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Différentes étapes 
pour le diagnostic génétique

• Information et signature d’un consentement éclairé par le patient si >18 ans ou un des 
2 parents si <18 ans (obligation légale)

• Prélèvement sang veineux (2 tubes EDTA, volume adapté à l’âge)

• Extraire de l’ADN et quantification

• Technique de séquençage haut débit (t-NGS)

• Analyse des variations alléliques (logiciels et prédiction in silico de la pathogénicité)

• Rendu au médecin prescripteur



Extraction de l’ADN

ADN= 
Toute la mémoire de la génétique

= Un livre avec beaucoup de phrases (gènes) qui 
contiennent des mots (exons) à lire 

mais qui peut avoir des fautes d’orthographes ou
de syntaxe = mutations



Amplification de chaque exon (= un mot dans la phrase)
(= séquence codante d’un gène pour la transcription de l’ADN en ARNm 
et la fabrication de la protéine)



Extraction de l’ADN







 NGS= Next generation sequencing

 Depuis 2008 (Bentley et al., Nature, 2008; Ng.S.B et al., Nature 2009) –vraiment en routine hospitalière en 2015

 Systèmes (séquenceurs et logiciels) capables d’analyser des millions voire des milliards de reactions de séquences
du génome humain en même temps :

Gain en nombre d’informations recueillies

Gain de temps

Moins coûteux 

 Nombreux séquenceurs et technologies mais elles partagent toutes certaines étapes :

La préparation d’une librairie

Un séquençage

Des logiciels permettant la lecture et l’analyse des données (problème de stockage et exhaustivité des 
données)

Qu’est ce que le NGS? 
Techniques



Le principe de la capture séquence

On va manger que les bonbons « pastèques »

Ensuite on prend que les bonbons « pastèque »

La capture de séquences = ciblages des régions d’intérêt

On utilise les sondes de capture 

pour ne récupérer que les fragments d’intérêt

93 gènes impliqués dans les pathologies du 

globule rouge dont 39 gènes « ABD » (Roche)

La première fois on goutte à tous les bonbons

Tous les patients à screener (24-96)

Tout l’ADN génomique de ces patients

fragmenté et étiqueté



• Depuis 2016 : Next Generation Sequencing (targeted-NGS)

• Roche “NimbleGen SeqCap EZ” library et illumina flowcell (Flowcell standard 2*150) –

• Miseq ou Nextseq, analysés avec CLC Biomedical workbench (Qiagen) 

Diamond-Blackfan anemia: 

39 gènes  

(avant seulement 9 gènes screenés par Sanger)

Dysérythropoïèses Congénitales:

19 gènes (avant seulement 3 gènes screenés)

Pathologies de la membrane érythrocytaire:

21 gènes (avant seulement 2 gènes screenés)

93 gènes « Globules 

rouges »

Analyse des variations alléliques par t-NGS – application à l’ABD

Membranopath
ies

22%

enzymopathies
19%

CDA and rare metabolic diseases
19%

DBA
40%

Enzymopathies:

19 gènes (pas screené avant par Sanger)



Le séquençage

Librairie prête à être séquencée

Séquençage sur séquenceur Illumina®

ADN simple brin : en milieu dénaturant (NaOH) 
et sur glace pour que l’ADN reste simple brin

Miseq

Nextseq



Analyse des données de séquençage

Logicels MiSeq/NextSeq

CLC Biomedical WorkBench (Qiagen)

Alamut

Ingenuity Variant analysis (Qiagen)

Géré par l’utilisateur

Raw Data Compte-rendu

Mise en évidence d’une mutation 

contrôle en technique Sanger/ NGS ciblé 

1 point = 1 « read »

 T       G         C        T        A        C           G      A T

Annotation

ACMG-AMP

Variant Calling
Comparaisons ADN (s) 

d’intérêt / ADN référence

Base Calling
Détermination de la séquence

Mapping
Alignement de la séquence 

au génome de référence



Comptage des Reads : nb bases lues 100X en moyenne (couverture minimum 30x) CLC Biomedical Workbench (Qiagen)



CLC Biomedical Workbench (Qiagen)



Annotation des variants

http://www.acgs.uk.com/media/1092626/uk_practice_guidelines_for_variant_classification_2017.pdf)

• Recommandations ACMG-AMP (Richards et al., Genet Med, 2015; Amendola et al., Am J Hum Genet 2016)

• L’interprétation finale reste à la seule appréciation et responsabilité du biologiste médical

• L’interprétation est toujours effectuée en fonction de l’état actuel des connaissances et des informations disponibles et

repose sur :
• Des bases de données épidémiologiques (1000 génomes, ExAC, GnomAD, …)

• Des bases de données patients (ClinVar, HGMD, LOVD,..)

• Données structurales – nature du variant

• Prédictions bioinformatiques (Sift, polyphen, mutation taster, …

• Données bibliographiques –attention!

• Critères cliniques et généalogiques / Donnés de ségrégation

• Données fonctionnelles

• L’interprétation des résultats repose sur un faisceau d’arguments qui ont un poids plus ou moins important :

• argument très fort (very strong)/fort (strong)/moyen (moderate)/faible (supporting) en faveur de la pathogénicité

• argument fort pour caractère bénin/argument faible en faveur du caractère bénin

• L’interprétation des résultats consiste à combiner ces arguments pondérés et permet d’assigner une des 5 classes à un 

variant identifié :

• Classe1 = variant bénin

• Classe 2 : variant probablement bénin

• Classe 3: variant de signification inconnue (études fonctionnelles complémentaires/ségrégation familiale)

• Classe 4: variant probablement pathogène

• Classe 5: variant pathogène



Recherche de grandes délétions par CGH/SNP

Si tous les gènes impliqués

dans l’ABD ne présentent

pas de variations alléliques

(! grandes délétions non 

diag en NGS)

Service hématologie Biologique et cytogénétique, RDB
• HumanOmniExpress-12 v1.0 Analysis BeadChip Kit 
(>700 000 loci) / Genome studio software
• Puces Custom

Service hématologie Biologique et département de génétique

pour l’utilisation du Miseq

Librairie Roche “NimbleGen SeqCap EZ” et puce illumina

(Flowcell standard 2*150) et Passage sur un Miseq/Nextseq

Recherche de variations alléliques par NGS 
(développement en 2015)

Depuis été 2016

Séquençage d’exomes

Si tous les gènes impliqués

dans l’ABD ne présentent

pas de variations alléliques

ni de grandes délétions

Plateforme Imagine, Necker

Séquençage de génomes

Plateforme SEQOIA, Broussais



Cas Français ABD
485

Apparentés cas ABD
812

Cas Français
ABD+apparentés incertains

63

Cas 
Français+apparentés 

non ABD
Arrêt génétique

27 Cas ABD étrangers
264

Apparentés étrangers
183

Étrangers cas 
ABD+apparentés NON ABD

Arrêt génétique
2

Banque ADN “ABD”



293

32

110

total mutation+deletion no more ADN no genotypePlus d’ADN/refus Pas de génotypeTotal mutations + délétions

435 patients enregistrés dans le registre ABD



La suite …

• Screening des nouveaux patients ABD 
• Continuer la banque d’ADN
• Mutation au laboratoire d’Hématologie de Bicêtre – retour à la maison !!!! : là où le registre et la banque d’ADN ont été

constitués
• Amélioration de l’efficience on espère : 2 ETP techniciens et recrutement d’un AHU d’ici 2-3 ans
• Collection et génération de lignées cellulaires EBV systématiquement pour des analyses fonctionnelles pour valider les 

gènes candidats et les mutations de signification inconnues
• ARN banking pour:

• Maturation des ARNr (northern et Electrophorèse capillaire) – transfert en routine d’un test en cours de validation en
recherche (PE Gleizes)

• analyses fonctionnelles des ARN pour valider les nouveaux gènes et les mutations de signification inconnue
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Merci beaucoup de votre attention

Lydie Da Costa

Service d’Hématologie Biologique

Hôpital Bicêtre

Le Kremlin Bicêtre, France

lydie.dacosta@aphp.fr

+33-1-45-21-20-06 

+33-1-45-21-40-16/+33-1-45-21-35-94 (secrétaires)
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