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Etablir un diagnostic précis est souvent difficile dans le cas des
déficits immunitaires héréditaires (DIH) car les manifestations
cliniques sont hétérogenes et parfois atypiques ou communes a
des maladies distinctes. Le séquencage a haut débit, aussi appelé
next generation sequencing (NGS), permet d’identifier des variants
génétiques responsables de caractéristiques cliniques. Le recours
au NGS pour découvrir les génes mutés dans les DIH ou connus
pour é&tre impliqués dans le développement, la différenciation et
la régulation du systéme immunitaire, permet de cibler des cen-
taines de geénes d’intérét sur des patients suspectés de DIH pour
lesquels le tableau clinique est documenté. Cette approche ré-
pond a la fois a des besoins de diagnostic et de recherche pour
comprendre les mécanismes qui régissent les DIH et découvrir de
nouveaux outils ou cibles thérapeutiques.

Next generation sequencing: a diagnostic tool
for inherited immune defects

Establishing the definitive diagnosis in the case of inherited im-
mune defects (IID) is often challenging because the clinical features
can be heterogeneous, atypical and overlapping different disease
entities. The next generation sequencing technology (NGS) allows
identifying genetic variants that are responsible for the observed
clinical presentations. The use of NGS applied to the genes mutated
in 1IDs or known to be involved in the development, differentiation
and regulation of the immune system allows to target hundreds of
relevant genes in well characterized patients suspected of carrying
inherited immune defects. This approach answers both diagnostic
and research needs, facilitates the understanding of the mecha-
nisms that underlie 1IDs, and ultimately leads to the discovery of
new therapeutic targets.

DIAGNOSTIC DES DEFICITS IMMUNITAIRES
HEREDITAIRES

Les déficits immunitaires héréditaires (DIH) sont génétique-
ment déterminés et se caractérisent par une altération du
nombre, de la fonction ou de la régulation des cellules du sys-
teme immunitaire. Ils peuvent se présenter avec une sévérité
allant de légere a létale, et provoquer une sensibilité accrue
aux infections ou des réactions inflammatoires chroniques
dont la fréquence, la localisation ou l’intensité sont anor-
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males. Alors que la majorité des DIH se manifeste chez I'en-
fant, de plus en plus de cas sont diagnostiqués a 1’age adulte.
De plus, les DIH peuvent étre associés a des phénotypes
autoimmuns, autoinflammatoires, allergiques et tumoraux.

1l existe plus de 200 formes cliniquement différentes de DIH.
11y a clairement plusieurs raisons pour lesquelles il est tres
important de poser un diagnostic précis, y compris les rensei-
gnements sur la sévérité de la maladie et 'anticipation de son
évolution, la prescription de traitement curatif ou prophylac-
tique approprié et I'indication des options thérapeutiques
associées a un risque significatif, comme la transplantation de
cellules souches hématopoiétiques ou ’enrdlement dans des
essais cliniques (par exemple, thérapie génique). Avoir un
diagnostic permet également d’offrir un conseil génétique
aux patients et a leur famille, incluant 1’évaluation du risque
de transmettre la maladie en cas de grossesse, la possibilité de
tester d’autres membres de la famille et de procéder a un
diagnostic prénatal.

Plus de 300 genes sont associés aux DIH, dont le mode de
transmission peut étre autosomal ou lié au chromosome X,
récessif ou dominant.! Dans de nombreuses situations, les
manifestations cliniques sont aisément attribuables a des
mutations dans des geénes connus, associés a la maladie.
Cependant, le tableau clinique est souvent hétérogene et peut
aussi étre atypique, ce qui rend le diagnostic difficile et re-
tarde la mise en place d’une prise en charge optimale. Par
exemple, des patients ayant la méme mutation homozygote
dans le géne RAGz peuvent avoir différents phénotypes,
comme le syndrome d’Omenn (OMIM # 603554) ou le syn-
drome hyper-IgM (OMIM # 308230).2 A l'inverse, des patients
qui présentent des manifestations cliniques similaires, méme
typiques de syndromes bien décrits, comme le syndrome
lymphoprolifératif autoimmun (ALPS), peuvent étre porteurs
de mutations dans des genes différents (FAS, CTLA4 ou
PIK3CD).*® Pour ces raisons, lidentification précise de la
mutation génétique présente chez les patients reste de pre-
miere importance.

IDENTIFICATION DES MUTATIONS RESPONSABLES
DES DEFICITS IMMUNITAIRES HEREDITAIRES

Les données cliniques, de laboratoire et ’histoire familiale
permettent de suspecter un DIH dont les genes responsables
sont connus. Le diagnostic peut alors étre confirmé en sé-
quencant ce(s) gene(s) par la méthode classique de Sanger.®
Cependant, cette méthode n’est pas suffisamment efficiente
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pour investiguer de nombreux genes simultanément. Si la
cause génétique suspectée est exclue par cette méthode,
P’approche peut s’élargir a des catalogues de genes a haute
valeur prédictive, groupés dans des panels correspondant a
des catégories de maladies (par exemple, les immunodéfi-
ciences combinées séveres (IDCS), les DIH autoinflamma-
toires, etc.). Cette approche est appelée séquencage ciblé et
a recours aux techniques plus puissantes de séquencage a
haut débit (next generation sequencing (NGS)), qui permettent
de lire des millions de segments ADN en parallele. Si le choix
de la catégorie clinique n’est pas évident ou est limité, le champ
de la recherche de la mutation devrait s’élargir additionnelle-
ment vers le séquencgage non biaisé des régions codantes du
génome (C’est-a-dire ’exome) ou du génome entier, stratégie
qui utilise aussi le NGS. Alors que le séquencage de I’exome
est souvent approprié (85% des variants pathogéniques sont
situés dans les régions codantes),’ seule 'analyse du génome
entier permet d’investiguer aussi les introns et régions
promotrices qui peuvent étre également impactés par des
mutations pathogéniques. Ces deux dernieres approches
génerent une grande quantité de données qui doivent étre
analysées et interprétées en considérant le tableau clinique.
La technologie NGS a prouvé son efficacité dans le diagnos-
tic des DIH et, dans le courant de cette décennie, a conduit a
la découverte de 10 a 15 nouvelles anomalies génétiques asso-
ciées aux DIH par année.’

ANALYSE DE SEQUENGAGE A HAUT DEBIT PAR
SEMI-CONDUCTION

Plusieurs plateformes technologiques utilisent le NGS.? Le
séquengage par semi-conduction, décrit ci-apres, est 'un
des plus fréquents. L’analyse du séquencage a haut débit se
fait en plusieurs étapes (tableau 1). ’ADN du patient est
extrait a partir d’un échantillon de sang ou d’autres tissus, et
une banque de fragments ADN est générée en deux étapes.
Tout d’abord, les régions génomiques d’intérét sont ampli-

Etapes principales
du séquencage a haut débit

TABLEAU 1

PCR: réaction de polymérase en chaine.

En laboratoire

Obtention de 'ADN Extraction de PADN génomique du sang

ou d'autres tissus du patient

Génération des fragments
génomiques a séquencer

Amplification des régions génomiques d’intérét
(genes ciblés ou génome entier) par PCR

Séquencage Lecture du code génétique et génération

des séquences (10 a 100 Gpb)

Analyse bioinformatique

Génération des fichiers
de données

Alignement des séquences sur le génome
de référence (p. ex. GRCh37/hg19) et génération
de fichiers contenant les variants identifiés

Analyses des données Application de filtres sur les variants selon
des parametres prédéfinis (p. ex. qualité,

fréquence allélique, mode d’héritabilité)

Interprétation des résultats

Discussion interdisciplinaire | Analyse de chaque variant relevant
pour le diagnostic entre cliniciens, biologistes

et bioinformaticiens

fies par réaction de polymérase en chaine (PCR). Les frag-
ments purifiés sont ensuite amplifiés une seconde fois avant
d’étre accrochés a des microspheres, chacune portant ainsi
des millions de fois le méme fragment. Ces microspheres
sont réparties individuellement dans les puits d’une puce a
séquencage ou «chip». Une réaction de synthese ADN a lieu
ensuite dans chaque puits qui est rempli avec une solution
contenant 1'un des quatre nucléotides (A, T, C ou G)
séquentiellement. L’incorporation d’un nucléotide par la
polymérase se fait s’il est complémentaire a la séquence liée
aux microspheres. Cela provoque la libération d’un proton
et un changement de pH, information qui est traduite digita-
lement en une séquence.

Les séquences obtenues sont alignées sur le génome de réfé-
rence (par exemple, GRCh37/hg19, https://genome. ucsc.edu),
permettant I'identification de variants affectant un nucléo-
tide unique ou des insertions/délétions de 2 a 16 paires de
bases (pb) sur ’ADN du patient. Ces variants sont réperto-
riés sur des fichiers et analysés bioinformatiquement selon
une série de parametres incluant profondeur de séquencage,
qualité du variant, fréquence allélique, impact prédit sur la
fonction biologique, etc. Les variants retenus sont comparés
a des bases de données permettant d’établir leur possible
association a une pathologie connue (OMIM, ClinVar, Ce-
GaT).

S’il y a une histoire familiale positive, il est opportun d’évaluer
les données du patient en parallele avec celles du ou des
parent(s) sain(s) ou affecté(s), afin d’augmenter la sensibilité
de l’analyse.

La pertinence des variants identifiés doit étre interprétée par
rapport aux informations cliniques du patient (figure 1). il
s’agit d’un variant connu dans un gene impliqué dans une
pathologie qui correspond au tableau clinique, le diagnostic
peut étre posé, apres confirmation par une deuxieme méthode
de séquencage (Sanger). Si par contre, le tableau clinique ne
correspond pas, le résultat est décrit comme découverte
incidente.’ Si le variant est nouveau, son impact sur la fonc-
tion biologique du geéne doit étre validé expérimentalement.
Similairement, si le variant identifié est dans un gene pas
encore associé a une pathologie, une validation expérimen-
tale est nécessaire.

Dans le cas ou I’analyse ne rend aucun variant relevant
alors que les données techniques sont validées, il est pos-
sible de réanalyser les données avec des parametres plus
permissifs, ou de répéter I’analyse apres que des nouvelles
connaissances scientifiques et/ou bioinformatiques soient
établies.

Si ’approche utilisée a été le séquencage ciblé, il se peut éga-
lement que les causes génétiques ne soient pas incluses dans
les régions génomiques amplifiées, si par exemple elles sont
localisées sur des introns ou des régions promotrices. Dans ce
cas, un recours a une stratégie non biaisée du séquencage de
I’exome, ou du génome entier, est envisageable. Cependant, il
est connu que pour des cohortes de cas non sélectionnés,
jusqua 60-70% des cas resteront non résolus; " ceci est dit
aux limitations de la technique qui ne couvre pas la totalité du
génome et qui ne détecte ni les variations de structures
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Résultats possibles et interprétation

FIG 1 d’une analyse de séquencage a haut débit

NGS: next generation sequencing.
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TABLEAU 2 | Panel de NGS ciblé pour les DIH
NGS: next generation sequencing; DIH: déficits immunitaires héréditaires.
Catégories de DIH :Ilom‘bre Exemples de génes
e génes

Immunodéficiences combinées

sévbres (IDCS) 13 | ADA, JAK3, RAGT, RAG2

Immunodéficiences combinées 33 CD40L, CD8A, ICOS, ZAP70

Immunodéficiences combinées
avec caractéristiques associées 37
ou syndromiques

ATM, BLM, TBX1, WAS

Déficits en anticorps 22 AICDA, BTK, IGHM, PIK3RT

Dérégulations du systeme

. o 36 AIRE, CECRT, FOXP3, ILT0
immunitaire

Déficits congénitaux de la fonction

) 27 CYBB, G6PC3, ELANE, RAC2
et/ou du nombre phagocytaire

nouvelles connaissances Déficits en immunité innée 28 CXCR4, IFNGR1, MYDSS,
| Analyse combinée avec des etintrinseque STAT2
données de parents Maladies autoinflammatoires 13 | MEFV, MVK, NLRP3, NLRP12
Déficits du systéme du complément 31 CFB, CFD, CFH, CFI
genomlques.(par ex.em.p.le’, duplications, deletl.ons ou tr‘ans- Phénocopies des DIH 3 NRAS, KRAS
locations) ni la variabilit¢é du nombre de copies des genes
Indéfinies 118 TLRI1, TLR2, TRAFT, TRAF2

(figure 1).

SEQUE,NQAGE CIBLE POUR LE DIAGNOSTIC
DES DEFICITS IMMUNITAIRES HEREDITAIRES

L’approche du séquencage a haut débit ciblé a I’avantage de
générer des données plus fiables pour les genes d’intérét par
rapport au séquencage de ’exome ou du génome entier. En
effet, en limitant l'investigation a un nombre inférieur de
genes, la technique NGS génere une couverture et une
profondeur de séquencage plus élevées, c’est-a-dire que le
pourcentage de chaque gene qui sera effectivement séquencé
et la fiabilité du résultat seront améliorés.

Pour effectuer un séquencage a haut débit ciblé, des panels
incluant des genes connus pour étre mutés dans les DIH sont
concus. Ces panels peuvent étre globaux et contenir tous ces
genes, ou étre limités a des sous-groupes (par exemple, les
genes responsables pour IDCS ou les déficits en anticorps).
Ces panels sont commercialement disponibles ou développés
aupres d’institutions académiques comme celui que nous
avons €laboré au sein du Service d’immunologie et allergie du
CHUV. Notre panel permet précisément de séquencer les
exons et régions d’épissage d’environ 240 génes déja impli-
qués dans la physiopathologie des DIH et couvre également
environ 120 genes immunologiques considérés comme des
candidats plausibles (tableau 2).

Par exemple, en utilisant ce panel, nous avons investigué le
cas d’une patiente de 38 ans avec un diagnostic clinique d’im-
munodéficience commune variable (IDCV) et une histoire de
cytopénies autoimmunes (thrombopénie, anémie hémoly-
tique) et de pneumopathie lymphoide interstitielle. Le sé-
quencage a haut débit identifiait 1282 variants comparés au
génome de référence. Les variants présents dans les exons et
les régions d’épissage (1184) étaient retenus et ensuite filtrés
pour exclure ceux fréquemment présents (fréquence allé-
lique de plus de 1%) dans la population générale. Cela

réduisait le nombre de variants a 123, nombre ultérieurement
diminué a 81 apres exclusion des variants connus comme faux
positifs dans nos analyses. Ensuite, apres avoir éliminé les
variants synonymes, ’analyse résultait en 15 candidats dont
2 dans le gene TNFRSF13B (NM_o12452.2: c.542C>A: p.
Ala181Glu et ¢.310T>C: p. Cys104Arg) étaient retenus comme
pertinents sur la base du tableau clinique. TNFRSF13B code
pour TACI (Transmembrane Activator and Calcium-
modulator and cytophilin ligand Interactor) et des mutations
hétérozygotes composites de ce gene sont connues pour étre
associées au diagnostic ¢'IDCV." En conséquence, le séquen-
cage a haut débit a permis de définir le diagnostic moléculaire
de cette patiente.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ces dix dernieres années, le séquencage a haut débit a révo-
lutionné I’approche diagnostique des maladies génétiques.
Cette technologie est continuellement améliorée tant au
niveau de la technique que de I’analyse bioinformatique.
Par exemple, les connaissances acquises au cours des
analyses des cas précédents sont utilisées pour affiner les
parametres analytiques des cas futurs. Cette approche sys-
tématique et rigoureuse reste toujours tres dynamique et
évolue dans le temps, ce qui peut permettre qu’une nouvelle
analyse aboutisse au diagnostic d’un cas qui était aupara-
vant non résolu.

Le NGS a prouvé son efficacité pour caractériser les bases
génétiques des DIH et pour faciliter la définition des manifes-
tations cliniques atypiques de ces maladies, ce qui permet la
mise en place d’'une prise en charge optimale."” Cette techno-
logie promet aussi d’identifier des génes responsables de ma-
ladies multifactorielles et de comprendre leurs mécanismes.
Dans ce sens, le NGS stimule la recherche en immunologie en
exigeant que la pertinence biologique de chaque variant
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