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Introduction générale
Introduction générale

En France, la mort subite est estimée a environ 60 000 déces par an (Loire 2007) sur un
nombre total de 500 a 600 000 déces annuels. Dans 75 % des cas, la mort subite est d’origine
cardiaque et pour prés de la moitié des morts subites cardiaques survenant chez les sujets
jeunes ages de moins de 35 ans, le décés constitue 1’événement sentinelle justifiant la place
prépondérante des investigations meédico-légales afin de déterminer les causes et
circonstances du décés. Au terme de la réalisation d’une autopsic médico-légale et des
analyses anatomopathologiques, toxicologiques voire virologiques, il est possible d’exclure
une mort violente et de confirmer 1’origine naturelle du décés. Si dans la majorité des cas une
anomalie structurale cardiaque ou extra-cardiaque est retrouvée, la cause du déces demeure
indéterminée dans 3 a 30 % des cas qui sont par conséquent qualifiés de morts subites
inexpliquées. La principale hypothese diagnostique retenue est alors 1’arythmie consécutive
aux canalopathies cardiaques avec une prédisposition génétique présumée.

Gréace aux données génétiques acquises dans la recherche clinique aupres de populations de
patients symptomatiques et des apparentés, des avancées remarquables ont été faites dans la
connaissance des genes impliqués dans ces canalopathies cardiaques. La réalisation
d’investigations moléculaires post-mortem visant a détecter d’éventuels variants
pathologiques sur les genes en cause représente alors a la fois un nouvel outil diagnostique
permettant de déterminer la cause exacte du décés et un nouvel outil de prévention visant a
prévenir la survenue de nouveaux déces au sein de la famille du défunt. Malgré I’existence
d’un consensus global sur la nécessité de réaliser ces investigations moléculaires post-
mortem, une grande disparité existent entre les différents centres médico-légaux francais. Les
discordances portent essentiellement sur le protocole autopsique employé et le type de
prélévements réalisés en vue d’éventuelles analyses génétiques si bien que la principale
source d’acide désoxyribonucléiques (ADN) disponible s’avére étre issue des prélévements
fixés au formol et inclus en paraffine (FFIP). Or les particularités de I’ADN extrait de
prélevements FFIP avec notamment 1’apparition d’artéfacts de séquence perturbent

I’interprétation des analyses.

Dans ce contexte, I’objectif du travail de thése présenté dans ce mémoire a été d’élaborer une

approche diagnostique post-mortem des mutations au niveau des génes impliqués dans les

13



Introduction générale

canalopathies cardiaques applicable en routine et adaptée aux prélevements FFIP et d’évaluer
leur pathogénicité afin de pouvoir mettre en place les mesures de prévention adéquates chez
les apparentés du défunt. Aprés avoir validé un protocole d’extraction d’ADN a partir de
prélevements FFIP, nous avons ciblés nos investigations sur deux génes d’intérét decrits
comme les genes les plus fréquemment le siege de mutations potentiellement impliquées dans
les canalopathies cardiaques congénitales. En tenant compte des particularités de chacun de
ces geénes et des résultats observés, nous avons évalué 1’application de deux techniques de
détection de variants genétiques a partir de prélevements post-mortem congelés et FFIP

recueillis de maniére prospective.

Aprés un bref rappel des aspects médico-légaux de la mort subite et de son épidémiologie, les
différentes canalopathies cardiaques congénitales et les études moléculaires post-mortem
ciblées sur ces pathologies seront présentées dans la premiere partie de ce mémoire. Afin de
comprendre les difficultés posées par I’exploitation et les résultats obtenus a partir de ’ADN
extrait de prélevement FFIP il sera également présenté dans cette premiere partie les
principaux mécanismes de dégradation auquel I’ADN extrait de prélevements FFIP est
soumis. Les critéres d’inclusion au sein de notre population d’étude, la stratégie
méthodologique qui a été adoptée dans ce travail et les raisons pour lesquelles nous avons
ciblé nos investigations sur deux génes d’intérét seront ensuite détaillés. Les résultats obtenus
a partir des différents échantillons analysés seront exposés. Finalement, ces résultats seront
discutés au regard des données actuelles afin de dégager les apports et les limites de notre

travail et de définir les perspectives qu’il ouvre.

Ce travail de these a été validé par la publication de deux articles qui sont joints a la fin de ce

mémoire, un troisiéme article est soumis.
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Rappel Fondamentaux

1.1 Mort subite

1.1.1 Définition de la mort subite

La mort subite est classiquement définie comme une mort d’origine naturelle survenant de
maniére inattendue chez une personne apparemment saine dans les suites immédiates ou dans
un delai tres court apres 1’apparition de symptémes tels qu’une douleur dans la poitrine, une
dyspnée ou des palpitations. Actuellement, il n’existe pas de réel consensus concernant
I’intervalle de temps entre le début des symptobmes et le déces. Ainsi, si certains auteurs
(Virmani, Burke et al. 2001) considerent comme morts subites les décés survenus dans les
24 premiéres heures suivant 1’apparition des symptomes, 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) retient un délai inférieur a 6 heures et la plupart des études portant sur la mort subite
cardiaque un délai inférieur a 1 heure (Zipes and Wellens 1998). Dans la pratique médico-
Iégale, cette définition est applicable avec beaucoup de réserves dans la mesure ou 40 % des
morts subites surviennent en I’absence de témoin (de Vreede-Swagemakers, Gorgels et al.
1997) et ou la personne décédée peut étre découverte plusieurs heures voire plusieurs jours

apres la mort.

1.1.2  Aspects médico-légaux de la mort subite

Les caractéristiques de la mort subite, a savoir sa survenue brutale et inattendue surtout chez
les sujets jeunes, en font une mort éminemment suspecte aux yeux de tous expliquant souvent

son exploration dans un cadre médico-légal.

En France, la loi prévoit qu’en cas de découverte d’un cadavre dont la cause est inconnue ou
suspecte (art.74 du code de procédure pénal), la réalisation d’une levée de corps médico-
legale est obligatoire. Les autorités judiciaires peuvent demander en complément de la levée
de corps, encore appelée examen externe du cadavre, une autopsie judicaire afin d’établir les

circonstances et causes de la mort.

Parallelement & cette loi, la recommandation R(99)3 relative a I’harmonisation des régles en
matiere d’autopsie médico-légale du Conseil de I’Europe adoptée le 2 février 1999 lors de la

658° réunion des délégués des ministres établit une liste des situations devant lesquelles une

17



Rappel Fondamentaux

autopsie judiciaire est préconisee. La mort subite incluant la mort subite du nourrisson figure
au sein de cette liste présentée dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). Cette recommandation
n’a cependant pas de caractére obligatoire et une grande disparité des pratiques dans les
indications de 1’autopsie, les procédures scientifiques et les modalités de recueil des
prélevements est notée sur le territoire francais et eégalement européen (Quatrehomme and
Rouge 2003). Par conséquent I’ensemble des morts subites survenant en France ne bénéficient
pas de maniére systématique d’une autopsie médico-1égale. De plus, certaines morts subites
survenant dans un établissement de soins peuvent également bénéficier apres accord de la

famille d’une autopsie médicale et sortir ainsi du contexte médico-légal.

Tableau 1 Indications des autopsies médico-légales de la Recommandation européenne
n°R99(3) du comité des ministres aux états membres du Conseil de I’Europe

Homicide ou suspicion d’homicide

Mort subite inattendue y compris la mort subite du nourrisson

Violation des droits de I’THomme, telle que suspicion de torture ou de toute forme de mauvais traitement
Suicide ou suspicion de suicide

Suspicion de faute médicale

Accident de transport, de travail ou domestique

Maladie professionnelle

Catastrophe naturelle ou technologique

Déces en détention ou associé a des actions de police ou militaires

Corps non identifié ou restes squelettiques

Classiquement les investigations médico-légales de la mort subite se divisent en quatre étapes
(Cohle and Sampson 2001) :

e le recueil des circonstances du déces et des informations cliniques ante-mortem ;

e la réalisation de 1’autopsie avec un examen cardiaque minutieux et des préléevements
en vue des investigations complémentaires ;

e la réalisation des examens complémentaires toxicologiques, anatomopathologiques
voire bactériologiques et virologiques, sous réserve qu’ils aient été demandés sur

réquisition par un Magistrat du Parquet ;
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e la formulation des causes de la mort en procédant a la synthése de 1’ensemble des

éléments précédents.

Au terme de cette démarche il est possible d’exclure une mort violente d’origine accidentelle,
suicidaire ou criminelle (Farrugia and Ludes 2010) et de confirmer I’origine naturelle du

déces en distinguant trois catégories médico-légales :

1. Les morts subites lésionnelles avec la découverte de lésions organiques ou de
troubles métaboliques importants (tel qu’un choc septique) incompatibles avec la
survie. Parmi les lésions organiques on distingue (i) les causes cardiaques et (ii) les
causes extra-cardiaques essentiellement d’origine cérébrale, pulmonaire et digestive ;

2. Les morts subites fonctionnelles avec un état pathologique préexistant, non
symptomatique et sans remaniements aigus récents tel qu’un athérome coronarien sans
aspect d'infarctus récent ou la mort peut étre occasionnée par un facteur déclenchant
tel qu’un effort, le froid ou un état d’ivresse venant rompre un équilibre fonctionnel
jusque-la bien maintenu ;

3. Les morts subites fonctionnelles sans état pathologique décelable, on parle alors de
morts subites inexpliquées (MSI) qui représentent entre 1 et 5 % des autopsies

médico-légales (Lawler 1990).

1.1.3  Epidémiologie de la mort subite

La mort subite est estimée en France a environ 10 % des déceés annuels soit 60 000 déceés par
an (Loire 2007). Dans 75 % des cas la mort subite est d’origine cardiaque et constitue le

premier et dernier symptdme chez plus de 50 % des patients (Jouven and Escande 2006).
L’¢étiologie de la mort subite diffeére selon 1I’appartenance a trois groupes d’ages différents.

Au-dela de 35 ans, la principale cause de mort subite est la maladie athéromateuse

coronarienne (Virmani, Burke et al. 2001).

Chez le nourrisson de moins d’un an et de plus d’un mois, la premiere cause de déceés dans
les pays développés reste a I’heure actuelle le syndrome de mort subite du nourrisson (MSN)
récemment qualifié de mort subite inexpliquée du nourrisson (MSIN) (Bloch, Denis et al.
2011, Denjoy, Maltret et al. 2012). Une des définitions récentes du syndrome de MSN donnée

en 2004 par Krous et al. est celle d” un « déces inexpliqué d’un enfant de moins de un an,
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survenant apparemment pendant le sommeil, qui reste inexpliqué aprés des investigations
post-mortem comprenant une autopsie complete et une revue compléte des circonstances du
déces et de I’histoire clinique » (Krous, Beckwith et al. 2004). Ainsi, ce n’est qu’apres une
exploration approfondie qu’une mort inattendue du nourrisson c’est-a-dire «tout déces
survenu brutalement chez un nourrisson que rien dans ses antécédents ne laissait prévoir »
peut étre qualifiée de mort subite inexpliquée du nourrisson (diagnostic d’élimination). En
France, le centre d'épidémiologie sur les causes médicales de décés (CépiDc) de I’Inserm a
enregistré en 2008 (derniere année disponible), 244 cas sous la dénomination de Syndrome de
MSN ce qui correspondait a un taux national de 0,33/1000 naissances, parfois en 1’absence
des investigations post-mortem nécessaires pour affirmer le diagnostic. A titre indicatif, aux
Etats Unis en 2005 le taux national de déces par Syndrome de MSN ou « sudden infant death
syndrome (SIDS) » était évalué a 0,54/1000 naissances (Kung, Hoyert et al. 2008).
Classiquement, les Syndromes de MSN ou MSIN surviennent a 90 % avant 6 mois, avec un

pic autour de 2-4 mois, et plus souvent chez les petits gargcons (Bloch, Denis et al. 2011).

Malgreé la diminution considérable de plus de 50 % de la prévalence de la MSIN depuis 1992
grace aux recommandations concernant les conseils positionnels pendant le sommeil
(couchage sur le dos), la prévalence de la MSIN reste élevée et sa physiopathologie exacte
demeure en grande partie incomprise. L’hypothése du triple risque a été proposée (Guntheroth
and Spiers 2002) associant la survenue d’un facteur de stress exogene (infection,
hyperthermie) a une période critique du développement de I’enfant qui présente une
vulnérabilité sous-jacente d’origine environnementale (coucher en position ventrale,
exposition au tabagisme) et d’origine génétique a I’origine de désordre métabolique,
immunologique ou autonomique. Le réle potentiel des canalopathies cardiaques et notamment
du syndrome du QT long dans la survenue des MSN a été évoquée pour la premiere fois en
1976 (Maron, Clark et al. 1976, Schwartz 1976) puis identifié comme une des causes de MSN
plusieurs années plus tard (Schwartz, Priori et al. 2000, Schwartz, Priori et al. 2001). La
prévalence des canalopathies cardiaques parmi les cas de MSN est estimée entre 10 % et 20 %
(Ackerman, Siu et al. 2001, Tester and Ackerman 2005, Arnestad, Crotti et al. 2007, Millat,
Kugener et al. 2009, Klaver, Versluijs et al. 2011).
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Chez PI’adulte jeune agé de moins de 35 ans et I’enfant 4gé de plus d’un an, les
principales causes de mort subite sont des pathologies cardiaques structurales, détectables a
I’autopsie et lors d’analyses anatomopathologiques, incluant les cardiomyopathies
congénitales (telles que la cardiomyopathie hypertrophique, la dysplasie arythmogéne du
ventricule droit), les cardiopathies ischémiques, les anomalies congeénitales des arteres
coronaires, les myocardites et les anomalies du systeme de conduction (Drory, Turetz et al.
1991, Basso, Calabrese et al. 2001, Doolan, Langlois et al. 2004).

L’incidence de la mort subite cardiaque chez les sujets jeunes &gés de 1 a 30 ans a été évaluée
entre 1,3 et 8,5 pour 100 000 individus par année avec une prédominance masculine et une

cause cardiaque identifiée dans 2/3 des cas (Liberthson 1996).

Parmi les cas de mort subite survenant chez les adultes jeunes et les enfants, le pourcentage de
morts subites inexpliquées varie selon les études post-mortem de 3 a 30 % (Corrado, Basso et
al. 2001, Maron 2003, Doolan, Langlois et al. 2004, Puranik, Chow et al. 2005). A titre
indicatif les principales causes de mort subite cardiaque retrouvees dans une étude italienne et

australienne sont présentées dans la figure 1.
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Etude italienne

Autres Inexpliqué
14% 6%

Anévrisme aortique/

dissection 5% Cardiomyopathies

24%

Anomalies des
coronaires 10%

¥ Myocardite
. .. . 10%
Cardiopathie ischémique

20% Maladies valvulaires

11%

Etude australienne

Autres
Anévrisme aortique/ 10%
Dissection 5%

Anomalies des I -

Coronaires 2%

Inexplique
29%

Cardiopathie ischémique I

2504 Cardiomyopathies

16%

Maladies valvulaires

1% Myocardite

12%

Figure 1 Principales causes de mort subite cardiaque chez I’adulte jeune dans deux
populations d’études.

Etude italienne : 273 cas, intervalle d’age 1-35 ans (Corrado, Basso et al. 2001)

Etude australienne : 241 cas, intervalle d’age 1-35 ans (Puranik, Chow et al. 2005)

En cas de mort subite inexpliquée chez le sujet de moins de 35 ans, la principale hypothese
diagnostique retenue est alors I’arythmie consécutive aux canalopathies cardiaques avec une

prédisposition génétique présumée.
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1.2 Arythmies ventriculaires malignes primitives associées aux

morts subites inexpliquées

Les arythmies ventriculaires malignes primitives encore appelées canalopathies cardiaques
congénitales sont dues a des anomalies de fonctionnement primitif des canaux ioniques
cardiaques pouvant conduire a une arythmie fatale sur un cceur structurellement sain. Parmi
les canalopathies cardiaques, on distingue le syndrome du QT long (SQTL), la tachycardie
ventriculaire polymorphe catécholaminergique (TVPC), le syndrome de Brugada (SBr) et le
syndrome du QT court (SQTC). En clinique, le dépistage cardiologique de I'un de ces
syndromes repose sur l'analyse de I'ECG, les antécédents personnels de chaque membre de la
famille, et éventuellement sur les résultats de I'échocardiographie ou de tests
pharmacologiques de sensibilisation. Les récents progres des techniques de biologie
moléculaire ont permis des avancees tres importantes dans la connaissance des genes

impliqués dans les canalopathies cardiaques (Figure 2).

La connaissance de ces genes rend possible, au sein d'équipes multidisciplinaires spécialisées,
la prise en charge des apparentés présymptomatiques ou symptomatiques dont le diagnostic
n'aurait pas été établi et permettant dans certains cas d’adapter la thérapeutique au génotype

détecté.

SQTC
SOTL Q
AIE KCNQ 1
KCNE 1 N
KCNE 2 Rkt “
CAV3 i, |
SCN4 B e
AKAP 9 CACNA1C /
SNTA 1
SCNSA CACNB2 /
TVPC
RYR2
SBr CASQ2

TRDN

Figure 2 Principaux génes connus a ce jour pour étre impliqués dans les canalopathies.
Modifié d’aprées (Allegue 2010)
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1.2.1  Syndrome du QT long congénital

Le SQTL congeénital est caractérisé par une anomalie de la repolarisation ventriculaire se
traduisant par un allongement de I’intervalle QT corrigé sur I’ECG de base. Ce defaut de
repolarisation favorise la survenue d’arythmies ventriculaires polymorphes et en particulier
des torsades de pointes pouvant aboutir a une syncope voire une mort subite par fibrillation
(Crotti, Celano et al. 2008). Le SQTL congenital est d’origine génétique et obéit a deux

modes de transmission :

e un mode autosomique dominant (syndrome de Romano Ward) (Romano, Gemme et
al. 1963, Ward 1964) dont la prévalence est estimée a 1/2500 individus (Hedley,
Jorgensen et al. 2009) avec une pénétrance (variant de 25 a 90 %) et une expressivité
variables (Priori, Napolitano et al. 1999) ;

e un mode autosomique récessif (syndrome de Jervell et Lange-Nielsen) qui est
beaucoup plus rare (prévalence 1/50 000 individus) et qui s’accompagne d’une surdité
(Jervell and Lange-Nielsen 1957).

Il existe également des formes acquises du SQTL qui sont plus fréquentes que le SQTL
congénital et qui sont liées a la prise de certains médicaments tels que la chloroquine,
I’érythromycine  ou  encore  certains  neuroleptiques comme  I’haloperidol
(http://lwww.azcert.org/medical-pros/drug-lists/bycategory.cfm) ou a des anomalies
cardiaques structurales (Saffitz 2005). Ces formes acquises sont détectables lors de
’autopsie et des investigations toxicologiques et n’entrent donc pas dans la catégorie des

morts subites inexpliquées.

Le SQTL congénital est une maladie génétique hétérogene causée par des mutations sur
des génes qui ont comme caractéristique commune de coder pour des sous-unités formant
les canaux ioniques ou pour des protéines régulant leur fonction. Depuis le
commencement de ce travail de thése, le nombre de genes connus a progressivement
augmenté (8 genes connus en 2008) et actuellement 13 génes sont connus pour étre
impliqués dans le SQTL dont la liste est présentée dans le tableau 2. A partir de tres
larges cohortes d’études portant sur des patients et leur apparentés (Splawski, Shen et al.
2000, Napolitano, Priori et al. 2005, Tester, Will et al. 2005, Berge, Haugaa et al. 2008) il
a été décrit plus de 600 mutations sur ces 13 géenes. La définition de « mutation » retenue

dans ces différentes études de cohorte portant sur les canalopathies est celle de variant
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génétique non synonyme modifiant 1’acide aminé ou les sites d’épissage absent de 400

alleles de références.

Chez 70 & 75 % des patients atteints de SQTL des mutations sont retrouvees au niveau de
3 génes majeurs : le gene KCNQ1, responsable du type de SQTL le plus fréquent (LQT1),
codant pour la sous unité a du canal potassique générant la composante rapide du courant
potassique rectifiant retardé (lx,), le géne KCNH2 (LQT2) codant pour la sous unité o du
canal potassique genérant la composante lente du courant potassique rectifiant retardé
(Iks) et le géne SCN5A (LQT3) codant pour la sous unité a d’un canal sodique. Les 10

autres génes mineurs contribuent a environ 5 % des mutations identifiées.

Le SQTL est probablement la pathologie rythmique héréditaire ou la relation génotype-
phénotype est la mieux établie (Zareba, Moss et al. 1998, Schwartz, Priori et al. 2001,
Priori, Schwartz et al. 2003). Cette connaissance permet I’orientation diagnostique voire
pronostique et thérapeutique de ce syndrome. Par exemple certains facteurs déclenchant
les accidents rythmiques sont plus fréquemment associés a un géne qu’a un autre : les
patients LQT1 ont des syncopes d’effort physique, les patients LQT2 sont trés sensibles
aux emotions ou aux stimulations auditives et les patients LQT3 présentent des troubles

du rythme surtout au repos (Tableau 2).

Malgreé une trés bonne connaissance des origines génétiques de ce syndrome, le diagnostic
génétique ne peut étre établi pour 25 a 30 % des patients, c’est-a-dire qu’aucune mutation
n’est identifiée sur les génes connus (Tester, Will et al. 2005). Par conséquent, le défaut
d’identification d’une mutation sur les genes connus ne permet pas d’exclure la présence

de la pathologie.
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Hedley, Jorgensen et al. 2009)]
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Fréquence

Type Geéne Protéine Courant Mécanisme Facteur déclenchant des mutations
(%)

LQT1 KCNQ1 Ky7.1a Iks Perte de fonction Exercice (nage), émotion 30-35
LQT2 KCNH2 Kvll.la Ik Perte de fonction Repos, bruit, émotion 25-30
LQT3 SCN5A Na,1.5a Ina Gain de fonction ~ Sommeil, repos et émotion 5-10
LQT4 ANK2 Ankyrin-B Ina-k Perte de fonction Exercice Rare (<1)
LQT5 KCNE1 minK Iks Perte de fonction Exercice, émotion Rare (<1)
LQT6 KCNE2 MiRP1 lkr Perte de fonction Repos, exercice Rare (<1)
LQT7 KCNJ2 Kir2.1la lk1 Perte de fonction Syndromique (Andersen) Rare (<1)
LQT8 CACNAlC Ca,l.2alc lcar Gain de fonction Syndromique (Timothy) Rare (<1) syndactylie
LQT9 CAV3 Caveolin-3 Ina Perte de fonction Repos, sommeil Rare (<1)
LQT10 SNC4B Navp4 Ina Perte de fonction Exercice, post-partum Rare (<0,1)
LQT11  AKAP9 Yotiao Iks Perte de fonction Exercice Rare (<0,1)
LQT12 SNTA1  Syntrophin-Al Ina Perte de fonction Repos Rare (<0,1)
LQT13 KCNJ5 Kir3.4 lkaca Perte de fonction / Rare (<0,1)

Ixr courant potassique sortant repolarisant rapide ; Iks courant potassique sortant repolarisant lent; Ik, courant potassique a
rectification entrante ; Ina courant entrant sodique rapide ; lc, courant calcique entrant dépolarisant (lent); lxacy courant

dépendant de 1'acetylcholine ; nd non défini

La prise en charge thérapeutique des patients symptomatiques ou asymptomatiques comporte
(i) un traitement médicamenteux par bétabloguants voire, lorsque les patients ne répondent
pas a ce traitement, la mise en place d’un défibrillateur automatique implantable (DAI) (ii) la
mise en place de précautions adaptées au type de SQTL telle que la contre-indication de la
pratique sportive de compétition (iii) un dépistage familial des apparentés du premier degré du
cas index pour lequel des recommandations récentes ont été publiées (Ackerman, Priori et al.
2011).

Etant donné que la mort subite représente un événement sentinelle pour 5 a 10 % des cas de
SQTL (Schwartz 2006), la mise en place d’investigations post-mortem sur les geénes

impliqués dans le SQTL s’avére également justifiée.
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1.2.2 Tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique

La TVPC se caractérise par des arythmies ventriculaires polymorphes ou bidirectionnelles de
déclenchement adrénergique pouvant conduire a des syncopes et des morts subites en
I’absence de toute anomalie morphologique cardiaque avec un ECG de repos normal
(Leenhardt, Lucet et al. 1995). La TVPC survient essentiellement chez les enfants et les
adultes jeunes (Priori, Napolitano et al. 2002) et a également été décrite dans des cas de
syndrome de MSN (Tester, Dura et al. 2007). La prévalence de la TVPC est estimée a 1/2000.
Les circonstances de survenue des arythmies sont principalement décrites dans un contexte
d’émotion et d’effort physique notamment lors de la natation pouvant alors étre a 1’origine de
noyades (Choi, Kopplin et al. 2004, Creighton, Virmani et al. 2006). De rares cas de survenue
au cours du sommeil ont également été rapportés (Allouis, Probst et al. 2005, Tester,
Salisbury et al. 2005). La mortalité des TVPC est tres élevée atteignant 30 a 50 % a I’4ge de
40 ans (Cerrone, Colombi et al. 2004).

La TVPC présente deux modes de transmission :

e un mode autosomique dominant causé par des mutations sur le géne RyR2 codant pour
le récepteur cardiaque a la ryanodine situé dans le réticulum endoplasmique
(RE) correspondant a 1’un des canaux calciques impliqué dans le relargage du calcium
a partir du RE, le controle de I’homéostasie calcique intracellulaire et la contraction du
muscle cardiaque (Laitinen, Brown et al. 2001). A ce jour plus de 150 mutations
(variants génétiques non synonymes) ont été décrites sur ce géne (Priori and Chen
2011). Les mutations sur le géne RyR2 sont identifiées chez 50-60 % des patients
atteints de TVPC avec un degré de pénétrance élevé de 80 % (Cerrone, Colombi et al.
2004).

e un mode autosomique récessif, beaucoup plus rare, causé par des mutations sur le gene
CASQ2 codant pour la calséquestrine, protéine située dans le RE impliquée dans la

liaison avec le calcium (Lahat, Pras et al. 2001).

Les mutations sur les genes RyR2 et CASQ2 sont identifiées chez 50-60 % des patients
atteints de TVPC (Priori, Napolitano et al. 2002, Cerrone, Colombi et al. 2004) (Tableau 3).
D’autres génes sont donc potentiellement impliqués dans la pathologie. Une étude récente a

d’ailleurs identifié trois mutations survenant sur le gene TRND, codant pour la triadine (une
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protéine d’ancrage), qui co-ségrégent avec la maladie selon un mode de transmission récessif

dans deux familles au sein d’une cohorte de 97 patients (Roux-Buisson, Cacheux et al. 2012) .

Tableau 3 Genes principalement impliqueés dans la TVPC

Fréquence
Geéne Protéine Mécanisme des mutations
(%0)
RYR2 Récepteur a la ryanodine 2 Perte de Fonction 50-60
CASQ2 calséquestrine 2 Perte de Fonction <10

La prise en charge thérapeutique des TVPC est quasi-identique a celle du SQTL et s’adresse
aux patients symptomatiques et aux patients asymptomatiques porteurs de mutations sur les
génes RyR2 ou CASQ?2.

1.2.3  Syndrome de Brugada

Le syndrome de Brugada (SBr) est une entité clinique identifiée en 1992 (Brugada and
Brugada 1992) qui est caractérisé typiquement a I’ECG par un sus-décalage du segment ST a
sommet arrondi dans les dérivations précordiales droites associé a des troubles graves du
rythme ventriculaire a I’origine de syncopes et de morts subites (Antzelevitch, Brugada et al.
2005).

Cette pathologie considérée comme exceptionnelle est retrouvée chez 4 % des patients qui
font une mort subite récupérée et représenterait 20 % des morts subites sans cardiopathie sous
jacente (Antzelevitch, Brugada et al. 2005). La mort subite surviendrait principalement au

repos notamment la nuit.

La prévalence peut étre estimée en France a 1/2000 mais il existe une grande variabilité
géographique avec une prévalence plus élevée en Asie qu’en Europe de 1’Ouest ou en

Amérique du Nord (Hermida, Lemoine et al. 2000).

Habituellement retrouvé chez 1’adulte 4gé d’une quarantaine d’années (Antzelevitch, Brugada
et al. 2005), le SBr a été décrit chez de trés jeunes enfants (Probst, Evain et al. 2006). Cette

pathologie reste cependant tres rare chez les enfants avant la puberté.
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Le SBr peut étre de forme sporadique ou familiale. Dans les formes familiales, il se transmet

sur le mode autosomique dominant a pénétrance faible.

Le gene majeur de cette pathologie est le gene SCN5A qui code pour un canal sodique
cardiaque. Plus de 300 variants génétiques ont été identifiés actuellement sur ce géne
(Kapplinger, Tester et al. 2010). Cependant, le taux de mutations détectées sur ce gene chez
les patients atteints de SBr est relativement faible, de I’ordre de 20 a 30 %. D’autres génes ont
été¢ identifiés ces dernieres années mais ne permettent d’expliquer qu’un trés faible

pourcentage des cas (Tableau 4).

Tableau 4 Principaux genes impliqués dans le Syndrome de Brugada [Adapté de
(Bastiaenen and Behr 2011)]

Fréquence

Type Geéne Protéine Courant Mécanisme des mutations

(%)
SBr1 SCN5A Na,1.5 Ina Perte de fonction 20-30
SBr2 GPD1L G3PD1L Ina Perte de fonction rare
SBr3 CACNALC Ca/l.2 lca Perte de fonction ?
SBr4  CACNB2 Ca,p2 lca Perte de fonction ?
SBr5 SCN1B Na.,p Ina Perte de fonction ?
SBr6 KCNE3 MiRP2 ks lo  Gain de fonction ?
SBr7 SCN3B Na,B3 Ina Perte de fonction ?
SBr8 CACNA2D1 Ca.n28l1 lca Perte de fonction ?

Ina courant sodique entrant dépolarisant rapide; Ic, courant calcique entrant
dépolarisant (lent); Iy, courant potassique sortant repolarisant rapide; I, courant

potassique transitoire sortant

A ce jour, I’apport du diagnostic moléculaire dans la prise en charge des patients atteints de
SBr demeure peu informatif. En effet, la détection d’une mutation sur le géne SCNSA n’est
que peu prédictive d’un risque de développer un SB chez les apparentés d’un cas index et, de
méme, I’absence de la mutation ne peut pas garantir 1’absence de la maladie (Probst, Allouis
et al. 2006).

Concernant la prise en charge thérapeutique, si les patients qui ont déja présenté une syncope
ou une mort subite doivent pour la plupart étre protegés par un DAI, la prise en charge des

patients asymptomatiques est plus difficile et reste encore discutée.
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.24  Syndrome du QT court congénital

Le syndrome du QT court (SQTC) congénital est un syndrome génétique récemment
découvert, caractérisé par 1’association d’un intervalle QT raccourci sur ’'ECG et de la
survenue de troubles du rythme auriculaire et/ou ventriculaire sur un cceur par ailleurs
considéré comme sain (Gussak, Brugada et al. 2000). Les troubles du rythme peuvent survenir
aussi bien chez le nourrisson que chez 1’adulte. La survenue d’une fibrillation auriculaire peut
précéder celle d’une syncope et d’une mort subite. Cependant, la mort subite peut également

étre le premier symptome de la maladie (Extramiana 2005).

Le syndrome peut se présenter sous la forme de cas sporadiques mais la notion de formes

familiales a été décrite trés tdt orientant vers une cause génétiquement transmissible.

Les mutations actuellement connues pour étre impliquées dans cette pathologie sont présentes
sur trois genes codant pour des canaux potassiques (connus pour étre également impliqués
dans le SQTL) : KCNH2 (Brugada, Hong et al. 2004) , KCNJ2 (Priori, Pandit et al. 2005) et
KCNQ1 (Bellocgq, van Ginneken et al. 2004). A la différence du SQTL, les mutations
retrouvees dans le SQTC sont a 1’origine d’un gain de fonction entrainant une augmentation
des courants ioniques repolarisants (Tableau 5). Recemment deux génes codant pour des
canaux calciques ont également été associés a la pathologie : CACNA1 et CACNB2. Compte
tenu du faible recul et du faible nombre de patients connus présentant ce syndrome (quelques
dizaines), il est encore prématuré d’évaluer la fréquence des mutations chez les patients
atteints de SQTC.

Tableau 5 Génes impliqués dans le syndrome du QT court (SQTC) Adapté de (Morita,
Wu et al. 2008)

Type Geéne Protéine  Courant Mécanisme Circonstances de Frequgnce des
survenue mutations (%0)
SQTC1 KCNH2 Kyvll.la Ixr Gain de fonction Exercice ”
SQTC2 KCNQ1 Ky7.1la Iks Gain de fonction / ”
SQTC3 KCNJ2 Kir2.1a lk1 Gain de fonction / ”
SQT4 CACNAL1 Ca,l.2 lca Perte de fonction Sommeil ”
SQT5 CACNB?2 Ca,p2 lca Perte de fonction / ”

I, courant potassique sortant repolarisant rapide, Ixs courant potassique sortant repolarisant lent, lx;

courant potassique a rectification entrante, lc, courant calcique entrant dépolarisant (lent)
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Concernant la prise en charge thérapeutique du SQTC, le seul traitement ayant fait la preuve
de son efficacité a I'neure actuelle est la pose d’un DAI, indiquée chez les patients présentant
des symptdmes (syncopes, tachycardie, ou/et fibrillation ventriculaire) afin de prévenir les
morts subites (Brugada, Hong et al. 2004, Schimpf, Bauersfeld et al. 2005).

1.3 Les investigations moléculaires des canalopathies

cardiaques

1.3.1  Stratégies utilisées en clinique aupres des patients

Lorsque ce travail de thése a débuté, la détection des variants génétiques sur les genes connus
pour étre impliqués dans les canalopathies cardiaques au sein de cohortes de patients
symptomatiques et de leurs apparentés était basée principalement sur le séquencage direct des
génes d’intéréts ou sur des techniques de criblage du géne par polymorphisme de
conformation simple brin classiguement dénommée SSCP « Single strand conformation
polymorphism » (Tester, Will et al. 2006, Wedekind, Bajanowski et al. 2006), ou par
chromatographie liquide dénaturante haute performance classiqguement dénommée DHPLC
« Denaturing High Pressure Liquid Chromatography » (Ning, Moss et al. 2003, Lai, Su et al.
2005, Napolitano, Priori et al. 2005) afin de cibler le séquencage et de réduire ainsi le colt des

analyses.

La méthode SSCP est basée sur le comportement électrophorétique des molécules d’ADN
simple brin dans un gel d’acrylamide non dénaturant. Il s’agit d’une technique simple mais
qui comporte deux inconvénients majeurs. Le comportement électrophorétique des fragments
monocaténaires est imprévisible car il est dépendant de la température et des conditions
d’¢électrophorese d’ou la nécessité de réaliser de maniére empirique de nombreux essais
d’optimisation. De plus, dans le cas de longs fragments (>200pb), la méthode devient

insensible a certaine mutation.

Compte tenu de ces inconvénients, cette méthode a été progressivement abandonneée au profit
de la méthode de screening par la DHPLC basée sur la séparation des fragments d’ADN
selon leur taille et/ou la présence d’hétéroduplexes (brins d’ADN réassociés) pendant leur

passage dans le gradient d’une colonne chromatographique. Cette méthode est largement
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décrite comme une technologie simple, robuste, sensible avec une sensibilité proche de 100 %
(Lai 2005). Cependant, cette technique nécessite également une importante optimisation des
températures avec des répercussions en termes de coit et de temps d’analyse (Hedley 2009).

Par la suite une autre technique de criblage, la technologie d’analyses haute résolution des
courbes de fusion classiquement appelée technique HRM « high resolution melting » a été
optimisée par Millat et al. sur le gene SCN5A (Millat, Chanavat et al. 2009). Le principe de

cette technique est développé dans la partie « Méthode ».

Enfin, parallelement aux stratégies de détection des mutations connues ou non connues sur
une seéquence donnée, il s’est développé une nouvelle approche de génotypage des variations
de séquence portant sur un nucléotide donné appelés SNP pour « single base polymorphism »
par I’équipe du Professeur Angel Carracedo de Saint Jacques de Compostelle (Allegue, Gil et
al. 2010) a I’aide de la spectrométrie de masse MALDI-TOF.

1.3.2  Stratégies utilisées en post-mortem dans les cas de mort
subite inexpliquée
Les premiéres études génétiques post-mortem ont été réalisées sur des cas isolés de mort

subite survenant chez le nourrisson ou 1’adulte jeune (Ackerman, Tester et al. 1999,
Ackerman, Siu et al. 2001, Ackerman, Tester et al. 2001, Schwartz, Priori et al. 2001).

La premiére série post-mortem est réalisée par Chugh et al. en 2004 et porte sur la détection
de variants génétiques sur les principaux géenes impliqués dans le SQTL sur une cohorte de
12 cas de mort subite inexpliquée a partir de prélevements myocardiques FFIP (Chugh,
Senashova et al. 2004).

D’autres études ont suivi et au commencement de ce travail de these, on comptait sept études
présentées dans le tableau 6. Ces études portaient sur des séries de 12 a 59 cas de morts
subites inexpliquées avec des intervalles d’ages différents dont les extrémes étaient compris
entre 1 et 43 ans. La stratégie de détection était basée sur une sélection des génes les plus
fréguemment mutés dans le SQTL a savoir les génes KCNQ1, KCNH2, KCNE1, KCNE2,
SCN5A et dans la TVPC a savoir le géne RyR2. En raison de la taille du gene RyR2 (105
exons) I’exploration de ce gene dans les cohortes de patients (Postma, Denjoy et al. 2005,
Medeiros-Domingo, Bhuiyan et al. 2009) a toujours était ciblée a des « régions chaudes »

32



Rappel Fondamentaux

correspondant a des régions a fort taux de mutation avec un nombre d’exons ciblés pouvant
varier de 18 a 64 exons selon les études (Tableau 6). Les principales techniques utilisées
étaient identiques a celles employées en clinique a savoir le séquencage direct et le criblage
par SSCP et DHPLC couplé au séquencage ciblé. Les types de substrats employés étaient soit

des prélévements FFIP soit du sang soit des tissus congelés.

Une étude avait eu recours a 1’une des premiéres plateformes d’analyse de courbe de fusion
haute résolution et avait ciblé avec cette technique 24 des 105 exons du gene RyR2 en
utilisant comme substrat du sang prélevé au cours de I’autopsie. Aucune précision sur
I’optimisation de cette technique n’était apportée dans la publication (Nishio, Iwata et al.
2006).

Récemment les stratégies de typage des SNPs ont été appliquées a la recherche des variants
géneétiques connus sur les genes impliqués dans le SQTL dans des cas de mort subite
inexpliquée (Allegue, Gil et al. 2011, Edelmann, Schumann et al. 2012). On distingue
essentiellement le miniséquengage a ’aide du kit SNaPshot™ (Applied Biosystem) et la
technologie IPLEX Gold sur la plateforme MassARRAY (Sequenom). Ces deux techniques
sont basées sur un principe similaire associant une étape de discrimination allélique par
extension d’amorce d’une seule base suivie d’une détection soit par réaction de
miniséquencage en présence de ddNTPs (didésoxynucléotides triphosphates) marqués par un

fluorochrome soit d’une détection par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
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Tableau 6 Etudes post-mortem portant sur les genes impliqués dans les canalopathies cardiaques chez les adultes jeunes et les enfants de

plus d’un an

Références Nbr | Intervalle de | Age Ratio | Genes étudiés Méthode d’analyses génétiques Type d’échantillons Nbr variant sur le
temps (années) | MIF géne d’intérét

(%)

(Chugh, Senashova et | 12 1984-1996 n.a. n.a. KCNQ1, KCNH2, KCNE1, KCNE2, | SSCP FFIP (myocarde) 2 KCNH2 (17)

al. 2004) SCN5A

(Di Paolo, Luchini et | 10 1996-2004 13-29 1 Genes LQTS SSCP FFIP 2 KCNQ1 (20)

al. 2004)

(Nishio, Iwata et al. | 18 Durant 9 ans 2-42 2,6 RyR2 (analyse ciblée sur 24 exons) HRM Sang 2 RyR2 (11)

2006)

(Tester, Spoon et al. | 49 1998-2004 1-43 1,7 KCNQ1, KCNH2, SCN5, KCNE1, | DHPLC Tissu congelé et sang 5 KCNQL1 (10)

2004, Tester and KCNE2, KCNJ2 3 KCNH2 (6)

Ackerman 2007) RyR2 (analyse ciblée sur 18 exons) 2 SCN5A (4)
7 RyR2 (14)

(Creighton, Virmani | 14 n.a. 1-43 13 KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, | SD Tissu congelé 3RyR2 (21)

et al. 2006) KCNE2, RyR2 (analyse ciblée sur 36 1 KCNQL1 (7)

exons)

(Carturan, Testeretal. | 35 n.a. n.a. n.a. RyR2 (analyse ciblée sur 25 exons) DHPLC FFIP (myocarde) 0(0)

2008)

(Doolan, Langlois et | 59 1994-2002 1-35 1,8 KCNQ1, SCN5A DHPLC FFIP (foie et rate) 0(0)

al. 2008)

(Wong, Koo et al. | 28 n.a. 1-35 n.a. RyR2 (analyse ciblée sur 54 exons) DHPLC Sang ou myocarde congelés 2RyR2 (7)

2009) CASQ2 SD 3 CASQ2 (3)

(Gladding, Evans et | 21 n.a. 0-34 1,3 KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, | DHPLC or SD Carte Guthrie (goutte de sang) 4 KCNQ1 (21)

al. 2010) KCNE2 4 KCNH2 (21)
1 KCNE1 (4)

(Tester, Medeiros- | 35 1998-2010 4-69 1,9 KCNQ1, KCNH2, SCN5A, RyR2 (analyse | DHPLC Sang ou myocarde congelés 3 KCNQ1 (8)

Domingo et al. 2011) ciblée sur 64 exons) 6 RyR2 (17)

(Skinner, Crawford et | 33 2006-2008 1-40 2,6 KCNQ1, KCNH2, SCN5A, AnkB, | DHPLC or SD Sang ou tissus 1 KCNQ1 (3)

al. 2011) KCNE1, KCNE2, KCNJ2 1 KCNH2 (3)
1 SCN5A (3)
2 KCNEL1 (6)

(Edelmann, 35 n.a. n.a. n.a. KCNQ1, KCNH2 Miniségquencage par SNaPshot Sang 1 KCNQL1 (2,5)

Schumann et al. 2011)

(Allegue, Gil et al. | 14 n.a. 1-43 n.a. KCNQ1, KCNH2, SCN5A Spectrométrie de masse sur | Tissus congelés ou FFIP ou sang 1 KCNQ1 (7)

2011) plateforme Sequenom

Larsen et al. 2012 74 1998-2007 0-40 15 RyR2 (analyse ciblée sur 29 exons) SD Sang congelé 7 RyR2 (9,5)

Tester et al. 2012 173 | 1998-2010 1-69 1,6 KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, | DHPLC Données non disponibles dans le « preview article »

KCNEZ2, RyR2 (analyse ciblée)

Nbr nombre ; SD Séquencage direct
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1.3.3  Résultats obtenus dans les études post-mortem

1.3.3.1 Chez I’adulte jeune et ’enfant de plus d’un an

Dans les deux premieres études post-mortem explorant les principaux génes impliqués dans le
SQTL (Chugh, Senashova et al. 2004, Di Paolo, Luchini et al. 2004) des mutations avaient été
identifiées respectivement dans 17 % des cas (2/12) et 20 % des cas (2/10). L’étude de Nishio
(Nishio, lwata et al. 2006) portant uniquement sur 24 exons du gene RyR2 avait retrouveé
11 % de cas porteurs de mutations. L’une des plus grande série portant sur 49 cas de mort
subite inexpliqué survenant chez I’adulte jeune (1-43 ans) (Tester, Spoon et al. 2004, Tester
and Ackerman 2007), retrouvait dans 35 % des cas une mutation sur 1’un des quatre génes
explorés dont 14 % sur le géne RYR2, 10 % sur le gene KCNQ1, 6 % sur le gene KCNH2 et
4 % sur le géne SCN5A (figure ci-dessous).

RyR2
14%
KCNQ1
10%
KCNH?2
6%
SCN5A
. 4%
Negative
65%

Figure 3 Fréquence des mutations détectées dans une étude américaine portant sur 49
cas de mort subite inexpliquée lors d’investigations génétiques ciblées sur les quatre
principaux genes : KCNQ1 (SQTL1), KCNH2 (SQTL2), SCN5A (SQTL3 et SBr), et
RyR2 (TVPC). Adapté de (Tester and Ackerman 2007)
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1.3.3.2 Chez le nourrisson

L’exploration post-mortem des mutations sur les génes codant pour les canaux ioniques
cardiaques dans les cas de syndrome de MSN ou «sudden infant death syndrome » a été
réalisée jusqu’a ce jour au sein d’une dizaine de cohortes de nationalités différentes (Nord-
americaine (Tester, Spoon et al. 2004, Tester and Ackerman 2005), Afro-américaine (Plant,
Bowers et al. 2006), Allemande (Wedekind, Bajanowski et al. 2006), Norvégienne (Arnestad,
Crotti et al. 2007), Japonaise (Otagiri, Kijima et al. 2008)) dont une seule série francaise
comptant 32 cas de MSIN (Millat, Kugener et al. 2009). A partir de ’ensemble de ces études,
il a été calculé (Klaver, Versluijs et al. 2011) que 19,5 % des cas de MSIN portaient une
mutation au niveau de I’un des 16 génes explorés (dont les principaux géenes impliqués dans le
SQTL, Sbr et TVPC) dont la fréquence au niveau des genes est présentée dans la figure ci-
dessous (Figure 4). Dans la majorité des cas (13,5 %) les mutations étaient considérées
comme délétéres et dans la minorité des cas (6,5 %) il n’était pas possible de se prononcer sur
le caractere délétere des mutations en raison soit de ’absence de données disponibles sur le
retentissement fonctionnel de la mutation en question au sein de la littérature soit car aucun

retentissement fonctionnel n’était observé au décours d’études fonctionnelles.

KCNQ1
2%

KCNH2

2% SCNS5A
5%

Autres
genes
8%

2%

Négative
81%

Figure 4 Fréquences des mutations retrouvées sur les genes codant pour des canaux
ioniques au sein de plusieurs cohortes de MSIN Adapté de (Klaver, Versluijs et al. 2011)
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1.4 Problématique posée par DPexploitation des
prélevements FFIP prélevées en post-mortem
comme source d’ADN pour les investigations

moléculaires

En France les prélevements FFIP constituent la source principale de prélevements post-
mortem disponibles en vue de réaliser des investigations moléculaires portant sur les
canalopathies cardiaques. On distingue deux raisons a ce constat. D une part, les prélevements
FFIP, décrits il y a plus de 100 ans, constituent le mode de conservation des tissus le plus
utilisé dans la pratique médico-légale en vue d’analyses anatomopathologiques
complémentaires. D’autre part, la réalisation de prélévements tissulaires ou de sang en vue
d’une congélation comporte des contraintes matérielles avec la nécessité de disposer d’un
équipement dedié (congélateur -20°C et idéalement conservation azote liquide a -80°C) dans
un espace dédié. Compte tenu des contraintes imposées par ce mode de conservation, trés peu
d’équipes médico-légales y ont recours. A titre indicatif, 1’enquéte internationale réalisée par
Michaud et al. (Michaud, Mangin et al. 2011) portant sur les procédures d’investigations
mises en place en cas de mort subite cardiaque (protocole autopsique, type de prélévements
réalisés et mode de conservation de ces derniers, type d’examens complémentaires) a retrouvé
que seuls 15 % des répondants réalisent de maniéere systématique des préléevements de
myocarde congelés et 49 % des prélevements de sang sur tube EDTA (acide éthyléne diamine

tétra-acétique).

Si la fixation par immersion du matériel prélevé dans le formaldéhyde (fixateur le plus
couramment employé) permet une conservation des structures tissulaires, ce mode de
conservation est a I’origine d’une dégradation de I’ADN qui pose certains problémes pour la
réalisation des analyses moléculaires. Il s’ajoute a la dégradation induite par le formaldéhyde
la dégradation post-mortem qui débute dés la mort de 1’organisme et qui influe sur la qualité
de I’ADN extrait selon le délai écoulé entre le décés et la réalisation des préléevements lors de

I’autopsie médico-légale.
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1.41.1 Les mécanismes de dégradation de I’ADN en post-mortem
Aprés la mort de 1’organisme, deux mécanismes de dégradation post-mortem peuvent étre

observés : les processus enzymatiques et les processus chimiques qui ont largement été decrits
dans les études d’ADN ancien (Lindahl 1993).

Les processus enzymatiques correspondent a la libération des nucléases endogenes issues de
la rupture des compartiments cellulaires a la mort de I’organisme ou des nucléases produites
par les organismes saprophages responsables de la décomposition des tissus, qui vont étre a
I’origine d’un clivage des liaisons phosphodiesters entre chaque nucléotide et entrainer une

fragmentation de I’ADN .

Les processus de deégradation chimique sont des meécanismes beaucoup plus lents
correspondant majoritairement a des phénomeénes d’hydrolyse et d’oxydation. Ces
phénoménes peuvent conduire a la formation de sites abasiques qui vont étre a I’origine soit
de la rupture simple ou double brin de I’ADN, soit du blocage de I’activité de la polymérase
au cours de I’amplification accentuant la fragmentation de I’ADN. Les modifications
chimiques de ’ADN peuvent également induire des désaminations ou des oxydations de
certaines bases pouvant conduire a 1’incorporation de bases incorrectes lors de I’amplification
(Gilbert, Hansen et al. 2003). Enfin, d’autres types de réactions chimiques peuvent conduire a
la formation de liaisons intra-moléculaires et inter-moléculaires qui peuvent blogquer

I’élongation des produits PCR (Polymérase Chain Reaction) par la polymérase.

1.4.1.2 Les mécanismes de dégradation de I’ADN par le formaldéhyde

De nombreux parameétres influent sur la cinétique de fixation des tissus par le formaldéhyde et
par conséquent sur la dégradation de I’ADN par ce fixateur (Srinivasan, Sedmak et al. 2002,
Miething, Hering et al. 2006, Ferrer, Armstrong et al. 2007). Parmi ces parametres, on
distingue notamment le temps de fixation et le volume du liquide fixateur dans lequel le
prélevement est placé, la vitesse de pénétration dans le tissu biologique qui est elle-méme
fonction du type de tissu (de sa densité, de sa richesse en protéines) et de la taille du fragment
tissulaire (plus le fragment présente une faible épaisseur, idéalement 0,5cm, plus la vitesse de
pénétration est rapide). Enfin, le pH de la solution de formaldéhyde joue egalement un réle
important sachant que différents types de solutions de formaldéhyde peuvent étre utilisées
avec un pH plus ou moins acide : non tamponnée (pH variant de 2,8 a 4 selon la teneur en

méthanol), tamponnée a 4 % (pH 6,9) ou tamponnée a 10 % (pH 7,4).
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Ainsi, dans le contexte le plus fréquent d’utilisation d’une solution tamponnée a 10 % de
formol (pH 7,4), le formaldéhyde (CH,O) n’entraine pas d’hydrolyse des acides nucléiques
(Plenat, Montagne et al. 2006). En revanche, il dénature I’ADN en déstabilisant les liaisons
hydrogenes de la double hélice puis crée des liaisons partiellement réversibles avec les
groupements NH2 terminaux situés au niveau des protéines et des acides nucléiques a
I’origine d’adduits hydroxyméthyles et de ponts méthyléniques (R-CH,-R”) intra-moléculaires
(entre deux acides nucléiques au sein de la méme molécule d’ADN) et inter-moléculaires
(soit entre deux molécules d’ADN soit entre une molécule d’ADN et une protéine) (Figure 5).
Ces modifications structurales sont a 1’origine d’encombrements stériques qui peuvent
bloquer la disponibilit¢ de ’ADN pour les réactions d’amplification ce qui conduit a une
diminution de I’efficacité de la PCR (moindre affinité de la polymérase pour I’ADN) et a des
arréts de lecture par la polymérase expliquant la petite taille des produits PCR observée a
partir de d’ADN extrait de tissus FFIP.

Figure 5 Adduit hydroxyméthyle (-CH,OH) et ponts méthyléniques (R-CH,-R”) intra et
intermoléculaires induit par le formaldéhyde

Parallelement a cette dégradation, il est également observé lors du séquencage de I’ADN
extrait de prélevements FFIP une fréquence élevée de mutations artéfactuelles non
reproductibles avec une nette prédominance des substitutions de base de type transitions
(modification d’une base pyrimidique C ou T par une base pyrimidique ou d’une base purique
A ou G par une base purique, C:G>T:A) (Williams, Ponten et al. 1999, Quach, Goodman et
al. 2004, Do and Dobrovic 2009, Do and Dobrovic 2012). Si les mécanismes exacts a
I’origine de ces modifications de séquences restent encore peu compris, certains auteurs ayant

constatés une diminution des artéfacts de séquence en utilisant 1’uracile-ADN-Glycosylase
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identifie la désamination de la cytosine en uracile (un analogue de la thymine) comme un des
mécanismes potentiels a I’origine des modifications de séquence de I’ADN extrait de
préléevements FFIP (Do and Dobrovic 2012).

Au final, PADN extrait de prélévements FFIP présente des caractéristiques tres
similaires a ’ADN extrait de spécimens anciens. En effet dans les deux cas les produits
PCR obtenus sont de petites tailles, ces produits peuvent étre le siéege de mutations
artéfactuelles en raison de 1’incorporation par la polymérase de bases erronées et compte tenu
des modifications structurales de la double hélice d’ADN, un ADN contaminant non dégradé

est susceptible d’étre préférentiellement amplifié et donc d’étre retrouvé dans I’analyse.

Cette corrélation justifie la mise en place lors de I’exploitation de prélévements FFIP des
mémes procédures d’analyses que dans les études d’ADN ancien a savoir 1’utilisation de
paires d’amorces permettant d’amplifier de courts fragments d’ADN, la répétition des
réactions d’amplification indépendantes les unes des autres ou réalisées a partir d’un tissu
différent, la détection de substances co-extraites qui peuvent diminuer ’efficacité de la
réaction d’amplification (tel que I’héme de I’hémoglobine (Akane, Matsubara et al. 1994)) et
la mise en place des mémes précautions pour éviter toute contamination des échantillons avec
de I’ADN exogéene non dégradé (cf 11.4) .
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Matériel et Méthodes

1.1 Matériel biologique

Etant donné que les échantillons FFIP et congelés des cas de mort subite inclus dans notre
population d’étude représentent une source limitée et non renouvelable d’ADN endogéne,
nous avons utilisé des « échantillons tests » afin d’effectuer 1’étape de validation d’une

méthode d’extraction-purification d’ADN adaptée aux prélévements FFIP.

11.1.1 Echantillons tests

Nous avons constitué une série de 11 échantillons FFIP de cceur et 11 échantillons FFIP de
foie provenant de 11 individus dont 1’autopsie avait été réalisée a 1’Institut de Médecine
Légale de Strashbourg. Ces échantillons tests devaient répondre a des critéres d’inclusion bien
précis afin de limiter les paramétres impliqués dans la dégradation de I’ADN (délai post-
mortem, temps de fixation dans le formaldéhyde, pH de la solution de formaldéhyde, taille du
fragment tissulaire) et afin de retrouver les conditions habituelles de recueil et de conservation

des prélevements tissulaires effectués au cours des investigations médico-légales.
Ces critéres d’inclusion étaient les suivants :

o le délai entre le déces et la réalisation du prélevement tissulaire au cours de 1’autopsie
devait étre égal ou inférieur a 72 heures afin de limiter le processus de dégradation
post-mortem de I’ADN et afin de respecter le délai moyen qui peut s’écouler entre la
constatation d’un déces et la programmation d’une autopsie médico-légale ;

e I’échantillon de tissu frais prélevé devait avoir la forme approximative d’un carré de
1,5 cm de c6té et de 0,3 cm d’épaisseur afin de permettre une fixation uniforme de la
piéce tissulaire par le formaldéhyde ;

e |a fixation devait se faire dans une solution de formaldéhyde tamponnée de 10 %
correspondant au fixateur le plus fréquemment utilisé en France pour la conservation
des tissus prélevés au cours des autopsies médico-légales en vue d’éventuelles
analyses anatomopathologiques ;

e le temps de fixation de la piece tissulaire dans le formaldéhyde avant inclusion en
paraffine devait étre d’environ trente jours. Ce délai de trente jours correspond au
temps moyen d’immersion de la piece tissulaire dans le formaldéhyde avant 1’émission
de la réquisition par le Parquet ordonnant la brisée des scellés qui avaient été

constitués au moment du temps autopsique. Ce n’est qu’a la réception de cette
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réquisition que le médecin désigné peut briser les scellés et procéder aux analyses

anatomopathologiques.

Population d’étude

11.1.2.1 Critéres d’inclusion

En se basant sur les recommandations de [’Association for Europeen Cardiovascular

Pathology (Basso, Burke et al. 2008), nous avons mis au point un protocole de préléevements a

appliquer de maniere systématique pour chaque individu agé entre 0 et 35 ans dont la cause de

la mort restait inexpliquée au terme de 1’autopsie réalisée a 1’Institut de Médecine légale de

Strasbourg.

Ce protocole comportait les éléments suivants :

les prélevements réalisés de maniére systématique dans toute autopsie médico-

légale en vue d’analyses toxicologiques (sang cardiaque, sang périphérique, urine,

bile, contenu gastrique), en vue d’analyses anatomopathologiques (fragments de divers

organes) et en vue d’analyses virologiques et bactériologiques en suivant notamment

pour les cas de mort subite chez I’enfant de moins de 2 ans le protocole de

prélevements du Dr Caroline Rambaud (Rambaud and Imbert 1993) repris dans les

recommandations de la Haute Autorité de Santé en 2007 (HAS 2007) ;

le recueil d’informations concernant :

o

les circonstances du décés : déces survenu au repos, durant le sommeil, durant
un exercice physique, lors d’un stress émotionnel ;

les antécédents familiaux : mort subite inexpliquée, trouble du rythme ;

les antécédents personnels: syncope, palpitations, arythmie cardiaque,
épilepsie ;

le traitement médicamenteux ;

pour les nourrissons et les enfants : le déroulement et le suivi de la grossesse et
de I’accouchement, les modalités de garde, les modalités d’allaitement et
d’alimentation, les habitudes de sommeil, les pathologies survenues dans la

période néonatale et durant les premiers mois, la notion de contage infectieux ;

la réalisation de prélévements en vue d’analyses génétiques a savoir : des fragments

(59) de tissus frais cardiaque prélevés au niveau du ventricule gauche, du ventricule
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droit et du septum et un fragment de tissu hépatique. Ces fragments tissulaires
devaient étre placés dans des cryotubes et conservés dans 1’azote liquide a - 196°C.
Les prélevements cardiaques ont été réalisés au niveau des ventricules et du septum en
vue d’éventuelles investigations virologiques ciblées en cas de découverte
microscopique d’une myocardite. Le prélevement de foie a été réalisé afin de pouvoir
dupliquer les extractions a partir d’un tissu différent provenant d’un méme individu et
de contrdler ainsi la fiabilité de nos résultats. Les prélévements tissulaires ont été
privilégiés au recueil de sang a partir duquel 1’extraction d’ADN est pourtant plus
aisée, afin de disposer d’un matériel a partir duquel I’extraction d’ARN messager tissu
specifique pouvait étre envisagée dans des travaux futurs ;

apres avoir réalisé¢ I’examen externe du cceur au cours de 1’autopsie (ouverture des
quatre cavités, dissection transversale des coronaires, mensurations) et aprés avoir
prélevé les fragments cardiaques destinés aux éventuelles analyses génétiques, le ceeur
en entier devait étre placé dans une solution de formaldéhyde tamponnée. L’examen
anatomopathologique du cceur était réalisé par un médecin anatomopathologiste
expérimenté selon les recommandations de [’Association for Europeen

Cardiovascular Pathology (Basso, Burke et al. 2008).

Au terme de ces prélevements, nous attendions les résultats des analyses toxicologiques et

anatomopathologiques voire virologiques et bactériologiques, avant d’entreprendre toutes

investigations génétiques. Ces dernieres étaient uniquement effectuées chez les individus

répondant aux criteres d’inclusion suivants :

un age compris entre 0 et 35 ans ;

I’absence de malformation organique et de cause évidente de déces observées au cours
de I’autopsie ;

’absence d’anomalie macroscopique et microscopique au niveau du cceur ;

des investigations virologiques et bactériologiques négatives ;

des analyses toxicologiques dont les résultats ne retrouvaient pas d’intoxication aigue

médicamenteuse et/ou par stupéfiants pouvant expliquer le déces.

Au sein de la population d’étude, les investigations génétiques ont été réalisées dans le cadre

de notre mission définie par le Parquet a savoir « Procéder a tous prélevements utiles a la
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manifestation de la vérité et a ['enquéte en vue d’expertise ultérieure ; Etablir les

circonstances et les causes de la mort de [’intéressé ».

Afin d’élargir notre recrutement, le protocole de prélévements et les critéres d’inclusion ont
été diffusés auprés du Service Médico-légal allemand de Bonn dirigé par le Professeur
Bernhardt Madea et aupres de 1’Institut Médico-légal de Reims dirigé par le Professeur Paul

Fornes.

11.1.2.2 Caractéristiques de la population d’étude

Au total, entre les années 2008 et 2010, 8 cas de mort subite inexpliquée ont été inclus dans
notre population d’étude initiale a partir de laquelle a été réalisée I’optimisation de la
technique HRM sur le géne KCNQL. Puis I’inclusion de 4 nouveaux cas en 2011 a permis
d’atteindre un nombre final de 12 cas de mort subite inexpliquée au niveau desquels nous
avons évalué une nouvelle approche de génotypage par la technologie iPLEX Gold de
Sequenom sur le gene RyR2. Les caractéristiques des 12 cas inclus dans la population d’étude
ainsi que les circonstances du déces sont présentées dans le tableau 7. La durée de fixation des
organes dans le formaldéhyde a également été renseignée car il s’agit d’un facteur pouvant
influencer la qualité de I’ADN extrait et devant par conséquent étre pris en compte lors de

I’interprétation des résultats.
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Tableau 7 Caractéristiques des cas de mort subite inexpliquée inclus de 2008 a 2011

Cas sexe age Temps de Circonstances du déces
fixation dans le
formaldéhyde
(jours)

1 F 4m 17 Découvert en décubitus dorsal dans son lit

2 M 20a 7 Découvert dans sa salle de bain

3 M 2m 11 Découvert en décubitus ventral dans son lit
2 4 F 3a 16 Durant son sommeil. s’était endormi dans les bras de
< sa mére au cours de la tété

1

g 5 M 20a 4 Durant une activité physique (salle de sport)
N . o ..

6 F 16 a 11 Sensation de palpitations suivie d’une syncope

7 F 8] 16 Au cours du sommeil

8 M 3m 6 Au cours du sommeil

9 F 3a 20 Au cours du sommeil

10 M 2a 22 Au cours d’une hospitalisation suite a des
o vomissements évoluant depuis 48h sans signe de
8 déshydratation. ni fievre. ni syndrome méningé
N

11 F 6m 10 Au cours du sommeil

12 M 7m 7 Découvert en décubitus ventral dans son lit

a ans; m mois; j jours

La population d’étude présente un sexe ratio égal a 1 (6 individus de sexe masculin et 6

individus de sexe féminin). La moyenne d’age est de 5,48 ans avec des extrémes de 8 jours a

20 ans.

Ainsi, pour chaque cas inclu dans la population d’étude nous disposions d’échantillons

cardiaques (ventricule gauche, septum, ventricule droit) et hépatiques conservés soit par

congelation dans 1’azote liquide soit sous forme FFIP (Figure 6).
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Figure 6 Cryotubes et blocs de paraffine contenant les prélévements tissulaires
(cardiaques et hépatiques) d’un cas inclus dans la population d’étude

Aucun cas provenant des instituts médico-légaux de Bonn ou de Reims n’a été inclu dans la

population d’étude.

11.1.2.3 Cas contréles

Nous avons également inclu dans la population d’étude quatre témoins négatifs européens
chez lesquels nous avons effectué des prélévements de cellules buccales sur cytobrosses, et un
témoin positif porteur de la mutation V4299M (NC_000001.9) sur le géne RyR2 présentant
un phénotype de SQTL dont I’extrait d’ADN nous a été adressé par Silke Kauferstein de
I’Institut de Médecine légale de Frankfurt, en Allemagne (Kauferstein, Kiehne et al. 2011).
Conformément a la législation francaise, le consentement éclairé de ces 5 individus a été

recueilli par écrit préalablement a la réalisation des prélévements.
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1.2 Extraction et quantification de PADN

11.2.1 Etape préliminaire a I’extraction des prélévements FFIP

L’étape d’extraction a partir de prélévements FFIP est précédée d’une étape de coupe puis de

déparaffinage et de réhydratation.

A partir des blocs de paraffine contenant la picce tissulaire prélevée (cceur ou foie), des

coupes épaisses (environ 50 micron) ont été réalisées au microtome (Figure 7).

Figure 7 Présentation d’une piéce cardiaque inclus au sein d’un bloc de paraffine et
découpe de ce bloc au microtome.

Afin de s’assurer qu’une quantité quasi €quivalente de tissu était prélevée pour chaque
échantillon, les coupes ont été pesées a 1’aide d’une balance de précision puis conservées

dans un tube eppendorf de 1,5ml. Le poids des coupes variaient de 31 a 67 mg.

Cette étape de coupe était suivie de I’étape de déparaffinage et de réhydratation qui est basee
sur des bains successifs de solvant tel que le xyléne (Goelz, Hamilton et al. 1985) et des bains

d’alcool de concentration décroissante (Goelz, Hamilton et al. 1985, Carturan, Tester et al.

2008).

49



Matériel et Méthodes

Le protocole que nous avons appliqué associait deux incubations dans 1ml de xylene pendant
10 minutes a température ambiante suivis de bains successifs de 5 minutes chacun dans des
solutions d’alcool de titre décroissant (100 %, 95 %, 70 %) puis deux lavages a I’ecau
bidistillée stérile. L étape de réhydratation finale a été effectuée selon le protocole décrit par
Coura et al. (Coura, Prolla et al. 2005) a savoir une incubation dans un tampon Tris/EDTA
(Tris 100mM, pH7,5, EDTA 5mM) pendant 5 minutes a température ambiante puis dans un
tampon Tris (100mM, ph 7,5) a 55°C avec un changement de bain toutes les 5 heures. Afin
de limiter la perte de matériel, une centrifugation était réalisee (5 minutes, 13 500 rpm) avant

chaque changement de solution.

L’étape de déparaffinage figurait dans les protocoles des principaux kits commerciaux
d’extraction dédiés aux prélévements FFIP. Pourtant, son intérét était controversé selon les
études. Si certain auteurs (Stanta and Schneider 1991) considéraient cette étape comme
nécessaire afin d’éliminer un inhibiteur potentiel de la PCR, Gilbert et al. (Gilbert, Haselkorn
et al. 2007) ont décrit que le déparaffinage n’apportait aucun bénéfice quant a la quantité
totale d’ADN extrait et quant au rendement de I’amplification. Nous avons donc évalué pour
deux échantillons une extraction sans étape de déparaffinage et nous sommes arrivés aux
mémes conclusions que Gilbert et al (Gilbert, Haselkorn et al. 2007). Par conséquent, nous
avons ¢liminé 1’étape de déparaffinage par le xyléne pour le traitement des échantillons FFIP
recueillis a partir de I’année 2010. Cela permettait certes de simplifier la procédure
d’extraction, mais également de réduire les risques inhérents a 1’inhalation de ce solvant
considéré selon la fiche toxicologique de I’Institut National de Recherche et de Sécurité
(INRS) comme potentiellement irritatif pour la peau, les yeux et les voies respiratoires avec
une toxicité rapportée au niveau du systeme nerveux central a type notamment d’asthénie et
de céphalées (INRS 2009).

11.2.2 Extraction a partir des prélevements FFIP

11.2.2.1 Approche méthodologique
Au cours de ce travail, différentes techniques d’extraction ont été testées a partir des
« échantillons tests » puis la technique présentant le meilleur rendement a été conservée pour

le traitement des cas de mort subite inexpliquée inclus dans notre population d’étude.

La premiére méthode (protocole A) était basée sur un protocole publié en 2005 (Keyser-

Tracqui and Ludes 2005) développé initialement pour extraire de I’ADN a partir de poudre
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d’ossements anciens en émettant 1’hypothése qu’un protocole adapté a I’ADN ancien pouvait
¢galement 1’étre a I’ADN extrait de prélévements FFIP compte tenu de leurs caractéristiques
communes quant aux processus de dégradation de I’ADN. Ce protocole consistait en
I’association d’une extraction organique classique au phénol/chloroforme/acide isoamylique
(25/24/1;v/v/v) suivi d’une purification basée sur la capacité des molécules d’ADN a se lier a
une résine de silice du kit commercial Clean-Mix™ (Talent) en présence de certains sels et

d’un pH adapté.

La seconde méthode d’extraction (protocole B) consistait en I’utilisation unique du kit
commercial QlIAamp DNA mini® (Qiagen). Ce Kit avait retenu notre attention car il avait été
utilisé avec succes lors des premiéres études post-mortem menées a partir de prélevements
FFIP (Ackerman, Tester et al. 2001). De plus, le kit QlAamp DNA mini® (Qiagen) avait été
décrit, comparativement a d’autres kits commerciaux, comme un kit performant adapté aux
prélevements FFIP (Carturan, Tester et al. 2008). Ce kit est fondé sur I’association d’une
étape de déprotéinisation par la protéinase K (une endopeptidase capable de digérer les
protéines) et d’une purification sur une matrice de silice (membrane de silicagel, Qiamp Spin
Colum®). De fagon concrete, apres la phase de digestion par la protéinase K (toute la nuit a
55°C), la solution d’ADN est mélangée a un tampon de liaison contenant les agents
chaotropiques nécessaires et le tout est déposé sur une colonne comprenant un filtre de silice.
Seules les molécules d’ADN se fixent alors sur la colonne et tous les autres éléments du lysat
de départ sont éliminés par des lavages successifs. L’ADN est ensuite élué dans 100 pL d’eau
bi-distillée stérile.

Le troisieme protocole (protocole C) consistait en 1’association d’une extraction organique
classique au phénol/chlorophorme/alcool isoamylique et du kit commercial QlAamp DNA
mini® (Qiagen). Comparativement au deuxieme protocole, aprés la phase de digestion par la
protéinase K, une extraction organique par 1’addition volume a volume d’un mélange
phénol/chlorophorme/alcool isoamylique a été ajoutée. La phase aqueuse a été récupérée
apres centrifugation puis I’ADN a été purifie sur les colonnes de silice du kit Ql1Aamp DNA

mini® (Qiagen) selon les recommandations du fabriquant.

11.2.2.2 Protocoles
Les trois protocoles testeés comportent tous trois grandes étapes successives : la destruction
des tissus et des membranes cellulaires, 1’élimination des protéines et des peptides et la

purification de I’ADN. Les particularités de chaque protocole sont détaillées sur la figure 8.

51



Matériel et Méthodes

A.
Kit CleanMix +
Phénol/chloroforme

B.
Kit QlAamp

C.
Kit QlAamp +
Phénol/chloroforme

300l Digestion Buffer
(100uM Tris pH 8, 5mM EDTA, 1% SDS, 1mg/ml proK)

180pl tampon ATL (Tissue Lysis Buffer)
+20pl proK

180pl tampon ATL (Tissue Lysis Buffer)
+20pl proK

d> Vortex 15 sec

1/ Ajout de 300ul Phénol/chloroforme

2/ Récupération de la phase
aqueuse et ajout de 200 pl de
Phénol/chloroforme

E> Vortex 15sec

10 000 rpm 5 min apreés
chaque ajout de
Phénol/chloroforme

¢

Récupération de la phase aqueuse

Transfertsur colonne awec solution Binding + résine

500 pl tampon de lavage

13500 rpm 2 min

40 H20

?

13500 rpm 5 min

‘ﬁa Vortex 15 sec

¢> Vortex 15 sec

1/ Ajout de 200l Phénol/chloroforme

2/ Récupération de la phase
aqueuse et ajout de 200 pl de
Phénol/chloroforme

> Vortex 15sec

13500 rpm 5 min apres
¢ chaque ajout de
Phénol/chloroforme
Récupération de la phase aqueuse et ajout vol/vol du tampon AL
(Lysis Buffer)

Ajout vol/vol tampon AL (Lysis Buffer)

ﬁa Vortex 15 sec

wol/vol EtOH 100%

|:> Vortex 15sec

Transfert avec solution Binding sur colonne de silice

500ul AW1

e

9000 rpm 1 min

500u1 AW2

¢

13500 rpm 2 min

40pl tampon AE

e

13500 rpm 5 min

Figure 8 Présentation des différentes

étapes des

purification testées au cours de ce travail
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11.2.3  Extraction a partir des prélevements congelés

A partir des picces tissulaires prélevées lors de I’autopsie et conservées dans 1’azote liquide,
des fragments tissulaires de ventricule gauche et de foie d’environ 25 mg ont été découpés a
I’aide d’une lame de scalpel stérile pour chaque individu inclus dans la population d’étude.
L’extraction d’ADN a partir de ces prélevements a été effectuée au moyen du kit QIAamp

DNA Mini® (Qiagen) en suivant les instructions du fabricant.

11.2.4 Extraction a partir des cytobrosses

L’ADN des témoins négatifs a été extrait a partir de cellules buccales recueillies sur des
cytobrosses a 1’aide du kit QlAamp DNA Mini® (Qiagen) en suivant les instructions du
fabricant.

Tous les extraits d’ADN provenant de prélévements FFIP, congelés ou des cytobrosses ont été

conserveés a -20°C pour une meilleure conservation de I’ADN au cours du temps.

11.2.5 Quantification de ’ADN extrait

La quantité d’ADN pouvant varier considérablement d’une méthode d’extraction a une autre,
d’un échantillon a un autre et d’un substrat a I’autre, nous avons quantifi¢ I’ADN dans tous
les extraits d’ADN provenant des échantillons tests, des échantillons provenant des cas de
mort subite inexpliquée inclus dans notre population d’étude et des cas témoins. La
quantification réalisée sur les échantillons tests a I’aide de la quantification par PCR en temps
réel avait pour objectif de valider une méthode d’extraction. Pour les échantillons provenant
des cas de mort subite inexpliquée et les cas témoins, le but de la quantification, réalisée par

spectrophotométrie, était de pouvoir adapter les réactions.

11.2.5.1 Quantification de ’ADN par PCR en temps réel
Les extraits d’ADN provenant des échantillons tests ont été quantifiés grace a une méthode de
PCR en temps réel utilisant le kit Quantifiler™™ Human DNA Quantification (Applied

Biosystems) avec le systeme de détection ABI prism 7000 (Applied Biosystem) selon les
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recommandations du fabricant. Ce kit permet d’estimer la concentration d’ADN extraite en
monitorant ’amplification in vitro d’un petit fragment d’ADN cible (62pb) localisé¢ sur le
génome nucléaire et en le comparant a des profils d’amplification d’une gamme de dilutions
de concentration en ADN connue. L’intérét de cette technique d’amplification était certes
d’estimer la quantité d’ADN humain présent dans un extrait d’ADN donné mais également de
détecter la présence d’inhibiteurs de la réaction d’amplification. En effet, la réaction
d’amplification par PCR est une réaction multiplexe qui permet d’amplifier la séquence cible
humaine mais également une séquence d’ADN cible synthétique qui sert de contrdle interne
de réaction (IPC pour Internal Positive Control). La cinétique d’amplification de I’'IPC est
connue dans un milieu exempt d’inhibiteurs et par conséquent une variation de cette cinétique

peut étre imputée a la présence d’inhibiteurs.

11.2.5.2 Quantification de ’ADN par spectrophotomeétrie

La quantification des échantillons congelés et formolés des cas de mort subite inexpliquée a
été réalisée par le spectrophotométre NanoDrop™ 8000 (Thermo Scientific). Cet appareil
permet a partir d’un volume de 1 pl de mesurer la concentration en ADN genomique double
brin en réalisant une mesure de I’absorbance a la longueur d’onde 260 nm (zone d’absorbance
maximale des acides nucléiques). La gamme de mesure de cet appareil s’étendant de 2 a
3700 ng/ul, cet outil était adapté a la quantification des échantillons des cas de mort subite,
quel que soit le mode de conservation des échantillons, compte tenu des concentrations
d’ADN quantifiées a partir des échantillons tests (présentés dans la section Résultats). Le
spectrophotométre NanoDrop™ 8000 présentait comme principaux intéréts d’étre plus rapide
(moins de 20s pour un échantillon donné), plus simple d’utilisation et plus économique que la
PCR en temps réel utilisant le kit Quantifiler™™ Human DNA Quantification (Applied
Biosystems). Le spectrométre permettait a la fois de quantifier I’ADN afin d’optimiser les
réactions d’analyses génétiques mais également de controler la pureté de I’extraction en
réalisant une seconde mesure & 280 nm (zone d’absorbance maximale des protéines). Ainsi,
une solution d’ADN est considérée comme purifiée lorsque le rapport des absorbances a
260 nm et a 280 nm (Az0/A2g0) Se Situe aux environs de 1,8. Un ratio nettement inférieur a 1,8
indique la présence résiduelle probable de protéines, de phénol ou d’autres contaminants dont
la zone d’absorbance maximale se situe aux environs de 280 nm. Une troisieme mesure de
I’absorbance a 230 nm fournit également une indication sur le degré de pureté de I’extraction.
Pour une solution d’ADN purifiée la valeur du ratio Ageo/Az30 €est comprise entre 1,8 et 2,2.

Un ratio inférieur a 1,8 indique la présence probable de contaminants co-purifiés tels que des
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composés aromatiques (Thermo scientific-NanoDrop 8000. Spectrophotometer v2.1 User’s

manual).

Gréce a cette étape de quantification, les échantillons d’ADN obtenus a partir des
prélevements de ventricule gauche et de foie, congelés et FFIP, ont pu étre dilués a 15ng/pL
et 10ng/ uL afin d’utiliser la méme quantité d’ADN de départ pour tous les échantillons lors
des étapes de développement et d’optimisation respectivement des réactions HRM sur le géne

KCNQL1 et de génotypage des SNPs d’intéréts sur le géne RyR2.

11.2.6  Analyses statistiques

A partir des résultats de la quantification par PCR en temps réel effectuée a partir de I’ADN
extrait des échantillons tests par les trois protocoles différents, nous avons calculé les
quantités d’ADN extrait a partir de 100mg de tissu (ug/100mg de tissu) et avons soumis ces
données quantitatives a une analyse statistique. Compte tenu du plan de 1’expérience a savoir
la réalisation de mesures répétées (quantité d’ADN) avec deux facteurs répétés (substrat
cardiaque ou hépatique) une analyse de variance a données répétées avec deux facteurs intra-
sujet (correspondant aux deux types de substrats) et sans aucun facteur inter-sujet a été
réalisée avec le logiciel de traitement des données épidémiologiques SPSS pour Windows.
Une différence était considérée comme statistiquement significative lorsque la probabilité (p)
était inférieure a 0,05.
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1.3 Analyses génétiques menées

11.3.1 Choix des genes d’intérét

Lorsque ce travail de thése a débuté en 2008, 14 génes (contre une vingtaine actuellement)

étaient connus pour étre impliqués dans les canalopathies cardiaques congénitales.

Les études menées sur des grandes cohortes de patients symptomatiques et les membres de
leurs familles retrouvaient que 70-75 % des patients atteints de SQTL étaient porteurs de
mutation sur I’un des trois génes KCNQ1 (30 & 45 %), KCNH2 (25 & 30 %) et SCN5A (5 & 10
%) alors qu’approximativement 60 % des patients atteints de TVPC étaient porteurs de
mutation sur le gene RyR2 et approximativement 25 % des cas atteints de SBr étaient
porteurs de mutations sur le géne SCN5A. 1l est également important de souligner que plus de
95% des mutations impliquées dans les canalopathies cardiaques étaient transmises selon un

mode autosomique dominant.

L’une des plus grandes séries post mortem publiée en 2008 portant sur 49 cas de mort subite
inexpliquée survenant chez 1’adulte jeune (1-43 ans) (Tester, Spoon et al. 2004, Tester and
Ackerman 2007), retrouvait dans 35 % des cas une mutation sur 1’un des quatre géenes
explorés dont 14 % sur le géne RYR2, 10 % sur le géne KCNQL1, 6 % sur le gene KCNH2 et
4 % sur le gene SCN5A.

Au vu de ces données, nous avons décidé d’axer nos premieres investigations sur les deux
genes étant les plus fréqguemment le siége de mutations a la fois au sein des cohortes de
patients et apparentés et au sein des cohortes de mort subite inexpliquée a savoir les genes
KCNQ1 et RyR2.

11.3.1.1 Legene KCNQ1

Le géne KCNQ1 couvrant 404kb sur le locus 11p15.5 est fortement exprimé dans le cceur. 11
code pour une protéine de 676 acides aminés qui en s’associant avec la protéine codée par le
géne KCNEL1 forment un canal potassique cardiaque contrélant le courant Ixs (protéine
composée). En 2008, plus de 250 mutations avaient été répertoriées sur le géne KCNQ1
(Morita, Wu et al. 2008). La majorité d’entre elles étaient des substitutions d’une seule base
(80 %) et les 20 % restant étaient essentiellement des insertions et des délétions de petite taille

avec décalage du cadre de lecture.
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11.3.1.2 Le gene RyR2

Le géne RyR2 est I’un des génes les plus grands parmi I’ensemble des genes cardiaques. Situé
sur le locus 1g42.1-g43, il couvre 14901 kb et se compose de 105 exons dont la taille varie de
36pb a 1298pb. Il s’exprime exclusivement au niveau du cceur et code pour une protéine-
canal, le récepteur a la ryanodine, situé dans le réticulum endoplasmique responsable du
relargage du calcium intra-cellulaire. Lorsque nous avons entrepris nos investigations sur ce
géne, Medeiros et al. (Medeiros-Domingo, Bhuiyan et al. 2009) avaient répertorié plus de 140
variants alléliques pathologiques et non pathologiques (polymorphismes) qui étaient pour la

majorité d’entre eux des substitutions simple base.

11.3.2 Deétection de variants génétiques sur le géne KCNQL1 par
la technologie HRM

11.3.2.1 Approche méthodologique

Compte tenu du nombre de génes potentiellement impliqués dans les canalopathies et du
nombre de variants (mutations et polymorphismes) répertoriés sur ces genes, nous avons
cherché a mettre en place une stratégie expérimentale permettant de cribler les variants
connus ou non connus sur les geénes d’intérét, en débutant nos investigations sur le géne
KCNQ1, afin de cibler le séquencage et de réduire ainsi le codt et le temps des analyses.
Parmi les différentes techniques de criblage décrites dans la littérature (polymorphisme de
conformation simple brin, SSCP, ou chromatographie liquide dénaturante haute performance,
DHPLC), nous nous sommes intéressés plus particulierement a la technique d’analyse des
courbes de fusion haute résolution ou technique HRM. Cette technique permet, apres une
PCR réalisée en présence d’un fluorochrome intercalant, de discriminer lors d’une montée
progressive en température des variations d’une seule base selon le profil de dénaturation de
I’ADN (courbe de fusion). La techniqgue HRM était decrite dans la littérature comme une
technique sensible, fiable, rapide. Lorsque nous avons débuté ce travail de these, cette
technique était essentiellement utilisée dans le domaine de la cancérologie et avait été
développée dans certaines études a partir de substrats FFIP (Krypuy, Ahmed et al. 2007, Do,
Krypuy et al. 2008, Do, Solomon et al. 2008). Par la suite, une seule étude décrivait son
application sur un des genes impliqués dans les canalopathies, le géne SCN5A, chez des
patients et chez 4 cas de mort subite inattendue du nourrisson (Millat, Chanavat et al. 2009).
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Enfin, grace a une collaboration étroite de notre équipe d’accueil avec le laboratoire de
diagnostic genétique des Hépitaux Universitaires de Strasbourg (HUS) dirigé par le
Professeur Jean Louis Mandel, nous avons pu avoir accés a la technique HRM sur une

plateforme de PCR en temps réel (Light cycler 480, Roche).

11.3.2.2 Principe général

La technique HRM réalisée sur une plateforme de PCR en temps réel se compose de trois
étapes : (i) une PCR en temps réel en présence d’un fluorochrome intercalant, (ii) une
dénaturation des produits amplifiés avec un enregistrement de la cinétique de décroissance de

la fluorescence et enfin (iii) ’analyse des courbes de fusion obtenues.

La PCR en temps réel est réalisée avec une polymérase « hot start » (qui agit a une certaine
gamme de température) en présence d’un fluorochrome intercalant dont la fluorescence est
émise lorsqu’il est fixé entre les paires de bases de I’ADN double brin. L’agent intercalant
utilisé doit répondre a plusieurs criteres a savoir émettre de forts signaux de fluorescence
lorsqu’il est fixé a I’ADN double brin, ne pas inhiber 1’activité enzymatique de la polymérase
et pouvoir étre utilisé en condition saturante afin d’éviter le phénomeéne de redistribution a
I’origine d’une fluorescence non linéaire a la courbe de dénaturation des brins d’ADN. La
PCR est considérée comme efficace lorsque 1’ensemble des courbes d’amplification atteignent
la phase plateau correspondant a une fluorescence proche de 100 % et lorsque le cycle seuil
ou crossing point (Cp) est inférieur a 30 (Figure 9). Le cycle seuil correspond au nombre de
cycles a partir duquel la phase exponentielle de la PCR débute. Le Cp est inversement

proportionnel a la quantité initiale d’ADN dans le milieu soumis a I’amplification.

La PCR est suivie d’une étape de dénaturation comportant trois phases : une dénaturation a
95°C afin de séparer les amplicons bicaténaires suivie d’une phase d’hybridation a 40°C pour
permettre leur appariements aléatoires et enfin la phase de fusion analytique correspondant a
une montée tres progressive de la température qui va dénaturer peu a peu I’ADN double brin
des produits PCR amplifiés ce qui provoque le relargage du fluorochrome et par conséquent
une baisse de la fluorescence émise jusqu’a son extinction lors de la dénaturation compléte tel

que cela est présenté dans la figure 10.
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Figure 10 Décroissance de la fluorescence en pourcentage en fonction de I’augmentation
progressive de la température. D aprés Roche Applied Science (https://www.roche-applied-
science.com).
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La cinétique de décroissance de la fluorescence correspond aux courbes de fusion. Les trois
courbes de la figure 10 présentent une forme différente avec un point d’inflexion qui se situe a
des températures différentes (Tm1, Tm2 et Tm 3). La température de fusion (Tm ou melting
temperature) correspond au point d’inflexion de la courbe de fusion et représente la
température a laquelle 50 % de I’ ADN est passé sous forme simple brin. Le Tm d’un produit
PCR dépend de la concentration en sels du milieu, de la concentration du produit PCR et
surtout de la taille et de la composition en bases azotées du produit PCR. Par conséquent, pour
un couple d’amorces donné, avec une montée en température donnée et des conditions PCR
uniformes entre les différents échantillons (concentration en sels, concentration en ADN
initiale ajustée) une variation d’une seule base entrainera une modification du Tm et de la

forme de la courbe de fusion.

L’analyse des courbes de fusion est réalisée grace a un logiciel dédié. Une analyse des
courbes d’amplification permet d’attester de I’efficacité de la PCR. Apres une étape de
normalisation des courbes afin de réduire la dispersion entre les échantillons d’un méme
groupe, le logiciel calcule et analyse le différentiel de fluorescence des courbes normalisées
par rapport a une courbe de référence (typiquement celle d’un échantillon sauvage) permettant
un regroupement des échantillons en clusters tel que cela est présenté dans la figure ci-

dessous.

B Variant2
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Différence
3

7{"3"3 86 0 8(3 5 8% 0 81‘5 9} 0 8} 5 Ef; 0 85 5 81 0 &i 5 8; 0 c‘: 5 88‘.0 8& 5 870 87’5 85;70 '
Température (°C)
Figure 11 Différence des fluorescences en fonction d’une courbe de référence
correspondant a la courbe d’un échantillon sauvage

Identification de trois clusters : sauvage (wt), variant 1, variant 2. D’aprés Roche Applied
Science (https://www.roche-applied-science.com)
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11.3.2.3 Protocole

11.3.2.3.1 Conception et validation des amorces
Le choix des amorces conditionne 1’efficacité de la PCR et la sensibilité de la détection de
variant par la technique HRM. En effet, la présence de produits d’amplification aspécifiques

ou de dimeres d’amorces peut entrainer des interférences dans 1’émission de fluorescence.
Nous avons congu chaque couple d’amorces en suivant 6 étapes différentes.

1. Les séquences nucléiques comprenant les 16 exons d’intérét du gene KCNQL ainsi que
100pb en amont et en aval ont été retranscrites a partir de la base de données des séquences
nucléiques, Genbank, en utilisant le logiciel d’alignement des séquences nucléiques nBLAST.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2. A partir de ces séquences, les régions qui correspondent a des répétitions connues et les
régions de faible complexité ont été masquees grace au logiciel RepeatMasker pour éviter que

des amorces soient dessinées dans ces régions (http://www.repeatmasker.org/).

3. Puis, les couples d’amorces permettant d’amplifier les séquences d’intérét ont été congus
grace au logiciel Primer3. Seuls les couples d’amorces générant des amplicons de taille
comprise entre 100 et 300 pb ont été conservés afin que les produits d’amplification ne
contiennent qu’un seul domaine de fusion et que méme les fragments d’ADN trés dégradés
puissent étre amplifiés. Compte tenu de la taille de I’exon 1 (384 pb), ce dernier a été amplifié

a I’aide de trois couples d’amorces Se chevauchant.

4. La spécificité des amorces choisies a été testée en comparant la séquence de chaque amorce

a la base de données GenBank gréace au logiciel nBLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

5. Le programme AutoDimer a finalement été utilisé pour vérifier que les amorces choisies ne
formaient pas de structures secondaires telles que des dimeres d’amorces ou des épingles a

cheveux.

6. Le fabriquant recommandant I’utilisation d’amorces purifiées par HPLC, nous avons
comparé, pour deux exons donnés, le retentissement sur la sensibilité de détection selon
’utilisation d’amorces purifiées ou non purifiées. Aucune différence n’ayant été observée,

seules des amorces non purifiées ont été utilisées afin de réduire le colt des analyses.
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La validation des couples d’amorces a consisté en I’amplification de ’ADN extrait des
témoins négatifs avec migration électrophorétique sur gel d’agarose puis séquencage des

amplicons pour vérifier leur spécificité.

Au total, 18 couples d’amorces (SOit trois couples d’amorces pour I’exon 1 et un couple
d’amorces pour chacun des 15 autres exons) ont eté conservés et sont présentés dans le

tableau joint en annexe 1.

11.3.2.3.2 Optimisation des conditions de la PCR

L’optimisation des conditions de la PCR en temps réel a été réalisée a partir de I’ADN extrait
des 4 témoins négatifs. Pour chaque couple d’amorces une titration de la concentration
optimale de MgClI2 (de 1,2 a 4mM) et deux programmes différents de PCR par essais ou PCR
touchdown ont été évalués (température d’hybridation de 65°C a 53°C et de 68°C a 59°C).
L’utilisation d’une PCR touchdown avait pour objectif d’améliorer la spécificité de
I’amplification : la température d’hybridation trés haute lors des premiers cycles permet une
forte stringence et donc une amplification spécifique avec un faible rendement puis une fois
que la séquence d'intérét devient majoritaire, la température d’hybridation est

progressivement abaissée (1°C par cycle) afin d’assurer une meilleure efficacité de PCR.

La concentration d’ADN initial a également était adaptée en fonction de la valeur du Cp ou

Crossing point.

11.3.2.3.3 Protocole de la PCR et de I’étape de dénaturation

Les étapes de PCR et de dénaturation ont été réalisees sur microplaque 96 puits (HRM Light
Cycler 480 Multiwell Plate 96). Les réactifs utilisés provenaient de la trousse Light cycler
Resolution Melting Master de Roche Applied system contenant un fluorochrome saturant.
Chaque région d’intérét du géene KCNQI a été amplifiée a partir de I’ADN extrait des quatre
types d’échantillons (ventricule gauche congelé, ventricule gauche FFIP, foie congelé et foie
FFIP) chez les 8 individus inclus initialement dans notre population d’étude. Pour chaque
région d’intérét I’ensemble des échantillons ont été testés en duplicat avec 4 témoins négatifs

afin de réduire le nombre de faux négatifs.

La PCR a été réalisée dans un volume réactionnel final de 20puL contenant 10uL du Master
mix, 0,25uM de chaque amorce, I’ADN et du MgCl, aux concentrations indiquées dans le
tableau présenté en annexe 1. Les conditions d’amplification comprenaient une étape de

dénaturation initiale @ 95°C pendant 10 min suivie de 35 cycles composés d’une étape de
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dénaturation a 95°C pendant 10 sec, d’une étape d’hybridation en touchdowm selon 1’un des
deux programmes validés lors de 1’étape d’optimisation, et finalement une étape d’extension a
72°C pendant 20 sec. Aprés une étape de dénaturation a 95°C pendant 1min puis un
refroidissement a 40°C, les produits PCR sont soumis a I’étape finale de dénaturation
progressive avec une augmentation de la température de 60°C a 95°C a raison d’1°C par

seconde avec 25 acquisitions de la fluorescence tous les degrés.

11.3.2.3.4 Analyses des courbes de fusion

Les courbes de fusion ont été analysées a I’aide du logiciel Light Cycler 480 Gene Scanning
Software, Version 1.5 (Roche). L’efficacité et la sensibilité de 1’amplification sont évaluées
selon la cinétique de croissance de la fluorescence lors de 1’étape d’amplification. A 1’aide du
logiciel, les courbes de fusion ont été normalisées et un différentiel de fluorescence
(difference plot) a été généré. Un des quatre témoins négatifs a été sélectionné comme courbe
de référence. Nous avons défini des valeurs maximales supérieures et inférieures de différence
relative de fluorescence en deca et au-dela desquelles les cas pouvaient étre considerés

comme négatifs (seuil de négativité de la technique).

11.3.2.3.5 Séquencage

Les produits PCR a I’origine d’un décalage du pic de fusion, identifié par conséquent comme
des « variants potentiels », ont été purifiés a 1’aide du kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-
Nagel, Diren, Germany) et directement analysés par électrophorese capillaire sur un
séquenceur automatique ABI Prism 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems) en utilisant
le kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing v 3.1 (Applied Biosystems) basé sur la méthode
appelée «dye terminator sequencing» (Smith, Sanders et al. 1986) selon les
recommandations du fournisseur. Les données brutes de séquencage ont été analysées grace

au logiciel Sequencer (Genes Codes Corporation) (v4.7).

L’ensemble des 16 exons du gene KCNQL ont été séquencés chez les 4 témoins négatifs.
Enfin pour certains exons, nous avons également mis en place une stratégie de séquencage
aléatoire d’un échantillon parmi les quatre échantillons analysés par individu afin de détecter

d’éventuels faux négatifs.

L’ensemble des variants détectés ont été nommés selon la nomenclature officielle

(Antonarakis 1998) avec pour séquence de référence NM_000218.2.
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11.3.3 Détection de variants génétiques sur le gene RYR2 par

spectrométrie de masse

11.3.3.1 Approche méthodologique

Compte tenu des résultats obtenus avec la technique HRM pour I’exploitation des
prélevements FFIP et compte tenu de la taille du géne RyR2 dont le séquencage direct
s’avérait colteux et laborieux, nous nous sommes orientés vers les techniques de génotypages

de SNPs afin de détecter les variants décrits sur le géne RyR2.

Ces méthodes sont fondées sur deux étapes successives : (i) la discrimination allélique qui
permet de générer des produits spécifiques a chaque allele et (ii) la détection des alléles. La
plupart de ces méthodes sont basées sur une étape préalable d’amplification par PCR du ou
des fragments d’ADN de petite taille (50 & 150pb) sur lesquels sont localisés les SNP ce qui
apparaissait particulieérement adapté a 1’étude d’ADN dégradé tel que I’ADN extrait de FFIP.
De plus, la majorité des variants répertoriés sur le géene RyR2 sont des substitutions simple
base et correspondent par conséquent a des SNPs (variations de la séquence d’ADN portant

sur un nucléotide).

Parmi les différentes méthodes de typages des SNPs décrites dans la littérature, la technique
IPLEX® Gold développée pour la plateforme MassArray® et commercialisée par Sequenom

a retenu notre attention et ce pour plusieurs raisons :

e cette plateforme de spectrométrie de masse est la seule spécialement congue pour des
analyses d’acides nucléiques.

e la spectrométric de masse est la méthode de détection directe d’une propriété
intrinseque des produits alléliques qui est leur rapport masse/charge. En effet
contrairement aux autres méthodes, elle ne nécessite pas 1’utilisation de fluorochrome
ou de tout autre marquage qui peut induire des variations d’une analyse a 1’autre et
augmente le codt de celles-ci.

e la technologie IPLEX® Gold est présentée dans la littérature comme une méthode
fiable, sensible, rapide et qui présente une capacité de multiplexage des SNPs élevée
(en théorie jusqu’a 36 SNPs au sein d’une méme réaction) (Bray, Boerwinkle et al.
2001, Gabriel, Ziaugra et al. 2009).

e cette méthode avait déja fait I’objet de développements sur les trois principaux génes
impliqués dans le syndrome du QT long (KCNQ1, KCNH2, SCN5A) (Allegue, Gil et
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al. 2010, Allegue, Gil et al. 2011) mais n’avait encore jamais été utilisée sur le gene
RyR2.
e enfin il s’agissait d’une plateforme présente au laboratoire dont 1’application sur les

prélévements FFIP n’avait pas encore été décrite lors de I’initiation de ce projet.

11.3.3.2 Principe général

Le principe de la technique iPLEX® Gold développée pour la plateforme MassArray® est
fondée sur I’extension d’une seule base (Single Base Extension, SBE) de la région d’intérét
puis sur une discrimination des produits alléliques par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
Comme illustré sur la figure 12, la premiére étape consiste a amplifier par PCR de courts
fragments d’ADN contenant les SNPs d’intérét. Suite a la PCR, les dNTPs non incorporés
sont neutralisés par 1’ajout de phosphatase alcaline de crevette ou SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) (Etape 2). Le mélange réactionnel iPLEX Gold contenant des ddNTPs de
masses modifiées et les amorces SBE sont ajoutés aux produits amplifiés. Les amorces SBE
viennent s’hybrider a un nucléotide en amont du SNP d’intérét. Un ddNTP de masse modifiée
vient alors étendre I’amorce en fonction de ’alléle présent (Etape 3). Suite a la réaction SBE,
les produits sont purifiés a I’aide d’une résine fournie qui élimine toutes traces de sels et
autres contaminants dans le milieu. Les échantillons sont ensuite déposés sur une
SpectroCHIP® a I’aide d’un robot dédié (Nanodispenser) (Etape 4). La derniére étape
correspond a la détection de la masse des produits SBE purifiés par spectrométrie de masse
MALDI TOF (étape 5). Les résultats sont ensuite analysés par le logiciel d’analyse de la
plateforme (Typer analyser v.4.0.20) qui permet de visualiser les résultats des différents
spectres sous forme de graphe et de tableau récapitulatif de I’ensemble des données pour
chaque échantillon. Le taux d’assignement ou « call rate » correspond au nombre d’alléles
assignés sur le nombre total d’alleles attendus. Les alléles sont assignés automatiquement par
le logiciel selon les trois degrés de confiance suivants (soit du degré le plus élevé au plus
bas) : «conservative », « moderate » et « aggressive », Lorsqu’aucun spectre n’est détecté
(défaut d’amplification ou d’extension simple base) ou lorsque le degré de confiance est
insuffisant, le logiciel n’assigne aucun alléle et spécifie I’item « no call ». Lorsqu’un alléle est

assigné manuellement le logiciel spécifie I’item « user call ».
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Figure 12 Principe de la méthode iPLEX Gold de Sequenom

11.3.3.3 Protocole

11.3.3.3.1 Choix des SNPs d’intérét

Le choix des SNPs d’intérét s’est basé sur une revue de la littérature réalisée par Medeiros et
al. (Medeiros-Domingo, Bhuiyan et al. 2009) dans laquelle l’auteur avait répertorié
I’ensemble des variants connus sur le gene RyR2 pour étre soit des mutations, des
polymorphismes ou encore des variants dont la pathogénicité n’était pas établie (absence
d’étude fonctionnelle). Le nombre de SNPs rapportés dans I’article de Medeiros et al.
s’élevait au total a 139 SNPs auxquels nous avons ajouté le SNP V4299M (NC_000001.9)
décrit par Kauferstein et al. (Kauferstein, Kiehne et al. 2011).

11.3.3.3.2 Conception des amorces PCR et SBE
La conception des amorces PCR et SBE a été réalisée grace au logiciel MassArray® design

software v 4.0 (Sequenom). Une optimisation manuelle a également été realisée afin de
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réduire le nombre de multiplexes et d’augmenter par conséquent le nombre de SNPs par

multiplexes. Le détail des amorces PCR et SBE utilisées est disponible en annexe 3.

11.3.3.3.3 Protocole iPLEX Gold
Toutes les étapes réactionnelles se sont déroulées sur une méme microplaque de 96 puits

selon les recommandations du fabriquant.

Afin d’évaluer la reproductibilité de la technologie iPLEX Gold sur les prélevements FFIP,
nous avons réalisé les analyses a partir des prélevements cardiaques congelés et FFIP des 12

cas de mort subite inclus dans notre cohorte en répliquant les analyses.

Afin de détecter d’éventuels faux positifs ou faux négatifs, un témoin positif (porteur du SNP

V4299M. NC_000001.9) et quatre témoins négatifs ont également été génotypés.

11.3.3.3.4 Séquencage

L’ensemble des variants identifiés par la plateforme MassArray® ainsi que les exons sur
lesquels étaient situés les SNPs pour lesquels la technologie n’a pu étre optimisée ont été
séquences selon la méthode de Sanger. Les amorces PCR utilisées pour le séquencage direct
ont été dessinées par le logiciel Primer 3 et sont présentées en annexe 4. Le séquencage direct
a été réalisé par le kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing v 3.1 (Applied Biosystems)
selon les recommandations du fournisseur. Les données brutes de séquencgage obtenues apres
électrophorese capillaire sur un séquenceur automatique 3500 Genetic analyzer (Applied

Biosystems) ont été analysées grace au logiciel Sequencer (Genes Codes Corporation) (v4.7).
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1.4 Précautions prises lors de ’analyse des échantillons

FFIP

Lors des différentes étapes de traitement des échantillons FFIP, de nombreuses précautions
ont été prises pour ne pas contaminer ces échantillons avec de I’ADN exogeéne et pour éviter

toute contamination entre les échantillons.

1. Lors de I’étape de coupes des blocs de paraffine au microtome, il était effectué entre
chaque échantillon traité un changement de gants, un changement de support de coupe et un
nettoyage de la lame du microtome au moyen de lingettes imprégnees d’une solution de

décontamination DNA Away® (Molecular bioproducts).

2. Les étapes d’extraction et de préparation des mélanges PCR étaient effectuées sous hotte a

flux laminaire par des personnes ayant toujours porté une double paire de gants et une blouse.

3. Des blancs (utilisation d’eau ultra pure a la place de I’ADN) ont été utilisés pour les étapes
d’extraction, d’amplification par PCR lors des analyses HRM et pour les réactions
d’amplification et d’extension simple base sur la plateforme MassArray® afin de dépister une

éventuelle contamination.

4. Pour chaque cas de mort subite inexpliquée inclus dans la population d’étude, les analyses
HRM et les analyses sur la plateforme MassArray® ont eté répliquées a partir du méme

extrait d’ADN  provenant de [1’échantillon cardiaque ou hépatique étudié.
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I11.1  Comparaisons des protocoles d’extraction et des

substrats utilisés

Trois protocoles d’extraction-purification ont été testés sur une série de 11 échantillons FFIP
de cceur et 11 échantillons FFIP de foie provenant de 11 individus dont I’autopsie avait été
réalisée a I’'Institut de Médecine Légale de Strasbourg. Les quantités d’ADN extrait ont été
comparées et soumises a une analyse statistique afin de valider une méthode adaptée aux

prélevements FFIP.

11.1.1 Comparaison des trois types de protocoles

Les résultats de la quantification par la PCR en temps réel des ADN extraits avec les trois
protocoles, & savoir le protocole A (extraction organique couplée au kit Clean-Mix™, Talent),
le protocole B (kit QlAamp DNA mini®, Qiagen), et le protocole C (extraction organique
couplé au kit QlAamp DNA mini®, Qiagen) a partir des 22 échantillons FFIP sont présentés
en annexe 5. Les concentrations d’ADN varient de 2 a 243 pg/pL avec une cinétique de I’'TPC
ne révélant pas la présence d’inhibiteurs. Afin de tenir compte du poids initial de tissus
prélevés a 1’aide du microtome a partir des blocs de paraffine (poids des coupes variant de 31
a 67 mg), nous avons calculé pour chaque échantillon la quantité moyenne d’ADN extrait
exprimée en pg pour 100 mg de tissu prélevé en fonction de la concentration d’ADN
quantifiée (ng/ul) et du poids de la coupe (mg). Compte tenu de la faible densité de la
paraffine (inférieure a la densité de 1’eau) nous avons considéré que le poids de la coupe était

équivalent au poids de tissu préleve.

Les quantités moyennes d’ADN extrait (ug/100 mg de tissu) selon 1’un des trois protocoles
(A, B, C) a partir des 22 échantillons tests tous types de substrats confondus sont présentées
dans le tableau 8 ainsi que I’erreur standard et 1’intervalle de confiance a 95 %. On constate

que la quantité moyenne d’ADN la plus ¢élevée est obtenue avec le protocole C.

La comparaison des différences des moyennes d’ADN extrait par la réalisation d’une analyse
de variance montre qu’il existe des différences significatives entre les méthodes d’extraction
(p=0,001) et que les trois méthodes différent les unes des autres (Tableau 9). Le protocole A

(extraction organique+ kit Clean-Mix™) différe du protocole B (kit QlAamp DNA mini®)
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(p=0,001) et du protocole C (extraction organique+ kit QlAamp DNA mini®) (p =0,014) et le
protocole B différe du protocole C (p =0,001) (Tableau 9).

Tableau 8 Quantité moyenne d’ADN extrait (ng/100 mg tissu) selon le type de protocole

Protocole Moyenne  Erreur standard Intervalle de confiance a 95 %
minimum maximum

A 13,997 1,405 11,075 16,919

B 5,894 1,675 2,411 9,377

C 30,104 6,676 16,221 43,987

Protocole A : extraction organique+ kit Clean-Mix™
Protocole B : Kit QlAamp DNA mini®
Protocole C : extraction organique+kit QlAamp DNA mini®

Tableau 9 Comparaison des différences des moyennes d’extraction selon le type de
protocole utilisé

Protocole Protocole Différence de  Erreur standard Signification® Intervalle de Confiance de la différence
() ()] moyenne a95%?*
(1) minimum maximum

A B 8,103" 2,189 0,001* 3,551 12,655

Cc -16,107" 6,043 0,014* -28,673 -3,540

B A -8,103" 2,189 0,001* -12,655 -3,551

C -24,210" 6,242 0,001* -37,191 -11,228

C A 16,107" 6,043 0,014* 3,540 28,673

B | 242107 6,242 0,001 11,228 37,191

“la différence de moyenne est significative pour p = 0,05

* Ajustement des comparaisons multiples: différence la moins significative (équivalent & aucun ajustement)

Protocole A : extraction organique+ CleanMix™
Protocole B : Kit QlAamp DNA mini®
Protocole C : extraction organique+kit QIAamp DNA mini®

Au total, la quantité moyenne d’ADN extraite avec le protocole C combinant une
extraction organique et le kit QlAamp DNA mini® est supérieure & la quantité
moyenne d’ADN extraite par les deux autres protocoles avec une différence

statistiguement significative (p<0,05).

72



Résultats

[11.1.2 Comparaison des deux types de substrats

Parallélement a la comparaison de trois protocoles, nous avons également comparé la quantité
d’ADN extrait en fonction du type de substrat. Nous avons calculé les quantités moyennes
d’ADN extrait (ug/100 mg de tissu) a partir soit du cceur soit du foie pour les 22 échantillons
tests tous types de protocoles confondus. Les résultats de ce calcul ainsi que 1’erreur standard
et I’intervalle de confiance a 95 % sont présentés dans le tableau 10. On constate que la

quantité moyenne d’ADN la plus élevée est obtenue a partir du substrat hépatique.

Tableau 10 Quantité moyenne d’ADN extrait (ug/100mg tissu) selon le type de substrat
guel que soit le protocole utilisé

Tissue ~ Moyenne  Erreur Standard Intervalle de confiance a 95 %
minimum maximum
coeur 13,645 2,401 8,652 18,638
foie 19,685 3,502 12,402 26,969

L’analyse de variance comparant les différences de moyenne d’ADN extrait montre qu’il

existe une différence significative entre les organes (p = 0,022) (Tableau 11).

Tableau 11 Comparaison des différences des moyennes d’extraction entre les deux types
de substrats

Tissue  Tissue Différence de Erreur Standard Signification®  Intervalle de confiance de la différence
) ) moyenne a95%?
(1-9) minimum maximum
coeur foie -6,041 2,438 0,022* -11,111 -0,971
foie coeur 6,041 2,438 0,022* 0,971 11,111

* la différence de moyenne est significative pour p = 0,05

2. Ajustement des comparaisons multiples : différence la moins significative (équivalent & aucun ajustement)

Au total, la quantité moyenne d’ADN extrait a partir du substrat hépatique est supérieure a la
quantit¢ moyenne d’ADN extrait a partir du substrat cardiaque avec une différence

statistiguement significative (p<0,05).
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Par conséquent au vu de ces resultats le protocole C associant une extraction organique au kit
QIAamp DNA mini® a été validé et appliqué aux échantillons FFIP des cas inclus dans notre

population d’étude.

La quantification des extractions a partir des echantillons FFIP et congelés de la population
d’étude réalisée par la spectrophotométrie retrouve un rapport A260/A280 aux environs de 1,8

sans différence significative entre les deux modes de conservation.

[11.2 Criblage des variants sur le gene KCNQ1 par la
techniqgue HRM

Nous avons évalué 1’application de la technique HRM a des prélévements post-mortem FFIP
et congelés en ciblant dans une premiére approche le gene KCNQ1 au niveau des 8 cas de

mort subite inexpliquée inclus initialement dans notre population d’étude.

[11.2.1 Résultats de ’optimisation des conditions PCR

Malgré la conception de différentes paires d’amorce et 1’utilisation de différents protocoles
d’amplification (modification de la concentration initiale d’ADN soumise a amplification, de
la concentration de MgCI2 et des températures d’hybridation de la PCR touchdown) nous
n’avons pu optimiser les conditions PCR que pour 13 des 16 exons du gene KCNQL. En effet
pour trois exons, a savoir les exons 1, 13 et 16, la présence de produits PCR non spécifiques
et/ou une valeur du Cp trop élevée traduisant une mauvaise efficacité de I’amplification ne
permettaient pas une analyse HRM discriminante. Par conséquent, ces trois exons ont été

analysés par séquencage direct.

111.2.2 Comparaison des résultats de la technique HRM et du

séquencage entre echantillons congelés et FFIP

Nous avons compareé a la fois les courbes de fusion et les résultats du séquencage (soit ciblé
sur les « variants potentiels » détectés par la technique HRM soit le séquencage aléatoire afin
de détecter des faux négatifs) entre échantillons congelés et FFIP appariés pour chaque exon
optimisé. Nous avons observé que selon les exons explorés les résultats de la technique HRM
n’étaient pas reproductibles entre échantillons congelés et FFIP. On distinguait quatre types

de situations résumées dans la figure ci-contre (Figure 13).
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Figure 13 Courbes de fusion normalisées (A) et différences de fluorescence (B) pour
chaque type de situations observées :

(@) une seule population observée quel que soit le type d’échantillons (congelés ou FFIP) et
le type de substrat indiquant qu’aucun variant n’a été détecté

(b) deux populations quel que soit le type d’échantillons (congelés ou FFIP) et le type de
substrat correspondant a une population sauvage (wild type) et une population de « variants
potentiels »

(c) deux populations distinctes correspondant aux échantillons congelés et aux echantillons
FFIP

(d) I’absence de variants observés dans la population des échantillons congelés et différentes
populations observées parmi les échantillons FFIP

75



Résultats

Pour huit exons (a savoir les exons 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11 et 15) les courbes de fusion se
regroupent en une seule population quel que soit le type de conservation et le type de substrat
indiquant qu’aucun variant n’a été détecté. Pour chacun de ces huit exons la stratégie de
séquencage aléatoire n’a mis en évidence aucune mutation parmi les échantillons testés

(situations 1a de la Figure 13). Aucun faux négatif n’a donc été identifié.

Pour trois exons (a savoir les exons 2, 6 et 12), cing cas ont été identifiés par la technique
HRM comme porteurs potentiels de variants a la fois pour les échantillons congelés et FFIP.
Le profil de la courbe de fusion pour ’exon 12 pour les échantillons congelés et FFIP est
présenté dans la situation 1b de la Figure 13. Le résultat HRM a été confirmé par le
séquencage direct qui a identifié trois variants génomique : ¢.858C>T dans 1’exon 6 pour le
cas n°5, ¢.1590+14T>C dans I’intron 12 pour les cas n° 6 et 8 et ¢c.477+96del GG dans

I’intron 2 pour les cas n°1 et 4.

Pour I’exon 14, les courbes de fusion montrent deux populations distinctes correspondant aux
¢chantillons congelés d’une part et FFIP d’autre part (Situation 1c de la Figure 13). Pour cet
exon, la stratégie de séquencage aléatoire n’a mis en évidence aucune mutation parmi les

échantillons testés.

Pour I’exon 5, nous avons observes des résultats discordants entre les échantillons congelés et
FFIP appariés. En effet, aucun variant n’a été¢ identifié parmi les échantillons congelés alors
qu’on observait trois populations distinctes parmi les échantillons FFIP (situation 1d de la
Figure 13). L’ensemble des échantillons identifiés comme « variants potentiels » par la

technique HRM ont été séquencés et aucune mutation n’a été identifiée.

Par conséquent, il n’a été identifi¢ aucun faux négatif lors du séquencage aléatoire. En
revanche, les résultats observés pour I’exon 14 et I’exon 5 correspondent a des faux positifs
uniquement présents au sein des échantillons FFIP en rapport avec les modifications induites
par le formaldéhyde. Ces résultats traduisent une irrégularité des artefacts secondaire a la

fixation par le formaldéhyde selon les séquences nucléotidiques des exons.

Enfin, le sequencage direct des exons 1, 13 et 16, pour lesquels la technique HRM n’avait pas
pu étre optimisée, a détecté une substitution G-A en position 1638 sur I’exon 13 chez deux cas
(cas®l et 5).
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111.2.3 Variants détectés dans la population d’étude

Au sein des 8 individus initialement inclus dans la population d’étude, 1I’ensemble des variants
détectés soit par séquencage ciblé soit par séquencage direct sont présentés dans le tableau 12,
ainsi que leur numéro d’identification (rs) lorsqu’il est répertorié, la fréquence de 1’allele

mineur et les publications dans lesquelles ils ont déja été décrits.

Tableau 12 Variants criblés par la technique HRM et identifiés par le séquencage direct
sur le géne KCNQ1

Nt modifié AA modifié Localisation ~ Domaine  Fréq. de Cas Références
(NM_000218.2) (NP_000209.2) surlegéne  dela Pallele  n®
protéine mineur*
¢.477+96 del GG Intron 2 / / 1,4 /
c.858C>T p.D286D Exon 6 S5 / 5 /
¢.1590+14T>C Intron 12 / 0,08 6,8 (Jongbloed,
(rs11024034) Marcelis et al.
2002, Gouas,
Nicaud et al.
2005)
c.1638G>A p.S546S Exon 13 C ter 0,21 1,5 (Lee MP 1997,
(I’S 1057128) lwasa H 2000,
Jongbloed,
Marcelis et al.
2002, Aydin,
Bahring et al.
2005, Gouas,
Nicaud et al.
2005)

AA acide aminé, Nt. Nucléotide, Fréq. Fréquence
*selon NCBI SNP databank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?

Compte tenu des données disponibles sur le site de NCBI (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov) et
sur le site des données sur les arythmies héréditaires « inherited arrhythmias databases »
(http://www.fsm.it/cardmoc/), deux des quatre variants genétiques identifiés dans notre
population d’étude avaient déja été décrits. Il s’agit de la substitution G-A en position 1638
sur I’exon 13 n’entrainant pas de modification de 1’acide aminé (Substitution synonyme)
correspondant a un polymorphisme fréquent (>0,1) et a un variant intronique avec une

substitution T-C a la position 1590+14 sur I’intron 12 correspondant & un polymorphisme plus
rare (<0,1).
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Par ailleurs, nous avons identifié deux variants genétiques non précédemment décrits
correspondant & une substitution C-T en position 858 sur I’exon 6 n’entrainant pas de
modification de I’acide aminé et a un variant intronique avec une délétion GG en position

477+96 sur ’intron 2.

Au total, au sein des 8 cas inclus initialement dans notre population d’étude aucun variant

induisant une modification d’un acide aminé n’a été identifié.

111.3 Génotypage des SNPs d’intérét sur le gene RyR2

par spectrométrie de masse

L’analyse des SNPs sur le gene RyR2 a éte réalisee par la technologie iPLEX® Gold sur la
plateforme MassArray® chez les 12 individus inclus au sein de la population d’étude a partir

d’ADN extrait de prélévements cardiaques congelés et FFIP.

111.3.1 Resultats du design des multiplexes

Parmi les 140 SNPs d’intérét, nous sommes parvenus grace au logiciel MassArray® design et
a une optimisation manuelle a créer 6 multipexes permettant 1’analyse de 105 SNPs a partir de
48 amplicons. La liste des 105 SNPs analysés par spectrométrie de masse est disponible en
Annexe 2. Les six multiplexes se distribuaient de la maniére suivante : (Al) 29 plexes, (A2)
21 plexes (A3) 13 plexes (A4) 9 plexes et (A8) 8 plexes.

Les 35 SNPs qui n’ont pu étre intégrés dans 1’une des six multiplexes correspondaient a des
SNPs dont la position trop rapprochée sur la séquence d’ADN n’a pas permis de dessiner les
amorces SBE. Les exons au niveau desquels étaient positionnés ces SNPs a savoir les exons

14, 47, 90a, 90b du géne RyR2 ont par conséquent été entierement séquenceés.
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111.3.2 Comparaisons des résultats entre les expériences réalisées

en duplicat

Concernant les résultats observés pour les deux expériences réalisées en duplicat a partir des
échantillons congelés, 1224 alleles ont été assignés sur un total attendu de 1260 alléles dans
chacune des deux expériences correspondant & un taux d’assignement (call rate) éleve de

97,1 %. Une concordance de 100 % entre les deux expériences a pu étre constatée.

Pour les deux expériences réalisées en duplicat a partir des échantillons FFIP, le taux
d’assignement était différent entre les deux expériences et s’élevait respectivement a 91,9 %
(1158/1260) et 91,5 % (1153/1260). Une discordance de 6,2 % était observee entre les deux
expériences. Cette discordance correspondait soit a des alleles non désignes dans une des
deux expériences (suite a un défaut d’amplification ou un défaut d’extension simple base) soit
a des alléles dont I’assignement n’était pas identique d’une expérience a l’autre. La
combinaison des résultats obtenus dans les deux expériences permettait au final d’assigner
1188 alleles sur 1260 all¢les attendus permettant d’atteindre un taux d’assignement final de
94,3 %.

111.3.3 Comparaisons des résultats entre échantillons congelés et
FFIP

La comparaison du degré de confiance encore appelé « label qualité » des alléles assignés a
partir des prélévements congelés et FFIP indique que le nombre d’alléles avec un label qualité
réduit a savoir de type « agressive », «no call » ou «user call » était plus élevé pour les
extraits d’ADN provenant de prélevements FFIP (400/2520, 15,8 %) comparativement aux
échantillons congelés (217/2520), 8,6 %) tel que cela est représenté dans I’histogramme ci-

dessous (Figure 14).
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Figure 14 Comparaison des degrés de confiance des alléles assignés selon le type de
préelevement

Le degré de confiance ou « label qualité » représenté en axis est défini par le logiciel
MassArray® Typer et se décline du label « conservative » (le plus haut degré de confiance)
au label «aggressive » le plus bas degré de confiance. L’item « no call » traduit le défaut
d’assignement par le logiciel. L’item «user call » indique que l’allele a été désigné
manuellement.

La comparaison des résultats obtenus entre les expériences réalisées a partir des échantillons
appariés congelés et FFIP a mis en évidence pour 24 alléles une discordance d’assignement
(résultats présentés en Annexe 6). A titre d’exemple, pour le SNP 61 8876 présenté dans la
figure 15, le cas n°1 est hétérozygote AG pour 1’échantillon congelé et homozygote AA sur
I’échantillon FFIP. Le séquengage direct de I’exon 61 du gene RyR2 du cas n°l, retrouve
I’hétérozygotie AG sur le prélevement congelé et ’homozygotie AA sur 1’échantillon FFIP
attestant de 1’apparition d’un artefact de séquence secondaire a la fixation du tissu par le
formaldéhyde. Les artefacts que nous avons le plus fréquemment observés étaient les
transitions C>T et G>A.
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Figure 15 Détection d’un artefact de séquence sur un échantillon FFIP

a. Présentation des spectres obtenus a partir de I’échantillon congelé et FFIP du cas n°1. Pour
le SNP 61 8876 (correspondant a un polymorphisme précédemment décrit dans la littérature.
P.Q2958R), le cas n°1 est hétérozygote AG pour I’échantillon congelé et homozygote AA sur
1’échantillon FFIP.

b. Résultat du séquencage (seules les sequences sens sont montrees). Le séquencage confirme
la transition G>A dans 1’échantillon FFIP correspondant a un artefact de séquence.
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111.3.4 Variants détectés dans la population d’étude

Le séquencage direct des exons (14, 47, 90a et 90b) qui n’avaient pas pu étre intégré dans les
multiplexes n’a révélé aucun variant génétique parmi les 12 cas inclus dans la population

d’étude.

Les résultats de I’analyse des 105 SNPs par la spectrométrie de masse MALDI-TOF sont
présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 13). Il apparait que 8 cas étaient porteurs de la
substitution A-G en position 8876 sur I’exon 61 correspondant a un polymorphisme (variant
non pathogéne) non synonyme fréquent (>0,1) au vu de la base de données dbSNP du site
NCBI. Trois cas (cas n°10, 9 et 1) étaient porteurs respectivement d’une substitution G-A en
position 1519, 5654 et 5656. Ces trois variants non synonymes étaient tous décrits soit dans la
base de données soit dans la littérature (Medeiros-Domingo, Bhuiyan et al. 2009) comme des

polymorphismes peu fréquents (<0,1).

Tableau 13 Variants géenétiques identifiés sur le gene RyR2 au sein de notre population
d’étude (12 cas)

AA modifié Nt. modifié Localisation  Domaine de la Fréq. alléle Casn® Références
sur le gene protéine mineur*
(dbSNP rs) NM_001035,2
NP_001026,2
V5071 c.1519 G>A Exon 16 N ter np 10 (Medeiros-
Domingo,
Bhuiyan et al.
2009)
G1885E €.5654 G>A Exon 37 Boucle 0,018 9 (Titsoi Sztggga“
(s 41315858) cytoplasmique Milting, Lukas
et al. 2006,
Koop,
Goldmann et
al. 2008
Wong, Koo et
al. 2009)
G1886S €.5656 G>A Exon 37 Boucle 0,071 1 L(l\éliltintg,I
(rs 3766871) cytoplasmique 2006, Koop,
Goldmann et
al. 2008)
Q2958R €.8876 A>G Exon 61 Cytosol 0,143 1,2.4-9 B(Laitinein,|
(rs 34967813) 2001, Tiso,
Stephan et al.
2001,
Medeiros-
Domingo,
Bhuiyan et al.

2009)

AA acide aminé ; Nt, Nucléotide ; Fréq fréquence ; np non précisé
*selon NCBI SNP databank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?
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Résultats

Au total, au sein de la population d’étude aucun variant génétique potentiellement

pathologique n’a été identifié sur le géne RyR2.
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Discussion

Dans les pays développés, la mort subite d’origine cardiaque constitue 1’une des principales
causes de décés, représentant ainsi un probleme majeur de santé publique. Apres 35 ans, la
premiere cause de mort subite cardiaque est la maladie coronaire d’origine athéroscléreuse,

tandis qu’avant 35 ans les cardiomyopathies génétiques sont les plus fréquentes.

Dans un contexte de mort subite survenant chez un adulte jeune ou un enfant, 1’autopsie
médico-légale et les investigations complémentaires, notamment anatomo-pathologiques,
permettent le plus souvent d’identifier une cause évidente de déces, telle qu'une anomalie
structurale cardiaque (cardiomyopathie, myocardite, dysplasie arythmogéne du ventricule
droit) ou une anomalie extra-cardiaque telle qu’une rupture d’anévrisme. Il s’avére que la
cause du déces demeure indéterminée dans 3 a 30 % des cas de mort subite, appelée par
conséquent mort subite inexpliquée. Les canalopathies cardiaques secondaires a un
dysfonctionnement des canaux ioniques d’origine génétique constituent alors la principale
hypothése diagnostique. Les récents progres de la génétique ont permis des avancées tres
importantes dans la connaissance des genes impliqués dans les canalopathies cardiaques tels
que le syndrome du QT long ou la tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique
(TVPC).

Les investigations génétiques effectuées sur du matériel biologique prélevé en post mortem,
visant a détecter les mutations potentiellement impliquées dans les canalopathies cardiaques,
suscitent un grand intérét tant dans le domaine meédico-légal que dans le domaine clinique. En
effet, la détection post-mortem d’une mutation impliquée dans les canalopathies cardiaques
permet non seulement d’identifier la cause éventuelle du décés mais également de mettre en
place avec une équipe multidisciplinaire un dépistage chez les apparentés du défunt afin de

prévenir la survenue de nouveaux déces.

L’objectif majeur de notre travail de thése a été d’élaborer une approche diagnostique post-
mortem des mutations, applicable en routine, au niveau des genes impliqués dans les
canalopathies cardiaques et d’évaluer leur pathogénicité afin de pouvoir mettre en place les

mesures de prévention adéquates chez les apparentés du défunt.

Compte tenu du fait qu’en France les prélévements FFIP constituaient la source principale de
préléevements post-mortem, il a été nécessaire de valider dans une premiéere étape une
technique d’extraction-purification adaptée aux préléevements FFIP. Eu égard a la diversité
des protocoles d’extraction et de purification décrits dans la littérature a partir de

prélevements FFIP et compte tenu des difficultés techniques similaires rencontrées pour
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I’exploitation d’ADN ancien et d’ADN extrait de substrats FFIP, nous avons évalué
I’efficacité sur des prélévements FFIP d’un protocole décrit jusque-la uniquement pour
I’extraction et la purification d’ADN dégradé obtenu a partir de prélévements biologiques

anciens.

Le second objectif de notre travail de theése a été¢ d’évaluer 1’application a des prélévements
post-mortem congelés et FFIP d’une nouvelle technologie de screening des variants
génétiques par I’analyse des courbes de fusion haute résolution (HRM) sur les genes
impliqués dans les canalopathies cardiaques. L’évaluation a porté dans une premiére approche
sur le géne KCNQL, décrit dans la littérature comme 1’un des génes le plus fréquemment le
siege de mutation avec le gene RyR2 et impliqué dans le syndrome du QT long responsable

de mort subite chez 1’adulte jeune, I’enfant et le nourrisson.

Grace a l’acquisition au laboratoire d’une plateforme de génotypage MassArray® de
Sequenom, comprenant un robot de transfert des échantillons sur une micropuce d’analyse et
un spectrométre de masse MALDI-TOF, la derniére partie de ce travail de thése a consisté a
évaluer D’application a des prélévements post-mortem congelés et FFIP d’une nouvelle
approche de génotypage par la technologie iPLEX Gold de Sequenom sur le gene RyR2 dont

la grande taille constituait une limite a son séquencage complet.

IV.1 Exploitation des prélevements FFIP

Malgre les difficultés techniques incontournables liées au caractere dégradé de I’ADN extrait
de substrats FFIP, ces derniers constituent une source d’ADN génomique largement utilisée
dans de nombreux domaines de recherche tels que 1’oncologie, la neuropathologie ou 1’étude
des maladies rares. Par conséquent, la course au développement de techniques d’extraction et
de purification permettant d’améliorer la qualité et la quantit¢é d’ADN extrait a partir de
prélevement FFIP a donné lieu a de nombreuses publications internationales et études
comparatives (Cao, Hashibe et al. 2003, Gilbert, Haselkorn et al. 2007, Carturan, Tester et al.
2008). En raison d’un grand nombre de paramétres impliqués dans la dégradation de I’ADN,
tels que le délai de prélevement post-mortem du tissu, la taille de 1’échantillon tissulaire
prélevé, le pH du formaldehyde, le temps de fixation ou le degré d’autolyse du tissu, la

comparaison entre les différentes etudes était complexe et soulignait parfois des conclusions
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contradictoires. 1l nous a donc semblé primordial avant de débuter toutes analyses génétiques
de valider une méthode d’extraction-purification adaptée aux prélévements FFIP via une

stratégie expérimentale permettant d’attester de la fiabilité de nos résultats.

IV.1.1 Validation d’un protocole adapté aux prélevements FFIP

Les résultats obtenus dans ce travail ont montré que comparativement a 1’utilisation unique du
kit commercial QlAamp DNA mini® de Qiagen, les deux protocoles associant une extraction
organique et un kit commercial dédié a I’ADN dégradé¢ (CleanMix, Talent et QlAamp DNA
mini®, Qiagen) basés sur une purification sur billes ou colonnes a membrane de silice ont
permis d’augmenter la quantité moyenne d’ADN extrait d’un facteur respectivement de 2,4 et
5,8 de maniere statistiquement significative (p<0,05). Alors que 1’on aurait pu logiquement
penser que la multiplication des étapes de purification majorerait la perte d’ADN lors des
phases d’élution, il s’avére qu’a I’inverse la quantité moyenne d’ADN extrait, déterminée par
PCR quantitative, s’en voit augmentée et nous voyons deux explications complémentaires
possibles a ce résultat. D’une part, le phénol-chloroforme a pu améliorer 1’élimination au
niveau de la phase aqueuse des produits potentiels pouvant interférer avec I’affinité de la
molécule d’ADN pour la matrice de silice. D’autre part, sachant que la quantification de
I’ADN par PCR en temps réel permet non seulement d’estimer la quantit¢é d’ADN humain
présent dans un extrait donné mais egalement de détecter la présence d’inhibiteurs de
réactions, 1’association du phénol-chloroforme et de la purification sur la matrice de silice a
également pu améliorer 1’élimination des inhibiteurs de la PCR favorisant ainsi la cinétique

d’amplification (Jackson, Lewis et al. 1990).

L’efficacité d’extraction par le protocole phénol-chloroforme couplé au kit QlAamp DNA
mini® (Qiagen) s’est révélée supérieure au protocole précédemment décrit sur des
échantillons anciens associant le phénol-chloroforme au kit CleanMix™ (Talent) (Keyser-
Tracqui and Ludes 2005). Seule une différence dans la composition des tampons entre les
deux kits permet d’apporter une explication a ce résultat. Les tampons du kit Qiagen semblent
donc plus performants pour améliorer la réversibilité des ponts méthyléniques intra et
intermoléculaires secondaires aux réactions chimiques induites par le formaldéhyde au niveau

des groupements amines, entrainant un meilleur rendement a I’amplification.

Comme nous I’avons expliqué dans la partie méthode, le foie a été prélevé initialement en
paralléle du cceur afin de pouvoir dupliquer les extractions a partir d’un tissu différent

provenant d’'un méme individu et de contréler ainsi la fiabilit¢ de nos résultats. La

89



Discussion

quantification comparative de ’ADN extrait par les trois protocoles a révélé de manicre
fortuite que le substrat hépatique s’est avéré étre une source plus importante de matériel
génétique que le ceeur avec une différence statistiquement significative. Le caractére cellulaire
particulier de polyploidisation des hépatocytes constitue une explication probable a ce constat.
En effet si 100 % des hépatocytes chez le nouveau-né sont diploides, chez I’adulte le nombre
d’hépatocytes polyploides (tétra voire octaploides) est évalué a 30-40 % (Kudryavtsev,
Kudryavtseva et al. 1993). Au vu de ce résultat, le tissu hépatique constituait par conséquent
un substrat tissulaire de choix pour la poursuite des investigations moléculaires et nous en
avons tenu compte dans le protocole « mort subite inexpliquée » mis en place a I’Institut de

Médecine Iégale de Strasbourg.

Quoiqu’il en soit, étant donné les résultats obtenus, nos travaux ont permis de valider un
protocole d’extraction-purification d’ADN associant le phénol-chloroforme au Kit
QIAamp DNA mini® (Qiagen) qui n’avait encore jamais été décrit dans la littérature
pour I’extraction d’ADN a partir de prélevement FFIP (Farrugia, Keyser et al. 2010).
Cette premiére étape validée, ce protocole pouvait alors étre intégré a I’approche diagnostique

des canalopathies cardiaques.
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IV.2  Apport de la techniqgue HRM couplé au séquencage
ciblé pour la détection de variants sur le gene
KCNQL1

Au commencement de ce travail de thése, les techniques d’analyses moléculaires utilisées en
clinique et dans les études post-mortem pour la détection des mutations potentiellement
impliquées dans les canalopathies cardiaques étaient basées soit sur le séquencage direct des
génes d’intérét (Creighton, Virmani et al. 2006) soit sur le séquencage ciblé par
polymorphisme de conformation simple brin (SSCP) (Chugh, Senashova et al. 2004, Di
Paolo, Luchini et al. 2004) ou par chromatographie liquide dénaturante haute performance
(DHPLC) (Lai, Su et al. 2005, Napolitano, Priori et al. 2005, Tester and Ackerman 2005).

Le séquencage direct présente le niveau de résolution le plus élevé pour rechercher la
présence de mutations ponctuelles dans un gene, il reste néanmoins codteux et souvent
réservé a des genes constitués d’exons en nombre limités et de petites tailles. Les
méthodologies de criblage par SSCP ou DHPLC ont comme principal avantage de rationaliser
la détection des variants en ciblant le séquencage et en réduisant par la méme le colt des
investigations moléculaires tout en permettant, tout comme le séquencage direct, d’identifier
des variants connus ou non connus (Krypuy, Ahmed et al. 2007). La techniqgue HRM
présente le méme avantage que ces deux techniques avec, au vu de la littérature, plusieurs
atouts supplémentaires. En effet, cette nouvelle technologie en pleine émergence,
principalement utilisée en oncologie lorsque nous avons debuté notre travail, était décrite
comme une technologie simple, rapide, présentant une excellente sensibilité et reproductibilité
permettant la détection de substitution de base et de délétions/insertions de petite taille
correspondant aux variations génétiques les plus fréqguemment décrites dans les canalopathies.
Par conséquent, la technigue HRM nous a semblé étre une réelle alternative aux méthodes
précédemment utilisées pour la détection de variants sur les génes impliqués dans les

canalopathies cardiaques.

Afin d’évaluer I’efficacité de cette technologie, il nous a fallu choisir un premier gene
d’investigation parmi les 14 géenes decrits dans la littérature comme étant impliqués dans les
canalopathies cardiaques lorsque ce travail de thése a été débuté. Cette sélection s’est basée
sur plusieurs criteres: i) le géne KCNQ1 et le gene RyR2 étaient les genes les plus

fréguemment décrits comme étant le siege de mutations; ii) ces deux génes jouent un role
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important respectivement dans le syndrome du QT long et dans la TVPC qui ont été
impliqués dans la survenue de mort subite chez I’adulte jeune, I’enfant et le nourrisson iii) le
nombre d’exons du gene KCNQI1, a savoir 16 exons versus 105 exons pour le gene RyR2,
facilitait nos investigations ; iiii) les mutations répertoriées dans la littérature sur le géne
KCNQI étant pour la majorité d’entre elles des substitutions (80 %) et des insertions/délétions
(20 %) (http://lwww.fsm.it/cardmoc/), la technique HRM permettait en théorie de détecter la

plupart d’entre elles.

IV.2.1 Optimisation de la technique HRM au niveau du gene
KCNQ1

Les résultats obtenus dans ce travail ont montré que la technique HRM, appliquée a des
prélevements tissulaires FFIP et congelés prélevés simultanément chez le méme individu, a
pu étre optimisée pour 13 des 16 exons du gene KCNQL1, les trois exons restants (exons 1,13
et 16) devant étre explorés par séquencage direct. En effet, pour ces trois exons la qualité des
amplicons était insuffisante pour permettre une interprétation optimale des courbes de fusion
malgré plusieurs tentatives d’optimisation des réactions d’amplification en utilisant différents
couples d’amorces et différentes conditions d’amplification (modification de la concentration
d’ADN et de MgCL2, variation du nombre de cycles de PCR).

Millat et al. (Millat, Chanavat et al. 2011) ont rencontré sensiblement les mémes difficultés
dans leur étude portant sur un panel de 34 patients chez lesquels un syndrome de QT long
était suspecté. En effet, il a été décrit que malgré 1’utilisation de différents kits (lightCycler
480 High Melting Master Kkit, le kit Light cycler 480 Probes Master associé au SYTO 9 et
enfin le SYBR® GreenER™ qgpCR SuperMix) comportant notamment différents types
d’agents intercalants, il n’a pas été possible d’optimiser la technique HRM pour les exons 1
et 16 du géne KCNQL. Une des hypothéses qui pourrait étre retenue afin d’expliquer la
différence de résultats concernant I’exon 13 entre nos deux études serait 1’utilisation par
Millat et al. a la fois d’une plateforme et d’un logiciel différents (a savoir la plateforme Rotor-
Gene 6000 de Qiagen) ainsi que d’un kit PCR différent (a savoir le kit LightCycler® 480

Probes Master associé a I’intercalant SYTO-9).

Par ailleurs, I’étude de Millat et al. a également mis en évidence que les conditions
d’optimisation de la technique HRM sont extrémement variables d’un géne a ’autre. Si
I’optimisation de la technique a été possible pour I’ensemble des exons du géne SCN5A (soit

28 exons) (Millat, Chanavat et al. 2009), seuls 3 des 15 exons du gene KCNH2 ont pu étre
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explorés par le HRM (Millat, Chanavat et al. 2011). Par conséquent, I’exploration de ces trois
principaux génes impliqués dans le syndrome du QT nécessite le couplage de la technique
HRM au séquencage direct de certaines portions codantes des génes d’intérét.

IVV.2.2 Evaluation de la reproductibilité de la technigue HRM
sur les échantillons FFIP par comparaison aux

échantillons congelés

Dans notre étude, la comparaison des courbes de fusion entre prélévements FFIP et congelés
retrouve une concordance pour la majorité des exons pour lesquels la techniqgue HRM a été
optimisée (soit 11 exons). En revanche, pour deux exons (exons 5 et 14) les résultats ne sont
pas reproductibles entre échantillons FFIP et congelés en raison de la détection de faux
positifs parmi les préléevements FFIP correspondant a 1’incorporation lors de 1’amplification
d’une base erronée par la polymérase en raison de modifications chimiques induites par le
formaldehyde au niveau des acides aminés. Le phénomene de détection de faux positifs par la
technique HRM lors de I’exploitation de prélévements FFIP, a également été rapporté dans
des études portant sur des genes impliqués dans le cancer colorectal (EGFR, KRAS) ou
(AKT1) (Do, Krypuy et al. 2008, Do, Solomon et al. 2008, Heideman, Thunnissen et al. 2009,
Ma, Wong et al. 2009). Alors que ce phénomene est décrit par certains (Do and Dobrovic
2012) comme étant échantillon dépendant, dans notre étude les faux positifs ne s’observent
que pour ces deux exons et ce pour I’ensemble des échantillons FFIP quel que soit la durée de
fixation dans le formol. En principe, certains amplicons sont plus enclins a étre le siége
d’artefacts de séquence en raison de leur plus grande taille et de leur plus grande richesse en
bases CG, correspondant a des sites potentiels de désamination (Do and Dobrovic 2012). Or
dans notre étude, les exons 5 et 14 font partie des amplicons de plus petite taille
(respectivement 171 et 107 bp) et ne présentent pas une séquence plus riche en bases GC que
les autres amplicons. Ainsi, aucune explication ne peut étre donnée a ce phénomeéne dans ce

cas preécis.
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IV.2.3 Apport de la technigue HRM comparativement a la
methode de choix par séquencage direct pour
I’exploration du géne KCNQ1

La technique HRM s’est révélé étre une méthode présentant un protocole simple et dont les
différentes étapes sont réalisees dans un méme tube ce qui évite les problemes de
contamination. La préparation d’une plaque de 96 puits et ’analyse sont réalisées en moins de
4 heures. Le faible colt des réactifs, la possibilité de réaliser le séquencage directement a
partir du produit d’amplification obtenu sans étre perturbé par les réactifs de la réaction HRM
et la diminution du nombre de réactions de séquencage grace a un séquencage plus ciblé
rendent également cette technique tres attractive.

Compte tenu de la nécessité de séquencer les trois exons du gene KCNQI1 qui n’ont pas pu
étre optimisés avec la technigue HRM et ce quel que soit le mode de conservation des
échantillons et compte tenu de la nécessité de sequencer également les faux positifs lorsque
les prélévements FFIP constituent la seule source d’ADN disponible, nous pouvons nous
interroger sur le réel intérét de la techniqgue HRM couplée au séquencage ciblé par rapport au
séquencage direct. L’étude comparative en termes de temps de travail et d’investissement
financier réalisée au sein de notre cohorte présentée en Annexe 7, permet d’apporter une
réponse clairement positive a cette interrogation et ce quel que soit le type de prélévements.
En effet, pour les prélevements congelés, le couplage HRM-séquencage ciblé complété du
séquencage direct des exons non optimisés versus le séquencage direct de I’ensemble des
exons permet une réduction du codt des analyses de plus de 40 %. Pour les prélévements
FFIP, nous constatons une réduction de plus de 70 % du nombre de réactions de
séquencage et par la méme une réduction financiére de plus de 30 %. Ce résultat atteste
que la techniqgue HRM couplée au séquencage ciblée et complétée du séquencage direct
des exons non optimisés et/ou des faux positifs détectés constitue une stratégie a

privilégier et ce quel que soit le type de prélevement. (Farrugia, Keyser et al. 2012).
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IV.2.4 Prévalence des variants sur le géne KCNQ1 au sein de la

population d’étude

Au sein des 8 cas de mort subite inexpliquée initialement inclus dans notre population
d’étude, aucune mutation induisant une modification d’un acide aminé sur le géne KCNQ1
n’a été détectée. En effet, parmi les quatre variants identifies, ont été détectées des
substitutions exoniques synonymes (p.D286D sur I’exon 6 et p.S546S sur ’exon 13), soit
des substitutions ou délétions introniques (¢.1590+14T>C sur I’intron 12 et c477+96delGG
sur I’intron 2). Deux des quatre variants, & savoir p.S546S sur I’exon 13 et ¢.1590+14T>C sur
I’intron 12, avaient déja été decrits dans la littérature (Lee MP 1997, Iwasa H 2000,
Jongbloed, Marcelis et al. 2002, Aydin, Bahring et al. 2005, Gouas, Nicaud et al. 2005).
L’étude de Gouas et al. (Gouas, Nicaud et al. 2005) portant sur la recherche d’une association
entre certains SNPs décrits sur les génes codant pour les canaux ioniques cardiaques et la
longueur du QT au sein d’une population saine par une méthode d’analyse de liaisonS
génétiques n’ont pas mis en évidence d’association entre les deux SNPs p.S546S et
€.1590+14T>C et la longueur de I’intervalle QT. Ces conclusions confirmaient en partie celle
émise dans une étude (Aydin, Bahring et al. 2005) qui portait sur une population saine de
jumeaux monozygotes et dizygotes au sein de laquelle aucune association entre la longueur de
I’intervalle QT et divers SNPs décrits sur des régions introniques et exoniques du géne
KCNQZ1 dont le SNP p.S546S n’avait été mise en évidence.

Si ’on compare la faible prévalence de variant pathologique détecté dans notre cohorte
comparativement aux études portant sur les investigations moléculaires post-mortem de la
mort subite chez les sujets jeunes publiées ces dix derniéres années, on constate un taux de
détection de mutations sur le géne KCNQ1 extrémement variable. A titre d’exemple, le taux
de mutations sur ce géne est de 0 % au sein d’une cohorte respectivement de 12 et 59
individus (Chugh, Senashova et al. 2004, Doolan, Langlois et al. 2004), 2 a 3 % au sein d’une
cohorte respectivement de 33 cas, 35 cas et 44 cas (Edelmann, Schumann et al. 2011,
Skinner, Crawford et al. 2011, Winkel, Larsen et al. 2012), 7 % dans deux cohortes de 14 cas
(Creighton, Virmani et al. 2006, Allegue, Gil et al. 2011), 10 % dans une cohorte de 49 cas
(Tester and Ackerman 2007) et 20 % dans une cohorte de 10 individus (Di Paolo, Luchini et
al. 2004).

De méme parmi les cohortes de syndrome de MSN ou « suddden infant death syndrome » la
prévalence de mutation sur le géene KCNQ1 varie de 1 % (Tester and Ackerman 2005,
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Wedekind, Bajanowski et al. 2006, Otagiri, Kijima et al. 2008, Millat, Kugener et al. 2009) a
5 % (Arnestad, Crotti et al. 2007) selon les études pour atteindre un taux global de 2,2 % dont

seulement 1 % peuvent étre considérées comme délétéres.

Par conséquent au vu de la petite taille de notre cohorte et de la variabilité du taux de
détection post-mortem de mutations sur le gene KCNQ1, la prévalence retrouvée dans notre

étude n’est pas contradictoire avec les données de la littérature.

Pour expliquer une telle variabilit¢ on peut s’interroger sur I’existence de biais dans la
sélection des individus inclus dans les différentes cohortes. Une étude récemment publiée par
Winkel et al (Winkel, Larsen et al. 2012), souligne notamment que la prévalence des variants
pathologiques sur les trois principaux génes impliqués dans le syndrome du QT long
(KCNQ1, KCNH2 et SCN5A) varie de 9 a 11 % versus 20 a 21 % selon que la population de

référence soit « non sélectionnée » ou sélectionné en fonction des antécédents familiaux.

IV.3 Apport du génotypage par spectrométrie de masse
MALDI-TOF pour la detection de variant sur le
gene RyR2

En paralléle des genes impliqués dans le syndrome du QT long, nous nous sommes également
intéressés au géne RyR2 impliqué dans la tachycardie ventriculaire polymorphe
catécholaminergique qui peut conduire a la survenue d’une mort subite principalement chez
I’adulte jeune et I’enfant ainsi que chez le nourrisson selon certains auteurs. Le diagnostic
post-mortem et le dépistage familial de cette canalopathie sont d’autant plus justifiés par le
fait que ’ECG de repos enregistré en dehors des épisodes de tachycardie ventriculaire est

souvent normal et qu’en absence de traitement la mortalité des TVPC est tres éleveée.

Compte tenu de la grande taille du géne RyR2 (105 exons) rendant son sequencage complet
extrémement laborieux, les stratégies développées jusqu’alors en clinique et en post-mortem
étaient basées principalement sur le séquencage ciblé d’un nombre variable d’exons (de 18 a

64 selon les études) situés dans trois « régions chaudes » ou « hot spot» au niveau desquelles
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se distribuaient la majorité des mutations (Postma, Denjoy et al. 2005, Medeiros-Domingo,
Bhuiyan et al. 2009).

Compte tenu des difficultés rencontrées lors de la seconde étape de ce travail de these pour
optimiser la technique HRM a I’ensemble des exons du gene KCNQ1 a partir de prélevements
FFIP, de I’étude de Millat et al. (2009) qui était confrontée également a une optimisation
aléatoire de la technigue en fonction des génes explorés, nous nous sommes orientés vers une

autre stratégie de détection de variants génétiques.

Notre attention s’est donc portée sur le génotypage a I’aide de la plateforme MassArray® 96
de Sequenom pour plusieurs raisons. Premierement, I’efficacité de cette méthode pour la
détection en clinique et en post-mortem des SNPs connus sur les génes impliqués dans le
syndrome du QT long avait déja été démontrée par Allegue et al. (Allegue, Gil et al. 2010,
Allegue, Gil et al. 2011). Deuxiemement, le génotypage de SNP par la technologie iPLEX®
Gold, basée sur la discrimination allélique par extension d’amorces simple base, semblait
adapté a ’analyse d’ADN dégradé provenant de prélévements FFIP (Mendisco, Keyser et al.
2011). Enfin nous disposions de cette plateforme au laboratoire.

IV.3.1 Optimisation de la spectromeétrie de masse MALDI-TOF
pour la détection des SNPs d’intérét sur le géne RyR?2

La stratégie de détection des SNPs par la spectrométrie de masse sur la plateforme de
Sequenom s’est avérée étre une méthode extrémement intéressante pour son application sur le
géne RyR2. Par comparaison avec la méthode HRM, la spectrométrie de masse MALDI-TOF
nécessite beaucoup moins de temps et de manipulations pour optimiser les réactions. En effet
la plateforme MassArray® bénéficie d’un logiciel intégré qui créé a la fois les amorces PCR
et SBE et qui définit le multiplexage des réactions. Il s’agit en effet d’'une méthode qui
présente un taux de multiplexage élevé allant jusqu’a 36 SNPs selon certains auteurs (Gabriel,
Ziaugra et al. 2009) et qui nous a permis d’analyser simultanément jusqu’a 29 positions ce qui
est trés intéressant en comparaison avec les autres techniques de génotypage tel que le
SNaPshot permettant a titre d’exemple un multiplexage maximal de 15 SNPs dans une étude
portant sur le gene KCNQ1 et KCNH2 (Edelmann, Schumann et al. 2012). De plus le logiciel
intégré permet de réajuster assez facilement les réactions multiplexes crées en enlevant ou en
rajoutant un SNP. Cette flexibilité permet d’intégrer au fur et & mesure de leur découverte de
nouveaux SNPs. Or compte tenu du nombre croissant de nouveaux variants décrits sur le gene
RyR2 (soit 44 % des variants détectés au sein d’une population de 155 patients dans 1I’étude
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de Medeiros et al. 2009, ou 71 % des variants détectés au sein d’une population de 74 cas
dans 1’étude de Larsen et al. 2012) cette particularité constitue un atout majeur pour
I’investigation de ce géne. Enfin, le protocole est extrémement simple et rapide. Les résultats
pour 96 réactions peuvent étre obtenus apres une seule journée de manipulations et I’ensemble
des étapes étant réalisées du debut a la fin dans le méme tube cela évite également les

problémes de contamination, de perte de produits ou d’erreurs lors des manipulations.

Malgré tous ses avantages nous avons souligné une limite importante a prendre en compte
dans I’approche diagnostique des canalopathies. En effet, sur les 140 SNPs d’intérét, nous ne
sommes pas parvenus a créer les amorces SBE pour 35 SNPs et ce malgré la combinaison
d’un design manuel et automatique. La raison de cet échec est liée a la proximité de la
position des SNPs sur la séquence. Ainsi, une étape de séquencage des régions sur lesquelles
se trouvaient les 35 SNPs non optimisés a été nécessaire pour compléter 1’analyse. Par
conséquent malgré la performance du logiciel de design intégré a la plateforme et malgré les
adaptations que 1’on peut parfois apporter lors du design manuel, seuls les SNPs ayant une
position suffisamment éloignée sur la séquence peuvent étre explorés par la technologie

iPLEX Gold associé au systeme MassArray®.

Une fois cette limite franchie cette technologie s’avére étre trés performante pour la détection
des SNPs d’intérét sur le géne RyR2 avec une reproductibilité variable selon la qualité des

prélévements.

IVV.3.2 Evaluation de la reproductibilité de la spectrométrie de

masse MALDI-TOF sur les échantillons congelés et FFIP

Si I’application de la technologie iIPLEX® Gold de Sequenom avait déja été décrite sur des
prélevements dégradés (Mendisco, Keyser et al. 2011) et FFIP (Horn, Pott et al. 2010),
aucune ¢tude antérieure n’avait comparé la reproductibilité de cette technique a partir de

prélevements appariés FFIP et congelés.

Les résultats que nous avons obtenus sur les prélevements congeles sont fiables et
reproductibles. En effet, pour les deux expériences réalisées en duplicat nous avons obtenu un
taux d’assignement (call rate) élevé de 97,1 % avec une concordance de 100 % entre les deux

expériences attestant d une tres bonne reproductibilité.
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En revanche, nous observons a la fois une discordance entre les données du génotypage
obtenus entre les deux expériences réalisées en duplicat a partir des prélevements FFIP (moins
de 6,4 %) et entre les expériences réalisées a partir des prélevements congelés et FFIP (moins
de 6 %). De plus, paralléelement a la diminution du taux d’assignement pour les prélévements
FFIP comparativement aux prélevements congelés, on note une augmentation des génotypes
de «faible qualité » d’environ 7 % pour les prélevements FFIP. Une étude de Horn et al.
(Horn, Pott et al. 2010) portant sur I’évaluation de la reproductibilité et la faisabilité de la
spectrométrie de masse MALDI-TOF sur des prélevements FFIP retrouve des résultats
similaires. En effet dans son étude, la comparaison des résultats du génotypage de 31 SNPs
entre échantillons FFIP et prélévements sanguins appariés révéle un taux d’assignement de
93 % pour les échantillons FFIP versus 99,8 % pour les échantillons congelés avec une légere

augmentation des génotypes de « faible qualité » pour ’ADN extrait de prélévements FFIP.

Ce phénomeéne de non reproductibilité des analyses et de moindre qualité des génotypes
assignés par le logiciel est secondaire a 1’état de dégradation de I’ADN extrait de
prélevements FFIP. D’une part, cette dégradation peut conduire de maniére aléatoire a un
défaut d’amplification ou un défaut d’ancrage de I’amorce SBE aboutissant a un défaut
d’assignement par le logiciel. D’autre part, les modifications chimiques induites par le
formaldéhyde au niveau de I’ADN vont conduire a I’incorporation d’une base erronée par la
polymérase conduisant a la détection de faux positifs. Parmi les principaux artéfacts de
séquence détectés dans notre étude, les transitions C>T et G>A se sont avérées étre les plus
fréquentes ce qui rejoint les données de la littérature. En effet, ces modifications de base,
principalement secondaires a la désamination de la cytosine en uracile, sont les plus
fréquemment décrites lors d’analyses moléculaires réalisées a partir d’ADN extrait de
prélevements FFIP (Hansen, Willerslev et al. 2001, Hofreiter, Jaenicke et al. 2001, Do and
Dobrovic 2012) mais également a partir d’ADN ancien (Gilbert, Hansen et al. 2003,
Willerslev and Cooper 2005).

Compte tenu de ces résultats, la validation des génotypes obtenus avec la plateforme
MassArray® a partir d’ADN extrait de prélevements FFIP, dans I’hypothese qu’il s’agisse de
la seule source d’ADN disponible, nécessite certaines précautions. Nous proposons que les
analyses soient systématiquement répliquées a partir d’un nouveau produit d’amplification et
que les résultats ne soient validés que si le degré de confiance de 1’assignement fourni par le

logiciel est élevé (« conservative » ou « moderate») avec une concordance de 1’assignement
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au niveau des deux analyses. Tout autre résultat nécessite a notre avis un sequencage direct de

la séquence d’intérét (article soumis).

IV.3.3 Prévalence des variants sur le gene RyR2 au sein de la

population d’étude
Au sein de notre population d’étude composée de 12 cas de mort subite inexpliquée, nous
avons identifié trois variants non-synonymes a savoir p.Q2958R chez 8 individus soit 66 % de
notre cohorte, p.G1886S chez un individu (8 %) et p.G1885E chez un autre individu (8 %).
Ces trois variants avaient été précédemment décrits dans la base de données dbSNP
(http://www,ncbi,nlm,nih,gov/SNP/index,html) et dans la littérature comme des
polymorphismes fréquents (p>0,1) (p.Q2958R) et peu fréquents (p<0,1) (p.G1886S,
p.G1885E). Dans son étude Medeiros et al. retrouvaient ces polymorphismes au sein d’une
population témoin composée de 100 caucasiens a une fréquence respectivement de 34 %
(p-Q2958R), 9 % (p.G1886E) et 6 % (p.G1885S). Aucun individu de notre cohorte n’était
porteur des deux variants p.G1886E et p.G1885S dont I’expression combinée au sein d’un
systeme d’expression hétérologue (cellules rénales embryonnaires humaines HEK293) a été
associée & une augmentation des oscillations du calcium intracellulaire comparativement aux
canaux RyR2 de type sauvage (Milting, Lukas et al. 2006, Koop, Goldmann et al. 2008). Le
quatriéme variant non synonyme que nous avons détecté, p.VV501I, n’était pas rapporté dans la
base de données dbSNP mais avait été considéré par Medeiros comme étant un
polymorphisme compte tenu de sa fréquence quasi-identique au sein de la cohorte de malades
(4%) et de la cohorte de cas controles (5 %) (Medeiros-Domingo, Bhuiyan et al. 2009). Au
total, aucun variant potentiellement pathologique n’a été identifié au sein de la cohorte sur le

géne RyR2.

La comparaison du taux de variants pathologiques détectés dans notre cohorte sur le gene
RyR2 comparativement aux études portant sur les investigations moléculaires post-mortem de
la mort subite chez les sujets jeunes publiées ces dix dernieres années souligne comme pour le
géne KCNQL, la tres grande variabilité de ce taux. Selon les travaux précédemment publiés,
le taux de détection de variants pathologiques varie de 0 % pour une cohorte de 35 individus
(Carturan, Tester et al. 2008) jusqu’a 21 % pour une cohorte de 14 individus (Creighton,

Virmani et al. 2006). Dans la principale cohorte de syndrome de MSN au sein de laquelle les
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mutations sur le gene RyR2 ont été recherchées, le taux de mutations délétéres s’éléve a 1,5 %
(Tester, Dura et al. 2007).

Une telle variabilité peut étre expliquée par le nombre différent d’exons ciblés par le
séquencage direct dans chacune de ces études. Cependant, les critéres d’inclusion des
individus au sein de la population d’étude constituent également un biais potentiel de

sélection a ne pas négliger (Winkel, Larsen et al. 2012) .

IV.4  Limites et perspectives

IV.4.1 Du point de vue du recrutement

La principale limite de notre travail de these réside dans le recrutement tres restreint de cas au
sein de notre population d’étude. Ce faible recrutement peut s’expliquer a la fois par la faible
incidence de mort subite cardiaque sans anomalie structurale du cceur parmi les cas autopsiés
a I’Institut de Médecine légale de Strasbourg depuis 2008 et par le faible nombre d’autopsies
médico-légales requises par le magistrat dans un contexte de mort subite de I’adulte jeune. En
France, la grande difficulté est que I’autopsie ainsi que les investigations complémentaires
peuvent étre proposées par le médecin légiste mais seul le magistrat peut ordonner la
réalisation ou non de ces investigations. Les dépenses induites par la réalisation de ces
examens étant non négligeables, le magistrat refuse parfois des autopsies ou un complément
d’investigations sur la foi de I’enquéte initiale concluant rapidement a une mort naturelle ou
un suicide (Quatrenomme and Rouge 2003). Ainsi, en France le taux d’autopsie médico-
Iégale est encore trés bas, compris entre 1 et 2 % de I’ensemble des décés annuels (soit
environ 7000 autopsies par an sur le territoire frangais) contre 15 % en Finlande (Lorin de la
Grandmaison, Sibille et al. 2001).

Par ailleurs les collaborations nationales et internationales initialement projetées se sont

révélées peu suivies trés certainement en raison de contraintes matérielles et financieres.

Enfin, on constate que non seulement notre recrutement de cas est faible mais il existe
également un biais de recrutement avec un taux de nourrissons inclus dans notre population

d’étude qui s’éleve a 50 %. Ce biais de recrutement est probablement lié au nombre plus
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fréquent d’autopsies médico-légales demandées par les magistrats dans un contexte de mort

inattendue du nourrisson en raison certes de la nécessité d’éliminer une maltraitance mais

également d’une sensibilité exacerbée des magistrats dans ce contexte tragique.

Ce travail souligne la nécessité d’améliorer la prise en charge des morts subites de 1’adulte

jeune au niveau du territoire nationale en agissant a différents niveaux.

Au niveau du parquet, il apparait nécessaire de convaincre les magistrats qu’au-
dela de leur mission judiciaire ils ont également une mission de santé publique et
jouent un réle clé dans la démarche diagnostique des canalopathies cardiaques et
des autres maladies cardiaques héréditaires et par la méme dans la prévention de
survenue de nouvelle mort subite chez les apparentés. Cependant la question du
financement des investigations moléculaires reste pour le moment sans réponse et
constitue probablement le principal frein a toute cette problématique ;

Auprés des médecins généralistes et médecins du SAMU amenés a constater les
déceés, une action de sensibilisation et d’information sur la nécessité de cocher
« obstacle médico-légale » lors d’un mort subite survenant chez un adulte jeune
permettrait d’augmenter le nombre d’enquétes ouvertes par la parquet en sachant
cependant qu’en fonction des données de 1’enquéte le magistrat peut tout a fait
décider de ne pas ordonner d’autopsie ;

Aupres des médecins légistes, la définition de recommandations officielles par la
Société francaise de médecine légale en se basant sur les protocoles déja établis
permettrait d’harmoniser les protocoles de prélévements en cas de mort subite
inexpliquée. 1l s’agirait d’une démarche dans le sillage de celle déja établit pour la
prise en charge de la mort subite des nourrissons de moins de 2 ans établit par la
Haute Autorité de Santé en 2007 (Bloch, Denis et al. 2011).

I\VV.4.2 Du point de vue méthodologique

Notre travail a permis d’évaluer la faisabilité de deux techniques visant a détecter des variants

génetiques sur des génes connus a savoir une technique de criblage par HRM et une technique

de génotypage par spectrométrie de masse a partir de prélevements FFIP en utilisant comme

contréle des prélévements congelés sur un nombre de genes trés restreint. Au vu des résultats
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obtenus et de la comparaison de ces derniers avec la littérature nous pouvons confrontés les

avantages et les limites de chacune de ces méthodes et dégager de nouvelles perspectives.

La technique de génotypage sur la plateforme MassARRAY est une technique pour laquelle
I’optimisation et les analyses sont extrémement simples et rapides qui est adaptée aux
prélevements dégradés tels que les prélevements FFIP sous réserve que les expériences soient
répliquées afin d’augmenter le taux d’assignement et le taux de détection de faux positifs.
Cependant, cette méthode ne permet pas de s’affranchir du séquencage direct en raison de
I’impossibilité d’intégrer certains SNPs au sein des multiplexes du fait de leur position trop
proche sur la séquence. De plus, malgré la grande flexibilité du logiciel de design des
multiplexes permettant d’intégrer de nouvelles mutations, cette stratégie de détection « avec a
priori » (par opposition aux méthodes sans a priori qui permettent de détecter des mutations
non connues) nécessite une réévaluation réguliére des nouveaux variants décrits avec une
répétition des analyses autant de fois que de nouvelles mutations sont détectées ce qui alourdit
le temps et le colt des investigations. Par conséquent et malgré son application adaptée aux
préléevements FFIP, cette méthodologie ne nous semble pas la plus pertinente pour détecter les
variants génétiques potentiellement impliqués dans les canalopathies cardiaques congénitales.

La méthode HRM considérée comme une méthode « sans a priori » permettant de détecter des
variants génétiques connus ou non connus offrait des perspectives intéressantes. Cependant
son application sur les préléevements FFIP reste longue a optimiser avec des résultats ne
pouvant parfois étre interprétés, nécessitant le recours au séquencage direct. De plus,
I’optimisation de la technique n’est pas uniforme selon les genes si bien que le séquencage
direct des exons non optimisés voir de la quasi-totalité de certains génes (KCNH2) s’avére
nécessaire. Malgré ces limites 1’utilisation de la technique HRM-séquencage ciblé complété
d’un séquencage direct des exons non optimisés reste une alternative de choix au séquengage

direct des principaux genes impliqués dans les canalopathies cardiaques.

Le « saut technologique » que connait la biologie moléculaire avec I’arrivée des séquenceurs
de nouvelles générations haut débit « next generation sequencing » (NGS) ouvre de nouvelles
perspectives. Le développement trés récent des séquenceurs de 2°™ générations de
paillasse (lon Torrent PGM de Life technologie, MiSeq de Illumina, GS Junior de Roche)
dont la vocation est de séquencer un grand nombre d’échantillons sur de petites régions ou des
petits génomes avec un débit compris entre quelques mégabases (3 Mb) et des unités de

gigabase (7 Gb) permettent d’envisager 1’application en routine de cette nouvelle technologie.
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La firme Life technologie propose d’ailleurs un kit de détection des pathologies héréditaires
(lon ampliSeq™ Inherited Disease Panel) adapté au séquenceur lon torrent PGM, permettant
le séquengage d’un panel de 325 génes impliqués dans diverses pathologies héréditaires
cardio-vasculaires, neuromusculaires et métaboliques grace a 10500 couples d’amorces
(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/brochures/C0O25400_lon_InheritDisease_Flyer_17Jul
y2012.pdf). On compte notamment au sein de ce panel 19 genes des 21 genes connus
actuellement pour étre impliqués dans les canalopathies cardiaques. Malgré I’attrait évident de
ce kit, son application dans le domaine médico-légal ne peut étre envisagée pour deux raisons
principales. L’utilisation de ce kit générerait des quantités trés importantes de données dont
96 % n’aurait aucun intérét dans le cadre de notre problématique et dont la gestion ne serait
pas totalement maitrisée et encore moins automatisée avec un colt d’analyse et
d’interprétation important. De plus, cela souléverait un véritable probleme éthique puisque le
médecin légiste ne peut pas avoir acces a des informations autres que celles lui permettant de

connaitre les causes du déces.

Le projet de développement d’un «Kit & fagon » ciblant I’ensemble des genes connus
actuellement pour étre impliqués dans les canalopathies cardiaques nous semble par
conséquent judicieux. L’estimation du codt d’un tel projet s’éléve aux environs de 4000 euros
pour explorer 21 genes chez 8 individus sur une puce de 316 puits, auxquels s’ajoutent le colt
des couples d’amorces (environ 10 000 euros pour 3000 réactions). Avec un tel kit il ne serait
cependant pas possible d’explorer 1’intégralité des régions ciblées, le taux de couverture total
du séquencage s’élevant a 90 %. Cependant il s’agit encore d’une technologie trés récente
dont le développement et 1I’optimisation vont continuer a progresser et 1’on peut envisager que

le taux de couverture maximum sera probablement atteint dans un avenir proche.

I\VV.4.3 Corrélation entre le diagnostic moléculaire et la cause de

la mort

Les canalopathies cardiagques sont des maladies génétiques dont la complexité conduit le plus
souvent a des conclusions hypothétiques quant au lien éventuel entre une variation génetique

donnée et la cause du décés. Plusieurs cas de figure existent.

Premierement, lorsqu’aucune mutation n’est détectée parmi les régions codantes des genes
d’intérét cela ne permet pas d’exclure 1’existence de variants génétiques au niveau de ces

génes sur des zones non codantes jouant un réle soit dans I’expression du géne (région
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promotrice) soit dans le bon déroulement de 1’épissage ou au niveau des génes encore non

connus pour étre impliqués dans cette pathologie.

Deuxiemement, lorsqu’une mutation est identifiée, 1’enjeu primordial est de comprendre et

predire les effets de ces variations génétiques sur le phénotype de I’individu. Lorsqu’aucune

donnée de la littérature n’est disponible, I’impact fonctionnel d’une mutation peut étre évalué

par différentes stratégies :

les outils bio-informatique de prédiction des effets délétéres des mutations tel que
Polyphen (Polymorphism Phenotyping) ou SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)
qui ont I’avantage d’étre rapide a mettre en ceuvre et trés peu onéreux mais qui
constituent uniquement des outils d’orientation (Giudicessi, Kapplinger et al. 2012);
les systémes d’expression hétérologue tels que les lignées murines (Nishio, Kuwahara
et al. 2009), les ovocytes de xénopes (Keller, Grenier et al. 2009), les lignées
cellulaires CHO « Chinese Hamster Ovary » (Yang, Chung et al. 2009) ou encore les
cellules embryonnaires HEK293 (Berecki, Zegers et al. 2006), qui ne sont pas
toujours transposables a la physiologie humaine in vivo ;

les cellules pluripotentes induites (IPS pour induced pluripotent stem cells) issues de
cellules adultes différenciées redevenues pluripotentes par des modifications
génétiques qui sont une réelle alternative aux systémes hétérologues (Moretti, Bellin et
al. 2010) mais qui reste encore peu applicable en routine et notamment pas a partir de

tissu recueillis en post-mortem ;

Sachant qu’a I’heure actuelle trés peu de mutations identifiées sur les génes impliquées dans

les canalopathies cardiaques ont béneéficié d’explorations fonctionnelles permettant de prédire

leur pathogénicité (seuls 15 % des mutations sur le géne RyR2 ont été exploré in vitro

(Medeiros-Domingo, Bhuiyan et al. 2009) le véritable enjeu reste la compréhension de

I’association génotypique-phénotypique.
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Conclusion géneérale

La cause de décés demeure inexpliquée dans 3 a 30 % des cas de mort subite survenant chez
le sujet de moins de 35 ans et les canalopathies cardiaques constituent la principale hypothese
étiologique. Dans ces conditions, les investigations génétiques effectuées sur du matériel
biologique préleve en post-mortem visant a détecter des variants potentiellement délétéres sur
les genes connus pour étre impliqués dans les canalopathies cardiaques suscitent un grand
intérét tant dans le domaine médico-1égal, pour établir la cause éventuelle du déces, que dans
le domaine clinique, pour mettre en place les mesures de dépistage et de prévention chez les

apparentés du défunt.

Sur le territoire national, la prise en charge des cas de mort subite inexpliquée au cceur
structurellement sain est extrémement disparate selon les services médico-légaux. La
réalisation de prélevements tissulaires ou sanguins congelés est une pratique peu fréquente
lors de 1’autopsie, en raison des contraintes matérielles qu’elle impose, si bien que la
principale source d’ADN disponible en vue d’investigations moléculaires post-mortem

s’avére étre issue des prélevements FFIP.

La principale difficulté rencontrée lors de I’exploitation d’ADN humain a partir de
prélévements FFIP s’avere étre la nature fragmentée et dégradée de I’ADN induite par le
formaldéhyde. Au vu de la diversité des protocoles d’extraction décrits dans la littérature a
partir de préléevements FFIP et des conclusions parfois contradictoires entre les études, nous
avons dans un premier temps comparé trois protocoles d’extraction en émettant 1’hypothése
qu’un protocole adapté a I’ADN ancien associant une extraction organique a une extraction-
purification basée sur I’affinité de I’ADN pour la silice pouvait egalement I’étre a I’ADN
extrait de prélevements FFIP compte tenu de leurs caractéristiques communes quant aux
processus de dégradation de I’ADN. Les résultats obtenus dans ce travail ont montré que
comparativement a 1’utilisation unique du kit commercial QIAamp DNA mini® de Qiagen, les
deux protocoles associant une extraction organique et un kit commercial dédi¢ a I’ADN
dégradé (CleanMix, Talent et QlAamp DNA mini®, Qiagen) basés sur une purification
respectivement sur billes et colonnes a membrane de silice ont permis d’augmenter la quantité
moyenne d’ADN extrait d’un facteur respectivement de 2,4 et 5,8 de maniére statistiquement
significative (p<0,05). L’étape du phénol-chloroforme semble par conséquent améliorer

I’élimination a la fois des produits potentiels pouvant interférer avec 1’affinité de la molécule
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d’ADN pour la matrice de silice et des inhibiteurs de la PCR. L’efficacité supérieure du kit
QlAamp DNA mini® comparativement au kit CleanMix apparait liée a la composition de son

tampon.

La premiere étape de nos travaux a donc permis de valider un protocole d’extraction
purification d’ADN associant le phénol-chloroforme au kit QlAamp DNA mini® qui n’avait
encore jamais été décrit dans la littérature pour 1’extraction d’ADN a partir de prélevements
FFIP (Farrugia, Keyser et al. 2010) et que nous avons appliqué a I’ensemble des échantillons

FFIP des cas inclus dans notre population d’étude.

Le recrutement de ces derniers s’est fait de maniére prospective durant quatre années (de 2008
a 2011 inclus) apres 1’élaboration d’un protocole définissant les critéres d’inclusion et les
prélevements a réaliser aupres des cas de mort subite inexpliquée autopsiés a I’Institut de
Médecine légale de Strasbourg. La diffusion de ce protocole a deux autre services de
Médecine légale (Reims et Bonn, Allemagne) a également été réalisée afin d’élargir le
recrutement, malheureusement ces collaborations n’ont pas été suivies tres probablement en
raison de contraintes financiéres et matérielles. Au total, 12 cas ont été inclus dont 50 %

correspondaient a des nourrissons de moins d’un an.

A partir de cette cohorte, nous avions deux objectifs principaux. D’une part, nous souhaitions
évaluer D’efficacité et ’application en routine de deux techniques de détection de variants :
I’une de criblage par la technique HRM et "autre de génotypage par spectrométrie de masse
MALDI-TOF respectivement sur le géne KCNQL1 et le gene RyR2 a partir d’ADN extraits de
prélevements FFIP en utilisant les prélevements congelés comme prélevements de références.
D’autre part nous envisagions d’évaluer la pathogénicité des éventuelles mutations identifiées
afin de pouvoir mettre en place les mesures de prévention adéquates chez les apparentés du
défunt.

L’application de la technologie par spectrométrie de masse MALDI-TOF avait déja été
rapportée dans la littérature sur différents genes impliques dans le syndrome du QT long
(KCNQ1, KCNH2, SCN5A), mais aucune étude ayant recours a cette technologie n’avait
porté jusqu’alors sur le gene RyR2 dont la grande taille constituait une limite a son
séquencage complet. Nos résultats ont démontré que la technologie de génotypage iPLEX
Gold développée pour la plateforme MassARRAY de Sequenom est adaptée pour la détection
de SNPs a partir d’ADN extrait de prélévements FFIP a condition de répéter 1’expérience et

avec comme principale limite la possibilité de détecter uniquement des mutations connues
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sous réserve que leur position sur la séquence soit suffisamment éloignée afin de ne pas
limiter le « design » des amorces simple base. Compte tenu du nombre croissant de mutations
décrites sur les génes d’intérét, de la nécessité de recourir au séquencage de type Sanger pour
explorer les régions sur lesquelles se situent les SNPs non intégrés dans les multiplexes et
malgré la flexibilité du logiciel de design, cette stratégie ne nous semble pas la plus pertinente
pour détecter les variants génétiques potentiellement impliqués dans les canalopathies
cardiaques congeénitales.

A T’opposé de la technique précédente, la technique HRM couplée au séquencage ciblé
permet la détection de nouvelles mutations mais présente une optimisation aléatoire selon les
exons au vu des résultats de notre étude mais également selon les génes au vu des données de
la littérature. Cette optimisation est d’autant plus longue a mettre en ceuvre lors de
I’exploitation de prélévements FFIP et aboutit parfois a des résultats non interprétables. Ce
caractére aléatoire implique alors le recours au séquencage direct sur les genes ou portions de
génes non optimisés ou lors de 1’obtention de courbes de fusion non interprétables. Malgré ces
limites, notre travail prouve que la techniqgue HRM couplée au séquencage ciblé reste plus
économique que le séquencage systématique de 1’ensemble du géne KCNQ1 et ce méme lors
de I’exploitation de préléevements FFIP (Farrugia, Keyser et al. 2012).

Ce travail a permis de prouver que I’exploitation des prélévements FFIP par les deux
méthodes est possible sous certaines conditions de conservation et selon une stratégie
d’investigation définie malgreé les artéfacts induits. Cependant, afin de faciliter 1’optimisation
des techniques et de réduire le nombre de séquencage direct pour détecter des faux positifs, il
convient de privilégier la conservation par congélation des prélévements autopsiques destinés

aux investigations moléculaires.

L’arrivée des séquenceurs de nouvelles générations dit « de paillasse » relance le débat sur les
stratégies d’investigations des canalopathies cardiaques et ouvre de nouvelles perspectives en
termes d’efficacité et de rapidité de mise en ceuvre. Cependant, la technologie NGS génére
des données dont la pertinence reste a évaluer de méme que son application sur les

prélevements FFIP.

Au sein de notre population d’étude, aucun variant potentiellement pathogéne n’a été identifié
sur les deux génes KCNQ1 et RyR2. Seuls des variants synonymes ou des variants non
synonymes décrits dans la littérature comme des polymorphismes plus ou moins fréquents ont

été detectés. A ce stade de 1’étude, aucune cause de décés n’a pu étre établie et des lors,
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aucune mesure de dépistage clinique ou génétique n’est actuellement justifiée aupres des
apparentés du defunt. Par conséquent, il ne s’agit que d’une premiére étape et des
investigations moléculaires au niveau des autres génes s’aveérent indispensables. Le taux de
recrutement tres faible dans notre étude constitue certes la principale limite de notre travail
mais souligne surtout la nécessité de mettre en place des mesures visant a améliorer la prise
en charge des morts subites de 1’adulte jeune dans le sillage de celle déja établie par la Haute
Autorité de Santé pour la prise en charge de la mort subite des nourrissons de moins de 2 ans.

A T’issue de ce travail et compte tenu de I’avancée technologique qui a eu lieu au cours de
cette these, nous proposons comme stratégie future de diagnostic génétique post-mortem des
canalopathies cardiaques a la fois d’harmoniser les pratiques médico-légales francaises en
matiére thanatologique et de prélévements et d’y associer de maniére cibler la détection des
mutations par les séquenceurs de nouvelles générations. Cette démarche permettra de se
consacrer au véritable enjeu actuel qui est d’établir un lien entre le génotype identifié et le

phénotype du patient décédé.
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Annexe 1 Tableau récapitulatif présentant la séquence des amorces PCR utilisées pour I’amplification des exons du gene KCNQL1 par

PCR en temps reéel sur la plateforme Light cycler 480.

Exon Amorces (5°—3) Condition de la PCR
Sens Anti sens Amplicon T°a DNA  MgCI2
(bp)
Q) (ng) (mM)
1 la CGG CAG GCCCTCCTCGTT TCC AGC GAG AAG GGG CAT TTT 134 6859 30 25 Séquencage Direct
1b GAA AGG AAG CGC TGG GGT TG GGC CAA GGT CGG AAG CAACT 211 68-59 30 25
1c CCT TCT CGC TGG AAC TGG CCG GTG GCG ATACTC AC 300 65-53 30 25
2 ACTGCCGTGTCCCTGTCTT TAT CAG GGC AGG ACC AAT GT 248 65-53 30 25
3 AAA CAG GTT GCA GGG TCT GAA G TCC TTC CTG GTC TGG AAACCT G 254 65-53 30 25
4 CCC TCT CCT GCA CTC CAC GAG CTT GTG GCA CAG ACG 120 6859 30 25
5 AGC CCCACACCATCTCCTT AGG TTG GGG ACA GGA CGG A 171 6859 30 3
6 AGC CCGACACTGTGTGTTTT GCC TGG AAGTTT CCGACT TA 191 65-53 30 25
7 TGG GTT TGG GTT AGG CAG TTG AAG GAG CCA GGG AAA ACG CA 223 65-53 30 25
GAG CCTCCTGTC CATTCCTT GGC TGG ATG CAACAATAACA 183 6859 30 25
9 GAA CAG GGA GGG GGA GCT GT TGG TGG CAG GTG GGC TAC TC 231 68-59 45 25
10 TAG GGC CTG GCA GAC GAT GT CCC AAC TGC CTG AGG GGT TC 222 6859 30 25
11 TGT CCCCAC ACTTTC TCCTC TTC ACG CAC ATG TAG GCACT 166 65-53 30 25
12 TGG CCACTC ACAATCTCCT GCCTTGACACCCTCCACTA 222 6859 30 25
13 AGG AGA AGT GATGCG TGTCTTTTT G AGA GGC AAG AAC TCA GGG TCT 244 68-59 45 2,5 Séquencage Direct
CAGC
14 GTG TGA ACT GGT GTC TGT GTC CTT GTT TCT GTG TCA GTT ACT CTG GGC 107 65-53 30 25
15 CCC AGC ACTTGG CCCTGATT ACG CAG ACC ACA GGG AGG TG 178 65-53 30 2,5
16 CAC CACTGACTCTCTCGTCTGC CCATCC CCC AGC CCC ATC 297 65-53 30 25 Séquencage Direct
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Annexe 2 Liste des SNPs recherchés par spectrométrie de masse dans notre étude

(NM_001035,2; NP_001026,2)

Exon

Base modifiée

Acide aminé modifié

3

©® 0 O 0 0 W w

10
12
12
13
13
15
15
16
17
19
21
26
27
28
28
37
37
37
37
40
41
41
42
42
42

43

184 C>T
230 C>T
241 A>C
493 C>T
506 G>A
527 G>A
556 G>A
567 A>T
6337 G>A
727 G>A
985 T>C
994C>T
1072 G>A
1129 G>A
1298 T>C
1396 C>G
1519 G>A
1646 C>T
1847 C>T
2216 G>A
3038 G>A
3152 G>C
3320C>T
3407 C>T
5170 G>A
5509 G>A
5654 G>A
5656 G>A
6137 A>G
6337 G>A
6433 G>A
6467 A>G
6504 C>G
6548 A>T

6647 A>T

L62F ; ctc — ttc
AT7V ; gcg — gig
M81L ; atg — ctg
P164S ; cct — tct
R169Q ; cga — caa
R176Q ; cga — caa
V186M ; gtg — atg
E189D ; gaa — gat
H240R ; cac — cgc
E243K ; gag — aag
F329L ; ttt — ctt
R332W ; cgg — tgg
G357S ; ggt — agt
V377M ; gtg — atg
L433P ; ctt — cct
P466A ; cca — gca
V5071 ; gtc — atc
AB49V ; get — gt
S616L ; tca — tta
R739H ; cgt — cat
R1013Q ; cgg — cag
R1051P ; cgc — ccc
T1107M ; acg —atg
Al1136V ; gcc —gtc
E1724K ; gag — aag
E1837K ; gag — aag
G1885E ; ggg — gag
(G1886S ; ggc — agc
E2045G ; gaa — gga
V2113M ; gtg —»atg
G2145R ; gga —aga
Y2156C ; tac — tgc
H2168Q ; cac —cag
E2183V ; gag — gtg

D2216V ; gat —git
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Exon Base modifiée  Acide aminé modifié
44 6737C>T S2246L ; tcg — tig
44 6761 C>T A2254V ; gca — gta
45 6800 G>A R2267H ; cgt— cat
45 6886 G>C E2296Q ; gag— cag
45 6916 G>A V23061 ; gtc— atc
45 6919 T>C F2307L ; ttc— ctc
46 6933 G>A E2311D ; gag— gaa
46 6992 T>C V2321M ; gtg— atg
46 6982 C>T P2328S ; cct— tct
46 6992 T>C F2331S ; ttt— tct
46 7076 G>A R2359Q ; cga— caa
48 7258 A>T R2420W ; agg— tgg
49 7422 G>C P2474S ; agg— agc
49 7423 G>T V2475F ; gtc— ttc
49 7459 C>A L24871 ; ctt— att
49 7511 C>T T2504M ; acg— atg
50 7528 T>C T2510A ; aca— gca
50 7600 C>G L2534V ; ctc— gtc
61 8876 A>G Q2958R ; caa— cga
69 9923 A>G N3308S ; aat— agt
75 10708 C>T R3570W ; cgg— cgt
83 11332 C>T L3778F ; ctt— ttt
83 11399 G>T C3800F ; tgt— tit
86 11636 T>C L3879P ; ctg— ccg
87 11773 C>G Q3925E ; cga— gag
88 11814 C>A S3938R ; agc— aga
88 11836 G>A G3946S ; ggc— age
88 11837 G>C G3946A ; ggc— gcc
88 11876 C>T S3959L ; tcg— ttg
89 11916 G>T M39721 ; atg— att
89 11917 G>C D3973H ; gat— cat
89 11921 T>A L3974Q ; ctg— cag
90 11989 A>G K3997E ; aaa— gaa
90 12028 G>A V4010M ; gtg—atg
90 12058 T>C F4020L ; ttc— ctc
90 12845 C>T A4282V ; gcc— gtc
90 12892 G>A V4298M ; gtg— atg
90 12919 C>T R4307C ; cgc— tgc
90  12944G>A  G4315E ; ggg— gag
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Exon Base modifiée  Acide aminé modifié
91 13291 G>A E4431K ; gaa— aaa
93 13489 C>T R4497C ; cgc—tgc
93 13496 T>G F4499C ; tit— tgt
93 13512 G>A M45041 ; atg— ata
93 13528 G>A A4510T ; gca— aca
93 13531 T>C F4511L ; ttt— ctt
94 13533 T>A. G F4511L ; ttt— tta ou ttg
94 13666 G>A A4556T ; gca— aca
94 13695 C>A S4565R ; agc— aga
95 13819 G>C A4607P ; gca— cca
95 13831 G>A E4611K ; gaa— aaa
96 13933 T>A.C WA4645R ; tgg— cgg
96 13948 A>G K4650E ; aaa— gaa
97 13957 G>T V4653F ; gtt— ttt
97 13984 G>A G4662S ; ggc— agc
97 14011 G>C G4671R ; ggc— cgc
99 14285 A>C H4762P ; cac— ccc
100 14311 G>C V47711 ; gtt— ctt
100 14369 G>A R4790Q ; cga—caa
100 14414 A>G K4805R ; aaa— aga
101 14465 G>A R4822H ; cgt— cat
101 14542 G>A 14848V ; atc— gtc
101 14552 T>G F4851C ; ttc— tgc
101 14579 C>G A4860G ; gcc— ggc
102 14601 T>G 14867M ; att— atg
102 14639 T>C V4880A ; gtc— gcc
103 14683 A>G N4895D ; aat— gat
103 14705 C>T P4902L ; cca— cta
103 14705 C>T P4902S ; cca— cta
104 14803 G>A G4935R ; gga— aga
105 14848 G>A E4950K ; gaa— aaa
105 14876 G>A R4959Q ; cgg—cag
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Annexe 3 Séquences des amorces PCR et SBE utilisées avec la technologie iPLEX Gold sur le géne RyR2

Annexes

ID-SNP

Amorce PCR sens
(5-'3")

Amorce PCR anti-sens
(5-'3")

Taille de
I’amplicon
(pb)

Sens de I’amorce
SBE

Amorce SBE

EXON 42_6504
EXON 37 5509 2
EXON 28_3407
EXON 88_11814
EXON 101_14465
EXON 97_13984
EXON 104_14803
EXON 17_1646
EXON 27_3152
EXON 93_13496
EXON 100_14414
EXON 3_230
EXON 91_13291
EXON 94_13666
EXON 13_1129
EXON 86_11636
EXON 83_11399
EXON 28_3320

EXON 101_14542

Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

ACGTTGGATGGTCCATTGTCCTTTCTAGGG
ACGTTGGATGCTATACCCTGCTGATCATGG

ACGTTGGATGAGAAGACCTATGCAGTGAAC
ACGTTGGATGGGGAATCAACAGAGTTTGGC
ACGTTGGATGTCCCTCCAAGAAGTGATACC
ACGTTGGATGGGTTGAAGCCAACAAAATGC
ACGTTGGATGCTGTAGGTTTTTTCTGATG
ACGTTGGATGTTCTTCTTTTGCAGCGGCTC
ACGTTGGATGTTCTGGATGACCGAACCAAG
ACGTTGGATGCACCCTCAGAACTATTTTGC
ACGTTGGATGACCTGGTCCTTGTCACATTG
ACGTTGGATGGAAGATGATGCTGCTGACTG
ACGTTGGATGATTCAAGGAACAGAAGGCA
ACGTTGGATGATGCCAAAGTGACAAGCCTG
ACGTTGGATGGAAGTAGATGGCATGGGAAC
ACGTTGGATGATCTGAGAACTCAGACTGGC
ACGTTGGATGTTCAGTGGCCACGTGGTTTC
ACGTTGGATGAGAAGACCTATGCAGTGAAC
ACGTTGGATGTCCCTCCAAGAAGTGATACC

ACGTTGGATGTCCCTGGTAGAAAAGGTGAC
ACGTTGGATGTTCATTTGGAGCAGGCCTCC

ACGTTGGATGGACAAAGTCCACTCACCTTG
ACGTTGGATGAGAGAGAGGAAGGCAGTTAG
ACGTTGGATGCAGTGAGGAGGATACTTACC
ACGTTGGATGTCTCTGGCATCACTGAAGTC
ACGTTGGATGCATTTCTTTCAGAAGATGAC
ACGTTGGATGATCTGCTGATCAACCAGTCG
ACGTTGGATGTTCCAAGTTGTAGCCGTACC
ACGTTGGATGAACAGTGAGATGTACGTACC
ACGTTGGATGCTGCAGAAGCAGGAGACATT
ACGTTGGATGTGATTTCTCCACGGTGTTAG
ACGTTGGATGCTCGGCTTTTTCAGGTTCAG
ACGTTGGATGAGCTAAGATACGCAACGTGG
ACGTTGGATGCCTTACGTTGTATAGATCCC
ACGTTGGATGTATGGAAAGCAACATACCTG
ACGTTGGATGAACCCCCAAGAAGGAAG
ACGTTGGATGGACAAAGTCCACTCACCTTG

ACGTTGGATGCAGTGAGGAGGATACTTACC

131

146

216
168
122
211
133
96
86
86
115
219
139
76
107
139
94
143
168
211

m XV XV T X/ [V XD py)

n

x X©W XV XU/ X[V X[V X

ACCTCCATCACAGTCTC
GATGTGCTTCAAGTCCT
AGATGAACGTGCCTTTG
CACAGCATCCCACAGCCT
CCCGATCCCTCCTCCAGCA
TCACTGATTCTGTCTCGGC
AGATGAAACAGAACACACA
tgGGGAGCCAGAAAATTGA
cccCGCGTGCGCACAGCCTCG
GAACTATTTTGCTCGCAACT
TGGTGATACACCAGATATGA
ccccCCAGCATCTCCTGCAGC
CAGATTTGGTTTCTTCTTTTT
CCTCTAGTACATAGTGAACTG
cccccCACGGATTTCACGTCCA
ccCGCAACATACCTGAACTCTC
GAAGGAAGTGAGTCCTTACCTA
cccgCATGTCTCCAGCAGTGACC

AGATCTATCGAATCATCTTTGAC
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ID-SNP

Amorce PCR sens
(5-'3")

Amorce PCR anti-sens
(5-"3")

Taille de
I’amplicon
(pb)

Sens de I’amorce
SBE

Amorce SBE

EXON 46_7076
EXON 41_6433
EXON 61_8876
EXON 96_13948
EXON 102_14639
EXON 41_6337
EXON 49_7459
EXON 100_14311
EXON 48_7258
EXON 12 994
EXON 16_1519
EXON 37 5170 1
EXON 46_6933
EXON 99_14285
EXON 103_14683
EXON 21_2216
EXON 26_3038
EXON 75_10708
EXON 88_11876
EXON 43_6647
EXON 49_7423
EXON 69_9922
EXON 105_14848
EXON 97_13957

EXON 37 5656 2

Al

Al

Al

ACGTTGGATGACTTATCTTCCCCATTCTAC
ACGTTGGATGCTGCCAAAGACCTACACGAT
ACGTTGGATGAAATCTACAGATGGTGGCAG
ACGTTGGATGTTTTAGGTCATTTCCCAAC
ACGTTGGATGGGAACTGAATTATTCATTGC
ACGTTGGATGCTGCCAAAGACCTACACGAT
ACGTTGGATGGTTTTGCCCAGATCACAAGG
ACGTTGGATGACCTGGTCCTTGTCACATTG
ACGTTGGATGAGTTGATTCATGCCGGGAAG
ACGTTGGATGCCTTCTACTCATGGACAAAG
ACGTTGGATGAGGGAATGATCAACCTCGTG
ACGTTGGATGTGATTGACATCCACCTGAGC
ACGTTGGATGACTTATCTTCCCCATTCTAC
ACGTTGGATGAAGAACCATCTTGTCCTCAG
ACGTTGGATGCCAAATGCTTCATCTGTGGG
ACGTTGGATGCCTTCCTTAATGTTTTCCCC
ACGTTGGATGAATGGTGGACAAGTTGGCAG
ACGTTGGATGTCTTTCAGAAGTCTAAACG
ACGTTGGATGGGGAATCAACAGAGTTTGGC
ACGTTGGATGCTTCTGTCGTATAAGTAGGC
ACGTTGGATGGTTTTGCCCAGATCACAAGG
ACGTTGGATGTAAACAGTGTTTTCCCAGCC
ACGTTGGATGTGCAGGAATCTTATGTCTGG
ACGTTGGATGGGTTGAAGCCAACAAAATGC
ACGTTGGATGCTATACCCTGCTGATCATGG

ACGTTGGATGACTGGATCCGCTATTTGGTG
ACGTTGGATGGACAAAGGGTTGTAGTAGTT
ACGTTGGATGGTACTTTTGCAAAGAACTTG
ACGTTGGATGAAATGTAGAGGATTCCAAG
ACGTTGGATGGACAACAAAGAAGCTGAGTC
ACGTTGGATGGACAAAGGGTTGTAGTAGTT
ACGTTGGATGGCACAGAGTGAAGAGTCAAG
ACGTTGGATGCTGCAGAAGCAGGAGACATT
ACGTTGGATGATAACGCCCACCAAATCTCC
ACGTTGGATGGACCGGGTAACATTTATAGG
ACGTTGGATGCCAGCAACATCAGCAAAGTG
ACGTTGGATGTGATGCTCTTCGTCTCCTCC
ACGTTGGATGACTGGATCCGCTATTTGGTG
ACGTTGGATGTTCTGCAAGGGAGGAAAAAG
ACGTTGGATGTGTGCTCCTGTAAAGTGTGG
ACGTTGGATGCAGATGTTGGTTTGGTGAGC
ACGTTGGATGGTTGGATGCCATAAGTCCAG
ACGTTGGATGATCTCTAGGCCATTGAGCAC
ACGTTGGATGAGAGAGAGGAAGGCAGTTAG
ACGTTGGATGGACCAACACTGCTGTTTTCC
ACGTTGGATGGCACAGAGTGAAGAGTCAAG
ACGTTGGATGGTTTCTCCATTAACGGCAAG
ACGTTGGATGTAGAGGTGATTGGGTCTGAG
ACGTTGGATGTCTCTGGCATCACTGAAGTC
ACGTTGGATGTTCATTTGGAGCAGGCCTCC

132

204
168
79
78
160
168
186
219
91
112
84
93
204
73
84
68
83
73
122
80
186
82
122
133
216

m X XV X T XV W[V AWV D

I XUV XV XD

ggagATTTGGTGAGGGACCATCT
gagggGAGAAGCTCATGATTCGT
acCGGAGAACATTTCCCTTATGAAC
cTTCCAAGTAATATTACCTTTCTTT
tgatCTTACCTCCATGTCTTCTTTG
ggcatCAGGTTGATGGTGTCCTCCA
g9gatGTTCAAGACTTCCTCCTCCAT
0999 TGTTTTCCAGCTCGTATTAACC
CCtGGAAGGGAGAAGCCATCAGAATT
TCTCACCTTGGAAGACC
TGCTGCACTGCTGTAGA
CATGGGGACAATGTACT
aGCATTTTCCTCCACACT
ATCTTGTCCTCAGTAACTC
ACTGTGTCGAAGTAATCAT
GTTTGGTGAGCTTACAGTA
TGCCATAAGTCCAGCCCTGC
99gAGTCTAAACGTGTGGGT
tCAGTTAGTTAGTTTACCTGC
TCCAGTAAATAACTGAGATGA
CtTTGAACCTCAATCCCATAGA
gggGAGCTGAGGTTTCACTTTA
tcTGTATCAAGAAAGGTGTTGG
GAACTCTCCATATTTATCCATAA

caAGGCCTTCCTTGGGCCGCTTGC
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ID-SNP

Amorce PCR sens
(5-'3")

Amorce PCR anti-sens
(5-"3")

Taille de
I’a