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Plateformes Séquençage haut-débit 

3 Gb - haploide 30 Mb 
≈180000 exons Panel 

1-300 gènes 

ROUTINE 
DIAGNOSTIQUE 



Pré-indications 

WGS 
Trios 

FIRENDO 
Anomalies sévères de la différenciation sexuelle d’origine 

gonadique et hypothalamo-hypophysaire 
Insuffisance ovarienne primitive 

 RCP Firendo 

CANCER (prévention + prise en charge apparentés) 
Patients atteints de cancers dans un contexte d'antécédents 

familiaux sévères évocateurs 
Cas extrêmes sporadiques jeunes 

  
 

RCP GGC 

WES 
RNAseq 
T. congelée 

CANCER (visée théranostique) 
Cancer, pathologie maligne en situation de maladie 

réfractaire ou de rechute avec échec de traitement curateur 
< 40 ans 

 RCP moléculaire 



Circuit 
Patient/famille entrant dans champ de la pré-

indication 
 

Envoi à plateforme de séquençage 
 
 

NGS panel de gènes majeurs négatif Laboratoires 
de Génétique 

Consultation génétique 
consentement PFMG / Prélèvements sanguins 

 
 

Validation en RCP 

Interprétation des résultats 



Interprétation d’une variation 
Exemple d’un panel phéochromocytome/paragangliome 



2019 : >20 gènes de prédisposition 
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18 experts 
10 institutions 
8 pays 

Rodrigo AT*, Burnichon N* et al. Nat Rev Endocrinol. 2016 

Recommandations internationales pour 
analyse NGS PPGL 



Gènes d’intérêt 



Organisation en France 

o 6 laboratoires 

o Panel minimum  

o Autres gènes en fonction 
des expertises 

 SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD 
 RET 
 VHL 
 NF1 
 TMEM127 
 EGLN1/PHD2 
 EGLN2/PHD1 
 FH 
 MAX 
 MDH2 
 EPAS1/HIF2A 
 GOT2 
 H3F3A 
 MERTK 
 MET 
 MITF 
 SLC25A11 
 ATRX, HRAS, FGFR1, H3F3B, IDH1, 

IDH2, IDH3B, SETD2, TERT  (somatique) 

Cas index 
21 gènes (DNA constitutionnel) 

30 gènes (DNA tumoral) 
 



Résultats panel NGS 



Séquençage haut-débit 

Variation = Pathogène ?  
       Polymorphisme fréquent ? 
       Polymorphisme rare ? 



« Mutation » ou polymorphisme non fonctionnel ? 

Plon et al, Hum Mutat, 2008 



Critères pour la classification des variations identifiées 

American College of Medical 
Genetics 
 
Richards et al., Genet Med 
2015, modifié d’après Jarvik 
and Browning, Am J Hum 
Genet 2016)  



Critères pour la classification des variations identifiées 

American College of Medical 
Genetics 
 
Richards et al., Genet Med 
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Critères pour la classification des variations identifiées 

1. Type de variation (tronquante ?) 

2. Fréquence dans les databases de population (gnomAD) 

3. Fréquences dans les databases spécifiques de gènes ou de maladies 

4. Description dans la littérature 

5. Prédictions in silico 

6. Analyse de co-ségrégation dans les familles 

7. Analyses fonctionnelles 

 

OBJECTIF : La « mutation » identifiée peut-elle être utilisée au titre du 
diagnostic pré-symptomatique ?  

 



Fréquence en population générale 



Databases gène-spécifique 



Database SDHB 

Already reported in LOVD 
Yes 125 
No 93 

TOTAL 218 

Centre Submitted variants 
France (5 labs) 376 
Spain (CNIO) 70 
Italy (Firenze) 20 
UK (Cambridge) 215 
Australia (Syndey) 13 
TOTAL 694 

54,2% 

10,1% 2,9% 

31,0% 

1,9% 

France 

Spain 

Italy 

United Kingdom 

Australia 

Recueil des données disponibles 
 
oInformations cliniques 
oNature de la variation 
oDonnées fonctionnelles ou tumorales 
oAnalyses in silico 



Classification 

Class Variants Different variants Percentage 

Pathogenic 96 25 11.5% 
Likely pathogenic 253 75 34.4% 

VUS 330 111 50.9% 
Likely benign 15 7 3.2% 

Benign 0 0 0% 
TOTAL 694 218 100% 

ACMG criteria NGSnPPGL study group criteria 
Class Variants Different variants Percentage 

Pathogenic 189 26 11.9% 
Likely pathogenic 307 101 46.3% 

VUS 154 64 29.4% 
Likely benign 30 22 10.1% 

Benign 15 5 2.3% 
TOTAL 694 218 100% 

Revue manuelle de chaque variation 
 Groupe d’experts internationaux 

11,5% 
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Likely pathogenic 

VUS 

Likely benign 

Benign 

11,9% 

46,3% 

29,4% 

10,1% 2,3% 



Tests additionnels et fonctionnels 

Tests disponibles dans notre 
laboratoire 

 
oRecherche d’anomalie cDNA 
(variants d’épissage ou synonymes) 
oRecherche de perte 
d’hétérozygotie 
(gènes suppresseurs de tumeurs) 

oImmunohistochimie SDHA, 
SDHB, MAX, CAIX, FH 
(service d’anatomopathologie HEGP) 
oMesure activité enzymatique 
SDH  
(INSERM U1141 – P Rustin) 



Compte-rendu médical 

o Variants des classes 1 et 2 ne devraient pas être reportés sur le compte-rendu 

o Variants de classe 3 : à reporter selon intérêt clinique potentiel  

o L’interprétation des résultats doit clairement préciser : 

o La responsabilité (supposée) du variant dans le développement de la maladie 

o Les éléments de preuve en faveur (ou non) de la pathogénicité 

o Les analyses additionnelles qui pourraient être réalisées pour aider à 

l’interprétation 

o Les échantillons nécessaires à ces analyses (tissu tumoral, etc.) 

o Si un dépistage génétique pré-symptomatique peut être proposé ou non aux 

apparentés du premier degré 



Cas pratiques 



Cas n°1 

Syndrome de Carney-Stratakis  
 

PGL médiastinal (47 x 53 x 63 mm) + GIST (29 x 24 x 24 mm) 55 
ans 
Sécrétion normétanéphrines > N; métanéphrines = N 
Aucune histoire familiale 
 

 NGS ADN constitutionnel  
→ Variation hétérozygote intron 6 SDHA c.771-21_771-13del  

Signification inconnue 

Demande de tissu tumoral 



Cas n°1 

 Analyse ARN (RT-PCR SDHA) 
 

→ Présence d’un allèle muté avec anomalie d’épissage : « saut de l’exon 7 » 
 

 
 

Exon 8 Exon 6 

 Phénotypage immunohistochimique 
 
 
 
 
 

 Perte d’expression SDHB et SDHA  
→en faveur de la présence d’une mutation du gène SDHA 

 



Cas n°1 

 NGS ADN tumoral  
 extrait du PGL (FFPE) 

→ présence de la variation SDHA c.771-21_771-13del (fréquence allèlique 86%) 
 extrait de la GIST (FFPE) 

→ présence de la variation SDHA c.771-21_771-13del (fréquence allèlique 79%) 
 

 
 

ADNg 

ADNPGL 

ADNGIST 



Cas n°1 

Syndrome de Carney-Stratakis avec VSI SDHA constitutionnel 
 

Mise en évidence d’une Perte d’hétérozygotie dans tissus 
tumoraux avec IHC SDHA négative 

 
 
 

Dépistage pré-symptomatique proposé aux apparentés  
 
 

Analyses complémentaires permettant la classification d’un 
variant 



Cas n°2 

 Homme 54 ans : PHEO bilatéral sécrétant de la noradrénaline 
 Histoire familiale : cousine germaine opérée d’un PHEO gauche en 

2000. PHEO droit en 2015. 
 

 NGS ADN constitutionnel : 2 variations de signification inconnue 
→ Variation hétérozygote gène MAX c.296-14T>A 

→ Variation hétérozygote gène TMEM127 c.31G>T, p.Gly11Cys 
 

Tissu tumoral 
NGS ADN tumoral  
→ présence de la variation MAX avec fréquence allèlique 74% > LOH 
→ présence de la variation TMEM127 avec fréquence allèlique 57% 
 
IHC : Perte d’expression de la protéine MAX 
 

 



Cas n°2 

CONCLUSION 
Variation du gène MAX :  

 Responsable de la pathologie dans cette famille 
 Dépistage familial pré-symptomatique possible 

 
Variation du gène TMEM127 :  

 Variation de signification inconnue 
 Dépistage familial pré-symptomatique non pertinent 
 

 
 
 

 Recherche ciblée des 2 variations chez la cousine 
→ Présence variation hétérozygote gène MAX c.296-14T>A 
→ Absence variation hétérozygote gène TMEM127 c.31G>T 

 



Cas n°3 

 Femme 43 ans : PGL carotidien non sécrétant 
 Pas d’antécédents familiaux 
 

 NGS ADN constitutionnel : variation de signification inconnue 
→ Variation hétérozygote synonyme gène SDHB p.Tyr61Tyr 

 Pas de modification de la séquence protéique 
 Database gnomAD : 13/277 106 
 Prédictions in silico : pas en faveur d’un impact sur l’épissage 
 

 
Demande de tissu tumoral 



Cas n°3 

CONCLUSION 
Variation du gène SDHD :  

 Responsable de la pathologie chez cette patiente 
 Variation pathogène somatique : Dépistage familial pré-symptomatique 

non indiqué 
 

Variation du gène SDHB :  
 Variation probablement non pathogène 
 Dépistage familial pré-symptomatique non pertinent 
 

Tissu tumoral : IHC 
Perte d’expression de la protéine SDHB > en faveur pathogénicité 
 

 Tissu tumoral : NGS somatique 
→ Présence de la variation SDHB p.Tyr61Tyr avec fréquence allèlique 55% > 
Absence de LOH 
→ Présence d’une variation SDHD p.Val153Hisfs*36 
 

 



Conclusion 

o Classification d’une variation  

o enjeu majeur pour le suivi du patient et le dépistage de ses apparentés 

o Travail long, pas de valorisation 

o Dans le cadre du PFMG   

o Nombre de variations de signification inconnue ? 

o Recours aux experts +++ 

o Problème des variations sur des gènes non connus pour être impliqués dans 

la pathologie 

o Outils fonctionnels disponibles ? 
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