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Somatiques

 Dans toutes les cellules de

* Uniquement au niveau _ l'organisme (leucocytes)
tumoral (prélevement congelé
ou fixé dans le formol puis l
Intérét diagnostique

inclus en paraffine)
Mode de transmission

Intéret diagnostique Conseil génétique
% cellules avec variant pathogéne

Intérét thérapeutique et pronostique (sequengage)
Intérét pronostique (recherche) profils ARNm, miRNA sur cellules circulantes/FNAB




Cadre législatif

+ Loi Bioéthique de 2004

< Arrété du 27 mai 2013 définissant les régles de bonnes
pratiques applicables a I’ examen des caractéristiques
génétiques d’ une personne a des fins médicales. (2008)

< Décret du 20 juin 2013 relatif aux conditions de mise en
ceuvre de |I" information de la parentele dans le cadre d’ un
examen des caractéristiques génétiques a finalité médicale.



Qui peut prescrire?

Article R1131-5

Modifié par Décret n°2008-321 du 4 avril 2008 - art. 1

Chez un patient présentant un symptéme d'une maladie génétique, la prescription d'un examen des
caractéristiques génétiques ne peut avoir lieu que dans le cadre d'une consultation médicale individuelle.

Chez une personne asymptomatique mais présentant des antécédents familiaux, la prescription d'un examen
des caractéristiques génétiques ne peut avoir lieu que dans le cadre d'une consultation médicale individuelle.
Cette consultation est effectuée par un médecin ceuvrant au sein d'une équipe pluridisciplinaire rassemblant
des compétences cliniques et génétiques. Cette équipe se dote d'un protocole type de prise en charge et se
déclare auprés de I'Agence de la biomédecine selon des modalités fixées par décision du directeur général
de l'agence.

Les examens ne peuvent étre prescrits chez un mineur ou chez un majeur sous tutelle que si celui-ci ou sa
famille peuvent personnellement bénéficier de mesures préventives ou curatives immédiates.



Recommandations InCa Connaissance de la pathologie!

1¢re consultation : médecin + psychologue

Recueil des antécédents familiaux et arbre généalogique
Analyse de la situation clinique du patient

Information du patient

Recueil du consentement écrit du patient

Prélevement

Etape d'analyse du prélévement par le laboratoire d'oncogénétique
Plusieurs semaines a plusieurs mois selon le ou les gene(s) étudiés

2i¢me consultation : médecin + psychologue Second prélevement
Rendu du résultat au patient indépendant

Explications sur les modalités de prise en charge proposées

4 N

Absence de mutation Présence d'une mutation
STOP PRISE EN CHARGE
SPECIFIQUE



20 ml EDTA
Température ambiante

Consentement signé par le patient et le prescripteur
Fiche de renseignements cliniques
Si possible courrier circonstancié

www.reseau-gte.org
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Fiche Renseignements cliniques

http://sfendocrino.org/Tengen
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Les outils du Diagnostic génétique

Test for a specific gene

Gene-to-gene

More frequent genes

Méthode Sanger
Sensibilité 10%
\
Gene Panel
Meéthode NGS

(Next Generation Sequencing)

Sensibilité 1% . .
Whole Exome Sequencing (WES) Many possible causative genes

Whole Genome Sequencing (WGS)

\ -Couts ?

N
-Délais (1 mois (App.)— 3 mois — 6 mois)
Interesting phenotype -Information /variants fortuits

Interesting family




Colits ?
Révision de la nomenclature en 2017

- B
* RIHN
* Liste complémentaire BHN (amenés a disparaitre)

La prise en charge par I’assurance maladie est dorénavant limitée aux situations suivantes :

1- Cadre individuel : coefficient de saturation de la transferrine > 45 %

2- Cadre familial : Antécédents d'apparenté au 1 degré homozygote HFE C282Y

B180
Hors cadre : BHN180 (48,6 euros)
Si +H63D, +S65C : BHN200




Colits ?
Du BHN ...au RIHN (septembre 2017) pour 3 ans
Référentiel des actes innovants hors nomenclature =Forfaits NGS

Effet rétroactif!
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Séquengage classique NGS: Séquencage massif
(Sanger)

Fragment PCR simple Amplification Clonale
(Bridge PCR ou PCR en émulsion)

1 patient/ 1 géne Plusieurs patients/ Plusieurs génes
Plusieurs s~ -~~~ B kil
4 = PCR (+ 0ne dedxynucioohas )
C’.‘J L.z‘ '_ - Use a
dSTTP  ddATP  daGTP  ddCIP ‘f.qfhf:’ GACTGAAGCT T
oo NENNEENN

B B E R B EEERE N

BN B B P A N B B B
A . T o A A > < T
_. BN N e B N —
B 0 A A 6 € 1
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N A 0 C I Separate
N e e n with a gel
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NGS en 2018 : beaucoup de fragments d'ADN ..et des datas

Génération des données de séquengage

Régron d'mtérét Région d'inérét ADN génomique

Amorces(NON spécifiques)
Fragmentation / W +/- Index
construction de la librairie VU (ol malipienage ¢'ichantilons)
WWW W
WW Génome

| | Brlibescrs s e Amorces spécifiques de chaque région d’interét
VAV Exome,
Panel de génes... | |

VAV __)_§—
VWAV —> €

‘—QQ - o ¥ * { PCR émulsion

lkmpﬂncaﬂondomlo

I\ Bridge PCR

ol = Mg — ﬂ-.n
W - W)




NGS en 2018 : beaucoup de fragments d'ADN ..et des datas

Analyse des données de séquencage

Séquence de référence de la région d'intérét

—— [ () TTACCT 6 ATCGGGTCATGCTAGCTACCGE (...) | &mmmmm
N /Mpurwthm
CCT LATCGGGTCATGCTAGCTAC> de référence => Fichiers « .bam »
TTACCT G ATCGGATC> |
TGCTAGTTACCT G ATCGGGTCATGCT>
. . . Contrdle qualité
Séquences < i . . & %domv couvertes par rapport
<GGGTCATGCTAGCTACCGC au nombre total de bases de la
<TACCT LATCGGGYCATGCTAGCTACCGCGCTAGC région d'intérét (pour une
TTACCT LATCGGGTCATGCTAGCTACCGC> profondeur de lecture donnée)
= <T G ATCGGATCATGCTAGCTACCG |
- B &) \ identification des
mw +I- Index l mmmmm_.
Fragmentation | erairie " U . Comparaison séquences
{metplexae dihen — ~ générées / séquence de
1 panel : 250 Variants — rifbrence=> Ficiors «.vet>
. = e e esxe Ol
1 exome : 2500 Variants — Annotation :
. X — ' - Recueil d'informations
1 genome : 25 000 Variants == - Pl S vt
. - : “
e . . . of de fréquence (databases)
Bioinformaticien Rersrsvondgirsotirrid ot vt
. faux ; offets l'épissage;...)
Notion de VSI () e
I
Filtrage des variants
et interprétation
des données mutationnelles

Logiciel d'analyse
(VarAFT: http:/ivaraft.eu)

}

Compte-rendu des résultats
d'analyse




Cancer médullaire de la thyroide

Nodule euthyroidien ou GMN
ADNP (20% cas = seul signe)
Flush , diarrhées

CT sg >100 pg/ml (CT élevée sur HCC diffuse, PHP1A)
Cytoponction : - immuno marquage CT (1/2 cas)
- Dosage CT sur liquide de ponction

Analyse génétique et enquéte familiale

1. Devant tout cancer médullaire de la thyroide (CMT), ’enquéte familiale doit étre la regle.
L’analyse du géne RET doit étre réalisée systématiquement, y compris pour les CMT de
présentation apparemment sporadique.

2. Pour tous les cas suspects sans confirmation génétique, il faudra rechercher les autres
composantes d'une NEM2 chez le cas index et les apparentés a risque, initialement et au
cours d'un suivi (accord professionnel).




Sujet Symptomatique !
Prescription par le médecin réféerent d'une Analyse géne RET

lere consultation :Discuter caractere familial/ apparemment sporadique
Prélevement EDTA

Consentement

Fiche de renseignements clini$s

A adresser : laboratoire hospitalier réseau TENGEN (Marseille, Toulouse)
Facturation : forfait hospitalier (BHN 500 : 135 euros)
Analyse Sanger, 8 exons/20 (2 - 3 mois)

v

Résultat rendu a la seconde consultation
Second préléevement (positif ou négatif)

" , / \ * Négatif sans point d'appel NEM2
Positif : Exploration Et sans contexte familial
familiale

* Négatif mais contexte familial
POURSUIVRE



NEM2B NEM2A FMTC
Gorlin Sipple Farndon
5% 60% 35%
CMT CMT CMT
Phéochromocytome Phéochromocytome -
- HPT -
Syndrome marfanoide Notalgia
Ganglioneuromatose




Quand faut-il suspecter une forme familiale?

Caractéristiques communes aux formes familiales
des Tumeurs Endocrines

-Age Jeune
=Caractere multifocal de l'atteinte fumorale
=Certaines caractéristiques anatomopathologiques

=Associations fumorales ou pathologiques caractéristiques d'un
syndrome de prédisposition génétique

sAntécédents familiaux



D'aprés C Cardot-Bauters (Lille)



PHEO PGL
1-5%

4 -10%

1-5%

>25%

NEM2A (RET)

NEM2B (RET)

VHL
NF1

SDHB
SDHC
SDHD

SDHA
SDHAF2
TMEM127
KIF1BB
MAX

FH

PHEO uni ou bilatéral
PHEO uni ou bilatéral
PHEO/PGL

PHEO

PGL

PGL

PGL/PHEOQO

PHEO bilatéral



HYPERPARATHYROIDIE ADENOME HYPOPHYSAIRE
PRIMAIRE

» Contexte familial
» Découverte simultanée d’une autre |* ATCD familiaux, NEM1, FIPA, CCN
atteinte endocrinienne
* Hyperparathyroidie primaire isolée * Association pathologique évocatrice
du sujet jeune < 40 ans (< 50 ans) de NEM1 ou de CCN

* Hypercalcémie sévere

» Atteinte multiglandulaire * Adénome hypophysaire < 18 ans
* Hyperplasie, adénome atypique,
carcinome * Macroadénome > 10 mm < 30 ans
* Hyperparathyroidie récidivante apreés
chirurgie PR S ———
NMY MENI (1213 Wn Turmint endocrine
JOMIM 131 %00} multiglanduiaine duodinopancriatique
Hyperplasie Adérome Mypophysare
AN Aneinoe suménalienre
Tumeur endocrne
'!"r*:v
e
NIMUA RTgnn Ba% 4" 1
JOMIM 171 400) Adencmes. Phéochromocytome
Hrperplase Notaigia
L 401 e Adénomeds Tumeuns
OMIM 145 001) (192532 ASOOOTs Aypigels Mo mandSuleres
Carcinomely Lésions rénales
AL Tumeuns
- :3,',;,‘“ e Cardot Bauters
- MM Myprplosie MHDN ,2011
OMIM 145 S80) Qg
NS HPT CASR hese Hoperslave

OAIM 145 9800 (3q13.3.93)



ADENOMES HYPOPHYSAIRES

947% adénomes hypophysaires sporadiques
6% adénomes hypophysaires familiaux ... ou plus?

NEM1 MENI1 11913 1997 3a4%

CCN PRKAR1A 17q22-24 2000 rares

FIPA AIP 11q13 2006 3a4%
Mais aussi :

Mc Cune Albright
MEN4 (Gene CDKN1B (12q13) (protéine P27Kipl)
Syndromes de prédisposition aux paragangliomes SDH (SDHB, SDHC, SDHD)



* Sujet Symptomatique

Prescription par médecin équipe pluridisciplinaire/ médecin référent

Prescription analyse NGS, exploration tumeurs neuroendocrines
ou paragangliome ou pheochromocytome

Voir consentement initial : pathologie ou géne
Analyse NGS, panel de genes, Délai 3 mois - Facturation RIHN 1503 euros

6 Laboratoires TENGEN (Paris HEGP, Angers, Marseille, Lille, Lyon, Toulouse)

Compte rendu complexe, découverte fortuite, VSI
Exploration fonctionnelle (2 prélevements indépendants)

 Exploration sujet asymptomatique :prescription par équipe pluridisciplinaire
Conseil génétique.



6EL Que - 9 ans

Découverte fortuite ganglion cervical
Nodule thyroidien TIRADS 5

Pas de notion familiale
Alacrymie

\Q'escr'ipfion :NGS tumeur endocrine

RET EXON 16 Met918Thr. .NEM2B
CT 1350 pg/ml



Résistance aux hormones thyroidiennes

Le syndrome clinique

7 Goitre (75%)

» Tachycardie (effort), Fibrillation atriale

» Retard statural (18%), osseux (29%)

» Hypoacousie (21%), Tr langage (24%) =~
» Infections ORL

» Hyperactivité, Tr Attention (75%/20%/5%)

» Faible QI (38% <85)

ou asymptomatiques!

La définition biologique!
» T4l, et T3] élevées

» TSH inappropriée, le plus souvent normale




Renouveler le dosage...avec une autre technique!

Artéfacts

» Protéine de liaison anormale (quant et qualit)

» Ac anti T4, T3

» Ac anti-TSH, anti-souris, facteur
rhumatoide..........

» Substance circulante interférant dans le dosage.

Fréquence : Résistance > Adénome hypophysaire



UMaladie familiale (85%) autosomique
dominante.

UMutations de TR B dans 85% des cas.
UMutations perte de fonction qui s’expriment

a I’état hétérozygote

Désiodase

TRbeta
TRalpha



Bilan biologique anormal confirmé, Imagerie selle turcique?

Prescription par le médecin réféerent d'une Analyse géne THRB

lere consultation :Discuter caractere familial
Prélevement EDTA

Consentement

Fiche de renseignements clini$s

A adresser : laboratoire hospitalier réseau FIRENDO (Angers, Toulouse)
Facturation : forfait hospitalier (BHN 500 : 135 euros)
Analyse Sanger, 10 exons/ 10 (2 - 3 mois)

v

Résultat rendu a la seconde consultation
Second préléevement (positif ou négatif)

Positif : Exploration / \ Négatif mais contexte familial

familiale POURSUIVRE
NGS thyroide RTHN 1503 euros



Ran D 10 ans Hypothyroidie congénitale persistante

atteinte hépatique de NASH malgré obésité peu sévere
retard tres modéré des acquisitions

sur le plan osseux: suivi de luxation congénitale de hanche.

NGS thyroide (hypothyroidie congénitale) j

A

Facies rond, traits grossiers, cou court
Macroglossie, oreilles basses, petites et rondes

PC a + 1.5 DS pour taille a -0.5 DS

Pas d’anomalie des extrémités Mutation heTer'ozygoTe THRA

Maman dysmorphigue également.

Elle mesure 146 cm, macroglossie.









