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Résumé 

Titre. Étude de la régulation de l'expression des gènes pour l'interprétation de variations 

génomiques. 

Au cours des quinze dernières années, les avancées en génomique ont rendu le séquençage 

complet du génome humain accessible, le positionnant comme une étape clé dans 

l'identification des causes génétiques des maladies rares. Avec l'expansion de ces analyses 

pangénomiques, nous sommes confrontés à une augmentation de la découverte de variations 

dont la signification reste incertaine. L’interprétation détaillée de ces variations nécessite 

constamment de nouvelles méthodes d'analyse de support. L'étude de l'expression génique 

constitue une approche clé pour l'interprétation de ces variants, et elle contribue également à 

améliorer le rendement diagnostique global. Ce travail de thèse explore l’apport des études 

sur l’ARN, qu'elles soient ciblées ou transcriptomiques, dans le diagnostic des maladies 

génétiques, tout en proposant des méthodes qui pourraient être intégrées en routine 

diagnostique. En se focalisant sur la génétique du neurodéveloppement et la neurogénétique, 

ces travaux ont adopté une double approche. Une première repose sur des analyses ciblées, 

de type une altération génomique : un transcrit. Dans le contexte de maladies telles que la 

maladie d'Alzheimer jeune, les calcifications cérébrales primaires ou le syndrome de Cornelia 

de Lange, des analyses ciblées de l'ARN ont été réalisées. Basées sur le RT-ddPCR ou le 

séquençage de l'ARN, ces analyses ont permis d'éclaircir des variations dont la signification 

était auparavant inconnue pour certaines, notamment des variations non codantes, avec un 

impact fort sur les transcrits de ces gènes, et permettent de proposer des stratégies simplifiées 

pour une utilisation diagnostique de ces techniques. La seconde partie porte sur un volet 

transcriptomique avec une approche de type une altération génomique : de multiples 

transcrits. Cette approche avait pour objectif de révéler une signature transcriptomique pour 

le syndrome de Cornelia de Lange, dont les variants pathogènes impactent la régulation 
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d’expression de multiples autres gènes. Nous avons pu identifier une signature 

transcriptomique des lignées de cellules souches pluripotentes induites (iPSC) modifiées par 

CRISPR/Cas9 pour intégrer des variations nucléotidiques délétères du gène NIPBL, offrant 

également une meilleure compréhension des bases moléculaires de ce syndrome. Ce travail 

offre de précieuses perspectives scientifiques et techniques, suggérant des façons d'optimiser 

l'intégration des tests transcriptomiques dans le paysage génomique actuel. 

Mots Clés : Syndrome de Cornelia de Lange, calcifications cérébrales primaires, Maladie 

d'Alzheimer du sujet jeune, RNA-seq, PCR digitale, biomarqueurs, transcriptomique, ARN, 

variations non codantes, variations de structure.  
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Abstract 

Title: Study of gene expression regulation for the interpretation of genomic variations 

Over the past fifteen years, advancements in genomics have made whole genome sequencing 

accessible, establishing it as a critical diagnosis tool to identify genetic causes of rare diseases. 

With the growth of such pan-genomic analyses, we are facing an increasing discovery of 

variants of uncertain significance. The detailed interpretation of these variants constantly 

requires the development of new supportive analytical methods. The study of gene expression 

represents a central approach for interpreting these variants and also plays a critical role in 

enhancing the overall diagnostic yield. This PhD research delves into the contribution of 

targeted or transcriptomic RNA studies for genetic disease diagnostics, and proposes methods 

that could be seamlessly integrated into standard diagnostic routines. By focusing on 

neurodevelopmental and neurogenetic diseases, this research work adopted a twofold 

approach. The first one is centered on targeted analyses, one genetic alteration : one transcript. 

In the context of early-onset Alzheimer's disease, primary cerebral calcifications, or Cornelia 

de Lange syndrome, targeted RNA analyses were conducted. Leveraging RT-ddPCR or RNA 

sequencing, combined or not with cellular models developed through CRISPR/Cas9 genome 

editing, these analyses highlighted variants, including non-coding ones, the significance of 

some of which was previously uncertain, with a strong impact on the targeted transcript, and 

suggest streamlined strategies for the diagnostic application of these techniques. The second 

part of this work is based on a one genomic alteration : consequences on multiple transcripts 

approach. The main aim was to establish a transcriptomic signature for Cornelia de Lange 

syndrome. This signature was identified in induced pluripotent stem cell (iPSC) lines edited 

by CRISPR/Cas9 to incorporate deleterious nucleotide variations in the NIPBL gene, and 

allowed us to provide deeper insights into the molecular underpinnings of this syndrome. This 
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research furnishes valuable scientific and technical perspectives, suggesting ways to optimize 

the incorporation of transcriptomic tests within the current genomic landscape. 

Keywords: Cornelia de Lange Syndrome, primary familial brain calcifications, early-onset 

Alzheimer's disease, RNA-seq, Digital PCR, biomarkers, transcriptomics, RNA, noncoding 

variations, structural variations.  
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Introduction 

1. Introduction générale 

 

Au cours des quinze dernières années, les technologies d'étude du génome humain ont connu 

des avancées significatives [1]. Le séquençage de nouvelle génération (Next Generation 

Sequencing, NGS) permet ainsi d’étudier un ensemble de gènes associés à une pathologie ou 

à une entité syndromique (panel de gènes), de séquencer l'exome, c’est-à-dire l’intégralité des 

parties codantes de notre génome (Whole Exome Sequencing, WES, ~ 34 Mb) [2], ou encore 

de réaliser le séquençage complet du génome humain (Whole Genome Sequencing, WGS, ~ 

3 Gb) [3]. L’exemple des déficiences intellectuelles (DI) et des anomalies du développement 

(AD), ou, plus généralement, des troubles du neurodeveloppement (TND), illustre l’intérêt 

d'une exploration pangénomique en première intention. En effet, le diagnostic étiologique 

génétique de ces affections, qui affectent 2 à 3% de la population, est très complexe [4]. La 

complexité s'explique par l'hétérogénéité génétique majeure avec près de 1200 gènes connus 

à ce jour comme impliqués dans des formes monogéniques de DI [5], ainsi que par les plus 

de 5000 syndromes rares connus d'origine monogénique qui ont été décrits, parmi lesquels un 

nombre significatif inclut une DI [6]. S’ajoutent des formes non monogéniques, aujourd’hui 

encore très difficiles à caractériser sur le plan étiologique à l’échelle individuelle. Le NGS a 

largement contribué à augmenter le taux de diagnostic dans les DI/AD, avec un rendement 

pouvant aller jusqu'à 55% en WGS pour les DI sévères [7],[8]. Ces nouvelles technologies de 

séquençage ont également permis d’identifier les gènes responsables de nombreuses autres 

maladies rares dans tout le champ de la médecine. 

Néanmoins, le séquençage du génome, à lui seul, ne permet pas de surmonter toutes les 

difficultés associées au diagnostic génétique de ces maladies. En effet, l'interprétation de ces 

variations à des fins médicales prend en compte de nombreux paramètres, incluant leur 
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fréquence dans des populations contrôles, leur ségrégation dans la famille, leur effet prédit 

sur la protéine et les données de la littérature. Pour les variations nucléotidiques (Single 

Nucleotide Variation, SNV) et petites insertions-délétions (indel) touchant des gènes associés 

à des maladies de transmission Mendélienne, ces interprétations font l'objet de 

recommandations nationales (Harmonisation de l’interprétation de variants de séquence 

générés par les analyses en NGS, ANPGM, 2017) et internationales [9], [10]. Il en va de 

même pour les variations de nombre de copies (Copy Number Variation, CNV) [11]. Cette 

stratégie d'interprétation classe les variations nucléotidiques en différentes catégories : 

bénignes (classe 1), probablement bénignes (classe 2), probablement délétères (classe 4), et 

délétères (classe 5). Certains variants nucléotidiques ou de structure (incluant les CNV) 

restent cependant inclassables dans une de ces catégories, ces variants sont nommés variants 

de signification incertaine (VSI ; classe 3). La proportion de VSI est encore plus importante 

dans les régions non codantes, incluant les régions introniques ou intergéniques, dont les 

effets sur la fonction des gènes restent difficiles à déterminer [12]. 

Ainsi, si l'avènement des techniques pangénomiques que sont le WES et le WGS a 

considérablement transformé notre capacité à étudier les maladies génétiques, en permettant 

une analyse approfondie et systématique du génome humain, l'interprétation des VSI demeure 

un défi majeur pour la génétique médicale. En effet, la fonction de ces variants reste souvent 

incertaine et leur rôle dans la pathogenèse des maladies génétiques est difficile à déterminer 

[13]. Pour pouvoir avancer dans la classification de ces variations dites de classe 3, il est 

nécessaire de combiner les résultats du WGS avec des analyses fonctionnelles, des études 

d'expression génique et/ou des modèles animaux. De plus, l'intégration de données multi-

omiques, telles que la transcriptomique, la protéomique et la métabolomique, permet de 

mieux comprendre les mécanismes pathogéniques et d'identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques pour ces maladies [14]. 
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Dans ce contexte, le travail présenté ici s'intéresse au rôle que peut avoir l'étude de la 

régulation de l'expression des gènes à l’échelle de l’ARN messager (ARNm), pour 

comprendre les mécanismes qui sous-tendent les variations génomiques et leurs impacts sur 

les phénotypes observés et aider à reclasser ces variations. Ces explorations, qu'elles soient 

réalisées par des approches ciblées (e.g. RT-ddPCR) ou transcriptomiques globales (e.g. 

RNAseq), contribuent à élucider l’effet et même les mécanismes associés à certaines 

variations [15], [16]. Au-delà des méthodes d’étude directe du produit de la transcription, 

l’ARN, de nombreux exemples illustrent l'importance d’étudier les interactions entre les 

régions cis-régulatrices et les variants génétiques pour moduler l'expression des gènes [17]. 

L'utilisation de techniques d'édition génomique, telles que CRISPR/Cas9, a également permis 

de démontrer directement les effets causaux de certains variants sur l'expression des gènes et 

les phénotypes [18].  

L’étude de la régulation de l'expression des gènes est ainsi cruciale pour interpréter les 

variations génomiques et leurs impacts sur les phénotypes. Néanmoins, il subsiste des défis à 

relever, tels que la caractérisation des régions non codantes fonctionnelles et l'élucidation des 

mécanismes spatio-temporels de la régulation de l'expression des gènes [19]. La poursuite de 

ces recherches permettra d'améliorer notre capacité à interpréter les variations génomiques et, 

ultimement, à développer des stratégies thérapeutiques plus ciblées et personnalisées pour le 

traitement des maladies génétiques.  

Dans cette perspective, ce travail de thèse se concentre sur l'étude de la régulation des gènes 

en se focalisant au niveau de l’ARN messager, afin d'interpréter les variations génomiques, 

nucléotidiques et structurelles. Après avoir introduit les différents concepts et technologies 

disponibles pour l’étude de la régulation de l’expression des gènes, ce travail sera divisé en 

deux grandes parties correspondant aux deux angles de vue que nous avons choisi de prendre. 
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La première partie sera consacrée à illustrer comment l'étude ciblée des niveaux d'ARNm d'un 

gène, en utilisant des techniques de RT-digital droplet PCR (RT-ddPCR), en combinaison ou 

non avec des modèles cellulaires ou le NGS, contribue à déterminer la pathogénicité et l'effet 

fonctionnel d’une variation individuelle. Nous adopterons le point de vue d'une variation 

affectant un transcrit et/ou un gène. Ainsi, cette première partie abordera (i) l'établissement 

de la pathogénicité d'une délétion non codante en amont du gène SLC20A2 dans le contexte 

des calcifications cérébrales primaires à l'aide de mesures de quantités relatives des transcrits 

du gène cible dans le sang de patients et de lignées cellulaires HEK modifiées par 

CRISPR/Cas9, (ii) la caractérisation cytogénétique et transcriptionnelle de la première 

triplication du gène APP décrite à ce jour dans le cadre de la maladie d'Alzheimer et (iii) les 

conséquences, non plus transcriptionnelles, mais post-transcriptionnelles de mutations de 

novo introniques profondes dans le syndrome de Cornelia de Lange (CdLS) introduisant un 

néoexon non en phase et responsables d’une dégradation partielle des transcrits.  

La seconde partie de ces travaux visera à étudier les conséquences transcriptionnelles 

multiples résultant d'une unique variation génétique. Plus précisément, nous nous 

intéresserons aux cas où une variation affecte plusieurs gènes et transcrits. Cette partie sera 

consacrée au CdLS, qui est considéré comme une transcriptomopathie, c’est-à-dire une 

maladie monogénique touchant un gène critique dans la régulation de l’expression d’autres 

gènes. Cette partie abordera le sujet à travers l'outil transcriptomique qu'est le RNAseq. Nous 

étudierons les conséquences sur l’expression de multiples gènes d’une altération individuelle 

d’un seul gène, NIPBL, gène majeur du CdLS, et la recherche d’une signature 

transcriptomique associée à NIPBL. Nous avons eu pour objectif de rechercher une potentielle 

signature transcriptomique du CdLS dans le sang de patients et dans des lignées de cellules 

souches pluripotentes induites (iPSC) dans le but final de pouvoir utiliser les enseignements 
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des conséquences des altérations de NIPBL pour l’interprétation future des variations de 

signification incertaine. 
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2. L’expression génique et l’organisation chromatinienne 

2.1. Gènes, transcription et traduction 

L'expression génique englobe l'ensemble des processus biochimiques et moléculaires par 

lesquels l'information héréditaire contenue dans un gène est convertie en molécules 

fonctionnelles qui participent à diverses activités cellulaires, telles que les protéines, 

synthétisées via des ARN messagers (ARNm), ou tels que les ARN non codants [20]. Ce 

processus d'expression génique comporte plusieurs étapes interconnectées et finement 

régulées, permettant une modulation précise de l'expression des gènes en réponse aux besoins 

et aux conditions spécifiques des cellules [21]. 

La première étape cruciale de l'expression génique est la transcription, au cours de laquelle 

l'ADN génomique est lu par l’ARN polymérase pour produire un ARN, qui sera ensuite 

maturé en ARN messager (ARNm) dans le cas des gènes codant pour des protéines [22]. 

L'ARNm est ainsi une réplique de l'information génétique codée dans le gène et servira de 

matrice pour la synthèse de polypeptides lors de la traduction [23]. Cette étape de transcription 

est régulée par une multitude de facteurs et de co-facteurs de transcription qui interagissent 

avec les séquences promotrices et les éléments régulateurs de l'ADN qui seront détaillés par 

la suite [24]. Après la transcription, l'ARN pré-messager (pré-ARNm) subit plusieurs 

modifications post-transcriptionnelles, incluant notamment le processus fondamental qu’est 

l’épissage. D’autres modifications post-transcriptionnelles ont également lieu, telles que 

l'ajout d'une coiffe 5' (capping), ou l'ajout d'une queue poly(A) à l'extrémité 3' des ARNm 

[25],[26]. Ces modifications sont nécessaires à la stabilité et au parcours de l’ARNm ainsi 

qu’au bon déroulé et à l'efficacité de sa traduction en chaine polypeptidique, une fois arrivé 

dans le cytosol [25]. La traduction est l'étape finale de l'expression génique, au cours de 

laquelle les ARNm matures sont lus par les ribosomes et traduits en chaînes polypeptidiques. 

Ces chaînes sont ensuite repliées et maturées en protéines fonctionnelles [27]. La traduction 
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est également finement régulée par les facteurs d'initiation de la traduction ainsi que par des 

microARN (miARN), qui permettent de contrôler l'expression des gènes en modulant la 

traduction des ARNm ou en favorisant leur dégradation [28],[29]. 

L'expression génique est ainsi un processus complexe, dynamique et hautement régulé qui 

implique la transcription de l'ADN en ARN, des modifications post-transcriptionnelles, et la 

traduction de l'ARNm en une chaîne polypeptidique, qui, après modifications post-

traductionnelles, conduira à des protéines matures. 

La quantité d’ARNm peut ainsi être utilisée pour étudier les niveaux d'expression génique, 

d’où l’intérêt de sa quantification dans un tissu, un état ou un moment donné du 

développement. Ces mesures permettent d'identifier les gènes qui sont actifs dans une cellule 

donnée, ainsi que leur niveau d'expression relatif [30]. Elle peut également être utilisée pour 

comparer les niveaux d'expression génique entre différents types cellulaires, états ou moments 

du développement. Comme mentionné précédemment, ces niveaux dépendent notamment de 

l’effet d’éléments régulateurs de l’expression génique et reflètent un équilibre entre la 

synthèse, la maturation et les modifications post-transcriptionnelles, et la dégradation. 

 

2.2. Eléments régulateurs de la transcription (enhancers et autres éléments) 

 

Les séquences régulatrices correspondent à une partie de l’ADN non codant influant sur le 

niveau de transcription des gènes. Elles sont reconnues par des facteurs de transcription, 

également appelés facteurs-trans, qui agissent de différentes façons, en augmentant ou en 

diminuant l’expression du gène. Les séquences régulatrices interviennent ainsi au niveau de 

l’initiation de la transcription dans la régulation de l'expression des gènes. 
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2.2.1. Les enhancers  

Les enhancers sont des éléments cis-regulateurs (cis regulatory element, CRE) activateurs, 

influencant la transcription des gènes voisins, indépendamment de leur orientation et de leur 

position par rapport au promoteur [31]. Structurellement, les enhancers sont des séquences 

d'ADN non codantes, généralement de 50 à 1500 paires de bases de longueur [32]. Des 

facteurs de transcription spécifiques se lient aux enhancers, via des modules de liaison aux 

facteurs de transcription (Transcription factor binding site, TFBS). Ils recrutent des 

complexes de protéines régulatrices et le complexe médiateur, qui modulent l'activité de 

l'ARN polymérase sur le promoteur d’un gène voisin. Ces modules permettent la liaison des 

facteurs de transcription et d'autres protéines régulatrices [33], qui à leur tour modulent 

l'activité de l'ARN polymérase au niveau du promoteur du gène voisin [31]. 

Les enhancers peuvent être situés à plusieurs kilobases en amont ou en aval du promoteur 

cible, incluant des régions intergéniques, mais aussi à l'intérieur des gènes eux-mêmes [34]. 

Ils jouent un rôle crucial dans la régulation fine de l'expression génique, et leur perturbation 

par des variations structurales ou nucléotidiques peut entraîner des altérations de l’expression 

des gènes cibles, et potentiellement conduire à des conditions pathologiques [34], [35], bien 

qu’il y ait encore relativement peu d’exemples étayés. 

L'identification des enhancers demeure un défi majeur, il n'existe en effet pas de consensus 

sur la manière de les définir et de les caractériser, même si des approches sont proposées, 

associant l'utilisation de bases de données à des caractérisations fonctionnelles. Par ailleurs, 

les enhancers sont souvent redondants, c'est-à-dire qu'un même gène peut être régulé par 

plusieurs enhancers, ce qui rend leur identification et leur caractérisation encore plus 

complexe [31]. 
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2.2.2. Les promoteurs 

Les promoteurs sont des régions spécifiques de l'ADN situées immédiatement en amont du 

site d’initiation de la transcription (Transcription start site, TSS) d'un gène. Les promoteurs 

sont des séquences d'ADN conservées, généralement courtes, qui servent de points d'ancrage 

pour les facteurs de transcription et l'ARN polymérase. Les promoteurs sont nécessaires pour 

initier la transcription et assurent que les gènes sont exprimés au bon moment, dans les 

cellules appropriées et en réponse aux signaux environnementaux [36]. 

Il existe plusieurs types de promoteurs, parmi eux, on retrouve des promoteurs basaux ou 

constitutifs, qui sont impliqués dans l'expression de base des gènes, et les promoteurs 

spécifiques des tissus ou inductibles, qui sont responsables de l'expression génique dans des 

contextes cellulaires ou environnementaux particuliers [37]. Les promoteurs sont composés 

de différents éléments, dont la boîte TATA, une séquence consensus présente dans de 

nombreux promoteurs eucaryotes [38], et les séquences d'initiation de la transcription, 

séquences conservées entourant le site d'initiation de la transcription [39]. 

Les interactions entre les facteurs de transcription, les cofacteurs et les promoteurs permettent 

une régulation précise de l'expression génique. Les facteurs de transcription se lient à des 

séquences spécifiques d'ADN dans les promoteurs et recrutent l'ARN polymérase et d'autres 

protéines pour former le complexe de transcription [40], [Figure 1]. Par ailleurs, des 

mécanismes épigénétiques, tels que la méthylation de l'ADN et les modifications des histones, 

peuvent influencer la disponibilité des promoteurs pour la liaison des facteurs de transcription 

et l'initiation de la transcription [41]. 



25 

 

 

Figure 1. Résumé schématique des interactions enhancers – promoteurs.  

 

2.2.3. Les autres éléments régulateurs de la transcription 

Outre les enhancers et promoteurs, d’autres éléments régulateurs sont impliqués dans la 

régulation de l’expression génique.  

Les éléments silencers (répresseurs) sont des séquences d'ADN non codantes réduisant ou 

inhibant l'expression des gènes. Cette modulation peut se réaliser soit via le recrutement de 

protéines spécifiques, appelées répresseurs qui vont se lier aux séquences d’ADN cibles [42], 

soit directement par le recrutement du complexe de remodelage de la chromatine qui va 

modifier la structure de nucléosomes et ainsi moduler la condensation de la chromatine, ce 

qui affecte son accessibilité et, in fine, l’expression du gène.  

Les longs ARN non codants (lncRNA), ARN non codants d'une longueur supérieure à 200 

nucléotides, jouent un rôle important dans la régulation de l'expression des gènes à différents 
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niveaux, notamment la régulation transcriptionnelle, post-transcriptionnelle et épigénétique 

[43]. 

Les régions de contrôle du locus sont des éléments régulateurs de l'ADN qui coordonnent 

l'expression de gènes spécifiques situés à proximité, en contrôlant leur activation ou leur 

répression. Les régions de contrôle du locus sont impliquées dans la régulation de l'expression 

des gènes à des niveaux élevés et appropriés dans des types cellulaires spécifiques et dans des 

conditions particulières [44]. Les régions de contrôle du locus sont souvent présentes dans 

des domaines génomiques qui contiennent des groupes de gènes fonctionnellement liés, tels 

que les complexes de gènes de la globine. 

Enfin, les éléments insulators ou isolateurs également nommés « éléments frontières » 

agissent comme des barrières entre les éléments régulateurs et les promoteurs de gènes 

adjacents. Ils empêchent ainsi l'influence d'enhancers ou de silencers sur des gènes non cibles 

et protègent les gènes contre les effets de position. Ces rôles sont assistés par des protéines de 

liaison aux insulateurs parmi lesquelles le CCCTC-binding factor (CTCF) qui joue un rôle 

majeur dans la définition des boucles chromatiniennes et la formation des domaines 

topologiquement associés (topological associated domains, TAD), autre composant majeur 

dans la régulation de l’expression génique.  

Beaucoup de progrès ont été réalisés dans la compréhension de ces domaines, nous en 

décrirons les principaux enseignements dans la seconde partie de l’introduction. 

2.3. Organisation chromatinienne et territoires chromosomiques 

2.3.1. Chromosome et territoires chromosomiques 

 La chromatine 

La chromatine est un complexe macromoléculaire constitué d'ADN, de protéines histones et 

de protéines non histones. Elle permet l'organisation de la molécule d'ADN et la régulation 
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de l'expression génique dans les cellules eucaryotes [45]. Fondamentalement, l'ADN 

s’enroule autour des histones pour former des structures appelées nucléosomes, qui sont à leur 

tour organisés en fibres de chromatine plus épaisses [46]. Les nucléosomes, unités de base de 

la structure de la chromatine, sont composés d'un octamère d'histones (comportant deux 

copies de chacun des histones H2A, H2B, H3 et H4) et d'environ 147 paires de bases d'ADN 

enroulé autour de l'octamère [46]. Les nucléosomes sont reliés entre eux par des séquences 

d'ADN appelées liaisons d’ADN (DNA linkers), auxquelles se lie l'histone H1, ou histone 

liaison, stabilisant la structure de la fibre de chromatine et facilitant le compactage ultérieur 

de l'ADN [47], [Figure 2]. La chromatine, en compactant l'ADN, permet non seulement de 

loger d'importantes quantités d'ADN dans le noyau des cellules eucaryotes, mais aussi de 

réguler finement l'expression génique.  

 

Figure 2. Représentation schématique de l’organisation du nucléosome 

 

Les modifications post-traductionnelles des histones (acétylation, méthylation, 

phosphorylation, ubiquitination, …) peuvent moduler la structure de la chromatine en 

changeant la charge électrique des histones et en affectant leur capacité à se lier à l'ADN, ou 

encore en recrutant des protéines régulatrices. Ainsi, l'acétylation des histones conduit 

généralement à un relâchement de la chromatine, favorisant une activité transcriptionnelle 

accrue. Par contre, la méthylation des histones est souvent associée à une chromatine plus 

condensée, entraînant une répression de l'expression génique [48]. Par ailleurs, des 
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modifications de la chromatine sont également possibles via l’action du complexe de 

remodelage de la chromatine (protéines SWI/SNF) qui va contribuer à modifier la position 

des nucléosomes le long de l'ADN afin de permettre ou de bloquer la fixation des facteurs de 

transcription ou d'autres protéines régulatrices [49].  

 

 Les territoires chromosomiques 

Au cours de l'interphase, la chromatine adopte une organisation bien définie, loin d'être 

aléatoire : Chaque segment d'ADN, correspondant à un chromosome, occupe une région 

spécifique nommée territoire chromosomique [Figure 3]. Ces territoires chromosomiques 

sont ainsi des régions distinctes au sein du noyau cellulaire, où les chromosomes résident et 

s'organisent de manière spatialement spécifique, cette organisation jouant un rôle crucial dans 

la régulation de l'expression génétique [50]. La position des chromosomes à l'intérieur du 

noyau est dictée par des interactions dynamiques entre la chromatine et le cytosquelette 

nucléaire, ainsi que par des interactions avec d'autres éléments constitutifs du noyau [51]. 

C'est grâce à ces interactions spécifiques que l'organisation tridimensionnelle de la chromatine 

est modulée. Cette organisation a une influence directe sur l'expression génique en modulant 

l'accessibilité des gènes et des séquences régulatrices. Elle détermine ainsi la manière dont les 

facteurs de transcription et les complexes enzymatiques interagissent avec la transcription. 

Les mécanismes de réplication et de réparation de l'ADN sont également modulés par cette 

organisation [52].  
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Figure 3. Représentation en FISH-3D des Chromosomes dans un noyau de fibroblaste en phase G0 

d’après Bolzer et collaborateurs [53] 

 

Par ailleurs, les interactions entre les territoires chromosomiques contribuent également à la 

régulation de l'expression génique en permettant une communication entre les différents 

chromosomes [54] ainsi que des interactions interchromosomiques. Ces interactions 

favorisent ainsi la formation de complexes multi-protéiques impliqués dans la régulation de 

l'expression génique, tels que les complexes de co-activateurs et les complexes de répresseurs 

[55]. La structure et l'organisation des territoires chromosomiques peuvent également être 

modifiées en réponse à des signaux environnementaux (lumière, stress thermique, …) ou à 

des changements d’état cellulaire [51].  

 

2.3.2. Notion de TAD et de LAD 

 TAD (Topologically associating domains )  

Les domaines topologiquement associés (Topological associated domain, TAD) sont des 

unités structurales conservées au sein du génome, marqués par des interactions physiques 

fréquentes entre les séquences d'ADN qu'ils englobent [56]. Ces domaines ont une importance 



30 

 

capitale dans la régulation de l'expression génique : ils facilitent les contacts entre les 

promoteurs et les éléments régulateurs distants, comme les enhancers, tout en restreignant les 

interactions non désirées entre les éléments régulateurs de différents TAD [57]. La cohérence 

structurale des TAD est assurée par l'action concertée de protéines des familles cohésines et 

condensines, ainsi que par les protéines CTCF (CCCTC-binding factor), lesquelles forment 

des boucles d'ADN en se liant à des motifs spécifiques localisés dans les régions limitrophes 

des TAD [58], [Figure 4]. La compréhension de la dynamique et de la fonction des TAD est 

essentielle pour élucider les mécanismes de la régulation des gènes et les relations entre la 

structure du génome et les fonctions cellulaires. L'étude approfondie de la dynamique et de la 

fonction des TAD est une thématique récente mais féconde, visant à élucider les mécanismes 

qui sous-tendent la régulation de l'expression génique, ainsi que pour établir les liens entre la 

structure du génome et la fonction cellulaire.  
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Figure 4. Représentation schématique de l’organisation des TADs 

 

Par ailleurs, les TAD participent également à la stabilité du génome en prévenant les 

réarrangements chromosomiques et en restreignant les effets des variations nucléotidiques 

ponctuelles sur l'expression génique [59]. Les variations génomiques qui affectent les limites 

des TAD peuvent perturber les interactions entre les régions chromosomiques, provoquant 
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des anomalies dans l'expression génique et, dans certains cas, conduisant à des conditions 

pathologiques. Ainsi, des variations nucléotidiques ou structurales (délétions, duplications, 

inversions ou translocations) peuvent avoir des conséquences fonctionnelles sur les gènes 

situés à proximité [60], [61]. Par exemple, des réarrangements chromosomiques affectant les 

TAD ont été associés à des maladies du développement, telles que la polydactylie [60].  

Les TAD jouent ainsi un rôle dans la régulation de l'expression génétique à plusieurs niveaux. 

D’une part ils contrôlent l'accessibilité de l'ADN aux facteurs de transcription [56]. Les 

boucles d'ADN formées par les TAD peuvent permettre ou empêcher l'accès des facteurs de 

transcription à leurs sites de liaison sur l'ADN, modulant ainsi l'expression des gènes en 

activant ou en réprimant l'interaction entre les facteurs de transcription et l'ADN. Par ailleurs, 

la structure des TAD a une influence dynamique sur la conformation et la structure 

chromatinienne [62]. Ainsi, en modifiant la structure de la chromatine, et donc l’activation de 

promoteurs différents, les TAD peuvent favoriser ou inhiber la production de différentes 

isoformes de protéines à partir d'un même gène conduisant à une diversité protéique. Enfin, 

les TAD peuvent être impliqués dans la régulation de l'expression génétique en contrôlant la 

formation de domaines d'expression et en permettant la mise en place de régions d'expression 

différentielle au niveau du génome [55],[62]. Les TAD peuvent ainsi contribuer à la 

spécificité tissulaire de l'expression des gènes et à la complexité fonctionnelle des organismes 

multicellulaires.  

Cependant, l’association entre une perturbation d’une frontière de TAD et un phénotype lié à 

la dysrégulation de gènes contenus dans un TAD n’est pas constante, et des recherches plus 

récentes suggèrent que des interactions enhancer-promoteurs, même réduites par la formation 

d’une néo-frontière de TAD, peuvent rester suffisantes pour garantir l’expression de certains 

gènes du développement [64]. Ainsi, il n’est pas possible de prédire l’effet d’une variation de 

structure uniquement via l’impact qu’elle pourrait avoir sur une frontière de TAD.  
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Les méthodes de cartographie des TADs reposent principalement sur l'utilisation de 

techniques dérivées de la capture de la conformation chromosomique (chromosome 

conformation capture, 3-C), notamment le Hi-C, qui permet la détection des interactions 

spatiales entre les régions chromosomiques des interactions chromosomiques à l’échelle du 

génome entier [Figure 5].  

 

Figure 5. Principe résumé du Hi-C 

La technique de Hi-C peut être découpée en 6 étapes : 1. fixation des interactions chromosomiques : Les 

protéines et l'ADN sont fixés in situ en utilisant un agent de fixation, généralement le formaldéhyde, de manière 

à figer les interactions physiques entre différentes régions de la chromatine. 2. digestion de l'ADN pendant 

laquelle les cellules sont lysées et l'ADN est digéré par une enzyme de restriction. 3. marquage des extrémités 

des fragments avec de la biotine, facilitant l’identification des fragments. 4. Religation des extrémités permettant 

que les régions d'ADN qui étaient proches dans l'espace tridimensionnel du noyau (et donc en interaction) soient 

ligaturées ensemble. 5. Purification de l’ADN pour ne conserver que les fragment biotinilés et 6. Séquençage 

des fragments depuis leurs deux extrémités (séquençage paired-end). D’après Lieberman-Aiden et 

collaborateurs [65]. 

 

 LAD (lamina associated domains) 

Les domaines associés à la lamina (Lamina Associated Domains, LAD) sont des régions 

chromosomiques qui interagissent directement avec la lamina nucléaire, structure fibreuse qui 

tapisse la face interne de l'enveloppe nucléaire et qui joue, elle aussi, un rôle crucial dans la 

maintenance de la structure du noyau et de la régulation de l'expression génique [66], [67]. 

Les LAD sont principalement constitués d’hétérochromatine, compacte, méthylée et ainsi 
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transcriptionnellement inactive. Les LAD ont été initialement identifiés par des techniques de 

capture de la chromatine en contact avec la lamina nucléaire, telles que la DamID (DNA 

adenine methyltransferase identification) [66]. Ils sont généralement de grande taille, entre 

100 kb et 10 Mb. L’implication des LAD dans la régulation de l'expression génique se fait via 

le recrutement des gènes et des éléments régulateurs à la périphérie du noyau, où 

l'environnement est moins favorable à la transcription [66],[67]. Par ailleurs, la dynamique 

des interactions LAD-lamina est régulée au cours du développement et de la différenciation 

cellulaire, ce qui suggère que les LAD jouent un rôle important dans l'établissement et le 

maintien des programmes d'expression génique spécifiques aux différents types cellulaires 

[70]. Les perturbations de l'organisation des LAD et de leur interaction avec la lamina 

nucléaire ont été associées à plusieurs pathologies, notamment des maladies du vieillissement, 

des dystrophies musculaires et des cancers [65],[69]. 

 

2.4. Le complexe cohésine 

2.4.1. Structure et éléments constitutifs du complexe cohésine 

 

Le complexe cohésine est une structure protéique multi-sous-unitaire hautement conservée au 

cours de l'évolution. Il est composé des protéines SMC1, SMC3, RAD21 et SCC3 (SA1 ou 

SA2) [Figure 6]. SMC1 et SMC3 sont membres de la famille des protéines de maintenance 

structurale des chromosomes (Structural Maintenance of Chromosomes, SMC). Les protéines 

SMC ont deux caractéristiques structurelles principales : un domaine « tête » ayant une 

activité ATPase (formé par l'interaction des extrémités N-terminal et C-terminal) et un 

domaine « charnière » qui permet leur dimérisation. La tête et le domaine charnière sont reliés 

l'un à l'autre par des hélices antiparallèles. Ainsi, le socle du complexe cohésine est constitué 

par un hétérodimère SMC1/SMC3 relié par les domaines charnières.  
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Le domaine N-terminal de RAD21 contient deux hélices α qui forment un faisceau de trois 

hélices se reliant à SMC3 et son domaine C-terminal forme une hélice qui se reliera à SMC1, 

fermant ainsi le complexe lui conférant une structure annulaire. La région centrale de RAD21 

est quant à elle en grande partie non structurée, mais contient plusieurs sites de liaison pour 

les régulateurs de la cohésine, notamment pour SA1 ou SA2. Les interfaces entre les sous-

unités SMC et RAD21 peuvent s'ouvrir pour permettre à l'ADN de passer dans et hors de 

l'anneau de cohésine.  

 

Figure 6. Anneau constitutif du complexe cohésine 

 

En plus de ces composants constitutifs, plusieurs protéines associées au complexe ont été 

décrites. La première d’entre elles est NIPBL, qui joue le rôle de facteur de chargement du 

complexe cohésine sur les chromatides sœurs pendant la phase G1 du cycle cellulaire [72]. 

Pour ce faire, il est nécessaire que NIPBL se lie à la protéine MAU2, présente au niveau de 

l’anneau. Pendant la phase S, l'établissement de la cohésion est étroitement lié à la réplication 

de l'ADN et nécessite que les deux chromatides soeurs soient piégées à l'intérieur de l'anneau 

de cohésine. Cet anneau doit également rester fermé pour éviter la libération prématurée des 
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chromatides soeurs. Cette fonction est assurée par l'acétylation de SMC3 par l'établissement 

de la N-acétyltransférase 2 de la cohésion des chromatides soeurs (ESCO2). À la fin de la 

mitose, l'acétylation de SMC3 induite par ESCO2 pendant la phase S est inversée par l'Histone 

Déacétylase 8 (HDAC8), les SMC sont recyclées et rechargées sur la chromatine. Ainsi, le 

cycle de chargement, fonctionnement et déchargement de la cohésine est achevé et prêt à être 

répété lors du prochain cycle cellulaire. 

 

2.4.2. Fonctions du complexe cohésine 

Le complexe cohésine a été initialement identifié en raison de son rôle dans le maintien de la 

cohésion des chromatides sœurs durant la division cellulaire [73]. Depuis lors, plusieurs autres 

fonctions de ce complexe ont été découvertes, notamment dans la réparation de l'ADN et dans 

l'organisation et la régulation de l'architecture tridimensionnelle du génome [74]. La 

préservation de la cohésion des chromatides sœurs par le complexe cohésine est cruciale pour 

assurer l'intégrité du génome lors de la mitose et de la transmission de l'information génétique 

aux cellules filles [73]. De plus, le complexe cohésine contribue à la régulation de l'expression 

génétique en modulant l'accessibilité de la chromatine aux facteurs de transcription [73]. Les 

cohésines sont particulièrement enrichies aux frontières des TAD, qui sont constituées 

d'éléments protéiques variés responsables de la séparation des TAD. Cette concentration 

élevée de cohésines au sein des frontières des TAD suggère leur implication dans 

l'organisation du génome. Des études ont démontré que le clivage des cohésines entraîne une 

perturbation de l'architecture interne des TAD, conduisant à la perte d'interaction entre les 

gènes et les éléments régulateurs et, par conséquent, à une dérégulation de l'expression 

génique [75], [Figure 7]. 
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Figure 7. Impact du clivage des cohésines sur l’organisation des TADs 

D’après Zuin et collaborateurs [75] 

 

2.5. Eléments de régulation post-transcriptionnels 

Avant que l'ARNm ne soit traduit en protéine, il subit plusieurs modifications. Cela inclut 

l'ajout d'une coiffe 5' et d'une queue poly(A) 3', ainsi que l'épissage des introns. Ces 

modifications peuvent affecter la stabilité de l'ARNm, son export hors du noyau, et sa 

traduction en protéine. 

2.5.1. L’épissage  

L'épissage est un mécanisme biologique essentiel ayant lieu au sein des cellules eucaryotes 

durant la transformation du pré-ARNm en ARNm mature [26]. Cette étape implique la 

suppression des introns et l'assemblage des exons en un ARNm fonctionnel. Ce processus 

nucléaire est catalysé par le spliceosome, complexe ribonucléoprotéique, générant une 

structure « en lasso » permettant l’élimination des introns [76]. Le phénomène d’épissage 

alternatif, consistant en un assemblage variable des exons, engendrant plusieurs isoformes 

d'ARNm, est quant à lui un des moteurs de la diversité protéique, en permettant d’obtenir 

plusieurs transcrits différents à partir d’un même gène [77], [Figure 9]. L’épissage est rendu 

possible du fait de la présence de sites d’épissage situés aux jonctions intron-exons, ces sites 

sont :  
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 Des sites donneurs d’épissage (ou site d'épissage 5'), situés à l'extrémité 5' de 

l'intron, marquant le début de la séquence intronique à éliminer 

 Des sites accepteurs d’épissage (ou site d'épissage 3') : situés à l'extrémité 3' de 

l'intron, marquant la fin de la séquence non codante à éliminer 

 Site de branchement : situé à l'intérieur de l'intron, généralement à environ 20-50 

nucléotides en 5’ du site accepteur, participant à la formation de la structure en lasso 

de l'intron facilitant l'élimination précise des séquences non codantes pour la 

production d'ARNm fonctionnels.  

 

 

Figure 8. Schéma représentant les modes d'épissage alternatif de l'ARNm précurseur   

Exon en cassette, rétention d'intron, site d'épissage 5′ alternatif, exons mutuellement exclusifs, site 

d'épissage 3′ alternatif, promoteurs alternatifs et polyadénylation alternative.  

D’après Liu et collaborateurs [78] 

 

La présence de variations nucléotidiques ou structurales impactant les sites d'épissage 

canoniques ou les éléments régulateurs de l'épissage ainsi que les variations conduisant à la 

création de sites accepteurs ou donneurs d’épissages peuvent donner lieu à des anomalies de 
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l’épissage. Ces anomalies d'épissage peuvent entraîner la production d'ARNm défectueux ou 

tronqués, et ultérieurement, de protéines non fonctionnelles ou dysfonctionnelles [79]. 

Plusieurs types d'anomalies d'épissage ont été identifiées, parmi lesquelles : 

 Épissage alternatif aberrant : des erreurs dans la sélection des exons ou des sites 

d'épissage peuvent entraîner l'inclusion ou l'exclusion inappropriée d'exons dans 

l'ARNm mature [80]. 

 L'utilisation de sites d'épissage non canoniques ou cryptiques, généralement liés à des 

variations nucléotidiques ou structurales, pouvant causer l'insertion ou la suppression 

de petites séquences dans l'ARNm mature, pouvant potentiellement donner lieu à un 

décalage du cadre de lecture.  

 Épissage en tandem : la répétition d'un exon ou d'une partie d'un exon dans l'ARNm 

mature peut entraîner la production de protéines anormales avec des fonctions altérées 

[81]. 

La plupart du temps, les transcrits aberrants seront alors éliminés par le système de 

dégradation des ARNm non-sens (nonsense-mediated decay, NMD), lorsqu’il existe un codon 

stop prématuré n’affectant pas le dernier exon ou les 50 dernières bases de l’avant dernier 

exon, et qui va conduire à une diminution du niveau d’ARNm du gène.  

L’épissage est lui-même finement régulé. Des variations nucléotidiques peuvent altérer des 

sites canoniques ou cryptiques déjà connus, ou en créer de nouveaux. Elles peuvent également 

modifier la régulation de l’épissage en interagissant avec les facteurs activateurs ou 

répresseurs de l’épissage.  

Des outils tels que SpliceAI (https://github.com/broadinstitute/SpliceAI-lookup [82] ou 

Splicing Prediction Pipeline (SPiP) [83], permettent de prédire l’impact des variations 

génomiques sur l’épissage d’un gène, notamment des prédictions de l’utilisation de nouveaux 

https://github.com/broadinstitute/SpliceAI-lookup
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sites accepteurs ou donneurs d’épissage. Ces outils sont basés sur la compilation de données 

issues de multiples autres outils, que nous ne décrirons pas ici. 

 

2.5.1. Autres éléments de régulation post transcriptionnelle 

Les microARN (miARN), petits ARN non codants d'environ 22 nucléotides de longueur, 

jouent un rôle crucial dans la régulation post-transcriptionnelle de l'expression des gènes chez 

les eucaryotes. Les miARNs agissent en se liant spécifiquement aux ARNm cibles, conduisant 

à leur dégradation ou à l'inhibition de leur traduction en protéines [28]. La synthèse des 

miRNA résulte de la transcription de gènes spécifiques pour former un pré-miRNA, une 

structure de plusieurs dizaines de nucléotides. Le pré-miRNA est ensuite clivé par le 

complexe Drosha-DGCR8 pour former un précurseur de miRNA (appelé pre-miRNA) [84]. 

Ce pre-miRNA est ensuite exporté du noyau vers le cytoplasme où l’endonucléase Dicer le 

clive pour produire un petit fragment d'ARN double brin dont l'un des brins deviendra le 

miRNA mature [85].  

Des modifications chimiques spécifiques de l'ARN, telles que la méthylation de l'adénosine 

en N6-méthyladénosine (m6A), peuvent également jouer un rôle dans la régulation post-

transcriptionnelle. Les modifications m6A peuvent affecter la stabilité de l'ARNm, son 

épissage, sa traduction et sa localisation dans la cellule. Enfin, des facteurs de liaison à l'ARN 

(RNA-binding proteins, RBPs), peuvent se lier à l’ARNm et réguler sa stabilité, son épissage, 

sa localisation et sa traduction.  

La dégradation des ARN non-sens (Nonsense-mediated RNA decay, NMD) est un mécanisme 

de surveillance moléculaire crucial dans les cellules eucaryotes. Son rôle principal est de 

reconnaître et de dégrader les molécules d’ARNm contenant des codons stop prématurés, 

évitant ainsi la production de protéines tronquées dont l’effet pourrait être potentiellement 
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plus néfaste que la diminution de la quantité totale de protéine [86]. Le NMD est activé au 

décours de la traduction. Bien que ceci soit toujours source de débat [87], le modèle 

communément admis chez les mammifères est que les transcrits contenant des codons stop 

prématurés sont détectés en présence d’un complexe de jonction d’épissage (exon junction 

complex, EJCs) exon-exon en 3’ d’un codon stop, si celui-ci est localisé au moins 50-55 pb 

en amont (les codons stop prématurés situés dans le dernier exon ou situés moins 50-55 paires 

de bases en amont de la dernière jonction exon-exon ne déclenchent donc typiquement pas de 

NMD). Le complexe de terminaison de traduction (facteurs eRF1, eRF3 et du GTP) interagit 

alors avec la protéine UPF1, l'un des principaux effecteurs du NMD [88]. UPF1, en interaction 

avec d'autres protéines NMD, dont UPF2 et UPF3, facilite la dégradation de l'ARNm 

contenant un codon stop prématuré. Cette dégradation se fait par l'action d'exonucléases qui 

dégradent l'ARNm de l'extrémité 5' vers l'extrémité 3' ou de l'extrémité 3' vers l'extrémité 5', 

ou par l'endoclivage [89].  
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3. Le syndrome de Cornelia de Lange 

Nous avons donc vu que le complexe cohésine et son chargeur NIPBL jouent un rôle important 

dans l’organisation dynamique du génome. Des variants pathogènes de plusieurs gènes de ce 

complexe ou de NIPBL sont responsables du syndrome de Cornelia de Lange (CdLS), une 

maladie développementale rare. Cette maladie nous a servi de modèle dans le cadre de ces 

travaux et nous résumons ici les principaux éléments de caractérisation phénotypique et le 

spectre mutationnel associé au CdLS. 

Le CdLS (MIM #122470) est une maladie génétique rare qui affecte environ 1 naissance sur 

50 000 [90] et constitue un syndrome malformatif cliniquement reconnaissable, associant 

plusieurs signes: 

 Un trouble du neurodéveloppement, incluant un retard de développement et/ou un 

déficit intellectuel (DI) de sévérité variable, allant de sévère dans les formes classiques 

à une absence de DI dans les formes légères. Les patients présentent également des 

troubles du comportement similaires aux troubles du spectre autistique (TSA), de 

l'agressivité, des auto-mutilations et des troubles psychiatriques à l'âge adulte. 

 Une dysmorphie faciale cliniquement reconnaissable associant une 

microbrachycéphalie, des sourcils arqués, un synophris, des fentes palpébrales 

étroites, un ptosis, de longs cils, un nez court aux narines antéversées, un philtrum 

long, effacé et bombant, une lèvre supérieure fine, une bouche aux coins tombants, un 

palais ogival, des éperons mandibulaires, un microrétrognatisme et des oreilles 

dysplasiques, bas implantées et en rotation postérieure. 

 Une microcéphalie (90% des patients).  

 Une hypertrichose avec des cheveux épais et bas implantés (80% des patients) 

 Un retard de croissance pré et postnatal (95% des patients)  
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Les patients atteints de CdLS présentent également des anomalies des extrémités, allant de 

malformations réductionnelles sévères des membres supérieurs (25%) à des anomalies 

mineures des doigts. Parmi les anomalies des membres supérieurs, on peut citer l'agénésie 

ulnaire, la monodactylie, l'ectrodactylie, les oligodactylies, la brachymétacarpie du 1er rayon, 

la micromélie, l'implantation proximale des pouces et la clinodactylie bilatérale des 5èmes 

doigts. Les membres inférieurs sont plutôt caractérisés par de petits pieds et une syndactylie 

II-III (> 80%). D'autres organes sont fréquemment atteints, comme l'audition, les fentes 

palatines, les malformations oculaires, cardiaques, rénales et génitales. 

Le CdLS est associé à une variabilité phénotypique, avec des formes sévères, modérées ou 

atypiques. Les manifestations et la sévérité de la maladie varient au cours du temps chez les 

patients. 

La sévérité est variable tant sur le plan des malformations que sur le plan du handicap. Si la 

reconnaissance clinique des formes typiques est aisée, le diagnostic est parfois difficile dans 

les formes plus modérées [Tableau 1]. Ainsi, il est possible de distinguer le CdLS classique 

du CdLS modéré dont le phénotype est plus discret. Les patients présentant un CdLS modéré 

ont une dysmorphie faciale similaire à la forme classique mais une atteinte cognitive moins 

sévère ainsi que des anomalies des membres plus discrètes [91], [92], [Figure 9].  

a)  b)  

Figure 9. Le syndrome de Cornelia de Lange. (a) Anomalies des membres et (b) dysmorphie faciale, 

D’après Deardorff [93] 

 



44 

 

 CdL Classique CdL modéré Fréquence 

Malformations des 

membres 

Des membres supérieurs : 

- de l’absence complète d’avant-

bras aux formes variables 

d’oligodactylies (30%) 

- si absence de malformation 

sévère : micromélie, pouce 

implanté de façon proximale, 

clinodactylie du Vème doigt 

(100%) 

- Synostose radio-ulnaire 

Des membres inférieurs : 

- petits pieds 

- syndactylie II-III (> 80%) 

Premier métacarpien court ou pouce 

implanté de façon proximale 
100% 

Dysmorphie 

Synophris, sourcils arqués, longs cils 

Oreilles bas-implantées en rotation postérieure 

Racine du nez large ou déprimée 

Pointe du nez retroussée avec narines antéversées 

Philtrum long et peu marqué 

Lèvre supérieure fine, bouche aux coins tombants 

Palais ogival (30%), petites dents espacées 

Micrognathie (80%) 

Eperons mandibulaires (42%) 

> 95% 

Microcéphalie < 2DS    100 % 

Retard 

psychomoteur/ 

déficience 

intellectuelle 

DI sévère à profonde  

 

DI légère à modérée 

Troubles des apprentissages 

> 95% 

Retard de 

croissance 
Prénatal et Post-natal > 95% 

Hypertrichose 

Cheveux épais 

Cuir chevelu étendu aux régions temporales +/- visage 

Pilosité des oreilles, du dos et des bras 

> 80 % 

 

Tableau 1. Récapitulatif des signes cliniques évocateurs de syndrome de CdL 
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Sur le plan moléculaire, il existe une hétérogénéité génétique avec actuellement 6 gènes 

connus : NIPBL, SMC1A, SMC3, HDAC8, RAD21 et BRD4. Environ 70 % des CdLS sont 

expliqués par des mutations d’un de ces 6 gènes. Parmi les patients atteints de CdLS avec 

confirmation moléculaire, 60 % portent une mutation dans le gène NIPBL, responsable d’un 

CdLS de transmission autosomique dominante [70],[73] principalement par 

haploinsuffisance, dans le cadre de variations nucléotidiques perte de fonction ou de 

variations structurales, ou bien des variations faux-sens entrainant une perte de fonction de la 

protéine. Deux à trois pourcent des cas sont expliqués par des mutations au sein des gènes 

SMC3 [92] et RAD21 [95], responsables d’un CdLS également transmis sur un mode 

autosomique dominant. Environ 10 % des cas sont expliqués par des mutations au sein des 

gènes SMC1A [92] et HDAC8 [96], responsables d’un CdLS dont la transmission est liée au 

chromosome X. Enfin, le gène BRD4 a été plus recement décrit en 2018 [97], et également 

associé à un phénotype spécifique et reconnaissable [98]. Ces 6 gènes codent pour des 

protéines formant ou interagissant avec le complexe cohésine. Ainsi, le CdLS appartient au 

groupe des cohésinopathies, qui sont les pathologies liées à des anomalies de ce complexe 

cohésine [99]. S’il est actuellement possible d’expliquer 70 % des CdLS par des mutations de 

ces 6 gènes, il en résulte qu’environ 30 % des diagnostics cliniques de CdLS n’ont encore 

aucune base moléculaire identifiée. Le conseil génétique est alors impossible pour les familles 

concernées. Depuis 2011, le laboratoire de génétique moléculaire du CHU de Rouen réalise 

le diagnostic moléculaire du CdLS avec un recrutement national. Actuellement, la stratégie 

utilisée est le séquençage en parallèle par NGS des 5 premiers gènes impliqués dans le CdLS 

(NIPBL, SMC1A, SMC3, HDAC8 et RAD21) et d’une liste de gènes de diagnostics 

différentiels appartenant au spectre des transcriptomopathies. 
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4. Les techniques d’étude de l’expression génique 

Comme indiqué précédemment, l'évaluation du niveau d'ARNm constitue la méthode la plus 

simple pour explorer l'expression génique à un moment précis dans un tissu spécifique. Ces 

niveaux d'ARNm reflètent à la fois la production d'ARN et les modifications post-

transcriptionnelles, ces dernières altérant potentiellement l'épissage ou la quantité globale de 

l'ARN (microARNs, NMD, etc.). De fait, il devient possible d’observer une baisse de 

production d'ARNm due à la perturbation de son mécanisme régulateur (suppression d'un 

élément régulateur, diminution des interactions entre les éléments régulateurs et leur cible, 

etc.), tout comme la réduction du niveau d'ARNm anormaux, potentiellement liée au NMD, 

mais également des augmentations d’expression, par exemple dans le contexte d’une 

duplication complète ou de la disruption d’une frontière de TAD. Bien que les analyses 

quantitatives ne permettent pas d'identifier précisément le mécanisme responsable d'une 

baisse ou d'une augmentation de la quantité d'ARNm dans un tissu donné, l'interprétation 

devra tenir compte d'autres éléments d'évaluation disponibles. Ces éléments incluent 

naturellement la nature de l'altération de l'ADN génomique et les éventuelles analyses 

fonctionnelles menées sur des modèles cellulaires. Ces analyses, souvent semi-quantitatives, 

sont réalisées à partir de l'ADN complémentaire (ADNc), produit par la rétrotranscription in 

vitro des ARN. On distingue généralement les approches ciblées, dérivées de la PCR, qui 

permettent d'étudier l'expression d'un gène ou d'un petit groupe de gènes, des approches 

globales, ou transcriptomiques, qui autorisent l'étude de l'ensemble des transcrits ou 

transcriptome. 

4.1. Techniques ciblées de l’expression génique 

 RT-qPCR  

La RT-qPCR (Reverse Transcription Quantitative PCR) est la méthode la plus couramment 

utilisée à travers le monde pour étudier de manière ciblée les niveaux d'ARNm d'un gène 
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spécifique. Cette technique offre la possibilité de surveiller en temps réel (à chaque cycle de 

PCR) l'amplification d'une région spécifique d'un ADNc par PCR. Elle permet également de 

déterminer un nombre de cycles seuil (Cycle Threshold, Ct) à partir duquel le produit de la 

PCR devient détectable par rapport au bruit de fond. Pour ce faire, la RT-qPCR recourt à des 

sondes fluorescentes spécifiques à la région à amplifier, ou à des intercalants fluorescents de 

l'ADN, qui sont non spécifiques, mais capables de détecter l'ADN double brin en cours 

d'amplification à chaque cycle [Figure 10]. Cela permet de suivre la quantité de produits 

amplifiés en temps réel. Le Ct est inversément proportionnel au logarithme décimal du 

nombre initial de copies de l'ADNc source, facilitant ainsi l'estimation de la quantité initiale 

d'ADNc. Cette estimation peut se faire soit par comparaison à des ADNc témoins, soit de 

manière relative par rapport à un gène de référence. Ces gènes de référence sont généralement 

choisis parmi des listes de gènes de ménage, qui ont, en théorie, une expression ne subissant 

pas de régulation spécifique au cours de la vie cellulaire car ils assurent des fonctions 

indispensables à la cellule et donc sont considérés comme stables entre les individus prélevés 

dans les mêmes conditions pour un tissu donné. Malgré sa popularité, cette technique a des 

limites. En particulier, elle peut être affectée par des réactions non spécifiques qui génèrent 

du bruit de fond, ce qui nécessite l'exécution de multiples répliques et de courbes d'étalonnage. 

De plus, la RT-qPCR peut parfois échouer à détecter des événements rares. 

 

Figure 10. Rappel de la cinétique d’une réaction de qPCR 
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4.1.2. RT-MLPA et RT-QMPSF 

 Principe de la QMPSF 

La PCR multiplex quantitative de fragments fluorescents courts (Quantitative Multiplex PCR 

of Short fluorescent Fragments, QMPSF) [100], développée à Rouen, repose sur 

l’amplification simultanée (multiplex) de plusieurs loci à l’aide d’amorces dont l’un des deux 

membres du couple est fluorescent. Ces amplifications sont réalisées sur des fragments de 

petite taille afin d’harmoniser les conditions d’amplification entre les amplicons. La réaction 

est arrêtée au cours de la phase exponentielle et le produit d’amplification est analysé dans un 

séquenceur capillaire. Les résultats seront présentés sous forme de pics dont la hauteur sera 

corrélée à la quantité initiale d’ADN et comparés à un ADN témoin [Figure 11]. 

 

Figure 11. Exemple de résultat de QMPSF 

Présentation des résultats de QMPSF : à gauche, les deux flèches rouges indiquent une délétion hétérozygote 

sur l'ADN du patient et, à droite, la flèche rouge indique une duplication hétérozygote sur l'ADN du patient. Sur 

les deux graphiques, un contrôle externe est également inclus dans l'analyse (flèche noire). 

 

 

Une fois l’analyse validée, la QMPSF présente l’avantage d’une grande reproductibilité et 

permet également de multiplexer les réactions. Cette technique peut être utilisée à partir 

d’ADN génomique pour la recherche de variation de nombres de copies d’un ou plusieurs 
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locus chromosomiques et est particulièrement utile pour l’étude de remaniements récurrents 

[101]. La QMPSF est connue essentiellement pour cette application où elle concurrence la 

MLPA, également très répandue (cf paragraphe suivant). Néanmoins, la QMPSF peut 

également être utilisée pour quantifier l’expression génique de gènes cible. Dans le cadre de 

la RT-QMPSF. Elle est alors simplement précédée d’une réaction de reverse transcription 

(RT). Le choix des amplicons de référence devra porter une attention particulière au niveau 

d’expression attendu du ou des transcrits cibles, afin que le ou les gènes de ménage utilisés 

soient dans les mêmes ordres de grandeur que les transcrits d’intérêt, cette contrainte 

n’existant pas pour l’ADN génomique où deux copies sont attendues pour les loci de 

référence. Plusieurs témoins devront également être utilisés afin de contrecarrer la variabilité 

inter-individuelle, comme pour de nombreuses techniques de mesure d’expression ciblée. La 

RT-QMPSF reste néanmoins assez peu utilisée. Elle a, par exemple, été appliquée pour une 

première étude de l’impact des duplications ciblées du gène APP sur son expression [102], 

pour caractériser l’impact d’une variation de la région 3’UTR de ce même gène [103], ou 

pour tenter de caractériser l’effet d’une délétion intronique du gène BACE2 sur l’expression 

de ce dernier [104]. Cette technique est également à la base d’un test fonctionnel mesurant 

l’activité du gène TP53 à travers l’expression de ses gènes cible [101],[102]. 

 

 Principe de la MLPA 

La MLPA (Multiplex Ligation-Dependant Probe Amplification) permet la détection 

simultanée de variations de nombre de copies sur jusqu'à 60 locus différents en utilisant un 

seul couple d'amorces de PCR [107]. Contrairement à une PCR multiplex conventionnelle où 

chaque région est amplifiée avec une paire d'amorces différentes, ici tous les fragments sont 

amplifiés en utilisant le même couple d'amorces de PCR. La particularité de la MLPA est que 

ce n'est pas l'échantillon d'ADN qui est amplifié, mais des sondes MLPA qui sont ajoutées à 

l'échantillon, il s’agit d’une PCR universelle, réduisant les biais liés à l’efficacité de la PCR 
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utilisant des couples d’amorces différents. Les sondes de MLPA sont constituées de deux 

oligonucléotides appariés : l’un contenant la séquence d'amorce pour la PCR universelle, et 

l’autre une séquence complémentaire de la séquence cible d'ADN. Ces deux sondes 

oligonucléotidiques s'hybrident à des sites cibles immédiatement adjacents. Ce n'est que 

lorsque les deux sondes oligonucléotidiques sont hybridées à leur cible qu'elles peuvent être 

liguées en une seule sonde, contenant à la fois les séquences d'amorce sens et antisens. Ces 

sondes liées sont amplifiées exponentiellement au cours de la réaction de PCR, tandis que les 

oligonucléotides et sondes non liées ne le sont pas. Le nombre de produits de ligation de 

sondes dépend donc du nombre de séquences cibles dans l'échantillon, et les profils 

d’amplification sont comparés à un ADN témoin [Figure 12]. 

 

 

Figure 12. Principe de la MLPA 
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Il existe un nombre important de panels de sondes de MLPA qui sont utilisés dans des 

indications très variées et il est possible de créer des sondes à façon. La MLPA est plus robuste 

et plus reproductible que la qPCR classique et permet une lecture plus rapide des résultats 

avec un coût inférieur sur de grandes séries. A l’instar de la RT-QMPSF, cette technique est 

parfaitement utilisable pour étudier l’ARN, notamment dans le cadre de la caractérisation de 

transcrits, application qui fait l’objet de développement au sein de notre unité depuis plusieurs 

années, avec l’avantage de disposer de larges possibilités de multiplexage pour un cout 

relativement réduit [104],[105]. Plus récemment, un couplage avec une étape finale de NGS 

et la mise au point de sondes spécifiques des jonctions exon-exon a été développé dans le 

laboratoire, permettant une vision globale à la fois de l’expression et de l’épissage d’un gène 

cible [110]. 

 

4.1.3. La RT-ddPCR 

Dans ces travaux, j'ai utilisé la reverse transcription digital PCR (RT-dPCR) pour les analyses 

ciblées. La RT-dPCR repose sur le principe de la PCR digitale, qui est elle-même une 

évolution des méthodes classiques de PCR. Cette dernière permet d'amplifier et de quantifier 

directement des acides nucléiques tels que l'ADN, l'ADNc, ou l'ARN. 

Le développement initial de la PCR digitale et ses évolutions ultérieures sont liés au besoin 

de disposer d'une technique permettant d'étudier des événements génomiques rares, 

notamment dans le cadre de mosaïques à très faible taux, d'ADN tumoral circulant ou, plus 

tard, d'ADN fœtal circulant, pour lesquels les techniques de PCR classiques n'étaient pas 

adaptées. 

Le principe, qui allait devenir la base de la PCR digitale, a été proposé pour la première fois 

par Sykes au début des années 1990 [111]. Il consistait à réaliser des dilutions en série d'un 

échantillon d'ADN jusqu'à obtenir une dilution dite limite, où chaque échantillon contient 0 
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ou 1 molécule d'ADN. Par la suite, une PCR en point final est réalisée dans chaque partition, 

permettant d'analyser séparément les différents compartiments. Cette approche permet 

d'appréhender des événements rares, qui ne se retrouveraient que dans certains 

compartiments, alors qu'ils ne seraient pas identifiables en PCR quantitative [Figure 13]. 

Dans ces conditions de dilution limite, on peut dénombrer le nombre total de compartiments 

positifs, permettant ainsi de déterminer les quantités initiales d'ADN. Cette approche est 

améliorée et présentée en 1999 [112] et appliquée à une nouvelle méthode d'analyse nommée 

PCR digitale (digital PCR, dPCR). 

 

Figure 13. Intérêt de la PCR digitale pour détecter des évènements rares.  

 

La PCR digitale en émulsion (digital droplet PCR, ddPCR) consiste à fractionner le mélange 

de PCR et l'ADN cible en gouttelettes aqueuses qui sont émulsionnées dans de l'huile. Chaque 

gouttelette représente ainsi un compartiment indépendant. Cette approche permet de générer 

un nombre de compartiments largement supérieur à ce qui a été décrit précédemment. 

Théoriquement, ce nombre dépend uniquement du volume des gouttelettes et de celui de 

l'échantillon [113]. Cette méthode permet de réaliser des tests d'une sensibilité accrue et d'un 

coût réduit par rapport aux techniques de microchambres [110],[111]. 
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Plusieurs variantes de ddPCR ont été développées. Certaines s'appuient sur la création de 

gouttes par agitation mécanique, ce qui génère des gouttes de tailles variables [115], pouvant 

ainsi conduire à des biais dans la répartition de l'ADN entre les gouttelettes. D'autres 

approches, notamment celles utilisant des billes magnétiques (BEAMing) [116], ont par la 

suite été proposées. Ces techniques sont très précises et sensibles, mais complexes et difficiles 

à adapter en routine clinique [113]. 

Le développement des systèmes microfluidiques a amélioré la ddPCR, en facilitant la 

production rapide de microgouttelettes homogènes, aisément manipulables dans des 

microcanaux [Figure 14]. 

 

Figure 14. Génération des microgoutellettes en ddPCR 

 

Comme pour la qPCR, les réactions positives sont détectées avec un agent intercalant (par 

exemple, EvaGreen®) ou avec des sondes d'hydrolyse et quantifiées de manière relative ou 

absolue La dPCR augmente la sensibilité de détection pour des anomalies à faible taux, 

indétectables par les techniques qPCR classiques. 

Les analyses figurant dans ces travaux de thèse ont été réalisées sur une plateforme de PCR 

digitale en émulsion BioRad®. Cette technologie consiste en une compartimentation de 
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l'échantillon en 20 000 gouttelettes d'environ 5 nanolitres et permet une lecture de 2 

fluorochromes différents simultanément, en analyse duplex. J'ai acquis de l'expérience avec 

la plateforme ddPCR et la conception de tests diagnostiques associés, notamment lors de la 

confirmation des CNV rares pour ma thèse d'exercice, mon activité au laboratoire de 

cytogénétique du CHU de Rouen, et ma recherche à l’unité Inserm 1245 avant le début de ma 

thèse [117], pour la détection de Sars-CoV-2 dans des prélèvements salivaires ayant une 

charge virale faible [118], ou, plus récemment, pour le diagnostic génétique de l'amyotrophie 

spinale infantile (article en cours de rédaction). 

Dans ces travaux, la technique de RT-ddPCR a été utilisée via une approche de quantification 

relative du niveau d’ARNm d’un gène par rapport à celui d’un gène de ménage. Ces analyses 

sont réalisées soit directement à partir d’ARNm (RT-ddPCR one-step) ou à partir d'ADN 

complémentaire généré préalablement par une reverse transcription indépendante (RT-

ddPCR two-step). Dans les deux cas, le principe est de réaliser une RT-ddPCR biplex, 

amplifiant à la fois le gène cible, marqué par un fluorochrome (généralement FAM) et le gène 

de ménage, marqué par un autre fluorochrome (généralement VIC ou HEX). Une fois 

l’analyse réalisée, il sera possible de calculer un ratio entre la quantification obtenue pour le 

gène cible et celle obtenue pour le gène de ménage (toutes deux déterminées à partir du 

nombre de gouttelettes positives). Cette méthode permet de mesurer l’ARNm dans un 

échantillon et, par exemple, d'évaluer comment une variation impacte l’expression génique 

en comparant à des ARNm de témoins. 

4.2. Techniques d’études transcriptomiques 

Deux méthodes principales sont classiquement utilisées pour étudier le transcriptome : les 

puces d’expression (micro-arrays) et le séquençage NGS de l’ARN (RNA sequencing, 

RNAseq).  
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4.2.1. Les puces d’expression 

La base du fonctionnement des puces à ADN repose sur la capacité intrinsèque de l'ADN à 

s'hybrider à ses séquences complémentaires [119]. Ces méthodologies permettent une 

quantification relative des acides nucléiques et leur concept peut être extrapolé à une variété 

d'applications, y compris l'étude de l'expression génique. Dans un protocole standard, les 

ARNm sont d'abord extraits du tissu biologique d'intérêt, puis convertis en ADN 

complémentaire (ADNc) par le biais d'une réaction de rétrotranscription. Par la suite, cet 

ADNc est marqué avec un fluorochrome, typiquement la Cyanine 3 (Cy3, vert). 

Simultanément, un ADNc témoin peut être marqué avec un fluorochrome d'une couleur 

différente, généralement la Cyanine 5 (Cy5, rouge). Ces cibles marquées sont ensuite 

déposées sur une puce à ADN, laquelle contient des oligonucléotides complémentaires à 

l'ADNc de l'ensemble des gènes de l'organisme étudié. Chaque brin d'ADNc s'hybride à sa 

sonde complémentaire sur la puce, formant un duplex sonde/cible à double brin. 

Postérieurement, la puce à ADN est lavée pour éliminer les brins d'ADNc non hybridés avant 

d'être analysée par un scanner à haute résolution. Un logiciel analyse ensuite l'image scannée, 

attribuant une valeur d'intensité à chaque sonde de la puce, proportionnelle à l'expression du 

gène concerné. Les puces d’expression permettent ainsi l’analyse simultanée de l'expression 

de milliers de gènes, offrant une vue d'ensemble de l'état transcriptionnel à un moment donné. 

Elles peuvent rapidement générer une grande quantité de données, ce qui serait impossible à 

réaliser avec des méthodes ciblées tout en restant relativement flexibles, pouvant être conçues 

pour cibler des gènes spécifiques d'intérêt. Enfin, la possibilité de marquer différents 

échantillons avec des fluorochromes distincts permet une comparaison directe de l'expression 

génique entre différentes conditions. Cependant, les puces à ADN peuvent manquer de 

sensibilité pour la détection des gènes faiblement exprimés et peuvent également donner des 

résultats faussement positifs en raison de l'hybridation non spécifique. Par ailleurs, les puces 

d'expression sont généralement conçues en fonction des séquences d'ADN connues, ce qui ne 



56 

 

les rendent pas adaptées à la découverte de nouveaux gènes ou isoformes d'ARN. C’est pour 

cette raison que leur utilisation est actuellement en forte diminution, avec une tendance à leur 

remplacement par le RNAseq. 

4.2.2. Le RNAseq 

 Techniques de RNAseq 

Le séquençage de l'ARN (RNAseq) est une application de NGS permettant l'identification et 

la quantification des ARN d’un échantillon biologique. Dans toute expérience NGS, la 

première étape est de constituer une bibliothèque des fragments à séquencer. Diverses 

méthodes de préparation des bibliothèques sont à disposition, chacune ayant ses avantages et 

ses limites, et étant adaptée à un type spécifique d'étude, voici les principales :  

 RNAseq à l'échelle du transcriptome entier (total RNAseq) : Dans cette approche, tous 

les types d'ARN présents dans un échantillon sont séquencés, y compris les ARNm, 

les ARN non codants et les ARN ribosomaux (ARNr). L'ARN total est converti en 

ADNc et intégré dans la librairie. Cette méthode offre une vue globale de l'ensemble 

du transcriptome, notamment des ARNr, éliminés par les autres méthodes, mais est 

beaucoup moins sensible pour détecter les ARNm. Le RNAseq total est notamment 

utilisé pour des applications de métagénomique mais est peu compatible avec une 

utilisation pour l’étude de l’expression génique compte tenu du faible pourcentage des 

ARNm séquencés.  

 Déplétion en ARNr : Cette technique élimine les ARNr, qui constituent une proportion 

significative (>95%) des ARN totaux. Une sonde spécifique des ARNr est utilisée 

pour les capturer et les éliminer. Après l'élimination de ces ARNr, les ARN restants 

sont convertis en ADNc et intégrés dans la bibliothèque. Cette technique permet de 

conserver tous les ARN non ribosomiques dans les bibliothèques, y compris les 

ARNm et les différents ARN non codants. Toutefois, l'augmentation du nombre de 
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cibles de séquençage nécessite une capacité de séquençage plus élevée pour assurer 

une couverture suffisante des ARNm. 

 Sélection Poly(A) : Cette méthode repose sur la sélection des ARNm à l'aide 

d'oligonucléotides poly(T) complémentaires à la queue poly(A) présente à l'extrémité 

3' des ARNm. Les ARNm capturés sont ensuite convertis en ADNc et intégrés dans 

la bibliothèque. Cette méthode de capture cible uniquement les ARNm, la rendant 

idéale pour étudier les niveaux d'expression géniques, surtout lors d'analyses 

d'expression différentielle. Néanmoins, elle requière des ARN de bonne qualité, peu 

fragmentés, et souffre ainsi d’un biais 3’, c’est-à-dire une sur-représentation des 

régions 3’ des ARNm. 

 Séquençage spécifique des petits ARN (small RNA sequencing) : Cette technique est 

spécialement conçue pour l'étude des petits ARN non codants, comme les microARN 

(miARN), les petits ARN interférents (siARN) et les piARN. Les petits ARN sont 

ligaturés à des adaptateurs spécifiques, convertis en ADNc, puis amplifiés par PCR 

pour la construction de la bibliothèque. 

 Capture de l'exome : Cette méthode, relativement récente, vise à capturer 

spécifiquement les exons, après reverse transcription des ARNm par RT-PCR avec 

amorces poly(T). Elle s'appuie sur l'utilisation de kits de capture similaires à ceux 

utilisés pour la préparation des bibliothèques de séquençage de l'exome entier (WES). 

Des sondes complémentaires aux exons sont utilisées pour capturer les ADNc 

correspondants. Les ADNc capturés sont ensuite intégrés dans la bibliothèque avant 

le séquençage. Cette approche permet d'obtenir un nombre important de lectures par 

transcrit, et est donc particulièrement utile pour étudier les variations et diversité 

d'épissage et les variations dans les régions codantes des gènes. L’utilisation de ce 

type de RNAseq a récemment été mis en place au sein de notre équipe, dans le cadre 

de la confirmation et la caractérisation de variations nucléotidiques détectées par 
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séquençage de génome de long fragment (long read sequencing) dans le cadre 

d’anomalies du développement [120]. 

Le choix de la technique de préparation des bibliothèques dépend ainsi de l'objectif de l'étude, 

que ce soit l'exploration globale du transcriptome, l'étude de l'expression génique, 

l'identification de petits ARN non codants, ou encore l'analyse de variants exoniques et des 

variants d'épissage.  

Une fois la bibliothèque préparée via une de ces méthodes, les echantillons sont séquencés 

sur séquenceur NGS, avec un nombre de reads ciblés par échantillons dépendant du mode de 

préparation des librairies et du type d’analyse (e.g. 30 à 60 millions de reads pour une analyse 

différentielle par capture polyA). 

Les reads obtenus sont ensuite alignés sur un génome ou un transcriptome de référence, 

permettant la quantification des divers types d'ARN présents dans l'échantillon. 

Le séquençage d'ARN (RNAseq) peut être scindé en deux branches d'investigation 

principales : la quantification des transcrits, permettant notamment les analyses différentielles, 

et l'analyse de l'épissage alternatif. Ces deux dimensions de l'étude du transcriptome 

fournissent des informations différentes mais toutes deux importantes que ce soit pour la 

compréhension de la complexité fonctionnelle du génome et de la régulation génétique ou 

pour l’interprétation et la caractérisation de variations génomiques. 

 

 L’analyse des données de RNAseq : quantification de transcrit 

et analyses différentielles 

La quantification des transcrits constitue une approche simple en conceptualisation mais 

essentielle pour évaluer l'abondance relative de divers transcrits dans un échantillon 

biologique. Cette méthode consiste à déterminer le nombre de lectures de séquençage qui se 
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chevauchent à chaque position d'un gène spécifique, offrant ainsi une estimation de 

l'expression génique.  

Pour être utilisable, cette quantification nécessite une normalisation du nombre des lectures 

pour permettre des comparaisons précises de l'expression des gènes entre les échantillons. 

Parmi les mesures de normalisation les plus couramment utilisées on retrouve les lectures par 

kilobase de million de lectures mappées (Reads per kilo base per million mapped reads, 

RPKM) et les transcrits par million (Transcripts per million, TPM). Le RPKM est une mesure 

de la densité de séquençage normalisée [121], il corrige le nombre brut de lectures mappées 

sur un gène pour la longueur du gène et pour le nombre total de lectures mappées dans 

l'échantillon selon la formule RPKM = (10^9 * C) / (N * L) où, C est le nombre de lectures 

mappées sur le gène, N est le nombre total de lectures mappées dans l'échantillon, L est la 

longueur du cDNA du transcrit en bases (ou la longueur de l'isoforme)). Le RPKM permet 

ainsi une comparaison directe de la transcription des gènes entre les échantillons. Les TPM 

[122] sont une évolution du RPKM, normalisant également le nombre de lectures à la fois sur 

la longueur du transcrit et sur le nombre total de lectures, mais alors que le RPKM consiste à 

normaliser d'abord sur la longueur du transcrit puis pour le nombre total de lectures, le TPM 

fait l'inverse. Le calcul des TPM se fait i. en divisant, pour chaque gène, le nombre de lectures 

correspondant à ce transcrit par sa longueur en kilobases, ce résultat définit le nombre de 

lecture par kilobase (read per kilobase, RPK) du gène. Ensuite ii. En additionnant l’ensemble 

des RPK de l’ensemble des gènes et en le divisant par 1 000 000 pour obtenir un facteur 

d’échelle « par million ». Enfin, iii. En divisant le RPK d’un gène par ce facteur d’échelle 

« par million », ce résultat sera la valeur du TPM pour le gène donné. Ainsi, la somme de 

l’ensemble des TPM de l’ensemble des gènes exprimé dans un échantillon donné est toujours 

la même, ce qui autorise une meilleure représentation de la proportion de transcrits par rapport 
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au RPKM et facilite la comparaison entre les échantillons. Le TPM est la valeur de 

normalisation dont l’utilisation est recommandée par le consortium GTEx. 

Plusieurs outils peuvent être utilisés pour effectuer ce décompte de lectures, tels que high-

throughput sequencing (HTSeq) [123] ou RNASeq by Expectation Maximization (RSEM) 

[124]. Cependant, l'outil le plus couramment utilisé à ce jour, et celui que nous avons employé 

dans nos études, est Salmon [125]. Celui-ci recourt à un modèle probabiliste pour estimer 

l'abondance des transcrits, prenant notamment en compte les biais de contenu en GC. 

Ces outils de décompte permettent de générer, pour chaque gène, une quantification des 

lectures, normalisées en RPKM et TPM. Ces matrices de décompte peuvent ensuite être 

utilisées pour visualiser de manière ciblée le niveau d'expression d'un gène dans un 

échantillon spécifique, en vue d'une comparaison avec des échantillons témoins. De plus, ces 

matrices servent de données source pour réaliser des analyses différentielles, qui seront 

abordéees plus loin dans ce travail. 

 

 L’analyse des données de RNAseq : étude de l’épissage 

Contrairement aux analyses par puce à ADN, le RNAseq offre, en plus de la quantification 

des transcrits, une analyse qualitative et quantitative de l'épissage. De ce fait, l'utilisation du 

RNAseq permet d'identifier et de quantifier les divers isoformes de transcrits issus de 

l'épissage des pré-ARNm. Le RNAseq autorise également une caractérisation directe de 

l'impact des variations nucléotidiques ou structurales influençant l'épissage, qu'il s'agisse de 

la création ou de la suppression de sites donneurs ou accepteurs d'épissage, et de leurs 

conséquences telles que les rétentions introniques ou exoniques. 

Ces analyses peuvent être réalisées de manière ciblée, notamment lorsqu'il s'agit de 

caractériser une variation candidate sur un gène précis. Pour ce faire, une méthode simple 
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consiste à visualiser les données d'alignement de RNAseq (Binary alignment files, BAM) sur 

un visualisateur de génome tel que l'Integrative Genome Viewer (IGV) [126]. Il est 

notamment possible d'utiliser les sashimi plots, qui sont des représentations graphiques 

permettant de visualiser les jonctions d'épissage [Figure 15]. 

 

 

Figure 15. Exemple d’image de Sashimi Plot 

Cette représentation permet de visualiser et de quantifier les jonctions d’épissage (traits fins bleus 

reliant les exons) et d’identifier d’éventuels épissages alternatifs. (Exemple de visualisation des 

exons 31 à 33 du gène NIPBL à partir d’un RNAseq issu du projet CoSign). 

 

Par ailleurs, un certain nombre d'approches computationnelles ont à ce jour été développées 

pour identifier et quantifier l’épissage alternatif de gènes à partir de données RNAseq et sur 

l’ensemble du transcriptome, et ainsi potentiellement identifier les variations qui peuvent en 

être responsables. Ces outils présentent des performances diverses et les études réalisées pour 

les évaluer. et les comparer suggèrent qu’il peut être pertinent de les associer au sein d’un 

pipeline d’analyse [127] il est par exemple possible de citer, parmi les plus récents, SPLICE-

q [128], SpliceTools [129], Bisbee [130] ou FRASER [131]. 
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5. Bases de données et modèles d’étude 

5.1. Bases de données  

La préparation et l'analyse de données transcriptomiques ainsi que l’interprétation de 

conséquences des variations nucléotidiques et structurales sur l’expression génique 

nécessitent le recours à des bases de données fiables et largement validées. Ces bases de 

données sont nombreuses et en perpétuelle évolution. Nous ne détaillerons ici que les 

principales et/ou celles utilisées pour ces travaux de thèse.  

5.1.1. La base GTEx 

La principale base de données est sans doute celle du projet Genotype-Tissue Expression 

(GTEx), initié en 2013 et qui se poursuit encore aujourd'hui. L'objectif central de ce 

consortium est de créer une ressource publique exhaustive dédiée à l'étude de l'expression et 

de la régulation des gènes spécifiques à chaque type de tissu. À ce jour, cette base de données 

contient des échantillons provenant de 54 types de tissus sains, collectés chez près de 1000 

individus. Pour chacun de ces échantillons, une large gamme d'analyses moléculaires a été 

réalisée, incluant le RNAseq, le séquençage de l'exome entier (WES) et le séquençage du 

génome entier (WGS). Le portail GTEx (https://gtexportal.org/home/) offre ainsi l'accès à un 

large éventail de données d'expression pour l'ensemble des gènes, catégorisées en fonction 

des tissus et même des types cellulaires. Ce portail permet notamment de visualiser 

rapidement le niveau d'expression d'un gène donné dans un tissu spécifique, facilitant ainsi le 

choix du tissu le plus adapté pour l'étude de l'expression de ce gène. De plus, il aide à 

sélectionner un gène de ménage approprié pour une analyse ciblée de l'ARN, à évaluer la 

qualité d'un résultat de RNAseq ou à diverses autres applications relatives à l'étude du niveau 

d'expression des gènes. Comme déjà précisé, le portail GTEx utilise, et préconise, l’utilisation 

des TPM pour la quantification d’expression des gènes, facilitant les comparaisons entre les 

gènes, entre les tissus et même entre les bases de données. À partir de ces données, le 

https://gtexportal.org/home/
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consortium a pu enrichir son portail pour permettre la mise à disposition de données de niveau 

d'expression moyen de chaque gène à travers différents tissus, voire même différents types 

cellulaires [132] ainsi que des données de séquençage sur cellules uniques grâce à la technique 

de séquençage d'ARN à noyau unique (single nuclei RNA sequencing, snRNA-Seq, applicable 

à du tissu congelé, contrairement au single-cell RNAseq) [132]. La base de données de GTEx 

s'est également intéressée à la question de la régulation fine de l'expression des gènes, 

notamment à travers la caractérisation fine des variations d'expression génique via des 

cartographies de locus de caractères quantitatifs (quantitative trait locus, QTL) ou la mise en 

évidence de gènes d'expression tissu spécifique [133]–[136]. Toutes ces données sont 

complétées par des images histologiques ainsi qu’une bio-banque permettant la mise à 

disposition des échantillons utilisés.  

 

5.1.2. La base ENCODE 

La base ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Eléments) est probablement, avec la base GTEx, 

la plus connue [137]. Elle fournit un catalogue des éléments fonctionnels du génome humain, 

et les intégre dans le but de générer des processus d’annotation et de visualisation complets. 

Les données sont disponibles sur le portail (https://www.encodeproject.org/) [138] et 

également intégrées à la plupart des navigateurs de génome dont celui de l’université de 

Californie Santa Cruz (UCSC) [139]. 

Les principales données d’ENCODE concernent le registre des éléments cis-régulateurs 

candidats (candidate cis-Regulatory Elements, cCREs), qui permet d’identifier des enhancers, 

promoteurs et zones riches en CTCF au moyen de la combinaison de la détection de marques 

épigénétiques (H3K4me3 pour les régions promotrices et H3K27ac pour les enhancers), 

l’identification des sites CTCF par ChipSeq, ainsi que celle des sites sensibles à la DNAse. 

https://www.encodeproject.org/
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Ces informations, obtenues à partir de multiples types cellulaires, sont intégrées pour générer 

un catalogue de cCREs [Figure 15].  

 

 

Figure 16. Résumé des informations fournies par la base Encode 

d’après https://www.encodeproject.org 

 

D’autres outils intégrés à la base de données permettent par ailleurs de visualiser des 

interactions entre les cCREs ainsi qu’entre CREs et gènes (https://screen.encodeproject.org/) 

ou de prédire l’état chromatinien d’une région génomique 

(https://www.encodeproject.org/data/annotations/). 

 

5.1.3. La base de données VISTA 

Le navigateur VISTA [140] (https://enhancer.lbl.gov/) est une banque de données d’enhancer 

humains qui ont la caractéristique d’avoir été validés expérimentalement chez des souris 

https://screen.encodeproject.org/
https://www.encodeproject.org/data/annotations/
https://enhancer.lbl.gov/
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transgeniques via des tests rapporteurs [Figure 17]. La plupart des éléments non codants 

présents dans VISTA ont été sélectionnés en raison de leur conservation extrême chez d'autres 

vertébrés ou de preuves épigénomiques, établies par ChIP-Seq, de marques d'enhancer 

putatives. Les résultats de cette analyse d'enhancer in vivo sont fournis sur le portail de VISTA 

et sont publiquement accessibles.  

 

Figure 17. Stratégie de tests rapporteurs utilisés pour les données de la base VISTA 

D’après https://enhancer.lbl.gov 
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5.1.4. La base de données Genehancer  

Genehancer [141] est une base de données d'enhancers humains et de leurs gènes cibles. Cette 

base de données intègre un total de 434 000 enhancers issus de quatre bases de données 

génomiques différentes : ENCODE [137], VISTA [140], FANTOM [142] ainsi que des 

données complémentaires provenant de Ensembl [143]. Grâce à un algorithme d'intégration 

conçu pour éliminer la redondance, GeneHancer a réussi à recenser 285 000 candidats 

enhancers (couvrant 12,4% du génome), dont 94 000 proviennent de plus d'une source, et a 

attribué à chacun un score de confiance. Au-delà de la métanalyse qui permet d’établir une 

liste d’enhancers humains, cette base de données propose également de lier les éléments 

régulateurs à leur(s) gène(s) cible(s). Pour effectuer ces associations, plusieurs processus ont 

été utilisés : d'une part, la corrélation de co-expression tissulaire entre les gènes et les ARN 

issus des enhancers (enhancer RNA, eRNA), ainsi qu’avec les facteurs de transcription ciblés 

par les enhancers ; d'autre part, les eQTL pour les variants au sein des enhancers, et enfin, des 

données de Hi-C, une analysede conformation du génome spécifique du promoteur. Par la 

suite, les scores individuels basés sur chacune de ces quatre méthodes, ainsi que les distances 

génomiques gène-enhancer, ont permis d’attribuer un score de vraisemblance pour le 

couplage enhancer-gène. Ces scores ont servi à établir une liste de relations « élites » 

enhancer-gène, reflétant à la fois la définition d'enhancer de haute vraisemblance et une forte 

association enhancer-gène. Cette base de données est consultable directement à partir du 

visualisateur UCSC, ce qui permet de visualiser rapidement ces interactions [Figure 18]. 
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Figure 18. Exemple de visualisation des données de Genhancer sur le UCSC genome browser 

Cette vue du UCSC genome browser présente, de haut en bas, i. la représentation des gènes présents de cet 

intervalle, ii. La représentation des promoteurs (rouge) et des enhancers (gris), iii. la position des transcription 

start site (TSS) et iv. Les interactions entre les éléments régulateurs et les gènes. Figure réalisée à partir du 

UCSC genome browser.  
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6. Modèles d’études ex vivo et in vitro 

6.1. Échantillons issus de patients 

Lorsqu'il s'agit d'étudier les conséquences fonctionnelles d'une variation génétique, la manière 

généralement la plus simple est de travailler à partir de prélèvements directement effectués 

chez des patients. Le sang est évidemment le tissu le plus facilement accessible. Concernant 

l'ARN, des méthodes largement éprouvées existent pour la collecte (par exemple, tube 

PAXGene) et l'extraction de l'ARN à partir d'un prélèvement sanguin. Toutefois, même 

lorsqu'ils sont effectués avec des tubes spécifiquement dédiés, ces prélèvements d'ARN 

restent fragiles et nécessitent une prise en charge technique rapide pour éviter la dégradation 

des ARNm, ce qui pourrait biaiser les résultats. Pour mesurer cette qualité, on utilise souvent 

le RNA Integrity Number (RIN) qui est une mesure standardisée utilisée pour évaluer 

l'intégrité de l'ARN dans un échantillon [144]. Les valeurs RIN s'étendent de 1 à 10, 10 

indiquant une intégrité totale de l'ARN et 1, un ARN complètement dégradé. Un seuil de 7 

est souvent considéré comme la limite minimale recommandée pour l'utilisation de l'ARNm 

dans des applications de microarray ou de NGS [145]. Il existe aussi d'autres méthodes 

d'extraction à partir d'échantillons EDTA, qu'ils soient « frais », remis en culture quelques 

jours, ou après des délais d'acheminement. Une autre stratégie est l'établissement de lignées 

lymphoblastoïdes. Bien que cette méthode soit plus longue, elle permet des comparaisons 

avec ou sans puromycine, facilitant la distinction de l'effet du NMD, et conduit souvent à des 

RIN plus élevés. Néanmoins, de nombreux gènes, en particulier ceux impliqués dans le 

développement, sont peu ou pas exprimés dans le sang, ce qui complique l'étude de certaines 

variations. Dans de tels cas, d'autres types de tissus peuvent être utilisés, comme la biopsie 

cutanée pour cultiver des fibroblastes. Sur le plan embryologique, la peau et le système 

nerveux ont une origine ectodermique. Souvent, le profil d'expression génique dans les tissus 

cutanés est une meilleure approximation de l'expression cérébrale que celle obtenue à partir 
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du sang, ce qui est notamment vrai pour de nombreux gènes impliqués dans les anomalies du 

neurodéveloppement [136]. 

6.2. Utilisation de modèles cellulaires pour étudier la régulation transcriptionnelle : 

intérêt de l’édition génomique par CRISPR/Cas 

La technologie de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

(CRISPR/Cas), a radicalement changé le paysage de l'édition génomique. Basée sur le 

système de défense adaptative des bactéries, cette technologie utilise deux composants clés : 

une séquence d'ARN, appelée ARN guide (ARNg), et une enzyme nucléase, généralement la 

Cas9 [18]. L'ARNg est conçu pour être complémentaire d’une région spécifique de l'ADN 

cible. Cette spécificité de séquence permet à la technologie CRISPR/Cas d'être programmée 

pour cibler potentiellement n'importe quelle région du génome. Une fois que l'ARNg et la 

Cas9 se lient à l'ADN cible, la Cas9 agit comme une paire de "ciseaux moléculaires" et induit 

une cassure double-brin (DSB) à l'endroit précis de l'ADN [146]. La cellule répare ensuite 

cette cassure double-brin par l'un des deux mécanismes principaux de réparation de l'ADN : 

le mécanisme NHEJ (Non-Homologous End Joining) ou le mécanisme de  recombinaison 

homologue (HR). Le mécanisme NHEJ, souvent inexact, peut introduire des insertions et des 

délétions (indels) à l'endroit de la cassure, ce qui peut conduire à l'inactivation du gène cible 

par introduction d’un décalage du cadre de lecture. En revanche, le mécanisme HR, qui 

nécessite un ADN donneur matrice, permet d'introduire des modifications spécifiques dans le 

génome [147]. CRISPR/Cas a été largement adopté et adapté pour diverses applications en 

laboratoire. Par exemple, il a été démontré que la technologie CRISPR/Cas est efficace pour 

éditer le génome des cellules souches pluripotentes induites (induced pluripotent stem cells,  

iPSC), ce qui a des implications majeures pour le développement de thérapies géniques et 

cellulaires [148]. En outre, la recherche continue de se développer pour améliorer la précision, 

l'efficacité et la sécurité de CRISPR/Cas. Par exemple, le développement de nouvelles 
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versions de l'enzyme Cas, comme la Cas12 et la Cas13, étend les capacités de ciblage et 

d'édition de la technologie [149]. 

Ce système permet donc d’introduire, dans un modèle cellulaire de choix, de nombreux types 

de variation génomiques afin de les modéliser in vitro. Cette approche permet de contrecarrer 

l’éventuelle non accessibilité d’échantillons de patients et a le grand avantage d’une meilleure 

comparabilité entre les conditions muté et non muté. En effet, les échantillons de patients et 

de témoins, même lorsqu’ils sont disponibles, ne le sont pas nécessairement en quantités (il 

s’agit souvent d’un seul patient à analyser), d’une part, et d’autre part, ils ne sont pas 

nécessairement prélevés dans les exactes mêmes conditions (appariement en âge, sexe, mais 

aussi possible influences environnementales sur l’expression des gènes, comme 

l’alimentation, la médication), ou encore l’heure de prélèvement dans la journée, le temps 

d’acheminement, sont des paramètres qui peuvent expliquer une certaine variabilité inter-

individuelle, qui ne sera pas rencontrée dans le cadre d’un modèle cellulaire. Ces derniers 

nécessitent néanmoins beaucoup plus de ressources, qui ne sont pas nécessairement 

disponibles dans le cadre du soin.  

 

  



71 

 

7. Problématique 

Nous avons vu dans cette introduction les différents éléments et mécanismes impliqués dans 

la régulation de l’expression des gènes, ainsi que les principaux outils permettant de les 

étudier. Ce travail de thèse s’intéressera à expliquer comment ces concepts et outils ont pu 

être utilisés pour explorer les conséquences transcriptomiques de certaines variations 

génomiques à effet fort, dans un contexte Mendélien, et solutionner des situations de 

variations de signification incertaine, ainsi que montrer comment des analyses 

transcriptomiques peuvent être un soutien aux analyses pangénomiques, comme 

biomarqueurs potentiels de certaines maladies monogéniques. 



72 

 

Résultats - Partie I. Etudes ciblées de la régulation de 

l’expression des gènes 

Dans cette première partie, nous avons étudié les conséquences d’altérations génomiques d’un 

gène ou proches d’un gène sur l’expression de ce dernier (une altération génomique : un 

gène/transcrit). Tout d’abord, nous avons utilisé essentiellement la technique de RT-ddPCR 

pour caractériser l’impact transcriptionnel de variations structurales dans le cadre de deux 

affections neurogénétiques, les calcifications cérébrales primaires (CCP, Primary Familial 

Brain Calcification, PFBC)  et la maladie d’Alzheimer du sujet jeune (MAJ, early onset 

Alzheimer disease, EOAD) avec Angiopathie Amyloïde Cérébrale (AAC). Dans l’article sur 

les CCP, nous avons combiné l’utilisation de la RT-ddPCR sur des prélèvements de patients 

et après modifications génomiques par CRISPR/Cas9 dans un modèle cellulaire HEK293, 

pour montrer la pathogénicité de la délétion d’un enhancer majeur du gène SLC20A2. Dans 

le travail sur la MAJ avec AAC, il s’agissait de montrer que la triplication du gène APP, 

observée pour la première fois dans une famille, est bien fonctionnelle, i.e. qu’elle s’exprime 

au niveau de l’ARNm et donc résulte en une multiplication par deux de la quantité de 

transcrits, dans le sang d’un patient porteur, et en comparaison avec des porteurs de 

duplication d’APP et des témoins, à l’aide de la technique de RT-ddPCR. Enfin, nous avons  

utilisé cette même technique ainsi que du RNAseq – avec une interprétation ciblée sur un 

locus et non pas sur tous les transcrits – pour étudier les conséquences de variations 

introniques du gène NIPBL et résoudre des variations de signification incertaine dans ce gène 

chez des patients avec suspicion de CdLS, cette fois-ci au niveau de l’épissage et de la 

dégradation par NMD des transcrits portant un exon « poison ». 
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1. Haploinsuffisance du gène SLC20A2 médiée par la disruption d’un 

élément régulateur responsable de calcifications cérébrales primaires  

 

1.1. Contexte et résumé des travaux  

  

Les calcifications cérébrales primaires familiales (CCP, Primary Familial Brain 

Calcification, PFBC), anciennement appelées maladie de Fahr ou calcifications idiopathiques 

des noyaux gris centraux (Idiopathic Basal Ganglia Calcification, IBGC), est une maladie 

rare calcifiante du cerveau. Elle se définit par la présence d'une calcification anormale, 

principalement microvasculaire, des noyaux gris centraux et qui peut s'étendre à d'autres 

régions cérébrales [150]. Si la pénétrance radiologique est complète à 50 ans (présence de 

calcifications anormales sur le scanner cérébral), la pénétrance clinique est incomplète et 

l’expressivité de la maladie est variable. Les patients peuvent ainsi rester asymptomatiques 

ou présenter un large éventail de symptômes neuropsychiatriques, dont un syndrome 

parkinsonien, des tremblements, une dystonie, des troubles cognitifs, des symptômes 

psychiatriques ou une ataxie [151],[152]. Les CCP étaient jusqu’à l’identification des 

premiers gènes un diagnostic d’exclusion, nécessitant la recherche de nombreuses potentielles 

causes acquises (dont les troubles du métabolisme phospho-calciques sont les plus fréquents) 

ou un grand nombre de potentielles causes rares, monogéniques [153]. Le diagnostic de 

certitude est maintenant permis par l’identification d’une variation pathogène dans un des 6 

gènes causaux connus. Les CCP sont, la plupart du temps, transmises selon un mode 

autosomique dominant, avec 4 gènes identifiés à ce jour : SLC20A2 (MIM 158378) [154], 

PDGFRB (MIM 173410) [150], PDGFB (MIM 190040) [155] et XPR1 (MIM 605237) [156]. 

Plus récemment, des variations pathogènes bi-alléliques dans le gène MYORG (MIM 618255) 

ont été identifiées comme une cause de CCP autosomique récessive [157], avec des variations 
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dans la présentation clinique, puisqu’il s’agit d’un phénotype principalement moteur associé, 

sur le plan radiologique, à des calcifications sévères et à une atrophie cérébelleuse [152]. 

Enfin, des variants bi-alléliques de JAM2 (MIM 606870) ont également été rapportées dans 

les CCP autosomiques récessives [158] avec un phénotype semblant similaire à celui des 

patients MYORG. Le gène SLC20A2 (MIM 158378) est quant à lui considéré comme le 

principal gène autosomique dominant responsable de CCP en termes de fréquence de 

mutation, avec un rendement pouvant aller jusqu’à 40% chez les cas index avec antécédents 

familiaux identifiés [159]. Il code pour un transporteur de phosphate inorganique (Pi), 

l'importateur PiT2. Les variations perte de fonction de SLC20A2 entraînent une accumulation 

de Pi dans le liquide périvasculaire et le liquide céphalo-rachidien, ce qui peut contribuer aux 

calcifications murales vasculaires dans le cerveau [160],[161]. Les variants pathogènes de 

SLC20A2 introduisent généralement des codons stop prématurés (non-sens, SNV au niveau 

d’un site d'épissage canonique ou insertions/délétions provoquant un décalage du cadre de 

lecture) ou des délétions génomiques partielles ou totales, toutes ces situations conduisant à 

une haplo-insuffisance par la destruction des ARNm médiée par le système de dégradation 

des ARNm non-sens (nonsense-mediated decay, NMD) ou par insuffisance de production 

pour les délétions. Des variants faux-sens ont également été identifiés, avec pour conséquence 

une perte de la fonction d'import de Pi de PiT2 [154]. Parmi les variations pathogènes 

connues, seulement quelques délétions génomiques partielles ou totales de SLC20A2 à 

l'origine de CCP ont été rapportées [162], [163], [164], [165]. Toutes englobaient des régions 

codantes et étaient interprétées comme entraînant une haplo-insuffisance ou la perte de 

domaines protéiques critiques. Une seule délétion rapportée était  non codante : ce CNV de 

578 kb a été retrouvé chez un patient finlandais et emportait le premier exon, non codant, de 

SLC20A2, son extrémité 5’UTR ainsi que la région promotrice putative du gène [166], mais 

sans analyse de l’expression du gène. Dans cet exemple, les conséquences négatives très 

probables sur l'expression du gène n'ont pas été évaluées à notre connaissance. 
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Dans le travail présenté ci-après, nous avons recherché, avec l’outil de détection de CNV 

CANOES, préalablement validé [167], des variations du nombre de copies sur les exomes de 

71 cas index non apparentés présentant des CCP sans cause connue et avons identifié une 

délétion localisée en 8p11.21, 150 kb en amont du gène SLC20A2, impliquant deux gènes 

voisins non candidats pour les CCP et non contraints en perte de fonction dans les bases de 

données. Bien que la délétion n’implique aucune base codante ou du promoteur de SLC20A2, 

sa proximité relative avec le gène et le fait qu’elle en emporte un enhancer candidat d’après 

la base GeneHancer [141] nous a conduit à l’investiguer.  

Le séquençage de l’exome du demi-frère atteint et l’étude ciblée de la délétion par digital 

droplet PCR (ddPCR) chez le cas index, son demi-frère et le fils de ce dernier, également 

porteurs de calcifications, ont montré que tous 3 sont porteurs de ce remaniement. L’analyse 

de l’ARNm des 3 patients par RT-ddPCR dans le sang a montré une diminution d’expression 

relative de SLC20A2 de 45,0% par rapport à des contrôles sains (p<0.001), soit dans les 

mêmes ordres de grandeur que 4 individus porteurs de variations nucléotidiques entraînant 

des codons stop prématurés de SLC20A2 (-39,0%), responsables d’une dégradation d’ARNm 

par NMD. L’analyse de l’import de phosphate inorganique dans les cellules sanguines du cas 

index dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe de Jean-Luc Battini (IRIM, Montpellier) 

a montré un défaut d’import de -39,3% par rapport aux contrôles (p=0.015). Enfin, avec Anne 

Rovelet-Lecrux, ingénieur dans l’équipe, nous avons introduit une délétion de la région de cet 

enhancer supposé de SLC20A2 dans des cellules HEK293 par CRISPR/Cas9. Après avoir 

confirmé la bonne introduction de la délétion par ddPCR (nombre de copie moyen dans les 

culots cellulaires : 1,3), nous avons mesuré une diminution d’expression de l’ARNm de 

SLC20A2 de l’ordre de 35,6% dans les cellules transfectées par les ARN guides ciblant cette 

région, par rapport aux contrôles. Ici, nous avons fait le choix d’une introduction de la 

variation par CRISPR/Cas9 en « bulk », plutôt qu’une procédure plus longue de sélection 
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clonale des cellules ayant intégré la variation, comme habituellement réalisée dans le 

laboratoire et bien plus largement. Cette technique, plus rapide, a permis d’obtenir des 

résultats de manière plus directe et la comparaison avec le nombre moyen de copies permet 

d’assurer la fiabilité des résultats. 

En conclusion, il s’agit de la première délétion non codante à l’origine d’une 

haploinsuffisance du gène SLC20A2. Cette délétion est associée à une perte d’expression du 

même ordre que des variations perte de fonction du gène, ainsi qu’à une perte de l’activité 

protéique, montrant son rôle majeur. Ce travail a permis de proposer l’utilisation d’une 

technique de CRISPR/Cas9 simplifiée, associée à la (RT-)ddPCR permettant une étude rapide 

de l’ARN et de l’ADN directement extrait d’un mélange (bulk) cellulaire transfecté, sans 

sélection clonale. Ces résultats, montrant l’importance que joue cet enhancer dans 

l’expression de ce gène, ouvrent la voie à de potentielles cibles thérapeutiques chez les 

patients avec CCP par haploinsuffisance de SLC20A2, cet enhancer pourrait devenir une cible 

en lui-même pour, par exemple, favoriser l’expression de l’allèle non muté.. Il s’agissait par 

ailleurs ici d’une stratégie simple permettant l’annotation, la mesure de l’effet sur l’ARNm, 

et la confirmation de l’effet in vitro, permettant de conclure sur l’impact de tels CNV non 

codants. 

Outre l’article scientifique présenté ci-dessous, ce travail a fait l’objet de plusieurs 

présentations orales et affichées dans des congrès de génétique, à savoir : 

 Communication orale lors du séminaire ARN, Assises de génétique de Tours, 2020 

 Communication orale lors des journées du réseau NGS diag 2021 

 Poster lors du e-congrès de l’ESHG 2020 
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1.2. Article scientifique 
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2. Caractérisation des conséquences transcriptionnelles d’une 

triplication du locus APP dans la maladie d’Alzheimer avec 

angiopathie amyloïde cérébrale 

2.1. Contexte et résumé des travaux :  

L'angiopathie amyloïde cérébrale (AAC) est une pathologie commune du sujet âgé, définie 

par le dépôt de substance amyloïde (peptide Aβ) dans la paroi des vaisseaux corticaux et 

leptoméningés, conduisant à des hématomes cerébraux lobaires, des microhémorragies, une 

hémosidérose, et associée cliniquement à des troubles cognitifs, des troubles neurologiques 

transitoires ainsi que les conséquences cliniques des hématomes. La maladie d’Alzheimer 

(MA), responsable d’un trouble neurocognitif majeur de nature neurodégénérative, est 

également une pathologie commune chez le sujet âgé, et elle est définie sur le plan 

neuropathologique par l’aggrégation intraparenchymateuse du même peptide Aβ dans les 

plaques amyloïdes d’une part, et des dégénérescences neurofibrillaires intraneuronales, 

composées de protéine Tau hyper et anormalement phosphorylée. AAC et MA sont souvent 

associées chez un même individu, comme le montrent les études autopsiques [168], bien que 

tous les patients avec MA n’en présentent pas les symptômes ou les stigmates en IRM in vivo. 

Outre les formes communes d’AAC et de MA, de déterminisme complexe, multifactoriel, il 

existe de rares formes monogéniques. 

La protéine précurseur de l'amyloïde-β (APP) est codée par le gène APP, principal gène connu 

pour être impliqué dans l’AAC de transmission autosomique dominante. Après la description 

des mutations ponctuelles, les duplications du locus APP ont été identifiées en 2006 comme 

une cause d'AAC à début précoce et/ou de la maladie d'Alzheimer à début précoce (MAJ ou 

Early Onset Alzheimer Disease, EOAD, premiers symptômes avant 65 ans) [169]. Ces 

variations du nombre de copies englobent au moins le gène APP, avec ou sans les gènes 

environnants sur le chromosome 21 [170]. La taille de la duplication et le contenu du gène - 
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au-delà du gène APP, critique - ne semblent pas influencer la présentation phénotypique des 

cas [169], [171]–[174]. Les patients atteints de trisomie 21 présentent généralement une MAJ, 

bien qu'ils présentent moins fréquemment des hématomes cérébraux, ce qui suggère la 

présence de mécanismes (relativement) protecteurs chez les patients atteints du syndrome de 

Down, dans le cadre d’une trisomie 21 [175]. En effet, une étude histopathologique récente a 

montré une AAC plus sévère mais une formation de plaques amyloïdes parenchymateuses 

moins importante chez les patients atteints de duplication d'APP que chez les patients atteints 

de trisomie 21 [175]. Étant donné cette diversité dans la distribution des lésions amyloïdes en 

fonction du contexte génétique sous-jacent, la pathogenèse de l’AAC reste à comprendre. 

Nous avons ici travaillé sur la première triplication du locus APP, en la caractérisant sur le 

plan génomique et de l’expression du gène APP.  

Les duplications du gène APP, comme les trisomies 21, sont associées à une multiplication 

par 1.5 de la quantité relative d’ARNm d’APP, en moyenne par rapport à des témoins, dans 

le sang périphérique [102]. Une technique de RT-QMPSF avait été mise au point dans le 

laboratoire, permettant de confirmer cette hypothèse a priori et ainsi le mécanisme 

pathogénique [102]. En effet, l’hypothèse est celle que cette augmentation est la même dans 

le cerveau que dans le sang, et l’augmentation d’expression résulterait ainsi en une 

augmentation du peptide Aβ lui-même, issu du clivage d’APP. Cette technique de RT-

QMPSF avait également été utilisée dans un autre travail caractérisant une délétion de deux 

paires de bases dans le 3’UTR d’APP, chez un patient avec des niveaux d’ARNm d’APP 

similaires aux patients avec duplication, dans le sang [103]. Néanmoins, cette technique, 

basée sur l’amplification en parallèle de plusieurs amplicons après reverse transcription, et 

réaction de PCR multiplexe stoppée en phase exponentielle de la PCR, est sujette à une 

certaine variabilité inter-individuelle inhérente à la technique. Nous avons donc souhaité 

développer une technique plus robuste basée sur la RT-ddPCR pour pallier ces problèmes. 
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Le cas index est un homme de 41 ans adressé pour l'évaluation d'un déclin cognitif progressif. 

L'IRM cérébrale et les biomarqueurs du liquide cérébro-spinal étaient évocateurs d’une MA 

avec AAC. Son père est décédé à l'âge de 48 ans d’un hématome cérébral dans un contexte 

d’AAC évoluant depuis ses 37 ans et de déclin cognitif progressif évoquant une MA. 

L’analyse par QMPSF avait révélé 4 copies du gène APP chez le cas index. Sa mère, 68 ans, 

non atteinte, est quant à elle porteuse de 2 copies du gène, suggérant un génotype 3 + 1 chez 

le patient et son père, génotype que nous avons pu confirmer par FISH métaphasique. En 

CGH-array (Agilent 180K), la triplication 21q21.3 de 506 kb (chr21:27,156,233-

27,662,338;hg19) était restreinte au gène APP. Nous avons donc évalué les niveaux d'ARNm 

sanguin d’APP du cas index, par RT-ddPCR, et identifié un résultat conforme à l’hypothèse 

a priori, à savoir un doublement de la quantité relative par rapport aux témoins (N=10) et 

supérieur à la moyenne des porteurs d’une duplication d’APP, confirmant que les 4 copies 

sont fonctionnelles (N=9). Il s'agit du premier cas de triplication du locus APP, provoquant 

un doublement du niveau d'ARNm d’APP, dans une famille présentant une MA avec AAC 

autosomique dominante, parmi les plus précoces et sévères comparé aux descriptions des 

porteurs de duplications, bien que la différence d’âge de début avec les plus jeunes patients 

porteurs de duplication d’APP ne soit pas flagrante, et que nous ne disposions que d’une seule 

observation. Cette observation suggère que le mécanisme décrit dans les duplications d’APP 

(augmentation de la production d’APP et, par conséquent, du peptide Aβ issu de son clivage, 

conduisant à des dépôts amyloïdes précoces) est encore accentué par la présence d’une 

quatrième copie du gène, qui reste fonctionnelle. Ce type de sensibilité au dosage génique, 

illustré par une triplication conduisant à un phénotype proche, mais probablement plus sévère, 

que de celui de la duplication correspondante, constitue un exemple relativement rare en 

génétique médicale, à l’instar des duplications/triplications du gène SNCA dans les 

synucléinopathies (maladie de Parkinson / maladie à corps de Lewy). Ici, le recours à la RT-

ddPCR a également permis une analyse fiable, bien que les analyses réalisées sur les porteurs 
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de duplication d’APP à titre de comparaison montraient une certaine variabilité inter-

individuelle, possiblement en lien avec la diversité des ARN et des dates de prélèvement des 

porteurs, et pas uniquement pour des raisons biologiques ou techniques. 

Ma contribution personnelle à ce travail a été, d’une part, la caractérisation cytogénétique de 

la triplication détectée chez le cas index par (i) CGH-array (Agilent 180k), qui a permis de 

borner la triplication et d’établir son contenu génique (restreint à APP), (ii) caryotype (qui 

compte tenu de sa résolution n’a pas apporté d’information supplémentaire sur ce CNV) ainsi 

que la réalisation de techniques de fluorescence in situ (FISH) qui ont permis de confirmer le 

CNV et ont montré qu’un chromosome 21 était porteur de 3 copies de ce locus APP suggérant 

une ségrégation 3+1. Par ailleurs, j’ai réalisé les explorations cytogénétiques chez la mère du 

cas index, dont les explorations étaient normales. D’autre part, ma contribution principale, en 

lien avec ces travaux de thèse, a consisté en la caractérisation de l’impact de la triplication sur 

la production d’ARNm d’APP. J’ai mis au point une technique de RT-ddPCR one-time, basée 

sur la quantification relative de l’ARNm d’APP par rapport à un gène de ménage choisi pour 

ses niveaux similaires d’expression par rapport à APP dans le sang, et réalisé les analyses en 

RT-ddPCR en comparaison à des témoins positifs porteurs de duplication limitée à APP ou 

de trisomie 21 et des témoins sains.  

Outre l’article scientifique présenté ci-dessous, ce travail a fait l’objet de plusieurs 

présentations affichées dans des congrès de génétique, à savoir : 

 Poster aux Assises de Génétique en 2020, Tours 

 Poster au congrès 2021 de l’ESHG, Vienne 
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2.1.1. Article scientifique 
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3. Utilisation du RNAseq pour l’interprétation de WGS : 

caractérisation de l’impact de variations introniques profondes du 

gène NIPBL dans le syndrome de Cornelia de Lange  

3.1. Contexte et résumé des travaux 

Ce travail est cette fois-ci dédié au syndrome de Cornelia de Lange (CdLS), dont les 

caractéristiques cliniques et moléculaires ont été présentés dans l’introduction de ce manuscrit 

de thèse. Comme cela a été précisé, des variations pathogènes dans les 5 gènes principaux de 

CdLS (NIPBL, SMC1A, SMC3, HDAC8, RAD21) expliquent environ 50% des cas, laissant 

les autres 50% non résolus et suggérant donc l’existence de i. d’autres gènes responsables de 

CdLS ou de syndromes cliniquement proches et ii. des mécanismes cryptiques responsables 

d’altérations dans les gènes connus. Dans ce contexte, nous avons effectué un WGS chez 5 

trios (cas index atteint et parents sains) non résolus répondant aux critères suivants : (i) 

diagnostic clinique de CdLS classique, (ii) séquençage négatif du panel de gènes CdLS à 

partir de l'ADN isolé du sang et de la salive (du fait de l’existence non rare de mosaïques non 

détectables dans le sang), (iii) échantillons d'ADN des parents non atteints disponibles et (iv) 

ARN isolé du sang du cas index disponible. Une variation de novo pathogène a été observée 

dans un gène de diagnostic différentiel de CdLS chez 3/5 patients, à savoir POU3F3, SPEN, 

et TAF1. Chez les deux autres cas index, nous avons identifié deux variations introniques 

profondes de novo distinctes dans NIPBL avec des prédictions bioinformatiques en faveur de 

la création d’un nouveau site d'épissage. Pour ces deux dossiers, nous avons réalisé un 

RNAseq, qui a permis d’objectiver des transcrits aberrants conduisant à la création d'un 

nouvel exon avec décalage du cadre de lecture, conforme aux prédictions. De manière 

intéressante, pour un patient porteur d’un variant exonique, nous avons pu montrer que, 

malgré l’utilisation probablement partielle de ce nouveau site d’épissage (étant donné les 

comptes de jonctions aberrantes), le ratio allélique de ce marqueur exonique était proche de 
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50%, suggérant que le NMD ne jouait pas un rôle majeur dans ce cas précis. Ces résultats ont 

significativement contribué à classer ces deux variants comme probablement pathogènes. 

Avant ces observations, nous n'avons pu trouver qu'un seul exemple similaire dans le CdLS 

[176], où le patient avait été diagnostiqué avec un CdLS modéré à sévère et présentait un 

épissage anormal de NIPBL avec l'inclusion d'un nouvel exon dans la séquence de l'intron 21 

introduisant un codon stop prématuré. Cependant, bien que ces évènements restent des 

explications très minoritaires en nombre de patients, l'accès accru au WGS associé au RNAseq 

révélera certainement un plus grand nombre de situations similaires, comme nous avons déjà 

pu le constater dans le cadre du soin à travers le plan France Médecine Génomique 2025. Il 

n’est actuellement pas réellement clair si l'utilisation combinée du RNAseq et du WGS est 

une approche plus efficace que leur utilisation séquentielle [177]–[179]. Ces résultats, bien 

que basés sur une petite série de patients, suggèrent qu'une utilisation séquentielle peut fournir 

une stratégie rentable, même si cela peut augmenter le délai de remise des résultats aux 

patients. Sur le plan plus fondamental, il était intéressant de noter que l’impact du 

l’exonisation sur le NMD n’était pas complet, suggérant qu’une perte de fonction partielle de 

l’allèle était suffisante pour être responsable du phénotype. Bien que la RT-PCR « simple », 

avec séquençage Sanger, soit souvent suffisante pour caractériser ce type d’évènements, ici 

le caractère quantitatif du RNAseq et plus complet au locus, a permis une vision plus globale 

qu’une simple RT-PCR. En effet, un des patients présentait ce marqueur exonique permettant 

d’aller plus loin dans la compréhension, et d’autre part, un des deux patients présentait en fait 

6 variations nucléotidiques de novo introniques dans NIPBL, dont une seule avait des 

conséquences prédites et confirmées par RNAseq. 

Ce projet a fait l’objet du Master 2 recherche du Dr Juliette Coursimault (DES de génétique 

médicale). J’ai été en charge du volet RNAseq du projet. Dans ce cadre, j’ai effectué 
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l’interprétation des RNAseq de ce projet et réalisé les analyses d’études de l’épissage de 

NIPBL ainsi que les analyses de quantification des transcrits à partir des données générées. 

  



100 

 

 

3.2. Article scientifique 
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Résultats - Partie II. Apport des études transcriptomiques pour 

l’étude du syndrome de Cornelia de Lange 

1. Contexte et résumé des travaux 

Cette dernière section de la thèse se centre également sur le syndrome de Cornelia de Lange, 

mais cette fois-ci dans une perspective transcriptomique. Étant donné le rôle du complexe 

cohésine, et en particulier de NIPBL, dans la régulation génique, nous avons cherché à 

identifier une signature transcriptomique propre à NIPBL pouvant servir de biomarqueur pour 

ce syndrome. En effet, face à une analyse de panel ou d'exome négative, la question de la 

pertinence du diagnostic de CdLS peut se poser, du fait de l’existence de diagnostics 

différentiels. Si un biomarqueur pouvait confirmer ce diagnostic, cela ouvrirait la voie à 

d'autres investigations (séquençage de génome, analyse de longues molécules par séquençage 

ou cartographie optique, etc.). S'il existe un biomarqueur permettant de confirmer le 

diagnostic clinique, il sera dès lors possible de faire d'autres hypothèses. Il pourrait ainsi s'agir 

i. d'une altération dans un gène connu mais avec un mécanisme plus rare : inversions 

chromosomiques, variation dans des régions non séquencées du panel (introns, régions 

transcrites non traduites) ou ii. d'une altération dans un nouveau gène. La confirmation du 

diagnostic de CdLS par le biomarqueur permettra de justifier la poursuite des explorations 

génomiques, notamment par un séquençage de génome, ou de réorienter vers la recherche 

d’un diagnostic différentiel. Par ailleurs, dans le cas d'un VSI détecté par séquençage de panel 

ou de génome, ce test permettrait de confirmer le CdLS chez le patient, ce qui donnerait un 

argument fort en faveur de la pathogénicité du variant détecté.  

C'est dans ce contexte que le projet COSIGN (Cohesine Signature) a vu le jour. Son principal 

objectif était donc de corréler les variations pathogènes du gène NIPBL à un profil 



117 

 

transcriptionnel spécifique du CdLS et de développer un test fonctionnel simple, rapide et 

économique basé sur cette signature transcriptomique.  

Pour ce faire, nous avons utilisé l’ARN, prélevé sur tubes PAXgene de 12 patients, présentant 

un syndrome de Cornelia de Lange clinique et confirmé sur des bases moléculaires par une 

analyse en panel de gène, exome ou génome. En parallèle, des prélèvements PAXgene de 20 

sujets atteints de pathologies non neurodéveloppementales (surdités isolées, affections 

dermato-génétiques pures, troubles du développement sexuel, …) appariés en âge et en sexe 

ont été utilisés et inclus dans l’étude comme contrôles [Figure 19]. L'analyse du transcriptome 

des deux groupes a été réalisée par RNAseq avec 30 millions de lectures après sélection 

polyA, visant à identifier une liste de gènes exprimés différemment. 

Parmi ces gènes, nous avions pour objectif d’en sélectionner environ 20 pour faire l’objet 

d’une confirmation RT-ddPCR, permettant de générer une signature transcriptionnelle du 

CdLS détectable par RNAseq ou analyse ciblée. Par ailleurs, pour déterminer la spécificité de 

la signature, il était prévu d’explorer, par RT-ddPCR, d'autres sujets dont l'ARN n'avait pas 

été utilisé dans l'étape de constitution de la signature. Parmi ces 12 sujets contrôles, 4 étaient 

des patients CdLS aux caractéristiques identiques de ceux inclus pour la définition de la 

signature, 4 étaient des sujets contrôles aux caractéristiques identiques des contrôles utilisés 

dans la définition de la signature et 4 étaient des patients présentant des anomalies du 

développement et/ou des déficiences intellectuelles non liées aux transcriptomopathies. Ce 

dernier groupe de patients avait pour vocation d'asseoir la spécificité de la signature. 



118 

 

 

Figure 19. Plan de réalisation des analyses a. transcriptomiques pour définition de la signature et de sa 

robustesse et b. de la validation de la signature 

 

Le projet CoSign a bénéficié d'un financement accordé par le CHU de Rouen dans le cadre 

de l'appel d'offre destiné aux jeunes chercheurs en 2019. Les échantillons ont commencé à 

être collectés dès 2020, avec un total de 12 cas [Tableau 2] et 20 contrôles qui ont été inclus 

pour la première étape des analyses transcriptomiques, visant à définir la signature. L'analyse 

s'est déroulée en quatre runs distincts sur Illumina NextSeq 500, utilisant l'outil Spliced 

Transcripts Alignment to a Reference (STAR) [180] et une analyse différentielle par DESeq2 

[181]. 

 

Tableau 2. Sujets inclus dans la première série du projet CoSign 
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Malheureusement, en dépit de plusieurs tentatives, il s'est avéré impossible d'obtenir une 

signature transcriptionnelle fiable à partir de ces prélèvements sanguins. Deux principales 

causes ont été identifiées à cette difficulté : premièrement, la présence d'ARN présentant un 

RNA integrity number (RIN) faible (inférieur à 7), indiquant une dégradation significative des 

ARNm, ce qui a impacté la qualité de la sélection polyA et de la capture. De plus, le nombre 

de lectures générées par échantillon ne paraissait pas suffisant pour contrebalancer les 

variabilités inter-individuelles dans l'expression génique, résultant en l'impossibilité 

d'identifier une signature stable. 

Pour pouvoir nous affranchir de ces deux points bloquant que sont la qualité des ARN et les 

variations inter-individuelles, nous avons décidé de poursuivre le projet en utilisant un modèle 

cellulaire pour la définition de la signature transcriptomique de NIPBL. Nous avons donc fait 

évoluer le projet avec un objectif double : (i) identifier des gènes dérégulés de manière solide, 

afin de rechercher si leur dérégulation est conservée en post-natal dans les échantillons de 

sang de patients et (ii) d’étudier la nature de ces gènes, profitant du modèle de cellules souches 

pluripotentes induites (iPSC) humaines, pouvant mimer les dérégulations précoces 

d’expression des gènes au cours du développement et ainsi potentiellement expliquer les 

symptômes observés. Ainsi, par CRISPR-Cas9, nous avons généré un total de 15 lignées 

d’iPSC, éditées avec différentes variations faux-sens et non-sens de NIPBL à l'état 

hétérozygote ou homozygote (p.Arg45*, p.Arg834*, p.Ser1466Lysfs*13, p.Asp2157Gly et 

p.Arg2298Cys), et des indels frameshift générées au décours du processus. L’analyse du 

transcriptome a été réalisée, avec 30M de lectures par échantillon et en réplicat, après 

extraction de l’ARN pour l’ensemble de ces lignées (RIN>9).  

A partir de ces résultats, et d’analyses ciblées complémentaires par RT-ddPCR et Western-

blot nous avons pu utiliser ces données dans le cadre des deux axes annoncés ci-dessus :  
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- Un premier axe correspondant à l’objectif initial du projet, à savoir générer une liste 

claire de gènes différentiellement exprimés entre les conditions sauvages et mutantes. 

Cette liste serait utilisable pour définir une signature transcriptomique du CdLS liée à 

l'altération de NIPBL. Sur ce point, la RT-ddPCR et le RNAseq ont montré une 

diminution des niveaux d'ARN de NIPBL pour toutes les cellules portant des variants 

tronquants, sauf pour le variant p.Arg45*, probablement à cause d’un site alternatif 

d’initiation de la traduction précédemment décrit [182]. Malheureusement, la majorité 

des gènes dérégulés dans les iPSC n’étaient pas exprimés dans le sang et le pattern 

d’augmentation ou de diminution de l’expression de ces gènes semblait différent entre 

ces deux tissus. De plus, nous nous sommes intéressés aux taux d’expression de la 

protéine MAU2, qui forme avec NIPBL un hétérodimère chargeant le complexe sur 

la chromatine et qui avait été montrée comme ayant une expression réduite en 

présence d’un variant tronquant, dans un modèle cellulaire (lignée HEK293) [182]. 

Pour toutes les conditions, y compris les variations faux-sens, une diminution 

d’environ 50% des niveaux de protéine de MAU2 a été observée, sans modification 

de l'ARNm de MAU2, faisant de cette protéine un biomarqueur candidat intéressant. 

 

- Un second axe s'intéresse à améliorer la connaissance des impacts des variations de 

NIPBL.L'analyse de l'expression différentielle a mis en évidence 76 gènes dérégulés 

dont 45 gènes sous-exprimés (FC >0.125, FDR<5%). Parmi ces derniers, 8 gènes sont 

haploinsuffisants (pLi>0.9) et associés à un phénotype dans OMIM Morbid. De 

manière intéressante, nous avons observé que les caractéristiques cliniques associées 

aux variations pathogènes de ces gènes chevauchent celles du CdLS. 

 

Les résultats de ces travaux sont détaillés dans le manuscrit ci-joint, qui sera prochainement 

soumis à un journal à comité de lecture. Ce travail a également été présenté sous forme de 
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poster lors du congrès de l'European Society of Human Genetics à Vienne en 2022. De plus, 

il fera l'objet d'une communication orale lors du congrès de l'Association des Cytogénéticiens 

de Langue Française en septembre 2023 au Havre. 
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Abstract 

Introduction: The cohesin complex has a critical role in chromatin structure and gene 

expression regulation. Cornelia de Lange syndrome (CdLS) is a transcriptomopathy linked to 

alterations in this complex. NIPBL, the main gene associated with CdLS, encodes the cohesin 

loading factor NIPBL, in association with its partner MAU2. Studying the transcriptomic 

effects of pathogenic nucleotide or structural variations in the NIPBL gene could lead to a 

better understanding of the syndrome and potentially unveil novel biomarkers. 

Methods: Using CRISPR/Cas9, we introduced the following pathogenic variants of NIPBL 

into an iPSC line, at heterozygous or homozygous states: p.Arg45*, p.Arg834*, 

p.Ser1466Lysfs*13, p.Asp2157Gly, and p.Arg2298Cys, as well as frameshift indels in 

corresponding exons. We assessed mRNA levels of NIPBL and MAU2 using RT-ddPCR and 

RNAseq, and measured protein levels of NIPBL and MAU2 protein using western blot. 

Subsequently, we employed RNAseq data to establish a transcriptomic signature resulting 

from loss of function NIPBL alterations. 

Results: RT-ddPCR and RNAseq revealed decreased NIPBL mRNA levels for all clones 

carrying truncating variants, except for the p.Arg45* variant, likely due to a previously 

described alternative translation initiation site. Across all conditions, including missense 

variants, an approximate 50% decrease in MAU2 protein levels was observed, without 

alterations in MAU2 mRNA. Differential expression analysis identified 60 dysregulated 

genes, including 46 downregulated genes (fold change >1.25, FDR <5%), among which 8 

genes are haploinsufficient (pLi >0.9) and associated with a Mendelian disease in OMIM 

Morbid, with phenotypic characteristics overlapping that of CdLS. 

Conclusion: Our results confirm previous findings suggesting that variations at the 5' end of 

NIPBL coding sequence escape nonsense-mediated decay. We propose MAU2 protein levels 

as a potential biomarker for CdLS. Lastly, we demonstrate that NIPBL alteration significantly 

leads to the decreased expression of genes, some of which recapitulate most of the CdLS 

phenotypic features.  
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Introduction  

Introduction  

Cornelia de Lange Syndrome (CdLS, OMIM 122470) is a clinically distinguishable 

intellectual disability syndrome with monogenic inheritance [1]. Distinctive clinical features 

include synophrys or highly arched eyebrows, long eyelashes, a small upturned nose, thin 

downturned lips as well as growth retardation, limb abnormalities including small hands and 

feet, oligodactyly or missing fingers, and intellectual disability with without autism spectrum 

disorder. Additional symptoms may be encountered, such as gastroesophageal reflux disease, 

congenital diaphragmatic hernias, hearing loss, and vision alterations. Six genes have been 

associated with CdLS: NIPBL [2], SMC1A [3], SMC3 [3], RAD21 [4], HDAC8 [5], and BRD4 

[6]. Nonetheless, molecular testing in patients with typical or atypical CdLS may occasionally 

fail in identifying a causal variant in one of these genes, suggesting the contribution of 

unidentified genes or cryptic variants, or uncovers a variant of uncertain significance, none of 

each situation allowing genetic counseling.    

All six known genes encode components or proteins closely associated with the cohesin 

protein complex. Cohesins are conserved from yeast to humans and have been found to play 

a pivotal role in the regulation of gene expression, in addition to their established function in 

sister chromatid cohesion during mitosis. This group of proteins affects gene regulation by 

facilitating the organization of chromatin into topologically associating domains (TADs), thus 

governing long-range interactions between promoters and enhancers [7]. Cohesins also 

regulate transcription by modulating the recruitment and pause-release of RNA Polymerase 

II at promoters, thereby accentuating their primary role in gene expression. 

The implication of cohesin complexes in gene expression regulation provides grounds to 

classify CdLS as a transcriptomopathy. Transcriptomopathies comprise a category of 
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monogenic disorders primarily driven by dysregulated transcription of multiple genes, 

resulting from DNA variants in genes encoding critical regulators of gene expression. 

Pathogenic variants in genes encoding the cohesin complex elements and regulators disrupt 

the transcription process, resulting in global changes in gene expression patterns. This is 

associated with a wide spectrum of developmental abnormalities observed in 

transcriptomopathies.  

Among the six CdLS-associated genes, NIPBL (OMIM 608667) is the main one in frequency, 

accounting for approximately 60% of all cases. NIPBL encodes the Nipped-B-like protein, 

which functions as a loading factor for cohesin, assisting in attaching the cohesin complex 

onto the DNA in collaboration with MAU2 (OMIM 614560). Interactions between MAU2 

and NIPBL are critical for cohesin functionality and in CdLS pathogenesis [8]. Both NIPBL 

and MAU2 play specific roles in the process of loading cohesin onto DNA, a prerequisite for 

the complex to exert its functions. They form a heterodimeric complex, which serves as the 

primary loader of the cohesin ring onto DNA.  

The emergent field of transcriptomics offers a valuable path for comprehending and 

potentially identifying potential biomarkers and drug targets for disease modification. 

Previous works have already explored transcriptomic consequences of NIPBL alterations. Liu 

and collaborators have used microarrays on 16 lymphoblastic cell lines of NIPBL loss-of-

function variants carriers, and generated a list of dysregulated genes [9].  Mills and 

collaborator performed RNA sequencing on induced cardiomyocytes derived from induced 

pluripotent stem cells (iPSCs) obtained from skin fibroblasts of four patients and generated a 

list of 329 up and down regulated genes in both tissues mainly linked to nucleosome [10]. 

Others have also performed transcriptomic approaches in various contexts [8], [11], [12], but 

none included both missense and protein truncating variations of NIPBL, introduced in iPSCs 

in an isogenic context. 
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In this study, we aimed at assessing the mRNA and protein levels of NIPBL and MAU2 as 

well as the transcriptomic consequences of multiple truncating and missense NIPBL 

pathogenic variants in isogenic iPSCs. We chose to work from iPSC in order to model the 

early defects in gene regulation during development. We confirm that early-truncating 

variants do not result in nonsense-mediated mRNA decay (NMD), that MAU2 protein levels 

are decreased in every pathogenic condition, including early-truncating, truncating and 

missense variants, and we highlight deregulated genes that may account for a large part of the 

CdLS phenotype. 
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Methods 

Induced Pluripotent Stem Cells  

The iPSc line was previously generated by our group [13]. This cell line derives from an 

unaffected male donor. It was analyzed for pluripotency markers expression by quantitative 

PCR and for chromosomal abnormalities by karyotyping, and was able to differentiate into 

the three germ layers. Whole exome sequencing of the parental iPSC line confirmed the 

absence of rare coding variants in the NIPBL and MAU2 genes. iPSCs were cultured on 

feeder-free conditions in mTeSR Plus medium (STEMCELL Technologies, Vancouver, 

Canada) on Matrigel-coated culture dishes (Corning, Corning, NY, USA) diluted in DMEM-

F12 according to manufacturer’s instructions in a 37 °C/5% CO2 incubator. Cells were split 

when they reached 80% confluency using StemPro Accutase (Thermo Fisher Scientific) and 

plated in 10 µM ROCK inhibitor (StemGent, Cambridge, MA, USA) supplemented medium. 

Medium was refreshed the next day to remove ROCK inhibitor. Cell lines were confirmed to 

be free of mycoplasma. 

Genome editing of iPSCs 

NIPBL variants were introduced in the genome of iPSC by CRISPR/Cas9. The crispr RNAs 

(crRNAs) were designed using the CRISPOR.org web tool (http://crispor.tefor.net/). Two 

crRNAs were designed for each variant. (see additional file). The wild-type Cas9, tracrRNA, 

crRNA, and ssODN were purchased from IDT (https://eu.idtdna.com). The crRNA and 

tracrRNA were annealed to form the guide RNA, and then combined to the Cas9 to obtain 

RNPs. Each RNP and its corresponding single-stranded oligodeoxynucleotide (ssODN) were 

then nucleofected in the iPSC line, using an AMAXA nucleofector II device. Two days later, 

cells were diluted plated into 96-well plates as 1 cell/well. When clones reached 80% 

confluency, genomic DNA was isolated and the presence of the variant was assessed by 

https://eu.idtdna.com/
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Sanger sequencing (PCR primers are available upon request). For each variant, 3 clones 

carrying the variant at the heterozygous state were selected, as well as 3 clones without 

nucleotide change, corresponding to WT controls. For the R2298C variant, 3 clones carrying 

the variant at the homozygous state could also be isolated.  

RT-ddPCR of NIPBL 

Total RNAs were extracted using the Nucleospin® RNA isolation kit (Macherey-Nagel), 

according to the manufacturer's instructions. RNA was quantified by spectrophotometry 

(Nanodrop; Thermo scientific). Reverse transcription was performed on 100 ng RNA, using 

the Verso cDNA kit with oligoDT primers (Thermo Scientific). Relative NIPBL gene 

expression in iPSCs was then assessed by digital droplet PCR (ddPCR) on a QX200 plateform 

(Bio-Rad Laboratories). The RT-ddPCR were performed by relative quantification with TPB, 

used as reference gene as previously described [14]. NIPBL was PCR-amplified using the 

following primers: Fw: 5′-GCCCCATGTCCCCATTAC-3′, Rv: 5′-

GCAGGTAAAGGAGATGGAAGAG-3′, associated with the FAM-labeled hydrolysis 

probe. The reference amplicon, located in the TBP gene, was PCR-amplified using the 

following primers: (Fw: 5’-CGGCTGTTTAACTTCGCTTC-3’, Rv: 5’-

CACACGCCAAGAAACAGTGA-3’) associated with the HEX-labeled hydrolysis probe 

(IDT DNA). For each cell line, analyses were performed in two technical replicates. 

Protein extraction and western blotting 

Soluble proteins were extracted from each iPSC clone using RIPA buffer (Pierce, 

Thermofisher Scientific) and quantified using the DC protein assay kit (Bio-Rad 

Laboratories). To analyse the NIPBL protein, 30µg proteins were resolved on Tris-acetate 

NOVEX NuPAGE 3-8% gels (Invitrogen, Thermofisher Scientific). To analyse the MAU2 

protein, 20µg proteins were migrated on 10% TGX Stain Free gels (Bio-Rad Laboratories). 
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Proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane, blocked in 5% non-fat milk and 

immunoblotted with the appropriate primary antibody: anti-NIPBL (1:3,000; A301-779A, 

Bethyl) or anti-MAU2 antibody (1:2,000; Ab183033; Abcam). Membranes were then 

incubated with secondary peroxidase-labelled anti-rabbit antibody (1:10,000, Jackson 

Immunoresearch Laboratories). Signals were detected with chemiluminescence reagents 

(ECL Clarity, Bio-Rad Laboratories) with a GBOX monitored by the Gene Snap software 

(Syngene). The signal intensity was quantified using the Genetools software (Syngene) and 

normalized to the total amount of proteins using the Stain-Free signal (ImageLab™ software, 

Bio-Rad Laboratories). 

Patients 

Patients selected for the RNAseq analysis from blood samples comprised 8 individuals 

diagnosed with typical CdLS, carrying heterozygous de novo deleterious variants of NIPBL 

identified in their blood by NGS panel sequencing [Supplementary Table 1]. The control 

group for this analysis included 20 subjects, age- and sex-matched with the 8 patients, and 

without any neurodevelopmental pathologies. Both patients and controls were sampled using 

PAXgene tubes, and informed consents were obtained from their legal representatives. 

RNAseq 

Total RNAs were isolated from iPSC with using the RNeasy kit from Qiagen, and with 

PAXgene blood RNA kit (Qiagen PreAnalytiX GmbH) for blood samples, according to the 

manufacturer's recommendations. RNAs were then stored at −80°C until use. The quality and 

quantity of RNA were assessed using the 4200 TapeStation (Agilent Technologies) and the 

Qubit 3.0 device (Thermo Scientific). Only RNA samples with a minimal RNA integrity 

number of 7 were used for subsequent experiments. Libraries were prepared using the 

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Kit for Illumina (New England Biolabs) kit and 



130 

 

High-throughput sequencing of the libraries was performed on an Illumina NextSeq 500 

(Illumina) using 2*75 bp sequencing to generate 30M read pairs on average per sample. 

Bioinformatics analysis was carried out using nf-core/RNA-seq v3.1 analysis pipeline to 

generate multi quality control report that uses the STAR v2.6.1d and SALMON v1.4.0 tools 

for alignment [15]-[17]. Differential analyses were performed using DESeq2 package [18] 

and visual exploration of the BAM files was performed with the IGV tool from the Broad 

Institute [19]. For the secondary analysis, the HPO term list was extracted from The Human 

Phenotype Ontology website (https://hpo.jax.org/app/) [20]. The list of haploinsufficient 

genes (pli >0.9) was exported from gnomAD v3.1  (ttps://gnomad.broadinstitute.org) [21]. 

The circular plot was generated using R package Circlize (chordDiagram function). 

  

https://hpo.jax.org/app/
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Results 

Generation of iPSC lines carrying pathogenic NIPBL variants  

By CRISPR-Cas9, we succeeded in generating a total of 15 edited induced pluripotent stem 

cell (iPSC) lines with five different variants. We selected 5 variants carried by patients with 

a typical CdLS phenotype based on the recruitment of our molecular genetics lab in Rouen, 

France, and successfully introduced all five in iPSC by CRISPR/Cas9 editing. We also kept 

for further analyses several iPSC lines with frameshift indels introduced at the targeted 

positions during genome editing. Overall, edited iPSC lines consisted in 2 lines with 

heterozygous protein-truncating variants (PTVs) in exon 3 (E3) of the NIPBL gene (early 

PTV), 9 iPSC lines carrying heterozygous PTVs in other targeted NIPBL locations (E10, E20, 

E37, or E40), 4 iPSC lines that carried heterozygous missense mutations in either E37 

(c.6470A>G, p.(Asp2157Gly)) or E40 (c.6892C>T (p.Arg2298Cys)) of the NIPBL gene, and 

2 iPSC lines with the c.6470A>G, p.(Asp2157Gly) in E37 at the homozygous state. In 

addition, 9 wild type (WT) iPSC lines that underwent the same selection process, without any 

NIPBL variant, were kept as controls. Overall, PTVs consisted in either patient-specific 

variant (c.133C>T; p.(Arg45*) in E3, c.2500C>T, p.(Arg834*) in E10 and c.4396dup, 

p.(Ser1466Lysfs*13 in E20)) or short insertions or deletions resulting from aberrant DNA 

repair at the targeted positions [Figure 1]. The PTVs in exon 3 were classified as early PTVs, 

because they map in 5’ of a suspected alternative Translation Initiation Site [8]. Interestingly, 

we could not get any clone carrying a homozygous truncating variant in NIPBL, suggesting 

that a full KO of this gene is not compatible with iPSC survival and mitosis. 
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NIPBL and MAU2 mRNA assessment  

We then assessed NIPBL mRNA levels in iPSC lines. According to RNAseq count of 

linearized NIPBL reads (expressed in TPM), we observed a notable decrease in NIPBL mRNA 

levels in iPSC lines carrying PTVs compared to WT, after exclusion of the early PTV, 

showing a 41.6% decrease (p<0.001). Interestingly, a non-significant increase of 22.4% (p= 

0.14) in mRNA levels was detected in the iPSC line carrying an early PTV as compared to 

controls, suggesting that these transcripts are not degraded by nonsense-mediated decay 

(NMD), as previously reported [8]. As expected, no significant difference in NIPBL mRNA 

levels was observed for both heterozygous (-10.0%, p= 0.41) and homozygous (-8.6%, p= 

0.43) missense variants [Figure 2.a]. These findings were subsequently confirmed for both 

PTV and early PTV variants through an independent two-step relative RT-ddPCR assay [Sup. 

Figure 1]. The same pattern of mRNA level variation was observed, including a significant 

decrease in iPSC lines carrying PTV variants (-61%, p<0.05), and a surge in mRNA levels 

for lines with early PTV variants (+39%, p=0.15). 

Concerning MAU2, according to RNAseq data, there was no significant variation between 

iPSC lines carrying PTVs (after exclusion of the early PTV) and WT iPSC lines, with an 

observed change of only +0.01% (NS). No significant variation in MAU2 mRNA levels was 

detected in iPSC lines carrying either heterozygous or homozygous missense NIPBL variants. 

Interestingly, a non-significant increase in MAU2 mRNA levels was observed in cells 

carrying early PTV [Figure 2.b]. 
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NIPBL and MAU2 protein assessment  

Western blotting experiments were performed to assess NIPBL and MAU2 protein level for 

each clone.  [Figure 2.C,D]. NIPBL protein levels were significantly decreased in cells line 

carrying PTV compared to WT (-35,8%, p<0.05), with the exception of the early PTV.  

Strikingly, all iPSC mutant cell lines presented a significant decrease of MAU2 protein levels 

as compared to controls, including PTVs (-58,4%, p<0.0001), early PTVs (-49,3%, p<0.005), 

heterozygous missense variants (-40.3%, p<0.0001) and the homozygous missense variant (-

64,8%, p<0.0001). These results confirm previous findings for early PTVs and PTVs and 

extend those to missense variants [8]. This highlights the impact of NIPBL alteration in 

MAU2 stability. 

Transcriptomic differences between mutant and WT conditions highlight deregulated genes 

potentially involved in CdLS phenotype 

We then assessed the consequences of NIPBL pathogenic variants at the transcriptome level. 

From RNAseq data, we found that 60 genes were differentially expressed between PTV-

iPSCs and WT controls, with a fold change >1.25 or <0.8 and a false discovery rate (FDR) 

below 5% [Figure 3.a,b, Supplementary tables 3-4]. Of them, 46 genes were 

downregulated, after exclusion of NIPBL itself, and 18 of them (39%) are haploinsufficient 

(gnomad pLI > 0.9), meaning that a single copy of these genes is not expected to lead to a 

normal phenotype. Here, fold changes of these 18 genes ranged from 0.64 to 0.43, which is 

in the same ranges as what is expected in case of a single copy of a given gene (x0.5 on 

average). Strikingly, 12 of the 46 downregulated genes are associated with an OMIM Morbid 

phenotype and 8 are both haploinsufficient and associated with an OMIM Morbid phenotype 

[Table 1]. These 8 genes are also referenced in the Human Phenotype Ontology (HPO). We 

then looked at this list of genes in other mutant conditions in iPSCs. All of them were also 
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significantly deregulated in the early-PTVs lines as well as in heterozygous and homozygous 

missense mutant lines, all in the same direction upregulation or downregulation. Coming back 

to the 8 genes downregulated and considered as haploinsufficient and OMIM-morbid, we 

compared HPO features associated with these genes to that of NIPBL-CdLS. Strikingly, the 

main phenotypic features of NIPBL-CdLS overlapped with that of the deregulated genes, 

suggesting that these genes may have a role in CdLS pathophysiology [Figure 3.c].  

Finally, we generated RNAseq data from fresh blood of 8 CdLS patients carrying one of the 

pathogenic NIPBL variants selected for the iPSC edition. Unfortunately, only 22 of the 60 

deregulated genes in PTV-mutant iPSCs were expressed in blood (TPM cutoff set at 1) and 

none of the haploinsufficient plus OMIM Morbid  genes belonged to this list.  
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Discussion 

In this study, we inserted different variations of the NIPBL gene using CRISPR/Cas9 in order 

to obtain modified iPSC lines, either heterozygous or homozygous. These lines were finely 

characterized at the transcriptomic and protein levels. We highlighted a decrease in the protein 

levels of MAU2 for all lines carrying deleterious variations of NIPBL. Furthermore, the 

transcriptomic analysis by RNAseq of these lines revealed a restricted list of genes that were 

significantly upregulated or downregulated. We suggest that some of these genes actually 

contribute to the phenotype of Cornelia de Lange syndrome. 

Despite an important role as the main NIPBL partner, only a few genomic alterations of 

MAU2 have been described in patients so far. The only monogenic description is  a de novo 

in-frame deletion of 21 bp in MAU2, resulting in the loss of seven amino acids in a patient 

with a severe phenotype and typical CdLS facial dysmorphism [8]. This variant impairs the 

interaction between MAU2 and the NIPBL N-terminus. Recently, a series of three patients 

with neurodevelopmental delay and carrying a de novo 19p13.11p12 deletion encompassing 

the entirety of MAU2 along other genes was reported [22]. The CdLS clinical spectrum 

overlapped with the phenotype of these patients, with the syndrome having even been 

clinically suspected for one of them prior to the identification of  the deletion. Altogether, 

these observations suggest that MAU2 loss of function variants could be considered as 

causative for CdLS.  

At the molecular level, it has already been shown that the fundamental interactions between 

MAU2 and NIPBL are crucial for their respective stability, which is mediated by 

heterodimerization via the N-terminal end of NIPBL [8], [23], [24]. In this study, we expand 

on these findings by demonstrating that distinct deleterious variations introduced into NIPBL, 

including missense variations located in the 3’ end of the gene (E37-E40), are associated with 
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a decrease in MAU2 protein levels. This point appears particularly relevant since these 

missense variants are located within a distinct domain from the one known to interact with 

MAU2. It therefore seems that reductions in MAU2 protein levels could be considered as a 

potential universal biomarker for pathogenic NIPBL variations, whatever the type of the 

pathogenic variant.  

Here, we also confirm the findings of Parenti and colleagues [8] about the impact of early 

truncating variations on the NIPBL protein. Indeed, Western Blot analyses using an antibody 

located in the central part of the protein showed no decrease in NIPBL protein levels in cells 

modified with truncating variations in exon 3 of NIPBL. However, the protein levels of MAU2 

are also reduced in these cases. This remains consistent with previous findings, considering 

the probable absence of translation of the N-terminal end of NIPBL, which interacts with 

MAU2.  

In establishing the transcriptomic signature of CdLS, we opted to introduce variations using 

CRISPR/Cas9 [25] to obtain an isogenic model for interpreting transcriptomic analyses. One 

of the main limitations of this type of model is, of course, that this signature unique to iPSCs 

may not be applicable to more differentiated tissues, especially during the early stages of 

differentiation, considering the changing patterns of gene expression [26]. However, given 

that CdLS is an early developmental disorder, it seems that iPSC cells can serve as a suitable 

model to capture the initial changes of this pathology. 

The relatively low number of genes sufficiently expressed in the blood, among our list of 

genes identified as significantly dysregulated, illustrates these tissue divergences. It is well-

established that the blood expression of most genes is lower than in fibroblasts, an effect 

amplified by inter-individual variations [27]. Together, these factors complicate the 

establishment of a singular transcriptional signature that can be uniformly observed across 
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individual blood samples. The results obtained here from poly A capture suggest that 

alternative RNAseq approaches, allowing better gene capture, might be more informative. 

This could be the case for exome captures [28]; another solution would be to use a sample 

derived from a fibroblast culture, offering the advantage of a higher number of expressed 

genes [27], but at the same time constituting a longer and more invasive approach. 

A novel aspect of this work is the identification of haploinsufficient genes that are 

downregulated in iPSCs and overlap with phenotypic features of CdLS. Among these, several 

genes are linked to intellectual disability phenotypes and developmental abnormalities, which 

are central in CdLS. This is the case for GRIN2A [29], ARFGEF1 [30], GABRA5 [31], [32], 

and WNT5A [33]. For most of these genes, seizures are also common. Furthermore, patients 

carrying pathogenic variants in GABRA5 and GRIKA present microcephaly, which is one of 

the common clinical features of CdLS. Additionally, the WNT5 gene is associated with 

Robinow syndrome [34], which includes limb abnormalities, as observed in CdLS including 

clinodactyly of the fifth finger [35]. On the other hand, NR3C1 is related to glucocorticoid 

resistance [36], leading to hirsutism in affected individuals. Hirsutism is also present in CdLS, 

although it does not seem to be related to a hormonal cause; the term hypertrichosis is more 

commonly used for CdLS. Hypertrichosis is defined as excessive hair growth anywhere on 

the body in either males or females. It is important to distinguish hypertrichosis from 

hirsutism, which is a term reserved for females with an excessive amount of terminal hairs in 

androgen-dependent sites [37]. Overall, this confluence of signs appears relevant to the CdLS 

spectrum. However, many of these features are not specific, and the fine mechanisms leading 

to the above-mentioned syndromes are not purely haploinsufficency for all, so that we cannot 

claim that CdLS is recapitulated by the intersection of these syndromes. Further investigation 

is thus needed to establish causality and better understand how these (and other) deregulated 

genes may contribute to CdLS.  
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In conclusion, by establishing novel models of CdLS in isogenic iPSCs carrying distinct 

pathogenic NIPBL variants, our results strengthen the role of MAU2 protein destabilization 

as a shared molecular feature across variants types, thus placing the relative amount of this 

intracellular protein as a potential CdLS biomarker. In addition, we established a list of 

deregulated genes in iPSCs with pathogenic NIBPL variants, some of these genes being 

haploinsufficient, i.e. their lower expression in such orders of magnitude is not expected to 

provide a normal phenotype. Strikingly, 8 of them are indeed already associated with 

Mendelian disorders in humans when mutated, and the phenotypic features of these disorder 

are commonly found in CdLS. 
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Gène OMIM morbid Syndrome 

ARFGEF1 619964 

Developmental delay, impaired speech, and behavioral abnormalities, with or without 

seizures; DEDISB 

CDH11 619736 Teebi hypertelorism syndrome 2; TBHS2 

GABRA5 618559 Developmental and epileptic encephalopathy 79; DEE79 

GRIA1 619927 Intellectual developmental disorder, autosomal dominant 67; MRD67 

GRIK2 619580 

Neurodevelopmental disorder with impaired language and ataxia and with or without 

seizures; nedlas 

GRIN2A 245570 

Epilepsy, focal, with speech disorder and with or without impaired intellectual 

development; FESD 

NR3C1 615962 Glucocorticoid resistance, generalized; GCCR  

WNT5A 180700 Robinow syndrome 

 

Table 1. List of the eight downregulated genes which are haploinsufficient (pli > 0.9) and associated 

with an OMIM Morbid referenced phenotype.   

https://www.omim.org/entry/619964
https://www.omim.org/entry/619736
https://www.omim.org/entry/618559
https://www.omim.org/entry/619927
https://www.omim.org/entry/619580
https://www.omim.org/entry/245570
https://www.omim.org/entry/615962
https://www.omim.org/entry/180700
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Figure 1. Variants included in iPSC lines accross the NIPBL gene. Representation of the 

NIPBL gene sequence, where black squares represent exons and thin lines represent introns. 

Patient-specific variants are represented with their nomenclature at the cDNA and protein 

levels at the top of the figure. At the bottom of the figures are represented short insertions or 

deletions resulting from aberrant DNA repair at the targeted positions. TIS: Translation 

Initiation Site. 
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Figure 2. Assessment of mRNA and protein levels of MAU2 and NIPBL in the iPSC 

lines. 

a, b. mRNA levels linearized with WT iPSC line, expressed in TPM, from RNAseq data for 

NIPBL and MAU2, respectively. c, d. Protein level linearized with WT iPSC line for NIPBL 

and  MAU2, respectively. For each graphs, ✕ represents variants in E3 (p.45), + represents 

variants in E10 (p.834), ○ represents variants in E20 (p.1466), ▽ represents variants in E37 

(p.2157) and △ represents variant in E40 (p.2298). Horizontal bars represent average and 

standard deviation.  
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(Pour plus de visibilité, les éléments de la figure sont présentés agrandis aux pages suivantes.) 

Figure 3. Results of differential transcriptomic analyses, conducted with an FC set at 1.25 

and FDR < 0.05. a. The heatmap presents an overview of the transcriptomic signature 

obtained by comparing iPSCs carrying LOF variations to WT iPSCs. b. Volcano plot 

showcasing downregulated genes (in blue) and upregulated genes (in red). c. Circular plot 

illustrating HPO terms shared between NIPBL and each of the 8 haplosensitive downregulated 

genes referenced in OMIM and highlighted by differential analysis. For all genes except 

NIPBL, the sector size is proportional to the number of attached HPOs. However, for NIPBL, 

the circo plot does not permit overlaps, and the sector width represents the total number of 

HPOs shared with other genes, with each shared HPO counted x times if shared x times. 
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ID 
Age 

(years) 
Sex Variation (NM_133433.3) Type Transmission RIN 

19-10695 2.5 M c.6893G>A; p.(Arg2298His) Missense De novo 8.6 

19-07413 4,5 F Deletion E7 to 47 LOF De novo 7 

19-07679 8 F c.6892C>T; (p.Arg2298Cys)  Missense De novo 7.5 

19-12808 15 H c6470A>G; p.(Asp2157Gly)  Missense De novo 7.4 

19-14494 8 H Deletion E7 to 47 LOF De novo 7.5 

20-05745 0.5 F c.2479_2480del, p.(Arg827Glyfs*2) LOF De novo 8.1 

21-08554 1 F c.2500C>T, p.(Arg834*) LOF De novo 7.1  

21-01063 17 F  c.5862+3487C>T;p.(?) Intronic De novo 7.8  

 

Supplementary table 1.  Patients included for RNAseq blood analyses.  

LOF : loss-of-function, RIN :  RNA integrity number 
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ID Age (years) Sex RIN 

19-14804 1,44 F 8,7 

19-15444 5,35 F 7,6 

19-15548 5,44 F 7,7 

19-13458 5,58 M 7,9 

19-12770 6,34 M 8,4 

19-13154 7,3 F 7,5 

19-14591 8,02 F 8,2 

19-12558 10,14 F 7 

19-12634 12,21 M 8,5 

19-12578 12,59 F 7,4 

19-13160 13 F 7,4 

19-13003 14,4 M 7,4 

19-13123  14,6 F 7,8 

19-15202 14,66 F 7,8 

19-12635 15,19 M 7,4 

19-13041 15,3 F 7,6 

19-13221 15,82 F 7,8 

19-12869 20,5 M 7,4 

19-13607 24,53 F 7,3 

19-14503 25,7 F 8 

 

Supplementary table 2.  Controls included for RNAseq blood analyses 

RIN :  RNA integrity number  
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Supplementary figure 1. NIPBL RNA level independent evaluation in the iPSC lines using RT-

ddPCR.  

✕ represent variants in E3 (p.45), + represent variants in E10 (p.834), ○ represent variants in E20 

(p.1466), ▽ represent variants in E37 (p.2157), △ represent variants in E40 (p.2298). Each point 

represents an average of 3 technical replicates. 
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gene log2FoldChange Fold change pvalue padj PLI 

OMIM 

morbid 

disease OMIM 

and mechanism 

ABCA1 -0.671116419 0.62802051 8.42E-05 0.028455781 0 Yes 604091 

AIM1 -0.381747731 0.767507242 0.000149851 0.044556925 0 No   

AJAP1 -0.786628059 0.579697408 3.53E-06 0.002014984 0.99 No   

AKAP7 -0.566333184 0.67533106 2.80E-07 0.00029037 0 No   

ALCAM -0.602173634 0.658760687 1.56E-06 0.001175663 0.73 No   

ARFGEF1 -0.306891354 0.808381744 2.82E-05 0.011136924 1 Yes 619964 

CDH11 -0.833349592 0.561224699 1.21E-10 3.35E-07 1 Yes 619736 

EFNB2 -0.670760647 0.628175401 1.42E-06 0.001117353 0.99 No   

GABRA5 -0.749603341 0.594767062 4.01E-21 6.64E-17 0.91 Yes 618559 

GRIA1 -0.695488904 0.617500023 2.17E-06 0.001380644 1 Yes 619927 

GRIK2 -1.206259512 0.433390816 0.000173906 0.048009514 1 Yes 619580 

GRIN2A -0.975101062 0.50870421 1.81E-13 1.50E-09 1 Yes 245570 

HS3ST3B1 -0.636468228 0.643285811 3.52E-07 0.00032432 0.29 No   

ID2 -0.906843838 0.533350619 2.62E-05 0.010570546 0.67 No   

IRX1 -1.440777301 0.36836878 7.78E-05 0.026833057 0 No   

KCNK12 -0.649552351 0.637478084 0.000137072 0.042045715 0.92 No   

MAF -0.754939311 0.592571312 4.60E-05 0.016930506 0.74 Yes 601088 

MAML2 -0.616083065 0.652439908 0.000150994 0.044556925 1 No   

MARCH3 -0.463034655 0.725458677 2.75E-06 0.001625069 0.17 No   

NCAM1 -0.552088728 0.68203197 3.37E-05 0.012972585 1 No   

NIPBL -0.630664746 0.645878747 1.73E-06 0.001223604 1 Yes 122470 

NR3C1 -0.631403097 0.64554828 1.46E-05 0.006733033 0.97 Yes 615962 

NRP1 -1.267226608 0.415457669 4.15E-09 8.58E-06 0.99 No   

PCDH11X -1.332236419 0.397152112 2.93E-09 6.93E-06 0.02 No   

PCDH11Y -1.931527772 0.262151413 5.96E-13 3.29E-09 0 No   

PCDHA1 -1.236530866 0.424391932 1.25E-08 1.88E-05 0 No   

PCDHB13 -0.911558241 0.531610594 1.21E-05 0.006083638 0 No   

PCDHB14 -0.82138873 0.565896951 3.35E-07 0.00032432 0 No   

PCDHB15 -0.728538869 0.603514831 1.77E-05 0.007331885 0 No   

PCDHGB1 -0.949983241 0.517638475 9.97E-05 0.032674474 0 No   

PCDHGB2 -0.879180141 0.543676305 4.89E-05 0.017616248 0 No   

PIP5K1B -0.374729075 0.771250233 0.00015876 0.044839225 0 No   

PLEKHA5 -0.280539531 0.823283073 0.000103905 0.033097713 1 No   

PLXDC2 -0.444704292 0.734734899 1.93E-07 0.000213079 0.13 No   

POU3F1 -0.902824351 0.534838657 9.64E-12 3.99E-08 0.56 No   

PPAP2A -0.280301688 0.823418811 5.86E-05 0.020642286 0.1 No   

RHOU -0.860199427 0.550876404 0.000100604 0.032674474 0.08 No   

RND3 -0.583378033 0.667399249 7.22E-08 9.20E-05 0.97 No   

SATB2 -0.818999711 0.56683482 1.43E-05 0.006733033 1 No   

SFMBT2 -0.439459046 0.737411057 1.74E-05 0.007331885 1 No   

SOX3 -0.773428919 0.585025364 5.22E-09 9.60E-06 0.45 Yes 300123 

SPP1 -0.361325957 0.778448791 9.86E-06 0.005101806 0 No   

https://www.omim.org/entry/604091
https://www.omim.org/entry/619964
https://www.omim.org/entry/619736
https://www.omim.org/entry/618559
https://www.omim.org/entry/619927
https://www.omim.org/entry/619580
https://www.omim.org/entry/245570
https://www.omim.org/entry/601088
https://www.omim.org/entry/122470
https://www.omim.org/entry/615962
https://www.omim.org/entry/300123
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SULF2 -0.363783681 0.777123783 0.000153329 0.044556925 0.01 No   

SYT4 -1.2297827 0.426381663 1.39E-08 1.91E-05 0.44 No   

TACR3 -0.745120913 0.596617866 0.000159715 0.044839225 0 Yes 614840 

WBSCR17 -0.334536116 0.793039089 1.76E-05 0.007331885 0.12 No   

WNT5A -0.638051203 0.642580363 2.25E-06 0.001380644 0.99 Yes 180700 

 

Supplementary table 3.  List of downregulated genes in iPSC lines carrying truncating 

variants compared to WT controls. Haplosensitive genes are indicated in bold.  

  

https://www.omim.org/entry/614840
https://www.omim.org/entry/180700
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Gene log2FoldChange Fold change pvalue padj 

BCAN 0.891430112 1.855014047 8.59E-08 0.000101648 

BNC1 1.89664337 3.723458737 6.19E-09 1.03E-05 

IFITM2 0.280774875 1.214847206 5.60E-06 0.003090545 

LINC00458 2.085663796 4.244703539 3.76E-05 0.014166901 

LMO7 0.41165634 1.330212137 1.77E-06 0.001223604 

LOXL2 0.227624998 1.170905787 0.000309094 0.070432984 

NTS 0.759272838 1.692637269 6.43E-07 0.000560608 

NUDT4P1 23.37416713 10872400.23 1.24E-11 4.10E-08 

PPP2R2C 0.396927289 1.31670056 1.56E-05 0.006991874 

PTPN3 0.489625891 1.404080733 9.48E-06 0.005063163 

RAB17 0.604572716 1.520528351 0.00012038 0.037622239 

SKAP2 0.603008192 1.518880314 1.38E-06 0.001117353 

SOCS3 0.446317514 1.362557879 2.00E-06 0.001326402 

SPR 0.444246041 1.360602874 1.46E-05 0.006733033 

 

Supplementary table 4.  List of upregulated genes in iPSC lines carrying truncating variants 

compared to WT controls. 
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Discussion 

Ce travail de thèse a été consacré à évaluer des contextes où l’utilisation de techniques basées 

sur l’ARN a pu renforcer les conclusions issues des analyses pangénomiques. Dans la 

première partie, nous avons employé des méthodes, qu'elles soient globales ou ciblées, en 

association ou non avec des modèles cellulaires, afin de caractériser une variation génomique, 

nucléotidique ou structurale affectant un gène préalablement identifié. La seconde partie 

devait, à l'origine, être étroitement liée à une application clinique, visant à développer un test 

diagnostique ciblé, réalisable à partir d'échantillons sanguins des patients, pour confirmer le 

diagnostic du syndrome de Cornelia de Lange. Toutefois, cet objectif s'est avéré plus 

complexe que prévu, rendant nécessaire l'utilisation de modèles cellulaires pour obtenir les 

résultats escomptés à partir des prélèvements sanguins et ne permettant pas une translation 

vers le diagnostic à ce jour. Malgré ces défis, cette recherche a enrichi notre compréhension 

fondamentale du syndrome. 

L'un des principaux défis dans l'étude de la régulation de l'expression génique et de son 

application en génétique médicale est la nécessité de parfaitement connaître les mécanismes 

de pathogénicité pour les différents gènes. L'exemple des calcifications cérébrales primaires 

est à cet égard très éloquent. Le gène SLC20A2, qui fait l'objet de l'un des travaux de cette 

thèse, présente une pathogénicité due à l'haploinsuffisance, c'est-à-dire une situation où le 

produit d'un seul allèle, bien qu'actif, ne suffit pas à assurer son activité normale pour résulter 

en un phénotype normal. Une fois ce mécanisme identifié, il a suffi de démontrer une perte 

d'expression en accord avec l'inactivité de l'un des deux allèles pour avancer un argument 

solide en faveur de la pathogénicité du remaniement structural. Tout comme SLC20A2, XPR1 

code pour un transporteur de phosphate, mais cette fois-ci en tant qu'exportateur. Toutes les 

variations pathogènes du gène XPR1 sont  de type faux-sens [156], et toutes les variations 

faux-sens identifiées pour ce gène résultent en une perte de fonction, compromettant la 
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fonction d'export du phosphate, que ce soit par la dégradation de la protéine, un défaut 

d’adressage à la membrane, ou bien un défaut de la fonction d’export. Néanmoins, pour ce 

gène, aucune variation non-sens, d'épissage, de délétion intragénique ou de remaniement de 

taille supérieure n'est rapportée. On peut ainsi faire l’hypothèse que le mécanisme de 

pathogénicité soit plus complexe que l'haploinsuffisance seule et que des mécanismes 

régulateurs pourraient y pallier. Une observation récente d'une délétion partielle de XPR1, 

détectée fortuitement par CGH-array chez un patient atteint du syndrome de Kleefstra [183], 

nous renforce dans cette hypothèse. En effet, cet individu ne présentait aucun signe de 

calcifications cérébrales au scanner (cas clinique CHU de Rouen, non publié), alors que la 

pénétrance radiologique de cette affection est attendue comme complète. De plus, il est 

particulièrement difficile voire impossible de générer des modèles de sureexpression stable 

d’XPR1. Si la transfection transitoire de plasmides contenant la séquence codante de XPR1 

permet en effet d’obtenir une expression augmentée transitoirement, les tentatives de nos 

collègues spécialistes de ce gène à l’IGMM de Montpellier (équipe du Docteur Jean Luc 

Battini) ont observé des niveaux d’expression tendant vers celui des cellules n’ayant pas 

intégré le plasmide. Ces observations posent la question de la régulation de l’expression de 

certains gènes par leurs propres produits. Un exemple bien connu dans le domaine des 

maladies neurodégénératives est la régulation de la protéine TDP-43.  TDP-43 est un facteur 

essentiel de liaison à l'ARN associé au métabolisme de l'ARN. Dans l'état physiologique, le 

maintien des niveaux normaux de protéine TDP-43 est crucial pour les fonctions 

physiologiques appropriées des cellules. Ainsi, l'expression de TDP-43 est étroitement 

régulée par une boucle de rétroaction négative autoregulatrice. Les caractéristiques clés de 

ces processus autoregulateurs de TDP-43 impliquent des événements d'épissage alternatifs, 

l'utilisation différentielle des sites de polyadénylation, la rétention nucléaire de l'ARN 

messager et une diminution des niveaux d'ARN messager à l'état stable [184],[185]. Des 

mécanismes similaires mériteraient d’être recherchés pour XPR1. 
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De manière similaire à XPR1, les variations pathogènes de PDGFRB entrainent des 

calcifications cérébrales lorsqu’elles sont responsable d’une perte de fonction de la protéine 

[150] alors que les mutations activatrices, somatiques ou constitutionnelles, sont responsables 

de plusieurs conditions pathologiques, comme la myofibromatose infantile ou le syndrome de 

Penttinen, par exemple. Néanmoins, seules des variants faux-sens ont été rapportées dans les 

calcifications cérébrales primaires, dont l’effet de perte de fonction a été démontré, à travers 

une absence de capacité de transduction du signal du récepteur transmembranaire PDGFRβ, 

une mauvaise liaison ligand-récepteur, ou une instabilité de la protéine [186]. L’absence de 

variation tronquante ou de délétion pose également la question sur le mécanisme 

d’haploinsuffisance. A ce jour, il n’y a aucune preuve qu’un variant de type haploinsuffisance 

de PDGFRB puisse causer des calcifications cérébrales, alors que la pLI de ce gène est de 0,9. 

Ici, la question du mécanisme reste ouverte : régulation de l’expression génique par 

compensation d’expression de l’allèle sauvage, effet limite lié à la dimérisation (auto ou 

hétérodimérisation) ? Dans ces deux cas (XPR1 et PDGFRB), il semble que le mécanisme 

pathogène nécessite la présence d’une traduction normale et que l’effet perte de fonction 

s’exerce après la traduction. Il sera certainement intéressant d’étudier les niveaux de transcrits 

de PDGFRB et d’XPR1 chez des patients porteurs de variations tronquantes, et nous avons un 

projet dans le laboratoire visant à introduire des variants pathogènes et tronquants de ces deux 

gènes (et de SLC20A2) afin de mieux en comprendre les mécanismes. Ces observations 

doivent également inciter à la prudence et ne pas faire un amalgame entre perte de fonction 

et haploinsuffisance, qui sont parfois considérés comme équivalents, à tort. Les conséquences 

pour l’étude des conséquences des variants identifiés chez les patients sont importantes, car 

elles détermineront si l’ARN est une bonne cible d’étude ou non, que ce soit dans des 

prélèvements de patients ou des modèles cellulaires. 

Deux des travaux de la première partie de cette thèse se concentrent sur l'étude de CNV : une 

triplication d’APP et une délétion non codante de SLC20A2. Cela nous conduit à examiner, 
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de manière plus approfondie, la contribution des analyses de l'ARN dans l'interprétation des 

variations de structure. Effectivement, même si les délétions codantes sont généralement 

simples à interpréter, pouvant souvent être assimilées à des variations non-sens, l'impact des 

duplications totales, des duplications partielles, ainsi que des SV non codants ou des SV 

équilibrés reste souvent plus complexe à déterminer. 

Concernant les duplications géniques complètes, une simplification consisterait à dire qu'une 

troisième copie (apparemment) fonctionnelle d'un gène augmenterait nécesserairement son 

expression de 1,5 fois. Toutefois, la duplication d'un gène, même complète, ne garantit pas 

nécessairement une augmentation de son expression, en particulier si les éléments régulateurs 

ne sont pas également dupliqués. La validation de cette hypothèse nécessite donc une analyse 

de l'ARN. Sur le plan méthodologique, et lorsque qu’elle est réalisable, une analyse allélique 

spécifique demeure la méthode privilégiée. C'est, par exemple, ce qui été réalisé au sein de 

notre équipe pour des travaux portant sur l'étude des duplications du gène MAPT, qui sont 

associées à des démences chez les sujets jeunes se différenciant de la maladie d'Alzheimer 

par l'absence de dépôts β-amyloïdes. Ces duplications englobent l'entièreté du gène, au sein 

d'une microduplication récurrente 17q21.31 de 900 Kb, duplication en mirroir de la délétion 

récurrente causant le syndrome de Koolen de Vries [187].  Pour démontrer la fonctionnalité 

de la troisième copie du gène, des analyses d'ARNm ont été effectuées, révélant une 

augmentation des niveaux d'ARNm du gène entre 1,6 et 1,9, attestant de la fonctionnalité des 

trois copies. Ces résultats, obtenus par Snapshot, soutiennent l'hypothèse d'une pathogénicité 

liée à une augmentation du dosage génique de MAPT et d'une possible augmentation des 

niveaux de la protéine Tau qu'il code [188] ce qui a plus tard été confirmé sur des lignées 

cellulaire neuronales différenciées à partir de cellules iPSC [189]. La technique de Snapshot 

est dérivée du séquençage Sanger, et permet de quantifier spécifiquement l'ARNm de chaque 

allèle d'un gène grâce à la quantification d'un SNV présent dans la séquence codante [190]. 

La RT-ddPCR peut tout à fait être utilisée dans ce type de situation, avec un protocole simple 
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consistant en une unique PCR encadrant la variation nucléotidique et deux sondes d’hydrolyse 

aux fluorochromes différents, l’une spécifique de la séquence sauvage et l’autre spécifique de 

la séquence mutante, conduisant à une quantification des deux allèles avec une haute précision 

[191]. Cette approche est d’autant plus facilitée que le design est hautement automatisable et 

le coût des réactifs, notamment des sondes d’hydrolyse, est aujourd’hui abordable. 

Cependant, cette méthode, si elle est à favoriser, nécessite la présence d’un SNV exonique 

dans le gène d’interêt ce qui n’est pas tout le temps le cas. C'est pourquoi, dans les deux 

situations évoquées dans cette thèse (délétion en amont de SLC202A2 et triplication d'APP), 

une quantification relative des niveaux totaux d'ARNm du gène par RT-ddPCR, par rapport 

à un gène de référence, a du être réalisée. 

Bien que cette stratégie soit techniquement robuste, en témoigne la reproductibilité des 

réplicats techniques, elle souffre de quelques limites qui sont à considérer lors de 

l'interprétation des résultats. En effet, même si les gènes de référence sont largement validés 

[192]–[194] leur expression peut tout de même varier d'un individu à l'autre, notamment dans 

un échantillon aussi hétérogène sur le plan cellulaire que le sang. De même, l’expression du 

gène cible peut connaitre également des variations physiologiques inter-individuelles. 

L’examen attentif des informations présentes dans les bases de données, principalement 

GTEX, est donc une étape cruciale pour évaluer cette variation inter-individuelle. Dans le cas 

d'une étude comparant deux cohortes, la comparaison de l'expression de l'ARNm entre 

témoins et patients permet d'éclairer les différences, à condition que les conditions de 

prélèvement et d’analyse soient similaires. Toutefois, comparer un cas isolé à une moyenne 

des témoins est plus complexe et ne permet pas une interprétation statistique robuste, d'où la 

prudence adoptée pour interpréter les résultats de la quantification d'ARNm d'APP chez le 

patient. À l'heure actuelle, il demeure ainsi complexe d'utiliser la RT-ddPCR en quantification 

relative, à partir d’un prélèvement PaxGene, pour mettre en lumière la variation des niveaux 

d'ARNm d'un gène en présence d'une délétion ou d’une duplication. Cela nécessite de 
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s'assurer de la faible variabilité de l'expression du gène chez des sujets témoins et des 

contrôles atteints, afin d'obtenir des valeurs de référence qui doivent être suffisamment 

distinctes les unes des autres pour garantir la sensibilité et la spécificité du résultat. 

 

Le gène APP demeure tout de même un bon candidat pour ce type d'analyse. En effet, outre 

notre travail sur la triplication, une caractérisation d'un variant 3’-UTR de ce gène avait déjà 

été réalisée au sein de l'équipe, montrant que ce variant était à l'origine d'une augmentation 

des niveaux d'ARNm d'APP dans le sang du patient, dans un rapport de 1,47, avec une 

confirmation sur un modèle cellulaire [103]. Ces exemples illustrent l'intérêt de la stratégie 

consistant à s'assurer que le mécanisme pathologique passe par une augmentation de 

l'expression, puis à vérifier qu'un prélèvement sanguin est adapté à l'analyse. Dans ces 

situations, l'étude de l'ARNm est un outil précieux pour la caractérisation ciblée des VSI, en 

particulier ceux non codants. 

L'adoption accrue du RNAseq pourrait permettre de surmonter certaines limitations. En 

recourant à une mesure standardisée, comme le TPM, et en se basant sur les progrès 

technologiques, notamment la capacité d'effectuer des captures d'exomes qui augmentent le 

nombre de lectures des gènes cibles, il est possible d'améliorer la comparaison des variations 

du nombre de lectures pour un gène donné. Lorsqu'elles sont combinées avec d'importantes 

bases de données témoins, ces méthodes faciliteront la mise en évidence d'une augmentation 

de l'expression due à une copie fonctionnelle supplémentaire, ou d'une diminution causée par 

le mécanisme de NMD ou une baisse de transcription, par exemple. Les cohortes qui ont été 

parmi les premières à déployer le RNAseq comme outil diagnostique pour les maladies 

mendéliennes [195] illustrent cette tendance. Elles permettent la détection de variations 

significatives du nombre de lectures pour un gène donné à l’aide d’outils tels qu’OUTRIDER 

[196], ainsi que l'identification de patterns d’épissage aberrants ou d’expression mono-
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allélique. Nos premiers résultats de RNAseq par captures, réalisés à Rouen, ont montré une 

capactité accrue de mise en évidence des variations du nombre de lectures des gènes dans des 

situations pathologiques [120]. 

Cette logique peut également s'appliquer aux duplications partielles (ou intragéniques) qui 

demeurent à ce jour des variations structurelles dont l'interprétation est complexe. Il a été 

montré que les gènes les moins sujets aux duplications partielles chez les patients de la base 

gnomAD sont aussi souvent des gènes sensibles à l'haploinsuffisance pour les variations 

nucléotidiques [197]. Ce résultat témoigne du fait que ces variations peuvent souvent altérer 

l'expression du gène et entraîner une perte de fonction. Cependant, malgré ces observations 

et les informations que peuvent apporter leur caractère de novo ou hérité, ces CNV sont 

fréquemment classés comme VSI à l'issue des explorations cytogénétiques traditionnelles. À 

cet égard, l’association du RNAseq aux techniques d'étude de longues molécules, que ce soit 

dans le cadre du séquençage de troisième génération (e.g. technologie PacBio) ou de la 

cartographie optique (e.g. Bionano Genomics), permettra une meilleure caractérisation 

structurelle et une évaluation plus précise de leur impact sur l'expression du gène. 

 

Réflexions sur l’implantion clinique des analyses transcriptomiques 

Le RNAseq se présente donc comme un des outils incontournables de la stratégie 

diagnostique des maladies génétiques, et ce particulièrement dans le champ des DI/AD. Outre 

l’intérêt de visualisation des variations des niveaux d’expression des gènes, les outils pour 

identifier les épissages aberrants se stabilisent, de même que ceux utilisés pour mettre en 

évidence des expressions mono-alléliques [198]. Cette transversalité des outils semble 

essentielle, car permettant de couvrir différents mécanismes de pathologie, mais également 

d’élucider des situations plus complexes ou incomplètes. Ainsi, l’exemple des variations 

introniques rapportées dans l’article relatif à la cohorte de patients CdLS étudiés en WGS est 
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assez éloquent. Dans ces situations, les variations, de novo, induisent un épissage aberrant 

conduisant à des néo-exons, engendrant un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un 

codon stop prématuré. Or, dans ces situations, le NMD semblait très partiel, malgré la 

présence d’une protéine tronquée (faible diminution du nombre de TPM de NIPBL, et 

également présence d’un SNP hétérozygote visualisé sur le transcriptome de l’un des deux 

patients). Sur le plan biologique, l’hypothèse était ici que ces variations introniques profondes 

de NIPBL entraînent un défaut d'épissage sur une proportion des transcrits les portant, 

seulement, et le NMD ne concerne qu'une proportion de cette dernière. Sur l’aspect technique, 

cela montre à quel point la superposition des approches est nécessaire pour tirer pleinement 

bénéfice du RNAseq car, à elle seule, une analyse de quantité de transcrit n’aurait pas permis 

d’élucider les conséquences de ces variations.  

La question suivante, qui fait déjà l’objet de discussions, sera de définir le meilleur 

positionnement du RNAseq dans la stratégie diagnostique. En effet, actuellement, la tendance 

est plutôt à l’utilisation de cette technologie dans un second temps, après les analyses de 

séquençage d’exome ou de génome, et, bien souvent, dans le but de pouvoir reclasser des 

VSI, avec donc une connaissance préalable du gène à visualiser. Le potentiel du RNAseq à 

ce sujet est réel puisque, au-delà des exemples developpés ici, il permettrait, par exemple, de 

reclasser pathogène ou bénin, jusqu’à 31% des SNV classés VSI après première analyse, car 

pouvant potentiellement affecter l’épissage. Cependant, outre son utilisation comme un outil 

ciblé pour caractériser un VSI, c’est également de l’analyse du transcriptome entier dont il est 

question. Dans ce contexte, il est estimé que le RNAseq augmente le rendement diagnostique 

de 8 à 36% par rapport à l’exome seul [177]–[179],[195],[199]–[201]. Elle permet de 

déterminer des défauts d’expression (quantitative et/ou monoallélique) et d’épissage sans 

avoir identifié de variation candidate lors de la lecture de l’exome et ainsi de guider la 

(re)lecture du génome. Cette augmentation du rendement diagnostique pose donc la question 

suivante : dans le cas du diagnostic des maladies rares, notament celles du dévelopement, est-
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il plus pertinent de proposere analyse concomitante avec les analyses d’exome ou de génome, 

ou d’opter pour l’analyse en seconde intention ? Les arguments principaux en faveur d’une 

analyse simultanée seraient bien sûr à la fois une possibilité d’analyse intégrée des données, 

avec la possibilité de pouvoir d’emblée confirmer ou infirmer l’effet d’un variant sur 

l’expression d’un gène et d’augmenter le rendement diagnostique. Cependant, des obstacles 

demeurent à cette stratégie, d’une part le surcoût engendré par la réalisation d’une analyse qui 

ne se révèle pas toujours nécessaire (en cas de variant classifiable d’emblée), mais aussi en 

termes de tissu d’étude. En effet, si les analyses d’exome et de génome en situation postnatale 

sont la plupart du temps réalisées à partir d’un prélevement sanguin, la plus-value du RNAseq 

semble quant à elle plus grande si l’analyse est réalisée sur culture de fibroblastes cutanés, du 

fait d’un nombre de gènes exprimés bien plus important [195]. La nécessité de réalisation de 

ce type de prélèvements, plus invasifs qu’un prélevement sanguin, et de la réalisation d’une 

culture cellulaire, sont un frein à une systématisation de la réalisation du RNAseq en première 

intention pour l’ensemble des situations d’exploration des causes génétiques de DI/AD. 

Cependant, cette stratégie pourrait être envisageable dans des situations particulières, 

associées à une certaine urgence. Par exemple, cette stratégie pourrait avoir un intérêt dans 

des situations prénatales, avec une analyse d’exome et un transcriptome réalisée à partir de 

culture de liquide amiotique. Cette stratégie permettrait d’avoir une amélioration du 

rendement et du temps diagnostiques, tout en permettant de caractériser d’emblée les 

variations identifiées dans l’exome au seins de gènes connus, et ce d’autant plus que le niveau 

d’expression de gènes dans le liquide amiotique cultivé est sensiblement le même que dans 

des fibroblastes cultivés [202]. 

De manière générale, cette thèse souligne l'importance croissante de disposer d'infrastructures 

dédiées à la culture cellulaire au sein des laboratoires diagnostiques de génétique. Comme 

mentionné précédemment, la disponibilité de cultures cellulaires, qu'il s'agisse de lignées 

lymphoblastoïdes, fibroblastiques provenant de patients ou de cellules éditées comme les 
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iPSC ou d’autres lignées, enrichit considérablement la qualité des analyses de l'ARN. Ces 

cultures offrent aussi une source potentielle d'ADN de grande taille, essentielle pour le 

séquençage de longs fragments ou la cartographie optique. L’exemple de la caractérisation de 

la délétion non codante de SLC20A2, associé au modèle cellulaire créé pour fournir une 

preuve supplémentaire de pathogénécité du variant, est un exemple de processus qui pourrait, 

à l’avenir, être utilisé dans le cadre du diagnostic. En effet, la démocratisation des approches 

de CRISPR/Cas9, associée à des simplifications de processus, telles que l’analyse en bulk 

cellulaire proposé ici, laissent entrevoir la possibilité de disposer de ces tests de complexité 

intermédiaire, dans nos laboratoires.   

Dans un contexte d'évolution technologique et de convergence physique, organisationnelle et 

scientifique entre la génétique moléculaire et la cytogénétique, il est primordial de garantir 

que les compétences et infrastructures en matière de culture cellulaire, acquises par les 

laboratoires de cytogénétique au cours des six dernières décennies, soient non seulement 

préservées mais également adaptées à ces nouvelles orientations. 

Enfin, la question des signatures est l'axe final de ce travail. Comme cela a été rappelé, les 

signatures ont l'intérêt d'être utiles en tant que biomarqueurs pour aider à reclasser des variants 

de signification incertaine ou pour confirmer un syndrome clinique sans bases moléculaires 

connues. La définition d'une signature transcriptomique ou épigénétique passe généralement 

par une analyse différentielle visant à comparer les profils d'expression ou de méthylation 

d'individus présentant le syndrome d'intérêt, confirmé sur des bases moléculaires, afin de 

définir des paramètres variant entre les deux conditions. Ces paramètres correspondent à des 

gènes sous-exprimés ou sur-exprimés dans le cadre des analyses transcriptomiques telles que 

celles que nous avons réalisées, ou à des localisations différentiellement méthylées lorsqu'il 

s'agit de signatures épigénétiques. Ainsi, il reste à établir la plus-value que peut avoir le 

développement d'une signature transcriptomique dans un contexte où des signatures de 
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méthylation existent déjà. Plusieurs signatures épigénétiques ont déjà été publiées pour un 

certain nombre de maladies mendéliennes du développement, dont le CdLS [203], [204]. Ces 

signatures n'ont, pour l'instant, pas fait l'objet d'évaluations indépendantes, et un travail réalisé 

au sein de notre laboratoire montre que la diversité des méthodes peut entraîner des 

sensibilités différentes [205]. Par ailleurs, concernant un syndrome comme le CdLS, les 

échantillons sont analysés ensemble, et il est difficile de prédire si cette signature sera robuste 

d'un gène à l'autre et face à tous les mécanismes de pathogénicité, ni de savoir s'il y aura une 

corrélation entre signature et phénotype. Ainsi, le CdLS est un bon exemple de pathologie 

pour laquelle continuer à travailler à partir de l'ARNm, malgré les contraintes présentées, 

demeure pertinent. En outre, la disponibilité dans notre équipe des données transcriptomiques 

obtenues lors de ce travail, et de celles générées dans le cadre des signatures épigénétiques, y 

compris pour les patients porteurs des variations introduites dans les iPSC, nous permet 

d'envisager la comparaison de ces résultats, voire peut-être même, à l'avenir, de les intégrer 

dans un outil multi-omique commun. 

  



167 

 

Conclusion 

La régulation de l’expression génique est un phénomène complexe et notre connaissance est 

encore largement incomplète. Les choix méthodologiques et thématiques de cette thèse ont 

été largement inspirés par les interrogations récurrentes dans la pratique quotidienne de la 

(cyto)génétique biologique. Cette démarche, associée au choix de s'intéresser à diverses 

pathologies génétiques, a permis d'appréhender différents outils d'analyse de l'ARN et de 

proposer plusieurs stratégies potentiellement reproductibles dans le contexte diagnostique, 

tout en contribuant à faire progresser notre connaissance moléculaire et cellulaire de ces 

maladies. Cependant, au-delà d'apporter des solutions nouvelles, ces travaux ont également 

permis de faire le bilan des points de blocage qui limitent notre capacité actuelle à exploiter 

le plein potentiel des analyses basées sur l'ARNm. Ces limites devraient être prises en compte 

dans les évolutions futures de notre discipline, que ce soit dans les réflexions sur son 

organisation ou sur les éléments de développement technologiques à fournir pour y remédier.  
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