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GLOSSAIRE

Alléle morbide : Alléle porteur d’'une mutation a l'origine d’'un phénotype pathologique.

Amplicon : Produit résultant d’'une réaction de PCR.

Cycle seuil (Cr) : Correspond au nombre de cycles de PCR a partir duquel la détection
des produits de PCR amplifiés est possible.

Exon : Les génes sont pour la plupart composés d’exons et d’introns. Les exons sont
les parties transcrites d’'un géne a l'origine de la production d’'un ARN.

Haplotype : Combinaison d’alléles contigus sur un méme chromosome généralement
transmis ensemble.

Loi d’Hardy-Weinberg : Loi statistique de génétique des populations qui permet dans
une population avec une fréquence allélique stable de déterminer les fréquences
alléliques et génotypiques.

Par exemple, pour une pathologie autosomique récessive génétique donnée, elle relie
les fréquences des alléles normal p et morbide g dans une population cible par la
formule suivante :

p%+2pq+qg?=1 avecp+q=1
Ou p? est la fréquence des individus homozygotes pour l'alléle normal (individus
indemnes)

2pq est la fréquence des individus hétérozygotes, porteurs d’un alléle normal et
d’un allele morbide

q? est la fréquence des individus homozygotes pour 'alléle morbide (individus
malades)

Mutation de novo ou néomutation : Variation pathogéne apparue chez le cas index,
non retrouvée chez ses parents

Ségréqgation de deux variants en cis : Les deux variants d’intérét sont sur le méme
chromosome et transmis ensemble a la descendance.




INTRODUCTION

L’essor des nouvelles technologies de génétique moléculaire a contribué au
développement des pratiques de dépistage et diagnostic des anomalies génétiques
en pratique quotidienne, notamment en prénatal. Le Dépistage PréConceptionnel
Génétique (DPCG) est une procédure destinée a déterminer, a 'occasion d’un projet
parental d’un couple en age de procréer, le statut génotypique de chacun des
membres, afin d’estimer leur risque de transmission de certaines pathologies

génétiques a leur descendance.

Non autorisé en France, ce type de démarche est pratiquée dans d’autres pays ; une
évolution de la |égislation pourrait autoriser le DPCG en France selon certaines
modalités spécifiques et notamment pour des maladies génétiques de transmission

autosomique récessive d’'une particuliére gravité.

Des études pilotes préalables sont nécessaires afin d’argumenter le déploiement d’'un
tel dépistage sur le territoire. C’est le sens de ce travail, qui s’inscrit dans une double
approche : clinique avec I'’étude de la perception du DPCG au sein de la population
Réunionnaise via la conception, la diffusion et I'analyse d’'un sondage d’opinion, et
biologique avec la mise au point d'un test ciblé pour les mutations récurrentes
Réunionnaises aprés confirmation de leur fréquence significative dans la population

d’intérét.

ETAT DE L’ART

I. Définitions
1. Notions de génétique fondamentale

e Génotype/phénotype

Les cellules nucléées de I'organisme contiennent 'ensemble du patrimoine génétique
d’'un individu porté par 46 chromosomes. Les chromosomes sont constitués de la
molécule d’ADN, support des génes. Chaque géne est présent sous deux versions,
les alléles, I'un hérité du pere, l'autre de la mére. Un individu présentant deux alléles
identiques est homozygote ; si les deux alleles sont différents, le sujet est

hétérozygote.



Le phénotype rend compte de I'expression clinique de ce patrimoine génétique ; il

correspond aux caractéristiques observables, tant physiologiques que pathologiques.

e Mutation/variant/variation

Les genes sont constitués d’'une succession de nucléotides qui associent a une chaine
pentose phosphate une des quatre bases azotées suivantes : Adénine (A), Guanine
(G), Cytosine (C) ou Thymine (T). L’enchainement de ces bases forme la séquence
nucléotidique. La séquence varie d’'un individu a I'autre, en moyenne toutes les mille
bases, par changement d’'un ou plusieurs nucléotides. La plupart de ces variations
sont sans conséquence phénotypique et sont qualifiées de polymorphisme. Les plus
fréquents, les Single Nucleotide Polymorphism (SNP) consistent en la modification
d’un seul nucléotide. D’autres variations peuvent étre a I'origine de maladie : il s’agit
alors de mutations ou variants/variations pathogénes. Une mutation récurrente est une
variation fréquente qui concerne le méme nucléotide et qui est a l'origine d'un

phénotype pathologique.

e Maladie monogénique et mode de transmission

Une maladie monogénique est liée a l'altération d’'un seul géne responsable de

'ensemble du tableau phénotypique.

Une maladie monogénique peut étre autosomique si le géne responsable est localisé
sur un chromosome non sexuel, ou liée au chromosome X si le géne causal se situe

sur le chromosome X.

Une maladie monogénique peut étre causée par la mutation d’'un seul alléle dans le
cas d’une maladie dominante ou des deux alleles en cas de maladie autosomique

récessive.

Dans le cas des maladies autosomiques récessives, si les deux alléles portent la
méme mutation, I'individu malade est homozygote ; si chaque alléle porte une mutation
différente, l'individu malade est hétérozygote composite. Les parents d'un individu
atteint sont habituellement hétérozygotes pour la ou les mutation(s) retrouvée(s) dans
leur descendance : ils sont porteurs sains ou porteurs hétérozygotes. Lors de la
transmission de [linformation génétique a leur descendance, chaque parent

hétérozygote transmet la moitié de son patrimoine génétique, c’est-a-dire soit I'alléle
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sain, soit I'allele muté. La probabilité pour un couple dont les deux membres sont

hétérozygotes d’avoir un enfant atteint est de 25% pour chaque grossesse.

PERE MERE
PORTEUR PORTEUSE
SAIN r P SAINE
B N A LEGENDE
A & A ALLELE WT
i Y =
ENFANT ENFANT ENFANT . ALLELE MUTE

NON PORTEUR PORTEUR SAIN ATTEINT

Figure 1 : Mode de transmission autosomique récessif (adapté de Jewish Genetic
Disease Consortium)

I.2. La situation particuliére de La Réunion
Le peuplement de Ille de La Réunion débute par l'arrivée en nombre limité des
premiers colons originaires de France continentale. La Réunion étant un isolat
géographique, le brassage génétique a été limité initialement, a l'origine d’'un effet
fondateur. L'effet fondateur, phénoméne décrit en génétique des populations, suit le
processus chronologique suivant (Figure 2) : une fraction d’individus issue d’une
population source, dans laquelle ségrége un variant pathogéne hétérozygote, migre
vers un nouveau site géographique. Ces individus se reproduisent entre eux et au fil
des générations, le variant morbide se fixe dans la population : plusieurs sujets de la
population finale sont porteurs hétérozygotes du variant pathogéne (dérive génétique).
La prévalence de la maladie autosomique récessive dans la population augmente

alors avec le nombre de porteurs sains.

A la Réunion, le mode de vie en ilets, en limitant le brassage des individus, a conduit
a augmenter la fréquence des sujets hétérozygotes au sein de secteurs
géographiques restreints, et ainsi a augmenter I'incidence de certaines maladies
autosomiques récessives. Avec les différentes vagues ultérieures d'immigration, la
mixité génétique s’est accrue, «diluant» I'effet fondateur et diminuant la fréquence des

hétérozygotes dans I'ensemble de la population Réunionnaise.
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Légende :
Individus hétérozygotes pour I'alléle morbide rare
@ Individus hétérozygotes pour un alléle sain rare
@ |ndividus homozygotes pour Ialléle sain le plus fréquent

Figure 2 : L'effet fondateur a La Réunion

Légende : Les points représentent le génotype de chaque individu constituant les
populations considérées : les points bleus correspondent aux individus porteurs de
l'alléle le plus fréquent, les points rouges aux individus porteurs d’'un alléle moins
fréquent mais non pathogéne et les points jaunes les sujets porteurs d’un alléle rare
pathogene a I'état hétérozygote (porteurs sains). Le cadre vert englobe la population
initiale arrivée sur I'lle Bourbon (dénomination historique de La Réunion). Cette
population va s’accroitre au fil du temps : via un phénoméne de dérive génétique,
l'alléle pathologique se fixe dans la population finale et le nombre d’individus

hétérozygotes augmente.

I.3. Le DPCG en population générale
Le DPCG est une analyse moléculaire qui recherche, chez les membres d’un couple
sains et demandeurs, avant une grossesse voire au début de celle-ci, la présence de
variants connus, récurrents et pathogénes. Avec I'essor des techniques de génétique
moléculaire et la diminution de leur colt, des laboratoires internationaux privés et
publics sont de plus en plus nombreux a proposer des tests préconceptionnels basés
sur 'analyse de panels de 41 a 1700 genes (Annexe 1). Les maladies testées sur les
panels disponibles actuellement sont majoritairement autosomiques récessives,
beaucoup plus rarement autosomiques dominantes ou liées au chromosome X (1)
(Annexe 1). Pour certaines maladies autosomiques récessives récurrentes, ce test est

déployé dans la population d’'une région géographique précise dans laquelle la
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prévalence de la pathologie ou des porteurs sains de variants pathogénes est

significative.

Sile DPCG est de plus en plus proposé en routine au niveau international, il n’en reste
pas moins une analyse ciblée : un résultat favorable diminue fortement la probabilité
de survenue dans la descendance. Néanmoins, un tel résultat ne permet pas d’exclure
complétement la possibilité de survenue de la maladie, si celle-ci résulte de I'effet
d’autres mutations que celle(s) recherchée(s) par le DPGC. De surcroit, nombre de
maladies dominantes résultent de la survenue d’'une mutation de novo, non accessible

par le test.

Il. Le DPCG en pratique en 2020

Le DPCG a été proposé, dans un premier temps, dans les groupes populationnels a
risque accru de transmettre une maladie génétique d’'une particuliére gravité.
Historiquement, deux maladies autosomiques récessives ont fait I'objet d'un test
préconceptionnel : la maladie de Tay-Sachs (MIM #272800) liée a un déficit en
hexosaminidase A responsable d’'une encéphalopathie létale dans les premieres
années de vie, et la B-thalassémie (MIM #613985) a lorigine, dans sa forme
homozygote, d’'une anémie majeure avec splénomégalie nécessitant des transfusions

itératives responsables de complications séveéres.

Les progrés techniques et la meilleure accessibilité des nouvelles techniques de
séquencage ont permis d’élargir l'offre de dépistage a de nombreuses autres
pathologies ; a ce jour, plusieurs pays inscrivent le DPCG dans leur parcours de soin

en population générale.

1.1. Aux Etats-Unis
Le DPCG est disponible depuis le début des années 1990. Concernant initialement la
population Juive Ashkénaze avec le dépistage des hétérozygotes pour la maladie de
Tay-Sachs, le test s’est élargi dans les années 2000 a la mucoviscidose avec I'analyse
du géne CFTR chez les individus d’origine caucasienne dans les années 2000 (1). En
2013, avec l'augmentation exponentielle de [l'offre de panels de Dépistage
PréConceptionnel proposés par les laboratoires privés, ’American College of Genetics

and Genomics (ACMG) émet des recommandations afin de privilégier 1 - les analyses
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ciblées dans certains groupes populationnels, 2 - I'étude de variants pour lesquels une
corrélation génotype-phénotype robuste est établie et 3 - le criblage de variants connus
impliqués dans des pathologies séveres et précoces(2). En 2017, ’American College
of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) publie des recommandations pour
proposer a 'ensemble des femmes en age de procréer et aux donneurs de gameétes,
un DPCG ciblé sur I'analyse de mutations récurrentes impliquées dans 'amyotrophie
spinale infantile, la mucoviscidose, le syndrome X-fragile, certaines
hémoglobinopathies, et complété, dans la population Juive Ashkénaze, par la maladie
de Tay-Sachs. Le DPCG doit étre proposé systématiquement aux femmes enceintes
ou en age de procréer. La découverte d’un variant pathogéne chez elle conduit a

proposer le dépistage de son partenaire.

1.2.En Israél
Le dépistage des hétérozygotes pour la B-thalassémie et la maladie de Tay-Sachs a
débuté au début des années 1990, soutenu par une campagne de prévention de santé
publique (3). Le dépistage s’est enrichi au cours des années 2000 avec le criblage des
génes CFTR, SMN1 et FMR1. Le reste du panel regroupe des pathologies dont le
dépistage est recommandé en fonction de l'origine géographique et ethnique des
individus demandeurs de lanalyse. En 2013, I'’Association of lIsraeli Medical
Geneticists publie des recommandations indiquant le criblage de I'ensemble des
pathologies dont la prévalence est de moins de 1/15 000 et/ou la fréquence des
porteurs hétérozygotes est de 1/60 ou plus(4). En paralléle des sociétés savantes,
plusieurs associations et autres structures proposent grace a un partenariat avec des

laboratoires privés le recours a la carte au DPCG pour les couples juifs (Annexe1).

1.3.En Europe
En 2016, la Société Européenne de Génétique Humaine (ESHG) publie des
recommandations concernant les modalités de mise en place du DPCG : le criblage
préconceptionnel de pathologies génétiques doit idéalement concerner des maladies
sévéeres de début pédiatrique en vue de la programmation autonome et éclairée de la
grossesse d'un couple porteur. Les variants recherchés doivent avoir une
physiopathologie connue et robuste. Le DPCG doit étre une démarche volontaire de
la part des membres d’'un couple en age de procréer. L’'implémentation optimale du
DPCG passe par la bonne formation des professionnels de santé proposant le test et

'information de la population générale vis-a-vis des pathologies ciblées(5).
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Plusieurs Etats européens ont déja débuté une démarche de dépistage

préconceptionnel.

11.3.1. En Sardaigne et a Chypre
Le DPCG a débuté a Chypre en 1979 devant une incidence majeure de la [3-
thalassémie estimée a une naissance sur six, avec une prévalence des hétérozygotes
alors de 16%(6). Le déploiement du DPC a permis la diminution effective de I'incidence
de la maladie via la diminution du nombre des mariages entre porteurs sains et le

recours a un DPN ciblé(3).

De maniére similaire, le dépistage des hétérozygotes dans la population en Sardaigne

au début des années 1980 a permis de faire chuter I'incidence de la B-thalassémie(7).

11.3.2. En Espagne
Le DPCG est proposé de maniere systématique a tous les couples qui entament une
démarche de PMA. Une stratégie portant sur 'analyse de plusieurs centaines de génes
est réalisée chez le donneur de gameétes puis I'un des membres du couple en cas de
mutations identifiées. Les pathologies ciblées sont pour la plupart autosomiques
récessives, mais des pathologies liées a I'’X et autosomiques dominantes sont

également testées(8).

11.3.3. En France
Actuellement, en France, le DPCG n’est proposé qu’en cas d’antécédents familiaux
de maladie génétique ou de consanguinité identifiée entre les membres du couple.
Néanmoins, une proportion importante de maladies autosomiques récessives survient
dans des familles sans antécédent ni consanguinité connue : le diagnostic de la
maladie chez un enfant constitue le premier événement dans la famille, conduisant a
I'établissement du statut de porteur hétérozygote chez les parents, qui se verront alors
proposer, dans un second temps et pour une prochaine grossesse, un éventuel

diagnostic prénatal (DPN) ou préimplantatoire (DPI).

En septembre 2019, le Comité Consultatif National d’Ethique (CCNE) a rendu un avis
favorable a I'ouverture du DPCG aux couples demandeurs sans antécédent ni lien de
parenté ayant un projet de grossesse. Les indications proposées recoupent celles du
DPN ou du DPI, a savoir des pathologies graves sans traitement curatif au moment
du diagnostic. Préalablement, au déploiement du DPCG en population générale, le

CCNE propose la conduite d’études afin de déterminer la prévalence des porteurs
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hétérozygotes pour des maladies autosomiques récessives d’intérét dans la

population francaise.

Notre travail s’inscrit dans cette démarche et s’articule en deux parties. Un premier axe
d’étude recueille I'avis d’'un échantillon de 137 individus sur l'intérét de la mise en place
du DPCG sur I'lle de La Réunion. Le deuxieme axe repose sur l'instauration, au sein
du service de Génétique du CHU, d’un criblage génétique de plusieurs mutations
ponctuelles impliquées dans des maladies autosomiques récessives fréquentes dans
la population réunionnaise voire spécifiques de celle-ci. Ces analyses ont été réalisées
sur une collection d’ADN issu d’individus réunionnais afin d’estimer la fréquence des

individus hétérozygotes.
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MATERIEL ET METHODES

I. Axel: Sondage d’opinion vis-a-vis du DPC aupres d’un échantillon de la
population réunionnaise

I.1. La population cible
Le questionnaire en libre acces sur internet s’adresse a I'ensemble de la population

réunionnaise. Les sujets répondants sont majeurs et volontaires.

I.2. Réalisation, diffusion et analyse du questionnaire
Ce questionnaire, visant a caractériser le profil des répondants et recueillir leur opinion
sur le DPCG, a été élaboré a la suite d’'une revue de la littérature des questionnaires

produits par plusieurs équipes réalisant le DPCG(9),
Ce questionnaire comporte 22 questions réparties en (Annexe 2):

- 7 questions concernant les caractéristiques personnelles (adge, sexe, origine
géographique, niveau scolaire, activité professionnelle, statut marital,

avec/sans enfant)
- 10 questions générales sur l'intérét du DPCG

- 5 questions ciblées étudiant la position personnelle du répondant si un DPCG

ciblé devenait accessible a La Réunion

Le questionnaire a été diffusé par l'intermédiaire d’'un réseau social (Facebook) via
l'application GoogleForm et distribué sous format papier aux patients et leurs
apparentés qui ont consulté au sein du service de Génétique Médicale du CHU Nord
de La Réunion entre janvier et avril 2020. Les réponses sous format papier ont été

saisies manuellement sur le formulaire en ligne.

L’analyse des données a été conduite sur 'ensemble des questionnaires remplis en
totalité. Aprés un premier temps d’analyse globale des données, les sondés ont été
répartis en plusieurs sous-groupes constitués selon I'age (inférieur ou égal a 40 ans
contre supérieur ou égal a 41 ans), le sexe, le niveau scolaire (niveau BAC et inférieur
contre formation universitaire), le statut marital (en couple ou non) et la composition
familiale (avec ou sans enfant). Ont été exclus de I'analyse les Frangais métropolitains

et les sujets mineurs.
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Il. Axe 2 : Choix des pathologies, mises au point techniques de criblage des
mutations d’intérét

Il.1. Les pathologies d’intérét et mutations testées

Onze pathologies ont été retenues : il s’agit de maladies spécifiques de La Réunion
et/ou causées par des mutations récurrentes dans la population frangaise et/ou
réunionnaise : le syndrome RAVINE, la protéinose alvéolaire pulmonaire, le syndrome
Larsen de La Réunion, le syndrome Salt & Pepper, la mucoviscidose, l'alpha-
mannosidose, la leucodystrophie métachromatique, le syndrome de Cockayne,
I'amyotrophie spinale infantile, le syndrome de Fryns et '’hyperplasie congénitale des
surrénales. Les 10 premiéres sont des pathologies graves de survenue pédiatrique

déterminées par des mutations récurrentes accessibles aux DPN ou DPI. (Tableau 1)

L’hyperplasie congénitale des surrénales est une pathologie liée un bloc enzymatique
responsable d’une insuffisance surrénalienne et dune déviation de la voie
métabolique responsable d’une production anormalement élevée d’androgénes
surrénaliens a l'origine d’une virilisation des organes génitaux externes des foetus de
constitution chromosomique XX : celle-ci peut étre prévenue par l'instauration d’'une
corticothérapie maternelle dés le premier trimestre de grossesse, ce qui, en pratique,
ne peut étre anticipé et mis en place qu'en cas d’antécédent d’'un premier enfant

atteint.
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Tableau 1 : Pathologies et tests moléculaires en vue de l'instauration dun DPCG au

sein du laboratoire de Génétique Moléculaire du CHU Nord Réunion

Spinale Infantile

(NM_000344.3)

7

Pathologie Géne (Transcrit) Mutatlons Teg:hmque de Support d’analyse
récurrentes génotypage
Syndrome Larsen B4GALT7 c.808C>T Génotypage QuantStudio3
de La Réunion (NM_007255.2) ) TaqMan ThermoFisher
Zrlsz[éec:?a?fee MARS c.1177G>A Génotypage QuantStudio3
p . (NM_004990.3) c.1700C>T TagMan ThermoFisher
ulmonaire
PCR .
ABI Prism
Syndrome SLC7A2 fluorescente
RAVINE (NM_001008539.3) | C-23*3307A>G spécifique 3130 XL
s s ThermoFisher
d’alléle
p.Phe508del
CFTR CHI01 = quorF;cs:Eente A Prs
Mucoviscidose (NM_000492.3) c.2988+1G>A spécifique 3130 XL
- : c.1624G>T %, - é?e ThermoFisher
del17a-18
PCR .
Syndrome Salt ST3GALS fluorescente ABI Prism
and Pepper (NM_003896.3) C.740G>A spécifique 3130 XL
- ' . ThermoFisher
d’alléle
PCR .
ABI Prism
Alpha- WL c2165+1G>A | fuorescente 3130 XL
mannosidose (NM_000528.3) spécifique )
s s ThermoFisher
d’alléle
. s , ABI Prism
Amyotrophie SMN1 Délétion de I'exon QFM-PCR 3130 XL

ThermoFisher

1.2.La population étudiée : la collection DIVERSITE

Nous avons utilisé une collection préexistante d’échantillons d’ADN conservée au CRB

du CHU de La Reéunion. Ces échantillons, collectés entre 2005 et 2008 par

écouvillonnage jugal aupres de 587 volontaires masculins sains, sont répartis en 7

groupes ethniques (Tableau 2). Ces groupes ont été constitués a I'aide de formulaires

standardisés remplis par les volontaires au moment de l'inclusion : ils font état de leur

origine géographique sur trois générations et leur ressenti personnel vis-a-vis de leur

appartenance ethnique. Tous les volontaires ont signé un consentement éclairé pour

les analyses génétiques, en accord avec la loi de bioéthique.
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Tableau 2 : Répartition des groupes ethniques dans la collection DIVERSITE

Groupes ethniques Nombre d’échantillons Proportion (%)
Créoles Blancs 80 13,6
Créoles Métisses 92 15,7
Cafres 86 14,6
Indiens tamouls 63 10,7
Indiens musulmans 28 4,8

Chinois 41 7

Réunionnais 197 33,6

Légende : Les Réunionnais sont les individus d’ascendants créoles et n‘ayant pas
rapporté d’attachement particulier a une ethnie.

Cette collection réunit 'ensemble des groupes ethniques ayant migré et peuplé l'ile de
La Réunion et apparait donc représentative de sa population. Les résultats de
génotypage pour chaque individu ont été confrontés a son appartenance ethnique lors

de l'interprétation des analyses afin de mettre en évidence un possible effet fondateur.

11.3. Extraction de ’ADN et amplification génomique

L’ADN des échantillons a été extrait a partir des cellules nucléées endobuccales grace
au kit QlAamp DNA Mini (Valencia, CA, Etats-Unis). La rentabilité de I'extraction
d’ADN génomique a partir des cellules buccales est aléatoire. Aussi avons-nous
réalisé une amplification génomique grace au kit lllustra™ Ready-To-Go™
GenomiPhi™ V3 DNA Amplification (GE Healthcare) afin d’optimiser la concentration
initiale de nos échantillons. Ces concentrations ont été estimées par PCR quantitative
en temps réel (QuantStudio, ThermoFisher Scientific) avec une amorce spécifique de
VPS37A et un fluorochrome SYBR Green. A I'aide d'une gamme étalon d’ADN témoin
(100ng/ul, 10ng/pl, 1ng/ul et 0.1ng/pl), nous avons estimé une courbe standard en
tenant compte de l'efficacité de la PCR et du cycle seuil Cr. Devant I'efficacité
médiocre de la PCR lors de nos premiers essais et de profils d’amplification
compatibles avec la présence dinhibiteurs de PCR dans le milieu réactif, nos

échantillons ont été dilués a 1/100 pour réaliser 'ensemble de notre criblage.

11.4. Méthodes de génotypage
Les variants impliqués dans le syndrome RAVINE, la mucoviscidose, le syndrome Salt

& Pepper et I'alpha-mannosidose ont été analysés grace a une PCR spécifique d’alléle
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a détection fluorescente. Le profil de fluorescence des amplicons obtenus a été
analysé sur le ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Les
résultats ont été visualisés et interprétés sur le logiciel GeneMapper (Applied

Biosystems).

Les variants pathogénes du syndrome de Larsen de La Réunion et de la protéinose

alvéolaire pulmonaire ont été identifiés grace a la technologie TagMan.

11.4.1. La PCR spécifique d’alléle a détection fluorescente
Elle est basée sur une technique de PCR multiplex (QIAGEN Multiplex PCR Kit) :
plusieurs trios d’amorces sont poolés ensemble. Chaque trio est composé de 2
amorces F (une spécifique de la séquence WT, l'autre de la séquence avec le variant
recherché) et d'une amorce R. Pour optimiser la spécificité d’hybridation de la PCR,
un mésappariement a été inséré quatre bases en amont de I'extrémité 3’ de chaque
amorce F. Le génotype est alors déterminé par analyse de fragments : chaque trio
d’amorces produit deux amplicons de tailles différentes. La différence de longueur
entre les amplicons issus de l'allele WT et l'allele muté permet leur discrimination :
I'amorce spécifique de la séquence mutée contient 4 bases supplémentaires que son
homologue WT. L’amplicon contenant la variation recherchée sera donc plus long de
4 bases. Les amplicons ont été marqués par des fluorochromes (FAM, HEX, NED)
couplés a des amorces universelles (InvitroGen) décrits précédemment dans la

littérature (10) et la détection de fluorescence a été réalisée par analyse de fragments.

11.4.1.1. L’identification de I’haplotype associé au syndrome RAVINE
L’analyse du locus du syndrome RAVINE a été possible grace a la détection de la
mutation connue dans le gene SLC7A2 (c.-23+3307A>G ou SNP174) et celle d’'un
autre SNP connu pour ségréger avec le locus morbide (rs13256875 du géne VPS37,
plus loin noté VPS37A) associée a I'analyse de microsatellites. Trois sets d’amorces
ont été utilisés pour cette multiplex : trois couples spécifiques de trois microsatellites
détectés en fluorescence bleue (FAM), trois couples de trois autres microsatellites
visualisés en fluorescence verte (HEX) et deux couples spécifiques de variants
ponctuels SNP174 et VPS37A en fluorescence noire (NED). Un statut hétérozygote
pour lhaplotype est défini par la présence d’au moins deux microsatellites

interprétables dans chaque fluorescence et un SNP hétérozygote. Les échantillons
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sont considérés comme négatifs si trois microsatellites sont interprétables ou plus dont

au moins un est en dehors de la région d’intérét.

11.4.1.2. Le criblage de la mucoviscidose, du syndrome Salt & Pepper
et de I’alpha-mannosidose

Cing variants pathogénes récurrents dans CFTR (AF508, (aussi connue sous
'annotation p.Phe508del), c.366T>A, c.2988+1G>A, ¢.1624G>T, del17a-18)), un
variant dans ST3GALS (c.740G>A) et un dans MAN2B1 (c.2165+1G>A) ont été
étudiés. La technique de PCR et la détection fluorescente sont les mémes que celles
utilisées pour le criblage de I'haplotype du syndrome RAVINE. Les échantillons sont
interprétés comme hétérozygotes lors de la détection de deux pics fluorescents

séparés de 4 bases.

11.4.2. La technologie TagMan®: kit Custom TagMan® Genotyping
(ThermoFisher Scientific)

Les variants impliqués dans la protéinose alvéolaire pulmonaire ont été criblés grace

a la technologie TagMan avec des amorces spécifiques du géne MARS(11).

Cette technologie repose sur une technique de PCR. Deux sondes permettent le
génotypage : la premiére contient la variation d’intérét couplée a un fluorochrome VIC,
la seconde comprend le nucléotide WT et est couplée a un fluorochrome FAM.
L’activité exonucléasique de la Taq polymérase, moteur de la réaction de PCR, permet
la lyse de la sonde hybridée sur notre séquence d’intérét. La lyse de la sonde permet
de libérer le fluorochrome de son quencher (inhibiteur) et entraine ainsi I'émission
d'une fluorescence. Chaque analyse est normalisée grace a des controles :
homozygote WT, hétérozygote, homozygote muté. La fluorescence est mesurée avant
chaque nouveau cycle de PCR (pré-PCR), a la fin du cycle (temps réel) et a la fin de
'ensuite des cycles (post-PCR). L’analyse en point final est visualisée sur le logiciel
du Quant Studio Software (ThermoFisher Scientific) et modélisée comme un nuage de
points avec 3 groupes de fluorescence : WT (bleu), homozygote muté (rouge),

hétérozygote (vert).

Dans la littérature, il est rapporté que deux variants ségrégant en cis sont a l'origine
de la maladie(12). Par conséquent, nous avons choisi d’analyser le variant le plus

facilement amplifiable (c.1177G>A) dans notre stratégie de criblage.
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La méme technique a été utilisée pour le criblage du variant c.808C>T dans B4GALT7

impliqué dans le syndrome Larsen de La Réunion.

11.4.3. La PCR semi-quantitative : la QFM-PCR (Quantitative Fluorescent
Multiplex-PCR)

Nous avons tenté de mettre au point une méthode semi-quantitative afin d’estimer le
nombre de copies de I'exon 7 dans le gene SMN1, responsable de I'amyotrophie
spinale infantile(13). Cette technique repose sur le criblage de plusieurs amplicons
chez le sujet a tester et un sujet contrdle. Un premier amplicon se trouve dans la région
critique ou est présente la délétion pathogéne, deux autres amplicons servent de
contrOle et se situent sur deux régions conservées et différentes du génome. Les
amplicons que nous avons utilisés sont spécifiques de I'exon 7 du géne SMN1, de
'exon 11 du géene ERCC6 (autosomique) et du géne AMELX (chromosome X). Les
amplicons sont marqués par un méme fluorochrome (FAM) et la détection de la
fluorescence est réalisé par analyse de fragments (GeneMapper, ABI PRISM 3130XL

Genetic Analyzer).

La hauteur du pic de 'amplicon d’intérét est rapportée a celle de 'amplicon contréle
chez le sujet a tester. Ce ratio est normalisé par la méme démarche sur 'ADN d’un
sujet contrdle pour obtenir une valeur appelée QD (Quotient Dosage). Par exemple,

pour nos manipulations, nous avons calculer notre QD comme suit :

(Hauteur du pic de l'exon 7 de SMN1)

oD = ((Hauteur du pic de l'exon 11 d’ERCC6)
N (Hauteur du pic de l'exon 7 de SMN1)
((Hauteur du pic de l'exon 11 d’"ERCC6)

)ADN sujet a tester

)ADN controle

Chez un individu homozygote non muté, le QD est égal a 1 (2 copies du géne d’intérét).
Un individu hétérozygote pour la délétion a un QD a 0,5 (1 copie du géne d’intérét) et

un patient homozygote muté a un QD nul (O copie du géne d’intérét).

lll. Analyses statistiques et calculs appliqués a nos données

1. Analyses statistiques du questionnaire
Concernant les réponses au questionnaire, nous avons utilisé une analyse bivariée
afin d’identifier des différences significatives entre les sous-groupes, ceci pour

déterminer leur possible comparabilité.
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Les variables qualitatives sont exprimées en termes de fréquence, de pourcentages
et d’intervalle de confiance a 95%. Les variables quantitatives ont été exprimées en
termes de moyenne et d’écart type a la moyenne. Les comparaisons bivariées de
données quantitatives ont été effectuées a I'aide du test de Mann et Whitney ou test t
de Student, aprés vérification des conditions d’application. Les comparaisons
bivariées de pourcentages ont été effectuées par les tests du Chi2 de Pearson et du
test exact de Fisher selon les conditions d’applications. Les Odds Ratios et leurs
intervalles de confiance a 95% ont été estimés. Toutes les hypothéses ont été testées
au risque alpha de 0.05. L’analyse des données a été effectuée a l'aide du logiciel
SAS 9.4 (SAS Institute Inc, Cary NC

11.2. Calcul de la fréquence observée des hétérozygotes et
comparaison aux données de la littérature

Pour chaque pathologie étudiée, nous avons calculé la fréquence des hétérozygotes
observée a partir de nos données. Parallélement, nous avons estimé ces mémes
fréquences a partir des chiffres publiés dans la littérature (« fréquences attendues des

hétérozygotes »).

Pour ce faire, nous nous sommes basés sur les chiffres d’incidence, de prévalence ou
de fréquence allélique precédemment décrites. En appliquant la loi d’Hardy-Weinberg,

la fréquence des hétérozygotes est estimée par la formule suivante :

f=2pq
Ou festla fréquence des hétérozygotes, p la fréquence de I'allele WT et g la fréquence

de l'alléle morbide.

Un test de conformité a été réalisé pour comparer fréquences attendues et fréquences

observées.

24



RESULTATS

I. Axe 1 : Résultats du sondage d’opinion

I.1. La population répondante (Tableau 3)
164 individus ont répondu au questionnaire en ligne: 27 personnes d'origine
métropolitaine ont été exclues de lanalyse. L’dge moyen des 137 individus
réunionnais est de 35,2 ans : 101/137 ont 40 ans ou moins (74%). 99/137 répondants
sont des femmes (72%), 98/137 ont un niveau licence ou plus (71%), 92/137 individus
sont en couple (62%) et 63/137 ont eu des enfants (46%).
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Tableau 3 : Profil des répondants au questionnaire en ligne

Nombre de Pourcentage par rapport
Caractéristiques répondants a l'ensemble de
(n) I'échantillon (%)
Moyen 35,2
Inférieur ou égal a 40 ans 101 74
Age Supérieur & 40 ans 36 26
Extrémes 18
73
Femme 99 72
Sexe
Homme 38 28
Secondaire 3 2
Niveau de
scolarité BAC 29 21
CAP/BEP 7 5
Licence 41 30
Master et + 57 42
Agriculteur 1 1
Autre 28 20
Cadre 19 14
Chef d'entreprise 4 3
Profession
Employé artisan/commergant 16 12
Etudiant 33 24
Professionnel de Santé 26 19
Sans activité professionnelle 10 7
En couple 92 67
Statut marital
Sans partenaire 45 33
Ayant eu des Oui 63 46
enfants Non 74 54

I.2. Réponses au questionnaire : Analyse globale

1.2.1. Perception du DPCG
Le Tableau 4 reprend les items de chaque question et fournit I'effectif de répondants

par possibilité de réponse.
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129 des 137 répondants se déclarent favorables a la proposition d’'un DPCG pour les
couples ayant un projet de grossesse (94%). Si ce DPCG est réalisé, 107 sur 137 sont
favorables a un criblage large de toutes les maladies génétiques (78%). La majorité
des sondés estiment que le DPCG ne doit pas étre limité aux maladies génétiques
fréquentes (n = 81/137 ; 59%) ou aux seules maladies génétiques sévéres (n =
92/137 ; 67%) ou celles de survenue pédiatrique (n = 106/137 ; 77%). 70/137 individus
considérent « irresponsable pour les futurs parents de ne pas réaliser de DPC » (51%).
93/137 participants ne pergoivent pas le DPCG comme un moyen de dépistage intrusif
dans la vie des couples (67%).

Tableau 4 : Caractéristiques générales du DPCG : Réponses des 137 participants

Intitulé Pas d'accord Nid a?cord ni D'accord
pas d'accord

n % n % n %

Tous les couples ayant un projet de

grossesse doivent réaliser un DPC. o eel % 28 & 485

Un couple ayant un projet de grossesse
doit pouvoir réaliser un DPC, s'il le 5 3,6 3 2,2 129 94,2
souhaite.

Si possible, le DPC doit pouvoir
rechercher toutes les maladies 9 6,6 21 15,3 107 78,1
génétiques.

Le DPC doit étre réservé seulement aux

) - . 81 59,1 20 14,6 36 26,3
maladies géniques fréquentes.

Le DPC doit étre réservé seulement aux
maladies géniques graves. = e 2z 11 = 1259
Le DPC doit étre réservé seulement aux
maladies géniques survenant chez 106 77,4 16 11,7 15 10,9
I'enfant.

Il est wresponsable’po.ur les futurs parents 70 511 36 26.3 31 226

de ne pas réaliser de DPC.

Le DPC entraine une plus grande anxiété

pendant la grossesse chez les couples qui 36 26,3 65 47,4 36 26,3
en ont bénéficié.

Le DPC est une intrusion dans la vie des
couples et reflete une surmédicalisation 93 67,9 31 22,6 13 9,5
du monde d’aujourd’hui.
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Nous avons ensuite interrogé les participants sur le type de pathologies qu’ils
trouveraient nécessaires de dépister si un dépistage global était possible (Tableau 5).
Plus de 70% des répondants considérent que le DPCG doit étre ouvert a la déficience
intellectuelle (n = 103/137 ; 75%), la cécité (n = 103/137 ; 75%), le nanisme (n =
96/137 ; 70%), la surdité (n = 98/137 ; 71%), la drépanocytose (n = 118/137 ; 86%) et
la démence de type maladie de Huntington (n = 118/137 ; 86%). L'obésité génétique
et la prédisposition au cancer du sein sont moins plébiscitées avec respectivement
56% (n = 77/137) et 67% (n = 92/137) des répondants favorables a I'application du
DPCG.

Tableau 5 : Choix des maladies a proposer en DPCG : Réponses des 137
participants

Si les progrés technologiques le
permettaient, pensez-vous qu'un DPC
devrait étre mis en place dans les Oui Non
groupes de maladies suivantes
d'origine génétique ?

Ne se
prononce pas

n % n % n %
La déficience intellectuelle 103 75,2 11 8,0 23 16,8
La cécité (malvoyance) 103 75,2 15 10,9 19 13,9
Le nanisme 96 701 14 10,2 27 19,7
La surdité 98 71,5 19 13,9 20 14,6
La drépanocytose 118 86,1 10 7,3 9 6,6
L'obésité génétique 77 56,2 39 28,5 21 15,3
La prédisposition géqétique au cancer 92 67.1 29 21,2 16 11,7
du sein
La maladie de Huntington 118 86,1 9 6,6 10 7,3

1.2.2. Intérét du DPCG en population réunionnaise et perception
individuelle

27 des 137 individus (19,7%) de notre cohorte rapportent avoir dans leur entourage

une personne atteinte d’une des 11 pathologies réunionnaises ciblée par le DPCG.
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Tableau 6 : Distribution des effectifs des répondants selon leur antécédent de
maladies génétiques dans 'entourage.

Oui Non

Connaissez-vous dans votre entourage
quelgu'un souffrant d'une des maladies 27 19,7 110 80,3
citées ci-dessus ?

1.2.2.1. Les répondants intéressés par le DPCG a titre personnel
82 participants sur 137 (60%) déclarent vouloir réaliser a titre personnel le test proposé
pour les 11 pathologies d’intérét : 4/82 personnes (4,89%) renonceraient a avoir un
enfant si les deux membres de leur couple étaient porteurs hétérozygotes ; 51/82
(62,2%) souhaiteraient le DPCG afin de programmer un DPN ou un DPI pour une
grossesse ultérieure ; 25/82 (30,5%) individus se déclarent curieux de connaitre leur

statut génotypique.

Environ 90% des répondants sont favorables a linstauration d’'un DPCG pour
'ensemble des 11 pathologies présentées. 1 sujet s’oppose au criblage de la
mucoviscidose et de I'amyotrophie spinale (1%). Les 2 derniers répondants souhaitent
recourir au DPCG pour les motifs suivants (classé dans la catégorie Autre (Figure 4)) :
« J'aviserai en fonction de la pathologie présente chez mon enfant et de sa gravité »

et « Je souhaite pouvoir étre préparer mentalement a une éventualité de maladie ».
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Pour quelle raison souhaiteriez-vous bénéficier d'un DPCG ?

Autre I 2

Je suis curieux(se) de connaitre mon statut _ 25
e e ot ot st motoure " I -
partenaire et moi étions porteurs
Je renoncerai a avoir un enfant si mon . 4

partenaire et moi étions porteurs

0 10 20 30 40 50 60

Pour quelle pathologie souhaiteriez-vous Ne se prononce

Oui Non

bénéficier d'une DPCG ? pas
n % n % n %
Le syndrome RAVINE 76 92,7 0 6 7,3
Le syndrome de Larsen Réunionnais 77 93,9 0 5 6,1
La mucoviscidose 78 95,1 1 1,2 3 3,7
La protéinose alvéolaire pulmonaire 77 93,9 0 5 6,1
Le syndrome Salt & Pepper 75 91,5 0 7 8,5
Le syndrome de Fryns 75 91,5 0 7 8,5
Le syndrome de Cockayne 73 89 0 9 11
L'amyotrophie spinale infantile 76 92,7 1 1,2 5 6,1
La leucodystrophie métachromatique 76 92,7 0 6 7,3
L'alpha-mannosidose 74 90,2 0 8 9,8
L'hyperplasie congénitale des surrénales 76 92,7 0 6 7,3

Figure 4 : Réponses des individus demandeurs d’'un DPCG sur leur motivation et les
pathologies a tester.

Le profil des répondants est détaillé dans le Tableau 1 de 'Annexe 3.
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Les individus ayant manifesté un intérét personnel pour le DPCG correspondent a la
population ciblée par les démarches préconceptionnelles : ils sont pour la grande
majorité en age de procréer (dge moyen : 30 ans) et plus de la moitié des effectifs sont
en couple (n = 32/51 soit 62,7%). Ce profil est sensiblement similaire si I'on s’intéresse
aux effectifs des répondants demandeurs d’'un DPCG pour programmer un projet de
grossesse ultérieure et ceux qui sont simplement curieux de connaitre leur statut
génotypique. Parmi les 25 individus « curieux de connaitre leur statut », 11 (44%) sont
des hommes. On peut postuler que les hommes ont tendance a moins se projeter dans
un projet de grossesse(14) et que celui-ci ne soit donc pas leur premier motif de

recours annonce.

1.2.2.2. Les répondants non intéressés par le DPCG
Sur 137 sujets, 55 individus ne souhaitent pas avoir recours au DPCG. La Figure 5
illustre la répartition de ces individus selon le motif évoqué. 6/55 sujets (11%) ne sont
pas intéressés par un DPCG car le résultat du test « ne changerait pas leur projet de
grossesse». 5/55 individus (9%) considérent le DPCG comme un « test inapproprié »,
16/55 ne se prononcent pas (29%).12/55 des interrogés (22%) n'ont « pas/plus de
projet de grossesse », 7/55 (13%) se disent « trop agés » et 2/55 (4%) n’envisagent

pas le DPCG car ne sont « pas en couple ».

Pour quelle raison ne souhaitez-vous pas bénéficier d'un DPCG
?

16
12

I

m Ce dépistage ne m'intéresse pas et ne changerait pas mes projets de grossesse
1 Ce type de test me semble inapproprié
Je ne me prononce pas
Pas de projet de grossesse
= Trop &gé pour un projet parental
= Pas de partenaire
m Autre

Figure 5 : Répondants ne souhaitant pas bénéficier dun DPCG
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Le profil des répondants sont détaillées dans le Tableau 2 de '’Annexe 3.

Les sujets sondés qui ne souhaitent pas réaliser de DPCG sont dans une proportion
plus modeste, 40% de l'effectif total. Leur age moyen est de 42 ans et 38 de ces 55
personnes ont déja des enfants (69,0%) : le moindre intérét pour le DPCG pourrait
s’expliquer par le fait que ces individus ont déja, pour la plupart, réaliser leur projet

parental.

SiI'on s’intéresse aux individus qui considérent ce type de test comme inapproprié (n
= 5/55, soit 9%), le DPCG peut étre considéré comme anxiogeéne pour la grossesse
et/ou une intrusion dans la vie des couples. Une personne estime que le DPCG ne doit
pas étre systématique ou proposé a des couples avec un projet parental. Si un DPCG
devait étre réalisé, il ne devrait dépister que les maladies génétiques fréquentes,
graves et survenant chez I'enfant. Les 4 autres répondants sont plutét favorables au
principe du DPCG surtout s’il s’agit d’'un choix du couple. Ces 5 sujets ont tous des
enfants, aucun n'a d’antécédent de maladie génétique dans son entourage et ils sont

4 sur 5 a étre ageés de plus de 55 ans.

Au total, un seul individu sur les 137 interrogés (0,7%) se positionne fermement contre
le DPCG.

Concernant les individus ne se pronongant pas sur leur refus de recours au DPCG,
10/18 (55,6%) sont agés de 40 ans ou moins, la moitié de I'effectif a des enfants et
13/18 (72,2%) sont en couple. L'ensemble de ces répondants sont favorables a la
réalisation d’'un DPCG si le couple est demandeur. On peut donc postuler que le DPCG
n’est pas une option personnelle mais que ces individus ne sont pas opposés a la

proposition d'un DPCG en population générale.

En reprenant 'ensemble des possibilités de réponses, 3 individus (1 s’estime « trop
agé », 1 « n’a pas de partenaire » et 1 « n’a plus de projet de grossesse ») ont formulé
dans leur saisie (champ libre) qu’ils auraient voulu bénéficier d'un DPGC en cas de

grossesse débutante.

I.3. Réponses au questionnaire : analyse par sous-groupes
Nous avons ensuite réévalué 'ensemble de ces données en répartissant la cohorte
selon différentes caractéristiques des participants : sexe, age, niveau scolaire, statut
marital (en couple/ non en couple), composition familiale (avec ou sans enfant) et la

présence d'antécédent de proche affecté par une des 11 maladies précédemment
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citées. Nous avons dans un premier temps déterminé si nos différents sous-groupes
étaient comparables entre eux puis avons repris les réponses au questionnaire
(Annexe 4).

1.3.1. Composition et comparabilité des sous-groupes

e Normalisation sur 'age

Tableau 7 : Distribution des effectifs des sous-groupes selon I'age

Caractéristiques T_otal 40 ans_et moins Plus df 40 ans p-value
(n = 137) (n=101) (n=36)
Avec antécédents 27 (19.7%) 16 (15.8%) 11 (30.6%) 0.06
En couple 92 (67.2%) 64 (63.4%) 28 (77.8%) 0.11
Avec Enfants 63 (46.0%) 29 (28.7%) 34 (94.4%) < 0.0001
BAC 29 (21.2%) 15 (14.9%) 14 (38.9%)
CAP/BEP 7 (5.1%) 5 (5.0%) 2 (5.6%)
Hivead Licence 41 (29.9%) 31 (30.7%) 10 (27.8%) 0.0002
Master et + 57 (41.6%) 50 (49.5%) 7 (19.4%)
Secondaire 3(2.2%) 0 (0.0%) 3 (8.3%)
Homme 38 (27.7%) 28 (27.7%) 10 (27.8%)
Sexe 0.99
Femme 99 (72.3%) 73 (72.3%) 26 (72.2%)

Les différences principales portent sur la composition familiale et le niveau scolaire :
pour les plus de 40 ans, 34/36 (94,4%) ont des enfants (p<0,0001) et 19/36 (52,8%)
ont un niveau Bac ou inférieur (p = 0,0002). Nous estimons que nos deux groupes sont

comparables entre eux.
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e Normalisation sur le sexe

Tableau 8 : Distribution des effectifs des sous-groupes selon le sexe

Caractéristiques T_otal Fen_wmes Hor1_1mes p-value
(n=137) (n=99) (n=238)
Age Moyen (écart-type) 35.2 (12.3) 35.2 (12.8) 35.3 (11.0) 0.98
Avec antécédents 27 (19.7%) 19 (19.2%) 8 (21.1%) 0.81
En couple 92 (67.2%) 68 (68.7%) 24 (63.2%) 0.54
Avec Enfants 63 (46.0%) 47 (47.5%) 16 (42.1%) 0.57
BAC 29 (21.2%) 18 (18.2%) 11 (28.9%)
CAP/BEP 7 (5.1%) 4 (4.0%) 3(7.9%)
Niveau d'étude Licence 41 (29.9%) 31 (31.3%) 10 (26.3%) 0.19
Master et + 57 (41.6%) 45 (45.5%) 12 (31.6%)
Secondaire 3 (2.2%) 1(1.0%) 2 (5.3%)

Aprés normalisation sur le sexe, il n’y a pas de différence statistique entre les femmes

et les hommes dans notre échantillon.

e Normalisation sur le niveau scolaire

Tableau 9 : Distribution des effectifs des sous-groupes selon le niveau scolaire

Total Niveau Bac et Formation
Caractéristiques _ . - universitaire p-value
(n=137) moins (n = 39) _
(n=98)
Age Moyen (écart-type) 35.2 (12.3) 41.9 (13.5) 32.6 (10.8) < 0.0001
Avec antécédents 27 (19.7%) 12 (30.8%) 15 (15.3%) 0.04
En couple 92 (67.2%) 37 (94.9%) 55 (56.1%) < 0.0001
Avec Enfants 63 (46.0%) 28 (71.8%) 35 (35.7%) 0.0001
Homme 38 (27.7%) 16 (41.0%) 22 (22.4%)
Sexe 0.03
Femme 99 (72.3%) 23 (59.0%) 76 (77.6%)

Les caractéristiques étudiées sont différentes aprés normalisation sur le niveau

scolaire.




e Normalisation sur le statut marital

Tableau 10 : Distribution des effectifs des sous-groupes selon le statut marital

Caractéristiques T_otal Non eg couple En c_ouple p-value
(n=137) (n =45) (n=92)
Age Moyen (écart-type) 35.2 (12.3) 32.7 (11.2) 36.5 (12.7) 0.10
Avec antécédents 7 (19.7%) 5(11.1%) 22 (23.9%) 0.08
Avec Enfants 3 (46.0%) 11 (24.4%) 52 (56.5%) 0.0004
BAC 9 (21.2%) 2 (4.4%) 27 (29.3%)
CAP/BEP 7 (5.1%) 0 (0.0%) 7 (7.6%)
Niveau d'étude Licence 41 (29.9%) 13 (28.9%) 28 (30.4%) 0_0301
Master et + | 57 (41.6%) 30 (66.7%) 27 (29.3%)
Secondaire 3 (2.2%) 0 (0.0%) 3 (3.3%)
Sexe Homme 38 (27.7%) 14 (31.1%) 24 (26.1%) 054
Femme 99 (72.3%) 31 (68.9%) 68 (73.9%)

De la méme maniére que la normalisation sur I'age, les seules différences qui nous

retrouvons entre les deux groupes touchent le niveau scolaire et la composition

familiale : dans le groupe des sujets n’étant pas en couple, 43/45 (95,6%) ont une
formation universitaire (p<0,0001) et 11/45 (24,4%) ont des enfants (p = 0,0004).

e Normalisation sur la composition familiale

Tableau 11 : Distribution des effectifs des sous-groupes selon la composition
familiale
Caractéristiques Total Avec enfant Sans enfant _value
9 (n = 137) (n = 63) (n = 74) P
Age Moyen (écart-type) 35.2 (12.3) 44.3 (10.8) 27.5 (7.2) < 0.0001
Avec antécédents 7 (19.7%) 17 (27.0%) 10 (13.5%) 0.05
En couple 2 (67.2%) 52 (82.5%) 40 (54.1%) 0.0004
BAC 9 (21.2%) 19 (30.2%) 10 (13.5%)
CAP/BEP 7 (5.1%) 6 (9.5%) 1(1.4%)
Niveau d'étude
Licence 41 (29.9%) 18 (28.6%) 23 (31.1%) 0.0010
Master et + | 57 (41.6%) 17 (27.0%) 40 (54.1%)
Secondaire | 3 (2.2%) 3 (4.8%) 0 (0.0%)
Homme 38 (27.7%) 16 (25.4%) 22 (29.7%)
Sexe 0.57
Femme 99 (72.3%) 47 (74.6%) 52 (70.3%)
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L’ensemble des caractéristiques étudiées est différent quand on sépare notre

échantillon selon la composition familiale.

e Normalisation sur les antécédents de maladie génétique dans I'’entourage

Tableau 12 : Distribution des effectifs des sous-groupes constitués selon la présence

ou I'absence d’antécédent de maladie génétique dans I'entourage.

Caractéristiques T_otal Avec arltécédent Sans a_ntécédent p-value
(n=137) (n=27) (n=110)
Age Moyen (écart-type) 35.2 (12.3) 38.9 (11.4) 34.3 (12.4) 0.08
En couple 92 (67.2%) 22 (81.5%) 70 (63.6%) 0.08
Avec Enfants 63 (46.0%) 17 (63.0%) 46 (41.8%) 0.05
BAC 29 (21.2%) 10 (37.0%) 19 (17.3%)
CAP/BEP 7 (5.1%) 1(3.7%) 6 (5.5%)
Niveau d'étude Licence 41 (29.9%) 9 (33.3%) 32 (29.1%) 0.1
Master et + | 57 (41.6%) 6 (22.2%) 51 (46.4%)
Secondaire 3 (2.2%) 1(3.7%) 2 (1.8%)
Homme 38 (27.7%) 8 (29.6%) 30 (27.3%)
Sexe 0.81
Femme 99 (72.3%) 19 (70.4%) 80 (72.7%)

Les deux groupes partagent la méme distribution des effectifs pour I'age moyen, le
sexe, le statut marital et le niveau scolaire. La seule différence significative retrouvée
concerne la composition familiale : 17/27 (63%) sujets avec un antécédent proche ont
des enfants (p =0,005).

A la lumiére de ces résultats, nous avons décidé de poursuivre l'interprétation des
réponses aux questionnaires pour les groupes globalement les plus comparables entre
eux a savoir, ceux formés en séparant les effectifs selon leur age, leur sexe, leur statut

marital et leur antécédent de maladie génétique dans I'entourage.

1.3.2. Résultats par sous-groupes (Annexe 3)

e Normalisation sur 'age

L’élément remarquable de cette analyse de sous-groupes concerne le souhait des
répondants a réaliser un DPCG a titre personnel : 75/101 des participants (74,3%) de

moins de 40 ans souhaitent avoir recours a un DPCG et seuls 7/36 des participants
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(19,4%) de 41 ans et plus. Les motifs de recours sont similaires pour chaque groupe.
Les opinions divergent entre les deux groupes en ce qui concerne le dépistage des

hétérozygotes pour la mucoviscidose et 'amyotrophie spinale infantile.

Les motifs pour ne pas recourir a un DPCG sont également différents : pour les sondés
de moins de 40 ans, 6/26 (23,1%) ne souhaitent faire de DPCG car cela n'impacterait
pas leur projet de grossesse, 10/26 (38,5%) ne se prononcent pas et 4/26 (15,4%)
n’ont pas/plus de projet de grossesse. Pour les répondants de 41 ans et plus, 8/29
(27,6%) n’ont pas de projet de grossesse, 7/29 (24,1%) se considerent trop agés pour

un projet parental, 6/29 (20,7%) ne se prononcent pas (p = 0,026).

e Normalisation sur le sexe

Nous ne mettons pas en évidence de différence significative en séparant notre cohorte

selon le genre des répondants.

e Normalisation sur le statut marital

Nous n’avons pas mis en évidence de différence dans les réponses des sujets avec

couple ou non en couple.

e Normalisation sur les antécédents dans I'entourage

Il Ny a pas de différence significative selon I'existence ou non d’antécédents de

maladies génétiques dans I'entourage.

Il. Axe 2 : Mises au point des techniques de génétique moléculaire

I.1. Quantification aprés expansion génomique
Nous avons estimé la concentration de chaque échantillon grace a une technique de
gPCR en temps réel, les concentrations dans les tubes meéeres de nos échantillons

étant inconnue.

La concentration d’'un échantillon est déterminée grace aux parameétres d’'une courbe
étalon. Celle-ci est construite a partir des valeurs de cycle seuil (Ct) d’échantillons
d’ADN témoins de concentration connue (0,1ng/pL, 1 ng/uL, 10 ng/uL et 100 ng/uL).
Ces valeurs dépendent notamment de I'efficacité de la PCR. La formule reliant In(Cr)

et la concentration d’'un échantillon est :

37



y = - (valeur de la pente)x + point d’'interception de I'axe y
Soient x In(concentration de I'échantillon) et y In(Cr).

L’estimation de la concentration de chaque échantillon de la méme plaque suit cette
équation. Les concentrations post-expansion génomique sont trés variables d'un
échantillon a l'autre allant d’'une concentration indétectable a 500ng/uL (résultats non
exposes). Les résultats de chaque génotypage ont été confrontés a ces concentrations

lors de l'interprétation des analyses.

Il.2.Criblage de I’haplotype du syndrome RAVINE
Nous avons commencé par démontrer la spécificité des amorces en PCR simplex et
dans des conditions standards. Aprés multiplexage, nous avons appliqué un protocole

de PCR TouchDown afin d’augmenter l'intensité de nos pics de détection(15).
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Figure 6 : Profil de détection fluorescente pour le locus du syndrome RAVINE

Légende : Profils d’'un témoin hétérozygote. Tracé bleu : signaux des microsatellites
marqués au fluorochrome FAM. Tracé vert : signaux des microsatellites marqués au

fluorochrome HEX. Tracé noir : signaux des SNP marqués au fluorochrome NED. Les
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zones grisées correspondent a des bin sets : elles délimitent la zone dans laquelle les

microsatellites associés au syndrome RAVINE ségrégent.

1.3. Criblage des variants ponctuels impliqués dans la mucoviscidose, le
syndrome Salt & Pepper et I’alpha-mannosidose

Aprés s’étre assuré de la spécificité des amorces utilisées, nous avons repris une
méthode de multiplexage similaire a la technique décrite pour I'analyse du locus du
syndrome RAVINE, en nous basant cette fois-ci sur un protocole de PCR standard.
(Figure 7)

Figure 7 : Exemple de profil de détection d’'un échantillon témoin hétérozygote pour
la mutation p.Phe508del dans CFTR.

Légende : Les 4 pics bleus correspondent aux amplicons porteurs d’un variant

spécifique et récurrent dans CFTR. Le premier pic vert (& gauche) correspond au
variant ponctuel recherché dans notre design dans le géne ST3GALS. Le double pic
vert (a droite) correspond a I'amplicon ciblant la mutation p.Phe508del. La présence
de deux pics séparés de 3 bases signe un statut hétérozygote pour I'échantillon

analysé.

11.4. Détection de la délétion récurrente de I’exon 7 de SMN1
Les premiéres étapes de mises au point sont similaires a la PCR spécifique d’alléle.
Nous nous sommes assurés de la spécificité de nos amorces puis des parametres
optimaux de PCR. Les tests ont été lancés sur 3 types d’échantillons : ’TADN d’'une
patiente atteinte d’Amyotrophie Spinale Infantile (ASI) homozygote pour la délétion de
'exon 7, celui d’'un apparenté hétérozygote et un témoin féminin négatif non porteur
de la délétion. La Figure 5 reprend les profils de fluorescence de notre sujet
hétérozygote et du témoin négatif. Nous avons estimé les QD de chaque amplicon et
mis en évidence une diminution des QD pour AMELX et I'exon 7 de SMN1 démontrant
leur présence en une seule copie dans le génome du sujet testé.
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Figure 8 : Profil de détection et estimation du QD pour le criblage de I'exon 7 de
SMN1

lll. Résultats chiffrés et estimation de la fréquence des hétérozygotes dans la
collection DIVERSITE
Sur 'ensemble de la collection, 44 échantillons sont hétérozygotes pour un des

variants étudiés. En tenant compte I'effectif total moyen des échantillons interprétables
(n = 552) pour l'intégralité de nos analyses, ceci correspond a 8% de I'ensemble des
prélevements. Nous avons constaté un nombre important d’échantillons pour lesquels
l'interprétation des résultats est difficile, et répartis en 1 - échantillons douteux, pour
lesquels le résultat de la technique n’était pas interprétable ; 2 - échantillons
partiellement informatifs, pour lesquels 'amplicon d’intérét n’a pas été ampilifié lors du
multiplexage ; 3 - échantillons non contributifs, pour lesquels il N’y a eu aucune

amplification (Tableau 12).
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Tableau 13 : Résultats du génotypage de la collection DIVERSITE

Nombre Nombre Nombre d'ér::lr?;tt)ﬁﬁms d’érc\:lr?;?:t)iﬁns
Variant d’échantillons | d’échantillons | d’échantillons artiellement non
hétérozygotes WT douteux P: . o
informatifs contributifs
p.Phe508del 7 417 0 146
c.366T>A 2 550 3 15
Mucoviscidos
o €.2988+1G>A 2 554 0 14
17
c.1624G>T 0 561 0 9
Del17a18 0 263 0 307
Syndrome
Salt & Pepper c.740G>A 1 562 4 3
Syndrome | oo otyvpe 3 249 12 0 323
RAVINE
Protéinose
alvéolaire c.1177G>A 6 547 1 0 33
pulmonaire
Syndrome
Larsen de La c.808C>T 6 542 3 0 36
Réunion
Alpha- | - 5 165+1G>A 0 487 1 0 99
mannosidose
Amyotrophie e
spinale De'et"’?“ exon 17 364 67 0 139
infantile

L’ensemble des 7 groupes ethniques de la collection sont pris en considération dans

ces résultats.

(hétérozygote, WT) et de leur interprétabilité.
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La fréquence des hétérozygotes pour nos pathologies d’intérét est estimée a partir des

données de la littérature (Tableau 13) : la fréquence des individus homozygotes mutés

ou les données de fréquence allélique pour chaque pathologie nous a permis de

déterminer la valeur g de la formule précédente. Nous la qualifions dans notre exposé

de fréquence attendue des hétérozygotes.

A l'issue de notre criblage, nous avons compté le nombre d’hétérozygotes mis en

évidence pour chaque pathologie et a partir de ces données, estimé la fréquence de

alléle morbide dans notre population et calculé la fréquence observée des

hétérozygotes.

Tableau 14 : Estimation de la fréquence des hétérozygotes dans la collection

DIVERSITE

Fréquence attendue des

Fréquence observée des

Pathologie criblée hétérozygotes d'apres les hétérozygotes dans notre p-value
données de la littérature étude
Mucoviscidose 6,12%' 2,10% 0,0005
Syndrome Salt & Pepper Pas de données 0,20% NC
Syndrome RAVINE 1,98% 1,19% 0,3683
Protéinose al\{eolalre 217% 0.99% 0,0799
pulmonaire
Syndrorrll?e, La_rsen de La 3.92%' 1,19% 0,0007
éunion
Alpha-mannosidose 1,98% 0,00% 0,0017
Amyotrophie Spinale Infantile 2,60% 4,46% 0,0224

Légende : Les fréquences attendues marquées par un ' ont été calculée grace a des

chiffres de publications concernant le sous-groupe des Créoles blancs(16),(17).

Nous avons finalement déterminé la fréquence des hétérozygotes dans chaque

groupe ethnique afin de mettre en lumiére un effet fondateur (Tableau 14)

(18),(12),(17).
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Tableau 15 : Estimation de la fréquence observée des hétérozygotes a partir de nos

données de criblage

Créoles Indiens

Créoles Réunionnai

Blancs Tamouls Cafres Métisses S Chinois
n % n % n % n % n % n %
Mucoviscidose |, 1 755 | 1 | 458| 2 | 25| 1 |119]| 3 |205
(tous variants)
Syndrome Salt & 1 1,39
Pepper
Syndrome RAVINE 3 4,87
Protéinose
alvéolaire 1 1,39 2 2,37 3 1,65
pulmonaire
Syndromg Larsen 4 5,26 2 1,11
de La Réunion
Amyotrophie 2 [317] 4 |108] 2 |3.28 7 |737| 2 | 541
spinale infantile

Légende : La fréquence observée des hétérozygotes a été calculée a partir de I'effectif

des échantillons avec des résultats interprétables pour chaque sous-groupe ethnique.

A partir de ces observations, nous avons repris les fréquences attendues pour la

mucoviscidose et le syndrome Larsen de La Réunion. (Tableau 15)

Tableau 16 : Comparaison des fréquences attendue et observée des hétérozygotes

pour la mucoviscidose et le syndrome Larsen de La Réunion dans le groupe Créole

Blanc

Fréquence attendue des

Fréquence observée des

hétérozygotes d'apres les hétérozygotes dans notre p-value
données de la littérature (%) étude (%)
Mucoviscidose 6,12 7,55 0,78
Syndrome Larsen de La 3.92 5.26 0,62

Réunion

4/53 (7,55%) échantillons contributifs dans le sous-groupe Créole Blanc et 4/76

(5,26%) échantillons contributifs. Il n’est pas identifié de différence significative entre

les fréquences observées et attendues pour ces deux pathologies (p = 0,78 et p =

0,62).
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DISCUSSION

. Axe 1: Résultats du questionnaire : la demande pour le DPCG
I.1. Un plébiscite incontestable

1.1.1. Le DPCG pour anticiper un projet familial
La grande majorité des personnes interrogées lors de notre étude se positionnent en faveur
de la réalisation d’'un DPCG en population générale. Environ la moitié des répondants (48%)
sembleraient en faveur du caractére systématique et obligatoire de ce dépistage (« Tous
les couples [...] doivent réaliser un DPCG. ») alors que 94% des sondés revendiquent le

DPCG s’il correspond a un choix du couple.

Plus de la moitié des personnes interrogées souhaite réaliser le DPCG a titre personnel ce
qui illustre le réel intérét de la population générale réunionnaise pour ce test. Si la motivation
de certains reste la curiosité individuelle, ce test est préférentiellement envisagé dans le
cadre d'un projet de grossesse, avec en cas de risque génétique identifié pour la
descendance, une trés large majorité envisageant une démarche de DPN ou DPI, et trés

peu renongant a leur projet parental.

1.1.2. Le DPCG pour s’autonomiser dans sa démarche procréative
Les personnes interrogées sont partagées vis-a-vis de la place de ce test : si 51% estiment
que ne pas recourir au test ne doit pas engager pas la responsabilité des membres du
couple, 23% considéerent néanmoins qu’il serait « irresponsable » pour de futurs parents de
ne pas réaliser de DPC : ce résultat questionne sur une possible pression sociétale vis-a-
vis d’'une conformité génétique et de la quéte d’un enfant idéal et sans défaut. On ne peut
se dispenser de s’interroger globalement sur I'évolution de la place de tout test de dépistage,
lequel, a l'instar de la trisomie 21, une fois rendu disponible voire remboursable, franchit
volontiers les étapes successives de proposable puis automatique voire systématique si ce

n’est obligatoire.

1.1.3. Un dépistage génétique « normalisé » de maladies fréquentes et graves
Le nouveau DPCG n’est pas considéré comme intrusif dans la vie des couples ni comme
une surmédicalisation de la procréation (66%). Il n’est ressenti comme « angoissant » que
par un quart de la population, pourtant encore trés peu informée a ce sujet, en dehors de la

bréve description fournie avec le sondage. Peut-étre peut-on y lire un certain degré
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d’habituation de la population face a la multiplication d’examens médicaux, devenus

banalisés, notamment dans ce domaine de la procréation.

Déployé en France a partir du début des années 1970, le dépistage néonatal vise a dépister
chez I'ensemble des nouveau-nés nés en France 5, bient6t 6, pathologies graves de I'enfant
pour lesquels un traitement efficace est disponible(19). Par cet intermédiaire, les tests se
sont répandus dans la population générale francaise dans le but d’anticiper la survenue
chez les enfants de handicaps sévéres en instaurant précocement les thérapeutiques et
suivis adaptés. Le DPCG tel que nous le proposons, s’inscrit dans cette démarche
préventive et il est ressenti comme tel, lors des consultations réalisées dans le service de

genétique.

Ces résultats traduisent néanmoins la nécessité d'une consultation de génétique
préconceptionnelle afin de préciser le caractére libre et optionnel du DPCG, en accord avec
les recommandations du CCNE et de 'ESHG, mais également afin de tempérer les
demandes non justifiees et de délivrer les informations adéquates concernant les
alternatives a une grossesse spontanée si les futurs parents sont tous les deux porteurs
hétérozygotes (DPN, DPI).

Les Réunionnais répondants a notre enquéte semblent vouloir s’approprier le DPCG et
participer aux décisions inhérentes a leur reproduction. Ces résultats sont concordants avec
ceux publiés par Plantinga et al en 2016(20) apreés le recueil d’'opinion d’'une cohorte de 504

Néerlandais concernant l'instauration d’'un test de 50 génes en préconceptionnel.

I.2. Demande d’un dépistage génétique élargi
78% des répondants sont en faveur d'un criblage de toutes les pathologies génétiques
connues par une technique pangénomique. Ce résultat montre bien la nécessité d‘une
consultation de génétique préalable au DPCG afin de clarifier plusieurs points liés aux

analyses pangénomiques.

1.2.1. Les spécificités du criblage pangénomique limitant le recours au DPCG
La totalité des maladies génétiques n’est pas dépistable en préconceptionnel et cette
information doit étre expliquée en consultation individuelle : les pathologies de survenue de
novo constituent le principal écueil a un test global et la trisomie 21 est souvent pris comme
exemple pour différencier auprés du grand public les concepts de génétique et d’héréditaire.
Si I'on prend 'exemple de la trisomie 21 : 97% des individus atteints ont une trisomie libre

de survenue de novo. Un facteur favorisant (translocation parentale équilibrée) n’est présent
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que dans 2 a 3% des cas. La normalité du caryotype parental constitue donc en aucun cas

un facteur prédictif ou rassurant de I'apparition de la maladie dans la descendance (21).

Le deuxieme élément a prendre en compte dans les analyses pangénomiques est la
diversité des expressions phénotypiques des maladies génétiques. Par exemple, la
sclérose tubéreuse de Bourneville est associée, dans la majorité des cas, a des mutations
dans les genes TSCT1 et TSC2: cette phacomatose prédispose au développement de
tumeurs bénignes au niveau cutané, rénal et cérébral. Ces derniéres grevent le pronostic
neurocognitif. Le développement de ces tubers cérébraux est extrémement variable chez
les individus porteurs d’'une méme mutation, méme parmi les membres d’'une méme
famille allant de l'apparition prénatale de multiples tubers a I'absence ou la présence de
quelques rares tumeurs(22). Une telle variabilité ne permet donc en aucun cas de présager
de la sévérité du phénotype et ne convient donc pas a une démarche de dépistage

systématique généralisé.

Le criblage pangénomique expose également a la découverte de variants de signification
inconnue pour lesquels le conseil génétique est complexe du fait de I'impossibilité de prédire

la pathogénicité.

Les données secondaires sont également indissociables d’un criblage pangénomique. Ces
données secondaires rendent compte de la découverte de variants pathogénes non en lien
avec l'objectif initial de I'analyse, telle I'identification classiquement citée d’'une mutation
dans un géne de prédisposition familiale aux cancers lors d’'un diagnostic moléculaire de
syndrome polymalformatif. Ces données font I'objet d’'une information spécifique et
nécessite le consentement du sujet avant 'analyse. Au cours de notre sondage, les sujets
se disent favorable au dépistage de prédisposition génétique au cancer du sein. Cependant,
une telle découverte n'implique pas uniquement une possibilité de choix reproductif. méme
si les prédispositions génétiques au cancer peuvent faire I'objet d’'un DPN/DPI, la plupart
des équipes francaises ne les autorisent qu’en cas de syndromes de prédisposition au
cancer de survenue pédiatrique, sans traitement efficace et de pénétrance élevée comme
le syndrome de Li-Fraumeni ou la polypose adénomateuse familiale(23), mais va engager
le patient dans un parcours médical complexe de surveillance, ceci sans préparation ni

anticipation.

1.2.2. Le colt des analyses pangénomiques
Les personnes interrogées au sein de notre enquéte déclarent ne pas vouloir limiter le

DPCG aux seules maladies fréquentes (59%). Outre la sélection des maladies étudiées se
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pose la question médico-économique de ce type de dépistage onéreux (24) et ses
conditions de prise en charge, éventuelle, totale ou partielle par I'Assurance-Maladie. Cette
question financiére du DPCG via une analyse pangénomique a été étudiée (25) : 'une des
principales motivations pour réaliser une analyse pangénomique est 'absence de frais aux
dépends des couples requérants. La charge que les couples sont préts a payer dépend de
plusieurs caractéristiques dont le revenu des femmes et du couple, le souhait pour le
conjoint de payer le test également, la possibilité d’antécédents génétiques méconnus chez

les apparentés.

1.2.3. Le cadre légal de recours au DPN/DPI
Les répondants a notre questionnaire estiment que le DPCG ne doit pas se restreindre a
dépister les hétérozygotes pour les seules maladies graves (67%) ou de survenue
pédiatrique (77%). Ce point de vue rejoint I'offre des laboratoires privés qui tendent a
proposer des panels de pathologies larges de sévérité variables (Annexe 1). Un couple
souhaitant réaliser un DPCG a partir de tels panels doit avoir une information adéquate sur
les possibilités de résultats et leur finalité, notamment dans le cadre d’'un éventuel DPN ou
DPI vis-a-vis duquel, selon la législation Frangaise, la notion de « maladie d’'une particuliére

gravité, incurable au moment du diagnostic » sera requise.

En France, la question du dépistage des hétérozygotes pour des maladies sensorielles
(cécité et surdité) isolées d’origine génétique a des fins de projets de grossesse reste trés
discutée. Il a été montré que le handicap consécutif une atteinte sensorielle peut étre pergu
de maniére plus inquiétante par les personnes indemnes qui a priori demanderaient un
DPN/DPI pour prévenir la survenue du handicap dans leur descendance. Un sondage
d’opinion mené en Angleterre dans une cohorte de patients sourds ou de parents d’enfant
sourd par Withrow et al(26) met en lumiére le fait que le diagnostic moléculaire causal chez
les personnes atteintes de surdités génétiques n’a pas d’'impact sur le déroulement de leur
vie, et notamment leur choix vis-a-vis du projet d’enfants. Cette opinion peut néanmoins
différer selon les cultures : ainsi, les populations indienne et chinoise plébiscitent le
dépistage génétique des hétérozygotes a des fins de choix reproductifs(27),(28). Dans notre
expérience réunionnaise, aucun DPN pour des surdités isolées d’origine génétique n’a été
demandé depuis 2008 ce qui contraste avec la volonté trés forte exprimée dans le sondage
de réaliser un DPCG. De nouveau, on soulignera I'importance de la consultation avant tout
DPCG afin d’expliquer la finalité de ce test, ses finalités, I'explication précise du phénotype,

I'existence d’'un dépistage postnatal et les prises en charge proposée en cas de surdité.
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Le dépistage des formes génétiques de nanisme est également fortement souhaité par les
répondants a notre sondage, contrastant de nouveau avec les attitudes en prénatal. Nous
nous sommes intéressés aux demandes de DPN pour la forme la plus commune de
nanisme génétique, 'achondroplasie. Cette question reste théorique pour 'achondroplasie
puisque 85% des cas sont de survenue de novo (29). Néanmoins, il nous semblait
intéressant d’évaluer la perception de la population vis-a-vis d’'une pathologie facilement
reconnaissable, ayant un impact esthétique marqué, sans conséquence mentale. La
littérature rapporte les résultats de sondage d’opinion recueillis chez les individus atteints
d’achondroplasie et leur apparentés au premier degré : le recours au DPN est plus
largement souhaité pour les couples a haut risque d’avoir un feetus présentant une forme
grave (homozygote) d’achondroplasie (30), (31) tandis qu’il ne ressort pas de ces études
de demande personnelle affirmée de diagnostic anténatal vis-a-vis de I'achondroplasie
classique hétérozygote avec des avis trés partagés (respectivement un tiers des répondants
atteints et un tiers des répondants non atteints seraient favorables au déploiement d’'un DPN

en population générale en vue d’'une demande d’'IMG).

Le dépistage des hétérozygotes pour des génes impliqués dans l'obésité est également
demandé par les répondants de notre étude. Plusieurs génes impliqués dans les obésités
séveres, précoces et monogéniques de transmission dominante ou récessive ont été mis
en évidence durant les quinze derniéres années(32). Il n'y a pas d’atteintes impliquant le
pronostic vital ou impactant de maniére immédiate la qualité de vie ; 'obésité est une
affection commune avec une proportion importante des personnes obéses (15% de la
population adulte) ou en surpoids (35% de la population adulte) dans la population
réunionnaise (ORS, 2013). A notre connaissance, a La Réunion et aprés revue de la
littérature internationale, aucun couple n’a, a ce jour, demandé la réalisation d’'un DPN en

vue de dépister une obésité monogénique.

Un dépistage des hétérozygotes pour ces grands groupes pathologiques n’est donc pas
indiqué chez les membres d’un couple ayant un projet parental. Il convient de replacer la
dans son contexte le motif de recours au DPCG : la recherche de variations pathogénes
chez les membres d’'un couple vise a leur permettre de faire le choix le plus autonome et

éclairé vis-a-vis de leur projet reproductif (DPN/DPI).

Les pathologies dépistées par le DPCG correspondront aux criteres des recommandations
internationales et frangaises avec le criblage ciblé de pathologies significativement

fréquentes, de pronostic sévere et de début pédiatrique (2),(5).
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I.3. Autres éléments a prendre en considération
Un des individus intéressés par la réalisation du DPCG a titre personnel s’est dit opposé au
dépistage d’hétérozygotie pour la mucoviscidose et 'amyotrophie spinale infantile. En
France, la mucoviscidose fait 'objet d’un dépistage néonatal et le suivi des patients mutés
dans CFTR et SMN1 est la plupart du temps assuré dans un centre de référence : les
pratiques quotidiennes sont standardisées et permettent une prise en charge
multidisciplinaire optimale. Des traitements étiologiques sont disponibles pour certains
genotypes. Dans la mucoviscidose, certains patients ont accés a un traitement
médicamenteux spécifique comme les molécules chaperonnes et les potentiateurs de
CFTR (33). Pour I'amyotrophie spinale, une thérapie génique est accessible depuis
quelques années pour les individus atteints d'une ASI de type 2 ou 3(34). Ces
thérapeutiques bien qu’onéreuses ont fait la preuve de leur efficacité sur la qualité de vie

des patients traités.

Le criblage du syndrome de Cockayne est sensiblement moins demandé alors qu’il s’agit
d’'une des pathologies les plus séveres que nous proposons dans notre test(35). Cette
observation peut s’expliquer par I'incidence basse de la maladie (1/250 000 naissances(36))
et par conséquent la méconnaissance de cette maladie gravissime et rare de la population
geénérale. La consultation de génétique dans le parcours préconceptionnel prend toute son
importance pour I'explication de la pathologie et le conseil génétique découlant d’un résultat

défavorable.

Un sujet interrogé évoque son orientation sexuelle comme frein a la réalisation d’'un DPCG.
Actuellement en France, la PMA pour les couples d’hommes et la gestation pour autrui ne
sont pas autorisées. La probable évolution de la loi de Bioéthique cette année vers
'ouverture de la PMA aux couples de femmes et aux femmes célibataires pourrait soulever
la question de I'accés a un DPCG pour les couples lesbiens demandeurs, en testant dans

un premier temps la partenaire qui apporte le matériel génétique a 'embryon.

I.4. Les limites de notre étude
Nous constatons que notre cohorte réunit des profils de répondants concordants avec notre

population cible a savoir une population jeune, en couple, et en age de procreéer.

La représentabilité de notre échantillon vis-a-vis de la population cible réunionnaise peut

néanmoins étre limitée par plusieurs facteurs :
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En premier lieu, la plupart de nos répondants sont des femmes (72%). Cette disparité peut
s’expliquer par le theme de notre étude, les questions de santé en général et concernant la
sexualité et la reproduction en particulier sont I'affaire des femmes classiquement plus

sollicitées sur le sujet (37).

Le niveau d’éducation des sujets ayant répondu au questionnaire peut également étre une
source de biais : 72% des sondés ont une formation universitaire. Or les données de I'Institut
National de la Statistique et des Etudes Economiques (INSEE) pour 'année 2016, montrent
que seulement 18,7% des Réunionnais de plus de 15 ans non scolarisés ont un niveau

supérieur au Bac.

La représentativité de notre cohorte n’est donc pas optimale mais il est difficile d’'en mesurer
'impact quant a la généralisation des résultats. Une meilleure visibilité de notre démarche
est nécessaire auprés des Réunionnais afin de les impliquer dans cette approche. Si notre
Région était retenue comme territoire pilote pour le DPCG, des campagnes d’informations

seraient mises en place via les différents médias.

Il. Axe 2 : Discussion des résultats du criblage de la collection DIVERSITE

I.1.Une fréquence élevée des hétérozygotes
Il s’agit de la premiéere étude de prévalence des porteurs hétérozygotes pour 11 variants
récurrents pour 7 pathologies d’intérét sur une collection d’ADN issus d’individus

Réunionnais.

La fréquence cumulée de I'ensemble des variants testés est importante, laissant supposer
une forte incidence des hétérozygotes dans la population générale réunionnaise, en accord

avec l'insularité de notre territoire et d’'un brassage finalement limité malgré le métissage.

Notre étude met en lumiére une fréquence majorée de porteurs hétérozygotes dans le sous-
groupe Créole Blanc. Pour la mucoviscidose, le taux des hétérozygotes dans notre étude
est de 13% soit bien supérieur aux chiffres métropolitains avec une fréquence attendue de

1/25, soit 4% de la population générale métropolitaine.

11.1.1. La mucoviscidose (CFTR)
Notre étude révele une différence significative entre les fréquences des hétérozygotes
observée et attendue. Cette disparité peut s’expliquer par I'estimation que nous avons faite
a partir des données de la littérature : les seules données de prévalence disponibles pour

la mucoviscidose sont estimées pour la population Créole Blanche. Nos chiffres considérent
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'ensemble des 7 sous-groupes populationnels présents a La Réunion et refletent donc une
estimation plus probable de la fréquence des hétérozygotes pour I'ensemble de la

population réunionnaise.

Si I'on s’intéresse a la fréquence des 3 variants retrouvés lors du criblage dans chaque
sous-groupe, nos resultats sont concordants avec les données de la littérature. La variation
p.Phe508del, la plus fréquente et la plus répandue dans le monde, est majoritaire dans notre
population et présente dans I'ensemble des sous-groupes. La deuxiéeme mutation la plus
fréquente et classiquement décrite dans la population Créole Blanche est la ¢.366T>A(38).
Dans notre étude, 2 variants ¢.366T>A ont été mis en évidence dans notre collection : un
dans le groupe des Créoles Blancs, I'autre dans le groupe Créole Métisse. Cette derniére
observation peut s’expliquer en partie par la constitution du groupe Créole Métisse : les
personnes se sentant issues d’'un métissage de deux ou plusieurs sous-groupes ethniques
ont été incluses dans le groupe Créole Métisse. On s’attend donc a observer, dans ce
groupe comme dans le sous-groupe Réunionnais, 'ensemble des différents variants que
nous avons étudiés. C’est le cas pour le variant d’épissage que nous avons retrouvé une
fois dans le groupe Réunionnais et une fois dans le groupe Cafre. Cette mutation d’épissage
fait 'objet d’'un effet fondateur dans les populations originaires d’Afrique(39),(38) : il est donc

compréhensible de retrouver ce variant dans notre sous-groupe Cafre.

La comparaison des fréquences quand elle est appliquée au sous-groupe Créole Blanc

montre la concordance entre nos résultats et ceux de la littérature.

11.1.2. Le syndrome Salt & Pepper (ST3GALS5)
Ce syndrome résulte de la perte de fonction de ST3GAL5(40) ; a ce jour 49 patients ont été
décrits mais aucune estimation de l'incidence de la maladie ou des porteurs hétérozygotes
n'a été proposée. Un hétérozygote a été identifié dans notre collection : ceci pourrait faire
suspecter une fréquence non négligeable de porteurs dans la population réunionnaise,

hypothése a confirmer par une étude menée sur une série plus importante.

11.1.3. Le syndrome RAVINE (SLC7A2)
Le syndrome RAVINE est spécifique de La Réunion et les premiers cas ont été rapportés
dans la population Créole Blanche de la Ravine des Cabris. Nos observations concordent
avec les données publiées (18) malgré les difficultés techniques rencontrées. Les 3
échantillons hétérozygotes de notre collection appartiennent tous au sous-groupe Créole
Blanc. Du fait du fort taux d’échec de notre technique, il est possible que nous sous-

estimions la fréquence des hétérozygotes en sous-estimant l'effectif des hétérozygotes
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notamment chez les Créoles Métisses et les Réunionnais. Ce premier résultat tend
néanmoins a appuyer la possibilité d’'un effet fondateur de la mutation considérée dans le
groupe Créoles Blancs, dont les individus au début du peuplement de l'ile de La Réunion

s’organisaient en ilets limitant le brassage génétique dans cette communauté (18).

11.1.4. Le syndrome Larsen de La Réunion (B4AGALT7)
Comme pour la mucoviscidose, les seules données publiées sur le syndrome Larsen de La
Réunion concerne la sous-population Créole Blanche. La fréquence des hétérozygotes
dans notre groupe Créole Blanc est similaire a la fréquence attendue. Les 2 échantillons
hétérozygotes dans le sous-groupe Réunionnais reflétent le brassage plus important dans
cette population. Ces résultats concourent a I'hypothése d'un effet fondateur dans la

population Créole Blanche pour le variant c.808C>T (17).

11.1.5. L’amyotrophie spinale infantile (SMN1)
A partir de nos données, nous avons estimé une fréquence des hétérozygotes pour la
délétion de l'exon 7 de SMN1 dans la collection DIVERSITE significativement plus
importante que celle observée en métropole. L’incidence de 'amyotrophie spinale infantile
est similaire entre La Réunion et la métropole. Aprés revue de la littérature, les porteurs
hétérozygotes de la délétion récurrente de I'exon 7 sont distribués a travers le monde avec
une fréquence significative(42),(43),(44) comme le montre la répartition des hétérozygotes

dans I'ensemble de nos sous-groupes populationnels.

11.2. Les limites rencontrées

11.2.1. Liées aux caractéristiques de la collection DIVERSITE
A notre connaissance, aucune étude sur la répartition des ethnies dans la population
Réunionnaise n’a été publiée a ce jour. |l est donc difficile d’affirmer que la répartition des
effectifs de nos sous-groupes ethniques est véritablement représentative de la population
générale. Néanmoins, notre collection regroupe I'ensemble des groupes populationnels que

I'on trouve aujourd’hui a La Réunion(45).

L’ensemble de la collection est composé de 587 échantillons. Ce nombre modeste peut étre
un écueil a la représentativité statistique. Les échantillons sont anciens (avant 2008) et nous
n‘avons pas de détails sur leur mode de conservation jusqu'au début de nos analyses en
janvier 2019. Les premiéres manipulations réalisées ont fait suspecter une dégradation des

ADN des tubes méres s’ajoutant aux autres éléments listés ci-apres.
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11.2.2. Liées a la variabilité du nombre d’échantillons contributifs
Cette variabilité peut s’expliquer par la grande différence de concentration d’ADN amplifiés
pour chaque échantillon. Les échantillons pour lesquels la concentration aprés amplification
génomique était inférieure a 10 ng/ul (n = 66, données non exposées) étaient souvent non
contributifs pour plusieurs techniques de criblage, peut-étre du fait d’'un matériel initial

insuffisant.

Nous avons également mis en évidence la présence d’inhibiteurs de PCR présents dans
nos échantillons. Pour le criblage de la mucoviscidose et du syndrome RAVINE, les
manipulations ont été effectuées sur les tubes amplifiés et plusieurs amplicons et
notamment les amplicons de grandes tailles (> 300 bp) sont restés difficiles a mettre en
évidence (délétion des exons 17 et 18 de CFTR, microsatellites de I'haplotype RAVINE). La
dilution des aliquots amplifiés pour le reste des techniques nous a permis d’améliorer

I'efficacité de nos PCR et augmenter la qualité de détection de la fluorescence.

11.2.3. Liées aux techniques employées

1.2.3.1. La PCR spécifique d’alléle pour I’haplotype lié au syndrome
RAVINE

Pour le syndrome RAVINE, une mutation ponctuelle a été rapportée dans la littérature(19).
Le locus RAVINE est une région du génome riche en bases GC conférant a 'ADN une plus
grande stabilité. Nous avons donc choisi, afin de nous assurer de la spécificité de notre
technique, de considérer non seulement la mutation connue mais également 'ensemble de

I'haplotype (microsatellites informatifs) associé a I'apparition de la maladie.

1.2.3.2. La QFM PCR
Plusieurs difficultés techniques ont pu influencer les résultats et notamment expliquer la
reproductibilité imparfaite de la QFM-PCR. Les profils de détection étaient globalement
reproductibles d’'une PCR a la suivante mais l'intensité des pics étaient trés variables : par
exemple le témoin WT passé avec le groupe Créole Blanc a un profil moins intense que le
méme témoin dans les mémes conditions lors du criblage des Créoles Métisses. Cette
difficulté entrave la bonne estimation du nombre de copies de I'amplicon ciblé. Cependant,
la fréquence estimée a partir de nos données n’est pas radicalement différente de celle
attendue. De nouvelles mises au point seront nécessaires avant de pouvoir déployer cette

méthode pour le dépistage de routine.
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11.2.4. Liées a 'absence de détection d’hétérozygotes
Notre analyse n’a pas mis en évidence d’hétérozygote pour la mutation ¢.2165+1G>A
impliquée dans I'alpha-mannosidose. Notre technique est ciblée sur cette seule variation
dans MANZ2B1. Bien que retrouvée chez des patients réunionnais suivis au CHU de La
Réunion, il est possible que cette mutation ne soit pas aussi fréquente que prédite dans la
population de La Réunion. Par ailleurs, il conviendrait d’'investiguer plus avant le profil
notamment généalogique des patients pour s’assurer de leur origine réunionnaise. L’alpha-
mannosidose reste une maladie rare et nous avons basé le calcul de la fréquence attendue
des hétérozygotes sur des chiffres de prévalences européennes faute de données
francaises ou locales. Ces prévalences peuvent étre imparfaitement assimilables a la

population insulaire avec un risque de surestimation de la fréquence attendue.

CONCLUSION

L’ensemble de cette étude conforte notre hypothése princeps de proposer I'lle de La

Réunion comme territoire pilote pour le Dépistage PréConceptionnel Génétique.

Les résultats du sondage démontrent un intérét remarquable de la population vis-a-vis de
ce type de dépistage génétique, d’autant plus marqué chez les sujets jeunes et sans enfant
qui correspondent a la population cible. Le DPCG n’est pas percu comme une démarche

angoissante mais plutét comme la possibilité de prendre en main son projet parental.

La consultation de génétique reste une étape nécessaire et incontournable du DPCG afin
d’assurer la bonne compréhension du test et de ses résultats, sa finalité et de rappeler le

cadre légal des examens génétiques.

Nos données moléculaires confortent la nécessité de l'instauration d’'un DPCG en pratique
quotidienne du fait de la proportion importante de porteurs hétérozygotes dans notre

collection constitué d’ADN issus de sujets Réunionnais.

D’autres études de plus grande ampleur sont nécessaires afin de corroborer nos résultats
moléculaires, d’affiner notre stratégie de criblage et de mieux évaluer les attentes et le profil

des Réunionnais demandeurs d’'un DPCG.
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ANNEXES

Annexe 1 : Exemples de panels pour le DPCG proposés aux couples par les

institutions et laboratoires privés

Panel proposé pour les couples d’origine Juive par le Jewish Genetic Diseases Consortium.

Diseases Common to all Jewish Groups
Cystic Fibnosis

Farmihal Medieranesn Fever
Fragile X Syndrome

Ghycogen Storape Disease Type |
I"I'EI'W'IEIEI'IIHE H)*:IFOX?IEEE L'EﬂEHEﬂl.'.'j'
Retinitis Figmentosa 28
Smith-Lemie-Uipiz Syndnome

Spmal Muscular Atroptmy

lay-Sachs Lsease

‘Milzon Lheease
Ashkenazi Jewish Diseases

3Hrmosphoglycerate Lienydrogenase Liehoency
Abetahpoprobainemia

Alport Syndrome

Arthrogryposis, Mental Hetardation and SeEunes
Bardet-Hiedl Syndrome

Bloam Syndrome

Lanavan Lisease

Carmitine Palmitoyitransierase Il Deficiency
Lhoregacanthocytosis

Congenital Amegakanyocytic Thrombocytopenia
Congenital Disorder of Ghycosylation L3

Lystc Hibroses

Deafness-Autosomal Recessive T7
Lyskeratosis Uongenita, Autosomal Hecessve
Ehlers-Lianios VIIG

Enhancad 5-Cone Syndrome

Factor X Deficiency

Familial Chysautonomia

+amilial Hypercholesterolemia

Familial Hypemnsulinism

Familial Medteranesn Fever

Fancom Anemia-Group G

Fragile X Syndrome

Lialaciosemia

Gaucher Dhsease

Ghyeopen Storage Dissase 1A

Lilyoopgen Siorapge Lisease lype I

Glycogen Storage Disease Type IV Adult Polyglucosan Body Disease
Lilyoopgen Siorage Lisease [ype Vil
Hermansky-Fudiak Syndrome 3

Joubert Syndrome 2

Lipoamide Lehydrogenase Liehoency

Maple Syrup Unine Diseass 18

Mitochondnal Lomglex 1 Lehciency
Mucolipidosis [V (ML4)

Multiple Sulphatase Defisiency

MNemaline Myopathy 2

Miemann-Pick Disease Type AB

Monsyndrofmec Heanng Loss

Usteopetross 1

Fhenyialanine Hydregylase Liehoency
Polyeyshc Fidney Lisease, Autosomal Hecesswe
Pontocersbeliar Hypoplasia Type 1A

Prmary Liliary Lyskinesia UNAHD

Primary Ciliary Dyskinesia DMNAIT

Hmmary Liliary Lyskinesia LA

Prmary Hyperoaiuna lype 3

Retinitis Pigmentosa 28

Hetnis Figmentosa 54

Smith-Lemii-Opitz. Syndrome

Spinal Muscular Atrophy

lay-Sachs Lisease

Tyrosinemia-Type 1

Usher Syndrome- ype [

Usher Syndrome-Type (I

Wialkeer Warburg Syndrome and Other FKTMN-Related Dystrophies
‘ilson Lhsease

Zeliweger Syndrome Spectrum-PEX2

Sephardi-Mizrahi Jewish Diseases

F-Mettyiglutaconc Acduna, 1ype Il { Upbe Atropay 3, with Uataract
Acute Infantile Liver Failure
Adrenoleukodystrophy-X-Linked ABCD1
Asparaginge Synihetase Liehoency

Ataaa Telangectasia

Bets-Globin-Reiated Hemoglobinopathies
LCerebrotendinous Xanthomatosis

Chrome Granulomatous Disease

ongenital Insensinaty to Haimn wih Anhdrosis
Congenital Myasthemc Syndrome

Caorticosterone Methylossdase Deficiency

Lystc Hbroses

Cystinosis

Familial Medieranean Hever

Fanconi Anemia-Group A

Fragile X Syndrome

Glycogen Storage Desease Type |1

Ghycogen Storage Dheease Type I

iSiycogen Siorage Lsease lype V

Hereditary Spastic Faraparesis 44
Homacystnuna due to M I HE-H Uehoency
inclusion Body Myopathy 2

Infantile Cersbral and Cerebelar Atrophy

Leber Congental Amaurosis A-Hetintis HFigmentosa 20U
Limb Girdlie Muscular Dystrophy Type 2B
Megalencephslic Leukoencephalopathy with Subcortical Cysts
Metachromatc Leukodystrophy
Microphthaimia / Ancphthaimiz

Mitpchondnal Uomplex 1 Uehcency
Mitochondnial Myopathy and Sidercblastic Anemia
Myoneurogastrointestinal Encephalopathy
Umenn Syndrome

Ornithiine Aminotransferase Deficiency
Fhenyialanne Hydroxylase Uehcency
Polyglandular Autoemmune Syndrome, Type |
Pontocersbellar Hypoplasia Type 6

Progresswve Cerebelio-Cerstwal Atropiy

Renal Tubular Acidosis and Deafness

Hetinits Higmentosa 25

Fetinitis Pigmentosa 26

Hefinits Higmentosa S8

Smith-Lemi-Opitz Syndrome

Spinal Muscular Afrophy

|3y-Hachs Uisease

Usher Syndrome-Type ILA

Wiison Lsease

Wiciman Lhsease | Cholesteryl Ester Storage Uisease

Zeliweger Syndrome Spectrum
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Un panel proposé par le laboratoire Baylor Miraca Genetics Laboratories : GeneAware

Panel
COMPLETE
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl CoA Lyase Deficiency < Congenital Myasthenic Syndrome, RAPSN Related <
{HMGCL) (RAPSN)
3-Phosphoglycerate Dehydrogenase Deficiency < Crigler-Najjar Syndrome (UGT1A1) s
(PHGDH)
Cystic Fibrosis (CFTR) s
Abetalipoproteinaemia (MTTP) s
Cystinosis (CTNS) =
Adenosine Deaminase Deficiency (ADA) g
D-Bifunctional Protein Deficiency (HSD1784) s
Adrenoleukodystrophy (ABCD1) * s
Agammaglobulinemia, X-linked 1 (BTK) - s Dihydralipaamide Dehydragenzse Deficiency ! -
Dihk imidine Dek Defici {DPYD] 5
Alpha-1-Antitrypsin Deficiency (SERPINAT) s ihydropyrimidine Dehydrogenase feficiency IOFYD)
Alpha-Mannosidosis (MANZB1) S Duchenne/Becker Muscular Dystrophy (DMD) * s
Alpha-Thalassemia (HBA1 and HBAZ2) s Dyskeratosis Congenita (RTELT) =
Alport Syndrome (COL&A3) s Ehlers-Danlos Syndrome Vilc (ADAMTS2) s
Angelman Syndrome (UBE3A) 5 Ethylmalonic Encephalopathy (ETHE1) s
Argininosuccinate Lyase Deficiency (ASL) s Familial Dysautonomia (IKBKAP) 5
Arthrogryposis, Mental Retardataion and Seizures g Familial Hyperinsulinism (ABCCE) 5
(SLC35A3)
Fanconi Anemia [FANCC) s
Aspartylglucasaminuria AGA) : Fragile-X Syndrome (FMR1) * 66
Ataxia with Vitamin E Deficiency (TTPA) 3
Fukuyama Congenital Muscular Dystrophy/Walker- <
Ataxia-Telangiectasia (ATM) 5 Warburg Congenital Muscular Dystrophy (FKTN)
Atelosteogenesis Type 2 (SLC26A2) 5 Fumarase Hydratase Deficiency (FH) s
Autosomal Recessive Congenital Ichthyosis, TGM1 < Galactosemia (GALT) 5
Related (TGM1)
Gaucher Disease (GBA) s
Autosomal Recessive Polycystic Kidney Disease g
(PKHD1) Glucose-&-Phosphate Dehydrogenase Deficiency 5
G&PD)
Autosomal Recessive Spastic Ataxia of < ! )
Charlevoix-Saguenay (SACS) Glutaric Acidemia | (GCDH) s
Bardet-Bied| Syndrome: BBS1 Related (BBS1) ] Glycine Encephalopathy (AMT) s
Bardet-Biedl Syndrome: BBS10 Related (BBS10) s Glycine Encephalopathy (GLDC) g
Bardet-Bied| Syndrome: BES2 Related (BBS2) s Glycogen Storage Disease: Type 1A (GEPE) 3
Beta-H Lobi hies {Beta-Thal nia and .
e Gl n Storage Disease: Type |B (SLCITA4) s
Sickle Cell Disease, HBB) 3 yeooe ! vee Bl !
Gl Starage Di - Type Il (Pa Di
BH4-Deficient Hyperphenylalaninemia A (PTS) s {ﬂun eease: Type N (Pampe Diseass) 5
Biatinidase Deficiency (BTD) s Glycogen Storage Disease: Type lil (AGL) e
Bloom Syndrome (BLM) s EM1-Gangliosidasis (GLE1) <
Canavan Disease (ASPAI : GRACILE Syndrome (BCS1L) s
Carnitine Defici . Systemic Pri LC22A5 s
rritine Deficiency. Systemic Primary (S ! Hereditary Fructose Intolerance (ALDOB) s
Carnitine Palmitoyltransferase IA Deficiency (CPT1A) s
Hereditary Motor and Sensory Neuropathy with <
Carnitine Palmitoyltransferase |l Deficiency (CPT2) s Agenesis of the Corpus Callosum (SLC1246)
Cartilage-Hair Hypoplasia (RMRP) 5 Herlitz Junctional Epidermolysis Bullosa: LAMA3 <
. . Related (LAMAZ)
Cerebrotendinous Xanthematosis (CYP27A1) s
. . " s Herlitz Junctional Epidermolysis Bullosa: LAMB3
Chronic Granulomatous Disease, X-linked (CYBB) s Related (LAMB3) s
Citrin Deficiency (SLC25A13) s Herlitz Junctional Epi olysis Bullosa: c2 .
Citrullinemia Type 1 (ASS1) s Related (LAMC2)
Congenital Amegakaryocytic Thrambacytopenia (MPL) s Hermansky-Pudlak Syndrome: HPS3 Related (HPS3) 5
Congenital Disorder of Glycosylation: Type 1A: PMM2 < Homaocystinuria Caused by Cystathionine <
Related (PMM2) Beta-Synthase Deficiency (CBS)
Congenital Disorder of Glycosylation: Type 18: MPI s Hyperornithi ia-Hyperar mia= <
Related (MP1) Homacitrullinuria (HHH) Syndrome (SLEC25415)
Congenital Myasthenic Syndrome. CHAT Related (CHAT) s Hypophasphatasia (ALPL) 5
Congenital Myasthenic Syndrome, CHRNE Related s Inclusion Bady Myopathy: Type 2 (GNE) 5
(CHRME)
Infantile Neuroaxonal Dystrophy 1 (PLA2GS) 5
Congenital Myasthenic Syndrome, DOK7 Related S
(DOKT } Isavaleric Acidemia (IVD) 5




COMPLETE

Joubert Syndrome, TMEM214 Related (TMEM214)

Juvenile Nephronopthisis (NPHP1)

MNonsyndromic Hearing Loss and Deafness: GJB2
Related DFNB1 (GJB2)

Krabbe Disease (GALC)

Nonsyndromic Hearing Loss and Deafness: GJB&
Related DFNB1 (GIBS)

Leigh Syndrome: French-Canadian Type (LRPPRC)

Ornithine Transcarbamylase Deficiency (OTC) *

Leukoencephalopathy with Vanishing White Matter,
EIF2B5 Related (EIF2BS)

Pendred Syndrome (SLC24A4)

Limb-Girdle Muscular Dystrophy, Type 2A [CAPN3)

Phenylalanine Hydroxylase Deficiency (PAH)

Limb-Girdle Muscular Dystrophy, Type 2C (SGCG)

POLG-Related Disorders (POLG)

Limb-Girdle Muscular Dystrophy, Type 20 [SGCA)

Primary Congenital Glaucoma ([CYP1B1 )

Limb-Girdle Muscular Dystrophy, Type 2E (SGCB)

Primary Hyperoxaluria: Type 1 (AGXT)

Long Chain 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase
Deficiency (HADHA)

Primary Hyperaxaluria: Type 2 (GRHPR)

Lowe Syndrome [OCRL) *

PROP1-Related Combined Pituitary Hormone
Deficiency (PROP1)

Lysinuric Protein Intolerance (SLCTAT)

Propionic Acidemia, PCCA Related (PCCA)

Maple Syrup Urine Disease: Type 1A (BCKDHA)

Propionic Acidemia, PCCB Related (PCCB)

Maple Syrup Urine Disease: Type 18 (BCKOHB)

Pycnodysastosis (CTSK)

Maple Syrup Urine Disease: Type Il (DBT)

Pyruvate Carbaxylase Deficiency (PC)

MECP2 Duplication Syndrame (MECP2) *

Retinitis Pigmentosa, Autosomal Recessive (DHDDS)

Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Deficiency
(ACADM)

Rhizomelic Chondrodysplasia Punctata: Type | (PEXT)

galencephalic Leukoenc y with
Subcortical Cysts, MLC1 Related (MLC1)

bl -

Salla Disease (SLLC1TAS)

Metachromatic Leukodystrophy (ARSA)

Sandhoff Disease (HEXB)

Methylmalonic Aciduria and Homocystinuria: Type cblC
{MMACHC)

Severe Combined Immunodeficiency, Athabascan Type
(DELRETC)

Mucolipidasis |l (GNPTAB)

Severe Combined Immunadeficiency, X-linked (IL2RG) *

Mucolipidasis IV (MCOLNT)

Sjogren-Larsson Syndrome (ALDH3IAZ)

Mucopalysaccharidasis, Type | (IDUA)

Smith-Lemli-Opitz Syndrome (DHCR7)

Mucopalysaccharidosis, Type lIIA
(Sanfilippo Syndrome A) (SGSH)

Spinal Muscular Atrophy (SMN1) £

Multiple Sulphatase Deficiency [SUMF1)

Tay-Sachs Disease (HEXA)

Muscle-Eye-Brain Disease (POMGNT1)

Tyrosine Hydroxylase Deficiency (TH)

Memaline Myopathy: NEB Related (NEB)

Tyrosinemia: Type | (FAH)

Mephrotic Syndrome: Type 1 (NPHS1)

Usher Syndrome: Type 18 (MYOTA)

MNephratic Syndrome: Type 2 (NPHS2)

Usher Syndrome: Type 1C (USHIC)

Meuronal Ceroid Lipofuscinosis, CLN3 Related [CLN3)

Usher Syndrome: Type 10 (CDH23)

MNeuranal Ceroid Lipafuscinasis, CLNS Related (CLN5S)

Usher Syndrome: Type 1F (PCDH15)

MNeuranal Ceroid Lipafuscinasis, CLN& Related (CLN&)

Usher Syndrome: Type 2A (USH2A)

MNeuranal Ceroid Lipafuscinasis, CLN8 Related (CLNE)

Usher Syndrome: Type 3A (CLRN1)

Meuronal Ceroid Lipofuscinosis, PPT1 Related (PPT1)

Very Long-Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Deficiency
(ACADVL)

MNeuronal Ceroid Lipofuscinosis, TPP1 Related (TPP1)

Wilson Disease (ATP7B)

MNiemann-Pick Disease. Type A (SMPD1)

Wiskott-Aldrich Syndrome (WAS)

Niemann-Pick Disease, Type C (NPC1)

Zellweger Spectrum Disorders: PEX1 Related (PEX1)

Nijmegen Breakage Syndrome (NBN)

Zellweger Spectrum Disorders: PEX2 Related [PEX2)




Annexe 2 : Questionnaire
Le dépistage préconceptionnel a La
Réunion

Léquipe de Génétique Médicale du CHU Félix Guyon réalise un sondage dans le cadre d'une

eventuelle mise en place du depistage preconceptionnel de certaines maladies genetiques
graves et frequentes a La Réunion.

Les cellules du corps humain contiennent 'ensemble de l'information genetique d'un individu,
son génome, sous la forme de 46 chromosomes. Ces chromosomes sont constitués d'une
molécule dADN sur laguelle se trouvent les génes, importants pour la mise en place des
organes de notre corps et leur fonctionnement.

* Required
noyay
cellule
chromosome

ADN

Béne

Source  AELE e paulstulliee Com, NG jag a0 g

Le génome humain comporte plus de 30 000 génes. Chagque géne est présent en 2 coples chez un individu : une
cople héritée du pére, 'autre de |la mére, Certains génes, quand |ls sont perteurs d'une mutation, sont & 'origine
de maladies génlques.Les maladies autosemigues récessives sont un exemple de maladies génigues.

Une maladie autosomique récessive est causée par la mutation des 2 coples d'un méme géne (mutation
homozygote). Une maladie autosomique signifie que le géne est situé sur un autosome, c'est- d-dire un
chromosome non sexuel. Ces maladies peuvent done affecter autant |es filles que les garcons. Classiquement,
ce type de maladie apparait chez un enfant dont les parents ont une seule copie mutée qu'ils ont transmis a
leur enfant, Les parents ont toujours un géne qui fonctionne correctement et ne sont donc pas malades ; ils
sont porteurs hétérozygotes ou porteurs sains, La prababilité pour un couple hétérozygote d'avoir un enfant
malade est de 25% pour chaque grossesse.
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Fere Llare
sein r ' soin
i Gane non mute
-y Ny
Enfant NON  Enfant Enfant
porteur porieur  porteur
$8in 4N
Source R/ feracw e hgeneticdiseanes org/ penetics-and-carrier-

En France, le dépistage des maladies autosemigues récessives n'est autorisé que pour les familles ayant déja
un enfant malade ou pour les couples avec un lien de parenté (cousins germains par exemple).

Cependant, dans la majorité des cas, ces maladies surviennent alors qu'il n'y a ni antécédent familial, ni
consanguinité parentale ; leur dépistage avant la grossesse (dépistage préconceptionnel) n'est, dans ces
conditions, pas autorisé en France. Ce test est néanmoins autor|sé dans d'autres pays et pour 'ensemble des
individus demandeurs,

Il serait intéressant de proposer |e dépistage préconceptionnel & cause des particularités génétiques de La
Réunion : les maladies géniques autosomigues récessives sont plus fréquentes voire spécifiques du fait du
mode de peuplement de |Tle et de sa situation géographique.

Le dépistage préconceptionnel a La Réunion aurait pour but d'identifier des mutations fréquentes responsables
de maladies autosomiques récessives frequentes et severes de l'enfant. Ce test serait réalisé chez les deux
membres d'un couple ayant un projet d'enfant, sans histoire connue de maladie génétique, et demandeurs
aprés une information appropriée. Ce test permettrait au couple de cannaitre le risque génétigue pour sa
descendance vis-a-vis des maladies et des mutations recherchées, et uniquement de celles-ci.

Ce resultat permettrait ainsi au couple informeé, de choisir :

1 - d'interrompre la grossesse si le foetus est atteint aprés |a réalisation d'un diagnostic prénatal, ou de
bénéficler d'un diagnostic pré-implantatoire aprés fécondation in vitro (FIV).

2 - de réaliser un diagnostic prénatal et de mettre en route un traitement pendant la grossesse afin d'améliorer
le pronostic de I'enfant & naitre zi la maladie st présente et gqu'un traitement est disponible.

3 - de réaliser un diagnostic prénatal pendant la grossesse afin de proposer, si la maladie est présente, un
traltement et un sulvi précoces a la naissance pour améliorer le pronastic ou le confort de vie de l'enfant.

4 - de ne pas modifier son attitude vis & vis de la grossesse
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Afin de mieux connaitre votre opinion sur cette nouvelle pratigue, nous vous
proposons de repondre a quelques questions

1. Quel est votre age *

2. Vous étes*
Mark only one oval.

( | une femme

I | un homme

3. Quelle est votre origine 7 *

Mark only one oval.

' | La Réunion

() Lamétropole

4,  Quel est votre niveau d'étude 7 *

Mark only one oval.

() Primaire

[ ) Secondaire

() CAP/BEP
( )BAC
() Licence

() Masteret +
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5. Quelle est votre profession 7 *

Mark only one oval.

(| Sans activité professionnelle

[ ) Etudiant

( | Agriculteur exploitant

() Employé artisan/ commergant
( ! Chef d'entreprise

[ ) Cadre

() Professionnel de Santé

() Autre

6. Etes-vousen couple ? *

Mark only one oval.

[ ) Oui

( | Mon

7. Avez-vous des enfants 7 *
Mark only one oval.

[ ) Oui

() Nen
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Quel est votre avis concernant les questions suivantes sur le Depistage
PreConceptionnel (DPC) ?

8. Tous les couples ayant un projet de grossesse doivent réaliser un DPC. *

Mark only one oval.

Pas du tout d'accord Tout & fait d'accord

9. Un couple ayant un projet de grossesse doit pouvoir réaliser un DPC, sil le
souhaite. *

Mark only one oval.

Pas du tout d'accord Tout & fait d'accord

10. Sipossible, le DPC doit pouveir rechercher toutes les maladies génétiques. *

Marlk only one oval.

Pas du tout d'accord Tout & fait d'accord

11. Le DPC doit étre réservé seulement aux maladies géniques fréquentes. *

Mark anly one oval,

Pas du tout d'accord Tout & fait d'accord

62



12. Le DPC doit étre réservé seulement aux maladies géniques graves. *

Mark only one oval.

Pas du tout d'accord Tout & fait d'accord

13. Le DPC doit étre réserveé seulement aux maladies géniques survenant chez
l'enfant. *

Mark only one oval.

Pas du tout d'accord Tout & fait d'accord

14. llestirresponsable pour les futurs parents de ne pas réaliser de DPC. *

Mark only one oval.

Pas du tout d'accord Tout a fait d'accord

15. 15.Le DPC entraine une plus grande anxiété pendant la grossesse chez les
couples qui en ont bénéficié, *

Mark only one oval.

Pas du tout d'accord Tout & fait d'accord
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16. Le DPC est une intrusion dans la vie des couples et refléte une surmédicalisation
du monde d'aujourd’hui. *

Mark only one oval.

Pas du tout d'accord Tout a fait d'accord

17. Siles progrés technologiques le permettaient, pensez-vous qu'un DPC devrait
étre mis en place dans les groupes de maladies suivantes d'origine génétique ? *

Check all that apply.

Non Ne se prononce pas

[]

La déficience mentale

La cécité (malvoyance)

Le nanisme

OO e
HINRIEE
HEIEEE

La surdité

La drépanocytose (maladie des globules
rouges responsable de douleurs et d'un
risque augmenté de faire des thromboses
(caillots sanguins))

L'obésité génétique ] ] []

La prédisposition génétique au cancer du
sein D D D

[]
[]
[]

La maladie de Huntington (maladie

neuralogique survenant chez l'adulte avec

des mouvements involontaires et une [] [] []
dégradation psychigue évoluant vers un

décés prématuré)
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L'implantation du
Dépistage
PreConceptionnel
a La Reunion

La question du DPC & La Réunion est importante car ;

- Certalnes maladies génétiques sont retrouvées exclusivement 4 La
Réunion

- Méme en l'absence de lien de parenté connu, les deux membres du couple
peuvent étre porteurs de la méme mutation, transmise par un ancétre
commun il v a plusieurs générations.

MNotre objectif est de proposer un test génétique accessible et adapté a |a
population Réunionnaise. Cette analyse recherchera des mutations
spécifiques responsables de 11 maladies autosomiques récessives graves
et incurables (sans traitement efficace), survenant chez I'enfant.

Le syndrome RAVINE (maladie neurclogigue débutant chez le nourrisson
par des vom|ssements incontrélables et un retard de croissance ; évolution
marguée par des troubles neurologiques sévéres et le décés)

Le syndrome de Larsen Réunionnais (maladie des os associant un
nanisme, des déformations os, des luxations et entorses & répétition)

La mucoviscidose (troubles respiratoires avec des Infections a répétitions
nécessitant souvent une greffe de poumons aprés 20 ans)

La protéinose alvéclaire pulmonaire (maladie des poumons entrainant des
difficultés respiratoires qui nécessitent une greffe de poumeons dans
I'enfance)

Le syndrome Salt and Pepper (maladie neurclogigue débutant chez le
nourrisson avec une épilepsie, une régression du développement & l'origine
d'un handicap sévére.)

Le syndrome de Fryns (maladie associant plusieurs malfarmations du
diaphragme, des poumons, du cerveau, des reins, des mains a l'origine d'un
décés du nouveau-né)

Le syndrome de Cockayne (maladie associant un nanisme, des difficultés
alimentaires, une régression du développement sévére)

Lamyotrophie spinale infantile (maladie de la moelle épiniére avec perte de
la marche, difficultés respiratoires et décés prématuré dans 'enfance)

La leucodystrophie métachromatigue (maladie du cerveau avec un retard
mental, un handicap moteur, une épilepsie et des troubles psychiatrigues)

Lalpha-mannosidose (maladie responsable d'une dégradation intellectuelle
progressive, d'une immunodépression, d'anomalies des os et d'une
surdité)

Lhyperplasie congénitale des surrénales (maladie responsable entre autre
d'une virilisation excessive des petites filles & la naissance). Son
diagnostic chez un foetus féminin permet de débuter un traitement
pendant |a grossesse et dempécher |'anomalie des arganes sexuels.
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18. Connaissez-vous dans votre entourage quelqu'un souffrant d'une des maladies
citées ci-dessus 7 *

Mark only one oval.

[ ) Oui Skip to question 20
[ Non Skip to question 22

19. Souhaiteriez-vous (avec votre partenaire) bénéficier d'un dépistage
préconceptionnel des maladies citées ci-dessus 7 *

Mark only one oval,

[ ) Oui Skip to question 20
[ JNon Skip to question 22

Si oui,

20. Pour quelle raison ? *
Mark only one oval.

I | Je renoncerais a avoir un enfant si mon partenaire et moi étions porteurs

[ ) Je souhaiterais recourir & un diagnostic prénatal ou un diagnostic préimplantatoire
si mon partenaire et moi étions porteurs

[ ) Jesuis curieux(se) de connaitre mon statut

l | Other:
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21.  Pour quelle(s) maladie(s) ? *

Check all that apply.

Oul Non Ne se prononce pas

Le syndrome RAVINE [ ] [ ] L]
Le syndrome de Larsen Réunionnais L] L] L]
La mucaoviscidose L] L] ]
La protéinose alvéolaire pulmonaire [ ] [ ] L]
Le syndrome Salt and Pepper [ ] [ ] L]
Le syndrome de Fryns [ ] [ ] L]
Le syndrome de Cockayne [] [] L]
Lamyotrophie spinale infantile [] L] L]
La leucodystrophie métachromatique | | | | | |
Lalpha-mannosidose L] L] L]

Lhyperplasie congénitale des surrénales | | [ ] [ ]

Sinon,

22. Pour quelle(s) raison(s) 7
Mark only one oval.

[ ) Cedépistage ne m'intéresse pas et ne changerait pas mes projets de grossesse.
[ ) Cetype de test me semble inapproprié.
[ ) Jeneme prononce pas

[ ) Other:
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Annexe 3 : Profil de I’ensemble des personnes ayant répondu au questionnaire

Age

Moyen Ecart-type

Renoncerait & avoir un enfant

n=4) 27 6,78
Souhaiterait avoir recours a un

DPN ou un DPI (n = 51) 018235
Je suis curieux de connaitre

mon statut génotypique (n = 25) B 6,34
Autre : Javiserai en fonction de

la pathologie présente che'z 24 NA
mon enfant et de sa gravité

(n=1)

Autre - Je souhaite pouvoir &tre

préparer mentalement & une 22 NA

éventualité de maladie (n =1)

43

Femme

%

50

843

56

100

100

Sexe
Homme:
n %
2 50
8 15,7
11 44
0 0
0 0

Bac et inférieur

Niveau scolaire

%

75

13,7

28

Formation
universitaire

44

18

%

25

86,3

72

100

100

En couple
n %
3 75
32 62,7
16 64
0 0

1 100

Avec des
Avec un ou des o
antécédents dans
enfants y
I'entourage
n % n %
3 5 1 25

10 40 2 8
0 0 0 0
0 0 0 0

Tableau 1 : Profil des répondants en faveur d'un DPCG pour leur usage personnel

Age

Moyen Ecart-type

Ce dépistage ne m'intéresse

pas et ne changerait pas mes 313 6,86
lprojets de grossesse (n = 6)

Ce type dﬁ tesl_me semble 538 131
inapproprié (n = 5) !
Je_ne me prononce pas 97 137
(n=186) :
Je suis trop agé (n=7) 591 7,99
Je n'ai pas/plus de projet de 425 835

grossesse (n = 12)
Je n'ai pas de partenaire (n=2) 24 141

Autre : sans motif évoqué

(n=6) 442 13,9
.E}]ul:r%: Je suis homosexuel 25 NA

Sexe
Femme Homme

n % n %
4 66,7 2 333
3 60 2 40
10 62,5 i 375
7 100 0 0
8 66,7 4 333
0 0 2 100
i 100 0 0
0 0 1 100

Bac et inférieur

%

50

40

ETA

Niveau scolaire

Fprma_tio_n
universitaire
n %
3 50
3 80
10 62,5
4 57,1
6 50
2 100
4 66,6
1 100

En couple
n %
5 833
4 80
11 68,7
5 71,4
11 91,7
0 0
4 66,6
0 0

Avec un ou des Avec des
enfants ante'cedents dans
I'entourage
n [ n %
8 50 1 16,7
5 100 0 0
8 50 0 0
7 100 0 0
" 97 4 333
0 0 0 0
4 66,6 0 0
0 0 0 0

Tableau 2 : Profil des répondants ne voulant pas recourir au DPCG pour leur usage

personnel
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Annexe 4 : Résultats du questionnaire : analyses en sous-groupes

e Selon I'age

Indrvidus de 40 ans et moins Individus de 41 ans et plus p-valuss
Intituls Pas d'accord i d:?::cr:r;i pas D'accord Pas d'accord i d:::::cr\:rgi pas D'accord

n % n % n % n % n % n %
[Tous les couples ayant un projet de grossesse doivent | 5, g 30 %7 47 465 7 0.4 9 a5 20 550 | 06484
ealizer un DPC. ’ ' ) N . ’
Hn cougle ayant un projet de grossesse dait pouvair 3 207 2 1,08 06 £5.0 2 5,56 1 278 32 p17 | 07425
ealizer un DPC. 5'il = souhaite. : ! ) ) ) ' ’
5i passibls, l= OPC doit pouvoir rechercher toutes les - -
maladies géndtiques. T 6,93 18 7.8 g 782 2 5,58 3 833 al 581 03613
Le DPC dait &tre rézervé seulemant sux maladies - -
héniques fréquantes. &7 5G4 16 15,8 28 T 24 86,7 4 111 8 222 055637
Le DPC daoit &tre rézervé seulemant sux maladies 80 883 1® 158 1 5.8 o5 &30 8 87 7 104 08633
péniques graves. " ' ' : ' . -
Le DPC daoit &tre rézervé seulemant sux maladies 78 172 12 1 1 100 o5 8 4 111 4 11 08822
péniques survenant chez Fenfant. ) ! ! * ! ' :
| est imesponsable pour kes futurs parents de ne pas - - .
2aliser de OPC. 53 525 20 287 18 184 17 47.2 7 184 12 333 01781
Le DPC entraine une plus grande anxigts pandant la o
prossesse chez les couples qui en ont bEnsfics. 26 &7 45 455 28 287 0 78 19 528 ! 0.4 0.5482
| e DPC estune intrusion dans I vie des couples et - -
efidte une surmédicalisation du monde & aujourd hui. " 6.2 7 16.8 7 6.93 16 4.4 14 28 g 6.7 0.0021
Ei les progrés technologiques b= permettsisnt, pensez-
Mous qu'un DPC devrait &re mis en place dans les Qi Nan Ne s2 prononcs pas Qi Mon M= sz prononcs pas.
proupes de maladies suivantes d'origine genstique 7

n % n % n % n % n % n %
La déficience intellectuelle K] 8.2 g .91 18 183 27 75 2 558 7 18,4 0.7482
La cecité (malvayancs) I i T8.2 13 128 1 108 25 604 2 558 9 25 01021
Le nanisme 71 0.3 13 128 17 18.8 25 o4 1 278 10 278 01187
L= surdits T3 TE3 16 15,8 1z 114 24 86,7 2 5,58 10 28 0.0860
L= drépanacytoss ] a7 7 .93 g 5,94 30 233 3 £33 3 833 0.8406
| obésit2 géndtique 57 5@.4 3 o 13 124 18 528 8 22 8 25 02641
L= prédisposition génsfique au cancer du sein &7 883 22 228 1 10,9 25 604 g 18,67 5 1249 07416
La maladie de Huntingten 25 5.1 7 .83 3 742 32 889 2 5,58 2 5 58 0.B0T3
(Connaissez-vous dans votre entourage quelgu’un . .
Eouffrant d'une des maladies citées ci-dessus 7 Oui Nan CQui Man

N % n % n % n %

16 15.8 85 842 1 30.8 20 8.4 0.0587
ISouhaiteniez-vous (avec voire parienaire) benéficier d'un)
Hepisiage préconcestionnel des maladies citées oi- Oui Man Oui Non
dezsuz 7

M % n % n % n %%

75 743 26 257 7 10,4 20 80,8 =.0001
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e Selon I'age (suite)

Individus de 40 ans et moins Individus de 41 ans et plus. p-values
(=i aui, pour quelle raison 7 n % n %
Ue renoncerai & avoir un enfant si mon partenaire et moi A 108
Etions partzurs -
Ue zouhaitersi 3 un DPM ow un D1 si mon partenanire
et mai &tians parteurs s 8.5 4 i
Ue suis curiswse) de connaitre mon statut 2 21.8 ] 429 0.8135
Futre 2 1.88
Egggl:l?elle pathologie souhaiteriez bensfizier d'une Oui hon Nese:arznnnﬁe Oui Mon e seguﬂce

n % n k] n Y n % n kY n %
L= syndrome RAVINE o] ga.3 0 g 594 T 0.4370
| = syndrome de Larsen Réunionnais [i::] 3.3 0 [ 5,94 T 0.7383
La mucoviscidoze Ti T3 a 4 394 3] 85,7 i 14,3 0.0110
Lz protéinose alvéolaire pulmanaire 70 88.3 ] 5 495 7 0.7800
L= syndromie Salt & Pepper -] g7.2 1} T 653 T 0.3880
L= syndromes de Fryns [i4] a7.3 1} T 6493 T 0.3880
L= syndrome de Cockayns &5 852 1} B 881 T 03314
L'amiyetrophie spinale infantile 0 88.3 1] 5 495 [i] 85,7 1 143 0.0037
La lzucodystrophie métachromatique 4] G8.3 1] L] 5,84 T 0.4370
L'slpha-mannozidose &7 88.3 a g T2 T 0.3330
L hyperplasis congénitale des surénales -4 88.3 ] & 504 T 0.4370
=i non, pour quelle r@ison ? n % n %
e depistage ne mintsress= pas et ne changerait pas
. ] 231 1]

mes projets de grossesse
e fype de test me semble inapproprie 1 385 4 138
tle ne me pronance pas 10 335 [i] 207
Fas de projet de prossesse 4 154 3 7.8 0.0028
Trop Sgé pour un prajet parental 0 ] 7 241
F=s de parenairz 2 768 0 0
Autra 3 11.5 4 13
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e Selon le sexe

Femmeas Hommes p-values
nfituls Pss d'accord Hi d‘;’?::grgl pas D'aczord Pas d'accond Rid :['::;:rgl pas Cfsccord
n * n £ n % n %% n Y n %
[Tous les couples ayant un projet de grossesse doivent - o
kéaliser un DPC. 22 222 a0 303 47 47,5 el 237 g 237 i} 528 07418
IUn cowple aysnt un projet de grossesse doit pouvair § .
kéaliser un OPC, 5'l le souhaite. 4 4,04 1 1.01 o4 049 1 2,63 2 523 5 921 0.2950
i possible, = DPC doft pouvair rechercher toutes les 7 707 s 152 ™ 7.8 z 528 8 158 30 788 | nezas
rnzlzdiss genstiques.
|Le DFC dit &tre réservé seulement s1x maladies a0 803 15 152 2 242 2 553 5 1.1 1z a6 | 08305
peniques frequentes.
lLe DFC doit stre réservé seulement aux maladies = -
lpéniques graves. a5 65,8 18 18,2 18 16,2 27 7.1 4 10,5 7 18.4 0.5475
lLe DPC doit &tre réservé seulemant sux maladies .
lgéniques survenant chez enfant. 77 T8 " 111 1 111 29 76,3 5 13.2 4 10.5 08443
| est imespansable pour les futurs parents de ne pas 54 548 23 232 2 2 1B 421 13 342 g 27 | nasmo
realiser de DPC.
lLe DPC entraine une plus grande anxiéte pendant la -
hrossesse chez les oouples qui en ont b2ndficis. 28 283 43 43,4 28 283 & 21.1 22 AT g 211 03182
|Le DPC est une intrusion dans |5 vie des couples =t - - -
refléte une surmédicslisation du mande 4'sujourd hui. a8 88,7 23 232 & 8.08 25 05.8 g 11 2 13.1 08574
I l=s progres technologigues | parmettaisnt, pensez- Hese Mz ==
heous gquiun DFC devrait Btre mis en placs dans les Qi Naon prononce Qi Non prononcs
groupes de maladies suivantes dongine génatiqus ? pas pas
n * n % n T n % n G n %
ILa d&ficience intellectuella T2 27 " 111 18 16,2 il M.E 0 i} 7 18.4 0.1007
ILa cécité {malwoyancs) T 71,8 14 14,1 14 14,1 al 8.4 1 283 :] 158 0.0877
|Le nanisms 85 65,7 13 131 el 21,2 N ME 1 283 g 15.8 0.1127
LLa surdit2 a8 66,7 18 15,2 17 17.2 H M4 2 5,28 ] 132 0.13%8
lLa drépanccytoss a8 86,8 & §,08 T .07 a2 942 4 10,5 2 5.26 0.8347
I'obeésite génstique | 81,5 33 333 15 15,2 25 65,8 i} 15,8 7 18.4 0.0282
ILa pradisposition ganstique su cancer du ssin 83 63,8 28 26,3 10 10,1 28 76,32 3 729 ] 15.8 0.0330
lLa maladie 4= Huntington a8 86,8 & .08 T .07 32 g42 3 T2 3 T.88 0.4065
[Connaissez-vous dans votre entourage quelqu’un ] .
Eouffrant dune des maladies citées ci-dessus 7 Oui Nan Oui Hen
n kY n £ n £ n G
_ 03084
18 18,2 a0 80,8 2 2.1 a0 T84
[Souhaiteriez-vous (avec wotre partenaine) bénsficier d'un|
Hépistage préconceptionnel des maladies cites - Qui Man Cui Hon
dessus 7
n % n £ n % n it
a1 61,8 38 384 il 553 17 447 0.4970
=1 oui, pour guells raison ? n % n %
& renoncarai 3 awoir un enfant si mon partenaire et moi 2 378 2 452
Etions portzurs ’ )
2 souhaitarai 3 un DFN ou un OPI =i mon partenairz et
mai &tions portewrs 2 0.5 a 81 0.0608
& suis curizwds2) de connaitre mon statut 14 228 11 524
Autre 2 3.28
E;lgél.‘l?elle pathologie souhaiterizz bensficier d'une Oui MNon Me se prononca pas Oui Non M 5= prononce pas
n % n % n % n % n % n %
L= syndrome RAVINE £l 93.4 0 4 8,56 18 905 o 2 8,52 085625
L= syndrome de Larsen Reéunionnais 57 93.4 0 4 8,56 18 0.5 0 2 052 02229
| = mucoviscidose 58 451 1 1.64 2 328 18 90,5 o 2 852 03360
| 5 protéinose shéolaire pulmanaire 58 951 0 3 482 18 a0.5 2 E.52 0.2208
Le syndrome Salt & Pepper 58 91.8 0 5 8,20 18 0.5 2 0,52 08511
| = syndromes d= Fryns &g 1.8 a 220 ] 90,5 2 052 08511
Lz syndrome de Cockayne £4 385 0 7 11.5 18 0.5 2 0,52 0.8051
L'amyatrophie spinale infantils 58 9.8 1 1.64 4 8,56 20 5.2 1 478 0.7oes
| 3 leucodystrophis métzchromatique 56 91.8 0 5 2.20 20 5.2 1 478 0.6021
| slghs-mannosidose 5 a0.2 0 g 984 18 905 2 8,52 0.DB6S
Lhyperplasie congsnitale das surrénales 57 93.4 0 4 8,56 18 0.5 2 0,52 085625
=i nen, pour guelle raison 7 n % n %%
Ce depistage ne m'intéressa pas et ne changerait pas 4 105 a e
mes projets de grossesse - :
Ce fype de test me serble inapproprié 3 7.5 2 11.8
2 ne me prononcs pas 10 23.2 g 353
01474
Fas de projet de grossesse g 21.0 4 235
Trop 3p2 pour un projet parental 7 13.4
Fas de parienairz 2 1.8
Autre g 15.8 1 5.80
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e Selon le statut marital

En couple Pas en couple p-value
. Pas Ni d'accord ni pas . Pas Mid'accord nipas
nitulé d'accord d'accord D'accord d'accord d'accord Draccord
n % M % n % n % n % n %
Tous les couples ayant un projet de grossesse daivent | 55 25 21 28 43 522 3 178 18 40 19 422 | 01086
realiser un DPC.
n couple ayant un projet de grossesse doit pouvoir 3 326 2 247 &7 945 2 4,44 1 230 42 033 | 09412
reéalizer un DPC, s'll le souhaite.
i possible, le DPC doit pouvair rechercher toutes les 7 761 10 10,9 75 815 2 4,44 11 244 32 711 | 01047
maladies genetiques. ! ! ! ! !
L& DPC dait &tre réserve seulement aux maladies 56 50,9 13 14,1 23 25 25 55,5 7 15,6 13 289 | 0.8351
genigues freguentes.
e DPC dait Etre réserve seulement aux maladies 61 66,3 14 15,2 17 185 3 65,9 8 178 6 13,3 | 07298
geniques graves.
| & DPC doit étre réserve seulement aux maladies
éniques survenant chez Fenfant 75 815 9 9,78 8 8,69 31 58,9 7 15,6 7 156 | 0.2485
| est imesponzable pour les fulurs parents de ne pas
L& aliser de DPC. 43 533 22 239 | 228 21 45,7 14 31 10 222 06512
Le DPC entraine une plus grande anxiété pendant la
rossesse chez les couples qui en ont DENEACIS. 24 26,1 45 43,9 23 25 12 26,7 20 44,4 13 28,9 0.8586
L e DPC est une infrusion dans la vie des couples et
refléte une surmédicalisation du monde d aujourd hui. 62 67.4 2 239 8 8,70 3 88,9 9 20 5 1.1 05186
i les progrés technologiques le permettaient, pensez- N M
vous qu'un DPC devrait &tre mis en place dans les Oui Non & S prononce pas Oui Mon & S& prononce pas
groupes de maladies suivantes d'origine généfique ?
n % %% n % n % n % n %
La déficience intellectuells [ili} T 8,70 18 19,6 a7 2,2 3 6,67 3 1.1 0.3800
La cécité (malvoyance) 62 67,4 12 13,0 18 19,6 40 58,89 3 G,67 2 4,44 0.0508
e nanisme 62 674 10 10,9 20 217 34 75,6 4 8,39 7 156 | 0.6098
La surdité G0 65,2 14 152 18 19,6 a7 3222 4 359 4 859 0.3274
| a drépanacytose a1 88,0 [ 5,52 5 543 37 82,2 4 8,39 4 539 | 06377
| "obésité génstique 50 543 26 283 16 174 26 57,8 13 289 6 133 | 04089
La prédisposition génétique au cancer du sein 61 66,3 19 20,7 12 13,0 31 639 10 222 4 &89 0.3572
|a maladie de Huntington 79 859 7 7,61 6 5,52 39 36,7 2 4,44 4 559 | 04738
Connaissez-vous dans votre entourage quelgu'un " _
soufirant d'une des maladies citées ci-dessus 7 Oui Mon out Non
n % n %% n % n %
22 239 0 76,1 3 11,1 40 38,9 0.0769
Souhaiteriez-vous (avec votre partenaire) bénéficier d'un|
Hépistage préconceptionnel des maladies citées ci- Oui Mon Cui Mon
essus 7
n % n % n % n k]
52 56,5 40 435 30 66,7 15 333 0.2553
i oui, pour quelle raison ? n % n %
& renoncerai @ aveir un enfant i mon partenaire et moi 3 577 1 333
tfions porteurs ! ’
He _39u_ha||era| & un DPM ou un DPI si mon partenaire et 32 615 19 §33
Imoi &tions porteurs 0.6348
lle suis curieux(se) de connaitre mon statut 18 308 9 30
\utre 1 1,82 1 3,33
Eglggl;elle pathologie souhaiteriez beneficier d'une Oui Men Me se prononce pas Oui Non Ne se prononce pas
n % n %% n % n % n % n %
LLe syndrome RAVINE 45 923 0 0 4 T7.70 28 8933 0 2 6,67 0.8636
LLe syndrome de Larsen Réunionnais 43 923 i} 0 4 7.70 28 933 0 2 8,67 0.3122
ILa mucoviscidose 48 923 1 192 3 5,77 29 96,7 ] 1 3,33 0.2530
ILa protéinose alvéolaire pulmonaire 49 942 0 3 5,77 28 933 ] 2 8,67 0.6412
Le syndrome Salt & Pepper 45 923 0 0 4 7,69 27 a0 ] 3 10 0.7187
ILe syndromes de Fryns 45 923 4] 0 4 7.69 27 30 0 3 10 0.7187
ILe syndrome de Cockayne 47 90,4 0 5 9,61 26 86,7 ] 4 133 0.6039
IL'amyetrophie spinale infantile 435 923 1 1,92 3 5,77 28 93,3 0 2 6,67 0.7393
ILa leucodystrophie métachromatique 43 923 i} 0 4 7.69 28 93,3 0 2 6,67 0.5636
IL'alpha-mannosidose 47 90,4 i} 0 5 962 27 90 0 3 10 0.9549
IL'hyperplasie congénitale des surrénales 49 942 i} 0 3 5.77 27 90 0 3 10 0.4736
51 nen, pour guelle raison ? n % n %
ICe dépistage ne m'intéresse pas et ne changerait pas
Imes projets de grossesse 5 1235 1 6,67
ICe type de test me semble inapproprié 4 10 1 8,67
lle ne me prononce pas 1 25 5 333
0.0895
|Paz de projet de grossesse 11 275 1 6,67
[Trop 4gé pour un projet parental 5 125 2 13,3
Pas de partenaire 0 2 13,3
\utre 4 10 3 20
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e Selon les antécédents de maladies génétiques dans I'entourage

Avec antécédent dans l'entourage Sans antécédent dans l'entourage p-value
R . i d'accord ni pas . . Ni d'accord ni pas |
Intitulé Pas d'accord Waccord Draccord Pas d'accord daccord Daccord
n % n % n % n % n % n %
[[ous les caupies ayantun projet de grossesse dovent | g 22 10 w0 1 07 | 25 27 20 284 56 509 | 05147
Un couple ayant un projet de grossesse doit pouveir
réaliser un DPC, sil le souhaite 0 0 1 3,70 26 96.3 5 455 2 1.82 103 936 0.4503
s sty OO rechercner tautes les 2 741 3 "1 2 815 7 636 18 164 85 773 | 07885
e s b Sevlement aux maladies 14 518 6 22 7 259 | 67 608 14 127 20 264 | 04402
s arag o sevlement aux majadies 16 593 5 185 6 22 | 76 690 17 185 17 155 | 0.5074
L e DPC doit étre réservé seulement aux maladies
ljéniques survenant chez 'enfant. 24 88,9 1 3,70 2 741 a2 T45 15 13,6 13 118 0.2475
) oot inesporeable pour les futurs parents de ne pas 13 481 7 259 7 258 | s 518 20 284 24 218 | 08957
i@ DPC entraine une plus grande anxiété pendant la
grossesse chez les couples qui en ont bénéficié 7 259 14 518 6 22 29 267 51 464 30 273 0.839%
L e DPC est une intrusion dans la vie des couples et
refléte une surmédicalisation du monde d'aujourd’hui. 19 704 5 185 3 .1 74 67.2 26 236 10 9,10 0.8291
51 les progrés technologigl le permetitaient, pensez-
hvous qu'un DPC devrait &tre mis en place dans les Qui MNon Ne se pronence pas Oui Mon Ne se pronance pas
groupes de maladies suivantes d'origine génétique ?
n % n % n % n % n % n %
| & déficience intellectuslle 18 66,7 5 185 4 14,8 85 773 [ 5,45 19 173 0.0817
| a cécité (malvoyance) 21 78 4 148 2 741 a1 T36 1" 10 18 164 0.6222
| e nanisme 19 70,4 4 1438 4 14,5 I 70 10 9,10 23 209 0.5758
| 3 surdité 18 66,7 6 222 3 11,1 9 7.8 12 10,9 19 173 0.5639
| a drépanocytose 25 926 2 741 0 0 93 84,5 8 727 9 818 0.3053
} obésité génélique 12 444 9 333 6 22 64 58,2 i) 273 16 145 0.5115
L_a prédisposition génétigue au cancer du sein 18 66,7 6 222 3 1 4 67.3 2 209 13 ns 0.9665
| 2 maladie de Huntington 22 815 5 185 0 0 96 87,3 4 3,64 10 9,09 | 0.0199
Souhaiteriez-vous (avec votre partenaire) bénéficier d'un
dépistage préconceptionnel des maladies citées ci- Qui Non Oui Nen
dessus ?
n % n % n % n %
15 55,6 12 44 4 0 67 60,9 43 391 0 0.6111
(51 oui, pour quelle raison ? n % n %
e renoncerai & avoir un enfant si mon partenaire et moi
ktions porteurs 1 6.67 3 4,43
\e souhaiterai 4 un DPN ou un DPI si mon partenaire et
moi &tions porteurs 12 80 39 58,2 05178
e suis curieux(se) de connaitre mon statut 2 133 23 343
Autre 2 2,98
Eg!.ggielle pathelogie scuhaiteriez benéficier d'une Oui Non Ne se prononce pas Oui Mon MNe se prononce pas
n % n % n % n ko n % n %
| e syndrome RAVINE 14 933 0 0 1 6,67 62 925 0 5 746 09148
1 e syndrome de Larsen Réunionnais 14 93,3 0 1] 1 6,67 62 92,5 0 5 746 0.5894
L a mucoviscidose 14 93,3 1 6,67 0 0 63 94,0 0 4 6,00 0.1471
1a protéinose alvéolaire pulmonaire 13 86,7 0 1] 2 133 63 94,0 0 4 6,00 0.8416
L& syndrome Salt & Pepper 13 86,7 0 0 2 133 62 925 0 5 7.46 0.4620
| e syndromes de Fryns 13 86,7 0 i} 2 133 62 925 0 5 7,46 0.4620
| e syndrome de Cockayne 13 86,7 0 0 2 133 60 806 0 7 10,4 0.7466
1 'amyotrophie spinale infantile 12 a0 1 6,67 2 133 64 955 0 3 4438 0.0416
La leucodystrophie métachromatique 14 933 0 1 6,67 62 925 0 5 746 0.9148
| 'alpha-mannosidose 14 93,3 1] 1] 1 6,67 60 89,6 0 7 10,4 0.6555
I ‘hyperplasie congénitale des surrénales 14 933 0 0 1 6,67 62 925 0 5 746 0.9148
(51 non, pour guelle raison ? n % n ko)
ICe dépistage ne m'intéresse pas et ne changerait pas
mes projets de grossesse 1 833 5 16
Ce type de test me semble inapproprié 0 0 5 11,6
Lle ne me prononce pas 4 333 12 279
Fas de projet de grossesse 5 N7 6 13,9 0.5732
Trop &gé pour un projet parental 2 16,7 1 2,33
Fas de partenaire 0 0 2 4,65
Autre 0 0 7 16,3
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Le Dépistage Préconceptionnel Génétique (DPCG) : Etat des lieux clinique et biologique en vue
de la mise en place d’une étude pilote sur I'lle de La Réunion

Résumé

Introduction : A I'échelle internationale, le Dépistage PréConceptionnel Génétique (DPCG) est
intégré aux pratiques courantes afin de promouvoir 'autonomie des couples dans leur projet de
grossesse. Notre étude suit 'avis du CCNE et s’articule en deux parties : déterminer la demande
des Réunionnais vis-a-vis du DPCG et estimer la fréquence des hétérozygotes pour 7 pathologies
graves et récurrentes voire spécifiques a La Réunion.

Méthodes : Un questionnaire de 22 items a été distribué en ligne pour recueillir 'opinion des
Réunionnais majeurs. Sur le plan moléculaire, nous avons mis au point sur une collection d’ADN
issus de 587 individus réunionnais des techniques permettant de rechercher de fagon ciblée des
11 mutations récurrentes dans 7 pathologies.

Résultats : 129/137 (94%) des sujets interrogés sont favorables au concept de DPCG dont 82
(60%) sont intéressés par un DPCG pour leur bénéfice personnel et 51 (62,2%) en sont
demandeurs dans I'optique d'un projet parental. Sur le plan moléculaire, 44/552 (8%) échantillons
sont hétérozygotes pour un des variants recherchés.

Conclusion : Il existe une demande importante des Réunionnais en faveur du DPCG. Cette
demande est étayée par nos analyses qui mettent en évidence une fréquence significative des
hétérozygotes dans un échantillon issu de la population générale réunionnaise.

Discipline
Génétique Médicale

Mots-clés
Dépistage préconceptionnel ; porteur hétérozygote ; maladie autosomique récessive ; choix
reproductif ; diagnostic prénatal ;

Expanded Carrier Screening (ECS): clinical and molecular overview prior pilot study in Reunion
Island

Abstract

Background: Expanded Carrier Screening (ECS) is part of common practices worldwide promoting
autonomous reproductive choices. Our study follows the CCNE guidelines regarding the
implementation of ECS in France and consists in two lines of enquiry: determining the opinion of
Reunionese population regarding ECS and estimating the heterozygote frequency for 7 frequent
and severe genetic conditions occurring on the Reunion Island.

Methods: A 22 item survey was distributed online so as to seek the view of Reunionese adults
regarding ECS. We also developed molecular techniques targeting 11 recurrent point variations for
7 genetic diseases in a collection of 587 DNA samples from Reunionese subjects.

Results: 129/137 (94%) respondents are supportive of ECS. 82 of them (60%) are interested in
performing ECS for personal benefit and 51 (62,2%) would like to resort to ECS for reproductive
use. On a molecular level, we determined that 44/552 (8%) samples were heterozygous for one
targeted variant.

Conclusion: ECS is strongly requested among our cohort of Reunionese inhabitants. This request
is supported by our molecular results highlighting a significant frequency of heterozygotes in a
representative sample of Reunion Island population.

Discipline:
Medical Genetics

Keywords

Expanded carrier screening; heterozygote carrier; autosomal recessive condition; reproductive
choice; prenatal diagnosis
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