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Résumé 
Titre : Remaniements chromosomiques complexes : de la caractérisation aux 
conséquences fonctionnelles  

La cytogénétique humaine est une discipline visant à l’étude de la structure et de la fonction 
des chromosomes de notre espèce. Au début des années 2010, le séquençage de génome a révélé 
des remaniements chromosomiques d’une complexité encore inconnue, dénommés 
chromoanagenesis. Si une importante proportion de génomes tumoraux présentent ce type 
d’anomalies, les descriptions de cas constitutionnels sont rares et les mécanismes sous-jacents 
mal compris. Nous rapportons ici le séquençage de génome de 20 nouveaux cas de 
chromoanagenesis constitutionnels (6 équilibrés et 14 déséquilibrés), constituant la plus large 
cohorte à ce jour. Chez plusieurs patients, des loci de moins d’un kilobase apparaissent plusieurs 
fois dans le remaniement dans ce que nous nommons un « hub ». L’étude de la distribution des 
points de cassure de ces chromoanagenesis et de ceux de la littérature a montré que la 
réplication tardive de la chromatine était le « facteur de risque » principal de cassure 
chromosomique. Ce résultat vient apporter une démonstration orthogonale à l’hypothèse de 
condensation prématurée d’un chromosome à l’origine de ces remaniements et montre pour la 
première fois une origine commune aux chromoanagenesis constitutionnels et tumoraux. 
Parallèlement, la distribution des points de cassure de remaniements simples apparaît biaisée 
vers le centre du noyau ouvrant d’importantes voies de recherche. Pour mieux comprendre les 
conséquences de ces remaniements complexes sur le fonctionnement du génome nous avons 
étudié le transcriptome des 6 cas de chromoanagenesis équilibrés. Nous n’avons pas mis en 
évidence de dérégulation massive du génome. Même localement, à proximité des points de 
cassure, il n’apparaît pas de dérégulation de l’expression génique posant là encore 
d’importantes questions sur les mécanismes de « résistance » aux remaniements. 

La détection de remaniements chromosomiques n’est aujourd’hui (presque) plus limitée par la 
technologie (séquençage short-read, long-read, linked-read, cartographie optique). La 
compréhension des mécanismes à leur origine, la connaissance de leur pouvoir pathogène et 
plus généralement la maîtrise de la biologie du génome sont les nouvelles limites à la corrélation 
génotype/phénotype. Par l’étude des chromoanagenesis, d’un exceptionnel transcrit de fusion 
chez un patient hémophile et la description d’éléments transposables méconnus (rétrocopies) 
nous apportons d’importants nouveaux éléments. 
 
Mots-clés: cytogénétique, chromoanagenesis, rétrocopies, séquençage, génome, transcriptome 
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Abstract 
Title: Complex chromosomal rearrangement: from precise molecular characterization to 
functional consequences  

Human cytogenetics is a discipline aimed at studying the structure and function of the 

chromosomes of our species. In the early 2010's, genome sequencing revealed chromosomal 

rearrangements of as yet unknown complexity, termed chromoanagenesis. While a significant 

proportion of tumour genomes present such anomalies, descriptions of constitutional cases are 

rare and the underlying mechanisms poorly understood. We report here the genome sequencing 

of 20 new cases of constitutional chromoanagenesis (6 balanced and 14 unbalanced), 

constituting the largest cohort to date. In several patients, loci of less than one kilobase appear 

several times in the reshuffled chromosome in what we call a "hub". The analysis of the 

distribution of breakpoints of these chromoanagenesis and those in the literature showed that 

late chromatin replication was the main "risk factor" for chromosomal breakage. This result 

provides an orthogonal demonstration of the premature condensation of a chromosome 

hypothesis at the origin of these rearrangements and shows for the first time a common origin 

of constitutional and tumoral chromoanagenesis. At the same time, breakpoint distribution of 

simple rearrangements appears to be biased towards the center of the nucleus, opening up 

important avenues of research. To better understand the consequences of these complex 

reshuffles on the functioning of the genome, we studied the transcriptome of the 6 balanced 

chromoanagenesis. We have not detected any massive deregulation of the genome. Even 

locally, near the breakpoints, there does not appear to be any deregulation of gene expression, 

again raising important questions about the mechanisms of "resistance" to structural variants. 

The detection of chromosomal rearrangements is (almost) no longer limited by technology 

(short-read , long-read, linked-read sequencing, optical mapping). Understanding the 

mechanisms at their origin, knowledge of their pathogenicity and more generally the mastering 

of genome biology are the new limits to the genotype/phenotype correlation. By studying 

chromoanagenesis, an exceptional fusion transcript in a hemophiliac patient and describing 

poorly known transposable elements (retrocopies) we are bringing important new information 

to the field. 

Keywords: cytogenetics, chromoanagenesis, retrocopies, sequencing, genome, RNA-Seq 
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I - Introduction  
 

I-1/ Introduction générale 
 

L’association des cytogénéticiens de langue française (ACLF) définit la cytogénétique comme 

l’étude de la structure et du fonctionnement normal et pathologique des chromosomes 

(condensation, recombinaison, réparation, ségrégation, transmission) et de la chromatine 

(organisation et rôle dans la régulation de l'expression des gènes).  

S’agissant d’applications médicales, la cytogénétique a pour but de détecter les anomalies 

chromosomiques constitutionnelles ou acquises grâce à des techniques microscopiques 

(techniques de bandes, techniques de cytogénétique moléculaire) ou de biologie moléculaire 

afin d’établir un diagnostic biologique et d’assurer un conseil génétique (Guide de bonnes 

pratiques en cytogénétique ALCF 2014).  

Les outils de séquençage dits « à haut débit » révolutionnent la discipline en décuplant le 

nombre de variations de structure chromosomique identifiées par individu. Pour autant le travail 

de corrélation génotype / phénotype reste majeur pour être en mesure d’impliquer ces 

« nouveaux » variants en pathologie.  

Trois questions se posent alors : 

- Face à une maladie monogénique, en l’absence de variant nucléotidique identifié, 

comment mettre en évidence un remaniement de structure pathogène ? 

- Une fois identifié, par quel(s) mécanisme(s) un remaniement de structure peut-il être 

responsable d’un phénotype ? 

- Quels sont les mécanismes à l’origine de ces « nouveaux » remaniements de structure 

chromosomique ? 

 

Sur ce troisième point, nous nous sommes particulièrement intéressés aux remaniements 

chromosomiques complexes. Au début des années 2010, le séquençage de génome « entier » 

de tumeurs puis de génomes constitutionnels a permis de révéler des remaniements 

extrêmement complexes affectant principalement ou exclusivement un seul chromosome. Les 
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mécanismes menant à ces remaniements, dénommés chromoanagenesis, restent cependant mal 

compris avec deux questions principales dans ce cas :  

- Les chromoanagenesis tumoraux et constitutionnels sont-ils issus des mêmes 

mécanismes ? 

- Remaniements simples et remaniements complexes sont-ils les deux extrêmes d’un 

même continuum biologique simplement séparer par une seuil arbitraire de ne nombre 

de points de cassure ? Ou bien sont-ils le résultats de mécanismes biologiques distincts ? 

 

La connaissance de la structure physiologique de notre génome et des mécanismes qui 

permettent le maintien de cette organisation est nécessaire pour répondre à ces questions. 

D’importants progrès sur la compréhension de l’organisation physique de notre génome dans 

le noyau ont été faits récemment et sont présentés ici en introduction. Les différentes 

technologies d’étude du génome, utilisées pour répondre à ces questions sont également 

présentées en introduction. 

Ainsi ce travail couvre aussi bien la condensation, la recombinaison, la réparation des 

chromosomes que l’impact d’une réorganisation chromatinienne sur l’expression du génome 

dans le but de contribuer à améliorer nos connaissances sur la biologie de notre génome et nos 

chances de diagnostic pour les patients in fine.  



19 
 

I – 2/ Organisation du génome 
 

I – 2/ A- Chromosomes 
 

Le génome humain est diploïde, chaque chromosome d’une même paire étant hérité de l’un des 

parents. Il est composé de 46 chromosomes, 22 paires d’autosomes et une paire de gonosomes, 

chromosomes sexuels : 2 chromosomes X chez la femme, un chromosome X et un chromosome 

Y chez l’homme.  

Les chromosomes sont le support physique de l’information génétique. Ils sont composés d’une 

part d’acide désoxyribonucléique (ADN), molécule composée elle-même d’une chaîne de 

riboses et associés à une combinaison de 4 bases nucléotidiques (adénine, cytosine, guanine, 

thymine) responsables du code génétique ; et d’autre part, d’un ensemble de protéines 

permettant la condensation et la décondensation de la double hélice d’ADN. Ainsi les 205 

centimètres d’ADN du génome humain peuvent être contenus dans chacun des noyaux 

cellulaires de l’organisme (Piovesan et al., 2019) comme une pelote contenu dans une boîte 

plus ou moins sphérique. 

La structure de base de condensation de la chromatine est le nucléosome. Il s’agit de 

l’enroulement de 146 paires de bases sur 1,65 tours autour d’un complexe protéique faits d’un 

octamère de protéines histones (paires de protéines H2A, H2B, H3 et H4). Cet enchaînement 

en collier de perles va pouvoir être plus ou moins super-enroulé pour donner la fibre de 

chromatine dite de 30 nm. Ce degré de condensation est en partie modulé par des modifications, 

dites épigénétiques, des protéines histones, dont principalement l’histone H3. La triméthylation 

des lysines 9 et 27 de l’histone H3 est observée au niveau des gènes réprimés de manière 

constitutionnelle ou facultative respectivement (Barski et al., 2007). A l’inverse, l’acétylation 

des mêmes résidus est observée au niveau des sites les plus actifs. En réalité, le « code histone » 

est beaucoup plus complexe. La présence de 19 lysines dans la protéine H3 et la possibilité de 

mono-, di- ou tri-méthylation multiplie en plus des acétylations, phosphorylations, sumoylation 

permet 280 milliards de combinaisons soit plus que le nombre d’histones présentes dans un 

noyau (Nowak and Corces, 2004; Wang et al., 2008) (Figure 1). 
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Figure 1 : Schéma et séquence protéique de l'extrémité N-terminal de l'histone H3 avec toutes les possibilités de 
modifications des acides aminés (adapté de Nowak et Corces, 2004) 

Chaque chromosome est composé de deux chromatides unis au niveau du centromère. Le 

centromère est une structure nucléoprotéique servant de point de contact entre les deux 

chromatides d’un chromosome et de point d’attache du fuseau mitotique. Les séquences, dites 

alpha-satellites qui le composent sont une répétition d’un monomère de 171 paires de bases sur 

une longueur variable de 0,1 à 4 Mb (Schueler and Sullivan, 2006). L’enchaînement des motifs 

diffère selon les chromosomes et rend les séquences centromériques spécifiques d’une paire 

chromosomique. Un variant spécifique de l’histone H3 (CENP-A) est exclusivement localisé 

sur ces séquences et permet la formation d’un nucléosome variant. Ce nucléosome est reconnu 

par le complexe protéique CENP-ANAC (CENP-A nucleosome associated complex) puis CENP-

ACAD (CENP-A distal complex) (Black and Bassett, 2008). Au total, 196 protéines ont été 

localisées au kinétochore et permettent la fixation des microtubules du fuseau de division 

cellulaire (Tipton et al., 2012). 

Les extrémités des chromosomes sont appelées télomères. Il s’agit là encore d’un complexe 

nucléoprotéique composé de séquences hautement répétitives (répétition d’un hexanucléotide 

TTAGGG sur 2 à 15 kb) associées à un complexe protéique « shelterin ». La fonction de ce 

complexe est de « protéger » la séquence codante et notamment les régions subtélomériques 

riches en gènes pour que l’extrémité chromosomique ne soit pas reconnue comme une cassure 

double-brin au risque de faire l’objet d’un mécanisme de réparation. Le complexe protéique 

organise le repliement des 300 derniers nucléotides en T-loop pour masquer l’extrémité libre 

de la double hélice en utilisant l’extrémité 5’ simple brin pour fermer le nœud. 
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Le reste de la longueur du chromosome peut être distingué en euchromatine, où se concentre le 

contenu génique codant, et l’hétérochromatine dans laquelle l’ADN est principalement inactif 

sur le plan transcriptionnel mais permet de maintenir la structure du chromosome.  

Outre les protéines histones autour desquelles la double hélice d’ADN s’enroule et dont les 

modifications contribuent à moduler le degré de condensation de la chromatine, deux autres 

familles de protéines sont présentes. Les condensines sont les actrices de la condensation de 

l’ADN. En se fixant à lui, elles sont capables de générer des boucles et des superenroulements. 

Les topoisomérases sont, elles, nécessaires à la résolution des super enroulements en étant 

capable de couper l’ADN pour laisser une boucle se défaire avant de reconstruire la jonction 

native à l’identique. 

Stricto sensu, le chromosome ne désigne que le stade le plus condensé de cette structure 

nucléoprotéique observable en cours de division cellulaire. Nous n’aborderons pas ici la 

question du chromosome mitochondrial, chromosome circulaire de 16 kb contenu dans les 

mitochondries. 

 

I – 2/ B- Territoires chromosomiques 
 

Si les chromosomes sont visibles au moment de la mitose, ils sont décondensés aux 

autres phases du cycle cellulaire de façon, notamment, à ce que les régions codantes puissent 

être transcrites. En effet, ce mécanisme nécessite que la fibre chromatinienne s’ouvre pour que 

la machinerie transcriptionnelle ait physiquement accès à la séquence codante. Cette 

décondensation se fait de manière organisée dans les 3 dimensions du noyau, chaque 

chromosome occupant un « territoire chromosomique » c’est-à-dire un espace préférentiel du 

noyau en interphase. Initialement proposé en 1885 par Carl Rabl, il a fallu près d’un siècle pour 

pouvoir confirmer ce modèle et infirmer celui, plus anarchique, du « plat de spaghetti » où 

toutes les fibres chromatiniennes sont mélangées au hasard dans le noyau. C’est par l’utilisation 

de sondes de peinture de FISH que les territoires chromosomiques ont pu être identifiés (Cremer 

et al., 1982) avant d’être confirmés bien plus tard par séquençage Hi-C (Lieberman-Aiden et 

al., 2009). S’agissant des cellules humaines, il a été montré que la position radiale des 

chromosomes dans le noyau était corrélée à leur taille : les petits chromosomes étant 
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préférentiellement situés au centre et les grands en périphérie (Sun et al., 2000). Il semble 

cependant que le contenu génique soit également un facteur prépondérant de cette distribution 

(Boyle et al., 2001). Les chromosomes 18 et 19 humains illustrent bien cet élément. Ils ont une 

longueur de 85 et 67 Mb respectivement, le chromosome 18 étant pauvre en gènes alors que le 

chromosome 19 est lui très riche. Le chromosome 19 est habituellement central alors que le 

chromosome 18 est repoussé en périphérie nucléaire (Croft et al., 1999). Aussi, à l’exception 

du chromosome 18, les « petits » chromosomes (de 16 à 22) présentent une fréquence de 

contacts interchromosomiques plus élevée que ce qui serait observé en cas de répartition 

anarchique (Lieberman-Aiden et al., 2009). 

En revanche il n’existe pas de colocalisation particulière des territoires chromosomiques 

de deux chromosomes homologues (Boyle et al., 2001), les contacts observés étant pour la 

plupart le fruit du hasard. Une exception a été décrite pour le locus 15q11q13 pour lequel il 

existe une association significative. Ce locus étant soumis à empreinte parentale et responsables 

en cas de défaut de l’empreinte de syndromes de Prader-Willi ou d’Angelman. Il est possible 

qu’une étape de reconnaissance physique soit nécessaire à la bonne mise en place et/ou au 

contrôle de l’empreinte (LaSalle and Lalande, 1996). En dehors de ce cas il n’existe pas de 

véritable association entre une fonction et l’agencement territorial observé à cette échelle.  

Au niveau infrachromosomique, les bandes observées suite aux différentes techniques 

de marquage révèlent un deuxième niveau d’organisation du génome. Les bandes G (Giemsa) 

sont plutôt pauvres en gènes et contiennent préférentiellement les gènes d’expression tissu 

spécifique alors que les bandes R (reverse) sont plus riches en gènes et de réplication précoce.  

Entre les territoires chromosomiques, il existe un espace libre de chromatine, 

conséquences des forces électromagnétiques qui font se repousser les fibres chromatiniennes 

(Cremer et al., 2000). Ces espaces larges de quelques nanomètres à quelques micromètres 

définissent le compartiment interchromatinien, véritable réseau ramifié qui part du pore 

nucléaire, sépare les territoires chromosomiques et pénètrent ces derniers. Contrairement à 

l’hypothèse historique de territoires chromosomiques sphériques imperméables, l’observation 

d’activité transcriptionnelle et réplicative au cœur des territoires permet de dessiner une 

organisation très festonnée augmentant ainsi la surface de contact entre territoire et espace 

interchromatinien (Verschure et al., 1999). S’il s’agissait simplement de permettre l’assemblage 
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des complexes de transcription ou de réplication de l’ADN, un espace de 30 nm serait suffisant 

(Singer and Green, 1997). En étant localement plus large, le compartiment interchromatinien 

permet la décondensation des boucles chromatiniennes lorsque cela est nécessaire à leur 

transcription et contribue à évacuer les molécules d’ARN produites vers la membrane nucléaire 

et les pores nucléaires (Visser et al., 2000). En revanche, les régions peu ou pas transcrites 

peuvent être tenues à distance en permanence de cet espace. Ainsi, la transcription et la 

régulation d’un gène ne se feraient que lorsque celui-ci est au contact de l’espace 

interchromatinien, les mouvements chromatiniens étant donc un possible levier de régulation 

dans le temps de l’expression d’un gène. C’est probablement en partie cette accessibilité à 

l’espace interchromatinien qui explique l’observation d’alternances de régions riches et pauvres 

en gènes et le profil de bandes cytogénétiques (Cremer and Cremer, 2001). 

 

I – 2/ C- Compartiments A et B 
 

L’identification d’une organisation plus fine du génome nucléaire a été permise par la 

technique de séquençage Hi-C.  

Cette technique est la version pangénomique des technologies utilisant une approche de 

capture de conformation de la chromatine, dites « C ». L’ensemble de ces techniques « C » 

débute en effet par une première phase de fixation de la conformation de la chromatine 

(crosslink) avant que celle-ci ne soit digéré par une enzyme de restriction. Les molécules sont 

ensuite circularisées par ligation avant de reverser le crosslink. Ainsi ces molécules circulaires 

unissent deux fragments d’ADN qui étaient proches dans l’espace au sein du noyau mais qui 

peuvent être distantes lors de l’alignement sur le génome de référence du fait du repliement 

tridimensionnel du génome. Alors que le séquençage 3C permet d’analyser l’intensité d’une 

interaction entre deux loci et que le séquençage 4C permet d’identifier l’ensemble des 

interactions existantes et leur intensité depuis un locus par inverse-PCR, le séquençage Hi-C 

permet l’analyse de l’ensemble des contacts chromatiniens dans le génome (Figure 2). 
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Figure 2 : Schéma de la préparation d'ADN pour les techniques "C" de capture de conformation de la chromatine. 
Les fragments obtenus in fine sont analysés (i) en PCR quantitative utilisant deux loci partenaires déjà connus 
pour le séquençage 3C ; (i) par PCR inverse à partir d’un point de vue pour identifier l’ensemble des points de 
contact dans le séquençage 4C et (iii) tous séquencés par séquençage paired-end dans la technique Hi-C. 

 

Une des premières observations de ces données a été, à la résolution d’un mégabase, la 

distinction au sein de chaque chromosome de deux compartiments au sein desquels les contacts 

chromatiniens étaient plus nombreux (Lieberman-Aiden et al., 2009) (Figure 3). En dehors des 

chromosomes 4 et 5, cette distinction en compartiment est le facteur le plus fort pour expliquer 

la fréquence observée de contacts chromatiniens au sein d’un chromosome, plus fort même que 

l’appartenance à un bras chromosomique.  

S’agissant des contacts interchromosomiques, ils se feront également préférentiellement 

entre loci d’un même compartiment. Les compartiments sont des ensembles de régions 

génomiques de plusieurs mégabases. Les contacts au sein du compartiment B sont plus intenses 

qu’au sein du compartiment A. Cette ‘compartimentalisation’ est en partie variable selon les 

types cellulaires. Elle varie également au cours du développement avec 36% du génome qui 

change de compartiment (Dixon et al., 2015). En 2009, au moment de sa publication la 

technique de Hi-C ne disposait d’une résolution que de l’ordre de la mégabase du fait de coûts 

de séquençage encore prohibitifs. Les auteurs expliquaient alors qu’une amélioration de la 

résolution d’un facteur n nécessiterait d’augmenter le nombre de lectures de séquençage haut 
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débit par un facteur n2 mais pourrait permettre d’identifier des structures plus fines 

d’organisation (Lieberman-Aiden et al., 2009). 

 

I – 2/ D- Topologically Associated Domains 
 

Avec la réduction des coûts de séquençage, une meilleure résolution Hi-C a effectivement été 

possible pour atteindre aujourd’hui celle du kilobase (Figure 3). Cette amélioration a permis 

d’identifier un nouveau niveau d’organisation tridimensionnelle de notre génome : les 

topologically associated domains (TADs) (Dixon et al., 2012). Les TADs sont des domaines 

de contacts préférentiels au sein de la chromatine séparés par des frontières nettes dites 

« éléments insulateurs ». Comme les autres niveaux de repliement il ne s’agit pas d’une 

organisation figée mais il s’agit là d’associations préférentielles sur des millions de cellules 

analysées en Hi-C. Ils s’intègrent comme un niveau supplémentaire d’organisation, une partie 

de leurs frontières étant communes avec celles des compartiments A/B mais aussi des lamina-

associated domains (LADs, traité plus loin) (Dixon et al., 2012). Le mécanisme de formation 

des TADs aujourd’hui admis est celui de loop extrusion (Fudenberg et al., 2016; Ganji et al., 

2018). Un ensemble de protéines cohésines vont former un anneau au sein duquel la chromatine 

va s’engager formant ainsi une boucle. La progression de la boucle dans l’anneau se fait 

jusqu’au blocage de l’anneau aux sites de liaison CTCF lorsque ceux-ci sont orientés en sens 

inverse vers l’intérieur de la boucle. Ainsi, ces sites CTCF constituent de véritables frontières 

pour les contacts chromatiniens. Les TADs, d’une taille moyenne de l’ordre du mégabase, sont 

relativement conservés d’un type cellulaire à l’autre (Jost et al., 2017; Szabo et al., 2019). Ils 

occupent environ 40% du génome humain (Rao et al., 2014) mais ce chiffre est discuté en 

fonction du programme utilisé pour détecter les domaines (Zufferey et al., 2018) et de la 

résolution obtenue par séquençage Hi-C. En effet, il semble que les TADs soient organisés en 

différents niveaux allant tu méta-TAD au sous-TAD, les plus petits éléments étant moins 

fortement délimités et donc plus difficiles à mettre en évidence (Bonev and Cavalli, 2016). 
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Figure 3 : Schéma des différents niveaux d'organisation du génome humain (A), visualisés sur les résultats de 
séquençage Hi-C. (B). (Figure extraite de Szabo et al. Science Advances 2019). 

 

I – 2/ E- Domaines d’hétérochromatine 
 

Ensemble les territoires chromatiniens, les compartiments A/B et les TADs définissent les 

différents niveaux de repliement et organisation tridimensionnelle de la chromatine. Cette 

organisation se fait en grande partie en l’absence de matrice ou équivalent cytosquelette dans 

le noyau. Cependant, comme il existe des chromosomes dont le territoire est préférentiellement 

périphérique dans le noyau interphasique selon les résultats de microscopie, il existe des 
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domaines chromatiniens qui sont identifiés comme périphériques et associés au réseau de 

lamines nucléaires. La surface intranucléaire de la membrane nucléaire est en effet sous-tendue 

par un réseau de protéines filamenteuses, les lamines. La mise en évidence de ces domaines 

chromatiniens a été réalisée par la technique DamID venant confirmer de nombreuses 

observations microscopiques (Vogel et al., 2007). Le principe est d’introduire dans des cellules 

en culture une protéine chimérique composée d’une adénine méthyltransférase (Dam) et de la 

protéine d’intérêt, ici la lamine B1. L’ADN au contact de cette protéine est donc méthylé. Il 

faut ensuite détecter la méthylation pour identifier les régions associées aux lamines (lamina 

associated domains (LADs)). Les cartes de LADs obtenues en utilisant les différents types de 

lamines sont très proches entre elles (lamine C non testée) (Meuleman et al., 2013). Chez 

l’Homme, il existe 1300 LADs dont la taille varie de 0,1 à 10 Mb avec une médiane de 553 kb 

représentant environ 40% du génome au total (Guelen et al., 2008). Comme les TADs, les LADs 

sont délimités fréquemment par des sites de liaison CTCF. La densité en gènes est deux fois 

plus faible dans les LADs que dans le reste du génome. De plus, les gènes présents dans les 

LADs sont 5 à 10 fois moins exprimés que les autres. Sur le plan fonctionnel il s’agit donc de 

domaines d’hétérochromatine, particulièrement réprimés ou inactifs. L’hétérochromatine 

centromérique et certaines régions télomériques font notamment partie de ces LADs. Il existe 

une certaine variabilité entre type cellulaire des cartes de LADs. Une partie des LADs sont 

constants dans tous les types cellulaires et donc dits constitutifs (cLADs). Il s’agit des LADs 

les plus pauvres en gènes. Leur caractère constitutif pourrait être un élément majeur 

d’organisation du génome en interphase. Le reste des LADs, près de la moitié, sont dits 

facultatifs (fLADs) et varient d’un type cellulaire à l’autre (Meuleman et al., 2013). Un 

mouvement chromatinien vers le centre du noyau s’accompagne généralement de l’activation 

du contenu génique concerné (Figure 5). La forme la plus visible d’une telle relocalisation est 

observée dans les bâtonnets rétiniens des animaux à vision nocturne avec même dans ce cas le 

déplacement de cLADs vers le centre du noyau (Solovei et al., 2009). Dans ce cas particulier 

extrême, ceci aurait pour bénéfice une meilleure transmission de la lumière avec un effet de 

lentille optique et ne serait cependant pas en lien avec l’activation du contenu génique.  

Les acteurs de l’interaction entre chromatine et lamines ne sont pas encore clairement identifiés. 

Le fait que de longs segments de chromatines soient accolés aux lamines laisse à penser que de 

multiples modes d’interaction entrent en jeu. Côté chromatine, l’interaction plus forte 



28 
 

chromatine-lamine pour les chromosomes riches en LADs suggère une certaine coopération 

entre les LADs (Kind et al., 2015). La méthylation de la lysine 9 sur l’histone H3 semble un 

élément majeur. La suppression des méthyltransférases chargées de cette méthylation réduit 

fortement l’association entre LAD et lamines (Chen et al., 2014b). Côté membrane nucléaire 

les protéines lamines jouent bien sur un rôle prépondérant, très largement souligné par l’impact 

des variants nucléotidiques impliqués dans les laminopathies (LMNA, LMNB1 et LMNB2) et 

leurs conséquences sur l’architecture nucléaire (Robin and Magdinier, 2016).  

Par ailleurs, les éléments qui promeuvent l’interaction LAD-lamine sont en équilibre avec les 

forces chargées de localiser les régions interLAD (et fLADs) vers l’intérieur du noyau. Diverses 

structures au centre du noyau sont en effet visibles en microscopie. Parmi elles, les corps de 

Cajal sont impliqués dans le contrôle de la longueur des télomères (télomérase), les corps 

nucléaires PML sont impliqués dans la réponse au stress cellulaire, la défense face aux virus, le 

maintien de l’intégrité génomique… (Mao et al., 2011). Pour leur part, les nucléoles sont les 

sites de production des ARN ribosomiques et de l’assemblage des ribosomes. Ils participent 

également à la régulation du cycle cellulaire en séquestrant/ modifiant de nombreuses protéines. 

De manière intéressante, la chromatine associée aux nucléoles présente des caractéristiques 

similaires aux LADs. Ceci a mené à définir des NADs, nucleolus-associated domains (van 

Koningsbruggen et al., 2010; Dillinger et al., 2017) (Figure 4). La proximité entre LADs et 

NADs est telle qu’il a été montré qu’il pouvait y avoir permutation de l’un vers l’autre suite à 

une mitose. Ainsi, une partie au moins des LADs peut se situer au contact des nucléoles. 
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Figure 4 : Répartition des NADs sur le génome humain (lignée fibroblastiques IMR90). Figure extraite de Dillinger et al., 2017. 

Au total, l’hétérochromatine semble être répartie entre trois domaines partiellement 

chevauchants en fonction des types cellulaires : LADs, NADs et chromatine péricentromérique. 

Ils sont en « compétition » et le défaut d’un élément nucléolaire ou du réseau de lamines va 

entraîner une redistribution de la chromatine vers les autres domaines. A eux trois, ils 

constituent le compartiment B précédemment discuté (Pombo and Dillon, 2015). 

 
Figure 5 : Schéma de l'organisation intranucléaire de l'hétérochromatine. Lors de la différenciation cellulaire, 
certains LADs se décrochent du réseau de lamines situés sous la membrane nucléaire interne (INM : Inner 
Nuclear Membrane) et sont ainsi activés. (NPC : Nuclear Pore Complex, ONM : Outter Nuclear Membrane). 
(Figure extraite de Pombo and Dillon, 2015) 
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Au total, les connaissances sur l’organisation tridimensionnelle du génome ont largement 

progressé au cours de la dernière décennie. En dessous du territoire chromosomique, identifié 

de longues dates, les différents niveaux de repliement sont synthétisés dans la Figure 6 issue de 

(Robson et al., 2019). 

 

Figure 6 : Schéma de synthèse des différents niveaux d'organisation tridimensionnelle de la chromatine au sein d'un territoire 
chromosomique. Figure adaptée de Robson et al. 2019. 

 

I – 2/ F- Association entre organisation et fonctionnement du génome 
 

Interactions enhancers / promoteurs 

 

La séquence promotrice d’un gène sert de fixation à l’ARN polymérase en vue de la 

transcription. Elle est située à proximité du site d’initiation de la transcription. En fonction du 

type cellulaire, du stade de développement et du cycle cellulaire la transcription du gène est en 

partie modulée par l’action d’enhancers et de silencers (Andrey et al., 2017). Ces séquences 

situées à distance viennent interagir avec la séquence promotrice par le biais du repliement 

chromatinien. Ces contacts sont limitées en distance par la présence des éléments insulateurs 
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délimitants les TADs de telle sorte que les TADs constituent l’intervalle maximale d’action 

d’un enhancer (Dixon et al., 2012; Bonev et al., 2017). Une modification de délimitation d’un 

TAD sera responsable de nouveaux contacts chromatiniens et potentiellement du « piratage » 

de gènes par un ou plusieurs nouveaux éléments régulateurs. Ce sont ces modifications 

pathologiques qui ont confirmé l’importance de ces structures physiologiques à certains loci 

mais leur importance reste encore contestée à l’échelle pangénomique. En effet, l’altération 

isolée d’un enhancer par un variant structural reste habituellement sans conséquence du fait 

d’une importante redondance existante entre ces éléments (Will et al., 2017) protégeant en 

partie le gène cible d’une dérégulation. Savoir si l’organisation en TADs permet de favoriser 

les contacts longue distance entre un promoteur et un enhancer en les pré-positionnant et/ou 

s’ils existent plutôt pour délimiter des terrains d’action des enhancers et contrôler les 

expressions aberrantes est une question encore débattue (Lonfat and Duboule, 2015; Andrey et 

al., 2017). 

A plus grande échelle, le positionnement de la chromatine dans le noyau est associée à son 

activité transcriptionnelle. Le compartiment A regroupe les régions les plus actives, les gènes 

les plus exprimés, où la chromatine est ouverte alors que c’est l’inverse pour le compartiment 

B. 

 

Programme de réplication du génome 

 

L’organisation en LADs est, elle, associée au programme de réplication du génome au cours du 

cycle cellulaire. En effet, la taille du génome humain et son organisation en de nombreux 

chromosomes rend impossible une réplication simultanée ou désordonnée du matériel génétique 

en amont d’une division cellulaire. Les principes du programme ne sont pas détaillés ici et 

simplement synthétisés dans la Figure 7 extraite de la publication de Marchal et al, faisant le 

point sur ce sujet (Marchal et al., 2019). 

Brièvement, il existe des domaines de réplications synchrones composés de plusieurs réplicons 

adjacents. Les domaines de réplication constantes, tardive ou précoce,(CTR) sont séparés entre 

eux par des zones de transition intermédiaire d’environ 800kb (TTR)(Marchal et al., 2019). La 

réplication tardive est notamment associée à un risque plus important de variations 
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nucléotidiques de novo sans que l’on sache si ceci est une cause ou une conséquence de ces 

différentes associations. 

 

Figure 7 : Corrélation entre programme de réplication et l’organisation tridimensionnelle du génome. Figure adaptée de 
Marchal et al. 2019. RD : Replication Domain, CTR : Constant Timing Region TTR : Transition Timing Region 
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I – 3/ Techniques d’étude des remaniements chromosomiques 
 

Avant de pouvoir expliquer les mécanismes à l’origine des variants de structure et les raisons 

pour lesquels ils pourraient être pathogènes, il faut d’abord être en mesure de les identifier. 

Nous présentons ici une mise à jour sur les principales technologies utilisées pour la détection 

de variants de structure chromosomique. Face à la diversité des situations et des solutions qui 

ont été trouvées il ne nous est cependant pas possible d’être exhaustif. 

 

I – 3/ A- Historique 
 

Longtemps restée hasardeuse, l’observation des chromosomes n’a été rendu fiable qu’après la 

découverte par sérendipité des bénéfices du choc hypotonique lors de la préparation cellulaire 

(Hsu, 1952) et son amélioration ensuite avec l’utilisation de la colchicine (Tijo and Levan, 

1956). Par convention les 22 paires d’autosomes sont numérotées en fonction de leur taille du 

plus grand au plus petit. Examen cytogénétique de référence et même de première intention 

jusque dans les années 2000, le caryotype après techniques de banding permet une analyse 

pangénomique du nombre et de la structure des chromosomes avec une résolution comprise 

entre 5 et 10 mégabases (Mb).  

Ce n’est qu’en 1959 que l’étude des chromosomes humains, la cytogénétique, devient une 

discipline médicale. Une équipe parisienne rapporte la présence d’un chromosome 21 

surnuméraire chez les patients présentant un syndrome de Down (Lejeune et al., 1959). Dans 

les mois qui suivent d’autres anomalies du nombre de chromosomes sont décrites comme 

responsables du syndrome de Turner (monosomie X), du syndrome de Klinefelter (XXY), du 

syndrome d’Edwards (trisomie 18), du syndrome de Patau (trisomie 13). En 1960, la première 

anomalie cytogénétique acquise est identifiée. Une équipe de Philadelphie décrit la présence 

d’un chromosome minute chez les patients présentant une leucémie myéloïde chronique 

(Nowell et al., 1960). Ce n’est que dans un deuxième temps avec l’arrivée des techniques de 

bandes que ce remaniement sera caractérisé comme étant une translocation réciproque 

apparemment équilibrée entre les bras longs d’un chromosome 9 et les bras longs d’un 
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chromosome 22 (t(9;22)(q34;q11)) à l’origine d’un transcrit de fusion bcr-abl à activité 

oncogénique. 

Dans les années 1960, le rendement diagnostique du caryotype est limité par sa résolution et de 

rares grands réarrangements déséquilibrés sont identifiés comme responsables de phénotypes 

reconnaissables (délétion du bras court du chromosome 5 dans le syndrome de Cri-du-chat ; 

délétion du bras court du chromosome 4 dans le syndrome de Wolf-Hirschhorn,…).  

Au tournant des années 1970, l’utilisation d’agents alkylants au cours de la préparation 

chromosomique permet l’identification de bandes chromosomiques (Caspersson et al., 1970), 

alternance de zones marquées et non marquées réalisant un motif spécifique d’une paire 

chromosomique. Les techniques de bandes permettent à la fois de mieux identifier les 

chromosomes d’une part et les anomalies subchromosomiques d’autre part. Elles se simplifient 

rapidement avec l’utilisation d’une dénaturation enzymatique (bandes G) ou thermique (bandes 

R) contribuant à la démocratisation de l’étude du caryotype (Figure 8). Ce sont ces techniques 

qui ont aujourd’hui cours dans les laboratoires de cytogénétique.  

 

Figure 8: Caryotype humain féminin en bandes RHG (dénaturation thermique) 
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Avec le développement de sondes radioactives à la fin des années 1960, la cytogénétique 

devient « moléculaire ». Depuis les années 1980 les chromosomes bactériens artificiels 

(Bacterial Artificial Chromosomes : BACs) correspondants à un locus du génome humain et 

marqués par un fluorochrome sont utilisés en routine dans la technique d’hybridation in situ en 

fluorescence (FISH). Cette technique permet une étude ciblée de la structure des chromosomes 

à une résolution équivalente à celle de la sonde utilisée (environ 150-200 kilobases) et a permis 

le diagnostic de très nombreuses anomalies chromosomiques déséquilibrées non visibles au 

caryotype, et généralement récurrentes (del/dup 7q11.2 ; del/dup 22q11.2 ; del/dup 15q11q13) 

(Figure 9)mais aussi la caractérisation d’anomalies chromosomiques équilibrées visibles au 

caryotype (sondes de peinture). Les techniques de M-FISH, SKY, Fiber-FISH ont également 

contribuées à étudier les remaniements chromosomiques mais ne sont pas présentées ici. 

 

Figure 9 : Image de FISH sur métaphases avec la sonde TBX1 (rouge) ciblant le locus 22q11.2 et la sonde 22qter contrôle (vert). 
Présence d'une délétion hétérozygote 22q11.2. 

 

En 1992, la technique d’hybridation génomique comparative (CGH) est publiée (Kallioniemi 

et al., 1992). Le principe est de cohybrider sur un étalement chromosomique normal la même 

quantité de deux ADN (celui testé et un ADN contrôle) marqué chacun par un fluorochrome 

différent. Un déséquilibre entre les deux fluorochromes signe une perte ou un gain de matériel 
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chromosomique de l’ADN testé. Si cette technique quantitative présente l’intérêt de ne plus être 

ciblé mais bien pangénomique elle est limitée par la condensation des chromosomes et sa 

résolution se rapproche de celle du caryotype. Il faut attendre 3 ans pour que la préparation 

chromosomique qui sert de support à l’hybridation soit remplacée par une puce à ADN : une 

lame de verre recouverte de milliers de fragments d’ADN simple brin (array) sur lesquels les 2 

ADNs en compétition vont s’hybrider (CGH-array) (Schena et al., 1995). Ces fragments 

d’ADN sont initialement des BACs ou des YACs (Yeast Artificial Chromosomes) déjà utilisés 

en FISH et dans le cadre du projet de séquençage du génome humain. Pour faciliter l’examen 

des gonosomes, l’ADN du patient est co-hybridé avec un ADN d’un témoin de même sexe. 

L’intensité de chaque fluorescence est lue par un scanner avant qu’un ratio d’intensité de 

fluorescence ne soit calculé pour chaque locus étudié. Les résultats sont représentés sous forme 

graphique avec des rapports d’intensités exprimés en log ratio de base 2. Plus tard, 

l’amélioration de la technologie a permis de remplacer ces séquences de 100-200 kb par des 

oligonucléotides d’une taille de 20 à 70 bases. La résolution de l’analyse dépend maintenant du 

nombre de fragments d’ADN présents sur la puce et peut aller jusqu’à 1 kb. La CGH-array est 

donc une analyse quantitative qui n’informe pas sur la structure des chromosomes et la 

mécanique chromosomique mais bien sur le nombre de copies de chaque locus étudié dans un 

échantillon par rapport à un témoin en mettant en évidence des variations du nombre de copie 

(Copy Number Variant CNV) (Figure 10). 

 

Figure 10 : Profil d'analyse chromosomique sur puce à ADN du chromosome 8 montrant une perte terminale du bras court du 
chromosome 8 suivie d'une région au nombre de copie normale puis d'un gain d'une copie. L'étude cytogénétique 
complémentaire a montré qu'il s'agissait d'une inversion délétion duplication affectant le bras court d’un chromosome 8. 

Ces limitations justifient la réalisation de techniques de FISH et/ou caryotype pour confirmer 

une anomalie et connaître la mécanique chromosomique. De plus la technique ne permet pas la 
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détection des remaniements chromosomiques équilibrées ni la caractérisation au nucléotide près 

des points de cassure chromosomique. Ce n’est qu’au milieu des années 2000 que les premières 

puces ont été commercialisées. En France, les techniques de CGH-array et de SNP-array 

(utilisant les données de génotypage pour la détection de CNVs) ont été regroupées sous 

l’appellation « Analyse Chromosomique sur Puce à ADN : ACPA ».  

 

I – 3/ B- Séquençage de génome en short-read  
 

Principe 

 

En 2001, la séquence du génome humain est publiée dans ses premières versions après des 

efforts internationaux extrêmement coûteux (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Elle 

permet une explosion des connaissances en génétique et l’amélioration des techniques 

existantes mais l’étude de génome d’individu à des fins médicales reste excessivement chère et 

techniquement irréaliste. A la fin des années 2000, l’arrivée des technologies de séquençage 

massif en parallèle (initialement dénommé « de nouvelle génération ») a entraîné une réduction 

brutale des coûts de séquençage rendant accessible le séquençage de génome humain individuel 

(Levy et al., 2007). Aujourd’hui, la technologie dominante « Sequencing By Synthesis SBS ® 

» commercialisée par la société Illumina, Inc (San Diego, CA, USA) produit des séquences de 

très bonne qualité d’une longueur habituelle de 100-150 paires de bases dit « short-read ».  

Le principe de la technologie « Sequencing by Synthesis » est de fragmenter l’ADN en 

morceaux de 300-600 paires de bases avant de venir ajouter des adaptateurs universels à chaque 

extrémité pour permettre aux fragments de se fixer sur le support de séquençage. Chaque brin 

attaché est amplifié pour former une colonie de brins d’ADN identiques. Ensuite la réaction de 

séquençage proprement dite peut démarrer. A partir d’une amorce fixée sur l’adaptateur 

universel, une ADN polymérase vient ajouter des nucléotides marqués par un fluorochrome un 

par un et une caméra détecte la fluorescence de chaque colonie à chaque temps. Une fois l’image 

capturée, le nucléotide suivant peut être ajouté. Le « haut débit » est permis par le séquençage 

de millions de colonies en parallèle sur le support de séquençage. L’approche la plus 

couramment utilisé est celle du séquençage en paired-end. Dans ce processus, après avoir 
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séquencé les 100-150 bases à une extrémité du fragment, la molécule d’ADN est retournée et 

c’est l’autre extrémité qui est séquencée selon le même principe. Les deux lectures sont donc 

appariées et doivent normalement pouvoir être alignées ensemble sur le génome de référence à 

une distance correspondant à la taille du fragment d’origine (300-600 bases).  

Après avoir généré les séquences, le « puzzle » de notre génome doit être reconstitué à partir 

de très nombreuses petites pièces (« short-read ») d’ADN nécessitant d’importantes étapes 

bioinformatiques dont la plus importante est celle de l’alignement sur le génome de 

« référence ». C’est sur ces données alignées que se fera la détection de variants. 

 

Application cytogénétique 

 

Les caractéristiques des différentes techniques utilisées en routine pour le diagnostic 

cytogénétique sont résumées en Figure 11. Le séquençage permet une résolution à la base près 

pour l’étude des remaniements motivant ainsi le transfert actuellement en cours de cette 

technologie en diagnostique. 

 

Figure 11 : Schéma de synthèse des caractéristiques des principales techniques utilisées pour la détection de variants de 
structure chromosomique. 

Le séquençage de génome est à la jonction entre biologie moléculaire et cytogénétique puisque 

la comparaison à ce génome de référence permet la détection des variants nucléotidiques 
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ponctuels (Single Nucleotide Variants SNVs et indels) d’une part et variants de structure 

chromosomique d’autre part (équilibrés ou non) (Structural Variants) et ceci avec la résolution 

ultime d’un nucléotide.  

En effet, s’il existe un ensemble de lectures alignées au même locus qui ont leurs paires toutes 

alignées à un autre locus incompatible avec la taille des fragments d’origine (voire sur un autre 

chromosome) et/ou orientées improprement, c’est qu’il existe un variant de structure mettant 

en contact les deux loci chez le patient et dont les points de cassure chromosomique sont très 

proches de ces alignements aberrants (approche read pair). Différentes possibilités sont 

présentées dans la Figure 12. 

 

 

Figure 12 : Schéma de l'étape d'alignement de 4 paires de lectures. En cas d'insertion, une séquence est présente 
entre les deux éléments de la paire alors qu'elle est absente dans l'échantillon analysé. Les lectures s'alignent 
donc très proches l'une de l'autre. C’est l’inverse en cas de délétion : dans l’échantillon les deux éléments de la 
paire sont à une distance compatible avec la taille des fragments préparés mais s’alignent loin l’un de l’autre car 
dans le génome de référence ils sont séparés par la séquence perdue.  

C’est par cette approche que sont identifiées les jonctions des variants de structure. Si la quantité 

de données générées est suffisante, on peut également observer une ou plusieurs lectures qui 

chevauchent directement le(s) point(s) de cassure chromosomique (approche split-read). Dans 

ce cas, soit la lecture est fragmentée et alignée aux deux loci partenaires ; soit une seule partie 
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de la lecture est alignée et le reste de la séquence est « clippée » - c’est-à-dire non prise en 

compte dans le reste de l’analyse. Le point de cassure est situé à la jonction entre la séquence 

alignée et la séquence « clippée ».  

S’agissant particulièrement des variations du nombre de copies, la quantité de séquences 

produites pour un locus donné reflète la quantité d’ADN de départ. On appelle profondeur de 

séquençage le nombre de fois qu’une même position génomique est couverte par une lecture. 

Si la profondeur vient à être divisée par deux sur un intervalle génomique par rapport aux 

régions avoisinantes, ceci signe habituellement la perte d’une des deux copies chromosomiques, 

une délétion hétérozygote (approche read-depth) (Abyzov et al., 2011). Les bornes de ce 

changement de couverture correspondent aux points de cassure détectés avec les approches 

précédemment citées. La balance allélique des variants nucléotidiques, c’est à dire la proportion 

de lectures portant un allèle alternatif peut également participer à la détection de CNVs à la 

manière des puces SNP-array. Dans le cas d’une délétion, une perte d’hétérozygotie sera 

détectée. A l’inverse, sur un intervalle génomique donné, si pour chaque variant nucléotidique 

détecté la proportion de lecture portant cet allèle alternatif est de 1/3 ou 2/3 au lieu de ½ c’est 

qu’il existe 3 allèles au lieu de 2, gain d’une copie. Multiplier les approches permet d’améliorer 

les performances des algorithmes de détection de variants. L’ensemble est synthétisé dans la 

Figure 13. 
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Figure 13: Visualisation schématique d'un alignement de séquences pairées « short-read ». Les paires séparées 
par une distance anormale ou orientées de façon aberrante sont colorées. Les lectures qui chevauchent 
directement un point de cassure présentent une extrémité entièrement différente de la séquence de référence, le 
partenaire du remaniement étant directement séquencé. Pour ce qui est des anomalies équilibrées, la balance 
allélique des variations nucléotidiques ponctuelles éventuellement concernées peut être utilisée pour détecter ces 
CNVs. 

La profondeur de séquençage communément admise comme nécessaire à l’appel de variants 

nucléotidiques est de 30x (Bentley et al., 2008). Cette profondeur permettrait de détecter 

l’ensemble des variations nucléotidiques hétérozygotes. Avec une moyenne de 15 lectures par 

chromosome le taux d’erreur de séquençage devient quasi nul et la détection de variants donc 

extrêmement fiable. De leur côté, les variants de structure n’affectant pas une position unique, 

leur détection ne nécessite pas une profondeur si importante, ce qui permet de réduire les coûts 

d’analyse. En effet, même s’il subsiste quelques erreurs dans la lecture l’important est de 

pouvoir correctement l’aligner sur le génome de référence. Plus la lecture est longue et plus 

l’alignement est fiable. Pour le génome humain, en dehors des régions répétées une lecture de 

20 nucléotides est habituellement alignée de façon univoque. L’approche en paired-end permet, 

grâce aux lectures appariées d’aligner des lectures même dans certaines régions répétées en 

s’aidant de l’autre lecture de la paire qui est, elle, alignée de façon univoque. Ce sont les régions 

répétées de taille supérieures à celles des fragments d’ADN qui posent problème. 
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Il n’existe aujourd’hui pas de pipeline d’analyse bioinformatique gold standard pour la 

détection de variants de structure. A partir des données short-reads, les différentes approches 

discutées précédemment ont été d’abord utilisées isolément puis combinées ensemble (Jeffares 

et al., 2017). Ces approches combinées n’étant toujours pas en mesure de capturer l’ensemble 

des variants pourtant observables dans les données de séquençage. Comme pour les variants 

nucléotidiques, la plus grande base de données de variants de structure a été établi par le 

consortium gnomAD à partir de 12,549 individus indépendants et réputés sains dont le génome 

entier a été séquencé en short-reads (Collins et al., 2019). Le pipeline bioinformatique utilisé 

par le consortium gnomAD a une sensibilité de 97,8% pour les CNVs de plus de 40 kb. Grâce 

à 4 échantillons séquencés également en long-reads, le taux de vrais positifs a pu être évalué à 

88% et le taux de violation des lois de transmission mendélienne, utilisé comme approximation 

de la spécificité était de 4,2%. 

 

Avantages 

 

L’arrivée de la technologie de séquençage massif en parallèle et la chute des coûts de 

séquençage qui s’en est suivie permet aujourd’hui le séquençage de génome humain (GS :  

genome sequencing) et a donc révolutionné la stratégie de caractérisation d’un remaniement 

chromosomique (Mills et al., 2011; English et al., 2015) d’une part, et amélioré le rendement 

diagnostique d’autre part (Gilissen et al., 2014; Soden et al., 2014). Le séquençage massif en 

parallèle tend donc à supplanter au moins en partie les techniques de séquençage Sanger, exome 

(SNVs) ; ACPA (CNVs) ; Long-range PCR, Southern-blot, caryotype (remaniements 

équilibrés) pour l’étude du génome humain. 

De longue date, la caractérisation des points de cassure de remaniement a en effet été un défi 

cytogénétique faisant appel à diverses techniques de façon séquentielle. A partir d’un point d’un 

remaniement vu au caryotype, il fallait avancer de proche en proche jusqu’à identifier un point 

de cassure avant de pouvoir affiner la résolution pour atteindre la position exacte du point de 

cassure. La procédure pouvait donc être extrêmement fastidieuse (et coûteuse), affectée au 

moins en partie par un facteur chance, et quasi incapable de révéler des points de cassure non 

vus au caryotype.  
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Cette approche pangénomique permet en effet de ne pas travailler sur les points de cassure les 

uns après les autres mais de les étudier tous dans un même temps (Chen et al., 2010; Slade et 

al., 2010; Schluth-Bolard et al., 2013). Elle permet également de s’affranchir d’une mise au 

point de la technique pour chaque patient, diminuant ainsi le coût et le temps nécessaire. En cas 

de remaniement complexe, cette technologie est donc d’un intérêt tout particulier. De plus le 

remaniement étant plus complexe qu’attendu dans 1 cas sur 5 (Chiang et al., 2012), l’analyse 

du génome entier permet de révéler de potentiels points de cassure non suspectés initialement. 

Pour améliorer la sensibilité de la technique, et résoudre en partie la question des éléments 

répétés, différentes stratégies ont été appliquées, visant principalement à augmenter la taille des 

fragments d’ADN étudiés et donc la distance entre les deux lectures d’une même paire. Ceci 

permet d’une part de résoudre un plus grand nombre de régions répétées mais aussi d’augmenter 

le nombre de paires de lectures qui sont concernées par un alignement anormal et donc en 

théorie la probabilité qu’un variant structural soit détecté. Ces approches sont décrites dans la 

littérature sous les appellations mate-pair sequencing et long-insert sequencing (Korbel et al., 

2007; Talkowski et al., 2011) (Figure 14). En pratique des étapes supplémentaires de 

préparation de l’ADN sont ajoutées pour partir de grands fragments et rapprocher deux 

séquences lointaines sur un fragment de plus petite taille compatible avec le séquenceur. En 

effet, la longueur du fragment d’ADN qui doit s’hybrider sur le support de séquençage ne peut 

être supérieure à 1 kb sous peine de ne plus générer de colonies monoclonales.  

Les coûts de séquençage ayant été massivement réduits lors de la dernière décennie l’avantage 

économique initial de ces librairies modifiées s’est atténué. Pour ce qui est de leur avantage 

théorique vis-à-vis des éléments répétés, un insert de 10kb permettrait de couvrir de façon 

univoque 99,43% de la séquence de référence (97,33% pour 1 kb d’insert) contre 96,3% pour 

les librairies standards (Talkowski et al., 2011). En pratique, le séquençage de génome a permis 

de caractériser à la base près 90,8% des remaniements chromosomiques vus au caryotype en 

utilisant ces librairies grands inserts (Redin et al., 2017), contre 89% pour des librairies 

standards (sur des cohortes de patients différents) (Schluth-Bolard et al., 2019) (p=0,87). 

Considérant l’objectif final de maximiser le rendement diagnostique pour nos patients dans le 

temps le plus court possible il semble logique de privilégier un test capable d’identifier 

l’ensemble des variations de l’ADN en un seul temps (SNVs, CNVs, SVs). 
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Figure 14 : Comparaison des préparations de librairie pour séquençage short read "paired-end" et « mate-pair ». Les deux 
peuvent être séquencés sur les mêmes appareils mais la seconde approche a pour intérêt de rapprocher des fragments 
distants de plusieurs kb. 

De plus, ne pas utiliser de préparations de librairies spécifiques permet de bénéficier de 

l’ensemble des données de séquençage déjà produites avec une approche standard pour faciliter 

l’interprétation des variants identifiés (filtres de fréquence) (The 1000 Genomes Project 

Consortium, 2015; Collins et al., 2019).  

Après avoir participé à faire la preuve de principe de cette méthode (Schluth-Bolard et al., 2013) 

et avoir mené à bien un projet national de recherche translationnelle montrant (piloté par le Dr 

Schluth-Bolard) un rendement diagnostique de plus de 40% (Schluth-Bolard et al., 2019) le test 

est maintenant disponible en routine diagnostique au laboratoire de cytogénétique des Hospices 

Civils de Lyon pour la caractérisation de remaniements chromosomiques apparemment 

équilibrés vus au caryotype chez des patients présentant un phénotype anormal. Outre les 

diagnostics nouvellement posés, cette approche a également permis l’identification de 

nouveaux gènes candidats dont certaint ont pu être démontrés comme responsables de nouveaux 

syndromes (BCL11B (Lessel et al., 2018), TLK2 (Reijnders et al., 2018), ZMIZ1 (Carapito et 

al., 2019)) et d’autres en cours d’étude. 
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Limites 

 

L’augmentation du nombre de génomes humains analysés dans diverses populations contribue 

à améliorer le génome dit « de référence », pour le rendre plus complet et plus représentatif 

mais elle reste un facteur limitant aujourd’hui. En effet, c’est cette séquence de référence qui 

sert de support à l’alignement des séquences obtenues lors du séquençage d’un individu. La 

version en vigueur au moment de la rédaction du manuscrit (GRCh38p.13) se compose de 

3,272,116,950 bases (génome haploïde) dont 3,110,748,599 ne sont pas des N (nucléotides non 

identifiés) et environ un millier de « trous » persistent dans cette carte. De fait chaque trou dans 

la carte va empêcher l’alignement de séquences produites et donc l’identification d’éventuels 

variants. 

De plus, 52,5% du génome humain sont constitués de séquences répétées (Lander et al., 2001). 

Ces séquences sont en partie le résultat de l’accumulation au cours de l’évolution d’évènements 

de rétrotranspositions et plus localement de grands blocs dupliqués pour donner naissance à des 

duplications segmentaires. Ces séquences répétées peuvent être à l’origine de variants de 

structure récurrents par des mécanismes discutés plus loin dans ce travail.  

Ces séquences répétées sont problématiques pour le séquençage short-read puisque les 

séquences produites ne peuvent pas être positionnées de façon univoque sur la carte. Sur les 

puces à ADN, il n’y a habituellement pas d’oligonucléotides dans ces régions. Pour la même 

raison, lors du séquençage de génome les fragments d’ADN séquencés qui ne pourront pas être 

alignées sur le génome de référence de façon univoque seront perdus. Ces régions ne sont donc 

habituellement pas étudiées et les variants impossibles à détecter (Figure 15). L’impossibilité 

de les analyser a incité l’ACMG (American College of Medical Geneticists) à supprimer 

l’adjectif « complet » pour désigner le séquençage du génome puisque même si le séquençage 

est complet, l’analyse ne l’est pas. Par ailleurs, pour réduire les biais de couverture, ont été 

développés des protocoles de préparation de librairie sans utilisation de PCR. En effet, la PCR 

est connue pour amplifier plus facilement certaines séquences que d’autres (très riches ou très 

pauvres en GC) introduisant ainsi un biais dans le volume de données généré par locus. Il n’en 

reste pas moins que même sans PCR lors de la préparation de librairie, l’étape d’amplification 

pour générer une colonie de séquences identiques sur le support de séquençage introduit le 
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même type de biais avec des conséquences sur la détection de variants de structure notamment 

(Chen et al., 2013).  

En analysant les données de 10 séquençages de génome Illumina d’une profondeur moyenne 

de 37x, une équipe a dénombré plus de 36000 régions géniques (dont 748 gènes avec des 

régions exoniques) non ou insuffisamment séquencées. 76 gènes déjà impliqués en pathologie 

contiennent au moins une partir de leur séquence codante non accessible par séquençage 

Illumina (Ebbert et al., 2019).  

 

Figure 15 : Schéma de l'alignement des lectures obtenues par séquençage. Le génome de référence est schématisé 
par l'enchaînement de blocs de couleurs différentes. Les blocs de même couleur représentent des séquences 
répétées. Si le séquençage en paired-end permet de résoudre les éléments répétés les plus petits, le séquençage 
long-read va lui pouvoir solutionner de plus grandes répétitions. 

 

I – 3/ C-  Technologies émergentes 
 

Pour dépasser les limites du séquençage short-read différentes technologies sont actuellement 

développées. 

 

 

 



47 
 

Séquençage long-read 

 

De nouvelles technologies de séquençage dites long-reads permettent d’obtenir moins de pièces 

de « puzzle » facilitant ainsi la reconstruction et l’étude des régions répétées dans le génome 

humain (Figure 15). Deux technologies principales coexistent aujourd’hui.  

La première, développée par la société Pacific Biosciences est déposé sous le nom de « SMRT 

sequencing ®» pour « Single Molecule Real Time sequencing ». Il s’agit de préparer l’ADN de 

départ en y ajoutant des adaptateurs comme précédemment mais cette fois les adaptateurs sont 

en épingles et permettent de former une molécule d’ADN circulaire. Ensuite chaque molécule 

va se positionner dans un puits du support de séquençage avec un objectif d’une seule molécule 

par puits. Au fond du puits est fixée une polymérase qui va synthétiser le brin complémentaire 

de la molécule présentée à partir de nucléotides fluorescents. C’est ce signal de fluorescence 

qui est, comme pour le Sequencing by Synthesis (Illumina), interprété par l’instrument pour 

établir la séquence d’ADN (Figure 16). En revanche, ici, le marqueur fluorescent est clivé dès 

l’incorporation du nucléotide sans qu’il n’y ait de pause permettant l’acquisition du signal. Ceci 

contribue au séquençage de fragments beaucoup plus longs qu’avec la technologie Illumina en 

ayant pour conséquence une qualité de séquence moindre par lecture. Classiquement la 

longueur des lectures obtenues est d’environ 10 kb et peut aller jusqu’à 50 kb. La qualité de 

séquence obtenue a un score de Phred1 habituellement compris entre 10 et 15. En séquençant 

plusieurs fois la même molécule circulaire, une séquence consensus de bien meilleure qualité 

peut cependant être obtenue (lectures HiFi, Phred > 25). De plus, l’interprétation de paramètres 

additionnels du signal brut, comme le délai séparant l’incorporation du nucléotide suivant peut 

théoriquement être utilisé pour analyser la méthylation de l’ADN. Les modules optique et 

fluidique de l’instrument le rendent très onéreux. Son débit est progressivement en train 

d’augmenter avec le développement de nouveaux instruments (Sequel II) et commence à rendre 

 
1 Le score Phred est une échelle logarithmique correspondant à la probabilité d’erreur de séquençage. Un score 
de 10 correspond à 1 erreur pour 10 bases séquencées. Un taux d’erreur de 1% donne un score de Phred à 20. 
Un score de Phred de 30 (1 erreur pour 1000) est le minimum recommandé pour la recherche de variants 
nucléotidiques sur données Illumina. 
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réaliste économiquement le séquençage de génomes humains au moins à une profondeur 

permettant la détection de variants de structure. 

 

Figure 16 : Principe du séquençage SMRT : préparation de librairies d'ADN génomiques grands fragments avec des adaptateurs 
en épingles à cheveux générant des molécules circulaires. Dans chaque puits la polymérase va synthétiser le brin 
complémentaire de la molécule présente avec la possibilité de faire plusieurs fois le tour et donc d’établir une séquence 
consensus entre les brins forward et reverse de chaque tour. Figure adaptée de www.francegenomique.org 

La seconde firme importante sur ce marché est Oxford Nanopore Technologies qui développe 

une technologie de séquençage par nanopore. Cette fois le support de séquençage est constitué 

d’une membrane séparant deux espaces et recouvertes de pores biologiques (protéines 

bactériennes modifiées) les séparant. La préparation de l’ADN consiste cette fois à ajouter à 

l’extrémité des fragments d’ADN un adaptateur, séquence d’ADN standardisée couplée à une 

protéine dite « motrice ». L’adaptateur va permettre de fixer la molécule d’ADN au pore 

rapidement pour maximiser le taux d’occupation des pores. La protéine motrice qui est en fait 

une hélicase va ensuite ouvrir la double hélice pour faire passer l’un des deux brins d’ADN 

dans le pore. Entre les deux secteurs du support de séquençage est appliquée une différence de 
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potentiel électrique. Ce courant électrique va être modifié par le passage de la molécule d’ADN 

de manière différente en fonction de l’encombrement stérique de chaque nucléotide (Figure 17). 

C’est cette variation de signal électrique qui est interprétée pour obtenir la séquence de la 

molécule d’ADN. En fait, 5 nucléotides sont présents en même temps au niveau de la 

constriction où est mesuré le signal électrique ce qui rend difficile l’analyse des homopolymères 

aujourd’hui. Contrairement aux autres technologies précédemment décrites il n’y a donc pas de 

synthèse d’ADN et c’est la molécule native qui est analysée. En entraînant l’algorithme 

d’interprétation du signal ceci permet par exemple d’analyser la méthylation de l’ADN ou 

l’ensemble des modifications de l’ARN sur ARN natif. De plus, cela signifie que la seule limite 

à la taille du fragment séquencé est la taille du fragment d’ADN préparé. Des équipes ont 

rapporté des lectures de plus d’1Mb. La qualité de séquençage est stable tout au long de la 

lecture avec un score Phred compris entre 8 et 14. Celui-ci tend à s’améliorer avec les 

améliorations logicielles pour l’appel des bases et de nouvelles versions du pore utilisé (R10 : 

deux constrictions permettant deux lectures du signal électrique). De plus, une variante de la 

préparation de librairie permet d’ajouter un adaptateur en épingle (hairpin) à l’autre extrémité 

de la double hélice pour que le brin antisens soit lu à son tour dans le même pore immédiatement 

après le brin sens (lecture 2D). 
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Figure 17 : Principe du séquençage nanopore. Le passage de la molécule d'ADN dans le pore entraîne une modification du 
courant électrique dépendante de la séquence d'ADN. Figure adaptée de  
http://blogs.nature.com/naturejobs/2017/10/16/techblog-the-nanopore-toolbox/ 

Dans tous les cas, le débit de 15-20Gb de données par run de séquençage annoncé par le 

fournisseur reste un débit insuffisant pour l’analyse de génome humain. Le fournisseur a 

développé deux plateformes de plus grande capacité qui parallélisent les runs et offrent un débit 

théorique de plusieurs Térabases par 24 heures. En France, les premières machines commencent 

à être installées sur les plateformes de génomique (GenoToul à Toulouse, Centre National de 

Recherche en Génomique Humaine à Evry). 

 

Librairies alternatives 

 

Linked-reads 

Outre la possibilité déjà discutée de préparer une librairie pour augmenter la taille de l’insert 

entre les deux éléments d’une paire, d’autres stratégies compatibles avec le paired-end 

sequencing existent. La dernière étape étant le séquençage Illumina, ces approches bénéficient 

d’une grande qualité de séquençage. Nous présentons ici deux approches déjà utilisées pour la 

détection de variants de structure. 
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La première utilise une émulsion en amont de la préparation standard de librairie. L’appareil 

Chromium®, commercialisé par la société 10x Genomics, est capable de générer plusieurs 

milliers de gouttelettes contenant chacune un grand fragment d’ADN. Au sein de chaque 

gouttelette, le fragment va être fragmenté et les nouveaux fragments vont tous recevoir le même 

« tag » spécifique de la gouttelette. Celles-ci sont ensuite lysées avant une préparation de 

librairie standard. Au moment de l’alignement de séquences, les « tags » sont utilisés pour 

regroupés les lectures de fragments qui étaient liées dans une gouttelette (linked-reads) et 

recréer de manière synthétique les grands fragments présents initialement (Weisenfeld et al., 

2017).  

La technologie a été utilisé avec succès dans plusieurs études pour la mise en évidence de 

variants de structure (Elyanow et al., 2017; Eisfeldt et al., 2019; Marks et al., 2019).  

Les lectures obtenues par séquençage short-read, linked-read et long-read sont schématisés 

dans la Figure 18, adapté de Lappalainen et al., 2019. 

 

 

Génome analysé

A/ Séquençage short-read 

B/ Séquençage linked-read 

C/ Séquençage long-read 

* 
          Variant nucléotidique 

-----   Délétion 

Légende 

Haplotype 1 

Haplotype 2 

Séquençage de génome 

Figure 18 : Schéma récapitulatif des trois approches de séquençage présentées, adapté de Lappalainen et al., 2019. 
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Hi-C sequencing 

 

Cette fois, il ne s’agit plus d’étudier le génome de manière linéaire mais d’étudier les 

repliements de la chromatine décrits précédemment et d’identifier les variations dues à des 

remaniements de structure. Le principe de la technique a été présenté dans le chapitre précédent. 

La détection de variant de structure est en quelque sorte un détournement de la technique 

initialement développé. En effet, en cas de variant de structure chromosomique les deux 

partenaires d’un réarrangement sont adjacents et l’intensité de contact est donc beaucoup plus 

élevée qu’elle ne l’est habituellement (Chakraborty and Ay, 2018; Dixon et al., 2018) (Figure 

19). En s’affranchissant des distances linéaires cette technologie semble être en mesure de 

résoudre la problématique de la longueur des fragments d’ADN à préserver. Le fragment 

séquencé à ces deux extrémités est ici indépendant de la distance linéaire séparant les deux 

lectures (même si proximité tridimensionnelle et proximité linéaire vont logiquement de pair). 

Aussi, il semble possible de parvenir à détecter les évènements encore indétectables par les 

autres technologies de séquençage parce qu’impliquant de très grandes séquences répétées 

comme c’est le cas pour les translocations robertsoniennes. Dans ces remaniements 

l’implication des bras courts de deux chromosomes acrocentriques est aujourd’hui impossible 

à analyser d’un bout à l’autre et ne peut être identifiée que par le caryotype. Néanmoins ce 

réarrangement venant perturber l’organisation physiologique du noyau pourrait être détecté en 

Hi-C du fait d’une plus grande proximité entre les deux chromosomes impliqués et de la 

redéfinition des territoires chromosomiques. 

Si cette approche a l’avantage de révéler en parallèle les remaniements de structure et leurs 

potentielles conséquences sur l’organisation tridimensionnelle du génome, sa principale 

limitation est la résolution. En effet, si les translocations et les variations du nombre de copie 

de plus de 1Mb sont détectées de façon performante, il s’agit approximativement de la 

résolution obtenue en combinant caryotype et analyse chromosomique sur puce à ADN.  



53 
 

 

 
Figure 19 : Schématisation des résultats de séquençage Hi-C. Chaque case correspond à l'intensité de contact (le 
nombre de lectures) entre deux loci : plus la case est rouge plus le contact est intense. (A) L’astérisque signale la 
case correspondant aux contacts entre les loci A et B. Les TADs sont des domaines de fortes interactions 
chromatiniennes bien délimitées qui prennent l’aspect de triangles sur ces données. (B) Dans le cas d’une inversion 
va apparaitre un contact aberrant entre les deux points de cassure. (C) Ce contact aberrant sera également 
observé entre les bornes d’une délétion avec une réduction des intensités de contact dans l’intervalle délété en 
l’absence d’une copie. Ces remaniements peuvent également faire apparaître/disparaitre des TADs, cette 
possibilité n’est pas schématisée ici. 
 

 

A 

B 

C 
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Cartographie optique 

 

La dernière technologie présentée ici, dite cartographie optique (optical mapping), n’est pas une 

technologie de séquençage et ne peut donc pas identifier de variations nucléotidiques mais 

uniquement des variants de structure. Le principe rappelle celui des cartes de restriction établies 

au début du projet de séquençage du génome humain. Il s’agit d’isoler de très grands fragments 

d’ADN pour les faire passer dans des canaux individuels après qu’un motif spécifique d’ADN 

ait été marqué par une enzyme. C’est la fréquence de ce motif qui détermine la résolution de la 

technique. Chaque molécule d’ADN présente un profil unique de marquage. C’est l’assemblage 

des molécules entre elles qui va permettre de reconstruire des contigs et de détecter des variants 

de structure en comparant cet assemblage de novo au génome de référence (Figure 20). Cette 

technologie a également été utilisé pour l’assemblage de génome de novo de nombreuses 

espèces (Kronenberg et al., 2018; Nowoshilow et al., 2018). Outre l’absence de séquençage et 

donc d’étude des SNVs, sa principale limitation pour la détection de variants de structure est 

logiquement sa résolution. Le principal fournisseur actuel, Bionano Genomics, annonce une 

sensibilité de 95% pour les insertions/délétions de plus de 500 bases, 97% pour les CNVs de 

plus de 500 kb, 95% pour les remaniements interchromosomiques.  

 

Figure 20 : Principe de la cartographie optique depuis l'extraction d'ADN à la détection de variants de structure. Figure 
adaptée de bionanogenomics.com  
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I – 4/ Variant de structure chromosomique 
 

Les anomalies chromosomiques peuvent être distinguées entre anomalies du nombre de 

chromosomes (aneuploïdies) comme la trisomie 21, ou anomalie de la structure des 

chromosomes. Les anomalies constitutionnelles du nombre de chromosomes résultent le plus 

souvent d’une non-disjonction méiotique. Les deux chromosomes d’une même paire ou les 

deux chromatides d’un chromosome échouent à se séparer et sont présents dans la même cellule 

fille. Elles ne font pas l’objet de ce travail. 

Les anomalies de structures peuvent être déséquilibrées ou équilibrées, sans perte ni gain de 

matériel génétique. Elles résultent d’un recollement anormal entre au moins deux points de 

cassure. 

 

I – 4/ A- Réparation des cassures double brin de l’ADN 
 

L’observation de chacun de ces remaniements est la conséquence d’une mauvaise réparation de 

cassures double brin de l’ADN. Ces cassures peuvent être le fait d’agents exogènes, 

principalement en cause dans le cancer (radiations ionisantes, virus) ou endogènes (défaut de la 

fourche de réplication, dérivé réactif de l’oxygène, nucléases, sites fragiles de l’ADN,…). 

L’impact de ces différents facteurs a été estimé à 0,05 cassure double brin par cellule pour un 

vol en avion de 10 heures, 0,3 pour une examen tomodensitométrique corps entier, 12 en cas 

d’accident nucléaire équivalent à l’explosion de Tchernobyl et 80 en cas de radiothérapie 

externe (Ciccia and Elledge, 2010). Les acteurs de la détection et de la réparation des cassures 

double brin sont donc sollicités en permanence. La chromatine avoisinante doit d’abord être 

remodelée pour permettre l’action des mécanismes de réparation (Liu et al., 2012)y. La protéine 

JNK va phosphoryler SIRT6 pour permettre sa mobilisation au site de cassure et le recrutement 

de PARP1, le tout en environ une seconde (Van Meter et al., 2016). Acl1 va pouvoir se fixer à 

PARP1 et commencer les modifications chromatiniennes nécessaires (Sellou et al., 2016). 

S’ensuivra le recrutement de la première enzyme de réparation MRE11 (Haince et al., 2008). 

Parallèlement la décondensation de la chromatine est également permise par le remplacement 

des histones H2 par un variant phosphorylé H2AX qui va recruter RNF8, responsable de la 
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décondensation (Rogakou et al., 1998). Ce remplacement se fait dans la minute après la 

survenue de la cassure et concerne une région allant jusqu’à 2 Mb du point de cassure. Les 

cassures peuvent ensuite être réparées par différents mécanismes. 

 

Recombinaison homologue 

 

Le mécanisme le plus fidèle de réparation des cassures double brin utilise une séquence 

homologue pour reconstruire la séquence cassée à l’identique. Le complexe MRN va se fixer 

aux extrémités double brin libres et réséquer une partie de chaque extrémité 5’ pour libérer une 

extrémité 3’ simple brin de chaque côté sur environ 800 nucléotides (Zakharyevich et al., 2010). 

La protéine RPA a une forte affinité pour ces extrémités 3’ libres et va recruter la protéine 

Rad51 en charge de la formation d’un filament nucléoprotéique recouvert par RPA (Wold, 

1997). S’ensuit la recherche de la séquence similaire à l’extrémité 3’ libre qui, une fois trouvée 

sera « envahie ». La structure ainsi formée, D-loop, est ensuite modifiée par l’action d’une 

polymérase qui va venir allonger l’extrémité 3’ libre en utilisant la séquence homologue comme 

modèle, dans une structure nommée jonction Holliday (Sung and Klein, 2006). Deux modèles 

existent ensuite. Dans le premier, « double strand break repair  » (DSBR), l’autre extrémité 3’ 

libre forme elle aussi une jonction Holliday et la jonction est résolue par l’action 

d’endonucléases (Sung and Klein, 2006) (Figure 21). Dans le second modèle, « synthesis-

dependent strand annealing » (SDSA), la polymérisation s’arrête et les extrémités 3’ ainsi 

allongées produites peuvent s’hybrider de part et d’autre de la cassure avant synthèse du brin 

complémentaire (Figure 21). 
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Figure 21 : Mécanismes de recombinaison homologue pour la réparation des cassures double brin de l'ADN. DSBR : double 
strand break repair. SDSA : synthesis-dependent strand annealing. Figure extraite de Sung and Klein, 2006) 

Cette recombinaison homologue (homologous recombination) peut cependant être « trompée » 

par la séquence d’ADN. Nous avons évoqué précédemment la présence d’éléments répétés de 

grande taille dans le génome dénommés low copy repeats (LCR). Ils représentent environ 10% 

de la séquence du génome humain (Bailey et al., 2001). La présence de ces éléments très 

homologues sur un même chromosome peut entraîner la survenue d’un crossing-over inégal. 

Lors des multiples recombinaisons survenant entre deux séquences homologues, un décalage 

va se produire et mettre en rapport deux LCR non alléliques. Ce mécanisme de recombinaison 

homologue non allélique (Non allelic Homologous Recombination NAHR) est responsable de 

délétions et duplications des régions comprises entre les LCR et donc récurrentes (Beckmann 

et al., 2007). Cette mauvaise recombinaison peut survenir entre deux chromosomes 

homologues, entre les deux chromatides d’un même chromosome ou au sein même d’une 
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chromatide. Cette dernière possibilité ne pouvant donner lieu qu’à des délétions (les fragments 

acentriques étant perdus) explique la plus grande incidence des microdélétions récurrentes face 

aux microduplications récurrentes (Turner et al., 2008). Un crossing-over entre deux LCR 

d’une même chromatide disposés en sens inverse peut également promouvoir des inversions 

récurrentes. La Figure 22 schématise les différentes possibilités (Chen et al., 2014a). 

 
Figure 22 : Schéma des différents types de réarrangements consécutifs à une recombinaison homologue non 
allélique entre deux LCR (flèches rouges et bleues). (A) 2 LCR en sens inverse favorisent les inversions. Les 
recombinaisons entre chromosomes homologues, chromatides d’un même chromosome (B) ou 
intrachromatidiennes (C) entraînent des délétions et duplications récurrentes. 

Si la majorité des syndromes liés à ces remaniements récurrents (syndrome de DiGeorge (del 

22q11.2), syndrome de Williams et Beuren (del 7q11.2), …) étaient définis cliniquement et 

diagnostiqués en FISH, les techniques d’ACPA ont révélé de nouvelles entités cliniques 

(délétion et duplication 16p11.2, délétion 17q21.31 du syndrome de Koolen et de Vries) 

(Schluth-Bolard et al., 2008).  
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Non-homologous end-joining classique 

 

La jonction d’extrémités non homologues (Non homologous End Joining NHEJ) a été le 

deuxième mécanisme décrit (Wilson et al., 1982). Aujourd’hui renommé NHEJ classique 

(classical NHEJ) par opposition au mécanisme décrit dans le paragraphe suivant, elle ne 

nécessite pas de séquence répétée ou d’homologie de séquence entre les deux partenaires de la 

jonction même si des microhomologies de quelques nucléotides peuvent être utilisées pour 

faciliter la réparation (Roth and Wilson, 1986). C’est un mécanisme non-conservatif. Le dimère 

Ku70/Ku80 va se placer au niveau des cassures double brin et ainsi les protéger rapidement. De 

nombreuses protéines (XRCC4, Artemis, ligase IV, WRN, BLM,…) sont recrutés par le dimère 

Ku probablement avec des fonctions en partie redondantes (Deriano and Roth, 2013). Les 

extrémités peuvent être directement rejointes sous l’action d’une ligase ou nécessiter d’être 

« nettoyées » notamment par Artemis (Figure 23). Celle-ci a une activité nucléase qui va 

permettre de rétablir des extrémités franches aux cassures en produisant des extrémités 5'-

phosphate et 3'-OH compatibles avec l’action d’une ADN ligase. De courts cycles de 

polymérisation-suppression aléatoire de séquences peuvent également avoir lieu pour tenter de 

raccrocher les deux partenaires d’une cassure, insérant ainsi quelques nucléotides. L’étape final 

de ligation est pris en charge par le complexe XRCC4-Ligase IV-XLF. Pendant ce temps le 

complexe RAD50/MRE1 permettrait de maintenir à proximité les deux partenaires d’une 

cassure pour prévenir la survenue d’un remaniement chromosomique (Stracker and Petrini, 

2011). 

Il s’agit du « recollement » de fragments non cohésifs qui peut laisser une « cicatrice » au 

niveau de la jonction en modifiant la séquence d’ADN (Lieber et al., 2008). L’insertion de 

quelques nucléotides est notamment possible. La NHEJ classique est le mécanisme dominant 

chez les mammifères. Elle est active tout au long du cycle cellulaire et plus particulièrement 

aux stades G0/G1 (Rothkamm et al., 2003). 
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Non-homologous end-joining alternatif 

 

Le dernier mécanisme identifié est alternativement dénommé NHEJ alternatif (alternative 

NHEJ), jonction des extrémités médiée par microhomologie (microhomology mediated end 

joining MMEJ) ou backup-NHEJ (Zhu et al., 2002; Simsek and Jasin, 2010) (Figure 23). 

Initialement découvert dans des cellules déficientes pour les acteurs protéiques de la NHEJ 

classique il est apparu par la suite que ces deux mécanismes, NHEJ classique et NHEJ alternatif, 

coexistaient dans les mêmes cellules (Liang and Jasin, 1996; Kabotyanski et al., 1998; 

Nussenzweig and Nussenzweig, 2007). Les acteurs protéiques impliqués dans ce mécanisme 

restent mal connus. Un dixième des cassures réparées par jonction des extrémités le seraient par 

ce mécanisme alternatif (Corneo et al., 2007). Les jonctions générées par le NHEJ alternatif 

peuvent être considérées comme de moins bonne qualité puisqu’elles contiennent plus de 

délétions. Des microhomologies sont souvent présentes entre les deux partenaires de la jonction 

mais ne sont pas obligatoires. Ce mécanisme est plus fréquemment impliqué en cas de 

remaniements chromosomiques (Yan et al., 2007). Ceci pourrait être la conséquence d’un 

moins bon maintien des extrémités libres d’une cassure ensemble et d’un temps de latence plus 

long par rapport au NHEJ classique augmentant le risque de mésappariement (Yan et al., 2007; 

Zhang et al., 2010).  

 

Figure 23 : 
Comparaison des 
mécanismes de 
NHEJ classique et 
alternatif avec les 

effecteurs 
protéiques en jeu. 
Schéma adaptée 
de Deriano and 
Roth, 2013. 
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Mécanismes réplicatifs 

 

Les mécanismes précédemment évoqués permettent la jonction de deux partenaires après la 

survenue de deux cassures double-brin, la situation est différente pour le break induced 

replication (BIR) qui survient lors de la réplication de l’ADN. Lorsque l’hélicase qui vient 

ouvrir la double hélice pour la fourche de réplication rencontre une cassure du brin qui sert de 

trame à celle-ci, la fourche est brisée. En l’absence de partenaire pour établir une jonction les 

mécanismes de recombinaisons homologues ou de NHEJ ne peuvent être mis en œuvre. Pour 

libérer une extrémité 3’ simple brin, une exonucléase vient digérer l’extrémité 5’ au niveau de 

la lésion. L’extrémité 3’ libre va venir envahir une séquence homologue, généralement la 

chromatide sœur. En effet, cette invasion se fait via le couple RPA/Rad51 et nécessite une 

homologie supérieure à 70-100 nucléotides (Ira and Haber, 2002). La perturbation de la fourche 

de réplication peut entraîner elle-même une nouvelle cassure double brin entraînant une 

répétition du processus décrit. Plusieurs changements de brin en cours de réplication sont donc 

possibles au sein d’un même remaniement. Lors de l’emploi du BIR, le risque de remaniement 

chromosomique est limité par la longueur de séquences effectivement requise pour faire 

redémarrer la fourche de réplication. Ce n’est pas le cas dans une variante de ce mécanisme, 

indépendante de RecA/Rad51 et qui utilise des homologies beaucoup plus courtes (29 

nucléotides) (Ira and Haber, 2002), dénommé alors microhomology-mediated BIR (MMBIR). 

De fait le risque de remaniement chromosomique est beaucoup plus important en utilisant une 

séquence d’homologie plus courte. 

La mise en évidence de ce mécanisme découle en partie du travail de l’équipe de James Lupski 

autour de certains remaniements du gène PLP1 responsables de syndromes de Pelizaeus-

Merzbacher (Lee et al., 2007). En étudiant le locus dans une cohorte de patients atteints de ce 

syndrome ils ont identifié des délétions et des duplications en tandem résultant apparemment 

de NAHR mais également des profils plus complexes sans point de cassure récurrent. Ces 

derniers profils présentaient des microhomologies aux points de cassure sans qu’il existe une 

raison particulière pour qu’une cassure simple brin capable de disloquer la fourche de 

réplication survienne particulièrement à ce locus PLP1. L’analyse des séquences d’ADN 

avoisinant les sites de microhomologies utilisées, où la fourche se déconnecte et reconnecte, 

montre une forte probabilité de formation de structures complexes d’ADN : structure 
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cruciforme, en épingle, … Le modèle proposé, et aujourd’hui nommé Fork Stalling and 

Template Switching (FoSTeS), n’impose plus de cassure simple brin mais simplement un 

décrochage de la fourche de réplication au passage d’une structure complexe. En ce sens, le 

FoSTeS ne peut être considéré comme un mécanisme de réparation de point de cassure mais 

plutôt comme générateur de remaniements chromosomiques (Zhang et al., 2009) (Figure 24). 

 

Figure 24 : Schéma du mécanisme de FoSTeS. La fourche de 
réplication butte sur un "obstacle" laissant libre l'extrémité 
d'ADN du brin retard (A). Cette extrémité libre va pouvoir 
trouver une microhomologie et provoquer le 
« déraillement » de la fourche de réplication vers cette 
nouvelle séquence (B). Ce procédé peut se répéter une ou 
plusieurs fois (C) jusqu’à aboutir à la synthèse d’un 
chromosome remanié (D). 
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I – 4/ B- Remaniements simples 
 

Les anomalies du nombre de chromosomes (aneuploïdies) sont, par définition, déséquilibrées. 

Une trisomie est la présence d’un chromosome supplémentaire d’une paire donnée. A l’inverse 

une monosomie désigne la perte d’un chromosome d’une paire. La présence d’un troisième lot 

de chromosomes de chaque paire est appelée triploïdie. Les autres situations d’hypoploïdie ou 

d’hyperploïdie, variation du nombre de lots haploïdes de chromosomes ne sont observés que 

dans les génomes de tumeurs.  

Parmi les remaniements de structure chromosomique on distingue les remaniements équilibrés, 

sans perte ni gain de matériel, des remaniements déséquilibrés.  

Le remaniement déséquilibré le plus simple est la délétion terminale. Elle fait suite à la survenue 

d’une seule cassure chromosomique suivie de la perte du fragment terminale et capture ou 

synthèse d’un nouveau télomère. Une délétion interstitielle, elle, nécessite la survenue de deux 

cassures sur un même chromosome (un même bras chromosomique) suivie de la perte du 

fragment compris entre les deux points de cassure. Lorsqu’une copie est perdue la délétion est 

dite hétérozygote, et homozygote lorsque les deux copies sont perdues. On parle de duplication 

lorsqu’une copie supplémentaire est présente à son locus d’origine. Une duplication est dite en 

tandem lorsque les deux copies sont orientées dans le même sens et en miroir lorsqu’elles sont 

orientées en sens inverse. Des exemples de remaniements de ce type visibles au caryotype sont 

présentés dans la Figure 25.  
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Figure 25 : Exemples de remaniements déséquilibrés visibles au caryotype en bandes RHG (bandes GTG pour la 4ème paire de 
chromosomes 4) et idéogrammes correspondants. Par convention le chromosome normal est placé à gauche. Les points de 
cassure sont signalés par une flèche. 

Plus rarement peut se former un isochromosome, chromosome qui a remplacé l’un de ces bras 

par une deuxième copie du bras restant et qui est donc symétrique. Enfin, un chromosome de 

structure non identifiable est un chromosome dit « marqueur ». 

A la frontière entre remaniement équilibré et remaniement déséquilibré se trouve les 

chromosomes en anneau. Lors de la survenue d’une cassure sur chacun des bras 

chromosomiques, l’absence de télomère peut, en fonction des points de cassure, entraîner la 

fusion des régions subtélomériques et former un chromosome en anneau. Si un déséquilibre 

génomique peut être identifié il est également possible que seules des fragments télomériques, 

régions répétées non codantes soient perdues. Dans ce cas aucun déséquilibre génomique ne 

sera observé. C’est le cas par exemple dans une forme particulière d’épilepsie typique lié à la 

présence d’un chromosome 20 en anneau (Vignoli et al., 2016). 

Une translocation réciproque est l’échange de matériel chromosomique entre deux 

chromosomes non homologues suite à la survenue d’un point de cassure sur chacun d’entre eux. 

Les translocations robertsoniennes constituent un type de translocation particulier. Elles 
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concernent les chromosomes qui ont un bras court de très petite taille uniquement composé de 

séquences d’ADN ribosomiques redondantes entre les chromosomes concernés, dits 

acrocentriques. Chez l’Homme, les chromosomes acrocentriques sont les chromosomes 13 ; 

14 ; 15 ; 21 et 22. En cas de translocation robertsonienne il y a, le plus fréquemment, une cassure 

juxtacentromérique dans les bras courts puis fusion formant un chromosome dicentrique avant 

qu’un des deux centromères ne soit inactivé. Par le pachytène qui se forme dans ce cas lors des 

divisions méiotiques, et du fait des chromosomes concernés, ces remaniements sont 

particulièrement à risque de trisomie 13 ou 21.  

Lors d’une inversion, le fragment chromosomique contenu entre deux cassures survenues sur 

un même chromosome se retourne. On parle d’inversion péricentrique lorsque le fragment 

contient le centromère et d’inversion paracentrique lorsque ce n’est pas le cas (cassures sur le 

même bras chromosomique).  

Enfin l’insertion chromosomique consiste au déplacement d’un fragment chromosomique à un 

autre locus. Nécessitant 3 points de cassure cet évènement est le plus rare dans cette catégorie. 

Des exemples sont présentés dans la Figure 26. 

 
Figure 26 : Exemples de remaniements chromosomiques équilibrés visibles au caryotype et idéogrammes correspondants. Par 
convention le chromosome normal est placé à gauche. Les points de cassure sont signalés par une flèche. 
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I – 4/ C- Remaniements complexes 
 

En 1970, les auteurs rapportant un réarrangement chromosomique impliquant 3 (ou 4) 

chromosomes sont les premiers à utiliser la désignation remaniement complexe (Fredga and 

Hall, 1970). Après avoir été défini par défaut comme un remaniement plus complexe qu’une 

simple translocation réciproque (Pai et al., 1980), le caractère complexe d’un réarrangement a 

ensuite été défini par la présence d’au moins 3 points de cassure sur plus d’un chromosome 

(Pellestor et al., 2011).  

L’arrivée des techniques de séquençage massif en parallèle à la fin des années 2000 révèle des 

remaniements toujours plus complexes. En 2011, le néologisme « chromothripsis » est utilisé 

pour la première fois pour désigner un réarrangement extrêmement complexe avec 42 points de 

cassure concentrés sur le bras long d’un chromosome 4 chez un patient présentant une leucémie 

lymphoïde chronique (Stephens et al., 2011). La définition du remaniement complexe 

impliquant plusieurs chromosomes ne tient plus. Aussi, un remaniement complexe est 

aujourd’hui défini en miroir des remaniements dits simples. Est considéré complexe un 

réarrangement pour lequel le conseil génétique n’est pas maîtrisé, c’est-à-dire un remaniement 

qui n’est pas une translocation, une inversion ou une insertion (Madan, 2013; McGowan-

Jordan, 2016). Le nombre de points de cassure minimum est donc de facto de 3 (en excluant les 

insertions).  

Le nombre et le regroupement des points de cassure observé dans ce premier chromothripsis va 

à l’encontre du modèle de Knudson de la tumorigénèse. Dans ce modèle, c’est l’accumulation 

de changements génétiques au cours du temps qui entraîne le phénomène cancéreux alors qu’il 

semble ici y avoir eu un évènement catastrophique unique. Lors des descriptions suivantes il 

est également noté que ce type de remaniement se caractérise par un nombre de copie qui est 

soit normal soit de 1 (délétion hétérozygote). A l’inverse, dans les remaniements tumoraux qui 

résultent d’une accumulation de changements sur plusieurs cycles cellulaires on observe des 

délétions homozygotes et surtout des amplifications, sous forme de marqueur surnuméraire par 

exemple, procurant un avantage sélectif (Nones et al., 2014).  

Enfin, dans le chromothripsis est également observé un nombre égal de fragment inversés et 

non-inversés lui aussi ne pouvant pas être expliqué par l’addition d’évènements successifs 
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(Korbel and Campbell, 2013). L’identification de ces remaniements à l’état homogène dans les 

cellules cancéreuses fait dire aux auteurs qu’il s’agit d’un phénomène catastrophique unique 

survenant lors de la tumorigénèse. L’hypothèse formulée est celle d’une pulvérisation (-thripsis 

en grec) d’un chromosome (ou d’un bras chromosomique, ou de quelques chromosomes) suivie 

d’une reconstruction par simple recollement des fragments générés et perte de certains d’entre 

eux. En effet, l’étude des fragments de jonction de ces remaniements a mis en évidence 

l’utilisation des mécanismes de non-homologous end-joining (NHEJ) classique ou alternatif. 

Ceci expliquerait le regroupement des points de cassure sur un seul chromosome, un seul bras 

chromosomique voire une seule bande (Figure 27). 

Par la suite, ont été rapportés des profils de remaniements chromosomiques complexes quelque 

peu différents avec notamment des gains de matériel chromosomique. L’étude des fragments 

de jonction de ces remaniements a permis d’impliquer des mécanismes de réparation des 

cassures double-brin différents de ceux habituellement observés dans le chromothripsis. Il 

s’agissait de mécanismes dits réplicatifs, Microhomology-Mediated Breakage-Induced Repair 

(MMBIR)/ Fork Stalling and Template Switching (FoSTeS). Ainsi le réarrangement serait lié à 

l’emballement d’un mécanisme réplicatif sans qu’une étape de pulvérisation chromosomique 

ne soit nécessaire. Ces remaniements ont été désignés par le néologisme chromoanagenesis 

(Liu et al., 2011; Holland and Cleveland, 2012; Luijten et al., 2018) (Figure 27). 

Enfin, au cours de leur travail de caractérisation de tumeurs prostatiques, Baca et al. rapportent 

un troisième type de remaniement chromosomique complexe qu’ils nomment chromoplexie (-

pleko : tisser, entrelacer). Ils observent des remaniements en chaîne pour lesquels les jonctions 

sont fréquemment flanquées de délétions et qui entraînent la formation d’un transcrit de fusion 

à fort activité oncogénique (MPRSS2-ERG) (Figure 27). Ces remaniements impliquent au 

moins 5 chromosomes sans que ne puisse être identifié de focus de points de cassure comme 

c’est le cas dans le chromothripsis (Baca et al., 2013). Les auteurs suggèrent que la formation 

de ces chaînes dans le remaniement résulte, comme le transcrit de fusion isolé, de l’action du 

récepteur aux androgènes. C’est lui qui entraînerait une colocalisation d’un ensemble de loci 

génomiques et des cassures double-brin qui seraient ensuite mal réparées. Ce type de 

remaniement complexe ayant depuis été également décrit dans des cancers du poumon, oro-

pharyngés et des mélanomes ce mécanisme ne semble pas exclusif. 
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Figure 27 : Schéma des 3 types de remaniements chromosomiques complexes dits chromoanagenesis. Les gains du nombre de 
copie ne peuvent pas être observées en cas de chromothripsis. 

Quelques mois après la description de chromothripsis dans un génome tumoral est rapportée la 

première observation de chromothripsis constitutionnel. Il s’agissait d’un jeune garçon 

présentant une déficience intellectuelle sévère, une dysmorphie faciale et une scoliose pour 

lequel un remaniement à 12 points de cassure impliquant 3 chromosomes a été identifié 

(Kloosterman et al., 2011a).  

Les trois types de remaniements, chromothripsis, chromoanasynthesis et chromoplexie sont 

aujourd’hui regroupés sous le terme chromoanagenesis sans qu’aucun remaniement 

constitutionnel n’était été considéré chromoplexie. 
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Fréquence 

 

Dans les génomes tumoraux, un chromothripsis a pu être identifié dans 2 à 3% des cas (Stephens 

et al., 2011) avec des disparités en fonction du type de tumeur allant jusqu’à un tiers des cas 

d’ostéosarcome (Kloosterman et al., 2014; Behjati et al., 2017) ou de glioblastome (Malhotra 

et al., 2013; Erson-Omay et al., 2017). Ces chiffres, principalement obtenues à partir de données 

d’analyse chromosomique sur puce à ADN ou de séquençage à faible profondeur pourraient 

cependant être sous-estimées. Une étude plus récente retrouve des taux de 50% dans plusieurs 

types de cancer (Cortés-Ciriano et al., 2018). 

S’il est probable que la plupart des cellules qui connaissent un réarrangement chromosomique 

si important entre ensuite en apoptose, il est également possible qu’en affectant des gènes 

suppresseurs de tumeurs et/ou en activant des oncogènes le chromothripsis soit le moteur du 

processus tumoral (Rausch et al., 2012).  

S’agissant des remaniements constitutionnels, il a été montré qu’un chromothripsis pouvait être 

identifié dans 5% des cas de remaniement chromosomique visible au caryotype (Chiang et al., 

2012; Redin et al., 2017). Aucun remaniement de ce type n’a cependant été identifié dans les 

premières études en population générale (Sudmant et al., 2015; Hehir-Kwa et al., 2016) et un 

seul est présent dans la plus grande base de données de variants structuraux identifiés par 

séquençage en population générale (Collins et al., 2019) laissant supposer un possible biais de 

sélection. 

Au total, nous avons identifié 53 chromoanagenesis constitutionnels dans la littérature 

(Kloosterman et al., 2011a, 2012; Ochalski et al., 2011; Auger et al., 2013; Gu et al., 2013; 

Nazaryan et al., 2014; Plaisancié et al., 2014; Zanardo et al., 2014; Fontana et al., 2014; Gamba 

et al., 2015; Genesio et al., 2015; Macera et al., 2015; McDermott et al., 2015; Bertelsen et al., 

2015; Wang et al., 2015; Weckselblatt et al., 2015; de Pagter et al., 2015; Anderson et al., 2016; 

Masset et al., 2016; Suzuki et al., 2016; Burnside et al., 2016; Del Rey et al., 2016; Redin et al., 

2017; Collins et al., 2017, 2019; Kurtas et al., 2018, 2019; Slamova et al., 2018; Eisfeldt et al., 

2019). Si 10 cas de chromoanagenesis ont été rapportés transmis de la mère à son enfant 

(Kloosterman et al., 2012; Gu et al., 2013; Bertelsen et al., 2015; de Pagter et al., 2015; 

Weckselblatt et al., 2015; Kurtas et al., 2019), il n’existe pas à ce jour de cas décrits de 
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chromoanagenesis de novo affectant les chromosomes maternels. L’étude de l’origine parental 

du/des chromosome(s) affecté(s) a toujours mis en évidence une provenance paternelle 

(Kloosterman et al., 2012; Weckselblatt et al., 2015). Trois cas de remaniements hérités du père 

ont été rapportés (Bertelsen et al., 2015; Weckselblatt et al., 2015; Kurtas et al., 2019).  

La distinction entre chromothripsis et chromoanasynthesis est difficile à la lecture de la 

littérature dans la mesure où certains remaniements n’ont pas été étudié par séquençage 

(Ochalski et al., 2011; Auger et al., 2013; Zanardo et al., 2014; Burnside et al., 2016). De plus, 

certains auteurs ont préféré utiliser les termes génériques chromoanagenesis (Burnside et al., 

2016) ou remaniement chromosomique complexe (Ochalski et al., 2011; Auger et al., 2013; 

Suzuki et al., 2016; Eisfeldt et al., 2019) quand d’autres ont désigné chromothripsis un très 

probable chromoanasynthesis (Wang et al., 2015; Collins et al., 2019) ou proposer une nouvelle 

classe de chromoanagenesis (Masset et al., 2016). 

La très large majorité des patients décrits présentent une déficience intellectuelle de sévérité 

variable, le plus souvent syndromique (Fukami et al., 2017) en lien avec les régions affectées 

par une variation du nombre de copies et/ou la disruption d’un gène sensible à 

l’haploinsuffisance. Le démasquage d’un variant hétérozygote responsable d’une pathologie 

récessive est également possible (Auger et al., 2013). Sont maintenant également rapportées 

plusieurs observations de chromoanagenesis chez des sujets sans phénotype, identifiés suite au 

déséquilibre de ce remaniement dans leur descendance (van Binsbergen et al., 2012; Gu et al., 

2013; de Pagter et al., 2015). Bertelsen et al. rapportent eux un enfant présentant une épilepsie 

syndromique et porteur d’un chromothripsis déséquilibré transmis à l’identique par la mère 

pour lequel un variant ponctuel de SYNGAP1 explique complètement le phénotype. Les 

patientes porteuses de remaniements affectant un chromosome X semblent présenter un 

phénotype moins sévère, avec une dysfonction ovarienne isolée (Ochalski et al., 2011; Suzuki 

et al., 2016) probablement en lien avec l’inactivation de l’X remanié. Enfin, une seule 

observation de chromothripsis post-zygotique non en lien avec une tumeur a été rapporté chez 

une patiente ayant présenté un syndrome WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, 

Immunodeficiency, Myelokathexis), déficit immunitaire lié à des mutations gain de fonction du 

gène CXCR4 (McDermott et al., 2015). Dans la 4ème décade de vie, l’ensemble des signes 

cliniques de la pathologie ont disparu amenant la patiente en complète rémission. Cet étrange 
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scenario a pu être expliqué par la survenue d’un remaniement chromosomique complexe 

survenu dans une cellule souche hématopoïétique et ayant entraîné la délétion de la copie mutée 

de CXCR4. Ce type de correction par acquisition d’une anomalie chromosomique a été rarement 

décrit et reflète plus le désavantage procuré par la mutation que l’avantage obtenu par 

réarrangement chromosomique. A titre d’exemple, des monosomies ou des délétions 

segmentaires du bras long du chromosome 7 ont été observées chez des patients présentant un 

syndrome MIRAGE (#MIM : 617053), consécutifs à une mutation gain de fonction du gène 

SAMD9 (Roucher-Boulez et al., 2019). Le même mécanisme est décrit dans les anémies de 

Fanconi (Gregory et al., 2001). 

 

Le faible nombre de chromoanagenesis constitutionnels observés en période post-natal pourrait 

en partie résulter d’une certaine pression de sélection à la manière de ce qu’on observe pour les 

remaniements plus simples. Les aneuploïdies et plus globalement les déséquilibres génomiques 

font l’objet d’une importante contre-sélection avec un taux d’anomalies chromosomiques 

retrouvées proche de 60% dans les fausses couches spontanées précoces et inférieur à 1% en 

post-natal (Gardner and Amor, 2018). Aussi il est possible que les chromoanagenesis observés 

en postnatal constituent un sous-groupe relativement équilibré de l’ensemble des 

chromoanagenesis effectivement générés. Le taux d’anomalies chromosomiques est connu 

pour être particulièrement élevé dans les premières divisions cellulaires du zygote. Parmi elles, 

la proportion de remaniements compatibles avec un chromoanagenesis reste inconnue.  

Pour confirmer cette hypothèse, compte tenu de la limite de résolution du caryotype en période 

prénatale sur du matériel biologique possiblement altéré, il faudrait mener une étude par 

séquençage de génome de produits de fausse couche. A ce jour, à l’exception d’une recherche 

de variant de structure équilibré sur blastomère (n = 1) (Voet et al., 2013), seuls des recherches 

de CNVs ont été réalisées (Qi et al., 2018).  
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Mécanisme de survenue 

 

La survenue de façon concomitante de multiples cassures de l’ADN peut être le fait d’agents 

exogènes : radiations ionisantes (Morishita et al., 2016), radicaux libres, chimiothérapies. 

Seules les radiations ionisantes ont montré une capacité à générer des remaniements 

chromosomiques avec un regroupement des anomalies comme observé pour les chromothripsis 

et chromoanasynthesis. Ceci peut être une conséquence de l’organisation physiologique en 

territoires chromosomiques dans le noyau interphasique. En effet, la description de 

chromoanagenesis impliquant plusieurs chromosomes rend très peu probable l’hypothèse d’une 

explosion chromosomique au moment de la division cellulaire. Les territoires chromosomiques 

interphasiques sont susceptibles d’être affectés individuellement par un « tir » de radiations 

ionisantes. L’intégration de séquences virales (HPV) a également été décrite comme générant 

une instabilité chromosomique et des évènements complexes mais ne présentant pas les mêmes 

caractéristiques (Akagi et al., 2014).  

En s’intéressant directement aux chromoanagenesis plusieurs hypothèses non exclusives se 

sont faites jour et plusieurs mécanismes cellulaires ont été investigués. La première hypothèse 

formulée fut celle d’une apoptose incomplète dans laquelle seule une partie de la chromatine 

est détruite mais où la cellule reste viable (Tubio and Estivill, 2011). La chromatine la plus 

accessible serait la plus susceptible à ces évènements. Cette chromatine altérée fait ensuite 

l’objet d’une réparation défectueuse à l’origine du réarrangement observé (Ciavarra and 

Zacksenhaus, 2011). Cette hypothèse ne permet pas d’expliquer la concentration des points de 

cassure sur un seul ou un nombre limité de chromosomes. 

Par la suite, le rôle de l’attrition télomérique a été discuté (Ernst et al., 2016). L’absence de 

« protection télomérique » peut engendrer la fusion de deux télomères. Ces phénomènes de 

fusion peuvent entrer dans un cycle de cassure-pont-fusion connu pour être responsables de 

remaniements chromosomiques complexes (Gisselsson et al., 2001). En fusionnant il peut se 

former soit un chromosome en anneau soit un chromosome dicentrique. Dans ce dernier cas, 

peuvent être observés des ponts chromatiniens entre deux cellules filles au moment de la 

cytodiérèse (Maciejowski et al., 2015). Au moment de la rupture de l’enveloppe nucléaire, ce 

pont chromatinien se retrouve exposé à l’action de l’exonucléase TREX1, qui va engendrer de 
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nombreuses cassures double brin du pont chromatinien. Mieux que le précédent modèle, celui-

ci permettrait d’expliquer le regroupement de points de cassure dans un ou quelques points 

chauds, notamment à proximité des télomères. Cette hypothèse permet également d’expliquer 

l’excès de mutations ponctuelles parfois observé à proximité immédiate des points de cassure 

de chromothripsis tumoraux (Maciejowski et al., 2015). 

Enfin, via différents modèles cellulaires présentant des défauts des points de contrôle de la 

mitose ou du fuseau mitotique, les aneuploïdies voire une hyperploïdie ont été associés à un 

risque accru d’instabilité chromosomique et de chromothripsis (Mardin et al., 2015). 

Mais l’hypothèse qui a été le plus investiguée à ce jour implique la séquestration d’un (ou 

plusieurs) chromosome(s) au sein d’un micronoyau. En effet, cette hypothèse présente 

l’avantage majeur de pouvoir expliquer le regroupement des points de cassures sur un ou 

quelques chromosomes. L’observation fréquente de micronoyaux dans les cellules cancéreuses 

a contribué à crédibiliser cette hypothèse (Crasta et al., 2012; Hatch et al., 2013a). De plus 

l’observation de micronoyaux a été associée à l’instabilité génomique (Terradas et al., 2016). 

L’apparition d’un micronoyau serait la conséquence d’un défaut de captation d’un centromère 

par le fuseau de division cellulaire (Crasta et al., 2012). En inactivant le centromère du 

chromosome Y de manière sélective il a pu être effectivement montré que celui-ci subissait un 

remaniement chromosomique complexe après avoir été séquestré dans un micronoyau (Ly et 

al., 2017). Ce micronoyau dispose comme le noyau principal d’une double couche 

membraneuse mais celle-ci ne s’assemble pas correctement et ne contient notamment pas la 

même densité de pores nucléaires. Incapable d’importer correctement le matériel nécessaire en 

son sein, il se retrouve déficient pour les machineries de réplication et de réparation de l’ADN 

(Hatch et al., 2013a).  

La première possibilité est que la conjugaison de ces défauts entraîne par eux-mêmes la 

fragmentation du chromosome séquestré. C’est la structure du micronoyau qui serait en cause. 

Chaque cassure double brin va générer un nouveau fragment. L’ensemble des fragments peut 

ensuite être perdu si le micronoyau est dégradé dans le cytoplasme, et entraîner une aneuploïdie 

ou bien être réintégré dans une des cellules filles. Dans ce dernier cas, les fragments sont 

réassemblés pour donner un chromosome remanié.  
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Une deuxième explication envisagée est celle d’une condensation prématurée du chromosome 

séquestré dans le micronoyau, ce phénomène étant connu pour entraîner de nombreux points de 

cassure sur le chromosome concerné (Kürten and Obe, 1975). Récemment cette hypothèse a pu 

être appuyée expérimentalement. En parvenant à retarder l’entrée en phase M du noyau 

principal il a été possible de montrer que l’étape d’explosion chromosomique était liée à une 

asynchronie entre le micronoyau et le noyau principal (Pantelias et al., 2019). Lorsque l’entrée 

en phase M du noyau principal était retardé (phase G2 allongé) pour « attendre » le micronoyau 

il n’était pas observé de phénomène d’explosion chromosomique.  

Normalement à l’entrée en mitose, la membrane du noyau se rompt et sous l’action de la cycline 

B1-CDK1 et de la phosphorylation des histones la chromatine se condense. Ici, au moment de 

l’entrée en phase M, la membrane du micronoyau se rompt avec celle du noyau principal alors 

même que le chromosome séquestré n’est pas entièrement répliqué. Aussi, plus le retard de 

réplication est important, plus il y a de fourches de réplications encore actives et plus le 

chromosome sera fragmenté. En effet, le stress mécanique porté par le phénomène de 

condensation de la chromatine sur les fourches de réplication tardives suffit à les faire décrocher 

de l’ADN (Terzoudi et al., 2015). Le chromosome se retrouve fragmenté. En fonction des 

mécanismes de réparation qui seront mis en place, chaque extrémité de fragment pourra être 

détectée comme un point de cassure du remaniement sur le chromosome finalement réassemblé.  

S’agissant des mécanismes de réparation il est fort probable que la recombinaison homologue, 

mécanisme le plus fidèle de réparation soit saturé par le nombre de points de cassure à prendre 

en charge. Il a pu être montré qu’au-delà de 20 cassures double brin, les mécanismes de non 

homologous end joining (classique et/ou alternatif) devenaient prédominants (Gudjonsson et 

al., 2012). Bien sûr, la présence d’éléments répétés au niveau des points de cassure va pouvoir 

favoriser l’emploi de mécanismes impliquant des microhomologies et si un certain 

enrichissement en éléments répétés au niveau des points de cassure a été évoqué il ne semble 

cependant pas être la règle (Kloosterman et al., 2011b; Redin et al., 2017). Enfin, le facteur 

prédominant est probablement la phase du cycle cellulaire au cours de laquelle a lieu cette 

réparation. Même si un micronoyau peut être maintenu pendant plusieurs cycles cellulaires il 

semble que l’explosion ait lieu en fin de phase G2 au moment où le noyau principal est prêt 

pour entrer en phase M. Si les mécanismes de non homologous end joining sont mobilisables 
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tout au long du cycle cellulaire, les mécanismes réplicatifs ne sont eux actifs qu’en phase S ou 

G2.  

En impliquant la condensation prématurée d’un chromosome, séquestré ou non dans un 

micronoyau, ce modèle présente également l’avantage de pouvoir expliquer l’origine paternelle 

des chromosomes concernés (Kloosterman et al., 2012; Weckselblatt et al., 2015). En effet, à 

l’inverse des aneuploïdies, le plus souvent consécutives à une non-disjonction méiotique 

maternelle, les chromoanagenesis de novo concernent préférentiellement les chromosomes 

paternels (Pellestor et al., 2014). La multiplicité des divisions cellulaires au cours de la 

spermatogénèse notamment entre le stade de spermatogonie et la méiose, fait s’accroître le 

risque d’erreur poussant un chromosome dans un micronoyau . La réorganisation majeure du 

repliement chromosomique des spermatides lors de la transition des histones vers les 

protamines peut aussi contribuer à cette observation (Pellestor et al., 2014).  

Aussi, deux questions principales apparaissent : 

- Les chromoanagenesis tumoraux et constitutionnels sont-ils issus des mêmes 

mécanismes ? 

- Remaniements simples et remaniements complexes sont-ils les deux extrêmes d’un 

même continuum biologique simplement séparer par une seuil arbitraire de ne nombre 

de points de cassure ? Ou bien sont-ils le résultats de mécanismes biologiques distincts ? 

 

I – 4/ D- Insertion d’éléments mobiles 
 

Les éléments mobiles du génome occupent plus de la moitié de la séquence du génome humain 

(Lander et al., 2001). La mobilisation de ces éléments est à l’origine d’insertions de séquences, 

pour partie au moins, copie de la séquence d’origine. En ce sens ils peuvent être considérés 

comme des gains du nombre de copie dont le contenu serait standardisé, à la manière d’un 

copié-collé, à l’inverse des CNVs habituellement observés dont le contenu est plus aléatoire. 

De par leur similitude et leur grand nombre de copies ces éléments peuvent être difficiles à 

assembler pour construire un génome de référence et ont pu ainsi être négligés par le passé. Les 

techniques de séquençage à haut débit short-read mais surtout long-read vont permettre de 
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mieux caractériser ces évènements et ainsi connaître leur potentiel pathogène. On distingue 

différente famille d’éléments mobiles. 

Chez l’Homme, seuls les éléments LINE-1 (long interspersed element 1) ou L1 sont autonomes 

pour se mobiliser et sont nécessaires à la mobilisation des autres familles d’éléments mobiles. 

Ces éléments ont une longueur de 6 kb chacun et occupent à eux seuls 17% du génome humain 

(Lander et al., 2001). Seule une centaine d’éléments L1 sont considérés intacts et donc 

mobilisables, quelques-uns étant hautement actifs (Brouha et al., 2003). Un L1 code un 

promoteur d’ARN polymérase II. Lorsqu’il est transcrit, il produit un ARN qui code l’ARN 

binding protein ORF1p (Martin et al., 2005) et une protéine ORF2p aux activités endonucléase 

et reverse transcriptase (Mathias et al., 1991; Feng et al., 1996). Ces deux éléments sont la clé 

du mécanisme de « Target Primed Reverse Transcription » (TPRT) au cours duquel l’ARN de 

l’élément L1 est rétrotranscrit en ADNc avant que celui-ci ne soit inséré dans l’ADN 

génomique. C’est cette protéine ORF2p qui permet aussi la mobilisation des autres familles 

d’éléments mobiles du génome. 

Les séquences Alu occupent 11% de la séquence du génome humain. Leur longueur n’étant que 

de 300 bases, leur nombre est beaucoup plus important que celui des L1, 1,07 million de copie. 

Cette famille d’éléments mobiles est celle qui a le plus proliféré chez les primates (Dewannieux 

et al., 2003). Ils sont composés de deux monomères distincts de structure proche réunis par une 

séquence riche en adénine et suivis d’une queue poly-A. Comme les éléments Alu, les SVA 

(SINE-VNTR-Alu) sont des short interspersed elements. Ils sont composés de séquences Alu 

et d’un nombre variable de répétitions en tandem. Leur taille moyenne est de 2 kb. Comme les 

éléments Alu ils sont mobilisés par l’intermédiaire de ORF2p (Hancks et al., 2011).  

Enfin, la protéine ORF2p peut également être responsable de la rétrotranscription / insertion 

d’ARNm dans l’ADN génomique. Ceci entraîne la formation de rétrocopies (Esnault et al., 

2000), aussi appelés pseudogènes « processés ». Cette dernière famille est la moins abondante 

et la plus diverse. En effet, si les gènes les plus fortement exprimés sont potentiellement plus 

sujets à ces évènements, chaque transcrit produit est susceptible d’être « rétrocopié ».  

On estime la fréquence d’une mobilisation d’Alu à 1 méiose sur 21 (Xing et al., 2009), 1 sur 

95-270 pour les éléments L1 (Xing et al., 2009; Ewing and Kazazian, 2010), 1 sur 916 pour les 

SVA (Xing et al., 2009) et seulement 1 sur 6256 pour les ARNm (Ewing et al., 2013).  
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Les rétrocopies sont donc à la fois les évènements les plus rares et les moins connus dans le 

domaine de la génétique médicale. Une explication est celle du caractère mono ou oligogénique 

des investigations menées en diagnostic jusqu’à l’avènement du séquençage haut débit il y a 

quelques années. En effet, en analysant uniquement les séquences exoniques d’un gène la 

probabilité d’identifier ce type de remaniement est très faible (1 mobilisation sur 6 256 méioses 

et environ 1,5% du génome code environ 20 000 gènes soit approximativement 1x10-10 

probabilité d’observé un évènement de novo en analysant un seul gène). C’est l’arrivée des 

techniques de séquençage massif en parallèle, en augmentant le nombre de gènes analysés 

(panel, exome, génome) qui rend désormais possible ces observations.  
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I – 5/ Conséquences des variants de structure chromosomique 
constitutionnels 
 

Les conséquences phénotypiques des remaniements de structure sont extrêmement variables. 

Elles dépendent avant tout du type de remaniement et des gènes concernés. 

 

I – 5/ A- Variants affectant la séquence codante 
 

Déséquilibre génomique 

 

Les anomalies du nombre de chromosomes (aneuploïdies) homogènes sont responsables de 

syndrome bien définis. La trisomie 21 (syndrome de Down) est la plus fréquente des 

aneuploïdies autosomiques viables. Elle est responsable d’une déficience intellectuelle de 

sévérité variable associée à une dysmorphie faciale avec un visage plat, arrondi, des fentes 

palpébrales obliques en haut et en dehors. Des anomalies cardiaques (canal atrio-ventriculaire) 

et thyroÏdiennes sont fréquemment présentes. Le risque de leucémie aiguë est augmenté. Les 

trisomies 13 (syndrome de Patau) et 18 (syndrome d’Edwards) sont elles aussi viables mais 

responsables de syndromes malformatifs de mauvais pronostic. La monosomie X est 

responsable d’un syndrome de Turner associant une aménorrhée primaire (infertilité) avec une 

petite taille et quelques éléments morphologiques particuliers mais habituellement sans 

déficience intellectuelle. Le syndrome de Klinefelter est associé à une formule XXY et associe 

des anomalies pubertaires à une azoospermie. 

L’appellation variations du nombre de copies recouvre l’ensemble des anomalies déséquilibrées 

de plus de 1 kb. A la résolution moyenne de 40 kb, une analyse chromosomique sur puce à 

ADN met en évidence entre 10 et 15 variants par individu. L’interprétation de ces variants 

repose sur un faisceau d’arguments. Les gènes sensibles à l’haploinsuffisance et connus en 

pathologie font l’objet du travail de corrélation génotype/phénotype. Le démasquage d’un 

variant hémizygote par une délétion d’un gène responsable d’une pathologie autosomique 

récessive est également possible. Les gènes étant globalement plus sensibles à 

l’haploinsuffisance qu’à la présence d’une copie supplémentaire les pertes sont habituellement 
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considérées plus facilement pathogènes que les gains équivalents. L’ensemble de ces éléments 

permet habituellement de conclure entre le caractère (probablement) pathogène ou 

(probablement) bénin d’un CNV mais des variants de signification indéterminée persistent.  

Au total, les variations du nombre de copie sont considérées responsables d’environ 15% des 

cas de déficience intellectuelle (Miller et al., 2010), et de 6% des malformations fœtales (Malan 

et al., 2016; Pons et al., 2017), hors aneuploïdies.  

Les régions soumises à empreinte parentale sont un cas particulier. Dans ces régions, seul un 

allèle est exprimé en fonction de son origine parentale. Une contribution biparentale est donc 

nécessaire à l’expression adéquate de ces gènes. La délétion d’un allèle aura les mêmes 

conséquences que la présence de deux allèles d’un même parent (disomie uniparentale). Le 

locus 15q11q13 est associé aux syndromes de Prader-Willi et d’Angelman en fonction de 

l’allèle non fonctionnel (paternel pour le Prader-Willi et maternel pour l’Angelman). Outre les 

délétions récurrentes de tout le locus médiées par NAHR, la perte du locus en charge de la mise 

en place de l’empreinte est également décrite (Glenn et al., 1996). Enfin, les gènes majeurs du 

locus sont SNRPN pour l’allèle paternel et UBE3A pour l’allèle maternel. En fonction de l’allèle 

touché des variations nucléotidiques ponctuels de ces gènes pourraient être pathogènes. Un cas 

de translocation réciproque apparemment équilibrée t(2;15)(q37.2;q11.2) dont le point de 

cassure est situé entre le centre d’empreinte et le gène SNRPN a également été décrit chez un 

patient présentant un syndrome de Prader-Willi atypique (Conroy et al., 1997). 

 

Remaniements équilibrés 

 

Les anomalies équilibrées ne sont, de leur côté, habituellement pas associées à un phénotype 

anormal. En revanche, elles vont entraîner des anomalies d’appariement des chromosomes sur 

la plaque équatoriale lors de la méiose. Ces structures anormales peuvent être résolues par 

différentes ségrégations entre les cellules filles dont certaines peuvent générer un déséquilibre 

génomique (Figure 28 et Figure 29). Ainsi elles peuvent contribuer à une infertilité ou à la 

survenue de fausses couches à répétition et doivent être systématiquement recherchées chez les 
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parents d’un enfant présentant un remaniement déséquilibré. Cette information permettra de 

connaître le risque de récurrence et donc de donner un conseil génétique fiable. 

 

 

Figure 28 : Risques de déséquilibres associés à une translocation réciproque en fonction du type de ségrégation 
chromosomique du tétravalent de pachytène (image de microscopie électronique). Seules les ségrégation 2:2 sont présentées. 
La ségrégation alterne n'entraîne pas de déséquilibre (A). L’utilisation de gamètes issues de ségrégations adjacentes 1 (B) ou 
2 (C) vont entraîner des délétions duplications segmentaires. Les ségrégations 3 :1 et 4 :0 sont plus rares mais également 
possibles .D’après M. Prieur. 
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Figure 29 : Schéma des risques de déséquilibres liés à une translocation robertsonienne. D’après M. Prieur 

L’association entre une anomalie chromosomique apparemment équilibrée vue au caryotype et 

un phénotype anormal à 2 ans est observée dans 6,1% des cas de translocation apparemment 

équilibrée de novo et 9,4% des cas d’inversions de novo (Warburton, 1991). Plus récemment 

un suivi à plus long terme des patients porteurs de ce type de remaniements a montré la présence 

d’un phénotype anormal dans 27% des cas, cette discordance étant principalement dû à la 

détection plus tardive d’anomalies du neuro-développement (Halgren et al., 2018). Pour 40% 

de ces cas, il existe en réalité un déséquilibre chromosomique expliquant le phénotype soit au 

niveau d’un des points de cassure du remaniement vu au caryotype soit ailleurs dans le génome 

probablement par association fortuite (De Gregori et al., 2007; Schluth-Bolard et al., 2009). 

Pour les autres cas, une association fortuite reste possible mais le séquençage de génome entier 

permet d’obtenir la résolution pour investiguer l’hypothèse d’une pathologie du point de 

cassure. A la manière d’une délétion, un remaniement qui viendra interrompre un gène sensible 

à l’haploinsuffisance sera responsable du phénotype en rapport. Cette disruption peut également 

être associé à une autre variation pathogène sur l’autre allèle et causer une pathologie de 

transmission récessive. Exceptionnellement, cette deuxième variation peut également être un 

variant de structure. L’observation d’une famille consanguine dans laquelle une translocation 

réciproque homozygote est associée à une polymicrogyrie/microcéphalie est rapportée (Baala 

et al., 2007). 
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En interrompant deux gènes, le remaniement peut également être à l’origine d’un gène de fusion 

aux conséquences difficiles à prédire. La fusion bcr/abl du chromosome dit Philadelphie 

(translocation entre un chromosome 9 et un chromosome 22) responsable de leucémie myéloïde 

chronique a été le premier exemple décrit d’une longue liste d’exemple en oncologie (Nowell 

et al., 1960; ROWLEY, 1973). A ce jour, un seul exemple lié à un remaniement constitutionnel 

a été décrit. Il s’agit de la fusion des gènes PKT2 et THOC2 suite à une translocation entre un 

chromosome X et un chromosome 8 chez une patiente présentant une ataxie congénitale (Di 

Gregorio et al., 2013). 

 

I – 5/ B- Effet de position 
 

Sans interrompre d’élément génique, un remaniement chromosomique peut également avoir un 

« effet de position ». Il s’agit des conséquences du déplacement d’un élément génique à distance 

de son « paysage » chromatinien habituel. Le gène peut ainsi être déplacé d’un environnement 

euchromatinien favorable à sa transcription à un environnement hétérochromatinien, condensé 

et donc défavorable à sa transcription (position effect variegation) (Tartof et al., 1984). Plus 

directement, le gène peut être déconnecté de ses éléments régulateurs physiologiques 

(promoteurs, enhancers) par son déplacement à longue distance ou par l’interposition d’un 

élément insulateur réduisant les interactions. Il peut tout aussi bien s’agir d’un remaniement 

équilibré que d’un remaniement déséquilibré affectant un ou plusieurs éléments régulateurs. 

Trois éléments participent à la régulation de l’expression d’un gène : une région promotrice, un 

système enhancer/silencer et un environnement chromatinien plus ou moins favorable 

(ouvert/fermé) à l’action du couple enhancer/promoteur (Kleinjan and van Heyningen, 1998). 

C’est en effet l’enhancer qui va permettre l’activation du promoteur et l’initiation de la 

transcription du gène. Si un point de cassure survenait entre les 3 éléments (enhancer/silencer ; 

promoteur ; gène) l’expression du gène peut être dérégulée. Quelques loci bien étudiés ont fait 

l’objet de la majorité des descriptions et investigations autour de ce mécanisme. C’est le cas du 

désert génique situé en amont de SOX9 sur le chromosome 17 où en fonction de la position du 

remaniement va pouvoir être observé une réversion sexuelle, une dysplasie campomélique ou 

un phénotype normal (Velagaleti et al., 2005). L’étude des TADs de ce locus a apporté un 
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niveau de compréhension supplémentaire dans l’effet de position. En effet, des duplications de 

régions du désert génique étaient responsables de phénotypes alors qu’elles maintenaient la 

distance linéaire entre le gène, son promoteur et une des deux copies de l’enhancer connu sans 

affecter le niveau d’expression du gène en question. L’analyse de conformation de la 

chromatine a permis de montrer la formation de néo-TAD et l’adoption de l’enhancer dupliqué 

par un autre gène (Lupiáñez et al., 2015; Franke et al., 2016) (Figure 30-2B et 2C). La 

multiplicité des possibilités est présentée dans la Figure 30 en fonction du type de variants de 

structure et de leur contenu (présence d’un élément insulateur ou non). En l’absence d’élément 

insulateur les manifestations phénotypiques observées résultent d’un simple « effet dose » par 

délétion ou duplication d’un élément régulateur (Figure 30-1). Les conséquences sont beaucoup 

plus difficiles à prédire lorsqu’un élément insulateur est concerné par le variant de structure 

(fusion de TAD, néoTAD) (Figure 30-2 et Figure 30-3). 
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Ainsi il semble intéressant de pouvoir distinguer les remaniements intra-TAD, pour lesquels on 

peut observer des modifications du niveau d’expression d’un gène en fonction de la perte ou de 

la duplication d’un enhancer physiologique ; des remaniements modifiant la conformation des 

TADs aux effets plus difficiles à prédire car impliquant des interactions inédites. 

Les loci pour lesquels de tels mécanismes ont été associés à une pathologie humaine sont encore 

peu nombreux et concernent généralement des phénotypes très reconnaissables, potentiellement 

plus simples à étudier via des modèles animaux (Lupiáñez et al., 2015; Will et al., 2017; 

Kragesteen et al., 2018; Spielmann et al., 2018).  

En effet, si les éléments régulateurs d’un gène sont regroupés au sein de TADs et même si ceux-

ci sont relativement stables il n’en existe pas moins une certaine variabilité entre les différents 

types cellulaires, expliquant notamment l’expression des gènes dans un tissu et pas dans un 

autre. Ainsi l’étude du niveau de régulation d’un gène et de la structure de la chromatine devrait 

idéalement être réalisée dans un tissu en rapport avec le phénotype du patient. Middelkamp et 

al. ont démontré l’intérêt de cette approche chez un patient présentant une déficience 

intellectuelle syndromique et porteur d’un chromothripsis (Middelkamp et al., 2017). Ils ont 

utilisé des lymphocytes du patients transformés une première fois en cellule pluripotente induite 

(iPS) et une seconde fois en neurones pour démontrer la perte de contact entre le gène TWIST1 

et plusieurs de ces enhancers non observable dans le sang.  

Récemment une approche combinant la digitalisation des phénotypes de patients et les données 

d’interactions chromatiniennes obtenues dans un grand nombre de tissus a été proposé 

(Middelkamp et al., 2019). Un large éventail de données a été utilisé : Hi-C, TAD, promoter 

capture Hi-C (PCHiC), site d’hypersensibilité à la DNase hypersensitivity (DHS), données 

RNA et ChIP-seq. Dans 25% des cas cette approche a permis de considérer un gène comme 

affecté par un effet de position et probablement responsable du phénotype. Il est cependant 

difficile de connaître la part de diagnostic permis par l’outil clinique et l’implication régulière 

de nouveaux gènes en pathologie humaine d’une part et par les données chromatiniennes 

d’autre part.   
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I – 5/ C- Pathogénicité des éléments transposables 
 

Le potentiel pathogène de ces évènements de mobilisation dépend en grande partie du site 

d’insertion. Plus de 24 000 sites d’insertion d’éléments mobiles sont considérés comme 

polymorphiques, représentant 24 % de l’ensemble des variants de structure connus et 36 % de 

ces évènements ont une fréquence supérieure à 1 %. En dehors de ces polymorphismes on 

distingue différents mécanismes par lesquels les éléments mobiles peuvent être pathogènes. 

La situation la plus claire est celle de l’insertion directement dans une séquence codante. C’était 

le cas du premier évènement L1 pathogène identifié directement dans la séquence du gène F8 

chez un patient hémophile A (Kazazian et al., 1988). Depuis de nombreux autres cas de 

pathologies monogéniques ont été concernées par ces insertions aboutissant à une protéine 

tronquée (codon stop prématuré directement ou décalage du cadre de lecture aboutissant à un 

codon stop) (Taşkesen et al., 2012; Nakamura et al., 2015). Outre la disruption de la séquence 

codante, l’élément inséré peut respecter le cadre de lecture, être transcrit au sein du produit 

normal de transcription mais perturber les mécanismes d’épissage. Ceci a été décrit pour 

l’insertion d’un élément Alu dans l’exon 11 du gène CLCN5 entraînant un saut de ce même 

exon par destruction du site enhancer d’épissage à l’origine d’une maladie de Dent (Claverie-

Martín et al., 2005). De même, les insertions introniques, surtout lorsqu’elles sont proches des 

sites d’épissages, peuvent avoir le même effet. En plus de détruire des sites d’épissage, les 

éléments mobiles peuvent également en faire apparaître. Ceci va entraîner l’exonisation de la 

séquence comprise entre le nouveau site d’épissage et l’exon voisin si un seul site est créé ou 

l’exonisation de l’élément mobile lui-même s’il crée un couple site donneur-site accepteur 

d’épissage (Wallace et al., 1991; Gallus et al., 2010; Rodríguez-Martín et al., 2016). 

Indépendamment du site d’insertion le phénomène de mobilisation par TPRT peut 

s’accompagner de délétions interstitielles potentiellement pathogènes. Deux observations 

distinctes d’insertion d’un SVA dans le gène SUZ12P associés à des délétions du gène voisin 

NF1 ont été rapportés dans des cas de neurofibromatose (Vogt et al., 2014). Cette situation est 

à distinguer de cas où l’insertion de l’élément mobile se fait dans le cadre de la réparation d’une 

cassure double brin. Dans ce cas l’insertion se fait en dehors du mécanisme de TPRT 

directement dans un point de cassure préexistant (Morrish et al., 2002; Morisada et al., 2010).  

S’il s’agit là d’évènements privés, identifiés dans des familles uniques, certains éléments 

transposables présentent également un effet fondateur responsable d’une fréquence accrue 

d’une pathologie monogénique dans un isolat génétique. C’est par exemple le cas de l’insertion 
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d’un SVA dans le gène FKTN responsable d’une dystrophie musculaire de transmission 

autosomique récessive (#MIM253800) au Japon (Kobayashi et al., 1998), d’un SVA dans un 

intron du gène TAF1 responsable de dystonie parkinsonienne aux Philippines (Bragg et al., 

2017; Aneichyk et al., 2018). 

En dehors des maladies monogéniques, certains éléments transposables ont également été 

rapportés comme facteur de prédisposition à des maladies communes via leur effet modulateur 

sur l’expression d’un gène (eQTL : expression Quantitative Trait Loci) (Payer et al., 2017; 

Wang et al., 2017). Ce rôle de modulation de l’expression pourrait dans certains cas constituer 

un avantage sélectif capable d’expliquer la distribution biaisée des éléments Alu vers les régions 

riches en gènes. Les études GWAS habituellement utilisées pour identifier ce type de 

prédisposition ne peuvent identifier ces variations de structure et il est probable qu’avec 

l’utilisation massive du séquençage de génome et l’amélioration de la détection de ces 

évènements l’importance des éléments transposables soit revue à la hausse. 

 

De par leur structure et leur nombre les éléments Alu présentent certaines spécificités. Par la 

présence de nombreux ilôts CpG dans leur séquence ils sont un site majeur de méthylation. On 

estime que les séquences Alu représentent 30% des sites de méthylation du génome. Des 

modifications de ce type peuvent affecter le niveau d’expression d’un gène, mais ce mécanisme 

reste difficile à impliquer en pathologie et aucun exemple n’existe à ce jour.  

Parallèlement, les éléments Alu possèdent une forte capacité d’exonisation lorsqu’elles sont 

présentes sur le brin antisens. Approximativement 5% des exons alternatifs dans le génome 

résultent d’un site d’épissage lié à un élément Alu (Gal-Mark et al., 2008). Au cours de 

l’évolution ils auraient contribué à la diversification du protéome mais peuvent aussi à l’échelle 

individuelle altérer un transcrit et entraîner une pathologie.  

Au niveau de l’ADN génomique, l’appariement d’éléments Alu non alléliques peut entraîner 

l’apparition d’une variation du nombre de copie (délétion ou duplication en tandem) par un 

mécanisme de recombinaison homologue non allélique (NAHR). En effet, du fait du mécanisme 

de copié-collé les séquences ont un très fort niveau d’homologie entre elles et leur nombre très 

important (donc leur grande proximité) multiplie le risque de recombinaisons délétères. Ce 

mécanisme est également possible entre deux éléments d’une autre famille (L1 principalement), 

comme c’est le cas dans les inversions récurrentes du gène F8 responsables d’hémophilie 

(Antonarakis et al., 1995; Startek et al., 2015). Il s’agit ici d’un phénomène « passif » sur le 
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plan de la mobilité génomique, et plutôt de la conséquence de millions d’années d’accumulation 

de nouveaux éléments mobiles. 

Ceux-ci sont tellement nombreux qu’il n’est d’ailleurs pas exceptionnel d’en identifier deux au 

sein d’un même transcrit. S’ils sont orientés en sens inverse, ils sont théoriquement en mesure 

de s’hybrider ensemble et ainsi de créer un ARN double brin. Là encore par un mécanisme 

« passif », cette structure va perturber le mécanisme d’épissage et pouvoir former un ARN 

circulaire fermé par les deux éléments Alu d’une part, et un transcrit anormal d’autre part 

amputé des exons compris entre les deux séquences Alu (Jeck et al., 2013). Cette même 

structure peut également être à l’origine du recrutement de la protéine ADAR et à l’édition des 

bases adénine en inosine (Athanasiadis et al., 2004). A ce jour, ces deux mécanismes n’ont pas 

été décrits en pathologie.  
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II - Résultats 
 

II – 1/ Article 1 : Severe hemophilia A caused by an unbalanced 
chromosomal rearrangement identified using nanopore sequencing 
 

Le première question posée en introduction de ce travail était : 

- Face à une maladie monogénique, en l’absence de variant nucléotidique identifié, 
comment mettre en évidence un remaniement de structure pathogène ? 

Nous prenons ici le cas de l’hémophilie A, qui a été, comme nous l’avons vu précédemment, 

une des pathologies clés pour l’identification de nouveaux types de variants de structure 

pathogènes (Kazazian et al., 1988; Antonarakis et al., 1995) possiblement problématique pour 

le séquençage short-read comme discuté en introduction. 

 

Ce qui était connu : 

L’hémophilie est une maladie récessive liée à l’X responsable de défauts de la voie intrinsèque 

de la coagulation. On distingue l’hémophilie A (#MIM 306700) de l’hémophilie B (#MIM 

306900) respectivement associées à des déficits en facteur VIII et IX de la coagulation. La 

mesure de l’activité de ces deux facteurs est réalisée en routine dans les laboratoires 

d’hémostase après la découverte d’un temps de céphaline activée anormalement long.  

Une fois le déficit identifié, après séquençage des exons et des jonctions introns/exons et 

recherche par Southern-blot des inversions récurrentes médiées par des éléments L1 au locus, 

2% des patients restent sans variation génétique identifiée (Swystun and James, 2017). Dès lors, 

les deux principales hypothèses sont celles d’un variant intronique profond entraînant par 

exemple un défaut d’épissage d’une part, et un variant de structure avec un point de cassure 

intragénique. 

Dans le cas présent, le patient étudié présentait une hémophilie A sévère. L’étude de l’ARN et 

l’amplification de l’ensemble du gène (exons et introns) en plusieurs produits de long-range 

PCR ont été initiées de front. Etonnement, alors qu’il existe bien un transcrit du gène F8 non 

dégradé, donc disposant d’une polyadénylation, celui-ci est anormal, dépourvu du dernier exon 

(26). Sur l’ADN, il n’a pas été possible d’amplifier une région de l’intron 25 ; le tout faisant 

fortement suspecter un point de cassure chromosomique sans partenaire identifié. Du fait de la 

présence d’un élément L1 il n’a pas été possible de restreindre la position de ce point de cassure 
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à moins de 6 kilobases. En revenant à l’ARN, une technique de 3’RACE PCR a été employée 

en espérant amplifier ce transcrit anormal depuis la queue polyA. Malheureusement, 

l’amplification n’a pas été spécifique et donc inaccessible au séquençage Sanger. 

 

Ce que la publication apporte : 

Nous avons pris l’option d’utiliser le séquençage par nanopore sur les produits de 3’RACE 

PCR. Dans ce cas, cette solution présente un double intérêt : celui du séquençage de molécules 

uniques, réglant la question de la non-spécificité d’une part ; et la capacité à générer de longues 

séquences d’autre part pour ce remaniement inconnu. Après caractérisation du transcrit anormal 

nous avons mis en évidence une jonction entre l’intron 25 et une région proximale du bras long 

du chromosome X laissant penser à une inversion chromosomique. Face à l’impossibilité 

d’amplifier l’autre fragment de jonction théorique, nous avons dû revoir notre hypothèse. Après 

étude en qPCR et CGH-array il s’est avéré qu’un fragment d’environ 3Mb d’une région 

proximale du bras court de l’X est en fait dupliquée, inversée et insérée dans l’intron 25 du gène 

F8. Par hasard, il s’avère que l’extrémité de la séquence qui vient désormais à la suite de l’exon 

25 est porteuse d’un signal de polyadénylation. Le transcrit observé est donc un transcrit de 

fusion issu de ce remaniement chromosomique. Ce résultat a pu être confirmé par étude en 

FISH. 

Outre le caractère exceptionnel de ce remaniement chromosomique à l’origine d’un transcrit de 

fusion constitutionnel, il s’agit du premier remaniement directement détecté par séquençage 

nanopore rapporté. Ce travail est présenté dans la publication qui suit (Journal of Thrombosis 

and Haemostasis, impact factor = 4,662). 
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Abstract 
Background: No F8 genetic abnormality is detected in about 2% of severe hemophilia A 

patients using conventional genetic approaches. In these patients, deep intronic variation or 

F8 disrupting genomic rearrangement could be causal. 
Objective: To characterize, in a genetically unresolved severe hemophilia A patient, a new 

Xq28 rearrangement disrupting F8 using comprehensive molecular techniques including 

nanopore sequencing. 
Results: Long-range polymerase chain reaction (PCR) performed throughout F8 identified a 

nonamplifiable region in intron 25 indicating the presence of a genomic rearrangement. F8 

messenger ribonucleic acid (mRNA) analysis including 3ʹrapid amplification of 

complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) ends and nanopore sequencing found the 

presence of a F8 fusion transcript in which F8 exon 26 was replaced by a 742-bp pseudoexon 

corresponding to a noncoding region located at the beginning of the long arm of chromosome 

X (Xq12; chrX: 66 310 352-66 311 093, GRCh37/hg19). Cytogenetic microarray analysis found 

the presence of a Xq11.1q12 gain of 3.8 Mb. The PCR amplification of junction fragments and 

fluorescent in situ hybridization (FISH) analysis found that the Xq11q12 duplicated region was 

inserted in the F8 intron 25 genomic region. 
Conclusion: We characterized a novel genomic rearrangement in which a 3.8-Mb Xq11.1q12 

gain inserted in the F8 intron 25 led to an aberrant fusion transcript in a patient with severe 

hemophilia A (HA), using comprehensive molecular techniques. This study highlights the 

value of single-molecule long-read sequencing technologies for molecular diagnosis of HA 

especially when conventional genetic approaches have failed. 

KEYWORDS 
chromosome aberrations, duplication, F8, gene fusion, hemophilia A, 
nanopore sequencing 
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1 | INTRODUCTION 

Hemophilia A (HA; OMIM #306700; 
http://www.omim.org/) is an X-linked recessive 
bleeding disorder caused by F8 (OMIM #300841; 
http://www.omim.org/) genetic variations resulting in 
coagulation factor VIII (FVIII) deficiency. The clinical 
bleeding phenotype is defined on the basis of residual 
plasma FVIII activity (FVIII:C) and classified as severe 
(FVIII:C < 1 IU dL−1), moderate (1 IU dL  

IU dL−1), or mild HA (5 IU dL  F8 
spans 186 kb of the long arm of chromosome X (Xq28) 
and includes 26 exons. 

Hemophilia A is caused by a large number of genetic 
abnormalities affecting F8, and about half of the severe 
HA is caused by two large nonallelic homologous 
recombinations disrupting F8 known as intron 22 
inversion (Inv22) and intron 1 inversion (Inv1).2,3 
Nevertheless, conventional genetic approaches 
including Inv22 and Inv1 detection, direct sequencing 
of F8 coding regions, and screening for copy number 
variation for F8 exons still fail in approximately 2% of 
severe HA cases.4,5 Genetic counseling is incomplete 
for these patients, hindering genetic family 
investigation and prenatal diagnosis. In these 
genetically unresolved patients, deep intronic variation 
or genomic rearrangement disrupting the F8 could be 
causal.6‒8 Herein, we describe an original molecular 
mechanism in which F8 was disrupted by a 3.8-Mb 
Xq11.1q12 inserted duplication leading to the 
production of an F8/Xq12 (noncoding sequence) fusion 
transcript. This complex rearrangement was 
characterized using nanopore sequencing technology. 

2 | MATERIALS AND METHODS 

2.1 | Subject 

The propositus provided written informed consent for 
genetic investigation. He is a 45-year-old male with 
severe HA (both FVIII:C and FVIII:Ag were lower than 1 
IU dL−1), is the first hemophiliac in his family, and has 
no history of inhibitor development. Genetic 
investigations excluded both intron 1 and 22 inversions 

and no detectable F8 sequence variation was found 
after direct sequencing of the whole F8 coding 
sequence as well as the intron/exon boundaries, the 
promotor region, and the 3ʹ untranslated region. 
Multiplex ligation-dependent probes amplification 
assay (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) 
was performed and found a normal allele copy number 
for F8 exons. 

2.2 | Long-range PCR 

Long-range PCR (LR-PCR) was performed on genomic 
DNA for the complete region of F8 by amplification of 
28 overlapping fragments using primers previously 
described by Pezeshkpoor et al6 and PrimeSTAR GXL 
DNA polymerase (Takara, Saint-Germain-en-Laye, 
France) according to the manufacturer's instructions. 

To identify breakpoint locations, LR-PCR was 
performed using specific primers located in the last 
known DNA region from either side of the breakpoints 
and PrimeSTAR GXL DNA polymerase with an 
elongation time of 15 min. The PCR products were 
resolved on agarose gels and sequenced. 

 

Essentials 

• No F8 genetic abnormality is detected in about 
2% of severe hemophilia A patients. 

• Detection of F8 structural variants remains a 
challenge. 

• We identified a new F8 rearrangement in a 
severe hemophilia A patient using nanopore 
sequencing. 

• We highlight the value of single-molecule long-
read sequencing technologies in a genomics 
laboratory. 

 

L
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2.3 | F8 RNA isolation and Reverse 
Transcription-PCR assay 

The RNA analysis was performed as previously 
described.9 Briefly, F8 cDNA was subdivided into four 
regions covering all splice sites: region A (exons 1 to 7), 
region B (exons 7 to 14), region C (exons 14 to 22), and 
region D (exons 22 to 26). The reverse transcription 
reaction was performed using four antisense-specific 
primers (one for each region). Then, the cDNA was 
amplified in two rounds of PCR (nested PCR approach).  

The PCR products were resolved on agarose gels and 
sequenced. 

2.4 | 3ʹRACE and long-read sequencing 

The sequence located upstream of exon 25 
(pseudoexon) in the patient F8 RNA was identified 
using a 3ʹ rapid amplification of cDNA ends (3ʹRACE) 
approach strategy (3ʹRACE system kit; Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the 
manufacturer's instructions. In the first step, reverse 
transcription was performed using oligo(dT)-
containing adapter primer and then two rounds of PCR 
were performed using F8 specific forward primers and 
a universal reverse primer. The 3ʹRACE PCR products 
were analyzed using MinION long-read sequencer 
(Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK). Library 
preparation was performed using the SQK-LSK-108 kit 
for 1D sequencing on a R9.4 flowcell (Oxford Nanopore 
Technologies) following the manufacturer's 
instructions. The MinION instrument was piloted 
through MinKnow v1.13 software. Albacore v2.2 
software (Oxford Nanopore Technologies) was used 
for base calling. Reads were aligned to the GRCh38 
human reference genome using BWAMEM with -ont 
option. Data polishing was performed with Canu using 
reads aligned to the F8 locus before reads’ realignment 
on F8 ENST00000360256.8 cDNA sequence.10 Visual 
analysis of reads was done with Integrative Genomics 
Viewer v2.3, and BLAT (https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgBlat?command=start ) was used for soft-clipped 
reads’ alignment.11 

2.5 | Cytogenetic microarray analysis 

Cytogenetic microarray analysis (CMA) was performed 
using 3 μg of genomic DNA from the patient and a 
reference male DNA on an 180 000-oligonucleotide 
array (AMADID: 022060) following the manufacturer's 
instructions (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
USA). Cytogenomics v3.3 software (Agilent 
Technologies) was used for data extraction and copy 
number variant detection. 

2.6 | Karyotype/FISH 

Standard G-bands by Trypsin using Giemsa (GTG) and 
Reverse bands by Heating using Giemsa (RHG) banded 
karyotypes were established from peripheral blood 
according to standard procedures. Fluorescent in situ 
hybridization (FISH) was performed on metaphases 
preparation using RP11-284B18 (Xq11.2), RP13-
130F17 (Xq12), and X centromere (Vysis FISH, Abbott 
Molecular, Chicago, IL) probes. 

3 | RESULTS AND DISCUSSION 

Long-range PCR was performed to determine the 
integrity of F8 by amplifying 28 overlapping fragments. 
Long-range PCR could not amplify an 8.805-kb region 
(fragment T2) from F8 intron 25, indicating a large 
insertion, deletion, or genomic recombination within 
this region. In order to narrow down the location of the 
breakpoint further, this nonamplifiable region was 
divided into three overlapping fragments and primer 
pairs were designed to amplify each fragment. Using 
this approach, the nonamplifiable region containing 
the breakpoint was reduced to 6.150 kb in size (chrX: 
154 071 050-154 077 199, GRCh37/hg19; Figure 1A). 
This region contains a 6.137-kb LINE sequence (L1PA5). 

The F8 mRNA amplification of region D (exon 22 to 
26) failed, while all other segments amplified 
normally. A new reverse transcription was performed 
using an antisense primer located in exon 25. 
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The region spanning from exon 22 to 25 was 
correctly amplified in the patient (Figure 1B). This 
implies absence of the normal joining of exon 25-26 in 

the F8 mRNA. The mere presence of F8 transcript 
lacking exon 26 suggested that it may be still 
polyadenylated. Fusion transcript characterization in 

 
FIGURE 1 Location of the breakpoint in F8 intron 25 and F8 mRNA analysis. A, Schematic representation of the 
F8 genomic locus is shown in the upper part and the PCR amplification of the region T2 is shown upper right. The 
detailed localization of the breakpoint using three overlapping PCRs is shown in the lower part. B, The F8 mRNA 
analysis failed to amplify the region spanning from exon 22 to 26. The region spanning from exon 22 to 25 was 
correctly amplified using a reverse primer located in exon 25. This implies absence of the normal joining of exon 
25-26 in the F8 mRNA. C, Confirmation by conventional approach of the presence of 742-bp pseudoexon 
downstream exon 25 in patient F8 transcript. DNA, deoxyribonucleic acid; mRNA, messenger ribonucleic acid; P, 
patient; PCR, polymerase chain reaction; T, control nonhemophilic DNA 
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case of an unknown partner is theoretically possible 
using the 3ʹRACE approach. The 3ʹRACE initiated from 
F8 specific primer was used to amplify the unknown 
sequence beside exon 25. However, after several 
experiments using different F8 specific primers, many 
nonspecific products were observed for both patient 
and control preventing the analysis by Sanger 
sequencing. Single-molecule nanopore sequencing 
was used to analyze the 3ʹRACE products in order to 
identify the unknown sequence beside exon 25 in the 
transcript of interest. Eighty polished reads aligned to 
F8 ENST00000360256.8 transcript. All reads were soft-
clipped from the same position after exon 25 and with 
the same sequence (considering nanopore technology 
error rate, Figure 2). A 742-bp pseudoexon beside exon 
25 in the patient F8 transcript followed by a poly-A tail 
was identified. This sequence corresponded to a 
noncoding region located at the beginning of the long 
arm of chromosome X (Xq12; chrX: 66 310 352-66 311 
093, GRCh37/hg19). The analysis of this sequence 
found that the pseudoexon was flanked by a canonical 
AG on its 5ʹ side and contained two putative 
polyadenylation signals (AATAAA) on its 3ʹ side. The 
existence of an F8/ Xq12 (noncoding sequence) fusion 

transcript was confirmed by a conventional RT-PCR 
approach using an antisense primer located in the 
pseudoexon (Figure 1C). Due to the undetectable 
FVIII:Ag in the patient's plasma, the modified FVIII 
protein encoded by this fusion transcript 
(p.(Val2301Argfs*32)) was presumably not synthesized 
by the liver or not secreted into the blood. 

In order to amplify the first DNA junction fragment, 
a LR-PCR approach was performed using a forward 
primer located in intron 25 (T2F) and a reverse primer 
located in the pseudoexon (PE_R). A 13-kb PCR product 
was generated from the patient's DNA and was absent 
in control DNA. Then, PCRs were performed using 
several nested primers from each side of the 
breakpoint in order to reduce the size of the PCR. A 
226-bp fragment was obtained using the 4S/2R primer 
pair. The sequencing of this product found that the F8 
intron 25 was joined to Xq12 noncoding sequence at 
the breakpoint coordinates chrX: 154 072 766 (F8) and 
chrX: 66 319 203 (Xq12); GRCh37/hg19. These 
breakpoints showed a 2-bp microhomology (CT). The 
Xq12 breakpoint is located 8.108 kb upstream to the 
pseudoexon (Figure 3). 

 
 Exon 24          Exon 25                                            Unknown sequence 

FIGURE 2 Single-molecule nanopore sequencing of the 3ʹ RACE products. The integrative genomics viewer 
visualization of a subset of reads aligned to F8 ENST00000360256.8 transcript was shown. All reads were soft-
clipped from the same position after exon 25 and with the same sequence (considering nanopore technology 
error rate) IGV, Integrative Genomics Viewer; 3'RACE, 3ʹ rapid amplification of complementary deoxyribonucleic 
acid ends 

6  800 bp 7  800 bp 7  200 bp 7  400 bp 7  600 bp 7  800 bp 1204  bp 
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FIGURE 3 Chromosomal rearrangement identified in the patient. A, Schematic representation of a normal and 
the derivative chromosome X long arm showing the inverted insertion of a Xq11.1q12 duplication within F8. B, 
Cytogenetic microarray analysis confirmed a 3.8-Mb duplication of Xq11.1q12 region in the patient. C, Analysis 
of the intron 25/Xq11.1 junction. A LR-PCR was performed using a forward primer located in Xq11.1 (DUP_1S) 
and reverse primer located in F8 intron 25 (T2b_R). The DUP_1S/T2b_R amplification is shown at the right. The 
sequencing of this fragment showed that the Xq11.1 region was joined to F8 intron 25 at the breakpoint 
coordinates chrX: 62 471 907 and chrX: 154 072 755, GRCh37/hg19. D, Analysis of the Xq12/intron 25 junction. 
A LR-PCR was performed using a forward primer located in intron 25 (T2F) and a reverse primer located in the 
pseudoexon (PE_R). The T2F/PE_R PCR amplification is shown upper right. Then nested PCRs were performed 
using several nested primers from each side of the breakpoint in order to reduce the size of the PCR product. 
The 4S/2R nested PCR amplification is shown lower left. The sequencing of this product showed that the F8 
intron 25 was joined to Xq12 noncoding sequence at the breakpoint coordinates chrX: 154 072 766 and chrX: 
66 319 203; GRCh37/hg19. (+) sense strand sequence; (−) antisense strand sequence; LR-PCR, long-range 
polymerase chain reaction; Neg, negative control; P, patient; T, control nonhemophilic DNA;  
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As the Xq12 noncoding sequence was inverted 
with regard to F8, we suspected a paracentric 
inversion of the q-arm of the X chromosome. 
Specific primers were designed to amplify the 
recombined  (INVXS/T2bR, expected size 2001 
bp) or the nonrecombined (INVXS/INVXR, 
expected size 346 bp) Xq12 region. Surprisingly, 
the 346-bp product was observed in both patient 
and control DNA. These results invalidated the 
paracentric inversion hypothesis. 

We then hypothesized that a large Xq12 
duplicated region could be inserted in the F8 
intron 25. Cytogenetic microarray analysis 
confirmed a 3.8-Mb duplication of the Xq11.1q12 
region (arr[GRCh37] 
Xq11.1q12(62473920_66315527)x2; Figure 3). 
This copy number variation contained 13 genes 
(SPIN4, ARHGEF9, AMER1, ASB12, MTMR8, 
ZC4H2, ZC3H12B, LAS1L, FRMD8P1, MSN, VSIG4, 
HEPH, EDA2R). The CMA located the start of the 
duplication in a ≈ 68 kb region (chrX: 62 405 278-
62 473 920, GRCh37/hg19). As the patient 
exhibits no other clinical feature except for 
spontaneous bleeding, the pathogenicity of this 
copy number variation remained uncertain. 
Then, the second recombined region was 
amplified using a forward primer located in 
Xq11.1 (DUP_1S) and reverse primer located in 
F8 intron 25 (T2b_R). A 3.766-kb PCR product was 
obtained from the patient's DNA and was absent 
in control DNA. The sequencing of this fragment 
showed that the Xq11.1 region was joined to F8 
intron 25 at positions chrX: 62 471 907 and chrX: 
154 072 755, GRCh37/ hg19. A 10-bp deletion of 
F8 intron 25 was found at the breakpoint (Figure 
3). These results corroborated the hypothesis of 
a large insertion of Xq11.1q12 duplicated 
sequence in F8 intron 25 (Figure 3) and were 
confirmed by FISH analysis (data not shown). 
Considering the 2-bp homology and the 10-bp 
deletion identified at breakpoints, this large 
insertion in F8 intron 25 could be due to a DNA 
double strand break repairing mechanism such as 
nonhomologous end joining or microhomology-
mediated breakage induced repair as previously 

suggested by Gu et al12 for other large 
intrachromosomal insertions. 

Single-molecule sequencing techniques have 
rarely been used as an add-on to karyotype or 
short-read sequencing to confirm known 
chromosomal structural variations.13 We report 
herein the first constitutional chromosomal 
rearrangement detected using a nanopore first 
approach. This strategy was chosen to resolve 
nonspecific PCR amplifications while the read 
quality was convenient for structural variant 
calling. This is one example of the value of 
nanopore sequencing in a genomics laboratory. 

Because of the large number of repetitive 
elements such as Alu elements and LINE present 
in its sequence and its Xq28 location, the F8 
appears to be extremely susceptible to genetic 
rearrangements.14 Whole F8 sequencing 
approaches previously reported were not able to 
detect F8 structural variant.15,16 While short-read 
whole genome sequencing can identify 
chromosomal structural variations,17 repeated 
regions remain a challenge. Indeed, because of 
ambiguous mapping, variants affecting repeated 
elements larger than the typical insert size used 
for short-read paired-end sequencing (1 kb) can 
be missed. Herein, the 6-kb LINE-1 repeat 
element in F8 intron 25 is known to be poorly 
mappable using 100-bp reads (UCSC genome 
browser) and the rearrangement might have 
been incompletely resolved. Whether this could 
have been prevented using whole-genome long-
read sequencing remains to be evaluated. 

In summary, we characterized a novel 
genomic rearrangement in which a 3.8-Mb 
Xq11.1q12 gain inserted in the F8 intron 25 led to 
an aberrant fusion transcript in a patient with 
severe HA, using comprehensive molecular 
techniques. This study highlights the value of 
single-molecule long-read sequencing 
technologies for molecular diagnosis of HA 
especially when conventional genetic 
approaches have failed. 
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Suite de ce travail 

Séquençage Nanopore 

En parallèle de la publication précédente nous avons souhaité aller plus loin et évaluer la 

capacité du séquençage nanopore à identifier un remaniement dès la suspicion de variant de 

structure. En effet, ici, par chance la présence d’un ARN anormal a permis d’identifier le 

remaniement et ceci après de nombreuses techniques de PCR pour avancer le long du gène 

(ADN) et du transcrit (ARN). Dans l’idéal il faudrait pouvoir appliquer cette technique plus 

économique et plus rapide dès la suspicion de variant de structure dans une pathologie 

monogénique comme solution à notre question de départ applicable largement. 

Nous avons donc utilisé l’ADN total du patient (3μg) pour réaliser un séquençage de génome 

sur le MinION (Oxford Nanopore Technologies) avec une préparation de librairie selon le 

protocole du fournisseur utilisant un kit de préparation de librairie LSK-108 pour des lectures 

dites 1D (dans un seul sens) sur une flowcell R9.4 (Oxford Nanopore Technologies). Le 

séquençage a duré 48 heures avant alignement de séquences utilisant le programme Minimap2 

(Li, 2018) de telle sorte que les alignements de séquences étaient disponibles 3 jours après le 

début de la préparation de librairie. Au total, 13Gb ont été séquencées pour une profondeur 

moyenne sur le génome GRCh38 de 4x. Nous avons ensuite utilisé le programme Sniffles pour 

la détection de variants de structure (Sedlazeck et al., 2018) et filtrer les variants affectant le 

gène F8. Le remaniement a ainsi pu être caractérisée à la base près très rapidement comme il 

l’avait été précédemment en accumulant tout un panel de techniques différentes (Tableau 1, 

Figure 31).  

Il faut cependant noter que plusieurs éléments ont facilité notre résultat pour ce cas précis : 

- L’hémophilie A est une pathologie monogénique dont le diagnostic est biologique avec 

un accès direct à l’activité de la protéine. Aucun autre gène ne peut être évoqué. 

- Le gène est situé sur le chromosome X. Chez un sujet masculin, toutes les séquences 

obtenues proviennent donc du chromosome remanié. 

- Le laboratoire d’hémostase extrait habituellement les ADNs avec une technique 

manuelle plus favorable à l’obtention de grands fragments. 
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- Le locus F8 est particulièrement concerné par les éléments répétés de grande taille de 

type LINE-1 qui font encourir un risque accru de non-détection de variants de structure 

par une technique de séquençage short-read. 

Ces nouveaux résultats ont été présentés au Congrès de l’ « European Society of Human 

Genetics » en juin 2019. 

Tableau 1 : Synthèse des résultats obtenus lors de la caractérisation du variant structural du patient hémophile A. 
L’approche « PCR-Sanger-CGH-array-Nanopore ciblé est celle publiée dans l’article 2. Les résultats de la stratégie alternative 
« Nanopore WGS » ont été analysés par visualisation des données de séquençage d’une part et en aveugle avec le logiciel 
Sniffles avec un écart d’un nucléotide maximum. 

Breakpoint PCR-Sanger-
arrayCGH- 

Nanopore ciblé 

Nanopore-WGS 
Visualisation 

IGV 

Nanopore-WGS 
Sniffles 

BP1 (F8) 154,844,480-91 154,844,480-92 154,844,480-92 

BP2 63,252,030 63,252,030 63,252,029 

BP3 67,099,361 67,099,361 67,099,361 

Nous projetons désormais d’appliquer cette stratégie dans diverses pathologies monogéniques 

dans les cas où un variant de structure est fortement suspecté. 

 

Séquençage linked-read 

En collaboration avec 3 autres laboratoires de cytogénétique hospitalier français et le Centre 

Nationale de Recherche en Génomique Humaine nous avons réalisé une étude pilote sur 13 

Figure 31 : Visualisation IGV des séquences long-read obtenues par séquençage de génome du patient hémophile A étudié 
dans l'article 2. Ici au locus du point de cassure en Xq11 on note une augmentation brutale de la profondeur de séquençage 
(A) signant un gain de copie. Deux types de lectures sont alignées. Les lectures qui réalisent la jonction anormale entre le 
gain et l’intron 25 du gène F8 sont visibles identifiables par leur alignement de mauvaise qualité sur leur partie 
centromérique (gauche) (B). Les lectures qui correspondent à la région Xq11 native s’alignent entièrement correctement (C). 
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échantillons connus pour avoir un caryotype anormal (dont les patients 1, 15 et 19 de la 

publication sur les chromoanagenesis (article 3)) séquencés en parallèle en short-reads 

classiques et en linked-reads (Uguen et al., soumis) (Tableau 2). Pour 8 remaniements sur 13 

les points de cassure identifiés en short-reads ont pu être confirmées en linked-reads avec 

cependant un important bruit de fond dans les données linked-reads. Pour deux échantillons, la 

technologie linked-reads a manqué une partie des points de cassure identifiés en short-reads. 

Pour trois échantillons, le séquençage short-reads n’a pas permis d’identifier de point de 

cassure mais l’un d’entre eux a pu être identifié en linked-reads. Ces résultats décevants peuvent 

être en partie le fait d’une qualité d’ADN sub-optimale et/ou d’une nécessaire phase 

d’apprentissage de la technologie qui ici n’a pas eu lieu. Au total, dans notre expérience, la 

technologie ne pourrait se placer qu’en deuxième intention après un séquençage short-reads et 

avec un rendement incertain. 

Patient Indication Short-read 
strategy 

Linked-read strategy 
Call 

(blind) 
Candidate 

1 46,X,t(X;13)(q22.1;q34) + (2) + (2) - 
2 46,XY,t(9;13)(p24.2;q21.31) + (4) - + (4) 
3 45,XX,rob(13;14)(q10;q10) - - - 
4 (P19-
article 2) 

Chromoanagenesis + (84) + (2) + (18) 

5 CNV on chromosome X + (4) - - 
6 (P15- 
article 2) 

46,XY,t(1;2)(p13.2;q31.2) 
Chromoanagenesis 

+ (33) + (2) + (31) 

7 46,X,t(X;1)(p12;p36.1) - - + 
8 46,XY,t(3;22)(q13-21;p11) - - - 
9 (P1-
article 2) 

46,XX,inv(3)(p13p22),inv(3)(p12q26.3) 
Chromoanagenesis 

+ (23) + (2) + (21) 

10 46,XY,t(6;8;9;13)(q26;p23;p21;q21) 
CCR 

+ (13) + (2) + (11) 

11 Suspected chromomanasynthesis + (47) + (18) + (29) 
12 Suspected chromothripsis + (2) - + (2) 
13 46,XX,t(9;17)(p13;q21) 

 
+ (2) - + (2) 

- Tableau 2 : Résumé des résultats obtenues par séquençage short-read et linked-read. + = variant de 
structure détecté. - = variant de structure non détecté. Le nombre de points de cassure est indiqué 
entre parenthèses.  

L’efficacité de ces approches dans d’autres situations cliniques conditionnera leur place dans 

l’arsenal d’outils diagnostiques. 
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II – 2/ Article 2 : Identification of mobile retrocopies during genetic 
testing: Consequences for routine diagnosis 
 

La deuxième question posée en introduction était : 

- Une fois identifié, par quel(s) mécanisme(s) un remaniement de structure peut-il 

être responsable d’un phénotype ? 

Cette question a été largement abordée en introduction. Dans ce chapitre nous nous sommes 

concentrés sur une classe méconnue de variants  structuraux évoquée en introduction : les 

rétrocopies. 

 

Ce qui était connu : 

Un ARN messager peut être capté par la machinerie d’un élément L1 et ainsi être rétrotranscrit 

et inséré à une nouvelle position génomique. Cette classe de rétroéléments est la plus rare avec 

une mobilisation toutes les 6300 méioses. 

De nombreux pipelines bioinformatiques dédiés ont été développées pour détecter les éléments 

Alu et LINE-1 à la fois très nombreux et très homologues entre eux.  

Ces rétrocopies sont peu décrites dans la littérature et méconnues du monde de la génétique 

médicale. L’objectif du travail était de permettre aux généticiens de reconnaître ces évènements 

et de présenter les conséquences possibles en pathologies et les interférences possibles avec les 

autres tests génétiques de routine. 

 

Ce que ce travail apporte : 

Nous décrivons ici le profil typique de ces éléments rétrocopiés obtenu lors d’un test en 

séquençage haut débit short-read. Une rétrocopie apparaît de façon détournée en fonction des 

différents programmes de détection de variants génomiques utilisés :  

- La détection de CNV rapportera un gain de l’ensemble des exons d’un transcrit donné 

sans affecter les régions introniques. Sur des données de séquençage ciblées, c’est tout 
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le gène qui apparaîtra dupliqué. Sur des données de séquençage de génome, des 

duplications isolées de tous les exons peuvent être détectées. 

- La détection de variant de structure équilibré mettra en évidence des jonctions inter-

exons sautant un ou plusieurs introns en fonction de la taille des exons. Le site 

d’insertion sera également identifiable. 

- La détection de variants nucléotidiques ponctuels appellera de fausses insertions de 

séquences à toutes les jonctions exon/intron correspondant en fait à l’enchaînement des 

exons. 

L’analyse des séquences dans un logiciel de visualisation est cruciale pour comprendre et 

associer ces trois types de signaux. C’est la combinaison de ces différents éléments qui doit 

faire évoquer une rétrocopie. En effet, à l’inverse des autres familles d’éléments mobiles, 

l’identification de rétrocopies à partir de données short-read est tout à fait possible sans 

développer de pipeline bioinformatique dédié, pour peu que leur signature soit reconnue. 

A notre connaissance une seule observation de rétrocopie pathogène a été rapportée chez 

l’Homme (de Boer et al., 2014). Il s’agissait de l’insertion incomplète d’une rétrocopie du gène 

TMF1 dans l’intron 1 du gène CYBB. Cet évènement a fait apparaître de nouveaux sites 

d’épissage permettant l’exonisation de 117 nucléotides entre les exons 1 et 2 du transcrit de 

CYBB. Ce nouvel exon contient un codon stop empêchant la synthèse d’une protéine 

fonctionnelle et à l’origine de la granulomatose chronique présentée par le patient. Il s’agit là 

d’un mécanisme proche de ce qui a été décrit pour d’autres éléments mobiles (Alu notamment) 

mais les rétrocopies ont des mécanismes pathogènes potentiels spécifiques.  

L’origine codante du matériel transposé permet, si la situation au site d’insertion est favorable 

à la rétrocopie d’être transcrite puis traduite. Il peut ainsi y avoir un effet-dose délétère ou 

l’expression aberrante de ce transcrit dans un type cellulaire différent des tissus où est 

habituellement exprimé le gène d’origine. Si la rétrocopie est insérée sur le brin opposé au gène 

d’origine, la synthèse d’un ARN antisens est alors possible et alors responsable d’une 

haploinsuffisance. Enfin, il peut y avoir formation d’un transcrit de fusion « viable » donnant 

naissance à une nouvelle protéine aux fonctions difficiles à prédire. 
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Ce travail a été présenté au congrès de l’Association des Cytogénéticiens de Langue Française 

à St Malo en septembre 2018. La présentation a permis d’initier une collaboration ayant mené 

à la publication ci-dessous dans le journal Human Mutation (Impact Factor = 5,359) et à une 

nouvelle communication orale au congrès de l’Human Genome Variant Society à Göteborg en 

juin 2019.   
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1 | INTRODUCTION  

Since McClintock’s (1951) demonstration using corn, genomic 
mobility has largely been studied and related to evolutionary 
processes and genetic diseases. While DNA transposons are inactive 
in humans (Lander et al., 2001), DNA retrotransposons use an RNA 
step for mobilization. They have been separated into two groups 
depending on whether they contain a retrovirus-derived sequence 
(human endogenous retroviruses) or not. RNA non-ERV elements 
are the most abundant class covering together one-third of the total 
human reference genome sequence (Lander et al., 2001).  Four 
different types of these can be distinguished (Feschotte & Pritham, 
2007). Long interspersed element 1 (LINE-1) is the only autonomous 
element capable of retrotranscription and insertion; the other three 
types Alu, SINE-R-VNTR-Alu (SVA), and retrocopies require the 
LINE-1 machinery for mobility (Dewannieux, Esnault, & Heidmann, 
2003; Esnault, Maestre, & Heidmann, 2000; Hancks, Mandal, 
Cheung, & Kazazian, 2012; Raiz et al., 2012). Retrocopies (also 
referenced as retrogene, retroCNV, retroduplication, processed 
pseudogenes, or retrotransposed pseudogenes in the literature) are 
messenger RNAs that have been reverse-transcribed and inserted in 
the genome. Studying primate genomes, 127 retrocopies out of 8,000 
present in the reference human genome could be demonstrated as 

human-specific (Navarro & Galante, 2015; Zhang, Harrison, Liu, & 
Gerstein, 2003). While LINE-1 mediated events are estimated to occur 
in 1 of 21 meioses for Alu (Xing et al., 2009), 1 of 95–270 for LINE-1 
(Ewing & Kazazian, 2010; Xing et al., 2009) and 1 of 916 for SVA (Xing 
et al., 2009), retrocopy events are the rarest, estimated at 1 per 6,256 
meioses in the literature (Ewing et al., 2013). 

The first description of a pathogenic mobile element was the 
insertion of a LINE-1 sequence within F8 (Kazazian et al., 1988) 
responsible for hemophilia A and, since then, more than 130 similar 
events (Kazazian & Moran, 2017) have been detected in diseases 
genes associated such as Duchenne muscular dystrophy (Smith et al., 
2011), beta-thalassemia trait (Lanikova et al., 2013), and haemophilia B 
(Mukherjee, Mukhopadhyay, Banerjee, Chandak, & Ray, 2004) among 
many examples. With the spread of genome sequencing-based 

testing, such observations are likely to become more frequent. 
Beyond structural variant (SV) calling, data interpretation requires 
expertise in genome biology and the ability to recognize such 
phenomena. Herein, we present eight observations of retrocopies 
identified during the genetic interpretation of next generation 
sequencing (NGS) data with diverse techniques and diverse clinical 
situations. 

We detail potential pitfalls for genetic analysis and discuss their 

Abstract 

Human retrocopies, that is messenger RNA transcripts benefitting from the long 

interspersed element 1 machinery for retrotransposition, may have specific 

consequences for genomic testing. Next generation sequencing (NGS) techniques allow the 

detection of such mobile elements but they may be misinterpreted as genomic  

duplications or be totally overlooked. We report eight observations of retrocopies 

detected during diagnostic NGS analyses of targeted gene panels, exome, or genome 

sequencing. For seven cases, while an exons-only copy number gain was called, read 

alignment inspection revealed a depth of coverage shift at every exon- intron junction where 

indels were also systematically called. Moreover, aberrant chimeric read pairs spanned entire 

introns or were paired with another locus for terminal exons. The 8th retrocopy was present 

in the reference genome and thus showed a normal NGS profile. We emphasize the existence 

of retrocopies and strategies to accurately detect them at a glance during genetic testing and 

discuss pitfalls for genetic testing. 
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possible implications in human diseases. 

 
2 | MATERIALS AND METHOD  

All observations of retrocopies from Lyon, Rouen, and Nantes 
University hospitals made since 2016 were included. Patients 
received gene panel (P1–P3), exome (P4, P8), or genome (P5–P7) 
sequencing after providing informed written consent. Testing 
indications and individual methods are summarized in Table 1.  All 
techniques used paired-end sequencing either on an Illumina 
platform (Illumina Inc., San Diego, CA; Patients 1–4, 6–8) or BGI 
technology (Shenzhen, China; Patient 5). 

All sequencing tests used BWA-MEM v.0.7 (Li & Durbin, 2009) for 
genomic alignment over the GRCh37 assembly. Single nucleotide 
variant (SNV) calling was performed using GATK Haplotype Caller 
v3.8 (P1–P5, P8) while CANOES (Backenroth et al., 2014; P1, P2, 
P4), DeCovA (Dimassi et al., 2015; P3), and ERDS (Zhu et al., 
2012; P5-P7) were used for CNV calling. Finally, SVs were called 
using either GRIDSS v1.4.1 (Cameron et al., 2017) for targeted 
sequencing (P1, P4) or BreakDancer v1.4.5 (Chen et al., 2009) for 
genome data (P5-P7). IGV 2.3 was used for data visualization 
(Robinson et al., 2011). Aberrant junction fragments were 
confirmed using classic PCR amplification (P1–P4, P6). For patient 
1, QMPSF was performed using custom fluorescent primers, with 
the protocol previously described (Charbonnier et al., 2000). 
Moreover, a commercial kit was used for Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification (SALSA MLPA probe mix P158-C2 
Juvenile Polyposis; MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). 
For Patient 5, droplet digital PCR was performed on the QX200 
droplet digital PCR platform (Bio-Rad, Hercules, CA) using hydrolysis 
probes (TaqMan probes) on target (FAM tag) and HMBS reference 
gene (VIC tag). All primers are available upon request. 

 
3 | RESULTS  

Patients 1–7 presented a similar profile regarding SNV, copy number (CNV), 

and SV calling. CNV calling showed an exons-only duplication of genes 

SMAD4, CCDC88C, DKC1, MTMR2, TYRO3, RCBTB1, and 

C20orf27, respectively, for patients 1–7 (Table 1). In each case, a 
detailed depth of coverage analysis showed an immediate shift at 
every exon-intron junction for a specific transcript.  The structural 
variant analysis revealed clustered calls within the duplicated gene 
and apparent translocations linking both extremities of this same gene 
to another locus. Finally, SNV calling systematically called large indels 
at every splice acceptor and donor sites of a specific transcript. 
Alignment visualization revealed that indels were exclusively 
supported by soft-clipped reads (i.e., reads containing two 
concatenated DNA sequences mapping to two exon extremities with 
aberrant exon-exon junctions) paired with reads aligned to the 

preceding or the following exon instead of flanking intronic sequence 
(Figure 1 for patients 3 and 5, Figure S1 for other patients). Patient’s 8 
RPL13 retrocopy was not detected during the initial analysis of NGS 
data. It could only be identified during the complementary DNA (cDNA) 
study of an intronic SNV identified in the exome. Several unexpected 
SNVs were observed on the Sanger sequence of this RT-PCR 
product while absent from exome results.  

Further analysis showed that this sequence could perfectly align to an 
unknown RPL13 retrocopy present in the reference genome on 
chromosome 19 (chr19:56216980-56217800 [hg38]; Figure S1). The 
retrocopy had been preferentially amplified and sequenced after 
inappropriate DNase treatment. 

None of these rearrangements directly disrupted a coding 
sequence or a topologically associated domain boundary. While six out 
of eight insertions occurred in another gene, none was likely to produce 
a fusion transcript regarding transcription strand or translation phase 
but exonization could not be ruled out. Events detected for patients 2, 
3, and 6 were inherited from a healthy parent and they were considered 
as likely benign. For patient 5, the TYRO3 retrocopy was initially 
detected as a candidate de novo event during genome analysis of a 
sporadic early-onset Alzheimer’s disease patient— unaffected parents 
trio, but detailed data inspection and confirmation techniques showed 
that both parents were heterozygous carriers of the retrocopy and the 
proband carried it in a homozygous state (Figure 1). In both parents, 
the insertion occurred within intron 2 of ENOX1 on chromosome 13 at 
the same position. In addition, the presence of two SNVs phased to 
this retrocopy favored a remote nonfunctional event spread within the 
general population. Reviewing our in-house exome and genome data, we 
found this TYRO3 retrocopy to be a common event among controls, also 
previously described in the literature (MacDonald, Ziman, Yuen, Feuk, 
& Scherer, 2014; Schrider et al., 2013), confirming its likely benign 
nature. The patient 1 SMAD4 retrotransposition within intron 17 of SCAI 
has also been demonstrated to be a rare likely benign event with a 
frequency of 0.25% in European populations (Millson et al., 2015; 
Watson et al., 2017). The patient 8 RPL13 retrocopy is present in the 
reference genome and could not even be considered as a variant. 
Finally, looking at chimeric reads spanning exon-exon junctions in the 
1000G project dataset of 2,535 individual genomes, MTMR2, and 
RCBTB1 retrocopies could also be suspected in 6 and 3 individuals 
respectively. 

 

4 | DISCUSSION  

Through these eight observations, we aim to emphasize the potential 
consequences of genome mobility on genome biology and genetic testing. 
We demonstrate that paired-end sequencing standard pipelines easily 
highlight retrocopies. Their frequency might, however, be underestimated 
in routine genetic testing, because they can be either overlooked in NGS 
standard analyses or undetected by other molecular genetics 
technologies. While LINE-1, Alu, and SVAs insertions require dedicated 
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bioinformatics pipelines (Kvikstad, Piazza, Taylor, & Lunter, 2018), 
retrocopies present a recognizable footprint on sequencing results 
characterized by the association between clustered indel calls at exon-

intron junctions, a unique exons-only CNV gain, and aberrant read pairs 
spanning introns on the one hand and between the parental locus and 
the insertion site on the other hand. 

The clinical consequences regarding pathogenicity mostly depend on 
the insertion site. Indeed, as for other mobile elements, retrocopies 
could disrupt a gene and cause haploinsufficiency but considering 
their coding origin, they could also form a fusion transcript with 
unpredictable consequences, as exemplified by HIV resistance 
observed in owl monkeys after the insertion of a Cyclophilin A cDNA 
into the TRIM5 gene (Sayah, Sokolskaja, Berthoux, & Luban, 2004). 
Retrocopies could also disturb physiological chromatin interactions 
and have consequences on neighboring genes’ expression. In 
addition, because of their coding capacities, retrocopies could 
theoretically still be transcribed and translated. Retrocopies have 
been distinguished in retrogenes and retropseudogenes based on 
their transcribed residual activity (Kaessmann, Vinckenbosch, & 
Long, 2009). This requires fortuitous coupling between the insertion 
site and a favorable regulatory genomic context. An additional copy 
of the transcript could then be disease- causing either because of a 
dose effect or through an ectopic expression. Tissue-specific 
expression of transcribed retrocopies has indeed been demonstrated 
to be closely related to the insertion site and not to their parental 
gene (Navarro & Galante, 2015). Finally, if the insertion occurs on 
the opposite strand compared with the original gene, a small 
interfering RNA could be produced leading to paradoxical 
haploinsufficiency (Guo, Zhang, Gerstein, & Zheng, 2009). While 
several examples of pathogenic retrocopies exist in animals (Parker 
et al., 2009; Sayah et al., 2004), to our knowledge, a single case of 
human pathogenic retrocopy has been reported in the literature. de 
Boer et al. (2014) reported a patient with chronic granulomatous due 
to abnormal splicing of CYBB caused by the partial exonization of a 
TMF1 retrocopy. Here, we highlight the fact that retrocopies detected 
during NGS analyses may also be interpreted as benign, even within 
gene panels focusing on a few genes with a high a priori probability 
to be disease-causing. 

Beyond these clinical aspects, retrocopies are also important to 
be recognized because of their misleading consequences on different 
molecular genetics techniques. Looking at SNVs, as seen here using 
short-read sequencing, aberrant splice site indels are called and will 
not be confirmed using Sanger sequencing. To address this, using 
RNA-Seq aligner as an add-on to standard pipelines has been 
proposed (Watson et al., 2017). Furthermore, SNVs phased to the 
retrocopy could yield false positive exonic SNV calls on the parent 
gene especially if PCR primers were selected in the exonic region 
(large exons). Regarding CNVs, using intronic or exonic-intronic 
qPCR primers, the apparent duplication would not be confirmed 
either. On the contrary, retrocopies would be seen as entire 

duplications using MLPA but could mask genic deletions and provoke 
false negative results as has already been described for SMAD4 
(Millson et al., 2015). Because of backbone design and intronic 
probes, retrocopies are likely to be missed using cytogenetic 
microarray as has been the case for patients 1 and 2. Moreover, 
aberrant read pairs spanning introns and at the insertion site are 
responsible for structural variant calling. These can be misinter- 
preted as a chromosomal translocation as has already been the case 
for the TYRO3 polymorphic retrocopy misinterpreted as a chr 15–chr 
13 translocation (Brastianos et al., 2013). Finally, the presence of 
retrocopies also justifies the use of DNase treatment of RNAs for 
RT-PCR assays as they would mimic RNA and introduce false results 
as has been the case for Patient 8 (Menon, Chang, Clair, & Ham, 
1991; Mutimer, Deacon, Crowe, & Sonza, 1998). Interpretation of 
RNA-Seq data should also be cautious for retrocopies present in the 
reference genome, as reads could be aligned ambiguously between 
the retrocopy and its parental transcript. Bioinformatics pipelines 
should take this risk into account. 

We propose here a description that can enable the identification of 
retrocopies at a glance and thus (a) prevent from false interpretation, 
(b) warn about potential false positives and false negatives (depending 
on technique) due to such mechanism, and 
(c) help to figure out potential mechanisms of pathogenicity. 
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FIG U RE 1 Short read sequencing alignment visualization and confirmation of retrocopy. IGV v2.3 visualization at gene scale for patient 3 
(left panel, DKC1 gene analyzed by targeted sequencing) and 5 (right panel, TYRO3 gene analyzed by genome sequencing) showing aberrant 
read pairs (colored in red) spanning entire introns (a). When zooming at exon level (b) the depth of the coverage plot reveals an increase in 
exonic sequence with clear shifts at both exon-intron junctions. Aberrant read pairs are split reads with the nonreference sequence in introns. 
(c) Confirmation techniques: exon-exon and DKC1 retrocopy-insertion site junction fragment PCR amplification for the trio of patient 3 and 
results of ddPCR CNV testing for patient 5 confirming homozygosity of TYRO3 retrocopy 
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Supplemental Figure S1: Short read sequencing 

alignment visualizaƟon and confirmaƟon of 

retrocopy. 

IGV v2.3 visualizaƟon of short read alignment 

for paƟents 1, 2, 4, 6 and 7 from leŌ to right at 

gene scale (A) and exon level (B). Aberrant read 

pairs are split reads with non-reference 

sequence in introns. (C) ConfirmaƟon 

techniques: MLPA for paƟent 1 confirming 

exonic duplicaƟon, and PCR amplificaƟon for 

paƟents 2, 4 and 6 showing unexpected exon-

exon amplificaƟons. (D) PaƟent 8: Sanger 

sequence of RT-PCR product amplified with 

RPL13 exon 4 – exon 5 primers showing beƩer 

alignment with chromosome 19 than with 

RPL13 cDNA sequence. 
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II – 3/ Article 3 : Chromoanagenesis breakpoints are enriched in late-
replicating chromatin. 
 

Ce qui était connu : 

Les techniques d’analyse chromosomique sur puce à ADN puis de séquençage de génome ont 

permis de révéler l’existence de remaniements chromosomiques complexes particuliers 

dénommés chromoanagenesis. Le profil de ces remaniements (points de cassure réunis sur un 

chromosome, équité des fragments inversés et non-inversés, profil du nombre de copies) a 

permis de formuler l’hypothèse d’une pulvérisation chromosomique en un seul temps suivi 

d’une réparation plus ou moins fidèle.  

Les origines de cette « pulvérisation » sont encore méconnues. L’hypothèse selon laquelle un 

chromosome serait séquestré au sein d’un micronoyau permet d’expliquer le regroupement des 

points de cassure sur un chromosome mais le scenario complet n’est pas encore clair et la 

plupart des résultats obtenus le sont dans des conditions relativement extrêmes. Il s’agit 

généralement de modèles cellulaires mimant un contexte tumoral pour favoriser les aberrations 

génomiques (knockout TP53) et ayant subi une irradiation pour favoriser l’apparition de 

micronoyaux. 

Bien que fréquents dans certaines tumeurs, ces remaniements sont encore exceptionnels dans 

des échantillons constitutionnels.  

Nous rapportons ici la plus grande série de chromoanagenesis constitutionnels (n=20) groupés 

avec les données de la littérature de remaniements du même type tumoraux ou constitutionnels. 

L’analyse descriptive de la distribution des points de cassure qui a été menée avait pour but de 

pouvoir appuyer ou infirmer les hypothèses existantes à partir de données de patients et donc 

sans préjuger a priori des hypothèses existantes. 
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Ce que ce travail apporte : 

Notre analyse confirme le regroupement quasi exclusif des points de cassure sur un seul 

chromosome dans une majorité de cas. Elle confirme la coexistence de chromothripsis 

(remaniements issus d’une pulvérisation chromosomique avec perte de certains fragments lors 

de la reconstruction) et chromoanasynthesis (gains du nombre de copie obtenues par un 

mécanisme réplicatif sans étape de pulvérisation). L’étude des fragments de jonction montre la 

difficulté de définir le mécanisme de réparation impliquée jonction par jonction et l’utilisation 

de ce critère pour distinguer chromothripsis et chromoanasynthesis. 

Par-delà la caractérisation de ces 20 réarrangements les deux questions biologiques de départ 

étaient : 

- Les chromoanagenesis tumoraux et constitutionnels partagent-ils les mêmes 

mécanismes originaux ? 

- Remaniements simples et remaniements complexes sont-ils les deux extrêmes d’un 

même continuum biologique simplement séparer par une seuil arbitraire de ne 

nombre de points de cassure ? Ou bien sont-ils le résultats de mécanismes 

biologiques distincts ? 

 

Nous avons groupé nos 20 remaniements avec 20 autres cas de remaniements chromosomiques 

complexes de la littérature pour étudier la distribution de leurs 1028 points de cassure, celle des 

chromoanagenesis tumoraux (n = 13,310 points de cassure) et celle des remaniements simples 

(n = 468 points de cassure) et l’avons comparé à une répartition aléatoire simulée in silico 

(hypothèse nulle). Pour les 3 groupes de points de cassure (chromoanagenesis constitutionnels, 

tumoraux et remaniements simples), nous observons un enrichissement des points de cassure 

dans les régions se répliquant tardivement au cours du cycle cellulaire. La distribution des 

points de cassure des remaniements complexes apparaît proche d’une répartition aléatoire 

(hypothèse nulle) s’agissant des autres critères analysés (Topologically-Associated Domains 

(TADs), Lamina-Associated Domains (LADs), éléments répétés, marquage en bandes G, 

compartiment A/B, distance aux origines de réplication, sites de fragilité chromosomique). En 

revanche, pour les remaniements simples, il existe une déplétion significative en points de 

cassure dans les LADs. Ce dernier résultat infirme l’hypothèse d’un continuum entre 

remaniements simples et complexes. 
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La probabilité accrue de cassure dans les régions à réplication tardive appuie l’hypothèse d’une 

condensation prématurée d’un chromosome dans un micronoyau. Cette séquestration explique 

le regroupement des cassures sur un seul chromosome et est le lieu d’une réplication retardée. 

La condensation hâtive entraîne le décrochage des fourches de réplication encore actives dans 

les régions les plus en retard. Si les fourches raccrochent d’autres fragments d’ADN, le 

chromosome reconstruit portera des cicatrices de ces mécanismes réplicatifs. Si les fourches se 

décrochent complètement et font apparaître de véritables cassures double brin, les fragments 

seront raboutés le mieux possible.  

Nos résultats suggèrent une origine commune des remaniements complexes mitotiques et 

méiotiques. 

Le manuscrit présenté ci-dessous doit encore être relu par l’ensemble des co-auteurs et les 

données de séquençage générées soumises à une base de données avant qu’il ne soit soumis 

pour publication à Genome Research (IF = 10.101) 

Nota bene : Le Tableau Supplemental Table 1 est constitué de plus de 800,000 lignes et n’ai 

donc pas présenté ici mais disponible sur demande. Il sera disponible en ligne au moment de la 

publication.
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Abstract 69 

The rise of pangenomic molecular assays allowed uncovering complex rearrangements named 70 

chromoanagenesis and hypothesized to result from catastrophic shattering events. We characterized 20 71 

new chromoanagenesis and report undescribed features. While literature differentiates shattering event 72 

repaired through non-homologous end joining (chromothripsis) from chromoanasynthesis born to 73 

aberrant replicative processes, we identify a grey zone of shattered chromosomes repaired through a 74 

mixture of mechanisms. At sequence level, three rearrangements involve what we designate as a “hub”, 75 

a kilobase locus fragmented and spread in several pieces throughout the rearrangement.  76 

To assess the mechanisms at play, we merged our data with those of 20 published constitutional complex 77 

chromosomal rearrangements cases. We evaluated if the distribution of their 1028 combined breakpoints 78 

was distinctive using bootstrap simulations and found that breakpoints tend to keep away from 79 

constrained genes suggesting purifying selection. We then compared their distribution with that of 80 

13,310 and 468 breakpoints of cancer and simple rearrangements samples, respectively. Both complex 81 

rearrangement groups showed breakpoint enrichment in late replicating regions suggesting similar 82 

origins for constitutional and cancer cases. Simple rearrangements breakpoints but not complex ones 83 

were depleted from lamina-associated domains (LADs), possibly as a consequence of reduced mobility 84 

of DNA ends bound to lamina.  85 

Observing breakpoint enrichment in late-replicating chromatin for both constitutional and cancer CCRs,. 86 

we provide the first orthogonal demonstration of the premature chromosome condensation hypothesis 87 

to explain chromoanagenesis.  88 
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Introduction 89 

Since the identification of a supernumerary chromosome 21 in Down syndrome (Lejeune et al., 1959), 90 

each technological development (chromosome banding, FISH, cytogenetic microarray, massive parallel 91 

sequencing, long-read sequencing) has further exposed the complexity and variability of human 92 

chromosomes (Caspersson et al., 1970; Cooper et al., 2011; Sudmant et al., 2015). This “complexity 93 

entropy” climaxed with the identification of extremely complex chromosomal rearrangements (CCRs) 94 

presenting specific hallmarks in cancer (Stephens et al., 2011) and constitutional samples (Kloosterman 95 

et al., 2011a) christened chromothripsis. Their chromosomal breakpoints are clustered to a single 96 

chromosome, a chromosome arm or even a cytoband and their copy number profile contrary to the 97 

classical tumorigenesis scenario mostly oscillates between two states (1 and 2 copies). The equal amount 98 

of inverted and non-inverted breakpoint-junctions is consistent with a single catastrophic shattering 99 

event (-thripsis in Greek) followed by random repairing coupled to fragments loss (Korbel and 100 

Campbell, 2013). Identification of different copy number profiles and alternative repairing mechanisms 101 

prompted to also define chromoanasynthesis (Liu et al., 2011) and chromoplexy (only in cancer)(Baca 102 

et al., 2013), the three being grouped under the umbrella term chromoanagenesis (Holland and 103 

Cleveland, 2012).  104 

There are two main hypotheses for the underlying mechanisms, mostly deriving from cancer cell 105 

observation and cellular models. Firstly, a non-spindle bound lagging chromosome is segregated in a 106 

micronucleus (Ganem et al., 2009) where DNA replication is deficient (Crasta et al., 2012; Terzoudi et 107 

al., 2015) generating two asynchronous compartments, the micronucleus and main nucleus. This 108 

replicating and entrapped chromosome undergoes premature chromosome condensation (PCC), which 109 

is associated with pulverization of chromatin (Kürten and Obe, 1975; Obe and Beek, 1975). This 110 

hypothesis is consistent with the mostly biased parent-of-origin of constitutional chromoanagenesis as 111 

paternal chromosomes are exposed to more cell divisions (Kong et al., 2012). The second model relies 112 

on the dicentric chromosomes that are formed upon excessive telomere shortening and deficient cell 113 

death mechanisms (Titen and Golic, 2008). Dicentric chromosomes can create bridges between the 114 

cytokinesis poles that can only be resolved through multiple DNA breaks (Maciejowski et al., 2015), 115 

sometimes with entrapment in a micronucleus (Pampalona et al., 2016).  116 

The observed continuous rather than multimodal distribution of the number of breakpoints from simple 117 

to highly complex rearrangements was suggested to mirror a common origin mechanism (Storchová and 118 

Kloosterman, 2016). Would this continuum hypothesis be correct, we would expect that the genome-119 

wide distribution of breakpoints be similar between simple and complex events. However, beyond low 120 

copy repeats known to be elective sites for recurrent non-allelic homologous recombination events 121 

(Stankiewicz and Lupski, 2002) we are ignorant about possible relationships between genomic context 122 
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(sequence, genome folding, genome function) and breakage probability in regard to complexity of the 123 

rearrangement. 124 

Here we take advantage of a cohort of rearrangements to assess possible differences in the distribution 125 

of breakpoints in simple rearrangements, constitutional and cancer CCRs to investigate this potential 126 

continuum and mechanisms at play. 127 

 128 

Results 129 

We recruited 14 unbalanced and 6 balanced chromoanagenesis cases. Through sequencing, we 130 

identified thirteen to hundred breakpoints per rearrangement involving from one to thirteen 131 

chromosomes for a total of 678 breakpoints (Table 1). An individual description of each cases is 132 

provided as supplementary data. Based on our inferring criteria (see Methods) we classified 13 cases as 133 

chromoanasynthesis and 4 as chromothripsis, while leaving 3 rearrangements without clear 134 

denomination, mostly due to a limited number of inferable junctions.  135 

This characterization effort uncovered noteworthy features. Individual 20 carries the most complex 136 

chromoanagenesis described to date with a single derivative chromosome 14 made of sequences 137 

originating from 13 different chromosomes. At several chromosome 14 breakpoints, we observe a 138 

“juxtapositions of sequences” from chromosome to chromosome before joining chromosome 14 again 139 

until the next “juxtaposition”. Two other single-chromosome cases (individuals 3 and 7) also present 140 

with copy number gains embedded in junctions but all gains are chained and inserted as a single block. 141 

Individual 10’s’s rearrangement also presents a single chain of gains inserted as a block but is unique as 142 

gains are not inserted in their chromosome of origin, 5 gains of chromosome 1 being inserted in 143 

chromosome 17 close to a pericentromeric inversion (Figure 1). For these latter three rearrangements 144 

the number of identified junctions not implicating a copy number gain boundary is very limited and 145 

chromosome shattering unlikely fitting with the chromoanasynthesis definition.  146 

Of the remaining rearrangements with multiple chromosomes implicated, individual 19 carries the 147 

second most complex rearrangement with six chromosomes involved. However, its profile is very 148 

different from that of individual 20 as chromosomes 4, 13 and 14 all present with a shattered profile 149 

with at least 5 breakpoints each and many junctions connecting pairs of these three chromosomes 150 

suggesting that they all had been shattered. Chromosome 11 is only involved in this rearrangement 151 

through a 6 kb duplication inserted within a derivative chromosome. Individuals 16 (chromosomes 8 152 

and 14) and 18 (chromosomes 3 and 10) also harbor more than one shattered chromosome.  153 
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Finally, rearrangements of individuals 12, 13 and 15 are a composite of a shattered chromosome and 154 

one or two translocations, a situation compatible with a preexisting parental balanced translocation or a 155 

two-step process during a single gametogenesis.  156 

 157 

Genotype/phenotype correlation 158 

Nineteen patients recruited had an abnormal phenotype. The twentieth (Patient 7) was identified only 159 

after a positive first trimester screening for trisomy 21 revealing an abnormal chromosome 21 in a fetus. 160 

Fifteen patients presented with different degrees of intellectual disability from mild (P1, P18) to severe 161 

(P14). When present intellectual disability was associated with different congenital malformations in all 162 

patients but P6 and P17. Of the four patients without intellectual disability, two could not be assessed 163 

formally as they were identified prenatally (Patient 13) or in the first days of life (Patient 12). We did 164 

not observe any correlation between the phenotype severity and the rearrangement complexity regarding 165 

either number of breakpoints, number of chromosome involved or genomic imbalance. However, for 166 

several patients the phenotype could be mainly explained by the identification of disrupted genes or a 167 

position effect. FOXP1 (Mental retardation with language impairment (MIM 613670)) (Patient 1), 168 

MEF2C (Mental retardation, autosomal dominant 20 (MIM 613443)) (Patient 5 and 14), ADNP 169 

(Helsmoortel-van der Aa syndrome (MIM 615873) (Patient 6) , ZEB2 (Mowat-Wilson syndrome (MIM 170 

235730)) and COL3A1 (vascular Ehler-Danlos syndrome (MIM 130050)) (Patient 11), YY1 (Gabriele-171 

de Vries syndrome (MIM 617557)) (Patient 20) are driving the phenotypes. For Patients 2, 3, 4, 8, 9, 172 

10, 12, 13, 17 and 19 no single gene could be identified but as the rearrangement had occurred de novo 173 

or was shared with another affected carrier in the family (Patient 10) the genomic imbalance was 174 

considered large enough to be causative. The striking absence of phenotype for Patient 7 while she 175 

carries a total genomic imbalance of 4,85 Mb on chromosome 21 could be explained by the unique 176 

insertion site of the copy number gains located on the short arm of chromosome 21. Placed in a 177 

heterochromatin context the copy number gains could be silenced through a protective position effect. 178 

 179 

Repairing mechanisms are mixed within rearrangements and create “hubs” 180 

We reached nucleotide resolution in both forward and reverse directions for 498/678 junctions allowing 181 

inferring the repair mechanism through analysis of junction sequence (Supplementary Table 2). Using 182 

our stringent criteria, 164/498 junctions could not be inferred. Non-homologous end-joining (NHEJ) 183 

was inferred for 144 junctions (29%), while 121 junctions (24%) fitted with our criteria for 184 

Microhomology-mediated breakage induced repair (MMBIR) / Fork Stalling and Template Switching 185 

(FoSTeS). Three of these 121 replicative junctions could also be considered as Microhomology 186 
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Mediated End Joining (MMEJ) as criteria entirely overlap. For 69/498 junctions (14%) we could not 187 

distinguish between NHEJ and MMBIR/FoSTeS. Only two rearrangements (individuals 10 and 14) 188 

could be fully inferred with a single repairing mechanism (NHEJ or ambiguous), whereas all others 189 

presented different levels of ascertained mixed signatures.  190 

At sequence resolution, we describe unknown features that we named “rearrangement hubs”. They 191 

consist of short genomic intervals (<1 kb) contacted by more than four junctions each coming from 192 

different loci and using a few dozens of nucleotides of the hub before restarting another rearrangement 193 

loop. We identified 5 of these in individuals 9 (n=2), 12 (n=2) and 19 (n=1). The most complex “hub” 194 

presents with 12 junctions within a 211 nucleotides span (individual 12; Figure 2).  195 

 196 

Purifying selection affects breakpoint distribution of constitutional rearrangements 197 

We then investigated CCR breakpoint distribution to gain insights on potential biological mechanisms. 198 

To increase biological relevance and statistical power we combined the 678 breakpoints of our 20 199 

constitutional CCRs with the 350 breakpoints of 20 published cases (Yang et al., 2015; Redin et al., 200 

2017). To investigate if the mechanisms involved in constitutional and cancer rearrangements are similar 201 

we compared the distribution of these 1028 breakpoints to that of 13,310 breakpoints of cancer CCRs 202 

deposited in ChromothripsisDB (Yang et al., 2015). We also compared their distribution with that of 203 

468 breakpoints of 234 simple rearrangements described in (Redin et al., 2017) and (Schluth-Bolard et 204 

al., 2019) to gauge the possible continuum from simple to complex rearrangements. In parallel we 205 

assessed if the breakpoint distribution of these three different groups of rearrangements were enriched 206 

within diverse genomic features, such as constrained genes, repeat elements, G-band staining, 207 

chromosomal fragile sites, A/B compartments (i.e. open/expression-active and closed/expression-208 

inactive chromatin), lamina (LADs) and topologically associated domains (TADs), replication origins 209 

and replication timing. Direction of the distribution (enrichment/depletion) and statistical significance 210 

were gauged by both comparing to a random distribution, in which each breakpoint could occur 211 

anywhere in the genome, and a “constrained” distribution that better reflects the clustering of 212 

breakpoints on a single chromosome observed in chromoanagenesis (see Methods). All annotations are 213 

presented in Supplementary Table 1. 214 

As our samples and the published cases were from liveborn individuals (made exception of our 13 215 

individual) we first assessed purifying selection. Indeed, beyond genes affected by copy number variants 216 

we surmise that accumulation of dysregulated genes (directly disrupted or through improper chromatin 217 

folding (Robson et al., 2019) would reduce fitness. Consistent with this hypothesis, we observed a 218 

depletion of both gene-disrupting and (Relative Risk Ratio (RRR) = 0.816, p = 0.0015) (Table 2) and 219 

TAD-disrupting breakpoints in constitutional CCRs (RRR = 0.870, p = 0.0456). The gene-disrupting 220 
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breakpoints of simple rearrangements tend to affect haplosensitive genes (higher loss-of-function 221 

intolerance (pLI); RRR= 2.256, p = 9.39e-07), probably mirroring the ascertainment bias in recruiting 222 

these affected individuals. On the contrary we observed a nominally significant depletion of high pLI 223 

genes in CCRs (RRR= 0.752 ; p = 0.0219), suggesting that their pathologies have an oligogenic basis 224 

with multiple breakpoint contributing and/or that affecting multiple high pLI genes is incompatible with 225 

life. We also observed a significant enrichment in genes and TADs in cancer rearrangements (RRR = 226 

1.07 and 1.113; p= 1.256e-04 and 2.195e-09 respectively) consistent with a distribution driven by oncogenic 227 

forces rather than purifying selection. 228 

 229 

Chromosomal breakpoints are enriched in late-replicating chromatin 230 

Aside from purifying selection consequences, we identified several genomic features affecting 231 

breakpoint distribution. Both groups of CCRs had their breakpoints depleted in open chromatin 232 

compartment and enriched in repeat elements, G-stained cytobands, LADs and late replicating regions 233 

of the chromatin. Constitutional CCRs breakpoints were depleted in fragile sites in both simulations 234 

(only free simulation for cancer CCRs) (Table 2). However, we also confirmed an important and 235 

complex interplay between these variables with LADs, for example, being known to be late-replicating 236 

gene poor regions (Supplementary Figure 1). To resolve all covariables and confounders (including 237 

purifying selection elements) that influence the distinction between simple and CCRs (constitutional 238 

and cancer) we built a multinomial logistic regression model. We reached the best Akaike information 239 

criterion using as covariables disruption of a repeated element, a gene, a lamina associated domain, a 240 

topologically associated domain, chromatin compartment, G-band staining, replication timing status and 241 

distance to replication origin (Table 3). In this model, if all these elements contribute to explain 242 

breakpoint distribution, replication timing appears as the unique significant element in the three groups, 243 

indeed chromosomal breakpoints are enriched in late-replicating chromatin (RRR = 3.629, p = 4.203e-12 244 

for constitutional CCRs; RRR = 1.431, p = 7.194e-14 for cancer CCRs; RRR = 2.149, p = 0.0050 for 245 

simple rearrangements)(Table 3). 246 

For constitutional chromoanagenesis, the contribution of repeat element disruption and distance from 247 

replication origin (log-transformed) seem modest with coefficients being between 0.9 and 1.1. Beyond 248 

replication timing, depletion in genes (RRR = 0.58, p= 0.0003) and enrichment in open chromatin 249 

regions (RRR = 1.49, p = 0.0159) appear as important elements. For cancer rearrangements, none of the 250 

analyzed covariables but repeat element disruption had a coefficient out of the [0.9-1.1] interval 251 

suggesting breakpoint distribution to be close to random once adjusted for replication timing.  252 

 253 
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Simple rearrangements’ breakpoints are depleted in lamina associated domains 254 

Finally, while late-replication is known to be a characteristic of LADs, simple rearrangements’ 255 

breakpoints appeared depleted within LADs (RRR= 0.456 ; p = 0.0076). Conversely, complex 256 

rearrangements’ breakpoints were independent of LADs as their distribution is comparable to breakpoint 257 

simulation (RRR= 0.987 and 1.041 (NS) for cancer and constitutional cases respectively).  258 

In summary, preference towards non-peripheral, i.e. non lamina-associated, chromatin appears as the 259 

unique criterion distinguishing the distribution of simple rearrangement breakpoints’ from that of 260 

complex cases that are naive to this feature. 261 

 262 

Discussion 263 

Using short-read genome sequencing we were able to characterize extremely complex chromosomal 264 

rearrangements. With a total of 20 cases, this is the most important cohort of constitutional CCRs to 265 

date offering new insights on the origins and mechanisms of such rearrangements in vivo. While 266 

individual 20 carries the most complex constitutional chromoanagenesis reported to date with a total of 267 

100 breakpoints, short-read sequencing stays blind to some challenging regions (short arm of acrocentric 268 

chromosomes for individuals 12, 13 and 16). Paired-end short-read sequencing only identifies 91% of 269 

breakpoints visible on the karyotype (Redin et al., 2017). In such complex cases, even when the 270 

rearrangement seems resolved, the presence of an extra loop of junctions cannot be ruled out. 271 

Considering our downstream analysis of breakpoint distribution, as we excluded from our simulations 272 

genomic regions where structural variants are difficult to call using short reads, this shall not bias our 273 

interpretation of genomic features surrounding chromosomal breakpoints. 274 

Grey zone between chromothripsis and chromoanasynthesis 275 

Our stringent criteria used to infer repairing mechanism limited the number of inferred junctions and 276 

our ability to classify 3 rearrangements in a subgroup of chromoanagenesis. However, the observations 277 

made here tend to question these subgroups for constitutional CCRs. Indeed, within complexity different 278 

profiles emerged independently from subgroup classification.  279 

Literature definitions and criteria used herein do not disentangle situations where gains are inserted in a 280 

single block (individuals 3, 7 and 10) from replicative repair of a high number of breakpoints in a single 281 

chromosome “using” a variety of other chromosomes. The latter situation appears as an a grey zone 282 

between chromothripsis and chromoanasynthesis. In chromoanasynthesis, the complexity rather than 283 

resulting from chromosome shattering is the consequence of a DNA break, or a simple replication fork 284 

stalling resolved “using” other sequences of the genome through a replicative process 285 

(MMBIR/FoSTeS) (Liu et al., 2011; Holland and Cleveland, 2012). Noteworthily, the fact that none of 286 
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the eight junctions resolved for individual 10 could be inferred as replicative questions our ability to 287 

infer a repairing mechanism. In the grey zone, a shattering event seems likely but junction sequences 288 

present distinct signs from what should be observed with classical non-homologous end joining in 289 

chromothripsis (Kloosterman et al., 2011a; Chiang et al., 2012).  290 

Chromothripsis has been used extensively to designate all kinds of chromoanagenesis (Pellestor, 2014; 291 

Fukami et al., 2017; Redin et al., 2017; Collins et al., 2019) so that it is challenging to know whether 292 

such grey zone could have been suspected before. We emphasize that this simplification towards 293 

chromothripsis is incorrect with a limited number of constitutional cases being clearly chromothripsis 294 

in our experience. 295 

With repairing “hubs” we describe a new feature of complex rearrangements where a single locus is 296 

“used” several times within the derivative chromosome. If handling of short sequences within CCR had 297 

been reported before (Slamova et al., 2018), these “hubs” had never been described before while we 298 

found them in 3 out of 20 cases. No common feature, but G-band positive staining, between the 5 hubs 299 

we identified appear. It will be of particular interest to collect additional observations and then 300 

investigate the genomic features shared by these loci. As Slamova et al. pointed before the fact that 301 

extremely short sequences can be handled, and here even spread throughout a chromosomal 302 

rearrangement, challenges the 50 bp definition of a structural variant (Sudmant et al., 2015; Slamova et 303 

al., 2018). 304 

While there are no CCR in the 1000 genomes project database (n=2504) (Sudmant et al., 2015), a single 305 

one was identified in the gnomAD dataset (n=14,891) (Collins et al., 2019). Interestingly, of the 13 306 

rearrangements we included based on their abnormal array-CGH result, they all presented additional 307 

breakpoints and complexity. The coincidence of three non-recurrent non-polymorphic CNVs identified 308 

during array-CGH on a single chromosome is a good indication for an unbalanced CCR and shall prone 309 

to genome sequencing for detailed characterization.  310 

Late replication timins is a risk factor for chromosomal damage 311 

The observed enrichment of gene and TAD disruption in cancer rearrangements in our univariate 312 

analysis is in line with the recent retrospective analysis of 75,710 cancer karyotypes where enrichment 313 

in gene-rich region was observed (Mitelman et al., 2019). However, once adjusted for covariables in our 314 

logistic regression model, these signals disappear. Mitelman et al. explained that these enrichments seem 315 

to be a common feature of both simple and complex cancer rearrangements and reflect the importance 316 

of structural variants as oncogenic factors rather than genomic noise but did not adjust on covariables 317 

(Mitelman et al., 2019). Our results tend to balance interpretation towards “genomic noise” for complex 318 

cases. 319 
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Interestingly, apart from variables affected by purifying selection we could not distinguish constitutional 320 

chromoanagenesis from cancer cases. This suggests that the shattering scenario is comparable for 321 

constitutional and tumoral cases. However, while the influence of each variable goes in the same 322 

direction for both cancer and constitutional cases, the observed driving forces are still of different 323 

magnitude. We hypothesize that this could result from additional complexity delineating possible 324 

subgroups. Drier et al. have previously shown that cancer rearrangements’ breakpoint , without detailing 325 

complexity of each rearrangement, has a bimodal distribution, some cancers having breakpoints in early-326 

replicating, highly expressed, GC-rich chromatin while others had their breakpoints preferentially 327 

positioned in late-replicating, low transcribed, GC-poor chromatin (Drier et al., 2013). Focusing on 328 

CCRs, breakpoints of sarcoma samples are enriched in early-replicating chromatin (Anderson et al., 329 

2018) oppositely to our finding pooling all cancers together. 330 

By opposition to simple rearrangements, complex rearrangements’ breakpoints appear independent from 331 

LADs. First, this is in favor of the micronucleus hypothesis as it was shown that LADs are lost in 332 

micronuclei (Hatch et al., 2013b). Second, this draws a demarcation line in the supposed continuum 333 

between simple and complex rearrangements emphasizing differences in underlying mechanisms. 334 

However, this LAD depletion seems counter-intuitive as the peripheral chromatin was used to be 335 

considered as a “body-guard”, absorbing mutagens to the inner chromatin (Hsu, 1975). Purifying 336 

selection should contribute to reject structural variants towards the nuclear periphery as it is both gene-337 

poor and less transcriptionally active.  338 

Nuclear organization is a key parameter in the formation of chromosomal rearrangements (Roukos and 339 

Misteli, 2014). Reciprocal translocations and inversions are formed after the mobilization and incorrect 340 

pairing of two DNA double strand breaks. This mobilization is restricted to a limited volume so that the 341 

pairs formed statistically belong to neighboring chromosomal territories (Soutoglou et al., 2007). Being 342 

peripheral a DNA break in a LAD has, by definition, a reduced number of potential partners. DNA 343 

breaks in LADs are not mobilized towards nuclear positions more favorable to homologous 344 

recombination (Lemaître et al., 2014). Their mobilization capacity might even be reduced by their 345 

interaction with lamina, once again reducing their ability to pair with another genomic locus. We suspect 346 

that DNA breaks occurring in LADs are as frequent as elsewhere in the genome but have more chance 347 

to be repaired to their native partner than to create a rearrangement compared to “central chromatin”. 348 

These events could only be identified at sequence resolution with repairing sequence scars.  349 

In our analysis, late replication timing appears as a key risk factor for chromoanagenesis and 350 

chromosomal breakage more broadly as it is for other types of genomic variation. It was first associated 351 

with important variations in SNP-density across evolution and cancer development with 2-fold and 6-352 

fold enrichment for transitions and transversions mutations respectively (Koren et al., 2012), but profiles 353 

are similar in germline and cancer cells (Liu et al., 2013). One possible explanation is that error-prone 354 
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repairing mechanisms are more active in late replication (Pol. Theta) while early-replicating gene-dense 355 

chromatin benefits from high fidelity transcription-coupled nucleotide excision repair (Waters and 356 

Walker, 2006). Interestingly, polymerase Theta had previously been considered to explain the features 357 

observed in a chromoanagenesis case (Masset et al., 2016). CNV distribution was also reported to be 358 

influenced by replication timing, gains and losses being enriched in early and late regions respectively 359 

in cancer cells, with breakpoints being part of the same replicating domain. However, to date, there is 360 

no robust explanation for such findings (De and Michor, 2011). Finally, if partners of balanced 361 

rearrangements preferentially replicate at the same time (Ryba et al., 2010) preference towards late 362 

replicating regions had never been reported before. 363 

Breakpoint enrichment in late replicating chromatin as an orthogonal demonstration of the PCC 364 

hypothesis 365 

Based on our observations, our scenario for chromoanagenesis is that after one (or a few) 366 

chromosome(s) got trapped in a micronucleus it can only replicate slower compared to the main nucleus. 367 

While entering the next cell division, replication is not completed in the micronucleus and the entrapped 368 

material has to start condensation prematurely. This generates a stress on replication forks still present 369 

in the physiologically late replicating regions of this delayed chromosome. The forks would either 370 

collapse and provoke DNA breakage or stall and start FoSTeS cycles. This would explain the co-371 

occurrence of different repairing mechanisms observed in a same rearrangement. The rearrangement 372 

puzzle will be reassembled after reintegration within the main nucleus, opening the possibility for 373 

FoSTeS loops to use other chromosomes.  374 

Finally, the low proportion of rearrangements affecting two chromosomes and the importance of 375 

replication-timing is not in favor of a telomere crisis scenario that would involve a dicentric 376 

chromosome. Indeed, this second hypothesis can explain clustered breakpoints on a maximum of two 377 

chromosomes but requires deficiencies of important cell cycle regulators (RB, TP53) that are relatively 378 

unlikely during gametogenesis considering constitutional cases. Instead, several rearrangements present 379 

a single junction between a shattered chromosome and another one suggesting the preexistence of a 380 

balanced translocation. While no constitutional CCR has been described in offspring of simple balanced 381 

rearrangement carrier such event could happen in the same gametogenesis and favor entrapment of one 382 

chromosome of the tetravalent in a micronucleus. 383 

Overall, we highlight the importance of precise characterization of CCRs as we were able to identify (i) 384 

rearrangement “hubs” that had not been described previously and a grey zone between chromothripsis 385 

and chromoanasynthesis challenging actual definitions. By extensive annotation of the largest cohort of 386 

constitutional CCRs and the use of publicly available data, we identify replication timing as a new 387 

element driving chromosomal breakpoint probability. Thus, our in vivo dataset implies premature 388 
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condensation of genetic material segregated in a micronucleus. This new hallmark shall be used to 389 

validate the relevance of cellular models and improve knowledge of complex chromosomal 390 

rearrangements. Finally, we identify a statistically significant depletion of simple rearrangements’ 391 

breakpoints within LADs. This strongly suggests that chromoanagenesis and simple rearrangements are 392 

not part of a continuous spectrum and opens new perspectives towards chromosomal rearrangement 393 

understanding. 394 

 395 

Material and Methods 396 

Patients 397 

To recruit CCRs we first initiated a French-national call for collaboration to gather all cases analyzed 398 

using cytogenetic microarray and having a minimum of 3 non-polymorphic, non-recurrent copy number 399 

variants on a single chromosome (potential pair of chromosomes). Individual 10 was included after 400 

genome sequencing results fitting this criterion while this patient was not tested through cytogenetic 401 

microarray. Second, we included all balanced rearrangements characterized in our laboratory as part of 402 

our routine activity having more than 10 breakpoints. 403 

All individuals or their parents gave written informed consent for this study, which was conducted with 404 

respect to the recommendations of the Helsinki Declaration. Noteworthy, balanced rearrangements had 405 

previously been published as part of our clinical validation study (Schluth-Bolard et al., 2019). Patient’s 406 

20 individual description has just been reported (Ader et al., 2019). 407 

 408 

Genome sequencing 409 

All cases, but case 10, were genome sequenced using our validated approach (Schluth-Bolard et al., 410 

2019). Briefly, after PCR-free library preparation (Nano, Illumina Inc., San Diego, CA, USA), 2x100 411 

bp paired-end sequencing was performed on a 300 cycles High Output FlowCell for NextSeq500 412 

instrument (Illumina, Inc.). Additionally, samples 19, 2, 3, 6, 9, 10 and 19 were 2x151 bp paired-end 413 

sequenced on a HiSeq X5 instrument or a HiSeq4000 instrument (Illumina Inc.) for the latter. 414 

Breakpoints were detected using BreakDancer (Chen et al., 2009) and ERDS was used for CNV calling 415 

(Zhu et al., 2012). For all calls, supporting alignment data was systematically inspected using the IGV 416 

v2.4 software with soft-clipped reads set as visible (Robinson et al., 2011). At each breakpoint, split-417 

reads were extracted manually to align the soft-clipped sequence using BLAT and obtain fragment 418 

junction sequence directly (Kent, 2002). For all junctions, the process was repeated in both directions 419 

of the junction. 420 
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 421 

Inferring mechanisms 422 

Repairing mechanisms were inferred following the same criteria as in (Schluth-Bolard et al., 2019). The 423 

same mechanism had to be consider for both strands of a junction to infer it. Based on existing literature, 424 

we established a decisional algorithm to infer the chromoanagenesis subgroup of each rearrangement 425 

as a whole (Liu et al., 2011; Holland and Cleveland, 2012; Baca et al., 2013; Korbel and Campbell, 426 

2013). First, rearrangements presenting several copy number gains are classified as chromoanasynthesis 427 

as the concept of chromothripsis does not foresee genomic gains. Second, the rearrangement is 428 

considered as chromothripsis or chromoanasynthesis depending on the dominant repairing mechanism 429 

(NHEJ for chromothripsis ; MMBIR/FoSTeS or clear FoSTeS events with several shifts for 430 

chromoanasynthesis) with a minimum of 8 inferred junctions to qualify the rearrangement.  431 

 432 

Breakpoint annotation 433 

Considering extreme complexity, all breakpoints distant from less than a kilobase were considered as 434 

one for further analyses. We annotated each breakpoint with publicly available datasets using Svagga 435 

(https://gitlab.inria.fr/NGS/svagga). RefSeq genes coordinates were extracted from the UCSC Genome 436 

Browser; pLi scores were extracted from the gnomAD dataset (Lek et al., 2016). Annotation was also 437 

made across lamina associated domains (LADs) (Guelen et al., 2008); topologically associated domains 438 

(TADs) (Rao et al., 2014) ; repeated elements (RepeatMasker); chromosomal cytoband and Giemsa 439 

staining (Furey and Haussler, 2003); chromosomal common fragile sites (Fungtammasan et al., 2012); 440 

replication origins (Massip et al., 2019) ; A/B compartments (Fortin and Hansen, 2015) and replication 441 

timing (Dixon et al., 2018). For the latter, only constitutive early and late domains were considered. 442 

 443 

External cases 444 

To increase biological relevance and statistical power we extended our analysis to other complex 445 

rearrangements and used ChromothripsisDB (Yang et al., 2015). We downloaded the complete database 446 

and kept for analysis samples that had been genome sequenced using paired-end sequencing and for 447 

which breakpoint positions were available. We filtered out every call that was (i) not on chromosomes 448 

involved in the rearrangement as described by initial authors ; (ii) of uncertain position as they had ‘start’ 449 

and ‘stop’ positions distant from more than 1 kb. We finally extended our cohort of constitutional CCRs 450 

with a few more recent constitutional cases (Redin et al., 2017) absent from ChromothripsisDB for a 451 

total of 20 external cases (350 breakpoints). Before pooling all constitutional CCRs, we confirmed that 452 

our dataset was similar to published cases when considering breakpoint distribution. Compared to 453 
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simulation data, both distributions were either not significant or in the same direction considering 454 

individual genomic features (Supplementary Table 3).  455 

Constitutional simple rearrangements published in (Schluth-Bolard et al., 2019) and (Redin et al., 2017) 456 

were pooled in a third group above (a) constitutional and (b) cancer CCRs. 457 

 458 

Breakpoint simulation 459 

We performed in silico breakpoint simulation to create a null hypothesis of breakpoint distribution. We 460 

used R software for two different Monte Carlo simulations. In both cases, a random number of 461 

breakpoints between 10 (minimal number of breakpoints we used to consider a chromoanagenesis) and 462 

1000 were picked for 1000 simulations. In the first “free” simulation, each breakpoint could occur in 463 

every possible position of the genome. In the “constrained” model, to mimic the observed “geographical 464 

clustering” of breakpoints a random percentage between 50% and 100% of breakpoints had to occur in 465 

the same chromosome while the remaining ones were free. As we know that some genomic regions of 466 

the reference genome cannot or poorly be analyzed for structural variants, we used the “DangerTrack” 467 

bed file (Dolgalev et al., 2017) to exclude all breakpoints simulated in these regions and be comparable 468 

with the observed dataset. A single breakpoint of our in-house dataset overlaps the DangerTrack. 469 

Overall, 399,346 and 399,915 were simulated and used for analyses for the “free” and “constrained” 470 

models respectively. 471 

 472 

Statistical analysis 473 

All statistical analyses were performed using R software v.3.5.2. Univariate analysis of each predictor 474 

and the logistic regression model building was performed using the “multinom” function of the “nnet” 475 

R package as the Y outcome is multinomial. The Wald test was used for p-value calculation. Considering 476 

the number of variables and hypotheses tested we considered p < 0.01 for statistical significance.  477 

 478 
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All raw and processed sequencing data generated in this study will be submitted to the NCBI Gene 480 

Expression Omnibus (GEO; ). 481 
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Figure 1: Schematic reconstruction of Patient’s 10 rearrangement with 5 chromosome 1 gains being 

inserted together in chromosome 17 nearby a pericentromeric inversion. 

 

 

Figure 2: Read alignment with the IGV browser (v2.4) of the largest “hub” observed in our cohort 

(Patient 12) consisting of 12 breakpoints in 211 nucleotides (A). Reads paired with a mate aligned to a 

different locus are coloured. Partial schematic reconstruction of the rearrangement with plain lines being 

sequences of the “hub” and dashed-lines depicting other fragments of the rearrangement (B). 

 



 

143 
 
 

 

 

Supplementary Figure 1: Correlation matrix of the analyzed variables based on our dataset of 

constitutional CCRs.  



 

144 
 
 

Supplementary Table 1: List of annotated breakpoints detected in our cohort of complex chromosomal 

rearrangements (CCRs), in external cases of CCRs (cancer and constitutional), simple rearrangements 

and simulations. For replication timing, CE, CL and S stand for constitutive early, constitutive late and 

switching respectively. Only the two first ones were used for statistical analyses. 

Supplementary File 1: Individual description of the 20 individuals included in this study.. Split-read 

sequences are color-coded with sequence aligned on chromosome A locus in black; sequence aligned 

on the other side of the junction in red; inserted sequence in green and sequence aligned to other loci in 

blue. Homologous nucleotides between breakpoints of the same junction are in bold characters. 
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Patient 1 

Phenotype: Mild intellectual disability, speech delay, cleft palate, single palmar crease, strabismus.  

Karyotype: 46,XX,der(3)inv(3)(p13p22)inv(3)(p12q26.3) 

Array-CGH : normal 

Circos plot: 

 

Comments : FOXP1 disruption contributing to the neurodevelopmental phenotype. Rearrangement 
transmitted to her daughter, with the same phenotype. This patient has been previously published as 
IL/1901 in (Schluth-Bolard et al., 2019).
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Patient 2  

Phenotype: Aniridia, Growth advance, hyperlaxity.  

Karyotype: 46,XY.ish dup(11)(p13p13)(RP11-133E13++,RP1-74J1++) 

Circos plot: 
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Patient 3 

Phenotype: Moderate intellectual disability, growth delay, ophtalmologic problems, unexplained 
frequent bleeding 

Karyotype: 

46,XX,ins(6)(p24q26q22).ish ins(6)(wcp6+).arr[GRCh37] (26033642_26276650)x3, 
6p21.32(33140010_33359008)x3, 6p21.2p21.1(36942747_43490809)x1, 
6q21(111254270_111451467)x3 

Circos plot: 
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Patient 4 

Phenotype: Intellectual disability, speech delay, facial dysmorphism 

Karyotype: 46,XY,r(21)dn 

Array-CGH : arr[GRCh37] 
21q11.2q21.1(14795268_17628820)x1,21q21.1(17639720_17833313)x3,21q21.1(18223919_1084910
9)x3,21q21.1(21812036_22994075)x1,21q21.3(28195991_28358156)x3,21q21.3q22.11(29085595_3
1832089)x3,21q22.12(36658424_36982577)x4,21q22.2q22.3(40655668_48129895)x1 

Circos plot: 
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Patient 5 

Phenotype: IUGR, post-natal growth retardation, microcephaly, intellectual disability, sleeping and 
feedings difficulties, epilepsy (hyperthermic seizures), choreic and dystonic abnormal movements, 
stabismus  

Karyotype: 46,XY,ins(5)(q15q23.3q34)dn 

Circos plot: 

 

Comments : A likely position effect on MEF2C was considered as likely pathogenic. This patient has 
been previously published as EB/0401 in (Schluth-Bolard et al., 2019). 
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Patient 6 

Phenotype: Intellectual disability 

Karyotype: NA 

Comments: ADNP disruption is responsible for Helsmoortel-van der Aa syndrome (MIM 615873) 

Circos plot: 
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Patient 7 

Phenotype: No phenotype. Karyotype was performed in her fetus after positive first trimester 
screening. It showed an abnormal chromosome 21 so that the maternal karyotype was performed. 

Karyotype: 46,XX,der(21) 

Comments: All duplications are chained and inserted on the short arm of chromosome 21. 

Circos plot: 
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Patient 8 

Phenotype: Hypotonia, intellectual disability, testicular ectopia 

Karyotype: 46,XY,der(7)[23]/46,XY[2] 

Array-CGH : arr[GRCh37] 
7q1.21(65806576_65842999)x3,7q11.23(75062013_77095846)x1,7q22.1(98769647_99035705)x3,7q
22.1q31.1(100798980_109868414)x1,7q34q36.1(140654844_149074160)x1 

Circos plot: 
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Patient 11 

Phenotype: Intellectual disability, facial dysmorphism, cardiac malformation, urogenital malformation 

Karyotype: 46,XY,ins(7;2)(q31;q23.31)dn 

Comments: Disruption of ZEB2 (Mowat Wilson syndrome) and COL3A1 (Elhler-Danlos syndrome) 

Circos plot: 
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Patient 12 

Phenotype: Hypotonia, unilateral cryptorchidism, pharyngomalacia 

Karyotype: 46,XY,t(3;13;5)(p11.1;p12;p14)dn 

Array-CGH : arr[GRCh37] 
3p14.1(65238298_68667113)x1,3p13(70127345_73724765)x1,3p12.1(83784489_85467284)x1,3q11.
2(97180779_97270083)x1 

Comments : Breakpoint on the short arm of chromosome 13 not identified. 

Circos plot: 
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Patient 13 

Phenotype: 3,37 mm cystic hygroma at 15 weeks of gestation 

Karyotype: Amniotic fluid : 45,XX,rob(13;15)(q10;q10)[20] with abnormal structure of chromosome 
13 on the derivative chromosome 

Comments: Breakpoint on short arm of chromosome 15 not identified. 

Circos plot: 
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198 
 
 

Patient 14 

Phenotype: Severe intellectual disability (walking at 9 years old), absent speech, autistic spectrum 
disorder, epilepsy, facial dysmorphism, constipation 

Karyotype: 46,XX,t(1;5;3)(p21;q?34;p24)dn 

Circos plot: 

 

Comments : The phenotype can be explained by MEF2C disruption. This patient has been previously 
published as MD/2203 in (Schluth-Bolard et al., 2019). 
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Patient 15 

Phenotype: Intellectual disability, speech delay, hypotonia, anxiety 

Karyotype: 46,XY,t(1;2)(p13.2;q31.2)dn 

Circos plot: 

 

Comments : This patient has been previously published as NM/0201 in (Schluth-Bolard et al., 2019). 



20
2 

  

Re
f. 

Ju
nc

t-
io

n 
ID

 
Ch

r. 
A 

Ch
r. 

A 
Po

sit
io

n 
ch

r. 
A 

st
ra

nd
 

CN
A 

Ch
r. B 

Ch
r. 

B 
Po

sit
io

n 
ch

r. 
B 

st
ra

nd
 

Sp
lit

-r
ea

d 
se

qu
en

ce
 

Ho
m

o
-lo

gy
 

In
se

rt
-

io
n 

In
fe

rr
ed

 m
ec

ha
ni

sm
 

hg
19

 
1 

1 
12

12
47

97
2 

- 
1 

2 
14

83
46

70
9 

+ 
TC

TC
AG

AA
GT

CA
GT

AT
TT

TC
AG

CT
CT

TC
TA

AG
TG

AA
GA

TT
CT

GC
TT

CA
CT

/T
AG

G
TT

GG
TT

CA
AC

AT
AC

TC
AA

AT
CA

AT
AA

GT
GT

GA
TT

AA
TC

AC
AT

AA
AC

 
0 

5 
NH

EJ
M

M
BI

R/
Fo

ST
eS

 

hg
19

 
1 

2 
14

83
46

75
3 

+ 
2 

1 
12

12
48

25
9 

- 
GT

AT
TT

TC
AG

CT
CT

TC
TA

AG
TG

AA
GA

TT
CT

GC
T 

0 
5 

NH
EJ

M
M

BI
R/

Fo
ST

eS
 

hg
19

 
2 

2 
35

32
90

85
 

+ 
 

2 
35

33
98

48
 

- 
AG

AT
AT

TG
CA

GT
TA

GA
AA

AG
GA

GC
AG

TG
CA

CC
AA

AC
TT

AT
TC

TT
AA

CT
TA

AA
AG

TT
CA

T/
TC

CC
CC

TA
CA

AG
AA

CA
CC

AG
TT

TA
AC

AA
CT

GT
CT

AT
AC

AA
A 

0 
0 

NA
 

hg
19

 
2 

2 
35

33
98

44
 

- 
 

2 
35

32
90

81
 

+ 
GC

AG
TT

AG
AA

AG
GG

AG
CA

GT
GC

AC
CA

AA
CT

TA
TT

CT
TA

AC
TT

AA
AA

GT
/T

CA
TT

CC
CC

CT
AC

AA
GA

AC
AC

CA
GT

TT
AA

CA
AC

TG
TC

TA
TA

CA
AA

AT
AA

AC
A 

0 
0 

NA
 

hg
19

 
3 

2 
10

16
63

57
6 

+ 
-1

41
 

2 
15

72
74

72
7 

+ 
CT

TC
CC

TC
CC

TC
TG

TT
CC

CT
CT

GT
GG

GC
AG

CT
CC

TC
AG

TC
AC

TC
T…

/ 
NA

 
NA

 
NA

 

hg
19

 
3 

2 
15

72
75

11
1 

+ 
-2

 
2 

10
16

63
57

6 
+ 

AT
AC

CA
TG

AA
TT

AT
GC

GA
TA

GC
AA

CC
AA

GG
GA

CT
TC

TA
CC

CA
TT

CT
CC

CT
GA

CC
AG

CC
AA

AT
GG

AC
TG

TG
TG

GG
GC

CA
AG

GT
GA

AA
GT

TT
CC

CC
TG

GG
CC

CC
TG

A/
G

AG
TG

AC
TG

AG
GA

GC
TG

CC
CA

CA
GA

GG
GA

AC
AG

AG
GG

AG
GG

AA
G 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
4 

2 
10

16
63

71
7 

- 
-1

41
 

2 
14

83
18

07
7 

- 
GC

CA
TA

AT
TG

AA
CA

AA
AT

GA
G/

AC
CC

TT
CC

TG
CT

CC
CA

GG
GG

AG
CT

AC
GA

GC
G

GC
TC

CG
CA

CT
GT

GG
CC

AT
AA

GT
CC

TG
CT

GG
AG

TG
GC

CA
CA

CA
TG

GC
AA

TC
A 

0 
0 

NA
 

hg
19

 
4 

2 
14

83
18

08
5 

- 
-1

0 
2 

10
16

64
00

5 
- 

AG
CA

GG
AA

GG
G/

TC
TC

AT
TT

TG
TT

CA
AT

TA
TG

GC
TA

CT
TA

TC
CA

GT
AC

CA
AA

TA
T

AC
TC

TC
TG

CC
CA

AG
TT

CC
AT

AG
AC

TG
AA

TC
TG

TG
GA

GT
TT

AT
CT

AT
GC

CA
TT

AT
T

AT
CG

TC
CT

TC
T 

NA
 

NA
 

NA
 

hg
19

 
5 

2 
10

30
67

08
4 

+ 
-6

 
2 

15
07

52
97

1 
+ 

GA
GA

AA
CT

CC
TG

AG
TT

CA
TG

TG
AC

TT
AA

TC
AA

AG
AA

TG
CC

TC
AG

CC
AT

TT
GA

CC
TA

AA
AT

CA
G/

GC
TA

TC
TC

AT
TC

CA
AC

GC
TC

CT
TG

AG
GG

TT
CA

GC
TT

G 
0 

0 
NH

EJ
 

hg
19

 
5 

2 
15

07
53

37
2 

+ 
0 

2 
10

30
66

74
5 

+ 
CA

CT
GG

GC
AG

TT
GA

AC
TG

TG
AC

GC
AG

TT
GC

AT
AA

AG
GC

TT
CA

AG
CT

GA
AC

CC
T

CA
AG

GA
GC

GT
TG

GA
AT

GA
GA

TA
GC

C/
TG

AT
TT

TA
GG

TC
AA

AT
GG

CT
G 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
6 

2 
10

30
67

09
1 

- 
-6

 
2 

14
83

18
07

6 
+ 

AA
AA

AA
AA

TT
GC

TT
TT

GT
TT

TT
AT

TT
TA

CA
GC

TT
/T

GC
AA

GA
CT

GC
TT

CA
TA

AA
TT

AG
AA

TT
CG

AT
TT

GG
GG

TG
AA

AA
AT

CA
AT

AC
CG

CT
CA

GT
GG

TA
TG

AT
 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
6 

2 
14

83
18

07
6 

+ 
-1

0 
2 

10
30

67
09

1 
- 

AA
AT

AA
GC

CT
AA

AA
AA

AG
TA

CC
TT

TT
TT

TA
AA

AA
AA

AA
AT

TG
CT

TT
TG

TT
TT

TA
T

TT
TA

CA
GC

TT
/T

GC
AA

GA
CT

GC
TT

CA
TA

AA
TT

AG
AA

TT
CG

AT
TT

GG
G 

0 
0 

NA
 

hg
19

 
7 

1 
12

12
47

97
2 

+ 
1 

2 
17

98
49

94
8 

- 
AA

AT
CC

AG
CA

GC
AG

CA
CA

TC
AA

AA
AG

CT
TA

TC
CA

CC
AC

AA
TC

AA
GT

AG
GC

CC
TG

GG
AT

GC
T/

CC
CA

GT
AG

TC
AT

TC
AG

GA
GC

AG
GT

TC
TT

CA
GT

TT
CC

AT
GT

 
0 

0 
NH

EJ
 

hg
19

 
7 

2 
17

98
49

94
8 

- 
 

1 
12

12
47

97
2 

+ 
AA

AT
CC

AG
CA

GC
AG

CA
CA

TC
AA

AA
AG

CT
TA

TC
CA

CC
AC

AA
TC

AA
GT

AG
GC

CC
TG

GG
AT

GC
T/

CC
CA

GT
AG

TC
AT

TC
AG

GA
GC

AG
GT

TC
TT

CA
GT

TT
CC

AT
GT

 
0 

0 
NH

EJ
 

hg
19

 
8 

2 
14

68
53

14
7 

+ 
-1

0 
2 

15
64

59
54

5 
- 

AT
AT

AT
AA

AT
GA

GG
CT

TT
CC

AG
TG

TT
AT

AC
CA

GG
TG

GG
CA

AT
AC

TA
GG

AT
TT

CT
CT

TC
AT

CT
GC

TT
/C

CA
TT

AT
AC

CA
CT

CT
AT

AT
GT

CT
TT

GT
GT

AT
CC

AT
 

0 
0 

NA
 

hg
19

 
8 

2 
15

64
59

54
5 

- 
-5

8 
2 

14
68

53
14

7 
+ 

CA
GT

GT
TA

TA
CC

AG
GT

GG
GC

AA
TA

CT
AG

GA
TT

TC
TC

TT
CA

TC
TG

CT
T/

CC
AT

TA
T

AC
CA

CT
CT

AT
AT

GT
CT

TT
GT

GT
AT

CC
AT

AG
CT

TA
GC

TC
CC

AC
TT

AA
A 

0 
0 

NA
 

hg
19

 
9 

2 
14

68
53

15
8 

- 
-1

0 
2 

14
83

46
75

4 
- 

GG
TC

CC
TA

AT
AG

GC
TG

AC
TT

CT
GG

TA
TT

TG
GA

AA
AG

GA
AG

AT
TT

TT
TG

T/
AG

AT
TG

CT
AT

TT
CA

TT
AA

TT
GA

GA
TT

TA
CT

TT
CT

TA
TA

TA
GA

GG
AA

CT
AT

AA
 

0 
0 

NA
 

hg
19

 
9 

2 
14

83
46

75
2 

- 
2 

2 
14

68
53

16
0 

- 
NA

 
NA

 
NA

 
NA

 

hg
19

 
10

 
2 

14
75

59
88

8 
+ 

0 
2 

15
07

53
37

2 
- 

GG
CT

GG
AA

AA
TT

TA
GG

GT
CA

TT
GA

TT
AA

CT
GA

GA
CA

AG
GA

GG
AT

GA
AA

TC
AA

T
AG

AA
CG

TG
GA

AA
TT

GC
AT

TC
TT

/C
CT

TC
AA

AG
TG

AT
GC

TG
AA

AT
GA

TG
C 

0 
0 

NH
EJ

 



20
3 

  

Re
f. 

Ju
nc

t-
io

n 
ID

 
Ch

r. 
A 

Ch
r. 

A 
Po

sit
io

n 
ch

r. 
A 

st
ra

nd
 

CN
A 

Ch
r. B 

Ch
r. 

B 
Po

sit
io

n 
ch

r. 
B 

st
ra

nd
 

Sp
lit

-r
ea

d 
se

qu
en

ce
 

Ho
m

o
-lo

gy
 

In
se

rt
-

io
n 

In
fe

rr
ed

 m
ec

ha
ni

sm
 

hg
19

 
10

 
2 

15
07

53
37

2 
- 

0 
2 

14
75

59
88

8 
+ 

AT
CA

AT
AG

AA
CG

TT
GG

AA
AT

TG
CA

TT
CT

T/
CC

TT
CA

AA
GT

GA
TG

CT
GA

AA
TG

AT
GC

AA
GC

TG
CC

CC
CA

AT
GA

GG
GG

CA
TA

AG
CT

TG
AG

CA
AG

GA
AG

CT
TT

CT
TT

CA
G

TT
TT

GG
GG

AG
AG

 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
11

 
2 

14
75

59
88

9 
- 

0 
2 

15
72

74
75

0 
- 

GT
GA

TC
CG

CC
CA

CC
TC

GG
CC

TC
/T

AA
CA

TC
AG

TT
TT

GC
CC

GT
AG

GC
AG

GA
CC

TG
AA

AG
AA

AA
TC

TT
GA

AT
GG

AA
AA

CT
TA

AT
GC

TT
CA

CA
AT

GC
TT

AA
GT

TG
TT

AT
 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
11

 
2 

15
72

74
48

9 
- 

0 
2 

14
75

59
88

9 
- 

CC
TG

CC
TA

CG
GG

CA
AA

AC
TG

AT
GT

TA
/G

AG
GC

CG
AG

GT
GG

GC
GG

AT
CA

CG
AG

GT
CA

GG
AG

TT
CG

AG
AC

CA
GC

CT
GG

CC
AA

TA
TG

GT
GA

AA
CC

CC
AT

CT
CT

AC
TA

A
AA

AT
AC

AA
AA

AA
TA

GC
TG

GG
 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
12

 
2 

15
08

03
30

3 
+ 

 
2 

15
72

74
21

5 
+ 

NA
 

NA
 

NA
 

NA
 

hg
19

 
12

 
2 

15
72

74
48

9 
+ 

0 
2 

15
08

03
42

1 
+ 

AG
GA

AA
AA

TG
TT

AC
AT

TA
GG

CT
GG

GT
GC

CA
TG

GC
TC

AC
GC

CT
CT

AA
TC

TG
AA

TA
CT

TT
GG

G/
GG

CT
TT

CC
TT

TG
AG

GG
TA

AC
CC

GA
CC

TT
TC

TC
TC

TG
GC

TG
 

NA
 

0 
NA

 

hg
19

 
13

 
2 

15
60

72
83

1 
- 

1 
2 

15
73

72
06

7 
- 

TT
TT

CC
TC

AT
GA

TT
CT

AA
GA

GA
AT

AA
TC

TT
TC

TT
CT

GC
C/

TT
AC

CA
GC

TC
CA

TT
TC

AG
AA

AG
AT

AA
TT

CT
GG

CA
GC

AA
TT

TG
AG

GA
AG

AA
AT

AA
GA

AT
AA

 
2 

0 
NH

EJ
M

M
BI

R/
Fo

ST
eS

 

hg
19

 
13

 
2 

15
73

72
06

5 
- 

4 
2 

15
60

72
86

4 
- 

TG
CC

AG
AA

TT
AT

CT
TT

CT
GA

AA
TG

GA
GC

TG
T/

AA
GG

CA
GA

AG
AA

AG
AT

TA
TT

CT
CT

TA
GA

AT
CA

TG
AG

GA
AA

AA
GA

AT
TC

TT
TA

AT
CT

AG
AA

TT
GA

TC
TT

TA
TA

GC
CT

GT
TA

TA
GG

TT
GC

AA
AA

TT
AT

GA
G 

2 
0 

NH
EJ

M
M

BI
R/

Fo
ST

eS
 

hg
19

 
14

 
2 

15
62

65
46

3 
+ 

-2
9 

2 
15

72
69

44
9 

+ 
AA

AT
TG

TA
TA

GG
AT

TT
CT

AA
AA

TT
CT

AA
TG

TC
TG

AG
TA

AT
GA

GC
CA

T/
TG

CT
CA

T
CA

CT
CC

CA
AA

GT
GC

TG
GA

AT
TG

CA
GG

CA
TG

AG
CC

AC
CT

CA
CC

TG
GC

T 
0 

9 
M

M
BI

R/
Fo

ST
eS

 

hg
19

 
14

 
2 

15
72

69
85

6 
+ 

-9
 

2 
15

62
65

46
3 

+ 
GT

GA
TA

CT
GA

AA
GT

AA
TA

AT
CA

GC
CA

GG
TG

AG
GT

GG
CT

CA
TG

CC
TG

CA
AT

TC
C

AG
CA

CT
TT

GG
GA

G/
TG

AT
GA

GC
AA

TG
GC

TC
AT

TA
CT

CA
GA

CA
TT

AG
AA

T 
0 

9 
NH

EJ
M

M
BI

R/
Fo

ST
eS

 

hg
19

 
15

 
2 

15
62

65
49

3 
- 

-2
9 

2 
15

72
70

28
2 

+ 
TT

GC
CA

GG
CT

GG
TC

TC
AA

AC
TC

CT
GA

CC
TC

AG
GT

GA
TC

CA
CC

/C
AT

GC
TA

AC
CA

T
TT

TA
AC

CA
TT

TA
AC

AT
GG

TT
AT

AT
TC

TA
AA

CC
AC

AG
AA

AT
AA

CC
AA

 
0 

0 
NA

 

hg
19

 
15

 
2 

15
72

69
86

6 
- 

-9
 

2 
15

62
65

49
3 

- 
AG

AA
TA

TA
AC

CA
TG

TT
AA

AT
GG

TT
AA

AA
TG

GT
TA

GC
AT

G/
GG

TG
GA

TC
AC

CT
GA

GG
TC

AG
GA

GT
TT

GA
GA

CC
AG

CC
TG

GC
AA

AC
AT

GG
CG

AA
AT

CC
CG

TC
T 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
16

 
2 

15
64

59
48

6 
+ 

-5
8 

2 
15

72
75

11
4 

- 
TT

TT
AG

TA
GA

GA
TG

GA
TT

TT
TG

CC
AT

GT
TG

GC
CA

GG
TT

GG
TC

TC
GA

AA
TC

CT
GA

CC
TC

AG
GT

GA
/A

TT
GA

AG
GT

TC
AC

TG
GA

AA
TC

AC
TG

AC
AT

AA
AG

C 
0 

2 
NA

 

hg
19

 
16

 
2 

15
72

75
11

4 
- 

-2
 

2 
15

64
59

48
6 

+ 
AT

GT
TG

GC
CA

GG
TT

GG
TC

TC
GA

AA
TC

CT
GA

CC
TC

AG
GT

GA
AT

/T
GA

AG
GT

TC
AC

TG
GA

AA
TC

AC
TT

AC
AT

AA
AG

CA
GA

TT
AA

TC
GG

AT
AA

AA
GG

CA
TT

CA
GA

 
0 

2 
NH

EJ
 

hg
19

 
17

 
2 

15
73

72
06

8 
+ 

4 
3 

49
45

49
32

 
- 

TT
TG

GA
AT

TG
TT

GT
GA

AT
TA

TA
GA

TT
CT

TA
TT

GA
TT

CT
AC

AT
GG

AG
AA

GC
CA

AG
GG

AA
AC

CT
TT

GT
TA

CA
CA

AG
G/

GG
CA

AA
AC

TC
CT

GG
AA

GG
GA

CA
GC

CC
 

3 
0 

NH
EJ

M
M

BI
R/

Fo
ST

eS
 

hg
19

 
17

 
3 

49
45

49
29

 
- 

0 
2 

15
73

72
06

5 
+ 

CA
TG

GA
GA

AG
CC

AA
GG

GA
AA

CC
TT

TG
TT

AC
AC

A/
AG

GG
GC

AA
AA

CT
CC

TG
GA

A
GG

GA
CA

GC
CC

CA
CC

CT
GA

GC
CA

GC
TT

CA
CT

TG
AG

GG
TA

TA
GT

AG
TT

TG
T 

3 
0 

NH
EJ

M
M

BI
R/

Fo
ST

eS
 

hg
19

 
Un

re
so

lv
ed

 
2 

15
60

72
83

1 
+ 

1 
2 

15
60

72
83

1 
+ 

GT
GG

GA
GA

TA
AA

AC
TA

AA
AG

GA
GG

AT
TT

GG
GA

TA
CA

CG
TT

AC
TA

TT
TA

AA
T/

G
CT

GG
GA

AA
AC

TT
GC

TA
GT

CA
TT

TG
TA

GA
AA

GC
TG

AA
GC

TG
GA

TC
CC

TT
C 

0 
0 

NH
EJ

 

hg
19

 
Un

re
so

lv
ed

 
3 

49
45

49
28

 
+ 

0 
2 

15
64

27
98

2 
- 

CC
TC

CA
CC

TT
AA

CT
GC

CC
AC

CC
CC

AG
TG

AG
TT

CT
GC

CT
CA

GC
TT

CT
TG

AC
TA

AC
C

CC
TT

GT
/T

AA
CC

AT
TT

AT
TA

AA
CA

GG
GA

AT
CT

TT
TC

CC
CA

TT
TC

TT
G 

0 
2 

NH
EJ

 



 

204 
 
 

Patient 16 

Phenotype: Macrocephaly, intellectual disability, psychomotor delay, speech delay, left club-foot, 
café-au-lait spot 

Karyotype: 
46,XY,der(8)t(8;22)(q12;q12),der(13)t(8;13)(q31;q23),der(14)t(14;15)(q11.2;q25),der(15)t(14;15)(q2
1;q24),der(22)t(13;22)(q31.1;p11.2)dn 

Comments: Breakpoint on the short arm of chromosome 22 not identified. 

Circos plot: 

 

Comments : This patient has been previously published as KT/1403 in (Schluth-Bolard et al., 2019). 
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Patient 17 

Phenotype: Intellectual disability 

Karyotype: NA 

Circos plot: 
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Patient 18 

Phenotype: Mild intellectual disability,  behavioral troubles, facial dysmoprhism 

Karyotype: 46,XY,t(3;4;10;14;18)(p23;q24;p13;q32;q23)dn 

Circos plot: 

 

Comments : This patient has been previously published as TS/1101 in (Schluth-Bolard et al., 2019). 
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Patient 19 

Phenotype: Intellectual disability, facial dysmorphism, bones malformations, valvopathy   

Karyotype: NA 

Array-CGH: arr[NCBI36] 4q33q34.1(171958564_174625926)x1, 
4q34.3q35.1(182539074_183620310)x1, 14q11.2q12(22439503_23819413)x1 
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Patient 20 

Phenotype: growth retardation, hypotonia, microcephaly, dysmorphic features, coloboma, and 
hypoplastic corpus callosum 

Karyotype:46,XX,der(14)(q31q32.3)dn .ish der(14)(wcp14+,tel14q+) 

Comments:arr[hg19] 
14q31.1(83088298_83225103)x1 ;14q31.1(83241901_83329898)x1,14q31.2(84163810_84376455)x1
,14q31.2(84379113_84429967)x0,14q31.2(84431545_84589783)x1,14q31.2q31.3(84730585_850386
12)x1,14q31.3(85985712_86019586)x1,14q31.3(88328980_88809657)x1,14q32.11(91425021_91655
551)x1,14q32.11q32.12(91766712_91923002)x1,14q32.12(93989679_94156172)x1,14q32.13(95024
931_95083116)x1,14q32.2(96853454_96946830)x1,14q32.2(98308170_98679536)x1,14q32.2(98892
998_100452660)x1 

Circos plot: 

 

Chromosome 14 is shattered with small regions of other chromosomes making several chains inserted 
in different chromosome 14 breakpoints. The affected chromosome 14 is paternal while the 
rearrangement occurred de novo. This observation has just been published (Ader et al., 2019).  
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II – 4/ Conséquences fonctionnelles des chromoanagenesis 
 

Ce dernier chapitre de résultats vise à étudier les conséquences des remaniements 

chromosomiques sur le transcriptome. En étudiant particulièrement l’effet de position il 

contribue à répondre à la question posée en introduction : 

- Une fois identifié, par quel(s) mécanisme(s) un remaniement de structure peut-il 

être responsable d’un phénotype ? 

 

Nota bene : Une partie des analyses statistiques pertinentes pour une publication, est encore 

en cours au moment de la rédaction. 

 

II – 4/ A- Introduction 
 

Les différentes hypothèses reliant un variant de structure chromosomique à un phénotype ont 

été décrits précédemment. Le cas d’un remaniement qui viendrait casser un gène sensible à 

l’haploinsuffisance connu en pathologie pour causer des phénotypes similaires à celui du patient 

étudié est très clair. L’interprétation est plus délicate lorsqu’aucun gène n’est interrompu ou 

qu’il n’y a pas de corrélation génotype/phénotype claire. En effet, démontrer un effet de position 

peut s’avérer particulièrement ardu avec plusieurs questions qui se posent.  

- A quelle distance se situe(nt) le(s) gène(s) potentiellement concerné(s) par un effet de 

position ?  

- Doit-on considérer la distance linéaire ou la distance tridimensionnelle entre le point de 

cassure et un gène ? 

 

Nous avions réalisé un premier screening de ces questions lors de l’étude de validation du 

séquençage génome entier pour la caractérisation de remaniements chromosomiques chez des 

patients à phénotype anormal (Schluth-Bolard et al., 2019). Dans un intervalle de 1Mb de part 

et d’autre de chacun des points de cassure identifiés nous avions analysé par RT-qPCR le niveau 

d’expression des gènes. En explorant 189 gènes chez 47 patients il n’avait pas été identifié de 

corrélation entre la distance au point de cassure et le niveau d’expression normalisé dans le 

sang (r=−0.187, p=0.097) ou dans les lignées lymphoblastoïdes (r=−0.0637, p=0.77). Il n’y 
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avait pas non plus de corrélation entre ce niveau d’expression et la présence du gène dans le 

même TAD que le point de cassure, le TAD suivant ou l’espace inter-TAD (p=0.7581) (Figure 

32) (Schluth-Bolard et al., 2019).  

Figure 32 : Expression génique en fonction de la distance au point de cassure (A) ou de son appartenance au même TAD, TAD 
voisin ou espace interTAD (B). Figure supplémentaire de Schluth-Bolard et al. 2019) 

Si une dérégulation locale ne semble donc pas évidente, nous avons souhaité savoir si une 

dérégulation plus globale du génome était observable et nous sommes pour cela appliqués à 

étudier le transcriptome complet des 7 cas de chromoanagenesis équilibrés caractérisés dans le 

chapitre précédent.  

 

II – 4/ B- Matériel et Méthodes 
 

Les caractéristiques des 7 cas de remaniements chromosomiques complexes équilibrés inclus 

dans cette étude sont rappelées dans le Tableau 3. Nous avons également inclus dans l’étude 8 

cas de remaniements chromosomiques simples précédemment caractérisés (Schluth-Bolard et 

al., 2019) afin de quantifier une possible dérégulation génomique au-delà de la fenêtre de 2Mb 
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centrée sur le point de cassure précédemment étudiée. Pour chaque patient, l’ARN a été extrait 

à partir de 5 millions de cellules d’une lignée de cellules lymphoblastoïdes reprises dans une 

solution Trizol/chlorophorme avec le kit RNeasy (Qiagen) selon les recommandations du 

fournisseur. Huit lignées lymphoblastoïdes contrôles (4 de chaque sexe) appariées sur l’âge et 

préparées dans les mêmes conditions ont été extraites selon le même protocole. Après contrôle 

de la qualité des acides nucléiques extraits (spectrophotométrie et analyse de fragment 

(RQN>9,5) 500 ng d’ARN étaient engagés dans la préparation de librairie. Celle-ci a été 

effectuée avec le kitTruSeq stranded mRNA (Illumina) (qui permet de ne pas capturer les ARN 

ribosomaux) avec des adapteurs Unique Dual pour Illumina TruSeq (IDT). Les 23 librairies ont 

été poolés ensemble avant le séquençage réalisé en single-end 125 bases sur 3 lanes de flowcell 

pour séquenceur HiSeq4000 (Illumina) pour un total de 39 millions de lectures par échantillon 

en moyenne. 

Après alignement des séquences par le logiciel BWA v0.7 (Li and Durbin, 2009)sur le génome 

GRCh38, le nombre de lectures par gène était reporté dans une matrice. A partir de la matrice 

de comptes par gènes, le reste de l’analyse s’est faite avec le logiciel R en rédigeant un script 

dédié. Contrairement à ce qui se fait habituellement nous n’avons pas supprimé de l’analyse les 

gènes pour lesquels il n’y avait pas de lectures pour un ou plusieurs échantillons. En effet, une 

des conséquences possibles des remaniements chromosomiques est l’expression aberrante d’un 

gène dans un tissu où il n’est habituellement pas exprimé. Dans ce cas, le transcrit n’aurait été 

lu que chez cet individu. 

Après normalisation des données par la méthode rld (transformation logarithmique) pour mieux 

prendre en compte les valeurs extrêmes de profondeur de séquençage dans l’analyse statistique, 

une analyse de cluster a été réalisée pour observer une éventuelle dérégulation de l’expression 

génique à l’échelle du transcriptome entier. De plus, nous avons mené une analyse en 

composante principale pour identifier le(s) facteur(s) permettant de distinguer les échantillons 

les uns des autres. 

Dans un second temps, nous avons comparé le nombre de lectures obtenues pour chaque 

transcrit pour un individu à la moyenne des valeurs observées chez les contrôles : fold-change. 

Nous avons également calculé un deuxième fold-change en utilisant cette fois que les 4 

contrôles du même sexe que l’individu testé. Considérant qu’aucun patient n’est porteur du 

même remaniement il n’est pas possible de réaliser de tests statistiques plus en avant sur la 

significativité de ce ratio. 
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De manière ciblée, nous avons cherché à quantifier un éventuel « effet de position » dans la 

même fenêtre de 2Mb que celle étudiée précédemment. Pour cela, nous avons considéré 

l’ensemble des transcrits chevauchant au moins partiellement cet intervalle. Ayant inclus des 

remaniements particulièrement complexes nous avons cependant dû filtrer certains loci pour 

lesquels les points de cassure étaient distants de moins d’1Mb puisqu’il n’était alors pas possible 

de déterminer lequel des points de cassure était responsable de l’éventuelle dérégulation 

génique observée.  

Enfin, à l’échelle individuelle, nous avons établi la liste des gènes manifestement dérégulés 

pour chaque patient avec pour objectif d’identifier un possible gène candidat responsable du 

phénotype du patient. Nous avons considéré comme dérégulés les gènes pour lesquels le ratio 

patient/contrôle calculé était inférieur à -0,5 ou supérieur à 0,38, correspondant à une déviation 

de +/- 30% du niveau d’expression. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 (page suivante): Liste des patients analysés par RNA-Seq sur lignées lymphoblastoïdes. CCR : complex 
chromosomal rearrangement ; ID : intellectual disability ; ASD : atrial septal defect ; VSD : ventricular septal defect. Données 
et identifiants tirés de (Schluth-Bolard et al., 2019). Les 6 patients porteurs d’un chromoanagenesis sans déséquilibre 
génomique ont été inclus dans cette étude. Pour ces patients, l’identifiant utilisé dans l’article 3 (chapitre précédent) est 
rapporté dans ce tableau (6 premières lignes) 

 



23
8 

  Pa
tie

nt
 

Se
x 

R
ea

rr
an

ge
m

en
t 

K
ar

yo
ty

pe
 

In
he

ri
ta

nc
e 

Ph
en

ot
yp

e 
IL

/1
90

1 
Pa

tie
nt

 1
 

F 
C

C
R

 
46

,X
X

,in
v(

3)
(p

13
p2

2)
,in

v(
3)

(p
12

q2
6.

3)
 

fa
m

ili
al

 
M

ild
 ID

, s
pe

ec
h 

de
la

y,
 c

le
ft 

pa
la

te
, s

in
gl

e 
pa

lm
ar

  
cr

ea
se

, s
tra

bi
sm

us
. T

ra
ns

lo
ca

tio
n 

tra
ns

m
itt

ed
 to

 h
er

  
da

ug
ht

er
, w

ith
 th

e 
sa

m
e 

ph
en

ot
yp

e.
  

E
B

/0
40

1 
Pa

tie
nt

 5
 

M
 

In
se

rti
on

 
46

,X
Y

,in
s(

5)
(q

15
q2

3.
3q

34
) 

de
 n

ov
o 

IU
G

R
, p

os
t-n

at
al

 g
ro

w
th

 re
ta

rd
at

io
n,

 m
ic

ro
ce

ph
al

y,
 ID

,  
sl

ee
pi

ng
 a

nd
 fe

ed
in

gs
 d

iff
ic

ul
tie

s, 
ep

ile
ps

y 
(h

yp
er

th
er

m
ic

  
se

iz
ur

es
), 

ch
or

ei
c 

an
d 

dy
sto

ni
c 

ab
no

rm
al

 m
ov

em
en

ts
, s

ta
bi

sm
us

  
M

D
/2

20
3 

Pa
tie

nt
 1

4 
F 

C
C

R
 

46
,X

X
,t(

1;
3;

5)
(p

21
;p

24
;q

?3
4)

 
de

 n
ov

o 
Se

ve
re

 ID
, a

bs
en

t s
pe

ec
h,

 a
ut

is
tic

 sp
ec

tru
m

 d
is

or
de

r, 
 

ep
ile

ps
y,

 fa
ci

al
 d

ys
m

or
ph

ism
, c

on
st

ip
at

io
n 

 

N
M

/0
20

1 
Pa

tie
nt

 1
5 

M
 

Tr
an

sl
oc

at
io

n 
46

,X
Y

,t(
1;

2)
(p

13
.2

;q
31

.2
) 

de
 n

ov
o 

ID
, s

pe
ec

h 
de

la
y,

 h
yp

ot
on

ia
, a

nx
ie

ty
  

K
T

/1
40

3 
Pa

tie
nt

 1
6 

M
 

C
C

R
 

46
,X

Y
,t(

8;
22

;1
3)

(q
12

;q
12

;q
31

.1
),t

(1
4;

15
)(

q2
1;

q2
4)

 
de

 n
ov

o 
M

ac
ro

ce
ph

al
y,

 ID
, p

sy
ch

om
ot

or
 d

el
ay

, s
pe

ec
h 

de
la

y,
 

 le
ft 

cl
ub

-f
oo

t, 
ca

fé
-a

u-
la

it 
sp

ot
 

T
S/

11
01

 
Pa

tie
nt

 1
8 

M
 

C
C

R
 

46
,X

Y
,t(

3;
4;

10
;1

4;
18

)(
p2

3;
q2

4;
p1

3;
q3

2;
q2

3)
 

de
 n

ov
o 

M
ild

 ID
,  

be
ha

vi
or

al
 tr

ou
bl

es
, f

ac
ia

l d
ys

m
op

rh
is

m
  

JB
/0

10
2 

M
 

C
C

R
 

46
,X

Y
,t(

6;
8;

9;
13

)(
q2

6;
p2

3;
p2

1;
q2

1)
 

de
 n

ov
o 

M
ild

 ID
, t

hi
n 

m
ot

or
 sk

ill
s t

ro
ub

le
s, 

au
tis

tic
  

sp
ec

tru
m

 d
is

or
de

r (
lo

ne
ly

, i
rr

ita
bl

e)
, r

ep
ea

te
d 

ot
iti

s m
ed

ia
 

C
S/

10
02

 
F 

In
se

rti
on

 
46

,X
X

,in
s (

15
;1

2)
 ( 

q1
5 

or
 q

21
;q

24
.1

q2
4.

2)
 

de
 n

ov
o 

R
el

at
iv

e 
m

ac
ro

ce
ph

al
y 

(O
FC

 +
2S

D
), 

m
od

er
at

e 
ID

,  
fa

ci
al

 d
ys

m
or

ph
is

m
, c

af
é-

au
-la

it 
sp

ot
s  

C
L

/2
00

1 
F 

Tr
an

sl
oc

at
io

n 
46

,X
X

,t(
11

;1
5)

(p
14

;q
14

)  
de

 n
ov

o 
Fa

ci
al

 d
ys

m
or

ph
ism

, m
ic

ro
ce

ph
al

y,
 ID

, a
bs

en
t s

pe
ec

h,
  

ab
no

rm
al

 c
or

pu
s c

al
lo

su
m

, A
SD

, V
SD

, e
pi

le
ps

y 
gr

ow
th

 d
el

ay
  

M
D

/0
10

4 
F 

Tr
an

sl
oc

at
io

n 
46

,X
,t(

X
;7

)(
p1

1.
1;

q3
6.

1)
 

de
 n

ov
o 

M
od

er
at

e 
ID

, h
yp

er
ac

tiv
ity

 a
tte

nt
io

n 
de

fic
it 

di
so

rd
er

,  
ph

ar
m

ac
or

es
is

ta
nt

 e
pi

le
ps

y,
 a

ta
xi

a,
 a

ut
o-

im
m

un
e 

he
pa

tit
is

 
C

G
/0

10
6 

F 
C

C
R

 
46

,X
,t(

X
;1

3;
15

)(
p2

1;
q2

2;
q2

2)
,t(

6;
11

)(
q2

1;
q2

4)
 

de
 n

ov
o 

Se
ve

re
 ID

, a
bs

en
t s

pe
ec

h,
 a

tte
nt

io
n 

de
fic

it,
  

D
uc

he
nn

e 
m

us
cu

la
r d

ys
tro

ph
y 

 

A
D

/1
60

1 
M

 
Tr

an
sl

oc
at

io
n 

46
,X

Y
,t(

9;
17

)(
q3

3;
q2

2)
 

m
at

er
na

l 
Sp

on
dy

lo
-e

pi
ph

ys
al

 d
ys

pl
as

ia
, a

cr
o-

os
te

ol
ys

is
 

L
D

/0
10

8 
F 

Tr
an

sl
oc

at
io

n 
46

,X
,t(

X
;1

)(
p1

2;
p3

6.
1)

 
de

 n
ov

o 
ID

, f
ac

ia
l d

ys
m

or
ph

ism
, a

xi
al

 h
yp

ot
on

ia
,  

dy
sc

hr
om

ia
 B

la
sc

hk
o 

lin
e,

 st
ra

bi
sm

us
 

O
L

/2
20

2 
F 

Tr
an

sl
oc

at
io

n 
46

,X
X

,t(
1;

14
)(

q3
2;

q2
2)

 
de

 n
ov

o 
Se

ve
re

 ID
, a

bs
en

t s
pe

ec
h,

 st
er

ot
yp

y,
 e

pi
le

pt
ic

  
en

ce
ph

lo
pa

th
y,

 c
on

st
ip

at
io

n,
 m

yo
pi

a  

C
F/

23
04

 
M

 
C

C
R

 
46

,X
Y

,t(
2;

8;
10

;1
5)

(q
32

.3
;q

26
;q

21
.3

;q
23

) 
de

 n
ov

o 
M

ild
 ID

, s
pe

ec
h 

de
la

y,
 m

aj
or

 a
to

pi
c 

de
rm

at
iti

s 



 

239 
 
 

II – 4/ C- Résultats 
 

L’analyse de clustering à l’échelle transcriptomique n’a pas mis en évidence de regroupement 

significatif d’échantillons entre eux. Les remaniements complexes, simples ou les contrôles ne 

sont pas réunis (Figure 33). Il n’apparaît donc pas de dérégulation massive du génome en cas 

de remaniement chromosomique aussi complexe soit-il. 

 

Figure 33 : Heatmap des distances inter-échantillons. Le dernier caractère du code échantillon désigne les échantillons 
contrôles (X), les remaniements simples (S) et les remaniements complexes (C). 

Lors de l’analyse en composante principale le seul élément qui est ressorti comme discriminant 

les échantillons est le sexe (Figure 34). Aussi, dans les analyses réalisées en aval nous avons 

systématiquement réalisés les analyses en parallèle utilisant comme groupe de référence tantôt 

tous les contrôles ensemble (n=8), tantôt uniquement les contrôles appariés sur le sexe de 

l’échantillon analysé (n=4). 
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Figure 34 : Analyse en composante principale des distances inter-échantillons. Les groupes de sexe sont séparés selon la 
deuxième composante qui explique 13% de la variance observé. 

 

Nous n’avons pas observé de corrélation entre la distance au point de cassure et la probabilité 

de dérégulation (Figure 35). 
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Figure 35 : Degré de dérégulation génique, exprimé en fold-change en fonction de la distance linéaire à un point de cassure 
chromosomique. Le fold-change est calculé sur tous les contrôles (partie supérieure) ou uniquement sur les contrôles de même 
sexe (partie inférieure). La distance est mesurée depuis le site d’initiation de la transcription. Seuls les gènes chevauchant 
l’intervalle +/-1Mb autour du point de cassure sont considérés. 

Nous ne retrouvons pas de différence significative entre le degré de dérégulation des gènes directement 

interrompus par rapport à ceux de l’intervalle de 1Mb ou du reste du génome. 
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Neuf des 15 patients inclus dans cette étude disposaient déjà d’un diagnostic avant l’étude des données 

de transcriptome suite à la caractérisation de leur anomalie chromosomique par séquençage de génome. 

Dans aucun des cas, le gène considéré comme causal n’a pu être directement identifié comme dérégulé 

lors de l’analyse RNA-Seq (Tableau 4). Neuf des 15 patients inclus dans cette étude disposaient déjà 

d’un diagnostic avant l’étude des données de transcriptome suite à la caractérisation de leur anomalie 

chromosomique par séquençage de génome. Dans aucun des cas, le gène considéré comme causal n’a 

pu être directement identifié comme dérégulé lors de l’analyse RNA-Seq (Tableau 5).  

Tableau 4 : Valeur de fold-change (log-base2) pour les différents gènes retenus comme responsables de tout ou partie du 
phénotype des patients suite à la caractérisation de leur remaniement chromosomique par séquençage de génome. 

Patient Gène retenu 
pathogène avant 
RNA-Seq 

Fold-change 
(tous 
contrôles) 

Fold-change 
(contrôles de 
même sexe) 

Ratio RT-qPCR 
(déviation 
standard) 

Matériel 
utilisé 
pour RT-
qPCR 

EB/0401 MEF2C -0,002 -0,010 1,075   (0,059) Sang 

MD/2203 MEF2C -0,005 0,003 0,821   (0,131) LCL 

OL/2202 MEF2C -0,014 -0,006 0,375   (0,0346) Sang  

CL/2001 MEIS2 0,114 0,158 0,598  (0,116) Sang 

CS/1002 SPRED1 -0.003  -0.04  1,420   (0,138) LCL 

CG/0106 DMD 0.036 0.01 1,579   (0,116) LCL 

CF/2304 SATB2 -0,434 -0,434 NA NA 

LD/0108 CAMTA1 -0,016 -0,026 NA NA 

IL/1901 FOXP1 -0.08 -0.004 NA NA 

 

La liste des gènes présents dans l’intervalle de 2Mb centré sur le point de cassure et identifiés 

comme dérégulés, fold change inférieur à -0,5 ou supérieur à 0,38, est présentée dans le 

Erreur ! Source du renvoi introuvable. Pour les patients MD/0104 et KT/1403 qui ne 

disposaient pas de diagnostic aucun gène n’apparaît dérégulé. Pour les patients TS/1101, 

NM/0201, AD/1601 et JB/0102 il n’apparaît pas de gène dérégulé clairement pathogène. Le 

seul gène dérégulé chez le patient AD/1601 est associé à un phénotype féminin chez ce sujet 

masculin. Les deux gènes dérégulés chez le patient TS/1101 ne sont aujourd’hui pas associés à 

un phénotype pathologique et aucun d’entre eux n’est mesuré comme sensible à 
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l’haploinsuffisance par le score pLI. Pour le patient JB/0102 le seul gène sensible à 

l’haploinsuffisance à être sous-exprimé est le gène ELAVL2. Le niveau d’expression dans les 

lignées lymphoblastoïdes est cependant très faible et ce résultat est soumis à caution. Ce gène, 

exprimé quasi exclusivement dans le cerveau code une protéine de fonction méconnue capable 

de se lier à l’ARN (King et al., 1994). Il apparaît comme un candidat pour le diagnostic de ce 

patient présentant une déficience intellectuelle légère. 

Enfin, le patient NM/0201 présente une sous-expression du gène AFF3. Ce gène est cependant 

lui aussi très peu exprimé dans le sang et ce résultat semble devoir être soumis à réserve. Des 

variants gain de fonction ont récemment été rapportés responsables d’une encéphalopathie 

épileptique syndromique (KINSSHIP syndrome : KI for horseshoe KIdney, NS for 

Nievergelt/Savarirayan type of mesomelic dysplasia, S for Seizures, H for Hypertrichosis, I for 

Intellectual disability and P for Pulmonary involvement) (Voisin et al., 2019).  

 

II – 4/ D- Discussion 
 

Il s’agit de la première étude du transcriptome de chromoanagenesis. Celle-ci n’a pas mis en 

évidence de dérégulation massive de l’expression génique. Ces 7 remaniements constitutionnels 

équilibrés ont été observés chez des patients vivants et il est possible qu’une certaine pression 

de sélection participe au résultat observé. Une dérégulation massive du génome serait trop 

défavorable pour être viable. 

S’agissant de l’effet de position, nos résultats mettent également en avant l’absence de 

corrélation entre dérégulation génique et distance linéaire au point de cassure. Considérant les 

différents niveaux de repliement de la chromatine il semble cependant pertinent de reproduire 

cette analyse en considérant cette fois une distance tridimensionnelle dans le noyau 

interphasique. Pour cela nous allons considérer l’appartenance des gènes avoisinants un point 

de cassure au même TAD ou à l’espace inter-TAD. La redondance entre les éléments enhancers 

explique probablement en partie cette relative résistance aux remaniements de structure (Will 

et al., 2017). 

Au niveau individuel, l’analyse ciblée du transcriptome avoisinant le point de cassure de 

remaniements non récurrents ne suffit pas à identifier un gène participant au phénotype. Un 

seul gène candidat, AFF3, peut être discuté. Néanmoins, dans la mesure où seules des variants 
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gain de fonction ont été décrits à ce jour, considérant l’haploinsuffisance supposé ici, il ne peut 

s’agir à ce stade que d’un candidat pour le diagnostic de ce patient qui ne présente pas 

d’éléments de ce syndrome. Nous prévoyons d’étendre notre analyse en dehors des loci de 

points de cassure pour identifier des gènes dérégulés à distance et potentiellement responsables 

du phénotype. Cette dérégulation à distance pourrait être l’aboutissement d’une cascade 

impliquant initialement un transcrit au point de cassure dont une dérégulation très faible non 

détectée suffit à aboutir à une dérégulation plus importante en aval. Une association fortuite 

reste également possible. 

Chez ces patients présentant principalement des troubles du neuro-développement, l’utilisation 

de lignées lymphoblastoïdes pour étudier l’expression de gènes responsables du phénotype est 

une limite de notre étude. 

Aussi la stratégie évoquée en introduction générale combinant une digitalisation des données 

cliniques et l’utilisation de données d’organisation chromatiniennes de divers types cellulaires 

(Middelkamp et al., 2019) combine les avantages de coût et de rendement diagnostique par 

rapport au RNA-Seq dans cette situation. 



24
5 

  Ta
bl

ea
u 

5 
: L

ist
e 

de
s g

èn
es

 id
en

tif
ié

s c
om

m
e 

dé
ré

gu
lé

s p
ar

 R
NA

-S
eq

. 

Pa
tie

nt
 

C
oo

rd
on

né
es

 d
u 

po
in

t d
e 

ca
ss

ur
e 

G
èn

e 
D

is
ta

nc
e 

au
 

po
in

t d
e 

ca
ss

ur
e 

(k
b)

 

Fo
ld

-c
ha

ng
e 

(t
ou

s 

co
nt

rô
le

s)
 

Fo
ld

-c
ha

ng
e 

(c
on

tr
ôl

es
 

de
 m

êm
e 

se
xe

) 

gn
om

A
D

 

pL
i 

Ph
én

ot
yp

e 
- 

O
M

IM
  

(T
ra

ns
m

is
si

on
) 

D
ia

gn
os

tic
 

po
sé

 a
va

nt
 

R
N

A
-S

eq
 

C
om

m
en

ta
ir

e 

 IL
/ 

19
01

 

ch
r3

:6
82

20
85

0 
FA

M
19

A4
 

73
2 

0,
30

 
0,

55
 

0,
45

 
N

A
 

FO
XP

1 
Fo

ld
-c

ha
ng

e 
po

ur
 F

O
XP

1 
: -

0.
08

 

(to
us

 
co

nt
rô

le
s)

 
et

 
-0

.0
04

 

(c
on

trô
le

s d
e 

m
êm

e 
se

xe
) 

ch
r3

: 7
11

07
26

6 
EI

F4
E3

 
64

8 
-0

,7
2 

-0
,7

5 
0,

02
 

N
A

 

ch
r3

:7
11

07
26

6 
 P

RO
K

2 
67

8 
-0

,5
2 

-0
,5

2 
0,

01
 

H
yp

og
on

ad
ot

ro
pi

c 

hy
po

go
na

di
sm

 
4 

(A
D

) 

ch
r3

:7
11

07
26

6 
 G

PR
27

 
64

7 
-1

,3
2 

-1
,4

0 
0,

35
 

N
A

 

 C
S/

 

10
02

 

ch
r1

2:
11

53
61

27
4 

TB
X5

 
95

3 
-0

,5
8 

-0
,6

2 
1 

H
ol

t-O
ra

m
 

sy
nd

ro
m

e 
(A

D
) 

SP
RE

D
1 

Pa
s 

de
 s

ig
ne

 d
e 

sy
nd

ro
m

e 
de

 

H
ol

t-O
ra

m
. E

xp
re

ss
io

n 
fa

ib
le

 d
e 

SP
RE

D
1 

da
ns

 
le

s 
lig

né
es

 

ly
m

ph
ob

la
st

oï
de

s. 
Fo

ld
-c

ha
ng

e 

po
ur

 
SP

R
E D

1 
: 

-0
.0

03
 

(to
us

 

co
nt

rô
le

s)
 e

t -
0.

04
 (m

êm
e 

se
xe

) 

 C
G

/ 

01
06

 

ch
r1

1:
11

34
43

82
9 

ZB
TB

16
 

61
6 

-0
,9

0 
-0

,8
1 

1 
N

A
 

D
M

D
 

Ex
pr

es
si

on
 t

rè
s 

fa
ib

le
 d

e 
D

M
D

 

da
ns

 
le

s 
lig

né
es

 

ly
m

ph
ob

la
st

oï
de

s 

N
C

AM
1 

48
3 

-0
,4

5 
-0

,5
1 

1 
N

A
 

EB
/ 

04
01

 

ch
r5

: 9
11

48
96

0 
AD

G
RV

1 
62

0 
-0

,5
2 

-0
,6

3 
0 

?F
eb

ril
e 

se
iz

ur
es

, 

fa
m

ili
al

, 4
 ; 

U
sh

er
 

sy
nd

ro
m

e 
(A

R
) 

M
EF

2C
 

M
EF

2C
 

bi
en

 
ex

pr
im

é.
 

Fo
ld

-

ch
an

ge
 =

 -0
.0

02
 (t

ou
s 

co
nt

rô
le

s)
 



24
6 

  

ch
r5

:1
66

51
81

12
 

 T
EN

M
2 

76
7 

-0
,7

9 
-0

,7
6 

1 
N

A
 

et
 F

C
=-

0.
01

 (c
on

trô
le

s 
de

 m
êm

e 

se
xe

)  
ch

r5
:1

77
00

15
95

 
H

K
3 

10
2 

-0
,3

4 
-0

,5
0 

0 
N

A
 

 T
S/

 

11
01

 

ch
r3

:3
15

19
27

0 
ZN

F8
60

 
46

3 
-0

,6
0 

-0
,6

0 
N

A
 

N
A

 
- 

  

ch
r1

4:
86

39
76

52
 

 F
LR

T2
 

86
8 

-0
,9

0 
-0

,8
1 

0,
82

 
N

A
 

  

 N
M

/ 

02
01

 

ch
r2

:1
01

04
71

14
 

AF
F3

 
90

4 
-0

,9
7 

-0
,9

6 
1 

K
IN

SS
H

IP
 

sy
nd

ro
m

e 
(A

D
) 

- 
M

ut
at

io
ns

 g
ai

n 
de

 f
on

ct
io

n 
de

 

AF
F3

 
re

sp
on

sa
bl

es
 

de
 

en
cé

ph
al

op
at

hi
e 

ép
ile

pt
iq

ue
 

sy
nd

ro
m

iq
ue

. 
Pa

s 
de

 
va

ria
nt

 

pe
rte

 d
e 

fo
nc

tio
n 

ra
pp

or
té

.  

ch
r2

:1
55

21
63

19
 

 G
AL

N
T1

3 
13

44
 

-0
,6

1 
-0

,6
1 

0 
N

A
 

ch
r2

:2
15

99
39

61
 

M
AR

C
H

4 
37

9 
-0

,5
9 

-0
,3

7 
0,

13
 

N
A

 

ch
r2

:2
38

36
95

80
 

 R
AB

17
 

76
8 

-0
,8

8 
-1

,0
0 

0,
07

 
N

A
 

ch
r2

:2
38

36
95

80
 

 R
AM

P1
 

51
1 

-0
,6

1 
-0

,5
5 

0,
13

 
N

A
 

A
D

/ 

16
01

 

ch
r1

7:
47

73
00

66
 

W
N

T9
B 

89
7 

0,
37

 
0,

67
 

0,
99

 
M

ay
er

-

R
ok

ita
ns

ky
-

K
üs

te
r-

H
au

se
r 

sy
nd

ro
m

e 

- 
Pa

tie
nt

 m
as

cu
lin

 

 JB
/ 

01
02

 

ch
r8

:2
53

16
93

 
C

SM
D

1 
24

63
 

0,
36

 
0,

52
 

1 
N

A
 

- 
Pa

s 
de

 
si

gn
e 

d'
am

él
og

én
èn

e 

im
pa

rf
ai

te
. 

ch
r9

: 2
38

75
49

6 
EL

AV
L2

 
49

 
-0

,5
2 

-0
,5

2 
1 

N
A

 

ch
r1

1:
10

35
69

27
8 

 M
M

P2
0 

94
4 

-0
,5

9 
-0

,4
9 

0 
A

m
el

og
en

es
is

 

im
pe

rf
ec

ta
, 

ty
pe

 

IIA
2 

(A
R

) 

 M
M

P2
7 

86
3 

-0
,5

3 
-0

,4
4 

0 
N

A
 

M
M

P3
 

72
6 

-1
,1

4 
-1

,1
4 

0 
A

ss
oc

ia
tio

n 
w

ith
 

co
ro

na
ry

 
he

ar
t 

di
se

as
e 

 



 

247 
 
 

III - Discussion 
 

III – 1/ Complexité des remaniements chromosomiques complexes 
 

Notre travail sur la plus grande cohorte de chromoanagenesis constitutionnels a permis 

de donner une image plus globale de ces remaniements précédemment rapportées dans de 

petites séries ou individuellement (Kloosterman et al., 2011b; Masset et al., 2016; Redin et al., 

2017). Il a permis de montrer la difficulté à se conformer à des définitions de la littérature 

s’agissant de sous-familles de chromoanagenesis. En effet, si le profil de gains ou de pertes peut 

contribuer à distinguer chromothripsis et chromoanasynthesis, une association de mécanismes 

est très fréquemment observée avec finalement peu de remaniements étant purement « NHEJ » 

et d’autres purement « réplicatifs ». Ajouté à ça le caractère relativement arbitraire des 

définitions utilisées pour ces mécanismes et la difficulté à inférer certaines jonctions, ce critère 

semble finalement délicat d’utilisation. 

Alors que la littérature définit deux cadres bien distincts pour le chromothripsis 

(pulvérisation chromosomique suivi d’un recollement par NHEJ) et le chromoanasynthesis 

(emballement d’un processus réplicatif de type MMBIR/FoSTeS) nous décrivons ici une zone 

grise avec des situations où des mécanismes réplicatifs viennent « prendre en charge » un 

chromosome paraissant avoir subi une pulvérisation.  

Pour révéler les mécanismes à l’origine des chromoanagenesis à partir de ces données 

de patients nous avons étudié la répartition de leurs points de cassure. Pour être le plus robuste 

possible nous avons élargi notre analyse à 20 autres cas de chromoanagenesis constitutionnels, 

ainsi qu’à la plus grande base de données de chromoanagenesis tumoraux (Yang et al., 2015). 

Deux simulations de points de cassure suivant des règles différentes nous ont permis 

d’interpréter ces résultats par rapport à une hypothèse nulle de répartition aléatoire. Enfin, nous 

avons étudié les points de cassure de 234remaniements simples pour élucider l’existence d’un 

continuum liant remaniements simples et complexes. 

Cette analyse a révélé un enrichissement des points de cassure des remaniements 

chromosomiques simples et complexes dans les régions de la chromatine à réplication tardive. 

Il s’agit là du premier élément obtenu en dehors d’un modèle cellulaire appuyant l’hypothèse 



 

248 
 
 

d’une condensation prématurée d’un chromosome (PCC : Premature Chromosome 

Condensation) nous permettant de formuler un scenario des origines de ces remaniements.  

Pour la majorité des cas, les points de cassure affectent très majoritairement ou 

exclusivement un chromosome. Celui-ci aurait été séquestré dans un micronoyau suite à un 

défaut de mise en place du fuseau de division. Ce micronoyau est le siège d’une réplication 

déficiente, retardée. En fin de phase G2, alors que la réplication est terminée dans le noyau 

principal, ce n’est pas le cas dans le micronoyau notamment au niveau des régions de réplication 

physiologiquement tardives. L’asynchronie entre les deux compartiments entraîne une 

condensation de la chromatine comprise dans le micronoyau. Cette condensation exerce un 

stress sur la fibre chromatinienne qui bloque les fourches de réplication encore actives. Si ces 

fourches sont complètement déconnectées, une cassure double brin va apparaître. C’est le 

mauvais rappariement des deux extrémités qui explique le remaniement visible in fine. Sinon, 

la fourche de réplication va pouvoir se déplacer vers un autre locus et démarrer un remaniement 

de structure. Ces déplacements de fourche de réplication peuvent même dans ce cas utiliser les 

chromosomes du noyau principal, la membrane du micronoyau ayant disparue. Certaines 

jonctions observées ne résultent alors pas stricto sensu de cassures double brin. Ces deux 

possibilités expliquent l’observation conjointe assez fréquente de mécanismes de réparation de 

type réplicatifs avec des mécanismes non-homologuons end-joining.  

Les chromoanagenesis constitutionnels et tumoraux présentent le même profil de 

distribution de points de cassure. Ceci nous permet de penser que les mécanismes en jeu sont 

les mêmes dans les deux cas. La littérature est aujourd’hui centrée sur les remaniements 

tumoraux avec des études réalisées sur des lignées cellulaires cancéreuses dont le génome est 

clairement hors de contrôle. Pour continuer à étudier ces phénomènes, aux vues de nos résultats, 

il semble pertinent de s’intéresser aux remaniements constitutionnels.  

Si l’étude des divisions méiotiques semble difficile, s’intéresser aux premières divisions 

zygotiques paraît plus réaliste. Les premières divisions zygotiques sont connus pour être 

associées à de fréquentes anomalies chromosomiques (Vanneste et al., 2009). Si celles-ci sont 

en partie éliminées pour permettre à un embryon euploïde de se développer, certaines sont 

probablement incompatibles avec le développement embryonnaire. Dans nos données, cette 

pression de sélection est visible avec une déplétion de points de cassure dans les gènes en 

analyse univariée. Le suivi des premières divisions cellulaires d’un embryon obtenu par 

fécondation in vitro est aujourd’hui réalisé en quasi-continu avec des systèmes de photographies 
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timelapse et sert de critère pour choisir l’embryon à transférer lors de ces procédures. Une piste 

d’étude pourrait être d’utiliser ces images pour identifier les zygotes qui ont connu la formation 

d’un micronoyau au cours des toutes premières divisions pour ensuite les séquencer et 

confirmer l’association micronoyau/chromoanagenesis (Daughtry and Chavez, 2018). Cette 

approche a été utilisé pour étudier les premières divisions cellulaires d’embryons de primates. 

L’étude de la ségrégation des chromosomes et de la cinétique d’éventuelles micronoyau a 

également été réalisée sur des embryons de souris (Vázquez-Diez and FitzHarris, 2018). 

Alternativement, des procédés exogènes pourrait être utilisés pour favoriser la formation de 

micronoyaux (irradiation) dans des lignées cellulaires (Terzoudi et al., 2015). Hors de 

l’hypothèse du micronoyau, il serait également intéressant de pouvoir provoquer un 

asynchronisme de réplication entre territoires chromosomiques d’un même noyau. Si notre 

hypothèse est juste, l’absence de barrière physique entre territoires chromosomiques devraient 

autoriser des remaniements impliquant un plus grand nombre de chromosomes. La fusion d’une 

cellule en interphase avec une cellule en mitose, phénomène très éloigné des remaniements 

constitutionnels, a déjà montré que les chromosomes alors en interphase étaient pulvérisés, cette 

démonstration étant à l’origine de l’hypothèse de condensation prématurée (Sperling and Rao, 

1974). L’outil permettant une condensation prématurée localisée d’un nombre limité de 

chromosomes hors d’un micronoyau reste à inventer. 

Un autre élément freinant l’observation de remaniements impliquant plusieurs chromosomes 

n’est étonnamment pas discuté dans la littérature. En admettant que plusieurs chromosomes 

soient réarrangés entre eux dans un évènement « catastrophique », outre le risque grandissant 

d’anomalies déséquilibrées, s’ensuivra la formation de structure très complexes lors de la 

division cellulaire suivante. Là où 4 chromosomes viennent former un tétravalent de pachytène 

lors d’une translocation réciproque de très nombreux chromosomes pourraient se retrouver 

imbriquer lors d’un remaniement chromosomique aussi complexe. Les multiples ségrégations 

alors possibles sont dès lors nombreuses à être à risque de déséquilibre non compatible avec le 

développement cellulaire. Si un réarrangement complexe affectant plusieurs territoires 

chromosomiques venait néanmoins à passer la phase M, lors de l’interphase suivante la remise 

en place de la conformation tridimensionnelle du génome serait également compliquée par le 

remaniement. Pour maintenir l’expression attendue des gènes il faut pouvoir les maintenir dans 

leur état de condensation d’origine (hétérochromatine, euchromatine) alors même que deux 

fragments possiblement opposés se retrouvent maintenant joints. Au total, la pression de 
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sélection rendant déjà rares les chromoanagenesis affectant un seul chromosome rendrait 

exceptionnels les chromoanagenesis en affectant plusieurs. Ici, l’étude très précoce d’embryons 

pourrait également être contributive, et ceci indépendamment de la visualisation d’un 

micronoyau. 

La détection de variants de structure sur cellule embryonnaire unique est cependant 

difficile. Le matériel de départ, en très faible quantité, oblige un passage par une étape 

d’amplification génome entier qui peut potentiellement introduire des biais. Si la détection de 

variations du nombre de copie est aujourd’hui maitrisée dans le cadre des procédures de 

dépistages pré-implantatoires par étude de la profondeur de séquençage (Parikh et al., 2018), la 

détection de variants de structure équilibrée est également possible (Voet et al., 2013).  

 

III – 2/ Remaniements simples : vraiment ? 
 

On savait déjà que nombre de remaniements chromosomiques apparemment simples au 

caryotype étaient en fait beaucoup plus complexes (Chiang et al., 2012). 

Pour confirmer ou infirmer l’hypothèse d’un continuum mécanistique entre 

remaniements simples et complexes, nous avons également étudié la répartition des points de 

cassure de plus de 200 remaniements simples vrais (après caractérisation par séquençage). 

L’utilisation d’un modèle de régression logistique nous a permis de nous affranchir des 

conséquences de la pression de sélection a priori différentes entre un remaniement simple et un 

remaniement complexe et biaisant forcément la distribution des points de cassure par rapport à 

une réparation aléatoire. En identifiant une différence dans la répartition des points de cassure 

avec une diminution de moitié des points de cassure de remaniements simples dans les 

domaines associées à la lamine nous infirmons l’hypothèse d’un continuum mécanistique. 

L’indépendance de la distribution des points de cassure de chromoanagenesis vis-à-vis 

des LADs vient corroborer l’hypothèse du micronoyau, ces derniers en étant dépourvus. En 

revanche, cette déplétion de points de cassure de remaniements simples dans les LADs est à ce 

stade inexpliquée et inattendue. En effet, les cassures chromosomiques observées chez des 

patients vivants devraient être, intuitivement, plutôt repoussées vers l’hétérochromatine la 

moins « nécessaire » au bon fonctionnement du génome et donc vers les LADs du fait d’une 

certaine pression de sélection.  
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L’observation faite ici est donc inattendue et reste à expliquer. L’organisation nucléaire 

est connue pour être un paramètre clé dans la formation des remaniements de structure 

chromosomiques (Roukos and Misteli, 2014). Les translocations réciproques et les inversions 

nécessitent la survenue de deux cassures double brins suivis de la mobilisation des extrémités 

libres jusqu’à l’appariement avec un nouveau partenaire. Si on ignore si cette mobilisation se 

fait de manière active ou passive, elle est dans tous les cas assez restreinte de telle sorte que ces 

remaniements impliquent plus fréquemment des territoires chromosomiques proches 

(Soutoglou et al., 2007). Il a pu être montré que les cassures survenant dans les LADs étaient 

moins rapidement détectés et moins souvent réparés par recombinaison homologue (Lemaître 

et al., 2014). De plus ces extrémités libres ne sont pas mobilisées vers des environnements de 

réparation plus favorables et sont donc plutôt réparés par NHEJ. Etant incapable de détecter a 

posteriori les cassures réparées par recombinaison homologue allélique il était donc attendu 

d’observer plutôt un enrichissement des points de cassure de remaniements simples dans les 

LADs, là encore à l’inverse de nos résultats.  

Une cassure survenant dans un LAD est mécaniquement en contact avec un nombre 

réduits de « partenaires » chromosomiques potentiels. De plus, il est possible que sa 

mobilisation soit plus restreinte qu’ailleurs dans le noyau par l’interaction existante avec le 

réseau de lamines. Ainsi les cassures doubles brins survenant dans les LADs si elles sont plus 

souvent réparées par NHEJ, le seraient entre les partenaires natifs de la cassure double brin et 

ne formeraient donc pas de remaniement chromosomique visible mais laisserait uniquement 

une cicatrice à l’échelle nucléotidique. Cette hypothèse doit évidemment être investiguée plus 

en avant.  

L’étude de la mobilité des cassures localisées dans les LADs semble une première étape. 

Une piste pourrait être de modifier la technologie DamID utilisé pour identifier les domaines 

associées à la lamine (Guelen et al., 2008). Il s’agirait de remplacer la méthyltransférase utilisée 

pour marquer les LADs par une nucléase capable de générer des cassures dans la chromatine 

en contact et insérer un marqueur fluorescent pour suivre la mobilité de la cassure dans le noyau 

dans le temps (Qian et al., 1991). Alternativement, l’emploi de la technologie CRISPR-Cas9 

ciblant une séquence située dans un LAD constitutif permettrait de sonder quelques loci bien 

définis.  

  



 

252 
 
 

III – 3/ Nouveaux outils : nouvelles questions ! 
 

Passée la question de la détection des variants, vient la problématique de l’interprétation. 

La technologie n’apparaît plus comme une limitation mais ce sont les connaissances sur la 

biologie de notre génome qui font maintenant défaut. Si l’interruption par un point de cassure 

d’un gène sensible à l’haploinsuffisance déjà impliqué en pathologie dans des phénotypes 

similaires à celui du patient analysé ne pose que peu de problème, la situation est plus complexe 

si c’est une région intergénique qui est concernée. La corrélation génotype/phénotype peut 

permettre de rapidement s’orienter vers un gène voisin mais un phénotype peu spécifique telle 

que la déficience intellectuelle isolée pose plus de questions. Notre travail sur le séquençage 

RNA-Seq de patients porteurs de remaniements chromosomiques n’a pas mis en évidence de 

dérégulation massive du transcriptome en cas de remaniement chromosomique complexe. De 

plus, il n’est pas apparu de corrélation entre la probabilité de dérégulation d’un gène et la 

distance entre son site d’initiation de la transcription et le point de cassure.  

Ce résultat négatif, même s’il peut en partie être le fruit du design de l’étude et du 

matériel biologique utilisé, n’en reste pas moins pertinent. En effet, il confirme l’importance de 

la corrélation génotype/phénotype pour identifier un (ou plusieurs) gène(s) responsable(s) du 

phénotype. Très récemment la déconnexion entre modifications de la structure chromatinienne 

et dérégulation génique a pu être montrée chez la drosophile. En utilisant des drosophiles 

porteurs de remaniements chromosomiques complexes hétérozygotes, quelques gènes ont 

effectivement présenté une dérégulation mais une large majorité était résistante à la perturbation 

des TADs (Ghavi-Helm et al., 2019). Ce(s) mécanisme(s) de résistance, ou plutôt le(s) autre(s) 

facteur(s) organisant l’interaction entre un enhancer et son gène, restent à découvrir mais il 

semble possible que les analyses encore en cours sur nos données relatives à l’appartenance ou 

non à un TAD montrent la même absence de corrélation. 

En l’état actuel des connaissances et hormis quelques loci bien caractérisés (SOX9, IHH, 

EPHA4) plusieurs éléments doivent donc probablement être pris en compte pour parvenir à 

pondérer l’importance des TADs dans l’interprétation des variants de structure. 

Le premier élément réside dans la définition même d’un TAD, intervalle 

chromosomique au sein duquel la chromatine est statistiquement plus en contact que ne le 

voudrait une proximité linéaire. Les TADs sont des unités d’organisation physiques de notre 

génome et pas d’interactions fonctionnelles. L’image prise par certains auteurs est celle de deux 
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individus qui font tous les jours le même trajet en train. S’ils sont statistiquement présents aux 

mêmes endroits aux mêmes moments, rien ne permet d’affirmer qu’ils interagissent. 

Récemment, Delaneau et al. ont décrit les cis-regulatory domains (CRDs) à partir de données 

transcriptomiques et de l’étude des modifications d’histones (Delaneau et al., 2019). Ces 

domaines sont relativement similaires aux TADs confirmant l’importance de la proximité 

physique pour l’interaction fonctionnelle. Cependant, le chevauchement est loin d’être complet, 

certains TADs ne recouvrant aucun CRD (Figure 36). Les CRDs sont aussi plus petits (médiane 

= 32kb vs 185kb pour les TADs). Après l’analyse des TADs, nous prévoyons d’étudier nos 

données RNA-Seq en utilisant ces CRDs, avec l’objectif de « quantifier » l’effet de position en 

moyenne dans le génome et ainsi aider à l’interprétation de variants de structure. 

 

Figure 36 : Comparaison des TADs aux CRDs sur un intervalle du bras court du chromosome 8. Figure extraite de Delaneau et 
al., 2019. 

Le second élément important pour l’utilisation de ces données chromatiniennes (TADs) 

ou plus fonctionnelles (CRDs) est de garder à l’esprit la variabilité entre les types cellulaires. 

Idéalement, il faudrait parvenir à interpréter des données pertinentes compte tenu du phénotype 

et du tissu malade chez le patient. Clairement, l’utilisation de lignées lymphoblastoïdes dans 

notre travail sur le séquençage RNA-Seq, si elle était justifiée par sa faisabilité, a probablement 

limité notre capacité à retrouver les gènes déjà impliqués dans le phénotype des patients 

diagnostiqués et à identifier un gène causal chez les patients sans diagnostic. 



 

254 
 
 

Il faut donc, comme toujours, revenir à l’examen clinique et plus globalement au 

phénotype pour travailler à la corrélation génotype/phénotype. C’est ce travail de corrélation 

qui permettra de construire des nouvelles hypothèses de travail autour des remaniements 

chromosomiques et des variants génétiques plus globalement. Le lien supposé entre phénotype 

et génotype doit ensuite faire l’objet de démonstrations fonctionnelles. Si le génotypage est de 

plus en plus simple et rapide, nos connaissances sur la biologie du génome restent incomplètes 

et la capture du phénotype de chaque patient un défi. Les nouveaux usages de numérisation des 

phénotypes cliniques (codage HPO) (Bone et al., 2016), biologiques (LOINC2HPO) (Zhang et 

al., 2019), intelligence artificielle à partir de photos de patients, de résultats de radiologie,…) 

(Hsieh et al., 2019) ont montré leur intérêt dans l’amélioration du rendement des tests 

génétiques diagnostiques et l’identification de nouveaux gènes. Ils doivent être implémentés 

pour aider à l’interprétation de variants génomiques et réduire encore le nombre de patients sans 

diagnostic.  



 

255 
 
 

IV - Conclusion  
 

En réponse aux questions initiales, ce travail a montré que les remaniements les plus 

complexes (chromoanagenesis) et les plus méconnus (rétrocopies) étaient aujourd’hui 

accessibles. S’agissant des rétrocopies il s’agit d’évènements à connaître de par la variété des 

mécanismes par lesquels elles peuvent être impliquées en pathologie et par le piège 

diagnostique qu’elles constituent. Notre travail permet de reconnaître ces évènements. 

Si le séquençage short-read est au cœur de notre travail, nous présentons également 

l’apport de technologies émergentes (long-read, linked-read) dans l’arsenal cytogénétique. 

Par l’étude de la plus large cohorte de chromoanagenesis constitutionnels, notre 

travail vient valider une hypothèse mécanistique claire. Elle débute par la séquestration d’un 

chromosome dans un micronoyau, où celui-ci tarde à se répliquer entraînant une condensation 

prématurée de ce chromosome. Cette condensation est un stress appliqué sur les fourches de 

réplication encore actives, concentrées dans les régions chromatinienne qui se répliquent 

tardivement. C’est ce stress réplicatif qui va engendrer des sauts de fourche de réplication voire 

des cassures double brin. Ces cassures ne seront réparées que lors de la réintégration dans le 

noyau principal. Ce scenario semble être partagé entre chromoanagenesis constitutionnels 

et chromoanagenesis tumoraux dans la mesure où la distribution des points de cassure suit les 

mêmes règles dans les deux cas. Il s’agit de la première démonstration de ce scenario réalisée 

à partir de données de patients et non par un modèle cellulaire.  

En travaillant, sur les remaniements les plus complexes, nous avons également révélé 

de nouveaux éléments régissant les remaniements les plus simples. La déplétion en points de 

cassure observées dans les domaines liées à la lamine est une première ligne de démarcation 

entre remaniements simples et complexes. Les raisons de cette déplétion sont aujourd’hui 

inexpliquées et doivent faire l’objet d’une poursuite de ce travail mais il apparaît clairement 

que remaniements simples et remaniements complexes ne résultent pas des mêmes mécanismes 

biologiques sous-jacents et ne font donc pas partie d’un même continuum. 

Les mécanismes discutés ici (transcrit de fusion (Article 1), insertion d’élément mobile 

(Article 2), réorganisation chromatinienne (Article 3)) constituent, locus par locus, 

d’importantes pistes de recherche pour être en mesure d’expliquer de nouvelles corrélations 

génotype/phénotype et in fine améliorer le rendement diagnostique des analyses génétiques. 
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