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21510 fud ‘." » Recherche des inversions récurrentes
20 kb - * Inversion de l'intron 22 = 45% des formes séveres d’hémophilie A
1ok w ~ * Inversion de I'intron 1 = 2% des formes sévéres d’hémophilie A
16 kb
14k Nl 4

» Séquencage direct des régions codantes, des jonctions intron/exon et de la
région 3’"UTR et de la région promotrice.

» 5% du géne F8 (9kb/189Kb) L

M&/ » 9% du géne F9 (2.8kb/33kb) = |

3T AT AGGSCOAAY ’CGASCYCGG'- /

= i ol
> Recherche d’anomalie du nombre de copie (MLPA) "} ‘“J“WJMJJMMJJUMJML
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Taux de résolution des cas d’hémophilie A
(cohortes >100 individus)

» Taux de résolution des cas d’"hémophilie A :

° ’ N 0 _ BB HA Sévere
Formes séveres > 98% 1 BB HA Non-sévére
* Formes non-séveres : 75-95% £ o0
5
7 . ) /s o -% 80+
» Taux de résolution des cas d’hémophilie B : =
7 7 e, 7 T |
>98% (toutes sévérités confondues)*® x P
=
60-
Exemple de cohorte HB (Johnsen JM et al 2021) \,,’@Q’\cs\\‘;\\@®®&%®%®<\\6&‘9®@®®\'@66\%"‘\
* 100 % des 508 formes séveres résolues ,;b"" \-z\"\ ,L\‘:"? ,,_;\“" %\0” <& {\,,v" (\,,b'} \6’\
* 98.5 % des 895 formes non séveres résolues O&Q,@@Q@m ,\\‘5’ eq,“\ ,19'*“" Q\%\r&,@\@@
~\ - \Q (\) é\ O
V' F o B E S
Q«°°°° ¢ ,@‘5@9 T T
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Hypothese 1 : Erreur de diagnostic ?

Mais le diagnostic de certitude des hémophilies est biologique

Hémophilie A
Hémophilie B = FVIII:C <1%
=» FVIII:C <40% et transmission liée a I’X claire dans
=>» FIX:C <40% isolé la famille
=» FVIII:C < 40% et exclusion maladie de Willebrand
et du déficit combiné FV+FVIII

Hypothése 2 : variants pathogenes localisés dans une région des genes F8/F9
inexplorée en génétique conventionnelle (SNPs / structure) :
=» variants introniques profonds
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» L'existence de variants introniques pathogénes dans le F8 est connue
depuis longtemps
» Variants responsables d’anomalie d’épissage (rétention de portion
d’intron dans les ARNm matures =» Pseudo-exon)
» Détectés par étude des ARNm de patients hémophiles A

» Jamais décrit dans I’'hémophilie B avant 2022

Premiere description en 1999

Creation of a novel donor splice site in intron 1 of the
factor VIII gene leads to activation of a 191 bp cryptic exon
in two haemophilia A patients

Riciarp D. Bacnate,' Nausnin H. Waseenm,' Perer M. Green,' Brian Cowvin,® Curistine Lee® anp
Francesco Giannenut' 'Division of Medical and Molecular Genetics, Guy's, King's and St Thomas's School of Medicine,
London, “Department of Haematology, Haemophilia Centre, The Royal London Hospital, Whitechapel, London,

and *Haemophilia Centre, The Royal Free Hospital, London



COI\CﬁFS FRANCAIS
d'HEMOSTASE

HILLE

ARNmM

ADN

Stratégie ARNm first

Ex1 Ex 2 Ex 3 Ex 4

l

— xm

Ex 3
<+—>

l

Variant génétique candidat

SANGER

Ex 4

1) Identification d’un transcrit aberrant
(rétention intronique = Pseudo-exon (PE))

2) Séquencgage de la région intronique d’ou est
originaire le PE

3) Identification d’un variant génétique dans cette
région qui est probablement responsable de
I'anomalie d’épissage
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£ X
] N .
x ' T RT-PCR
N B © PCR nichées
ﬁ * Migration sur gel
G;gz;*ggglté Monocyte Lymphocyte \\—/ = * Séquencgage
Prélevement sanguin sur Extraction et purification des N
tube Paxgéne ARNm totaux leucocytaires
ARNmM F8

—EALTO - ex22-23 ex25-26
exl-6 ex7-11 ex14-17

ex11-14 _ex17-22 - ex23_25—
// — Objectif : analyse des 25
—_— . jonctions exon/exon

PCR nichées {
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» HA mineur (FVIII:C = 31%), diagnostic moléculaire conventionnel négatif
=>» analyse des transcrits du géne F8 : présence de 2 transcrits
M % 2 X X Ex 13 Ex 14
- H\E-n/i\-/i 768 pb : transcrit aberrant
/ ) .Pseudo-Exon qe 122 .pb
768 bp— (rétention d’une partie de I'intron 13)
646 bp

\ Ex11 N\ Ex12 N\ Ex13 N\ Ex14
\- 646 pb : transcrit Normal

Etude du fragment correspondant aux
exons11a 14




Etude des transcrits du gene F8 : illustration
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» Séquencage ciblé de I'intron d’origine du pseudo-exon afin d’identifier un
variant qui pourrait expliquer cet épissage aberrant

WTsequentCe atgtcttctttttttttttttttttttttttttcagacggagtctcgct
ATGTCTTCTTTTTTTTTTTT claclaceceoacTcTCcGCA
Patient’s seéquences € 6 e rrc T T T T TTETTTTTC A GAGTCTICGECTICTGTAGCCCAG |Intron 13 DNA

sequence
f
NBA",&RJ ANV AN V\H g\j”& }5 “’“ﬁ{_\qglg,x .

Délétion de 13 pb dans une répétition de 25 T (c.2113+461_2113+473del)
=>» « délétion de I'intron 13 »

ARTICLE

Reccurrent F8 Intronic Deletion Found
in Mild Hemophilia A Causes Alu Exonization

Yohann Jourdy,!2* Alexandre Janin,** Mathilde Fretigny,! Anne Lienhart,> Claude Négrier,!2>
Dominique Bozon,® and Christine Vinciguerra'-?
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» Délétions de 9 a 14 pb dans la méme région de 'intron 13 du géne F8

» Responsables = 5-10 % des formes mineures d’hémophilie A en France.
Anomalie systématiquement recherchée pour les formes mineures

» Prévalence élevée expliquée par :
» Effet fondateur dans |la population francaise pour la délétion de 13 pb
(daté entre lI® et VIII® siecles)
 Phénomene récurent : fragilité intrinseque de la région génomique

The highly prevalent deletions in F8 intron 13 found in French
mild hemophilia A patients result from both founder effect and
recurrent de novo events

Yohann J4::-ur|:l';.|f1'2 | Mathilde Fnétign'g,ri | Fanny Lassalle®* | David LiIIi+:rz|[:o5 |
Claude I~légrierl'2 | Christine "n.l"im:igu‘erra:l'1
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Etude des transcrits du gene F8 : bilan

» ARNmM first : quelques études dans la littérature portant sur de petits nombres de
patients HA =2 description= 10 variants introniques profonds pathogénes pour le F8

» Meéthode rapide et peu couteuse

> MAIS
* Conditions pré-analytiques drastiques (tube PAXGENE)
* Non applicable aux femmes et a I’lhémophilie B
 Manque de sensibilité (transcrits aberrants parfois instables)

* Ne détecte que les variants introniques profonds responsables anomalies
d’épissage v

» Changement de stratégie : mise en place du séquencage complet des génes F8 et F9 '~
=» Thése d’université d’Amy Dericquebourg (début 2019-soutenance 2023)
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v

Seéqguencage NGS F8 (84%)/F9 (93%) en entier

Nombreux variants génétiques identifiés

!

Sélection des variants rares
(GnomAD : fréquence alléligue dans la population générale)

<« —
Un variant connu pathogéene

!

Analyses fonctionnelles indispensables pour
démontrer le caractere délétere du variant
ARNmM / minigénes
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t Insertion de la région d’intérét
) e dans un vecteur minigene
f

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
ADN patient
\ Minigéne muté
Amplification de la
.. b oA Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
4 région d’intérét
Minigene Témoin
ADN témoin .
Transfection
% cellulaire
o 121 pb
\/
\$« c)Q';\ «—>
— Mini ExX3 +——| F8 Ex6 Mini Ex4 | Epissage aberrant (484 pb)
= /
500 ph -
400 pb T c —
300pb « Extraction ARNm
200pb Mini ExX3 | F8 Ex6 | Mini Ex4 Epissage normal (363 pb) « RT-PCR

i

* Migration sur gel
 Séguencage
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Cas des formes non séveres d’hémophilie

17 patients HB inclus dans ce travail 49 patients HA inclus dans ce travail

n =1 modéré n =2 modérés

n =16 mineurs n =47 mineurs
l NGS gene entier l

En moyenne 7 (2 - 22) variants dans le géne F9 En moyenne 30 (10 - 63) variants dans le géne F8
l Filtres bio-informatiques
9 variants d’intérét retenus chez 15 patients 33 variants d’intérét retenus chez 42 patients
l Analyses fonctionnelles : ARNm/Minigéne
v
5 variants pathogenes chez 13 patients 15 variants pathogéenes chez 33 patients

| |

Résolution de 75% des cas Résolution de 66% des cas
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Cas des formes séveres d’hémophilie A

» 8 hémophiles A sévéres en échec de diagnostic moléculaire (sur 813 familles) =1% des
cas d’hémophilie A sévere

» NGS geéne entier : identification de point de cassure dans le géne F8 dans 100% des cas

ChrX normal

F8 ex 6-26 F8 ex 1-5

—_—) —_—

ChrX recombiné
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» Les hémophilies A séveres en échec de diagnostic moléculaire sont
causées par des variants de structure interrompant le gene F8.

» Les variants introniques profonds impactant I'épissage des génes F8 ou F9
sont plutot associés aux formes non séveres d’hémophilie

» Taux de résolution dans notre cohorte :
 HA séveres : 100 % (815/815)
 HA non séveres : 98,6% (1621/ 1643)
e HB:99,4% (711/715)

» En France, =10% des formes non séveres d’hémophilie A sont causées par
des variants introniques profonds =» justification du NGS géne entier en
routine
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» Analyse prospective des résultats sur la période Avril 2021 - Juillet 2024
* 336 nouvelles familles d’hémophilie A
* 102 nouvelles familles d’hémophilie B

Phénotype % positif génétique conventionnelle % positif Whole géne
Hémophilie A
Sévere 95,2% (20/21)* 100 (21/21)*
Non-sévere 84,1 % (222/264) 98% (258/264)
Femmes Taux bas 75% (19/25)* 84% (21/25)*
Conductrice obligatoire 86% (6/7)* 100% (7/7)*
Hémophilie B
Sévere 100% (5/5) 100% (5/5)
Non-sévere 86% (64/74) 97% (72/74)
Femmes Taux bas 67% (8/12) 67% (8/12)
Conductrice obligatoire 100% (1/1) 100% (1/1)

*hors patients avec inversions de I'intron 22 ou de l'intron 1
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Et les patients non résolus ?

Hémophiles non résolus aprés séquencage entier des gene F8/F9

Individus avec un variant candidat mais pas d’impact
identifié sur I’épissage en analyse fonctionnelle

!

Autre mécanisme physiopathologie ?

Individus sans variant candidat
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S Variants introniques profonds

sans impact identifié sur I'épissage

» Variants introniques profonds dont les résultats en minigéne et/ou ARNm
sont normaux
* Variants bénins ?
e Autres mécanismes physiopathologiques ?

=» Plusieurs études en cours au sein de I’'UR4609 Hémostase et
thrombose

Exemple : F8 c.144-10526G>A (intron 1) identifié chez un hémophile A

mineur (FVIII:C = 16%)

* ARNmM et minigene négatif

* Hypothése : anomalie de la transcription

* Mise au point d’'un modele Luciférase : probable altération d’'une
séqguence stimulatrice de la transcription du F8

Expression luciférase
% du controle

Cellules Hela
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Profils des patients négatifs en NGS gene entier

» Hémophile A sans variant candidat (n = 8) :
*  Phénotype mineur avec FVIII > 30% (un cas FVIII:C = 10%)
e Cas sporadiques

» Hémophilie B sans variant candidat (n = 3) :
*  Phénotype mineur (FIX:C =10%, 38% et 45%)
e (Cas sporadiques

» Hypothéses chez ces patients :
e Variants pathogenes localisés dans les régions non couvertes par le NGS
* Erreur de diagnostic mais VWFE LMAN1 et MCFD2 dans |la puce NGS
e Causes multifactorielles (association de plusieurs polymorphismes ?)
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Nouveau propositus

I— ———————— J ———————— - HB >98%
, . Génétique conventionnelle ) Positif HA sévére > 99%
En une ou deux étapes s 0
] I I HA non sévere >85%
selon les laboratoires :
[ | HB >99,5%
I Séquencage entier F8/F9 mmmmmmm) Positif HA sévere > 99,9%
I— ———————————————— - | 4 \ 0
‘1 HA non sévere >98%

Controler le phénotype complet
+ ARN (Paxgene) si HA

/\-

Variant de signification inconnue sans impact sur Aucun variant candidat
I'épissage Discuter inclusion au PFMG
Etude de la ségrégation familiale
Analyses fonctionnelles
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