit avec un panel de 82 génes sur une cohorte de 66 patients atteints de syndromes
associés a un vieillissement prématuré. A notre connaissance, ce panel est le seul disponible en
France et en Europe permettant d’offrir un diagnostic moléculaire large pour différents
syndromes incluant des signes cliniques de vieillissement prématuré. Comme nous le montrons
dans la figure 1, d’autres panels, pour la plupart impliqués dans les syndromes associés aux
anomalies du tissu conjonctif, contiennent certains genes inclus dans notre panel.

Ce panel nous permet de proposer un diagnostic moléculaire pour des patients venant
de toute la France métropolitaine et dans quelques cas des territoires frangais d’Outre-mer et de
I’étranger. Comme nous pouvions le présager, plus de la moitié des prélévements adressés a
notre laboratoire de génétique moléculaire était originaire du Sud de la France (Figure 2). Ceci
peut s’expliquer de par les liens étroits établis entre les Hopitaux Universitaires Francais du sud
de la France, et par les conventions inter-hospitaliéres existant dans ce cadre et facilitant les
échanges. Néanmoins, nous avons aussi regu des prélévements en provenance de régions plus
¢loignées, des territoires d’Outre-mer et de I’étranger. Cela peut s’expliquer par la possibilité
unique proposée par notre laboratoire d’étudier de nombreux syndromes associés a un
vieillissement prématuré, lesquels, dans certains cas, partagent un certain nombre de signes
cliniques. De plus, le laboratoire de diagnostic et 1’équipe de recherche de Marseille, sont
impliqués depuis de nombreuses années dans le vieillissement prématuré 1i¢ aux Lamine A/C
(1, 10, 13, 27, 57-62).

Pour la totalité des cas index (n=66), le rendement diagnostic (identification de variants
pathogeénes ou probablement pathogenes) était d’environ Y4 (26%). Nous avons séparé la
cohorte en 2, selon la précision nosologique de I’indication clinique, en « suspicion clinique
précise et syndromes progéroides non spécifiques », nous avons alors obtenu un meilleur
rendement diagnostic, de quasiment 40% pour le premier groupe, comme attendu. Puis, nous
avons divisé la cohorte en 3 groupes : « suspicion clinique précise a I’exception des anomalies
du tissu conjonctif » et « syndromes associés aux anomalies du tissu conjonctif » (les syndromes
de Cutis Laxa et d’Ehlers Danlos) et « syndromes progéroides non spécifiques » ; apres cette
subdivision le rendement diagnostic était de 62%, 26% et 10% respectivement. Le rendement
¢tait plus faible pour les deux derniers groupes comme nous pouvions nous y attendre,
soulignant toutefois la réduction importante du rendement diagnostic induite par les cas
suspectés de syndromes associés aux anomalies du tissu conjonctif, pour lesquels il existe une
superposition phénotypique importante, avec des formes (e.g. EDS hypermobile) qui n’ont pas
de gene identifié a ce jour. En effet, les suspicions d’EDS représentaient environ 1/3 des cas
index de notre cohorte (Figure 3 et données non montrées). Le consortium international a
récemment défini 13 types d’EDS et list¢ 19 geénes causaux (28). Dans notre panel, nous
analysons plus de 50% de ces geénes, dont les plus fréquents (11/19). En France, a ce jour, iln’y
pas de panel diagnostic impliquant les 19 genes. En Allemagne, le panel de Tiibingen propose
I’analyse de 90% de ces genes (17/19). Ainsi notre panel représente I’offre la plus étendue pour
le diagnostic moléculaire d’EDS en France, ce qui explique la part importante de prélévements
recus pour cette indication dans notre laboratoire et pointe le manque d’offre de diagnostic
moléculaire sur le territoire Frangais pour ces syndromes. Il est parfois difficile d’établir un
diagnostic clinique certain car plusieurs symptomes sont communs a différents types d’EDS et
il existe une variabilité phénotypique intra et inter familiale : un méme patient peut présenter
une forme chevauchante entre deux types d’EDS ou avec d’autres syndromes affectant le tissu
conjonctif ; d’ou I’intérét d’offrir le panel le plus large possible comprenant les génes impliqués
dans ces pathologies associées a des signes de vieillissement prématuré. C’est pour cette raison
¢galement que, bien qu’aucun géne n’ait ét¢ identifi¢ dans d’EDS hypermobile, nous avons
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accepté d’effectuer 1’analyse pour cette indication chez les cas index qui nous ont été référés.
Par ailleurs, de nombreux syndromes associés aux 82 geénes étudiés dans notre panel présentent
certains signes cliniques communs (13,14,15,10,28,63).

Nous rapportons 20 variants classés pathogeénes ou probablement pathogénes chez des
cas index adressés pour des syndromes différents. 9 d’entre eux n’ont jamais été décrits
auparavant ; parmi ceux-ci, 4 sont des variants non-sens et 2 des variants décalant le cadre de
lecture (frameshift). Nous avons pu classer ou reclasser certains de ces variants en pathogeénes
ou probablement pathogénes selon les données de la littérature, les bases de données génétiques
et les informations cliniques des cas index, (Tableau 1, Annexe 2) : cela a été le cas pour les
variants (¢.2263C>T; p.(Arg755Trp)) et (c.2415 2419dup; p.(Arg807fs113Ter)) du gene
RECQL4 chez la patiente P2 atteinte de RTS, ainsi que les variants (c.546A>T;
p.(Glul82Asp)) et (c.859C>T; p.(Arg287Ter)) du géne GORAB pour le patient P5 atteint de
CL. En effet, bien que la plupart des variants pathogenes de GORAB (alias: SCYLIBPI)
responsables du GO soient des non-sens, des variants faux-sens homozygotes ont déja été
associés au GO et semblent affecter les fonctions physiologiques de GORAB (64—67).

Pour le cas index P7, nous avons aussi reclassé le variant ERCC6 (c.2291T>C;
p.(Leu764Ser)) qui était associé a une délétion hétérozygote emportant tout le géne ERCC6. Le
cas index présentait un tableau compatible avec un syndrome de Cockayne a début tardif. Ghai
et al. avaient déja rapporté 1’association d’une délétion similaire a celle de notre cas index et
d’un variant frameshift (68). Nous avons aussi ajusté la classification des variants suivants
(Tableau 1) : le variant homozygote (c.1499G>T; p.(Gly500Val)) du géne ALDH18A41 du cas
index P13 atteint de CL; le variant non-sens (c.1884 1891del; p.(Asp629Phefs16Ter)) de
COLS5A1 du cas index P14 atteint d’un cEDS. D’autres variants, quant a eux, étaient déja classés
pathogenes par le logiciel Intervar d’apres la classification ACMG : un variant non-sens
homozygote dans le gene PRDMS5 (c.1036C>T; p.(Arg346Ter)) chez le patient P15 ayant un
diagnostic clinique de syndrome de la cornée fragile, et un variant non-sens dans le géne WRN
(c.2313T>A; p.(Cys771Ter)) associ¢ chez le patient P8, atteint de WS, a un autre variant non-
sens déja décrit.

D’autres variants déja identifiés dans la littérature ont été retrouvés dans notre cohorte
chez des patients atteints de syndromes divers tels les syndromes SHORT, de Buschke-
Ollendorf, Branchio-Oculo-Facial, et la dysplasie Oculo-dento-digitale.

Nous avons aussi identifi¢ 16 VSI, parmi lesquels 3 ont été reclassés bénins grace a
I’analyse de ségrégation chez les apparentés au 1< degré.

3 variants ont par ailleurs été détectés dans le géne LMNA : 2 nouveaux VSI, dont la
pathogénicité n’a pas pu étre établie pour le moment, di a ’absence de réalisation d’analyses
de ségrégation et/ou d’études fonctionnelles in vitro, et un variant pathogeéne. Un des VSI,
(NM_170707.4: c.1016C>T; p.(Ala339Val)), a été mis en évidence chez le patient P18, agé de
59ans, qui présentait un syndrome progéroide a début tardif. Il avait été adressé pour probable
WS mais aucun variant de classe 4 ou 5 n’a été observé dans le gene WRN (dont la séquence
codante NM_000553.5 avait été entierement couverte par le séquencage a 20X). D’apres les
criteres diagnostic du WS (http://www.wernersyndrome.org/registry/diagnostic.html) il
présentait un retard statural, une calvitie précoce, une peau atrophique, et de I’ostéoporose mais
pas de cataracte, pas dysmorphie évocatrice, de diabéte, de néoplasie ni d’hypogonadisme. Bien
que seule I’analyse de ségrégation de ce variant et des analyses fonctionnelles puissent
permettre de modifier ce VSI en classe 4 ou 5 selon les critéres de classification ACMG, le
patient présente selon nous probablement un Syndrome de Werner Atypique. En effet, cette
entité a déja été décrite chez des patients présentant certains signes cliniques du WS associés a
des variants hétérozygotes faux-sens du gene LMNA (20, 22, 67—69). Dans notre cas, on sait
que I’Alanine 339 est un acide aminé trés conservé et certains des variants hétérozygotes
associés au Syndrome de Werner Atypique sont localisés a proximité de cet acide aminé des
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Lamines A/C (22, 68, 69). Enfin, le géne LMNA est trés peu polymorphe, présentant
uniquement quelques SNPs récurrents, ce qui rend chaque nouveau variant trés suspect d’étre
pathogene, d’autant plus si le phénotype clinique est déja associé au spectre clinique des
syndromes associés a ce gene.

L’autre VSI n’affectait que le transcrit codant pour la Lamine C (NM_005572.3:
c.1715G>A; p.(Arg572His)), et était localisé en 3’UTR du transcrit Lamine A-spécifique. Il a
été identifié chez un patient adressé pour suspicion de cEDS. 1l serait tres intéressant d’étudier
la ségrégation de ce variant chez les apparentés au premier degré puisque d’apres les données
de la littérature, aucun variant affectant uniquement les isoformes Lamine C n’a jamais été
décrit. En effet, la plupart des laminopathies, incluant les syndromes progéroides atypiques, ont
¢été associées a des variants faux-sens affectant les deux isoformes Lamines A et C. Il est
possible qu’un variant touchant uniquement 1’isoforme Lamine C puisse étre compatible avec
un phénotype clinique modéré (24,26,72).

La ségrégation familiale des VSI et d’éventuelles analyses fonctionnelles seraient utiles
pour déterminer s’ils représentent des facteurs pathogénes majeurs a 1’origine des tableaux
cliniques présentés par les patients ou bien seulement des variants « modificateurs » du
phénotype.

La patiente P11 était porteuse d’un variant hétérozygote pathogeéne (c.1003C>T;
p-(Arg335Trp)) dans le géne LMNA déja rapporté dans la littérature (48—54), et présentait une
syndrome progéroide sévere avec acro-ostéolyse, vieillissement prématuré cutané et troubles
du rythme cardiaque. En nous autorisant a publier les photos de son visage, la patiente permet
a la communauté médicale de devenir plus familiére avec les aspects cliniques et
morphologiques du spectre tres larges de syndromes dus a des variants du gene LMNA (73,74).

Enfin, I’identification de variants pathogénes a permis d’apporter non seulement un
conseil génétique adapté a chaque cas index et ses apparentés, mais aussi de réaliser 4 analyses
prénatales pour 3 familles porteuses de variants pathogénes dans les génes GORAB, RECQL4
et TFAP2A.
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CONCLUSION

Globalement, le diagnostic moléculaire réalis¢ par NGS sur I’ADN de 66 cas index en utilisant
un panel de 82 genes impliqués dans des syndromes avec vieillissement prématuré, a permis de
confirmer ou de préciser le diagnostic dans 26% des cas. L’analyse de ségrégation des
apparentés au premier degré nous aiderait a reclasser les VSI qui représentent 15% des variants
identifiés.

L’identification par diagnostic moléculaire pour ces syndromes trés rares avec parfois
un pronostic trés réservé, a permis d’adapter la prise en charge des cas index mais aussi
d’accéder un conseil génétique approprié et de réaliser plusieurs diagnostics prénataux pour
certaines familles.

Pour améliorer le rendement diagnostic de ce panel, nous nous devons de sensibiliser
les prescripteurs a I’intérét des analyses de ségrégation, notamment dans les cas de VSI et donc
a I’intérét de prélever d’emblée des trios (cas index et parents) lorsque cela est réalisable. Des
projets de recherche, impliquant des études fonctionnelles in vitro, seraient utiles pour les VSI
suspects de pathogénicité suite aux analyses de ségrégation familiale, afin de pouvoir parfaire
le diagnostic moléculaire. De méme, les cas index chez lesquels nous n’avons pas retenu de
variants de classe 3, 4 ou 5, soit environ 60% de la cohorte, pourraient bénéficier d’analyses
supplémentaires dans un cadre de recherche en constituant des cohortes de patients autant que
possible homogenes du point de vue clinique.

D’autre part, le gouvernement Frangais a lancé le plan « France Médecine génomique
2025 » et a financé les 2 premicres plateformes nationales de séquengage a haut débit du
génome entier. Ce programme devrait a terme apporter des réponses en diagnostic génétique
chez des patients notamment atteints de syndromes génétiques rares ou de pathologies
cancéreuses, permettant d’adapter la prise en charge en vue d’une médecine « personnalisée ».
Si I’exploration moléculaire ciblée par panels de génes reste intéressante pour un premier
niveau d’analyse, répondant a environ un quart des demandes diagnostiques dans notre cas, les
patients restés sans résultat moléculaire probant pourraient étre candidats a ce type d’approche
plus large, qui consideérera d’emblée au minimum le cas index et ses apparentés au premier
degré dans I’interprétation des résultats génétiques.
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ANNEXES

Position Geéne Phénotype
Géne , . Nom complet numéro Phénotype , yp Hérédité
génomique numéro MIM
MIM
Atrial fibrillation,
familial, 12 614050 AD
ABCCY 12p12.1 ATP-BINI?ING CASSETTE, 601439 Cardiomyopathy, dilated, 608569 /
subfamily C, member 9 10 I—
Hypertrichotic
osteochondrodysplasia 239850 AD
Spondy!oeplmetaphyseal 612813 AR
dysplasia, aggrecan type
Spondyloepiphyseal
dysplasia, Kimberley type 608361 AD
ACAN 15q26.1 AGGRECAN 1 155760
Short stature and
advanced bone age, with
or without early-onset 165800 AD
osteoarthritis and/or
osteochondritis dissecans
ADIPOCYTE-, Clq-, AND
ADIPOQ 3q27.3 COLLAGEN DOMAIN 605441 Adiponectin deficiency 612556 /
CONTAINING
1-ACYLGLYCEROL-3- Lipodystrophy,
AGPAT2 9q34.3 PHOSPHATE O- 603100 congenital generalized, 608594 AR
ACYLTRANSFERASE 2 type 1
Cutis laxz{, autosomal 616603 AD
dominant 3 —
Cutis laxa, autosomal
recessive, type IIIA; De 219150 AR,IC
ALDEHYDE Barsy syndrome
ALDHI18A1 10q24.1 DEHYDROGENASE 18 138250
FAMILY, MEMBER A1l
Spastic paraplegla 9A, 601162 AD
autosomal dominant E—
Spastic paraplegla‘ 9B, 616586 AR
autosomal recessive
GAPO syndrome 230740 AR
ANTXRI 2p13.3 AN;;;‘;’;ggle 606410 Hemangioma, capillary
infantile, susceptibility 602089 AD
to}
Ataxia-telangiectasia 208900 AR
Lymphoma, B-cell non- / /
ATM 11(]22-3 ATAXIA-TELANGECTASIA 607585 Hodgkln’ somatic

MUTATED GENE

Lymphoma, mantle cell,
somatic
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T-cell prolymphocytic
leukemia, somatic

{Breast cancer,

susceptibility to} 114430 S$Mu, AD
Cutis laxa, autosomal
219200 AR
ATPase, H+ TRANSPORTING, recessive, type [1A —
ATP6V0A2 12q24.31 LYSOSOMAL, V0 SUBUNIT A2 611716
Wrinkly skin syndrome 278250 AR
Menkes disease 309400 XLR
ATPase, Cu(2+)- Occipital horn syndrome 304150 XLR
ATP7A4 Xq21.1 TRANSPORTING, ALPHA 300011
POLYPEPTIDE Spi
pinal muscular atrophy,
distal, X-linked 3 300489 XLR
Cutaneous telangiectasia
TR 323 ATAXIA-TELANGECTASIA 601215 and cancer.s‘yndrome, 614564 AD
q AND RAD3-RELATED familial
Seckel syndrome 1 210600 AD
Ehlers-Danlos syndrome,
spondylodysplastic type, 615349 AR
2
BETA-1,3-
B3GALT6 1p36.33 GALACTOSYLTRANSFERASE | 615291 Spondyloepimetaphyseal
6 d Y
ysplasia with joint
laxity, type 1, with or 271640 AR
without fractures
BETA-1,4- Ehlers-Danlos syndrome,
B4GALT7 5q35.3 GALACTOSYLTRANSFERASE | 604327 spondylodysplastic type, 130070 AR
7 1
BARRIER-TO- Nestor-Guillermo
BANF1 11q13.1 AUTOINTEGRATION 603811 rogeria syndrom 614008 AR
FACTOR 1 progeria syncrome
BLM 15q26.1 RECQ PROTEIN-LIKE 3 604610 Bloom syndrome 210900 AR
Encephalopathy,
progressive, with or 615924 AR
without lipodystrophy
Lipodystrophy,
congenital generalized, 269700 AR
BSCL2 11q12.3 BSCL2 GENE 606158 type 2
Neuropathy, distal
hereditary motor, type 600794 AD
VA
Silver spastic paraplegia 270685 AD
syndrome —
Lipodystrophy,
congenital generalized, 612526 /
type 3
CAV1 7q31.2 CAVEOLIN 1 601047 Partial lipodystrophy,
congenital cataract.s, and 606721 AD
neurodegeneration
syndrome
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Pulmonary hypertension,

: 615343 AD
primary, 3
_ Lipodystrophy,
CAVINI1 17q21.2 CAVEOLAE-ASSOCIATED 603198 congenital generalized, 613327 AR
PROTEIN 1
type 4
CELL DEATH-INDUCING Lipodystrophy, familial
CIDEC 3p25:3 DFFA-LIKE EFFECTOR C 612120 partial, type 5 615238 AR
Caffey disease 114000 AD
Ehlers-Danlos syndrome,
arthrochalasia type, 1 130060 AD
Osteogenesis imperfecta, 166200 AD
type I —
Osteogen::sns 1;111perfecta, 166210 AD
COLIAI 17q21.33 COLLAGEN TYPE I, ALPHA-1 | 120150 ype
Osteogenesis imperfecta, 259420 AD
type 111 =
Osteogenesis imperfecta,
type IV 166220 AD
{Bone mineral density
variation QTL, 166710 AD
osteoporosis}
Ehlers-Danlos syndrome,
arthrochalasia type, 2 617821 AD
Ehlers?Danlos syndrome, 225320 AR
cardiac valvular type =
Osteogente;ll)se 1;rllperfecta, 166210 AD
COL1A2 7q21.3 COLLAGEN, T2Y PEL ALPHA- 120160
Osteogenesis imperfecta, 259420 AD
type 111 —
Osteogenesis imperfecta, 166220 AD
type IV E—
{Osteoporosis, 166710 AD
postmenopausal}
COLLAGEN, TYPE I11, Ehlers-Danlos syndrome,
COL3A41 2q32.2 ALPHA-1 120180 vascular type 130050 AD
COL5Al 9¢34.3 COLLAGEN, TYPE V, ALPHA- 120215 Ehlers-Dar.llos syndrome, 130000 AD
1 classic type, 1 —
COL5A2 2q32.2 COLLAGEN, TYPE V, ALPHA- 120190 Ehlers-DaI.llos syndrome, 130010 AD
2 classic type, 2
DKCI Xq28 DYSKERIN 300126 | Dyskeratosis congenita, 305000 XLR
X-linked
EGF-CONTAINING FIBULIN- Cutis laxa. autosomal
EFEMP2 11q13.1 LIKE EXTRACELLULAR 604633 recessi ; tvpe IB 614437 AR
MATRIX PROTEIN 2 ve, byp
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Inflammatory skin and

bowel disease, neonatal, 2 616069 AR
Adenocarcinoma of lung,
response to tyrosine 211980 AR
kinase inhibitor in
EPIDERMAL GROWTH
EGFR 7p11.2 FACTOR RECEPTOR 131550
Nonsmall cell lung
cancer, response to
tyrosine kinase inhibitor 211980 AR
in
{Nonsmall ce.]l.ll‘mg 211980 AR
cancer, susceptibility to}
Cutis laxa,‘ autosomal 123700 AD
dominant e
ELN 7q11.23 ELASTIN 130160
Supravalval: aortic 185500 AD
stenosis
EMD Xq28 EMERIN 300384 | Emery-Dreifuss muscular 310300 XLR
q dystrophy 1, X-linked
EXCISION REPAIR,
COMPLEMENTING Cerebrooculofacioskeletal
ERCCI 19q13.32 DEFECTIVE, IN CHINESE 126380 syndrome 4 610758 AR
HAMSTER,1
Cerebrooculofacioskeletal 610756 AR
syndrome 2
EXCISION REPAIR,
COMPLEMENTING Trichothiodystrophy 1,
ERCC2 19413.32 DEFECTIVE, IN CHINESE 126340 photosensitive 601675 AR
HAMSTER,2
) Xeroderma 278730 AR
pigmentosum, group D
Trichothiodystrophy 2,
EXCISION REPAIR, photosensitive 616390 AR
COMPLEMENTING
ERCC3 2q14.3 DEFECTIVE,IN CHINESE 133510
HAMSTER,2 Xeroderma 610651 AR
pigmentosum, group B =
XFE progeroid syndrome 610965 AR
Fanconi anemia,
complementation group 615272 AR
EXCISION REPAIR,
COMPLEMENTING
ERCC4 | 16p13.12 DEFECTIVE, IN CHINESE | 133520 Xeroderma
. 278760 AR
HAMSTER, 4 pigmentosum, group F
Xeroderma
pigmentosum, type 278760 AR
F/Cockayne syndrome
Cerebrooculofacioskeletal
EXCISION REPAIR, syndrome 3 616570 AR
COMPLEMENTING
ERCCS 13¢33.1 DEFECTIVE, IN CHINESE 133530
HAMSTER, 5; Xeroderma 278780 AR

pigmentosum, group G

55




Xeroderma

pigmentosum, group 278780 AR
G/Cockayne syndrome
Cerebrooculofacioskeletal 214150 AR
syndrome 1
Cockayne sy]lsldrome, type 133540 AR
De Sanctis-Cacchione 278800 AR
syndrome —
EXCISION REPAIR CROSS-
ERCC6 | 10q11.23 | cOMPLEMENTING, GROUP 6 | 899413 Premature ovarian
. 616946 AD
failure 11 —
UV-sensitive syndrome 1 600630 AR
{Lung cancer,
susceptibility to} 211980 AR
{Macular degeneration,
age-related, susceptibility 613761 /
to, 5}
Cockayne sy:drome, type 216400 AR
EXCISION REPAIR CROSS-
ERCC8 5q12.1 COMPLEMENTING, GROUP 609412
8-
’ UV-sensitive syndrome 2 614621 AR
Cutis laxa., autosomal 614434 /
dominant 2 _—
Cutis la{(a, autosomal 219100 AR
recessive, type IA
FBLNS 14q32.12 FIBULIN § 604580 Macular degeneration,
608895 AD
age-related, 3 —
Neuropathy, hereditary,
with or without age- 608895 AD
related macular —
degeneration
Acromicric dysplasia 102370 AD
Ectopia lentis, familial 129600 AD
Geleophysic dysplasia 2 614185 AD
Marfan lipodystrophy 616914 AD
syndrome
FBNI1 15q21.1 FIBRILLIN 1 134797
Marfan syndrome 154700 AD
MASS syndrome 604308 AD
Stiff skin syndrome 184900 AD
Welll-Marchesz‘ml 608328 AD
syndrome 2, dominant
GAP JUNCTION PROTEIN, Atrioventricular septal
GJAI 6q22.31 ALPHA-1 121014 defect 3 600309 AD
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Craniometaphyseal

dysplasia, autosomal 218400 AR
recessive
E'ryt!lrokeratodern'na 617525 AD
variabilis et progressiva 3 -
Hypoplastic left heart 241550 AR
syndrome 1
Oculodentoc.llgltal 164200 AD
dysplasia —
Oculodentodigital
dysplasia, autosomal 257850 AR
recessive
Syndactyly, type III 186100 AD
Palmoplantar
keratoderma with 104100 AD
congenital alopecia
GOLGIN, RAB6- Geroderma
GORAB 1q242 INTERACTING 607983 osteodysplasticum 231070 AR
GENERAL TRANSCRIPTION Trichothiodystrophy 3
GTF2H5 6q25.3 FACTOR ITH, POLYPEPTIDE | 608780 ystrophy 3, 616395 /
5 photosensitive
INTRAFLAGELLAR
3q21.3- TRANSPORT 122, Cranioectodermal
IFT122 q22.1 CHLAMYDOMONAS, 606045 dysplasia 1 218330 AR
HOMOLOGUE OF
Cramoectosiermal 614099 AR
dysplasia 3 —
INTRAFLAGELLAR
TRANSPORT 43, APPSR
IFT43 14q24.3 CHLAMYDOMONAS, 614068 Retinitis pigmentosa 81 617871 AR
HOMOLOG OF Short-rib thoracic
dysplasia 18 with 617866 /
polydactyly
POTASSIUM CHANNEL, Keppen-Lubinsk
KCNJ6 21¢22.13 INWARDLY RECTIFYING, 600877 ps ndrome ¥ 614098 AD
SUBFAMILY J, MEMBER 6 ¥
Reynolds syndrome 613471 AD
Greenberg s!(eletal 215140 AR
dysplasia
LBR 1q42.12 LAMIN B RECEPTOR 600024 Pelger-Huet anomaly 169400 AD
Pelger-Huet anomaly
with mild skeletal 618019
anomalies
Buschke-Ollendorff 166700 AD
LEM DOMAIN-CONTAINING syndrome
LEMD3 12q14.3 PROTEIN 3 607844 5
steopoikilosis with or
without melorheostosis 166700 AD
LIPE 19¢13.2 LIPASE, HORMONE- 151750 Lipodystrophy, familial 615980 AR

SENSITIVE

partial, type 6
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Cardiomyopathy, dilated,

1A 115200 AD
Charcot-Marie-Tooth
disease, type 2B1 6055588 AR
Emery-Dreifuss muscular
dystrophy 2, autosomal 181350 AD
dominant
Emery-Dreifuss muscular
dystrophy 3, autosomal 616516 AR
recessive
LMNA 122 LAMIN A/C 150330 | Heart-hand syndrome, 610140 AD
Slovenian type
Hutchmson-‘Gllford 176670 AR, AD
progeria —
Llpodystl:ophy, familial 151660 AD
partial, type 2
Malouf syndrome 212112 AD
Mandibuloacral dysplasia 248370 AR
Muscular dy.strophy, 613205 AD
congenital
Restrictive dermopathy, 275210 AR
lethal
Leukodystrophy, adult-
LMNBI 5q23.2 LAMIN B1 150340 onset, autosomal 169500 AD
dominant
Epilepsy, progressive 616540 AR
myoclonic, 9 —
LMNB2 19p13.3 LAMIN B2 150341
{Lipodystrophy, partial,
acquired, susceptibility 608709 AD
to}
LATENT TRANSFORMING Cutis laxa, autosomal
LTBP4 19q13.2 GROWTH FACTOR-BETA- 604710 N . tvpe IC 613177 AR
BINDING PROTEIN 4 ecessive, type
MAGEL?2 15q11.2 MAGE-LIKE 2 605283 Schaaf-Yang syndrome 615547 AD
MATRIX GAMMA-
MGP 12p12.3 CARBOXYGLUTAMIC ACID 154870 Keutel syndrome 245150 /
M-PHASE-SPECIFIC PLK1- Trichothiodystrophy 4,
MPLKIP 7pl41 INTERACTING PROTEIN 609188 nonphotosensitive 234050 AR
N-ALPHA- Microphthalmia, 309800 XL
NAAIO Xq28 ACETYLTRANSFERASE 10, 300013 syndromic
NatA CATALYTIC SUBUNIT
Ogden syndrome 300855 XLD, XLR
PROLIFERATING CELL Ataxia-telangiectasia-like
PCNA 20p12.3 NUCLEAR ANTIGEN 176740 disorder 2 615919 AR
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Basal ganglia

calcification, idiopathic, 4 615007 AD
Kosaki overgrowth 616592 AD
syndrome —
PLATELET-DERIVED Myeloproliferative
PDGFRB 5q32 GROWTH FACTOR 173410 disorder with 131440 AD
RECEPTOR, BETA eosinophilia
My(')ﬁbro_matosm, 228550 AD
infantile, 1 =
Premature aging
syndrome, Penttinen type 601812 AD
Agantlmaglolbulmen.na 7, 615214 AR
PHOSPHATIDYLINOSITOL 3- autosomaf recessive
PIK3R1 5q13.1 KINASE, REGULATORY 171833
SUBUNIT 1 Immunodeficiency 36 616005 AD
SHORT syndrome 269880 AD
PLINI 15¢26.1 PERILIPIN 1 170290 | Lipodystrophy, familial 613877 AD
partial, type 4
Mandibular hypoplasia,
deafness, progeroid 615381 AD
POLYMERASE (DNA- . features, and
POLDI 19q13.33 DIRECTED), DELTA 1, 174761 lipodystrophy syndrome
CATALYTIC SUBUNIT
{Colorectal cancer,
susceptibility to, 10} 612591 AD
Carotid intimal medial
thickness 1 609338 /
Insulin res'lstal}ce, severe, 604367 AD
digenic —
PEROXISOME
PROLIFERATOR-
PPARG 3p252 ACTIVATED RECEPTOR- | 91487 | Lipodystrophy, familial 604367 AD
GAMMA partial, type 3
Obesity, severe 601665 AR, AD, Mi
[Obesity, resistance to]
{Diabetes, type 2} 125853 AD
PR DOMAIN-CONTAINING Brittle cornea syndrome
PRDMS5 4q27 PROTEIN 5 614161 2 614170 AR
Proteasome-associated
PROTEASOME SUBUNIT, autoinflammatory
PSMBS 6p21.32 BETA-TYPE, 8 177046 syndrome 1 and digenic 256040 AR
forms
PHOSPHATIDYLSERINE Lenz-Majewski
PTDSSI 8q22.1 SYNTHASE 1 612792 hyperostotic dwarfism 151050 AD
PYRROLINE-S- Cutis laxa autosomal
PYCRI 17q25.3 CARBOXYLATE REDUCTASE 179035 612940 AR

1

recessive type II1B
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Cutis laxa, autosomal

recessive, type I1IB; De 614438 /
Barsy syndrome
Baller-Gerold syndrome 218600 AR
RECQLY 8243 DNA HELICASE, RECQ-LIKE, 03780 RAPADILINO syndrome 266280 AR
qa. TYPE 4; RECQ4
Rothmund-Thomson 268400 AR
syndrome —
RIN? 20p11.23 RAS AND RAB INTERACTOR 610222 Mac_rocephaly, alop.eu.a, 613075 AR
2; RIN2 cutis laxa, and scoliosis —
SH3 AND PX DOMAINS- Frank-ter Haar
SH3PXD2B 5q35.1 CONTAINING PROTEIN 613293 ndrom 249420 AR
2B; SH3PXD2B syndrome
SOLUTE CARRIER FAMILY Ehlers-Danlos syndrome,
SLC39A413 11p11.2 39 (ZINC TRANSPORTER), 608735 spondylodysplastic type, 612350 AR
MEMBER 13; SLC39A13 3
SprT-LIKE N-TERMINAL "
SPRTN 1q42.2 DOMAIN PROTEIN; SPRTN 616086 Ruijs-Aalfs syndrome 616200 AR
Emery-Dreifuss muscular
SPECTRIN REPEAT- dystrophy 4, autosomal 612998 AD
CONTAINING NUCLEAR dominant
SYNEI 6925.2 ENVELOPE PROTEIN 608441
1;SYNE1 Soi bell .
pinocerebellar at.axm, 610743 AR
autosomal recessive 8
SPECTRIN REPEAT- Emery-Dreifuss muscular
CONTAINING NUCLEAR
SYNE2 14q23.2 ENVELOPE PROTEIN 2; 608442 dystro;:ll(l));ns‘;lzl;ttosomal 612999 AD
SYNE2 !
TALDOI1 11p15.5 TRANSALDOLASE 1; TALDO1 602063 Transaldolase deficiency 606003 AR
TRANSCRIPTION FACTOR Branchiooculofacial
TFAP2A 6p24.3 AP2-ALPHA; 107580 syndrome 113620 AD
Arrhythmogemc rlght 604400 AD
TRANSMEMBRANE PROTEIN ventricular dysplasia 3 I
TMEM43 3p25.1 43; TMEM43 612048 . o :
mery-Dreifuss muscular
dystrophy 7, AD 614302 AD
formerly recentl
TMPO 12q23.1 THYMOPOIETIN; TMPO 188380 CARDIOMYOPATHY, RECL ASSI)I;IED /
DILATED, 1T
Ehlers-Danlos syndrome,
g 606408 AR
TNXB 6p21.33- TENASCIN XB; TNXB 600985 classic-like, 1
p21.32
Vesicoureteral reflux 8 615963 AD
WD REPEAT-CONTAINING Cranioectodermal
WDRI9 dpld PROTEIN 19; WDR19 608151 dysplasia 4 614378 AR
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Short-rib thoracic

dysplasia 5 with or 614376 AR

without polydactyly
Nephronophthisis 13 614377 AR
Senior-Loken syndrome 8 616307 AR
Cramoectosiermal 613610 AR

dysplasia 2
WD REPEAT-CONTAINING
WDR35 4pl4 613602
PROTEIN 35; WDR35 Short-rib thoracic

dysplasia 7 with or 614091 AR

without polydactyly

RECQ PROTEIN-LIKE 2;
WRN 8p12 RECQL2 604611 Werner syndrome 277700 AR
Xeroderma
XPA 9q22.33 XPA GENE; XPA 611153 pigmentosum, group A 278700 AR
Mandibuloacral dysplasia
ZINC with type B lipodystrophy 608612 AR
ZMPSTE24 1p34.2 METALLOPROTEINASE 606480
STE24; ZMPSTE24 icti
Restrictive dermopathy, 275210 AR
lethal
ZINC FINGER PROTEIN Brittle cornea syndrome

ZNF469 16q24.2 469; ZNF469 612078 1 229200 AR
Annexe 1 Liste alphabétique des 82 geénes inclus dans le panel

"laminopathies/vieillissement prématuré". AD: autosomique dominant; AR: autosomique
récessif; Mi: mitochondrial; XLR: Récessif 1ié¢ a 1'X; XLD: Dominant 1ié a 1'X ; Smu: mutation
somatique ; IC: cas isolé
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Genetic Variant Interpretation Tool

To aid our variant interpretation process, we created an openly-available online tool to efficiently classify
variants based on the evidence categonies outlined i the article: Richards et al, Standards and suidelines for
ihe interpretation of sequence variants, 2015, This site displays the evidence categories and descriptions from
Table 3 and Table 4 with simple checkbexes for selecting appropriate criteria. The site then incorporates the
algonithm in Table 5 to automatically assign the pathogenicity or bemign impact based on the selected
evidence categonies. Since our process often requires analyzing multiple vaniants per patient, we have also
allowed the option of aggregating each variant into an exportable table at the foot of the website for easy
documentation of the variant review process for our records. Although this tool is based on the ACMG/AMP
Standards and Guidelines, it is not affiliated with ACMG, AMP, or any of the authors of the publication.

Click here to group evidence by category

Patient ID:
Vanant ID:

_ | PV5] null variant (nonsense, frameshift, canomnical +1 or 2 splice sites, initiation codon, single or
multiexon deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disease

_ | P51 Same amino acid change as a previcusly established pathogenic varant regardless of nucleotide
change

_ P32 De novo (both maternity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family
history

_ P53 Well-established in vitro or in vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene
of gene product

_ P34 The prevalence of the vanant in affected individuals is sigmficantly increased compared with the
prevalence in controls

_ PPl (Strong evidence) Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene
defimitively kmown to cause the disease

_  PMI1 Located in a mutational hot spot and/or eritical and well-established fimetional domain (e.g.,
active site of an enzyme) without bemign vanation

_ | PM2 Absent from controls (or at extremely low frequency if recessive) in Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Ageregation Consortium

_ | PM3 For recessive disorders, detected in trans with a pathogenie vanant

_ PM4 Protein length changes as a result of in-frame deletions/insertions in a nonrepeat region or stop-
loss vanants

_  PM5 Novel missense change at an amino acid residue where a different missense change determined
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to be pathogenic has been seen before
__ | PM6 Assumed de novo, but without confirmation of patemity and maternity

_ | PP1 (Moderate evidence) Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene
definitively kmown to cause the disease

_ | PP1 Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene definitively known to
canse the disease

_ | PP2 Missense variant in a gene that has a low rate of benizgn missense vanation and in which missense
varants are a common mechanism of disease

_ | PP3 Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the gene or gene product
(conservation, evelutionary, splicing impact, ete.)

_ | PP4 Patient’s phenotype or family history is highly specific for a disease with a single genetic eticlogy

_ | PP5 Reputable source recently reports varant as pathogenic, but the evidence is not available to the
laboratory to perform an independent evaluation

EP1 Missense vanant in a gene for which primanly truncating varants are known to cause disease

_ | BP2 Observed in trans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant gene/disorder or
observed in cis with a pathogenic vanant in any inheritance pattern

_ | BP3 In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known fimetion

_ | BP4 Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene product
(conservation, evelutionary, splicing impact, ete.)

_ BP5 Vanant found in a case with an alternate molecular basis for disease

_ | BPG Reputable source recently reports vanant as benign, but the evidence 1s not available to the
laboratory to perform an independent evaluation

_ | BPT7 A synonymous (silent) vanant for which splicing prediction algorithms prediet no impact to the
splice consensus sequence nor the creation of a new splice site AND the nucleotide 1s not highly
conserved

_ |B51 Allele frequency is greater than expected for disorder

_ |B52 Observed in a healthy adult individual for a recessive (homozygous), dominant (heterozygous),
or X-linked (hemizyzous) disorder, with full penetrance expected at an early age

_ | B33 Well-established in vitro or in vive functional studies show no damaging effect on protein
function or splicing

_ | BS54 Lack of segregation in affected members of a family

_ | BA1 Allele frequency is =5% In Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exome
Aggregation Consortinm

_ | Sequencing artifact as deternuned by depth, quality, or other previcusly reviewed data

Variant Classification:
None

Patient Name
Variant Effect Evidence To delete

Add Variant to Table
Download Table 35 CSV

Annexe 2 : Outil d’interprétation des variants tirés du site Maryland
http://www.medschool.umaryland.edu/Genetic_Variant_Interpretation_Tooll.html/



ABBREVIATIONS

ACMG  American College of Medical Genetics
ADN Acide DésoxyriboNucléique
ACPA Analyse Chromosomique par Puce a ADN

APS Syndrome Progéroide atypique
AWS Syndrome de Werner Atypique
BS Syndrome de Bloom

BOFS Syndrome Branchio-Oculo-Facial
CL Cutis Laxa

CRB-TAC Biological Resources Center, Tissues-DNA-Cells
DNA Desoxyribonucleic acid

DCM Cardiomyopathie dilatée

HGPS Hutchinson Gilford Progeria Syndrome

MAD-B  Dysplasie Mandibuloacrale type B

RD Restrictive Dermopathy
RTS Syndrome de Rothmund Thomson
EDS Syndrome d’Ehlers Danlos

cEDS EDS Classique
clEDS EDS Classique like
SHORT  Short stature, Hyperextensibility of joints, Ocular depression, Rieger anomaly,

Teething delay
UPS Unspecified Progeroid Disorder / Syndrome progéroide non spécifique
VSI Variant de Signification Inconnue

WS Syndrome de Werner
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Etude rétrospective portant sur 4 ans de diagnostic
moléculaire dans le cadre de syndromes d’origine
génétigue avec vieillissement prématuré

Résumé

Introduction :

Les syndromes progéroides “segmentaires” représentent un groupe de pathologies rares et
souvent sévéres qui ont été étudiées depuis le 19°™ siécle. Ces syndromes progéroides sont dits
“segmentaires” car seulement une partie des signes cliniques observés dans le vieillissement
naturel sont accélérés.

Méthodes :

Depuis 2015, le Laboratoire de Génétique Moléculaire de Marseille (APHM, Hopital Timone
Enfants) propose le diagnostic moléculaire des syndromes caractérisés par un vieillissement
prématuré, incluant les laminopathies et les maladies associées, en utilisant un panel de 82 génes
impliqués dans ces syndromes. Nous avons analys¢ les résultats obtenus sur les 66 cas index
analysés avec ce panel, de 2015 a 2018.

Résultats :

Au total, nous avons identifié dans environ %4 des cas des variants pathogénes ou probablement
pathogenes (ACMG classes 5 ou 4 respectivement), parmi lesquels 9 n’avaient jamais été
décrits auparavant. En prenant en compte I’indication clinique pour la réalisation de 1’examen,
le rendement diagnostic est de quasiment 60% pour les cas index adressés avec une suspicion
clinique précise du point de vue nosologique, a I’exception des syndromes liés aux anomalies
du tissu conjonctif, pour lesquels le diagnostic clinique est souvent plus complexe. Ces résultats
nous ont permis de proposer un conseil génétique pour un quart des patients adressés et de
réaliser quatre diagnostics prénataux pour 3 familles. Nous décrivons par ailleurs 16 variants
de signification inconnue dont 3 ont été reclassés en bénin grace a I’analyse de ségrégation
familiale.

Conclusions :

Le séquencage a haut débit par le biais du panel laminopathies/syndromes de vieillissement
prématuré offre un diagnostic moléculaire large pour des pathologies rares et permet de délivrer
un conseil génétique adapté dans environ % des cas. Ce panel représente un premier niveau
d’analyse intéressant avant que soit éventuellement proposé dans le futur le séquengage du
génome entier chez les patients restés sans diagnostic moléculaire, par les plateformes
nationales de séquengage a haut débit prévues dans le plan « Médecine France génomique
2025 ».

Mots clés : syndrome progéroide, panel, NGS, séquengage a haut débit, variant, pathogene,
VSI, ACMG



	Page vierge
	THESE OK.pdf
	Page vierge




