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INTRODUCTION et DEFINITIONS

l. Dépistage et diagnostic prénatal

Le suivi des grossesses, dont la majorité est physiologique, est organisé en
France afin de dépister les éventuelles complications maternelles et anomalies
foetales. En ce qui concerne le dépistage des anomalies foetales, il existe trois
échographies conseillées a 12, 22 et 32 semaines d’aménorrhée (SA), dont 'objectif
est de contréler la vitalité, le développement et la croissance. Dés le premier trimestre
(T1), il est possible de mettre en évidence des signes d’appel échographiques (SAE),
définis comme des anomalies par rapport au développement foetal habituel, pouvant
alerter quant a leur risque propre dans le cas des malformations, mais aussi quant au
risque d’'une affection feetale plus globale, notamment d’origine génétique. La stratégie

de dépistage évolue alors vers le diagnostic prénatal (DPN).

Encadré par les Centres Pluridisciplinaires de Diagnostic Prénatal (CPDPN),
I'objectif du DPN est d’'informer le couple vis-a-vis d’un risque estimé a partir des
observations réalisées a I'échographie et de pouvoir préciser ce risque grace a
d’éventuels examens complémentaires biologiques, dont les analyses génétiques
(Figure 1), et d’'imagerie (IRM cérébrale, scanner osseux...). Cette information vise a
aider le couple dans sa projection de la grossesse, dans sa préparation a la naissance
ou a sa prise de décision concernant une éventuelle interruption médicale de la
grossesse (IMG). Sur le plus long terme, le DPN permet également un conseil
genétique approprié pour le couple, avec la possibilité d’estimer le risque de récidive

lors d’une prochaine grossesse, ainsi que pour les autres membres de leur famille.



Les examens complémentaires génétiques accessibles en période prénatale
nécessitent la plupart du temps un prélévement invasif a type de biopsie de
trophoblaste (BT) ou de prélévement de liquide amniotique (PLA). Ces examens sont
actuellement principalement représentés par des techniques de cytogénétique :
I’hybridation in situ en fluorescence (FISH) et I'analyse chromosomique par caryotype
ou sur puce a ADN (ACPA). Il est néanmoins possible de réaliser dans certaines

indications une analyse de I'exome.

En paralléle, il existe des examens dits « non-invasifs », réalisés a partir d’'un
prélevement sanguin maternel. lls sont utilisés depuis 2017 dans le dépistage organisé
de la trisomie 21 (T21) (dépistage prénatal non-invasif, dit « chromosomique » ou
DPNIc) et de maniére plus récente pour le diagnostic moléculaire ciblé d’'un variant
ponctuel (diagnostic prénatal non-invasif, dit « moléculaire » ou DPNIm), afin d’exclure
la présence d’un variant paternel ou d’'un variant de novo identifié chez un enfant atteint

ou lors d’'une précédente grossesse. (Figure 1)

Dépistage
* échographie
e combiné (marqueurs)
e DPNIc

Diagnostic
e BT/PLA
e DPNImMm

Figure 1 : Résumé des outils de dépistage et de diagnostic prénatal génétique

DPNIc = dépistage prénatal non invasif « chromosomique » ; DPNIm = diagnostic prénatal
non-invasif « moléculaire » ; Tx = x®™® trimestre ; BT = biopsie de trophoblaste ; PLA =
ponction de liquide amniotique



Il. Hyperclarté nucale

2.1  Mesure de la clarté nucale

Dans le cadre du dépistage prénatal, I'échographie du T1 est proposée afin de
s’assurer de la vitalité foetale et d’obtenir une datation précise du terme de la grossesse
via la mesure de la longueur cranio-caudale (LCC). Bien que I'étude morphologique
du feetus soit réalisée au deuxiéme trimestre (T2), il est possible de dépister un certain
nombre d’anomalies précoces dés le T1, notamment au niveau du cerveau, de la paroi
abdominale, de I'estomac, et des segments des membres. L'échographie du T1
permet également la mesure de différents paramétres biométriques que sont le
diamétre bipariétal, le périmétre abdominal, la longueur fémorale et I'épaisseur de la

clarté nucale (CN), qui peut étre augmentée, formant une hyperclarté nucale (HCN).

L’épaisseur de la CN correspond a la mesure échographique de l'espace
liquidien sous-cutané de la région rétro-cervicale du foetus, qui doit étre réalisée entre
11 SA et 13 SA + 6 jours (soit une LCC entre 45 et 84 mm) afin d’étre valide, c’est-a-
dire durant l'intervalle recommandé pour réaliser I'échographie du T1. Les critéres du

score de Herman sont utilisés afin de contrdler la qualité de la mesure. (Figure 2)

. . ‘ . Score de Herman (/9)

e, . 1- Coupe sagittale stricte (2)

» <+«
s i

2- Bon positionnement des calipers (2)

3- Ligne hyperéchogene de la nuque et du dos visible (2)
4- Image occupant 80% de I'écran (1)

5- Membrane amniotique différenciée de la paroi foetale (1)
6- Téte en position neutre (1)

-

Figure 2 : Mesure échographique de la clarté nucale et score de Herman




2.2 Définition de I'hyperclarté nucale

Il existe un consensus autour de la définition de 'THCN comme une mesure de
la CN supérieure au 95°™¢ percentile par rapport au terme ou a la LCC. La courbe
de Nicolaides est la plus utilisée pour situer la valeur de la CN mesurée selon la LCC
par rapport a la répartition en population générale en Angleterre, comme recommandé
par la Fetal Medicine Foundation (FMF) .

Une étude réalisée en population francaise sur prés de 20 000 mesures a
retrouvé des résultats similaires 2. D’aprés ces études, il est donc considéré qu’une
HCN = 3,5 mm se situe au-dela du 99°™e percentile, quels que soient le terme et la
LCC. (Figure 3)
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Figure 3 : Répartition des mesures de clarté nucale en population générale

En France : A-B) D’aprés Salomon et al. (2009), avec et sans nuage de points
En Angleterre : C) D’aprés Wright et al. (2008) — D) Courbe de Nicolaides



2.3 Physiopathologie et étiologies

La CN correspond a un cedéme du mésenchyme sous-cutané de la région
médiane du cou feetal, secondaire a la formation des sacs lymphatiques jugulaires
latéraux lors du développement feetal. Cette accumulation de liquide est présente de
maniére transitoire et physiologique dés 7 SA et jusqu’a 14 SA, avant d’étre collectée
par le systéme veineux, a la suite de I'organisation des sacs lymphatiques en systéme

collecteur et de leur connexion a la veine jugulaire interne ayant lieu aprés 10 SA.

De nombreuses hypothéses physiopathologiques ont été évoquées selon

I'étiologie en cause de 'HCN :

- une anomalie de vélocité au niveau du canal d’Arantius secondaire a une
cardiopathie foetale, possiblement en lien avec une insuffisance cardiaque et/ou
une anomalie du remodelage endothélial, et également observée chez les
foetus porteurs d’'une T21 sans cardiopathie ;

- une altération de la matrice extra-cellulaire du mésenchyme sous-cutané dans
les trisomies 13,18 et 21 et dans certaines dysplasies squelettiques, majorée
en cas de compression mécanique secondaire a I'étroitesse thoracique ;

- une anomalie primitive de la lymphoangiogenése comme une hypoplasie en cas
de monosomie X ou de syndrome de Noonan ;

- une anomalie de drainage du réseau lymphatique supérieur vers le réseau
veineux, par décalage dans le développement fcetal, de maniéere

« idiopathique » ou secondaire a une affection foetale 34.

En termes de pronostic, il existe donc un lien bien établi entre la présence d’'une
HCN et le risque d’aneuploidies, la présence de malformations foetales, notamment
cardiaques, et le risque de survenue d’une mort feetale in utero (MFIU). Ce surrisque
sur le plan chromosomique, malformatif et de la viabilité foetale est corrélé
exponentiellement a la taille de 'HCN, indépendamment de son caractére confiné a la
région rétro-cervicale ou généralisé a I'ensemble du feetus (lymphoedéme généralisé

voire épanchement des séreuses) et de la présence de logettes (hygroma kystique) °.
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lll.  CGH-array

3.1 Principe et technique

La CGH-array (comparative genomic hybridization-array) fait partie des
analyses chromosomiques sur puce a ADN (ACPA), au méme titre que la SNP-array
(single nucleotide polymorphism-array). Ces techniques permettent de mettre en
évidence sur I'ensemble du génome des variations de structures déséquilibrées
(appelés CNV (copy number variation ou variation du nombre de copies), a type de
perte (délétion) ou de gain de matériel génétique (duplication, triplication...), avec une

résolution moyenne supérieure a celle du caryotype standard, de I'ordre de 100 kb.

On utilise une puce constituée de différents fragments d’ADN, répartis sur
'ensemble de ’ADN et dont le nombre et I'espacement permettent de définir sa
résolution moyenne. On fait s’hybrider sur ces puces un mélange d’ADN du patient et
d’ADN témoin, tous deux marqués par un fluorochrome différent. Aprés lavage de la
puce et quantification des intensités de fluorescence par un scanner, les signaux sont
numérisés. (Figure 4A) Les ratios de fluorescence observés a un locus donné
représentent la quantité de matériel génétique présent chez le patient par rapport au
témoin. Le traitement informatique et statistique des données permet d’obtenir une
représentation graphique du log ratio de chaque sonde en base 2, soit 2/2=0 pour un
locus diploide, 3/2=+0,5 pour une duplication et 1/2=-1 pour une délétion. (Figure 4B)

Puce & ADN =p - *05 ,
_— ]
— e
Hybridation Lavage
et scan p .
Fragmentation T
Marquage fluo )
e
' Délétion : vert > rouge
ABNedl  ABNG Duplication : rouge > vert
u e i =
patient référence  rouge:=vert

Figure 4 : Principe de la CGH-array et représentation graphique

A) Schéma du principe de la technique de CGH-array
B) Exemple de représentation graphique : duplication du chromosome 22
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3.2 Validation et interprétation

L’interprétation d’'un CNV consiste ensuite a déterminer sa pathogénicité selon
un faisceau d’arguments clinico-biologiques prenant notamment en compte sa
fréquence en population générale ou chez des sujets atteints, son mode de
transmission, sa taille, son contenu génique, sa localisation, sa nature en termes de
perte ou gain de matériel . La classification utilisée est gradée de 1 (bénin) a 5
(pathogeéne) avec 2 classes particulieres : les CNV de signification incertaine (VSI) et
les CNV a pénétrance incompléte et/ou a expressivité variable (PIEV). (Tableau 1) La
pénétrance correspond au risque d’exprimer des signes en présence du CNV et
I'expressivité fait référence au spectre de différentes manifestations cliniques pouvant
étre exprimées en présence du CNV. Ainsi, un individu porteur d’'un CNV PIEV peut

étre tout a fait asymptomatique.

De nombreux CNV sont quant a eux bénins et retrouvés de maniére fréquente
en population générale, constituant des polymorphismes. Il a été estimé qu’environ
15% du génome humain était constitué de régions variables susceptibles de contenir
des CNV bénins 7.

Les catégories VSI et PIEV ont pour caractéristique commune une incertitude
quant a leur pathogénicité et présentent des difficultés de prédiction du phénotype et

du conseil génétique inhérent, particulierement en période prénatale.

12



Littérature/
BDD

Localisation/
Contenu
génique

Transmission

Taille

Littérature/
BDD

Localisation/
Contenu
génique

Transmission

Nature

Taille

Classe 1 — Bénin
Critére nécessaire/suffisant : arguments bibliographiques forts en faveur de son caractére bénin
Fréquent en population générale, identifi€ comme polymorphisme dans les BDD

Classe 2 — Probablement bénin
Au moins 2 criteéres majeurs ou 1 critere majeur et 2 critéres mineurs

Critéres majeurs :

Rapporté régulierement en population
générale mais avec une fréquence < 1%

Ne contenant aucun géne ou uniquement
des séquences répétées/pseudogenes,
ou uniquement des génes sans argument
I'impliquant en pathologie humaine

Hérité d’'un parent sain ou ne ségrégant
pas avec la pathologie dans la famille

Critéres mineurs :

Aussi fréquent en cas de DI que chez les
témoins (Coe et al., Nature Genet 2014)

Ne contenant aucun géne associé au
méme phénotype ou absence
d’arguments en faveur des génes inclus
dans la pathologie

Inférieure au seuil de détection du

laboratoire

Classe 3/VSI - Variant de Signification Incertaine
Critére nécessaire/suffisant : ne remplissant pas les caractéristiques des autres classes
Prédiction du phénotype et conseil génétique difficiles

Classe 4 — Probablement pathogéne
Au moins 2 criteres majeurs ou 1 critere majeur et 2 critéres mineurs

Criteres majeurs :

Décrit chez = 1 patient avec phénotype
comparable ou des criteres communs
(selon la spécificité du phénotype)

Contenant des génes associés au méme
phénotype ou avec arguments forts
I'impliquant dans la pathologie ou proche
d’'un géne connu dans une pathologie
caractérisée par des signes spécifiques
ou délétion de la région 5’ et de plusieurs
séquences codantes dun  géne
haploinsuffisant

De novo ou hérité d’'un parent atteint ou
hérité d’'un parent porteur en mosaique

Délétion homozygote ou amplification

Critéres mineurs :

Plus fréquent en cas de DI que chez les
témoins (Coe et al., Nature Genet 2014)
ou absent des BDD contréles

Chevauchant partiellement un CNV
référencé pathogene sans géne candidat
identifié

>1Mb

Classe 5 — Pathogéne
Critere nécessaire/suffisant : arguments bibliographiques forts en faveur de la pathogénicité
- Associé a un syndrome microdélétionnel/microduplicationnel référencé
- Rapporté dans la littérature chez au moins 3 patients non apparentés avec phénotype
spécifique
- Rare ou non décrit, mais chevauchant un CNV référencé pathogéne
- Multigénique contenant au moins 1 géne haploinsuffisant identifi€ comme majeur dans un
syndrome microdélétionnel/microduplicationnel référencé

PIEV - Pénétrance incompléte et/ou expressivité variable

Facteurs de susceptibilité aux troubles du neurodéveloppement
Souvent identifiés de fagon récurrente

Prédiction du phénotype et conseil génétique difficiles

Tableau 1 : Classification des CNV, d’aprés les critéres du réseau AChro-Puce °

BDD = base de données ; DI = déficience intellectuelle ; CNV = variation du nombre de copies
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3.3 Indications et compte-rendu

La CGH-array est un examen de premiére intention en postnatal chez des
patients avec un trouble du développement intellectuel, a fortiori syndromique, ou des

malformations, avec un taux de diagnostic de I'ordre de 20 % &°.

En période prénatale, cette analyse a pour objectif d’apporter des précisions
quant au pronostic pour le foetus en cas de mise évidence d’'un SAE, notamment en
cas de syndrome polymalformatif, voire dans certains cas de malformations isolées
notamment les cardiopathies, qui peuvent étre en lien avec la délétion d’'un géne, ou
en cas de RCIU. Dans ces indications, le taux de mise en évidence d’'un CNV est

généralement de I'ordre de de 2 a 5% 012,

L’identification d’'une pathologie connue avec des données disponibles permet
d’'informer les parents des éventuels risques pour I'enfant a naitre. Inversement, une
CGH-array ne mettant pas en évidence de CNV pathogéne ou probablement
pathogene permet d’éliminer un certain nombre de pathologies. En revanche, le rendu
d’'un CNV présentant une incertitude concernant sa pathogénicité (VSI ou PIEV) est
discutable en période prénatale. Ainsi, la derniére version du guide de bonnes
pratiques du réseau Achropuce en période prénatale indique de ne pas rendre les VSI,
et de discuter au cas par cas la restitution des CNV PIEV au sein des CPDPN '3,
(Tableau 2)

Type de CNV Compte-rendu
C1-C2 (bénin) Non mentionné
C4-C5 (pathogéne) Rendu dans le résultat
VSiI (classe 3) Non mentionné
PIEV Rendu ou non au cas par cas, selon le CPDPN

Tableau 2 : Extrait du guide de bonnes pratiques d’AChroPuce (2020) concernant le
rendu prénatal des CNV selon leur type

CNV = variation du nombre de copies ; VSI = CNV de signification incertaine ; PIEV = CNV a
pénétrance incompléte et a expressivité variable ; CPDPN = centre pluridisciplinaire de
diagnostic prénatal
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V. CGH-array en cas d’'HCN isolée

4.1 Contexte historique

A la suite de la découverte du chromosome surnuméraire impliqué dans la T21
en 1958, les premiers caryotypes foetaux sont réalisés dans les années 70 a partir
d’'une PLA. L’échographie fcetale s’est développée dans la méme période et la mesure
de la CN a progressivement été utilisée comme outil pour le dépistage prénatal de la
T21, d’abord associée a 'age maternel seul. En paralléle, I'utilisation d’'un calcul de
risque, développé pour le méme objectif a partir de marqueurs (AFP, HCG, cestriol), a
été reconnue en 1997 comme la sixieme indication remboursée de I'examen du

caryotype feetal, effectué désormais a partir d’'une BT.

Introduction de la notion de
donnée incidente en prénatal

Recommandation HAS pour le dans la loi de Bioéthique
Convention AFDPHE/CNAM pour le rmpBursIentdu ROBEdu caryotes
financement du caryotype foetal* Loi de Bioéthique SR> B0 U HEN 23,5 min
Recommandation HAS
Loi Veil Inscription du caryotype Remboursement du pour le remboursement du
Création AFDPHE foetal & la nomenclature test des marqueurs DPNIc si RC 1/51-1000 et
Création CEBDPN des actes médicaux etdu caryotype** du caryotype si RC > 1/50
| 1970 1975 1980 1991 1994 1997 2007 2017 2021 >
1 caryotypes qéres BT DdévelOppement Développement Généralisation de
feitiecis an DL es marqueurs du calcul du RC l'utilisation de la CGH-array
Etudes de la Etudes du développement Utilisation de la CGH-
1% échographies significativité et des Utitisation de des enfants ayant présenté array d’emblée en cas
feetales et détection  étiologies de 'HCN HCN pour le une HCN sans aneuploidie d’HCN > 3,5 isolée

h kysti
Lodiibe b dépistage de la T21

Figure 5 : Frise chronologique retracant I'historigue de la mesure de I'HCN dans le

contexte de I'organisation du diagnostic prénatal en France

PLA = ponction de liquide amniotique ; AFDPHE = Association Frangaise Dépistage
Prévention Handicap Enfant ; CNAM = Caisse Nationale d’Assurance Maladie ; HCN =
hyperclarté nucale ; RC = risque combiné de trisomie 21; BT = biopsie de trophoblaste;T21 =
trisomie 21; HAS = haute autorité de santé

*Indications : antécédent T21 ; remaniement chromosomique parental ; age maternel > 38 ans

**Indications : marqueurs > 1/250 ; age maternel > 38 ans
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La mesure de la CN et d’autres marqueurs (PAPPA, 3-HCG) ont ensuite été
associés pour donner lieu au calcul de risque combiné (RC), proposé depuis 2007 a
tous les couples en France dans la stratégie du dépistage en population générale. A
la suite du développement des examens non-invasifs, les derniéres recommandations
de la Haute Autorité de Santé (HAS) de 2017 intégrent maintenant le DPNIc au
dispositif en cas de RC élevé intermédiaire et préconisent un prélévement invasif pour
réalisation du caryotype secondairement a un RC élevé ou d’emblée en cas d’HCN =

3,5 mm. (Figure 5)

Certaines études menées depuis la fin des années 90 ont taché d’évaluer le
développement des enfants ayant présenté une HCN sans aneuploidie identifiée au
caryotype. Ces premiéres études ont retrouvé un surrisque en termes de troubles du
neurodéveloppement (TND) chez ces enfants, avec une grande proportion
d’anomalies chromosomiques non vues au caryotype fcetal du fait de la résolution ou
de malformations foetales non vues a I'échographie 91113151719~ Aprés 2010,
d’autres études ont montré qu'en cas de régression de 'HCN et de l'absence
d’anomalies de croissance ou de malformations foetales lors du suivi échographique,
il existait une absence de surrisque par rapport a la population générale concernant
les TND 20-23,

4.2 Pratiques et recommandations

Dans les pratiques actuelles, il est donc généralement proposé en cas d’HCN
significative, un prélévement invasif d’emblée afin de rechercher une aneuploidie par
caryotype, se substituant au dépistage par le calcul du RC. Le seuil de significativité
retenu pour proposer ces explorations est de 3,5 mm (99°™ percentile) dans la
majorité des centres 24. La stratégie consiste ensuite a proposer une échographie
intermédiaire pour étude précoce de la morphologie foetale couplée a une échographie
cardiaque foetale autour de 18 SA. En I'absence d’aneuploidie associée au caractere
régressif de 'HCN et a un suivi échographique sans anomalies morphologiques, les

données de la littérature incitent a une information rassurante pendant la grossesse.

Depuis la généralisation de I'utilisation de la CGH-array dans les années 2010, cet
examen a supplanté le caryotype pour l'analyse des chromosomes dans de
nombreuses indications.
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Aussi, du fait de 'absence d’aneuploidies visibles au caryotype dans 20 a 40 %
des cas d’'HCN isolée °, il a été proposé de poursuivre les explorations par cet examen
en cas de caryotype normal. Il n’existe actuellement pas de consensus concernant son
intérét dans cette indication, bien qu’elle soit utilisée dans la majorité des centres
interrogés en 2023 (92,3%) %4, dont le CHU de Nantes depuis 2021.

4.3 Objectif de I'étude

L’objectif de notre étude est donc d’évaluer I'intérét diagnostique de l'analyse
chromosomique par CGH-array en cas d’'HCN isolée, en estimant la proportion de
situations avec mise en évidence d’'un CNV et en discutant, d’aprés ces situations, des

avantages et des limites de la technique en contexte prénatal.
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METHODOLOGIE

l. Schéma d’étude et recueil des données

Afin d’estimer le taux de diagnostic de la CGH en cas d’HCN isolée, nous avons
réalisé une étude observationnelle rétrospective monocentrique a partir des données
du laboratoire de cytogénétique du CHU de Nantes. Les données étaient recueillies a
partir des prélevements réalisés sur une période de trois ans allant du 1¢" janvier 2021

au 1¢" janvier 2024.

La population cible représentait les patientes ayant recouru a un prélévement
invasif pour analyse chromosomique par CGH-array devant une malformation
lymphatique significative a type d’hyperclarté nucale = 3,5 mm associée ou non a un

lymphoedéme périphérique ou a un épanchement des séreuses.

Les données ont été issues du logiciel Genno utilisé pour le suivi de I'activité du
laboratoire a l'aide du filtre « Clarté Nucale », permettant d’extraire tous les
échantillons traités au laboratoire pour lesquels l'indication comportait une hyperclarté
nucale. L’'analyse de certains prélevements ayant été externalisée sur une période de
9 mois (de février 2021 a octobre 2021) au CHU de Rennes et au laboratoire
Cerballiance, nous avons utilisé le fichier de tracabilité des envois extérieurs, sur

lequel était renseigné l'indication, afin de pouvoir récupérer les données concernées.

Le recueil des données comprenait les informations suivantes :
- I'age maternel (années) ;

- le terme de I'’échographie du T1 (SA) ;

- la mesure de la CN (mm) ;

- lamesure dela LCC (mm);

- la présence de signes d’appel associés ;

- le caractére unique ou multiple de la grossesse ;

- le terme et le type de prélévement invasif (SA) ;

- l'arrét éventuel de la grossesse lors du prélévement invasif ;
- le résultat des examens de génétique pratiqués ;

- le sexe foetal déterminé a partir des examens de génétique.
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Au total, nous avons recensé 348 dossiers dont l'indication comportait une
hyperclarté nucale. Dans un premier temps, nous avons exclu de I'analyse principale
les sujets chez qui la valeur de la clarté nucale était strictement inférieure a 3,5 mm,
ainsi que les sujets qui présentaient un autre signe d’appel échographique associé a
I'hyperclarté nucale. Les anomalies lymphatiques (cedéme sous-cutané localisé ou
généralisé, épanchement des séreuses, anasarque) n’étaient pas considérées comme
des signes d’appel échographiques supplémentaires, et les cas concernés n’ont donc
pas été exclus et faisaient partie du groupe « hyperclarté nucale isolée ». Parmi les 67
dossiers exclus avec une CN < 3,5 mm, la plupart avaient pour indication d’analyse
chromosomique un RC élevé (= 1/50). Pour ces cas, le filtre « hyperclarté nucale »

avait été appliqué malgré une mesure de la CN dans les normes.

Dossiers avec indication
« clarté nucale »
(348)

Dossiers exclus (138)

CN < 3,5 mm (67)

CN 2 3,5 mm non isolée (45)
Grossesse arrétée précoce < 14 SA (6)
Dossiers non récupérés (20)

[ HCN = 3,5 mm isolée ]

(210) /Aneuplo'l'dies mises en évidence \
par FISH ou caryotype direct (72)
. T13(1) 0,48%
. T18(11) 5,24%
«  T21(43) 20,48%
«  X0(16) 7,62%
- T8(1) 0,48%

HCN 2 3,5 mm isolée k Hiplaidies \0) 0,00% j
sans aneuploidie
(138)

CGH-array non faites (7)
« Echecs techniques (4)
* Non prescrite (3)

CGH-array analysées
(131)

Figure 6 : Diagramme montrant les critéres d’inclusion et d’exclusion des cas
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Parmi les sujets présentant une hyperclarté nucale = 3,5 mm considérée
comme isolée, nous avons ensuite exclu les cas pour lesquels une aneuploidie
fréquente (trisomies 13, 18 et 21, monosomie X, triploidie) ou rare (autres trisomies ou
monosomies autosomiques) ou un grand remaniement chromosomique visible au
caryotype expliquant 'HCN avait été retrouvé sur un examen de premiére intention :
technique d’hybridation in situ en fluorescence sur noyaux interphasiques (FISH) ou
caryotype direct sur villosités choriales (KVC), selon les différentes stratégies

employées par les laboratoires. (Figure 6)

Enfin, nous avons comptabilisé parmi ces cas les sujets chez qui une analyse
chromosomique par technique de CGH-array avait été réalisée en seconde intention,
et le nombre de cas dans lesquels une anomalie du nombre de copies (copy number
variation, CNV) avait été visualisée et dont le résultat avait été rendu au couple
concerné. Nous parlerons donc ici de CGH-array positive des lors qu’'un CNV a été
rendu au couple pendant la grossesse, quelle que soit sa classe, et de CGH-array

négative lorsqu’aucun CNV n’a été rendu au couple.

En cas de CGH-array positive, nous avons complété les données avec les

informations suivantes :

- les antécédents obstétricaux ;

- les antécédents médicaux parentaux et familiaux ;

- le type de CNV (délétion ou duplication) ;

- lataille du CNV ;

- le contenu génique du CNV ;

- linterprétation et classification du CNV (VSI, C4, C5) ;

- lissue de la grossesse ;

- le suivi échographique si la grossesse avait été poursuivie ;

- le suivi pédiatrique si la grossesse avait été menée a terme.

Nous rapportons donc 131 cas d’'HCN isolée ayant eu une analyse
chromosomique par CGH-array et nous présentons une description quantitative et
qualitative des cas pour lesquels un CNV a été identifié par cette technique, en
comparaison a une revue de la littérature, afin d’étudier I'informativité des résultats
pour la grossesse en cours et de discuter leurs conséquences en termes de prise de

décision pour le couple.
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I. Techniques

2.1 Biopsie de trophoblaste et stratégies utilisées

Les analyses génétiques des 131 cas ont été réalisées a partir d'une BT réalisée
entre 11 et 14 SA par voie trans-abdominale, avec un risque de fausse-couche estimé
entre 0,1 et 2 % selon les équipes 2°. Ce type de prélévement présente un risque de
contamination maternelle nécessitant un tri préalable des villosités choriales, parfois
suivi d’'une analyse des microsatellites a titre systématique ou en cas de sexe feetal

féminin uniquement. Il existe également un risque de discordance feeto-placentaire.

La technique de CGH-array en période prénatale est réalisée a partir d ADN
extrait directement a partir du matériel de prélévement, ce qui permet une réduction
du délai de rendu de résultat, et ce qui limite le risque de biais de culture cellulaire en
cas de mosaique chromosomique. En paralléle, le matériel est mis en culture cellulaire
pour conservation afin d’étre préservé en cas d’échec technique ou en cas de

nécessité de techniques complémentaires selon les résultats.

Il était proposé dans les trois laboratoires d’analyse un premier examen rapide
(24-72h) du diagnostic d’aneuploidies : I'hybridation in situ par fluorescence
(Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) interphasique des autosomes les plus
frequemment impliqués dans les aneuploidies (13, 18, 21) ainsi que les gonosomes
(X, Y) (stratégie 1) ou le caryotype standard en direct (caryotype sur villosités
choriales, KVC) (stratégie 2). Les laboratoires de génétique du CHU de Nantes et de
Rennes utilisaient respectivement la stratégie 1 et 2, et le laboratoire Cerballiance

utilisait indifféremment I'une ou l'autre stratégie selon les prescriptions. (Figure 7)

Stratégie 1 Strategie 2 |

FISH diagnostic rapide KVC direct

‘ CGH-array \

+ mise en culture

Figure 7 : Stratégies possibles de diagnostic prénatal cytogénétique

KVC = caryotype direct sur villosités choriales ; FISH = Hybridation in situ par fluorescence
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2.2 FISH interphasique

La technique de FISH repose sur la reconnaissance ciblée d’ADN par des
sondes complémentaires spécifiques d’une région chromosomique et marquées par
fluorescence. L’analyse est ensuite réalisée au microscope a fluorescence en utilisant

des filtres de sélection spécifiques des fluorochromes.

Dans le cadre du DPN, elle a pour un avantage de pouvoir étre réalisée a partir
de cellules interphasiques (amniocytes ou villosités choriales), ne nécessitant pas de

mise en culture, et permettant un résultat rapide en 24 a 72 heures.

Le kit Aneuvysion, utilisé dans la stratégie 1 du laboratoire du CHU de Nantes,
permet la détection des trisomies autosomiques les plus fréquentes (13, 18, 21), des
dysgonosomies (45, X0 ou 47, XXY) et des triploidies (69, XXX-XXY-XYY). (Figure 8)

Figure 8 : Images de FISH interphasique
A) Trisomie 13 B) Monosomie X C) Triploidie D) Trisomie 18 E) Trisomie 21
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2.3 Caryotype direct

L’examen du caryotype en direct a partir de villosités choriales présente les
mémes avantages que la FISH en termes de rapidité de délai de rendu de résultat,
mais ne permet I'exploration que du cytotrophoblaste seul. |l existe donc un risque de

discordance fceto-placentaire supérieur a celui de la FISH.

Cet examen permet en revanche d’étudier les anomalies chromosomiques
moins fréquentes que celles habituellement explorées par la FISH, ainsi que les
remaniements équilibrés, avec un niveau de résolution de I'ordre de 300 a 400 bandes,

soit environ 10 Mégabases (Mb). (Figure 9)
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Figure 9 : Images de caryotype standard

A) Formule normale (46,XY) B) Formule de trisomie 21 (46,XY,+21)

2.4 CGH-array

La puce utilisée au CHU de Nantes est la Puce Agilent 60K, ayant une résolution
moyenne de 1 Mb. Les données étaient extraites et analysées sur le logiciel
Cytogenomics v5.2. Le filtrage des CNV était effectué sur l'interface Cartagenia, et
les criteres de significativité comprenaient le décalage d’au moins 3 sondes
adjacentes, avec un log-ratio proche des valeurs attendues (0,5 pour une duplication
ou -1 pour une délétion). Aprés interprétation et annotation par le biologiste, un
compte-rendu était rédigé et adressé au prescripteur. (Figure 10)
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Rapport d’analyse par CGH array en prénatal

Référence du patient : XXX. Sexe: X. Laboratoire de cytogénétique, CHU de Nantes
Puce Agilent 60K format GENETISURE Custom (GRCh37/hg19)

Niveau de résolution moyen : 1Mb

Logiciel d’extraction des données et d'analyse: Cytogenomics 5.2

Filtrage des variants: FILTRE-Nantes-2016-12-02

Pathologiques:

Variant(s) détecté(s) Génes OMIM

C5

c4

19q13.11q13.12(33981948_35904576)x3 HAMP, SCN1B, CHST8, LGl4, GPI, GPI, PEPD , MAG

VSI

Génes

C5

C4

VSI

GPR42, ENSG00000266953, LINC0180, SCN1B, ENSG00000179066, ENSG00000271109, ENSG00000269303,
HPN-ASI1, ENSG00000271032, GARRE1, SCGB2B2, RPL21P131, ENSG00000252230, RPS4XP23,
ENSG00000270544, ENSG00000221857, CD22, RPS4XP21, RPS26P55, RPL29P33, ENSG00000256383,
MIR5196, UBA2, ENSG00000270624, LGI4, ZNF181, SCGB2B3P, GPI, HPN, RPS4XP20, ENSG00000268683 ,
ENSG00000263397, ENSG00000266985, ENSG00000267874, ENSG00000221584, ZNF30, ZNF302, ZNF30-
AS1, ENSG00000271049, ENSG00000271366, GPI, FFAR1, FXYD7, HAMP, USF2, LSR, RN7SL150P,
ENSG00000271649, RN7SL154P, ENSG00000267024, SCGB1B2P, ZNF599, FAM187B2P, ENSG00000269086,)
ENSG00000203403, FXYD5, ENSG00000203442, LINC01531, LINC00904, ENSG00000270281, GARREI,
ENSG00000221115, ENSG00000213084, FFAR3, PEPD, LSM14A, MAG, ENSG00000268947, ZNF792,
ENSG00000267219, FXYD1, CHCHD2P3, ENSG00000261754, EEF1A1P7, ZNF807P, ENSG00000269553,
FAMI187B, LINC01838, KCTD15, FXYD3, PDCD2L, CHST8, GARRE1, ENSG00000271666, GRAMDI1A,
WTIP

Bénins :

Variant(s) détecté(s)

C1
C2

1p36.11(25616988 25648342)x1
1q23.3(161574489 161641614)x3
1q31.3(196744721_196800817)x1
14q11.2(19376762_20421677)x1
14q11.2(21161416_21407595)x3
14q11.2(22387418_22968273)x3
15q11.1q11.2(20370181_22558756)x1
21p11.2(9412632_9590308)x1
21q22.2(40192220 40219507)x3

Figure 10 : Exemple d’analyse et d’interprétation de la CGH-array

A) Validation et annotation des CNV sur l'interface Cartagenia

B) Rapport d’analyse généré aprés exclusion des CNV non-significatifs avec

interprétation et classification des CNV significatifs selon leur pathogénicité
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RESULTATS

l. Résultats quantitatifs

1.1 Taux de diagnostic

Nous avons constaté dans notre échantillon, un taux de diagnostic de la CGH
devant une hyperclarté nucale isolée de 9,2% (12/131). Parmiles 12 CNV identifiés et
restitués aux couples pendant la grossesse, nous avons recensé 2 aneuploidies rares
(trisomie 4 et 22), 6 VSI, 3 CNV PIEV, et 1 CNV classe 4. La CGH était donc négative
dans plus de 90% des cas. (Figure 11)

CGH-array analysées
(131)

CGH-array négative CGH-array positive
90,84% 9,16%
(119) (12)
Aneuploidie rare VSI PIEV Classe 4 et 5
1,53% 4,58% 2,29% 0,76%
(2) (6) (©) (1)

Figure 11 : Représentation graphigue des résultats de CGH-array

CNV = copy number variation ; VS| = CNV de signification incertaine ; PIEV = CNV a pénétrance
incompléte et a expressivité variable
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1.2 Caractéristigues de I'échantillon

Les caractéristiques des cas étudiés semblaient homogénes entre le groupe

« CGH-array négative » et le groupe « CGH-array positive ». Nous avons néanmoins

mis en évidence dans les deux groupes une surreprésentation des foetus de sexe

masculin présentant une HCN, avec 59,5% de fcetus de sexe masculin sur I'échantillon

total (p<0,05), soit un sex-ratio de I'ordre de 3 pour 2. (Tableau 3)

Caractéristiques des cas
Nombre de cas ; n
Année

= 2021:n

= 2022 :n

= 2023:n

Age maternel (années) ; m (q1-q3)

Caractéristiques échographiques
Grossesse

=  Unique ; n (%)

= Gémellaire ; n (%)
Terme échographie T1 (SA) ; m (q1-93)
Clarté nucale (mm) ; m (q1-g3)
LCC (mm); m (q1-93)
Terme de préléevement (SA) ; m (q1-g3)
Sexe foetal

= Féminin; n (%)

= Masculin ; n (%)

Tableau 3 : Caractéristiques de I'échantillon

CGH-array

négative

119

33
45
41

30 (27-35)

118 (99,2)
1(0,8)
12 (12-13)
4,2 (3,7-5,1)
61 (55-67)
13 (12-13)

CGH-array

positive

12

31 (28-32)

11 (91,7)
1(8,3)
12 (12-13)
4,5 (3,8-4,8)
60 (56-69)
13 (12-14)

5 (41,7)
7 (58,3)

n = effectif ; m = médiane ; q1 = 1" quantile (25%) ; g3 = 3°™ quantile (75%)
Le sexe feetal indiqué était déterminé a partir de la FISH ou du caryotype direct.

Total

131

35
51
45

30 (27-34)

129 (98,5)
2 (1,5)
12 (12-13)
4,2 (3,8-5,1)
61 (56-68)
13 (12-13)



1.3 Corrélation a la valeur de 'HCN

Dans notre échantillon, la détection d’'une aneuploidie par FISH ou KVC
semblait corrélée a la valeur de ’'HCN. En revanche, le nombre de CGH-array positives

ne semblait pas étre impacté par la valeur de 'HCN. (Figure 12)

>50 1 8 21 15 32 1| n=77
4150 2 14 I 33 4 11 n=56
3540 3 8 1 54 2 1I n=70
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
FISH/KVC : CGH-array :
T13 =T18 mT21 X0 wmAutre Négative VSI = PIEV mC4-C5 mAneuploidie

Figure 12 : Répartition des résultats génétiques selon la valeur de 'HCN (mm)

TX = trisomie X; X0 = monosomie X ; VSI = CNV de signification incertaine ; PIEV = CNV a
pénétrance incompléte et a expressivité variable ; C4-C5 = CNV classe 4 (probablement
pathogéne) ou classe 5 (pathogéne) ; n = total des effectifs pour chaque groupe
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1.4 Mode de transmission

En excluant les deux cas d’aneuploidie, le CNV identifié était retrouvé chez I'un
des deux parents dans 50% des cas, aussi bien pour les VSI que pour les CNV PIEV.
Dans un cas, la ségrégation parentale n'‘a pas été nécessaire a linterprétation.
(Tableaux 4 et 5)

Mode de Hérité Total
transmission Pére Meére hérité De novo | Inconnu | Total
VSI 3% 0 3 2 y i 6
PIEV 1 0 1 2 0 3
C4-C5 1 0 1 0 0 1
Total 5 0 5 4 1 10

Tableau 4 : Répartition des résultats de CGH-array positive classés par pathogénicité

selon le mode de transmission

VSI = CNV de signification incertaine ; PIEV = CNV a pénétrance compléte et a expressivité
variable ; C4-C5 = CNV classe 4 (probablement pathogéne) ou classe 5 (pathogene)

* 2 reclassés bénin aprés indentification chez un parent asymptomatique (cas 2) ou aprés
analyse complémentaire (cas 11)

T 2 retrouvés chez un parent paucisymptomatique (cas 5 et 9)
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6¢

Cas

Données cliniques
Age maternel
I'écho'gra\phie T1 (SA)
CN (mm)

LCC (mm)
Grossesse

Terme BT (SA)

Sexe feetal

Données moléculaires
Type de CNV

Locus

Bornes
arr[GRCh37]

Taille
Interprétation
Mode de transmission

31
13
4,7
68
MCMA
13

Délétion
2913

(113250582_
114007490)x1

757 kb
VSI
De novo

Données sur I’ évolution

Suivi échographique

Issue de la grossesse

Régression HCN

Naissance

31
12
4,4
60
Unique
12

Duplication
1941

(218865450_
219693220)x3

827 kb
VSI
Paternelle

Régression HCN

Naissance

31

11

4,5

54
Unique

12

Duplication
22q11.21 (A-D)

(18706001_
21505417)x3

2,8 Mb
PIEV
De novo

Persistance HCN
(6,8 mm 16 SA)

IMG 19 SA

Tableau 5 : Caractéristiques des cas avec CGH-array positive (cas 1 a 6)

28
13
7,8
70
Unique
13

Trisomie
Chromosome 4

(4)x3

NA
Aneuploidie
NA

Régression HCN

IMG 18 SA

35
12
4,8
58
Unique
14
M

Duplication
19913.11913.12

(33981948 _
35904576)x3

1,5 Mb
VSI
Paternelle

Régression HCN

Naissance

21
12
4,3
60
Unique
13
M

Délétion
7911.23921.11

76842204 _
80731008)x1

3,8 Mb
Classe 4
Paternelle

Régression HCN

IMG t16 SA

BT = biopsie de trophoblaste ; MCMA = grossesse gémellaire monochoriale monoamniotique; IMG = interruption médicale de grossesse ;
NA = non applicable ; NR = non réalisé
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Cas

Données cliniques
Age maternel
I'écho'gra\phie T1 (SA)
CN (mm)

LCC (mm)
Grossesse

Terme BT (SA)

Sexe feetal

Données moléculaires
Type de CNV

Locus

Bornes
arr[GRCh37]

Taille
Interprétation
Mode de transmission

Données sur I’ évolution

Suivi échographique

Issue de la grossesse

36
13
3,8
74
Unique
13
M

Délétion
16p13.11
(14910205 _
16289746)x1
1,4 Mb
PIEV
Paternelle

Régression HCN

Naissance

30
12
4,5
57
Unique
12
M

Duplication
16923.1

(74677174
77845209)x3

3,2 Mb
VSI
De novo

Régression HCN

Naissance

23
13
3,8
69
Unique
15

Duplication
11924.2q24.3

(126564750
127908667)x3

1,3 Mb
VSI
Paternelle

Régression HCN

Naissance

Tableau 5 : Caractéristiques des cas avec CGH-array positive (cas 1 a 6)

10

29
11
8,0
52
Unique
15
M

Délétion
16p11.2

Récurrente
proximale BP4-BP5

600 kb
PIEV
De novo

Persistance HCN
Majoration cedéme
Os longs courts
Dysmorphie faciale

IMG 19 SA
Génome en cours

11

28
13
3,7
69
Unique
14
M

Délétion
15911.2

(25063573
25114372)x1

51 kb
VSI
NR

Régression HCN

Naissance

BT : biopsie de trophoblaste ; MCMA : grossesse gémellaire monochoriale monoamniotique; IMG : interruption médicale de
grossesse ; NA : non applicable ; NR : non réalisé

12

32
12
3,8
56
Unique
13
M

Trisomie
Chromosome 22

(22)x3

NA
Aneuploidie
NA

NA

IMG 17 SA



I Présentation des cas de CGH-array positive

e Cas 1

Il s’agissait d’'une grossesse gémellaire monochoriale monoamniotique.
L’échographie du T1 a mis en évidence une HCN a 4,7 mm chez JA pour une LCC de
68 mm, et une CN a 1,4 mm chez JB pour une LCC de 68 mm. Le DPNI n’a pas

retrouvé d’aneuploidies.

La CGH-array réalisée a 13 SA a partir d'une BT a mis en évidence une délétion
interstitielle hétérozygote de 747 kb en 29g13 impliquant 17 génes codants dont 3 génes
impliqués en pathologie humaine : POLR1B (MIM #602000), PAX8 (MIM #167415) et
CKAP2L (MIM #616174). D’aprés la littérature, I'haploinsuffisance de POLR1B
semblait étre responsable du syndrome de Treacher-Collins, une cause de dysostose
mandibulo-faciale, bien que des délétions complétes de ce géne n’aient jamais été
rapportées 26-28, | ’haploinsuffisance de PAX8 semblait quant a elle pouvoir entrainer
une hypothyroidie avec une pénétrance incompléte 2°30. CKAP2L (MIM #616174) était
quant a lui impliqué dans une pathologie autosomique récessive puisque des variants
bialléliques entrainant son haploinsuffisance sont responsables du syndrome de Filippi
(MIM #272440), une cause de trouble du développement intellectuel. Lors du rendu
du résultat, les autres genes compris dans la délétion n'avaient pas été impliqués dans
les pathologies humaines. (Figure 13)

Ce CNV a été classé et rendu comme VSI a 17 SA, et n’a pas été retrouvé chez
le couple lors de I'étude de ségrégation parentale ultérieure. Le suivi échographique a
retrouvé une régression de I'hyperclarté nucale et n'a pas mis en évidence de
malformations cardiaques ni d’anomalie morphologique faciale. En revanche, JA

présentait une dysplasie multi-kystique rénale gauche.
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La présence du CNV chez les deux jumelles a été confirmée a partir de
prélevements sanguins réalisés en période postnatale. La dysplasie rénale unilatérale
a été confirmée chez JA, qui présentait a I'examen clinique un discret
microrétrognathisme associé a un chondrome pré-tragien gauche. JB a été opérée a
3 semaines de vie d’'une coarctation de 'aorte et présentait a 'examen clinique un
discret microrétrognathisme associé a une fistule de la racine de I'hélix gauche. Agées
de 2 ans a la derniere visite, les jumelles se portaient bien, et ne présentaient pas de

décalage dans les acquisitions, ni de retard de croissance.

Figure 13 : Délétion en 2913 (757 kb), emportant POLR 1B, de novo chez le cas 1

Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas?

Il s'agissait de la troisieme grossesse d’'un couple en bonne santé sans
antécédents familiaux notables. L'échographie du T1 retrouvait une HCN a 4,4 mm

pour une LCC de 60 mm.

La CGH-array réalisée a partir d'une BT a 12 SA a retrouvé une duplication rare
en 1941 de 827 kb, n’emportant pas de genes OMIM et rendue au couple comme VSI.
(Figure 9) Un patient rapporté dans Decipher avec des troubles du comportement et
un trouble du développement intellectuel était porteur d’'une duplication similaire de
394 kb (Decipher #321937). (Figure 14)

Ce CNV a été retrouvé chez le pere asymptomatique et a finalement été
reclassé comme probablement bénin. Le suivi échographique n’a pas mis en évidence
de malformations ni d’'anomalies foetales et 'HCN était régressive. Le couple a donné
naissance a un nouveau-né en bonne santé. Les otoémissions acoustiques réalisées
dans le cadre du dépistage néonatal de la surdité étaient néanmoins négatives a
droite, avec un contréle audiométrique a 15 mois subnormal. Agée de 15 mois a la
derniére consultation, elle avait acquis la marche et ne présentait pas de retard de

langage.

Figure 14 : Duplication en 1941 (827 kb), de novo chez le cas 2

Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas3

Il s’agissait de la troisieme grossesse d’'un couple de parents non apparentés
ayant deux enfants en bonne santé. La mére avait pour antécédent une chirurgie dans
I'enfance pour un reflux vésico-urétéral. L’échographie du T1 a retrouvé une HCN a

4,5 mm pour une LCC de 54 mm.

L’analyse des chromosomes par technique de CGH-array a retrouvé une
duplication récurrente de 2,8 Mb en 22g11.21 (OMIM #608363), correspondant au
miroir de la microdélétion la plus fréquente de la région, située entre les LCR 22A-D
et correspondant au syndrome de Di-George (OMIM #188400). Ce CNV est référencé
comme PIEV, facteur de risque du TND, avec une pénétrance estimée de 13,8% pour
les troubles du développement intellectuel, et en moyenne une perte de 13 points de
QI par rapport aux membres de la famille non atteints ', sans lien formel établi avec
'HCN observée. (Figure 15)

La ségrégation parentale était un faveur d’'un mécanisme de survenue
accidentel de ce remaniement chez le foetus. Le suivi échographique a retrouvé une
persistance de I'hyperclarté nucale mesurée a 6,8 mm a 16 SA, pouvant témoigner
d’'une forme inhabituellement sévére de duplication ou d’'un autre facteur de risque
indépendant de celui de la duplication. Dans ce contexte, le couple a formulé une
demande d’'IMG qui a eu lieu a 19 SA.
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Figure 15 : Duplication A-D en 22911.21 (2,8 Mb), de novo chez le cas 3

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas4

Il s’agissait de la quatrieme grossesse d’un couple en bonne santé, sans
antécédents familiaux particuliers. L’échographie du T1 a retrouvé une hyperclarté

nucale a 7,8 mm pour une LCC de 70 mm.

La CGH-array a retrouvé un profil évocateur d’une trisomie 4 homogeéne (Figure

16), avec confirmation sur 95/100 noyaux analysés en FISH interphasique.

Secondairement & un échec de la culture cellulaire des villosités choriales,
I'analyse du caryotype standard a partir d'une amniocentése a retrouvé une trisomie 4
en mosaique dans 20% des cellules analysées, habituellement responsable d’'un RCIU
avec une atteinte polymalformative et un trouble du développement intellectuel en
postnatal. L’échographie intermédiaire réalisée a 16 SA et 4 jours retrouvait une
régression de I'’hyperclarté nucale. Le couple a formulé une demande d'IMG qui a eu
lieu a 18 SA.

p16.3 e,

pi6.1
p15.33

pl15.31
pl5.2
pis.a
pl4
pl2
qll
qi2

q13.1
q13.2

q13.3

q21.21
q21.23

q22.1
q223

q24
q25
q26

q28.1

q28.3

q31.21
q31.23
31,

q 3:

q32.1

q32.3
q34.1
q34.3

q35.1
q35.2

Figure 16 : Trisomie 4 chez le cas 4

Profil de CGH-array
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e Casb

Il s’agissait de la deuxiéme grossesse d’un couple, par suite d’une précédente
grossesse interrompue devant le diagnostic d’'une trisomie 21 libre et homogéne. Le
pére était né a 40 SA avec un poids de naissance de 2620g (< 1°" p), avait été opéré
d’'une hernie inguinale et présentait une voix nasonnée. L’échographie du T1 a 12 SA

et 6 jours a retrouvé une HCN a 4,8 mm pour une LCC de 58 mm.

La CGH-array a retrouvé une duplication de 1,5 Mb en 19913.11q13.12 de
signification incertaine, emportant 33 génes codants dont 7 rapportés morbides dans
OMIM (PEPD, GPI, UBA2, SCN1B, LGIl4, HAMP, MAG). Des variants bialléliques dans
PEPD, GPI, LGI4, HAMP et MAG étaient décrits comme respectivement responsables
du déficit en prolidase, d’'anémie hémolytique, d’arthrogrypose, d’hémochromatose et
de paraplégie spastique. Des variants hétérozygotes faux-sens dans UBAZ2 étaient
décrits comme cause d’ectrodactylie. Concernant SNC1B, il s’agissait d’'un géne
associé a I'épilepsie et aux TND en cas de variants bialléliques. Des cas présentant
des variants faux-sens a I'état hétérozygote avaient été décrits, avec une grande
variabilité d’expression voire des familles avec une pénétrance incompléte 3233, Il n'y
avait pas de duplication similaire rapportée dans la littérature. Certaines duplications
plus grandes étaient rapportées pathogenes pour la déficience intellectuelle dans la
base de données Decipher, mais la plupart étaient classées comme VSI. Ce CNV a
donc été rendu comme VSI. (Figure 17)

La ségrégation parentale a retrouvé ce CNV chez le pére asymptomatique. Le
suivi échographique a 18 SA n’a pas retrouvé de cardiopathie ou d’anomalies
morphologiques. Le caractere hérité de ce variant associé€ a une régression de la clarté
nucale et a l'absence d’autres signes échographiques ont permis d’adopter un
discours rassurant pour la grossesse en cours. Le couple a poursuivi la grossesse et
a donné naissance a un enfant qui était en bonne santé lors de la derniére visite a 4

mois.
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Figure 17 : Duplication en 19913.11913.12 (1,5 Mb), héritée du pére chez le cas 5

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Casb

Il s’agissait de la premiere grossesse de ce couple. Le pere avait présenté des
difficultés scolaires avec un arrét en classe de 4®™, un échec en cursus
d’apprentissage, avec quelques troubles du comportement sans trouble du
développement intellectuel, et une surdité unilatérale. Il existait une notion d’HCN chez
lui et chez son grand-pére maternel. La mére était en bonne santé. L’échographie du

T1 a retrouvé une HCN de 4,3 mm pour une LCC de 60 mm.

La CGH-array a mis en évidence une délétion de 3,8 Mb au locus
7911.23921.11, rendue comme probablement pathogéne mais sans lien avec les
signes échographiques. En effet, le locus délété comprenait 11 génes codants dont 4
impliqués en pathologie humaine (PTPN12, MAGI2, GNAI1, CD36). Des variants faux-
sens dans GNAI1 étaient décrits comme responsables d’'un TND avec hypotonie,
retard de langage et troubles du comportement mais la littérature manquait de
données concernant les variants tronquants 3435, Concernant MAGI2, des variants
bialléliques étaient décrits comme responsables de syndrome néphrotique, mais il
existait aussi des données I'impliquant comme géne candidat dans I'épilepsie et les
troubles psychiatriques, sans preuve formelle 3637, Des variants de PTPN12 a I'état
somatique étaient impliqués dans des cancers colorectaux. Des variants bialléliques
de CD36 étaient responsables du déficit en glycoprotéine IV des plaquettes. Une
publication rapportait des patients avec TND porteurs d’'une délétion récurrente de 1,2
MB, plus centromérique que celle de notre cas, n'emportant ni MAGI2 ni GNAI1 3. Un
CNV similaire de 3,8 Mb, classé comme VSI, rapporté chez un enfant avec épilepsie,
hérité d’'une mére asymptomatique (Decipher #331921). Deux autres cas avec un CNV
similaire emportant MAGI/2, identifi¢ comme géne candidat dans la région,
présentaient un retard global du développement ou un trouble du développement
intellectuel (Decipher #280472 et #327249), sans information disponible sur le mode
de transmission. Ce CNV a donc été rendu comme probablement pathogéne mais a

priori sans lien avec 'HCN. (Figure 18)
Le couple a formulé une demande d’'IMG qui a eu lieu a 16 SA, avant la

réalisation des prélevements parentaux pour I'étude de ségrégation, qui a finalement

retrouvé la présence de la délétion chez le pére.
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Un an plus tard, le couple a demandé un DPN pour une nouvelle grossesse
spontanée. Le feetus présentait une CN a 1,6 mm a I'échographie du T1 et la FISH
réalisée aprés une BT a montré qu’il était porteur de la délétion familiale. Le couple

n’a pas formulé de nouvelle demande d’IMG pour cette grossesse.
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Figure 18 : Délétion en 7911.23921.11 (3.8 Mb), héritée du pére chez le cas 6

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas?

Il s'agissait de la premiére grossesse d'un couple de parents non apparentés.
La mére avait présenté des difficultés d’apprentissage avec une scolarité en institut
médico-éducatif, ainsi que des troubles anxiodépressifs, et était porteuse d'une
duplication récurrente A-D en 22q11.2, comme trois de ses cinq enfants issus de
précédentes unions. Le pére avait acquis la marche a 24 mois, avait arrété sa scolarité
a lage de 13 ans, et avait une fille en bonne santé issue d'une précédente

union. L’échographie du T1 a retrouvé une HCN a 3,8 mm pour une LCC de 74 mm.

La CGH-array réalisée a partir d'une BT a 13 SA a retrouvé une délétion
récurrente de 1,4 Mb en 16p13.11 (ORPHA:261236), correspondant au remaniement
le plus fréquent de la région, emportant les intervalles | et Il. (Figure 19) Il s’agissait
d’'un CNV PIEV, facteur de risque de TND, avec une pénétrance évaluée a 13,1%
globalement et a 6,5% pour la déficience intellectuelle, et hérité dans 80% des cas
31,39 Deux sur cing cas d’une cohorte de foetus porteurs de ce CNV PIEV présentaient

une HCN isolée 49,

La ségrégation parentale a retrouvé ce CNV chez le pére. Le suivi
échographique au T2 ne retrouvait pas de particularités et ’'HCN était régressive. Le
couple a poursuivi la grossesse. A la naissance, I'examen clinique de I'enfant était
sans particularités. Actuellement agé de 10 mois, il est suivi pour un strabisme

convergent intermittent depuis ses 5 mois.
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Figure 19 : Délétion récurrente I-l1l en 16p13.11, héritée du pére chez le cas 7

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas8

Il s’agissait de la troisiéme grossesse d’un couple non apparenté, obtenue aprés
insémination a la suite de deux fausse-couches précoces. Un frére du pére avait été
opéré d’'un ventricule droit a double issue. L'échographie du T1 a retrouvé une HCN

mesurée a 4,5 mm pour une LCC de 57 mm.

La CGH réalisée a partir d’'une BT a 12 SA a retrouvé une duplication de 3,2 Mb
en 16923.1 emportant 24 génes codants dont 8 impliqués en pathologie humaine
(CHST6, LDHD, MESP2, KARS1, ADAMTS18, TMEM231, FA2H). Pour tous ces
geénes, des variants bialléliques avaient été décrits responsables de pathologies :
dystrophie cornéenne maculaire (CHST6), acidurie D-lactique avec risque
d’arthropathie uratique (LDHD), dysostose spondylo-costale (MESPZ2), leuco-
encéphalopathie avec ou sans surdité, parfois de début infantile, ou Charcot-Marie-
Tooth de type 2 (KARS1), syndrome ophtalmologique associant microcornée, atrophie
chorio-rétinienne et télécanthus (ADAMTS18), ciliopathie a type de syndrome de
Meckel ou de syndrome de Joubert avec atteinte cérébelleuse (TMEMZ231), et
paraplégie spastique (FA2H). Un patient porteur d’'une délétion similaire de 4,3 Mb
était rapporté avec un trouble du développement intellectuel (Decipher #402414). Un
autre géne compris dans la délétion, CNTNAP4 était candidat dans les TND 4143 et un
patient atteint de trouble du développement intellectuel était rapporté avec une délétion
isolée de ce géne (Decipher #248525). Ce CNV a donc été rendu comme VSI,
n’expliquant pas 'HCN. (Figure 20)

L’étude de ségrégation parentale n’a pas retrouvé ce CNV chez les parents. Le
suivi échographique a 18 SA retrouvait une régression de I'’hyperclarté nucale et ne
mettait pas en évidence d’anomalies, en dehors d’une artéere ombilicale unique. Le
couple a poursuivi la grossesse. A la naissance, I'examen clinique de I'enfant était

sans particularités.
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Figure 20 : Duplication en 16923.1 (3,2 Mb), de novo chez le cas 8

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas?9

Il s’agissait de la premiére grossesse de ce couple. La mére avait un enfant
d’'une précédente union, en bonne santé. Elle avait pour principaux antécédents une
malformation de Chiari diagnostiquée fortuitement a la suite d’un accident de la voie
publique, des difficultés scolaires mineures avec un redoublement du CE2, ainsi
qu’une chirurgie du palais. Le pére présentait une hyperlaxité globale, et n’avait pas
eu de difficultés scolaires majeures. L’échographie du T1 a retrouvé une HCN a 3,8

mm pour une LCC de 69 mm.

La CGH-array a retrouvé une duplication de 1,3 Mb en 11924.2q24.3
comprenant le premier exon du géne KIRREL3 (MIM #607761), candidat dans le
syndrome de Jacobsen (MIM #147791), causé par une grande délétion 11g d’une taille
supérieure a 6 Mb responsable de trouble du développement intellectuel, avec retard
de croissance, épilepsie, dysmorphie faciale et malformations uro-génitales,
cardiaques ou cérébrales 444°. Des variants faux-sens dans ce géne avaient été
rapportés chez des patients avec un trouble du développement intellectuel 647 et un
patient présentant des troubles du spectre autistique était porteur d’'une délétion
emportant uniquement ce géne (Decipher #331478). Concernant les duplications, un
patient présentant une duplication similaire avait été décrit avec des anomalies
cérebrales (Decipher #390295), deux patients avec un TND étaient porteur d’'une
petite duplication intragénique (Decipher #402878 et #402879) et un patients avec un
trouble du développement intellectuel était porteur d’'une duplication comprenant les
derniers exons du géne (Decipher #377214). Ce CNV a donc été rendu comme VSI.
(Figure 21)

Les analyses parentales ont montré que cette duplication était héritée du pére,
pouvant expliquer rétrospectivement certaines difficultés d’élocution et quelques
signes morphologiques particuliers chez lui. L’échographie du T2 ne retrouvait pas

d’anomalies particuliéres et le couple a poursuivi la grossesse a terme.
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Figure 21 : Duplication en 11924.2924.3 (1,3 Mb), héritée du pére chez le cas 9

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas 10

Il s’agissait de la quatriéme grossesse d’'un couple en bonne santé, ayant deux
enfants sans antécédents a la suite d’'une fausse couche précoce. L’échographie du

T1 a retrouvé une HCN a 8 mm pour une LCC de 52 mm.

La CGH-array a retrouvé une délétion en 16p11.2 d’'une taille de 600 kb. Il
s’agissait de la délétion récurrente proximale BP4-BP5 classée comme PIEV, et
constituant un facteur de prédisposition aux troubles neuropsychiatriques, avec une
pénétrance estimée a 47% en globalité et retrouvée chez un des deux parents dans
30% des cas *®. La pénétrance pour les troubles du développement intellectuel était
de 20 a 40% avec une diminution moyenne du nombre de 39,4 points de Ql ou une
diminution de -1,8 DS par rapport aux membres de la famille non porteurs 34°. Parmi
les sujets porteurs, 25% présentaient une épilepsie, 20% présentaient un trouble du
spectre autistique et 75% des adultes présentaient une obésité 4°°°. Ce CNV a donc

été rendu comme PIEV, sans lien avec 'HCN. (Figure 22)

Le suivi échographique a retrouvé a 16 SA une persistance de 'lHCN mesurée
a 11 mm avec un cedeme préfrontal et des os longs courts. A 18 SA, 'cedeme s’était
majore et généralisé avec un épanchement pleural bilatéral, et I'échographie retrouvait
une dysmorphie cranio-faciale associant un hypertélorisme et des oreilles basses

implantées.

Devant la découverte de ces signes échographiques, faisant évoquer une
pathologie de la voie RAS, en association a la présence du CNV PIEV retrouvée, le
couple a formulé une demande d'IMG a 19 SA. L’examen feetopathologique a confirmé
la dysmorphie cranio-faciale et les os longs courts et a retrouvé des syndactylies
cutanées bilatérales des orteils II-lll. Les explorations se poursuivent actuellement par

'analyse du séquencgage du génome en trio.
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Figure 22 : Délétion récurrente BP4-BP5 en 16p11.2 (600 kb), de novo chez le cas 10

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas 11

Il s'agissait de la deuxiéme grossesse d’un couple en bonne santé ayant un
enfant sans antécédents. L’échographie du T1 a retrouvé une HCN a 3,7 mm pour une
LCC de 69 mm.

La CGH-array a retrouvé une délétion de 51 kb en 15911.2, rendue comme VSI
car emportant les 2 premiers exons du gene SNRPN, situé au sein du locus soumis a
empreinte associé au syndrome de Prader-Willi (MIM #176270), qui est une cause
d’hypotonie néonatale centrale sévére avec difficultés alimentaires, évoluant ensuite
vers un trouble du développement intellectuel constant mais variable associée a une
hyperphagie avec obésité centrale et des troubles du comportement. En période
prénatale, ce syndrome entraine dans la majorit¢ des cas une diminution des
mouvements actifs foetaux, avec parfois un hydramnios ou un petit poids pour I'age
gestationnel. Le locus 15q11.2 étant soumis a empreinte parentale, le syndrome de
Prader-Willi est lié a une absence d’expression de certains génes d’origine paternelle
(par délétion paternelle, disomie uniparentale maternelle ou anomalies du centre de
'empreinte). Des délétions similaires a celle de notre cas étaient rapportées
pathogénes chez plusieurs patients présentant un TND, avec retard psychomoteur et
trouble du développement intellectuel ou troubles du spectre autistique (Decipher
#331052, #331186, #331554 et #331405). (Figure 23)

Ce CNV a été reclassé comme bénin secondairement a I'analyse spécifique du
locus 15913.11 par MS-MLPA (methylation-specific multiplex-ligation-dependent
probe amplification), dont la méthode d’analyse le répertoriait comme polymorphisme
connu. En effet, cette étude n’a pas retrouvé d’anomalies du profil de méthylation, ni
d’autres anomalies du nombre de copie dans cette région critique. Le suivi
eéchographique était par la suite rassurant et la grossesse a été poursuivie a terme. A

la naissance, 'examen clinique de I'enfant était sans particularités.
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Figure 23 : Délétion en 15911.2 (51 kb) emportant SNRPN

A) Profil de CGH-array
B) Représentation sur UCSC : CNV du cas en jaune
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e Cas 12

Il s’agissait de la troisieme grossesse d’un couple en bonne santé, avec un
enfant en bonne santé et ayant eu une fausse couche précoce. L’échographie du T1

retrouvait une HCN a 3,8 mm pour une LCC de 56 mm.

La CGH-array a retrouvé une trisomie 22 homogéne sur les cellules
trophoblastiques (Figure 24). La trisomie 22 conduit habituellement a une fausse
couche précoce quand elle est homogéne chez le foetus, elle peut également étre
confinée au placenta ou étre retrouvée a I'état de mosaique foetale. Lorsqu’elle est
retrouvée chez le foetus, elle est responsable d’'une atteinte polymalformative avec

trouble du développement intellectuel en postnatal.

Le caryotype réalisé a partir d’'une amniocentése a 15 SA a finalement confirmé
le caractere libre et homogéne de la trisomie 22 chez le feetus. Le couple a demandé

une IMG qui a eu lieu a 17 SA.

ptd

pint

Figure 24 : Trisomie 22 homogéne chez le cas 12

Profil de CGH-array

51



DISCUSSION

l. Aspects techniques et rappel des résultats

1.1 Détection de CNV

Par définition et du fait de sa résolution, la CGH-array détecte des CNV non vus
au caryotype standard. Notre étude met donc en évidence un CNV dans 9,2% (12/131)

cas d’'HCN isolée aprés recherche d’aneuploidie fréquente. (Tableau 5 et Figure 11)

La revue de la littérature identifie 20 études similaires a la nétre, incluant au
total 2333 cas, ce qui nous permet de mettre en perspective les résultats de notre
série. Notre chiffre de 9,2% (12/131) est comparable a ceux retrouvés dans la
littérature, variables entre 0 et 19%. Notre série retrouve 2 aneuploidies rares, 3 CNV
PIEV, 6 VSI, et 1 CNV probablement pathogéne hérité. L'interprétation des données
de la littérature met en évidence une CGH-array positive dans 6,5% (152/2333) des
cas, retrouvant dans 2,4% (55/2333) des cas un VSI, dans 1,1% (26/5333) des cas un
CNV PIEV, et dans 3% (71/2333) des cas un CNV probablement pathogéne ou

pathogéne. (Tableau 6 et Annexe 3)

Ainsi, en cas d’'HCN isolée, une anomalie chromosomique est mise en évidence
dans environ 35% des cas, dont 30% de cas avec aneuploidie fréquente (T13, T18,
T21, monosomie X) et 5% de cas avec un CNV rare identifié par CGH-array.

1.2 Détection d’aneuploidies

Dans notre étude, nous avons retrouvé deux cas d’aneuploidies rares (trisomie
4 et trisomie 22) identifiées par CGH-array, théoriquement visibles sur un caryotype
(cas 4 et 12). Ce cas de figure est également décrit dans plusieurs études utilisant la
FISH interphasique ou la gPCR comme premier examen rapide %', et rapportant un

cas de trisomie 9 et un cas de trisomie 22. (Tableau 6)

Cette observation montre que le choix du type d’examen rapide réalisé en
premier lieu permet d’expliquer en partie la variabilité selon les études du taux de CNV
détectés en cas d’HCN. En effet, seule la technique du KVC permet un examen de

'ensemble des chromosomes, contrairement a la FISH interphasique ou a la qPCR.
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Etude

Brisset &' (2003)
Tyreman %2 (2009)
Leung & (2011)
Shaffer 84 (2012)
Srebniak 6% (2012)
Armengol % (2012)
Faas 7 (2012)
Rooryck ®' (2013)
Evangelidou © (2013)
Yatsenko %2 (2013)
Fiorentino %3 (2015)
Hillman %* (2013)
Brady ¢ (2014)
Oneda 55 (2014)
Huang 7° (2014)
Donnelly 7' (2014)
Lund % (2015)
Egloff 57 (2018)

Su %8 (2019)
Sinajon %° (2020)
Zhou © (2023)

Notre étude (2024)

Total

C4-C5

: CGH-
d’SI-?glll\l onas  amay Vsl PIEV Visible au
positive Total caryotype®
>3 mm 17 0 NA NA NA NA
SP 18 1 0 0 1 0
> 3,5 mm 38 3 1 0 2 0
SP 586 4271% 23 0 19 NR
SP 15 1 0 1 0 NA
SP 25 1 0 1 0 NA
SP 28 2 1 1 0 NA
SP 57 3 0 0 3 2
SP 16 3 2 0 1 0
SP 23 1 0 0 1 1
SP 25 3 0 0 3 2
> 3,5 mm 35 1 0 0 1 1
SP 19 3 0 1 ot 1
23 mm 53 4 3 0 1 1
SP 199 2 2 0 0 NA
>3,5mm 186 6 1 4 1 0
>3,5mm 94 15 1 6 st 6
>3,5mm 599 32 53% 8 7 17t 9
=23,5mm 46 10 6* 3 11 1
> 3,5 mm 107 6 0 0 6 4
> 6,5 mm 16 1 0 0 1 1
> 3,5 mm 131 12 6 3 3 2
sP 2333 (61,:; ) (235% ) (1,216% ) (:;’ol ) 31/52

Tableau 6 : Revue de la littérature reprenant le nombre de CNV identifiés par CGH-

array devant une HCN isolée avec notre interprétation du résultat

HCN = hyperclarté nucale ; SP = sans précision ; NA = non applicable ; NR = non renseigné

* dont 3 reclassés bénin

T dont 4 caractérisés comme « incident » : détails disponibles dans I'annexe 3

° Nous avons considéré une anomalie comme visible au caryotype lorsque sa taille était
supérieure a 5 Mb. Les données étaient disponibles pour toutes les études sauf celle de
Shaffer et al., soit pour 52 cas.
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1.3 Délai de résultat

Dans notre série, la temporalité de la restitution du résultat était compatible avec
le délai de trois semaines préconisé en période prénatale. En effet, 'absence de
nécessité d’'une culture cellulaire permet au mieux un résultat en une semaine, alors

que la réalisation d’un caryotype standard nécessite au minimum trois semaines.

1.4 Limites de la CGH-array

Par rapport au caryotype standard, la CGH-array ne permet pas de mettre en
évidence des variations a I'état de mosaique en faible pourcentage, de 'ordre de 15 a

20%, ou des variations ponctuelles qui ne seraient visibles que par séquencgage.

De plus, les résultats de CGH-array nécessitent souvent une étude de la
ségrégation parentale afin d’aider a leur interprétation. La nécessité des prélévements
parentaux est plus rare pour les résultats de caryotype, par exemple en cas de

translocation équilibrée non connue.

En ce qui concerne les données incidentes, qui n‘ont pas de lien avec
l'indication de 'examen et dont la découverte est fortuite, la conduite a tenir difféere en
cas d’analyse chromosomique par caryotype standard ou par CGH-array. Le fait de
restituer une donnée incidente, mise en évidence par caryotype est habituellement
accepté (syndrome de Klinefelter, translocation équilibrée) puisque le résultat d’'un
caryotype correspond a sa formule chromosomique. Pour la CGH-array, la gestion des
données incidentes est moins consensuelle et correspond a un questionnement de
longue date. En effet, la prescription d’'une CGH-array se fait dans une indication
précise, selon les signes observés en prénatal ou en postnatal, et la restitution d’'un
éventuel CNV détecté peut donc se faire indépendamment du lien avec I'indication
initiale. Certains centres utilisent ainsi des puces a facon, soit des puces dont les
fragments d’ADN ne couvrent pas I'ensemble du génome, privilégiant certaines zones
d’intérét par rapport a d’autres, afin de limiter le risque de découverte de données

incidentes 72,
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. Intérét médical

2.1 Objectifs de 'examen

L’objectif du diagnostic prénatal en cas dHCN est de pouvoir préciser le
pronostic pour la grossesse en cours et la conduite a tenir en période
néonatale. L’analyse chromosomique par CGH-array fait partie des outils a disposition
pour répondre a cet objectif, mais souléve également des problématiques liées aux

difficultés d’interprétation et a la nature des résultats parfois mis en évidence.

2.2 Difficultés d’interprétation

De maniére générale, les résultats génétiques sont des données parfois
difficiles d’interprétation, a fortiori en période prénatale ou la sémiologie est moins bien
connue et parfois différente des signes cliniques observables et décrits en période
postnatale. Bien qu’elle soit plus facile a réaliser sur le plan technique que le caryotype
standard, la CGH-array présente des difficultés d’interprétations quant a la
pathogénicité des CNV, du fait de I'hétérogénéité des anomalies mises en évidence,
et quant au pronostic envisagé. En effet, les anomalies visibles au caryotype sont plus
frequemment les mémes (trisomie 13, 28, 21, monosomie X, triploidie), avec des
phénotypes associés plutét homogénes pour une anomalie donnée. La CGH-array
détecte quant a elle des VSI, dont les phénotypes associés sont moins bien décrits,
ou des CNV PIEV, dont les phénotypes associés correspondent a de larges spectres

et sont plus difficiles a prédire en période prénatale.
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2.2.1 Sur le plan de la pathogénicité

Parmi les cas de CGH-array positive de notre étude, nous avons retrouvé 6 VSI,
concernant 4,6% (6/131) des cas au total, et correspondant a la majorité des types de
résultats de CGH-array positive (6/12). Ce chiffre est supérieur a la moyenne de 2,4%
obtenue a partir de la revue de la littérature, ce qui peut étre expliqué par le fait que
certaines études rapportent uniquement les CNV identifiés comme clairement

pathogenes. (Tableau 6 et Annexe 3)

Afin de réduire le risque de subjectivité dans linterprétation des CNV, des
critéres de pathogénicité ont été proposés (Tableau 1) Ainsi, des VSI sont parfois
restitués en période prénatale du fait de leur caractére rare et/ou de leur grande taille,
ou emportant des génes non décrits en pathologie humaine mais étant des génes
candidats possiblement impliqués dans les TND. Dans les cas 1, 2, 5, et 8, un VSI
dont le caractére de novo l'aurait reclassé comme pathogéne a été restitué afin de

réaliser une étude de ségrégation parentale.

Dans le cas 1, la délétion de 747 kb emportant deux génes haploinsuffisants
(PAX8 et POLR1B), mais non impliqués dans les troubles du développement
intellectuel, était interprétée comme VSI. S’il avait été hérité d’'un parent sain, ce CNV
serait resté interprété comme VSI. Du fait du caractére de novo, il aurait pu étre
interprété comme CNV probablement pathogene (classe 4). Néanmoins, il existait peu
de données disponibles permettant de prédire le phénotype postnatal sur le plan

craniofacial et en termes de risque de TND, et le couple a poursuivi la grossesse.

La duplication de 927 kb en 1941 du cas 2, n’emportait aucun géne connu, mais
était rapportée chez un patient présentant un trouble du développement intellectuel,
suffisant a l'interpréter comme VSI. Néanmoins, le caractére hérité d’'un parent

asymptomatique a permis de le réinterpréter comme bénin (classe 1).

Les duplications des cas 5 et 8, respectivement de 1,5 Mb en 19913.11913.12
et de 3,2 Mb en 16923.1 emportaient chacune un gene impliqué dans les TND dont
I'haploinsuffisance n’était pas clairement prouvée, mais dont des duplications
similaires étaient décrites. Dans le cas 5, le CNV n’a pas été reclassé du fait de son
caractére hérité d’un parent asymptomatique et le couple a poursuivi la grossesse. Le
CNV de novo du cas 8 aurait pu étre reclassé comme probablement pathogéne (classe

4), avec néanmoins une incertitude importante, et le couple a poursuivi la grossesse.
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La duplication de 1,3 Mb en 11924.2924.3 du cas 9 emportait la région 5’ et le
premier exon d’'un géne candidat dans les TND (KIRREL3). D’autres patients avec des
duplications intragéniques de KIRREL3 étaient décrits, mais sans données disponibles
permettant de conclure au potentiel mécanisme de pathogénicité de ce géne. Si ce
CNV avait été de novo, il n’aurait pas été reclassé. Dans notre cas, le caractére hérité
du pére a entrainé un interrogatoire meédical plus précis, mettant en évidence chez lui
la présence de signes mineurs, et soulevant la question de I'implication du CNV dans
ces signes. Ainsi, l'interprétation clinico-biologique secondaire a la ségrégation

parentale a permis de rassurer le couple qui a poursuivi la grossesse.

Ces cas illustrent le fait que l'interprétation se fait selon I'état des connaissances
a un instant donné, influencées notamment par les différentes bases de données
(BDD) disponibles. Certains patients rapportés dans les BDD, porteurs d’'un CNV et
présentant un TND peuvent présenter une autre explication génétique a leur
phénotype, notamment un variant ponctuel identifiable par séquengage de 'exome ou
du génome. En postnatal, la CGH-array reste un examen de premiére intention dans
les TND et certains patients porteurs d’'un CNV interprété comme VSI sont donc inclus
dans les bases de données, sans données génotypiques disponibles concernant un
éventuel séquencage de I'exome ou du génome, et constituant un argument en faveur
de la pathogénicité de ce CNV. Inversement, les BDD utilisées ne pouvant étre
exhaustives, et la fonction de I'ensemble des génes humains n’étant pas connue a
I'heure actuelle, il est possible dans certains cas qu’un VSI n’ait pas éteé restitué a un
moment donné, et qu’il soit finalement reclassé pathogéne selon I'évolution des

connaissances.

Enfin, la délétion de 51kb en 15q11.2 du cas 11 emportait 2 exons d’'un géne
connu (SNRPN) situé au locus du syndrome de Prader-Willi, dont le diagnostic
génétique est habituellement fait devant une suspicion clinique, par examen ciblé de
la région avec analyse de la méthylation. Dans le cas 11, ce diagnostic a pu étre écarte
secondairement a la réalisation de cette analyse spécifique par MS-MLPA, mais ce
cas de figure reste rare et trés spécifique a ce locus et au mécanisme responsable de
ce syndrome impliquant la méthylation. En effet, il n’existe habituellement pas d’autres

examens complémentaires pour affirmer ou infirmer la pathogénicité d’'un CNV.
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2.2.2 Sur le plan de l'incertitude pronostique

Dans les cas 3, 7 et 10, nous avons identifié¢ des délétions récurrentes
interprétées comme CNV PIEV, respectivement en 22911.21 de 2,8 Mb A-D, en
16p13.11 de 1,4 Mb, et en 16p11.2 de 600 kb BP4-P5. Les recommandations pour la
classification et a l'interprétation des CNV identifiés de maniére récurrente du réseau
AChro-Puce indiquent que les CNV PIEV doivent étre considérés comme contribuant
au phénotype du patient en cas de TND avéré. En revanche, ils doivent étre considéreés
comme des facteurs de susceptibilité aux TND en cas de découverte fortuite en
diagnostic prénatal, ne pouvant alors justifier d’'une demande d’IMG du fait de

I'hétérogénéité clinique.

L’identification de ce type de CNV meéne donc a une information complexe pour
les couples, selon la pénétrance estimée pour chacun de ces CNV, selon le caractére

hérité ou de novo, selon I'histoire et la perception du couple et du médecin.

Méme en cas de CNV pathogéne clairement identifié, la prédiction du
phénotype peut s’avérer difficile. En effet, en excluant les deux cas d’aneuploidies, le
seul CNV restitué comme pathogéne dans notre étude était également retrouvé chez
le pére et a priori chez le grand-pére, tous deux en bonne santé et ayant présenté une
HCN (cas 6). D’autres observations de transmission familiale rapportées dans la
littérature laissent suggérer que ce CNV peut présenter un mode d’expression ayant
un certain degré de pénétrance incompléte et une expressivité variable, avec un
spectre d’expression plus large que celui des cas index décrits. Ce cas de figure illustre
le fait que la prédiction du phénotype peut rester difficile méme en cas d’identification
d’'un CNV classé comme pathogéne. D’autres rares cas de CNV non récurrents mais
présentant un certain degré de pénétrance incompléte ont été décrits. Par exemple,
des délétions du géne ANKS1B au locus 12923.1 peuvent survenir de novo, mais sont
trés souvent héritées d’'un parent asymptomatique. (Decipher #252112, #491232,
#263857 et #259749).

Par ailleurs, la revue de la littérature a retrouvé certains CNV rendus
pathogenes présentant en fait les criteres d’'un CNV PIEV tels que nous les avons
définis. Ainsi, nous avons retrouvé 7 fois dans la littérature la duplication 22911.21
présentée par le cas 3, presque toujours interprétée comme CNV pathogéne,
notamment dans la littérature issue de pays non francophones, illustrant les possibles

différences d’interprétation selon les centres et a I'échelle internationale. (Annexe 3)
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2.2.3 Surle plan du lien avec 'HCN

La mise en évidence d’'un CNV PIEV en contexte d’HCN isolée peut étre
considérée comme une découverte fortuite puisque 'HCN n’est pas un signe connu
associé a ces CNV. De plus, leur prévalence individuelle sur notre effectif total reste

faible (<1%), se rapprochant ainsi de celle observée en population générale.

Nous avons retrouvé dans la littérature quatre cas de CNV interprétés comme
incidents : deux cas porteurs d'une délétion hors phase du géne DMD héritée de la
meére et responsable de la dystrophie musculaire de Duchenne (MIM #310200), un cas
porteur d’'une délétion du bras long du chromosome Y emportant le locus AZF,
responsable d’infertilité par d’azoospermie (MIM #415000), et un cas porteur d’'une
délétion du géne STS héritée de la mére et responsable d’ichtyose avec une

transmission récessive liée a I'X (MIM #308100).

Dans la littérature, certains cas de CNV correspondant a des syndromes
microdélétionnels connus a forte pénétrance ont été mis en évidence comme la
délétion 5935 emportant NSD1 et correspondant au syndrome de Sotos, (MIM
#117550) ou la délétion 17921.31 emportant KANSL1 et correspondant au syndrome
de Koolen de Vries (MIM #610443). Dans ces syndromes, 'HCN n’est pas un signe
habituellement décrit, soit en raison d’'une véritable absence de lien avec eux, soit en

raison d’une description incompléte du phénotype foetal qui leur est associée.

Dans le cas 6, 'HCN présentée par le foetus semblait étre expliquée par le CNV
identifié 7911.23921.11 puisque le pére porteur avait également présenté une HCN,
ainsi que son propre pére dont le statut génétique était inconnu. Néanmoins, la
deuxiéme grossesse de ce couple, pour laquelle le foetus était également porteur du
CNV mais ne présentait pas d’'HCN, a reposé la question du lien entre 'HCN et le
CNV.
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2.3 Intérét de la ségrégation parentale

Dans six de nos cas, un VSI a été rendu avant ségrégation parentale. Cette
derniére a mis en évidence le caractére hérité du CNV dans la moitié des cas,
permettant ainsi d’adopter un discours rassurant pour la suite de la grossesse quand
le parent était paucisymptomatique (cas 5 et 9) voire de le reclasser en bénin quand

le parent était asymptomatique (cas 2).

Trois CNV PIEV ont été mis en évidence, de novo dans deux cas (cas 3 et 10)
et hérité dans un cas (cas 7). Dans le cas 7 ou le CNV PIEV était hérité d’'un parent, il
existait un contexte familial de difficultés scolaires, l'autre parent étant lui-méme

porteur d’un autre CNV PIEV, et la grossesse a été poursuivie.

En revanche, le couple du cas 6 a demandé a accéder a une IMG dans les
suites immédiates de I'information concernant la délétion de 3,8 Mb en 7q11.23921.11
interprétée comme probablement pathogéne et héritée du pére, avant obtention des

résultats de la ségrégation parentale.

De maniére générale, des cas de récurrence familiale d’HCN ont été décrits
dans la littérature chez des sujets en bonne santé, suggérant un déterminisme

génétique parfois familial de 'HCN 73,

L’étude de la ségrégation parentale est donc importante pour l'interprétation du
résultat mais aussi pour la perception de ce résultat par le couple. |l peut étre discuté
de réaliser les prélevements parentaux de maniére concomitante au prélevement
invasif, permettant une interprétation et un rendu du résultat plus complets d’emblée.
Néanmoins, le fait de réaliser la ségrégation parentale aprés rendu du premier résultat
permet une interprétation clinico-biologique et de pouvoir donner un temps de
réflexion. Ainsi la conduite a tenir quant a la temporalité de la ségrégation familiale

semble étre a adapter a la demande du couple lors de I'information initiale.
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2.4 Suivi échographique et postnatal

Bien gqu’aucune malformation cardiaque n’ait été retrouvée dans le groupe
CGHe-array positive et que nous n’ayons pas récupéré systématiquement I'information
pour le groupe CGH-array négative, I'échographie intermédiaire couplée a
I'échographie cardiaque foetale autour de 18 SA, reste un élément pronostique majeur

dans le suivi des HCN isolées, indépendamment du résultat de la CGH-array.

Dans les deux cas ou le VSI était de novo (cas 1 et 8), le suivi échographique
était sans particularités, en dehors d’une dysplasie multi-kystique rénale unilatérale
chez un des feetus (cas 1) et les grossesses ont donc été poursuivies a terme. Aprés
la naissance, I'examen clinique pédiatrique était sans particularités (cas 8) ou

retrouvait de discrets signes morphologiques (cas 1).

En revanche, dans les deux cas ou le CNV PIEV était survenu de novo, les
grossesses ont été interrompues a 19 SA devant la persistance de 'HCN associée
dans un cas a des os longs courts et a des particularités morphologiques (cas 3 et 10).
Les couples concernés ont formulé une demande d’IMG devant ['évolution
échographique défavorable qui pouvait difficlement étre expliquée par la seule
présence du CNV PIEV.

Dans notre étude, toutes les demandes d’'IMG ont donc été formulées en cas
d’aneuploidie ou de CNV classe 4 (cas 4, 6 et 12) ou en cas d’évolution échographique
défavorable (cas 3 et cas 10). Dans le cas 10, I'évolution échographique a été I'élément
déclencheur dans la décision du couple qui aurait été plutdt conservateur en cas de
délétion 16p11.2 isolée ou en cas de syndrome de Noonan isolé. L’identification du
seul CNV n’aurait donc pas modifié la trajectoire de la grossesse, mais a contribué a
la prise de décision du couple. Dans le cas 6, la grossesse a été interrompue devant
la présence d'un CNV classé probablement pathogéne, alors que la deuxiéme
grossesse de ce couple pour laquelle le foetus était porteur du méme CNV mais ne

présentait pas d’HCN a été poursuivie.

De maniére générale, aucun CNV identifié dans notre série n’a conduit a une
intervention médicale ciblée pendant la grossesse ou en période postnatale, En effet,
le suivi échographique morphologique précoce et I'examen clinique a la naissance puis
le suivi pédiatrique sont des éléments de la prise en charge déja recommandés en cas

d’hyperclarté nucale isolée, quel que soit le résultat de la CGH-array.
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2.5Intérét d’'une discussion pluridisciplinaire

L’analyse des chromosomes par CGH-array devant une HCN isolée a pour
particularité d’étre un examen prescrit par le gynécologue, interprété par le biologiste,
et dont la restitution du résultat est a la charge du généticien clinicien en cas de résultat
positif. La multiplication des interlocuteurs peut étre percue comme une limite a la
réalisation de la CGH-array en cas d’HCN isolée, mais permet toutefois d’organiser
une évaluation pluridisciplinaire de la demande du couple afin de pouvoir y adapter la

prise de décision.

La discussion pluridisciplinaire prend d’autant plus son intérét lorsqu’il existe un

doute concernant l'interprétation d’'un VSI ou I'intérét de rendre un CNV PIEV.

2.6 En cas de CGH-array négative

Il persiste un risque résiduel de pathologie en cas de CGH-array négative,
notamment en cas d’HCN persistante pouvant étre associée au syndrome de Noonan
(MIM #163950) et aux autres atteintes de la voie RAS 4. Ces pathologies ne seraient
détectables que par séquengage a trés haut débit (exome, génome, panel) et
soulévent des questions similaires concernant les difficultés d’interprétation, avec des
corrélations génotype-phénotype parfois difficiles a établir, et un risque accru de
détection de données incidentes 7578,

Certaines études recommandent donc de réaliser un séquengage du génome
aprés CGH-array négative en cas d’anomalies foetales multiples mais discutent

l'intérét de cet examen en cas d’anomalie foetale isolée 7°.
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lll.  Aspects psychologiques et éthiques

3.1 Contexte périnatal

La mise en évidence d’'une anomalie foetale est source d’anxiété parentale avec
un vécu parfois traumatique mettant en jeu des mécanismes de deuil, au moment du
diagnostic et dans la période périnatale 882 Dans certains cas, il a été montré que
les niveaux d’anxiété parentale élevée persistaient sur le long terme dans les mois
suivant la naissance, et parfois jusqu’a plus de dix ans aprés le diagnostic 8385, bien
qu’une étude décrive une une diminution des signes de stress post-traumatique sur la

premiére année 86,

Or il a été montré que dans les grossesses a haut risque, un niveau élevé
d’anxiété parentale, notamment maternelle, en période périnatale est associé a un
risque concernant le vécu émotionnel de la grossesse et de la période postnatale,

pouvant faire craindre un impact sur I'attachement a court terme 7.

3.2 Information claire et loyale

Dans notre étude, 3 CNV PIEV et 6 VSI ont été identifiés. L'identification de ces
deux types de CNV engendre une complexité de I'information médicale donnée au
couple au moment du résultat, alors que I'information donnée par le médecin se doit
avant tout d’étre claire et compréhensible, pertinente et adaptée a la situation
particuliere du couple. Nous nous sommes donc demandé de quelle maniére cette

information complexe pouvait étre comprise par le couple.

Dans la littérature, peu d’études ont analysé ces aspects de maniére spécifique
a la CGH-array. Néanmoins, une modélisation a été proposée, décrivant quatre fagons
différentes de percevoir I'information médicale : celle congue par le médecin, en
opposition a celle finalement délivrée et celle retenue par le patient, en opposition a
celle initialement attendue. (Figure 25) Des différences significatives ont été montrées
en termes de taux d’information donnée selon le médecin et selon le patient,
concernant notamment I'annonce diagnostique, I'explication de la maladie, et le

déroulement pratique pour la suite .
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Figure 25 : Adaptation du cycle de la qualité a I'information du patient, d’aprés Nachin88

Des préoccupations concernant le caractére éclairé du consentement
secondaire a une information a propos des tests génétiques ont déja été soulevées au
sujet du DPNIc. Une étude rapporte qu’une sur cing femmes n’avait pas conscience

d’avoir réalisé un dépistage génétique par DPNIc .

Nous n’avons pas retrouvé d’études concernant les VSI mis en évidence par
CGHe-array, mais certaines sources recommandent que I'éventuelle restitution d’un
VSI mis en évidence par séquengage du géenome doit étre discutée en amont du test

génétique et doit étre inclue dans le consentement .

Dans le cadre de la CGH-array, il est alors nécessaire de discuter et d’anticiper
avec les couples la temporalité concernant la restitution des résultats et les
prélevements parentaux pour étude de ségrégation. De méme, il est important
d’envisager en amont avec le couple les différents cas de figures pouvant se présenter

lors de la réalisation de cet examen. (Tableau 7)

Dans certains cas de CNV hérités, la question de I'information aux apparentés
peut se poser. En effet la mise en évidence d’'une anomalie pathogéne chez un individu
le rend responsable auprés de ses apparentés et nécessite qu’il leur transmettre
'information. Néanmoins dans le cas 6, I'information a transmettre concernant le CNV
identifié est complexe, s’inscrivant dans le contexte particulier qu’est la période

prénatale, et associée a un choix personnel au couple quant a la grossesse en cours.
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Type de CNV et transmission

De novo Hérité

Relativement fréquent en
population générale, souvent hérité

Généralement bien documenté

C4-C5 Situation « attendue » Similaire au cas de figure d’'un
. lors de la prescription de | CNV PIEV, dépend de I'état de
(1%) I'examen santé du parent porteur du CNV
Parfois donnée incidente A interpréter avec prudence
PIEV : L . :
Information qui dépend du % de la pénétrance, des signes
(4-5%) possibles, de I'histoire et de la perception du couple et du

médecin

Intérét d’'une discussion pluridisciplinaire avec un généticien
clinicien

VSI
(2-3%)
Rare

Généralement peu documenté

Information qui dépend des connaissances médicales a un
instant donné

Intérét d’'une discussion pluridisciplinaire
Possiblement bénin si le parent porteur est asymptomatique

Possiblement pathogéne si de novo

CGH-array négative

Question du risque résiduel

éventuelle
ségrégation parentale

pluridisciplinaire  morphologique
indispensable

(>90%)
Dans tous les cas
Prescription  Résultat Suivi psychologique
Discussion avec le couple
Information éclairée +/- ségregation parentale
| 4
Anticipation d’'une Discussion Echographie Examen clinique a

la naissance et

et cardiaque feetale suivi pédiatrique

Tableau 7 : Schématisation des cas de figures possibles lors de la prescription d’'une

CGH-array en cas d’'HCN isolée sans aneuploidie fréquente

Case verte et rouge : cas de figures « simples » en cas de CNV pathogéne clairement identifié
ou en cas de CGH-array négative ; Cases grises : situations complexes
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[\V. Conclusion

Nous avons montré que 'examen des chromosomes par CGH-array devant une
HCN isolée est un examen complexe dans son interprétation. En effet, parmi les 70%
de cas d’HCN isolée ne présentant pas d’aneuploidie fréquente, cet examen identifie
dans environ 7% des cas un CNV rare dont la pathogénicité et le lien avec les signes
eéchographiques observés ne sont pas clairement établis, contrairement a la mise en

évidence d’'une T21 par exemple.

Les cas de notre série et la reprise de la littérature montrent que la classification
des CNV est soumise a l'interprétation clinico-biologique et que cette derniére varie
selon les criteres d’interprétation choisis et I'évolution de nos connaissances. Par
exemple, I'élargissement du nombre de descriptions des cas porteurs de CNV
récurrents a entrainé la proposition de la catégorie des CNV PIEV dans la

classification.

La difficulté principale de la CGH-array en contexte prénatal est posée par les
VSI, qui peuvent souvent étre reclassés comme bénins s’ils hérités, et plus rarement
comme pathogéne s’ils de novo. Or dans l'indication de 'HCN isolée, un VSI a été mis
en évidence dans 6% des cas de notre étude, ne modifiant pas la conduite a tenir pour
la grossesse et la période prénatale par rapport au suivi échographique. Au total, ces
VSI ont été rapportés dans cette indication dans 2-3% des cas dans la littérature.

Malgré ces observations, certaines études proposent de réaliser une CGH-array
comme examen de premiére intention en cas de grossesse a haut risque définie

d’aprés le dosage des marqueurs au T1 ou en cas d’age maternel avancé 1991,

Du fait de cette complexité d’interprétation et du contexte psychologique
particulier en lien avec le diagnostic prénatal, une information éclairée au couple est
primordiale, notamment en amont du test, ainsi qu'un accompagnement
psychologique et qu’une discussion pluridisciplinaire, surtout en cas de mise en

évidence d’'un CNV difficile d’interprétation.
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ANNEXE 1
LISTE DES ABREVIATIONS

BDD : base de données

BT : biopsie de trophoblaste

CGHe-array : comparative genomic hybridization array
CN : clarté nucale

CNV : copy number variation (variation du nombre de copies)
DPN : diagnostic prénatal

DPNI : diagnostic prénatal non invasif

FISH : fluorescent in situ hybridization

HCN : hyperclarté nucale

IMG : interruption médicale de grossesse

Kb : kilobases

Mb : mégabases

PIEV : pénétrance incompléte et expressivité variable
PLA : prélevement de liquide amniotique

SA : semaines d’'aménorrhée

SAE : signe d’appel échographique

T1 : premier trimestre

T2 : deuxieme trimestre

T3 : troisieme trimestre

TND : trouble du neurodéveloppement

VSI : variant de signification incertaine

74



ANNEXE 2
LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX

FIGURES
1 — Résumé des outils de dépistage et de diagnostic prénatal génétique ............. 7
2 — Mesure échographique de clarté nucale et score de Herman............................ 8
3 — Répartition des mesures de clarté nucale en population générale ................... 9
4 — Principe de la CGH-array et représentation graphique .............cccccoeeviiiiiinnnne. 11
5 — Frise chronologique retragant I'histoire de la mesure de ’'HCN dans le contexte
de I'organisation du diagnostic prénatal en France ............ccccociiiiiiieeiiiieeceeeee 15
6 — Diagramme montrant les critéres d’inclusion et d’exclusion des cas .............. 19
7 — Stratégies possibles de diagnostic prénatal cytogénétique ... 21
8 — Images de FISH interphasique ............ceiiiiiiiiiieeeeeee e 22
9 — Images de caryotype standard ............ooooiiiiiiiiii 23
10 — Exemple d’analyse et d’'interprétation de la CGH-array ............cccevvvvvinnnnens 24
11 — Représentation graphique des résultats de CGH-array ...........cccoevvvvviiinnnnes 25
12 — Répartition des résultats génétiques selon la valeur de 'lHCN (mm) ........... 27
13 — Délétion en 2913 (757 kb), emportant POLR1B, de novo chez le cas 1........ 32
14 — Duplication en 1941 (827 kb), de novo chez le cas 2............cccceeeeeiiiiiniinnn. 33
15 — Duplication A-D en 22q11.21 (2,8 Mb), de novo chez le cas 3...................... 35
16 — TriSOMI€ 4 ChEZ 1€ CAS 4 ... 36
17 — Duplication en 19913.11q13.12 (1,5 Mb), héritée du pére chezle cas 5....... 38
18 — Délétion en 7911.23921.11 (3,8 Mb), héritée du pére chezlecasb6.............. 40
19 — Délétion récurrente I-1l en 16p13.11, héritée du pére chezlecas 7............... 42
20 — Duplication en 16923.1 (3,2 Mb), de novo chezlecas 8 .............cccceeeennnnne. 44
21 — Duplication en 11924.2924.3 (1,3 Mb), héritée du pére chezlecas 9............ 46
22 — Délétion recurrente BP4-BP5 en 16p11.2 (600 kb), de novo chez le cas 10 .48
23 — Délétion en 15911.2 (50 kb) chez le cas 11 .......cooiiiiiiiiiiiie e 50
24 — Trisomie 22 chez le cas 12 : principe et définitions ..............ccooeeeiiiiiiiiinnnee 51
24 — Qualité de I'information appliqUEe ... 64
TABLEAUX
1 — Classification des CNV, d’aprés les critéres du réseau AChro-Puce .............. 13
2 — Extrait du guide de bonnes pratiques d’AChroPuce (2020) concernant le rendu
prénatal des CNV Selon [EUr tYPe ........oooeiiiiiiiiiicceeee e 14
3 — Caractéristiques de I'échantillon_...........ccooeeiiiiiiieiiiie e, 26
4 — Répartition des résultats de CGH-array positive classés par pathogénicité selon
le mode de tranSMISSION ......ccoiiiiiiiie e 28
5 — Caractéristiques des cas avec CGH-array positive ...........ccccceeeiiiieiiiieeeeeeeeee, 29
6 — Revue de la littérature reprenant le nombre de CNV identifiés devant une HCN
isolée avec notre interprétation du résultat ..............ccooooiiiiiii 53
7 — Schématisation des cas de figures possibles lors de la prescription d’'une CGH-
array en cas d’HCN isolée sans aneuploidie fréquente ..........cccccceeeveeiiiiiiiinnnnnn. 65

75



ANNEXE 3

LISTE DES CNV IDENTIFIES DANS LA LITTERATURE

Terme CN . Mode de Visible au Interprétation Ré-
(SA)  (mm) Bornes Taille transmission caryotype Issue article interprétation
Tyreman®?
ha17] NR  HK 19q13.42(59545138-61142344)x1 1,6 Mb NR non NR C4-C5 C4-C5
NR 53 5p14.1(27060752-29521748)x1 2,5 Mb NR non Naissance C4-C5 C4-C5
L[‘;‘SQ%T NR 55 1p36(851993-2538099)x3 1,7 Mb NR non  Naissance VSl VSl
NR 4,3 16922(67676229-68868604)x1 1,2 Mb NR non Naissance C4-C5 C4-C5
Srebniak™ 43,4 55 15q11.2(19837058-20773130)x1 0,9 Mb NR NR Vsl PIEV
[hg18] ; q11.2(19837058-20773130)x : non
Armengol®® NR NR 22911.21(17,475,778-19,736,241)x3, mat 2,3 Mb maternel non Naissance C4-C5 PIEV
Faas®” 1245 4,8 Xq27.1927.2(139879810-140953783)x3, pat 1 Mb paternel non Naissance VSI VSI
[hg19] 1242 55 1g21.1(146101297-146953752)x3, mat 600 kb maternel non Naissance & PIEV
9g31.2-933.1(109737105-118677120)x1, dn 8.9 Mb : ) )
R NR NR " 9433.1(120435042-120709018)x1, dn 273 kb de novo oui IMG C4-C5 C4-C5
[hg19] NR 35 12q21g22(80293887-93713999)x1, dn 13,4 Mb de novo oui IMG C4-C5 C4-C5
NR 9 22911.21(18919942-21440514)x1, dn 2,52 Mb de novo non IMG C4-C5 C4-C5
g Nr  OP14:3P14.2(22344,207-24523,058)x3, pat 2,2 Mb paternel non NR C4-C5 C4-C5
Evangelidolie® 15025.2q925.3(81,011,096-83,478,823)x1, dn 2,4 Mb de novo non NR C4-C5 C4-C5
[hg18/19] 12 NR 7g31.1(112,763,119-113,252,118)x3, mat 500 kb maternel non NR incident VSI
16 3,7 Xp22.33(716,598-1,224,238)x3 pat 500 kb paternel non NR incident VSI
Yatsenko®?  15+4 HK 12921.2922(NR)x1 15,7 Mb de novo oui NR C4-C5 C4-C5
10026.12q26.3(121580323-135215585)x1, dn~ 13.6 Mb . ] ]
Foremino R MK 16423.124.3(74055794-88674700)x3, dn 146Mp ~ denove oul IMG C4-C5 C4-C5
[hg19] 8p23.3p23.1(115733-6615616)x1, dn 6.5 Mb . ) )
NR NR " g022p21.1(12718648-27369929)x3, dn 14.6 de novo oul MG c4-C5 Cc4-C5
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NR NR 5035.2935.3(175499944-177240560)x1, dn 1.7 Mb de novo non IMG C4-C5 C4-C5
Hilman® ~ NR >3,5 11924.2g25(RP11-10N17->RP11-358H4)x3, dn >5 Mb de novo oui IMG C4-C5 C4-C5
NR 7 15q11.2(20,305,022-20,739,252)x1, mat 434 kb NR non NR PIEV PIEV
NR 4,4 Xp21.2p21.2(31,134,695-31,184,180)x0, dn 50 KB de novo non NR C4-C5 C4-C5
S remaniement
NR >25 8q21.11q22.3(77820698-102626232)x3, dn 24 Mb équilibré oui NR C4-C5 C4-C5
maternel
NR NR 11q14.1(84459458-84688062)x1, mat 229 kb maternel non NR VSl VSl
NR NR 17p13.2(3626734-4525069)x3, dn 898 kb de novo non NR VS VSl
Oneda®® NR NR 7p21.2p21.1(15989516-17068190)x3, mat 1,1 Mb maternel Non NR VSI VSI
[hg19] 1p36.23p36.13 (9101154-18339522)x1, dn 9,2 Mb
NR NR 14q11.2q12(22252419-26263013)x1, dn 4 Mb de novo oui IMG C4-C5 C4-C5
14911.2(20511672-21089393)x1, dn 578 kb
Huang™ NR NR 17q21(44171342-44208665)x1 37 kb NR non NR VSl VSl
[hg19] NR NR 2g31(172950249-172952238)x1 1,99 kb NR non NR VS| VS|
12 HK 6q23.3¢24.1(136521187-139410871)x1, dn 3 Mb de novo non NR NR C4-C5
11 4,2 15q13.3(29817814-30226375)x3, mat 400 kb maternelle non NR NR bénin
. 13 46 16p11.2(29238063-30098209)x1, dn 700 kb de novo non NR NR PIEV
‘;,2‘;‘?2{ 12 37 17q12(31890368-33318471)x1, dn 1,3 Mb de novo non NR NR PIEV
14 3,5 17q12(31929967-33323171)x1, dn 1,3 Mb de novo non NR NR PIEV
15 59 22q11.2(17041523-19891669)x3, mat 3 Mb aternelle fon NR NR PIEV
¥ 15q13.3(29817814-30297358)x3, mat 2 Mb NR VSl
13+1 5,9 1g21.1921.2(144526927-147824207)x1, dn 3,3 Mb de novo non NR C5 PIEV
4p16.3p15.32(71552-17507654)x1, dn 17,4 Mb ,
Lunds® 13+6 4,5 de novo oui NR C4-C5 C4-C5
ha19] 4p15.32p11(17590404-49009314)x3, dn 31,4 Mb
8p23.1(8100384-9918050)x3, dn 1,8 Mb ,
11+3 4,6 de novo oui NR C4-C5 C4-C5
8p23.1(10144597-11906266)x1, dn 1,8 Mb
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11+6 3,6 16p13.11p12.3(14968855-16899676)x3, pat 1,9 Mb paternelle non NR C4-C5 PIEV
12+43 4,9 22q11.21(18894835-21464119)x1, dn 2,6 Mb de novo non NR C4-C5 C5
13+2 3,8 22q11.21(18651614-21464119)x3, mat 2,8 Mb maternelle non NR C4-C5 PIEV
12+43 3,5 22q11.21(18651614-21032298)x3 2,4 Mb NR non NR C4-C5 PIEV
12+43 4,9 Xp22.31(6467006-8131810)x0, mat 1,7 Mb maternelle non NR C4-C5 C4-C5
1242 6,6 2p25.3p21(42444-46115201)x3, dn 46 \Mp  translocation oui NR C4-C5 C4-C5
maternelle
6026q27(162302687-170911240)x1, dn 8,6 Mb . ] ]
1245 8 8422 1q24.3(97530082-146294098)x3 dn 49 Mb de novo oui NR Ca-C5 Ca-C5
18923(77607645-78010032)x1, dn 400 kb translocation .
M+ 5 55013.1q13.33 (39876201-51178264)x3 dn 11Mb  maternelle oui NR C4-C5 C4-C5
1241 7,5 21q22.2q22.3(42538181-48090317)x1, dn 5,5 Mb de novo oui NR C4-C5 C4-C5
11+6 4  6q22.31(118528923-119337954)x3, dn 800 kb de novo non NR Vsl Vsl
1242 3,9 15q11.2(22765628-23208901)x1, mat 400 kb maternel non NR VSl PIEV
13+3 3,9 15q11.2(22765628-23191062)x1, mat 400 kb maternel non NR Vsl PIEV
13+6 3.5 8q21.12921.3(79279901-92 038 055)x1, dn 12,8 Mb de novo oui IMG C4-C5 C4-C5
12+3 57 5q14.3(84299548-88 450 412)x1, dn 4,2 Mb de novo non IMG C4-C5 C4-C5
12+2 6.3 22q13.3(51109819-51 193 203)x6, dn 83 kb de novo non IMG c4-C5 C4-C5
Egloff”  13+6 4.4 5035.2935.3(176562906-180 684 561)x1, dn 4,1 Mb de novo non Mort né C4-C5 C4-C5
arr[hg19]
13+1 4.1 13q34(113028032-115059020)x1, dn 2 Mb de novo non IMG c4-C5 c4-C5
3p26.3p25.3(73914-10295373)x1, dn 10,2 Mb  4(3-5) équilibré
11 44 OP26-3025.3( ) t(3;9) équilibrée IMG C4-C5 C4-C5
5p15.33p13.3(26142-29320640)x3, dn 293Mb  matemelle
12 6.0 9p24.1(5941060-8756506)x3, dn 2,8 Mb de novo non MFIU C4-C5 C4-C5
13 4.8 21022.12022.2(36658424-40887347)x3, dn 4,2 Mb de novo non IMG c4-C5 c4-C5
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12
11+2

12+4

13

21

12

12+6

12+5

14+4
13+5
13+3
17+3
14+3
12+4
12
13
12
17
13
11+6
18
12

5.9
4.9

5.2

4.3

5.9

3.8

3.5

8.0

7.2
3.8
4.6
7.5
4.0
5.1
6.0
4.5
5.1
7.0
4.9
6.4
3.7
3.9

20p12.3p12.2(6546655-11874239)x1, dn
22011.21(18894835-21464119)x3, pat

17925.1925.3(73148003-81099185)x3, dn

18p11.32p11.21(131700-12889569)x1, dn
18p11.21(12898929-14766161)x1~2, dn
18q11.1923(18529851-77934368)x2~3, dn
16q12.1921(51584053-63114011)x1, dn
4G31.21q35.2(146303234-190916678)x3
13933.2934(105590285-115105297)x1
11q13.4q14.3(73126125-90680804)x1, dn
4G28.3935.2(139431686-191154276)x3
18p11.32p11.31(1-4391045)x1
1q42.343(235612186-237205104)x3
5q15(95625897-96364585)x1, mat
4G21.21(79657329-80468270)x1, mat
18921.33(60609006-61027090)x3, mat
Xp22.2(10330622-10941651)x3
17q911.2(29011937-30362413)x3, pat
6q16.2q16.3(100354447-104137788)x3, mat
17q25.1(72989516-73388783)x3, mat
15q11.1911.2(20481702-23191062)x1, pat
15q11.2(22765628-23208901)x1, mat
1q21.1(146506310-147824207)x1, dn
16p11.2(29652999-30198600)x1, mat
15q11.2(22815106-23 191 203)x1, mat
15q11.2(22765428-23 179 948)x1, mat

5,3 Mb
2,5 Mb

7,9 Mb

12,7 Mb
1,9 Mb
59,4 Mb
11,5 Mb
44,6 Mb
9,5 Mb
17,6 Mb
51,8 Mb
4,4 Mb
1,6 Mb
738 kb
810 kb
418 kb
611 kb
1,3 Mb
3,7 Mb
399 kb
2,7 Mb
443 kb
1,3 Mb
546 kb
376 kb
415 kb
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1146 3.8 16p13.11p12.3(15579295-18 112 776)x3, mat 2,5 Mb maternel non IMG PIEV PIEV
1345 4,1 Xp21.1(31905510-32070620)x1, dn 165 kb de novo non Naissance incident C4-C5
NR 26 5q23.1(115690982-116314598)x3, mat 0,62Mb  matemel non En cours VS'géerf:?SSé Vsl
NR 26 16p13.11(14,910,15816,508,123)x1 1,6 Mb NR non IMG c4 PIEV
NR 27 Yq11.222q11.223(20252055-25863576)x0 5,6 Mb de novo oui  Naissance incident C4-C5
NR 3 Xg23(109823197-110252333)x3 0,43 Mb NR non  Naissance Vsl Vsl
NR 32 9q31.3(113177821-113544998)x1 0,37 Mb NR non En cours Vsl Vsl
58
[thu19] NR 3,3 22911.21(18648855-21800471)x3, dn 3,1 Mb de novo non Naissance C4 PIEV
NR 3,6 15q13.2q13.3(30386398-32915723)x3 pat 2.5 Mb paternel non  Naissance Vs'géeggﬁsse VSl
NR 4 3q33.2(105477621-106424479)x1, pat 095Mb  paternel non  Naissance VSIbr(éeI::iI?sse Vsl
NR 5 22q11.21(20716876-21800471)x1, dn 1 Mb de novo non IMG c4 PIEV
NR 52 22q11.21(20730143-21800471)x3 1 Mb NR non IMG c4 Vsl
1241 40 17q21.31(43592410-44208690)x1, dn 616 kb de novo non IMG C4-C5 C4-C5
1242 43 22q11.21(19023801-21440514)x1, dn 2.4 Mb de novo non IMG C4-C5 C4-C5
Snaon®  12+2 43 9p13.3q13.43(13997-141146461)x2~3, dn 136 Mb de novo oui IMG C4-C5 C4-C5
[hg19] 13+5 12.0 8q22.3924.13(105991210-124950369)x1, dn 19 Mb de novo oui IMG C4-C5 C4-C5
13 3.9 4q28.3q35.1(136912336-184253252)x3, dn 47 Mb de novo ou IMG C4-C5 C4-C5
1243 35 22q11.1q13.33(16114244-51211392)x3, dn 347Mb  denovo ou IMG C4-C5 C4-C5
Zhou®  NR >65 15q11.2921.1(22770421-45152371)x3 22,4 Mb NR ou NR C4-C5 C4-C5
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NOM : JURY PRENOM : Jeanne

Titre de Thése: HYPERCLARTE NUCALE ISOLEE ET ANALYSE
CHROMOSOMIQUE PAR CGH-ARRAY - Intérét diagnostique et limites en période
prénatale

RESUME

Objectif : L’hyperclarté nucale est un facteur de risque connu d’anomalies
chromosomiques, notamment de trisomie 21. A la place du caryotype standard, les
couples se voient désormais proposer dans de nombreux centres une analyse des
chromosomes par CGH-array en cas d’hyperclarté nucale = 3,5 mm chez leur foetus.

Méthodes : Nous avons étudié les résultats de CGH-array analysées au CHU de Nantes
entre janvier 2021 et janvier 2024, prescrites devant une hyperclarté nucale isolée, sans
aneuploidie détectée par FISH interphasique ou par caryotype direct.

Résultats : Une variation du nombre de copie a été identifié dans 9,2% (12/131) des cas
: 2 aneuploidies rares, 3 variations a pénétrance incompléte et a expressivité variable, 6
variations de signification incertaine, et 1 variation pathogéne héritée.

Conclusions : L’étude de ces cas souligne les difficultés d’interprétation de la CGH-array
dans cette indication et I'importance de I'information médicale en contexte prénatal, lors
de la prescription de 'examen et du rendu du résultat.

MOTS CLES : hyperclarté nucale ; CGH-array

ABSTRACT

Objective : Increased nuchal translucency is a known risk factor for chromosomal
abnormalities, especially for trisomy 21. Instead of standard karyotyping, couples with
increased nuchal translucency = 3,5 mm in their fetus can now benefit from chromosomal
microarray analysis.

Methods : We studied the results of the chromosomal microarray analyses performed at
the Nantes Hospital between January 2021 and January 2024, which were ordered
because of an isolated increased nuchal translucency without aneuploidy detected by
interphasic FISH or direct karyotyping.

Results : Copy number variations were identified in 9,2% (12/131) of our cases : 2 rare
aneuploidies, 3 variations with incomplete penetrance and variable expressivity, 6
variations of uncertain significance, and 1 inherited pathogenic variation.

Conclusions : Our study highlights the interpretation difficulties of chromosomal
microarray analysis in this indication, and the importance of medical information in the
prenatal context, when prescribing the analysis and delivering the results.

KEY-WORDS : increased nuchal translucency ; chromosomal microarray analysis
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