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Génome humain:  3 milliards de nucléotides

• 1985 Gel Based Systems : 
12 ans pour 1000 machines

• 2005 Capillary sequencing :
1 an pour 120 machines

Un séquençage de plus en plus rapide
et de moins en moins onéreux…

• 2012 Short Read Sequencers:
(Hiseq2000)

1 semaine pour 1 machine

Kilobase / jour/
machine

Année

100 millions $

1.5 million $

1000 $

Séquençage x 10



• Le séquençage à visée diagnostique 
en 2015

« mettre en œuvre la médecine d’aujourd’hui          
et préparer la médecine de demain »
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•Pourquoi le séquençage haut débit
(« HTS » = High Throughput Sequencing) 
(« NGS » = Next Generation Sequencing)

est-il en train de supplanter les techniques 

« conventionnelles » de génétique moléculaire
dans les laboratoires de diagnostic ?

2013



NGS: vers une technique unique pour la détection 
de différents types de mutations

• Grands réarrangements
(délétions/ insertions/duplications > 250 kb)

- CGH array     pangénomique 

- FISH          ciblé 

• Réarrangements intra-géniques
(Délétions/ duplications ≥ 1 exon)

MLPA, QM-PSF, qPCR…

• Micro-réarrangements
(mut ponctuelles, ins/del quelques pb)

- homogènes

Sanger
- en mosaïque

ex16

contrôle

NGS

mosaïque

Délétion Intra-génique

Recherche Del/Dup       
pangénomique



Phénotypage des patients

gènes « candidats »
+ -

Laboratoire hospitalier      Laboratoire de recherche

Séquençage de Sanger          - Localisation
≤ 10 patients          (études de liaison)

gène 1 - Identification
Si négatif       gène 2            (banques d’ADN, clonage…)

Si négatif       gène 3 …            d’ 1 gène

Des mois, voire des années de travail

De + en + de - techniciens / biologistes
- séquenceurs / moyens financiers

La plupart des patients demeuraient sans diagnostic

Hier : transfert des connaissances
génomique  → patients

= bloqué par un obstacle méthodologique

Phénotypage des patients

Laboratoire hospitalier

gènes « candidats »

+ -

Séquençage ciblé      Séquençage «haut débit »
« moyen débit »

panels 30 à 1200 gènes
panels ≤ 30 gènes 80 patients

50 patients (1 manip)                   OU
exome entier (20 000 gènes)

(1 manip)
1 semaine 1-2 mois

(bioinformatique)

+  diagnostic   - +  diagnostic  - recherche
La plupart des patients ont un diagnostic

Aujourd’hui un diagnostic 
- dans des délais  « raisonnables »  
- à un prix « acceptable » 

pour de + en + de  patients

Un diagnostic plus rapide pour plus de patients…



• Exome vs Panels ciblés:

un débat tactique au sein des laboratoires 
de diagnostic moléculaire en 2015

Octobre 2013

Février 2015



• Exome pangénomique (les 25 000 gènes du génome)

- avantages:  - pas d’étape de confection de « librairies » (gain de temps)

- possibilité d’identification de nouveaux gènes de la pathologie
- possibilité de ré-analyse bioinfo « élargie » ultérieure si nécessaire

- inconvénients: - Equipement + manips plus onéreux
- analyse bioinfo plus lourdes → délai de résultats plus long
- couverture encore insuffisante de certaines régions d’intérêt
- risque de découverte fortuite de variants dans des gènes 

hors champ du diagnostic (« Incidental findings ») (pbme éthique)

- comment stocker un gros volume de données bioinfo 
- confusion entre diagnostic (gènes « connus ») et recherche (nouveaux gènes)

• Panels ciblés (1 à > 1000 gènes)

- avantages: - réponse à une question « clinique » (« diabetes », « retards staturaux »…)

- équipement et manips moins onéreux

- qualité de la séquence (couverture et profondeur)
- plus simple techniquement

- Inconvénients nécessité 

- de confection de librairies risque de contamination / d’erreur d’ échantillons
- d’actualiser les librairies à mesure de l’identification de nouveaux gènes (validations…)

Un débat tactique au sein des laboratoires de diagnostic 
moléculaire en 2015



• Problèmes d’interprétation 
du diagnostic génétique par NGS

25 July 2013



Séquence 
de référence

1 read
= 1 fragment lu
= 50 à 200pb

Profondeur
(moyenne du 
nombre de 
lectures pour 
chaque base ; 
exprimée en X)

Couverture
(taille de la région

réellement séquencée )

Régions « NON COUVERTES

Des impératifs de qualité de la séquence

Qualité de séquence insuffisante
- risques:- méconnaitre des variants (« faux-négatifs )

- filtre insuffisant des artefacts (« faux positifs »)
- assignement incorrect de la « zygotie » (homo, hétéro, mos)

- exigences:  - couverture 30x sur 90-95 % de la séquence totale
- couverture moyenne 100x pour le patient
- couverture ≥ 50x des régions des variants candidats

Etude de la qualité de chaque base 
(400 106 erreurs de séquences 

potentielles / run de 600 Gb)



Genomic
Alignment
Genomic
Alignment

Variation 
Calling

Variation 
Calling

Variation 
Filter

Variation 
Filter

Variation 
Annotation
Variation 

Annotation
Query
Project
Query
Project

Data 
Storage

« Pipeline »

Des impératifs de qualité de l’analyse informatique



Etapes de l’analyse bioinformatique

•Alignement des reads (fragments lus) sur un génome de référence : 
des coordonnées génomiques (positions) sont attribuées à chaque read ; 

•«Calling »:  détection de TOUTES les variations
≠  de la séquence de référence  - neutres: SNP, in/del

- potentiellement délétères : mutations 
ponctuelles, in/del, CNV 

•Filtrage des variants: éliminer le maximum de variants neutres 
 connus comme tels (référence à des bases de données)
 prédits comme tels (logiciels de prédiction)
pour ne conserver que le plus petit nombre possibles de variants «candidats »

•Annotation des variants: essayer de « prioriser » les variants retenus 
comme candidats en fonction de leur probabilité d’impacter le ou les gènes
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Pourquoi un filtre bioinformatique 
est-il nécessaire ?

• Génome: 3,5. 000 000

• Exome : 15 000

• Seq exons de 80 gènes : 150 

Nombre approximatif de variants 
de séquence mononucléotidique 

(« SNV »)



NGS : filtre bio informatique des variants

Le NGS détecte un grand nombre de variants, d’autant plus élevé que 
le nombre de  gènes testés est important, qu’il faudra « filtrer » 
pour sélectionner le ou les variants candidats (« mutations »)

Les risques

critères de filtre

1/ trop stringents
risque de faux-négatifs

2/ trop permissifs
trop de variants à évaluer

perte de temps 

un équilibre à trouver…

+++ 
- expertise clinico-biologique
- concertation biologiste-

bioinformaticien

3



Annotation des variants: 
sélectionner parmi les variants candidats 

le ou les variants responsables de la maladie

1/ le variant a t-il un impact sur la fonction de la protéine ?
(« pathogénicité »)

2/ Si la réponse à 1/ est 
« OUI » ou « PROBABLEMENT » ou « POSSIBLEMENT »

quels sont les arguments en faveur de 
sa responsabilité dans le phénotype de l’individu testé ?



1/ Quels arguments en faveur ou défaveur du caractère 
délétère du variant (« damaging » or « deleterious » variant) ?

# Le variant est « à l’évidence » ou « probablement » non délétère
Variant ponctuel (SNV) fréquent ( > 1%?) dans la pop. générale → bases de données

# Le variant est « à l’évidence » délétère
Données du séquençage

- « grand » réarrangement (affectant  ≥ 1 exon du gène)

- micro réarrangement intra génique (ins/del) décalant le cadre de lecture de l’ARNm

- mutation ponctuelle tronquant la protéine (« non-sens », « épissage »…) MAIS…

# Le variant est « possiblement » ou « probablement » délétère
(mutation ponctuelle exonique prédite « faux-sens »,

Logiciels de prédiction d’impact du variant sur
-l’ARNm  - création/suppression d’un site consensus d’épissage, 

- création d’un site « cryptique » d’épissage (activation d’un 
« enhancer » ou inactivation d’un « silencer » d’épissage)

-La protéine - disparition,  modification de la structure tridimensionnelle
- modification de la fonction (conservation inter espèces de l’ac. aminé,

site actif, interaction protéine/protéine)

Etudes de « validation fonctionnelle »
Démonstration expérimentale de l’impact du variant sur l’ARNm et/ou             
la protéine

(HSF)

(Sift, Polyphen, 
Swissprot..)

(1000 génomes, dbSNP, ExAC..)

Etudes in vitro ( cellules patients, modèles cellulaires), modèles animaux…

Alamut

mutation intronique…)



NM_001093.3:c.952G>A enfant et père HETEROZYGOTEs
Chr12(GRCh37):g.109609636G>A
p.Val318Ile

Nucléotide très conservé (phyloP: 6.02 [-14.1;6.4])
Acide aminé très conservé jusqu'à Levure de boulanger (sur 11 espèces)
Ecart physico-chimique entre Val et Ile peu important (Dist. de Grantham: 29 [0-215])
Variation située dans les domaines protéiques : 

Carbamoyl-phosphate synthase, large subunit, N-terminal
Biotin carboxylation domain

Align GVGD: C0 (GV: 65.28 - GD: 28.68)
SIFT: Tolerated (score: 0.08, median: 3.33)
MutationTaster: disease causing (p-value: 1)
Polyphen possibly damaging with a score of 0.647 (sensitivity: 0.80; specificity: 0.84)

Gène ACACB

NM_001093.3:c.3893G>A enfants  et mère HETEROZYGOTE
Chr12(GRCh37):g.109665186G>A
p.Arg1298Gln

Nucléotide très conservé (phyloP: 5.94 [-14.1;6.4])
Acide aminé très conservé jusqu'à Levure de boulanger (sur 11 espèces)
Ecart physico-chimique entre Arg et Gln peu important (Dist. de Grantham: 43 [0-215])
Cette variation est située dans le domaine protéique: Acetyl-CoA carboxylase, central domain
Align GVGD: C0 (GV: 111.26 - GD: 16.48)
SIFT: Tolerated (score: 0.07, median: 3.33)
MutationTaster: disease causing (p-value: 1)
Polyphen: probably damaging with a score of 0.999 (sensitivity: 0.09; specificity: 0.99)

Protéine mitochondriale

Les logiciels de prédiction: des résultats parfois discordants…
imposant le recours aux études de validation fonctionnelle



INTERPRETATION DES VARIANTS 
DANS LES DEFICITS 

HYPOPHYSAIRES COMBINES 
MULTIPLES

Pr A Barlier, 
Dr A Saveanu

Biologie Moléculaire
Conception

Dr C Rochette
Pr T Brue
Dr F Castinetti 

Service d’Endocrinologie
Conception

UMR 7286 CNRS
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L’EXEMPLE DES VARIANTS DE LHX3 ET LHX4

Phénotype classique:
• LHX4: déficit hypophysaire multiple, section de tige. Variants à l’état hétérozygote.
• LHX3: déficit hypophysaire multiple, section de tige, surdité. Variants à l’état homozygote.



EXEMPLE 1: LE VARIANT T90M DE LHX4

Variant T90M: 2e domaine LIM. Hétérozygote.

Phénotype compatible: déficit hypophysaire 
multiple néonatal, section de tige

In silico: probablement pathogène
EXAC: <1/10.000
Expression protéique conservée, liaison ADN 
conservée, absence de modification en analyse 
fonctionnelle (transactivation de différents 
promoteurs cibles).



EXEMPLE 2: LE VARIANT Q346R DE LHX4

Variant Q346R: pas dans un domaine fonctionnel.
Hétérozygote.

Phénotype compatible: déficit hypophysaire 
multiple néonatal, section de tige RETROUVE 
CHEZ 2 PATIENTS AVEC LE MEME PHENOTYPE, 
NON APPARENTES, D’ORIGINE GEOGRAPHIQUE 
DIFFERENTE

In silico: non pathogène

EXAC: <1/100.000

Expression protéique conservée, liaison ADN 
conservée, absence de modification en analyse 
fonctionnelle (transactivation de différents 
promoteurs cibles).

Rochette et al., 2015 PLOSone



EXEMPLE 3: LE VARIANT R208G DE LHX3

Variant R208G: homéodomaine. Homozygote.

Phénotype compatible: déficit hypophysaire 
multiple néonatal, agénésie du corps calleux.
2 parents hétérozygotes sains.

In silico: non pathogène

EXAC: Non décrit

Expression protéique conservée, liaison ADN 
conservée mais absence d’activation des 
promoteurs cibles in vitro.

R208G



EXEMPLE 4: LE VARIANT L196P DE LHX3

Variant L196P: homéodomaine

Phénotype compatible: déficit hypophysaire 
multiple néonatal, surdité (retrouvée dans >50% 
des patients porteurs d’anomalie de LHX3)

In silico: pathogène

EXAC: non décrit

Expression protéique conservée, liaison ADN 
NON conservée, absence d’activation des 
promoteurs cibles. Pas d’effet dominant négatif 
évident (haploinsuffisance ?)

Problème: TOUS LES VARIANTS PATHOGENES 
DE LHX3 SONT HOMOZYGOTES.

Or Patient porteur d’un variant à l’état 
HETEROZYGOTE.



• Arguments « inter-familiaux »
1/ gène connu comme associé à une maladie génétique (panels, exome entier)

- le variant identifié a été antérieurement rapporté (> 1 fois) par des équipes 
indépendantes et « sérieuses », en association avec le phénotype

- un variant différent mais ayant le même impact sur la séquence primaire de 
la protéine p. ex: c.34G>C (p.Val12Leu) et c.34G>T (p.Val12Leu)

a été antérieurement rapporté (> 1 fois) par des équipes indépendantes   
et « sérieuses » en association avec le phénotype

Bases de donnée: « ClinVar », « HGMD », « OMIM », « LOVD »…

2/ gène non connu comme associé au phénotype (exome entier)

- le variant identifié affecte une protéine dont la distribution tissulaire et la 
fonction paraissent « compatibles » avec le phénotype observé 

(canal potassium exprimé dans le pancréas dans un hyperinsulinisme…)

• Argument « intra-familial »
La ségrégation intra-familiale du variant est en accord avec le mode de 

transmission avéré ou présumé de la maladie

2/ Quels arguments en faveur de la responsabilité d’un 
variant, dont la pathogénicité est avérée / probable / 
possible, vis-à-vis du phénotype de l’individu testé ?



Une aide à la sélection des variants candidats: l’étude simultanée de plusieurs apparentés
MAIS le coût augmente en proportion !

MAIS 50 - 100 mut de novo/ génome dans pop générale !  



Variants of Unknown Significance (« VUS »)

Au terme de cette confrontation clinique, biologique et bioinformatique, la 
responsabilité du ou des variants identifié(s) demeure encore parfois incertaine

Genet Med 2015; 17: 405-24



L’union fait la force:
projet national d’homogénéisation de 

l’interprétation de variants de séquence

Bases de données  de variants partagées ?

Variants rares difficiles à interpréter : groupes de discussion (mailing lists)

Variants pour lesquels les laboratoires experts n’ont pu aboutir à une 
réponse consensuelle : réunions de confrontation clinico-biologiques : 

Acteurs du diagnostic + équipes de recherche 
Réunions physiques ou visioconférences
( GEM NGS ? )

Contrôles qualité: 
 Echanges de fichiers de variants pour interprétation en aveugle 
 Echanges d’ADN entre laboratoires



Réunion
discussion des 

nouveaux  variants 
2 fois par an

UMD 
Universal Mutation Database

Pr C Beroud

Collecte des données
2 fois par an

Laboratoire 1 Laboratoire 2 Laboratoire 3

Actualisation des données
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http://www.umd.be/NomduGENE/
http://www.umd.be/MEN1 : 1500 variants

Site internet

Bases de données des variants alleliques 
des gènes impliqués dans les Tumeurs NeuroendocrinesTEN-GEN

Rôle du curateur : 
colliger les variants et les informations (in silico, fonctionnelles, cliniques) nécessaires à leur validation
Incrémenter la base après validation des variants

http://www.umd.be/NomduGENE/
http://www.umd.be/MEN1


Comment faire face à la complexité de 
l’interprétation des données du NGS ?

- Des centres de génétique experts pour une thématique donnée

- Confrontation clinicien/biologiste/bioinformaticien/chercheur +++

- Des compte-rendus d’analyse intelligibles !
- résultat « positif » ou « négatif » ou « non concluant »
- outils utilisés pour 1- la production de séquence

(séquenceur, confection des librairies, CQI, vérification par 2ème méthode…)

2- l’analyse bioinformatique
(logiciels utilisés, type d’interface bioinformaticien-biologiste…)

- liste exhaustive des gènes testés (panels)

- liste des régions des gènes insuffisamment couvertes
- variants décrits selon la nomenclature internationale
- politique du laboratoire en matière de découverte fortuite de 

variants de prédisposition à une maladie grave sans rapport 
avec l’affection ayant motivé la prescription du test (exome)

- nécessité ou non de vérification sur un 2ème prélèvement (identité)




