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Séquençage de l’exome et du génome :
comment la génomique a révolutionné 

le diagnostic des maladies rares
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Qu’est ce que la génomique ?

Séquençage haut débit 

Techniques génomiques

« Numérisation » des génomes



Pourquoi ça marche?

• Encodage de l’information
• 4 lettres ATGC

• Fixité et reproductibilité
• Le génome d’un individu est 

identique entre ses cellules 
• Stable au cours du temps et entre 

générations
• Lié à la stabilité de l’ADN

• Limites du modèle
• Différences entre cellules
• Méthylation
• Remodelage permanent



Quelques applications de la génomique

• Étude de bases 
moléculaires des traits 
phénotypiques

• Médecine génomique

Individu
• Histoire évolutive, 

migrations
• Caractérisation 

biologique

Espèce

• Métagénomique

Écosystème

À différentes échelles :
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Variabilité d’un génome individuel

• Génome humain = 3,2 milliards de paires de bases
– ~3-5 millions de variations ponctuelles
– De l’ordre d’une variation / 1000pb

à Substitutions 
à Insertions/Deletions

dbSNP 151
660,773,127 variants
1 / 4,84 pb



Variabilité d’un exome individuel

Exome ~35 millions de paires de bases
~1% du génome
~ 20,000 variations ponctuelles
~ 800 variations rares <1%



Variabilité génétique humaine en accès libre



Variabilité génétique humaine en accès libre



Mutabilité du génome humain

Mutations de novo

Jónsson et al. Nature 2017
Wilfert et al. Genome Med 2017

à 1 à 2 mutations de novo / exome
à 50 à 100 mutations de novo / génome 
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Séquençage haut débit

• NGS = next generation sequencing
• SHD = séquençage haut débit
• Séquençage de seconde génération
• Séquençage massivement parallèle

ADN préparé Séquences



De très nombreuses applications



En génétique humaine : DNA-seq

Séquençage ciblé

• Panel 
• Exome

Séquençage non ciblé

• Génome



Workflow NGS

Wet lab Dry lab



Workflow NGS

Wet lab Dry lab



Wet lab = préparation des échantillons

• Objectif :
– Transformer de l’ADN brut en une librairie prête à être séquencée

• Les molécules que l’on séquence sont :
1. Mises en forme pour le format du séquenceur (=librairies)

– Fragmentées (~300pb)
– Indexées avec un barcode spécifique de chaque patient
– Ont des primers spécifiques nécessaires aux réactions de séquençage

2. Dans le cadre d’un panel/exome : correspondent aux régions cibles



Préparation des librairies



Enrichissement

• Librairie de sondes d’ADN 
biotinylées

• Hybridation

• Capture par billes magnétiques 
coatées avec streptavidine

• Lavage des fragments non 
capturées 



Workflow NGS

Wet lab Dry lab



Une technologie de séquençage 
dominante

Illumina



Bridge PCR Illumina

• Étape automatisée réalisée par le séquenceur
• Objectifs

– Amplifier des molécules d’ADN uniques pour les rendre détectables par le laser : 
1 molécule à Un cluster

– Pour amplifier en parallèle des millions de molécules,  nécessité d’une 
compartimentalisation



Bridge PCR Illumina

• La puce (flowcell) est recouverte d’amorces de PCR universelles
• Une molécule se fixe
• Pas d’amorces en solution : la PCR est spatialement confinée à

Génération d’un « cluster » issu de la même molécule



Wash and scan

• Une fois que les clusters sont générés
• Fonctionnement cyclique
• Séquence d’un nucléotide par cycle
• 150 cycles si reads de 150pb
• Le séquenceur injecte les 4 nucléotides ATGC 

marqués
• Un nucléotide qui se fixe et émet un signal 

fluorescent

Cycle 1
Cycle 2

Cycle 3

A T G …….



Fichiers générés par Illumina

• Fichiers d’images
• Fichiers .bcl
• Fichiers FASTQ
– Fichiers texte
– Un bloc par cluster lu (x plusieurs millions)



Workflow NGS

Wet lab Dry lab



Traitement bioinformatique des données

• Objectif
– Passer des données brutes :

• Millions de séquences courtes de nucléotides et leur qualité
– à des données médicalement exploitables :

• Variations génétiques annotées

• Suite de processus informatiques : « pipeline »
• Typiquement outils académiques open source sous linux
• Alternativement, solutions commerciales fonctionnant par cloud 

computing



Bioinformatique

.fastq

.bam

.vcf

Variants annotés

Lectures non alignées

Fichier d’alignement

Variations

Variations annotées

Alignement

Variant calling

Annotation

Démultiplexage



Alignement et détection des variations

Sample 1
Hétérozygote

Sample 2
Homozygote



Workflow NGS

Wet lab Dry lab



Analyse médicale

Gène

Variation

Phénotype associé au gène
OMIM

Fréquence en 
population 
généraleEffet fonctionnel prédit

Exemple : faux-sens

Présence dans les BDD 
de patients

Génotype concordant 
avec le mode de 
transmission 
Exemple : homozygote

Ségrégation du variant 
dans la famille
Exemple : de novo

Données fonctionnelles



Plan

üIntroduction génomique
üPolymorphisme humain
üOutils pour la génomique humaine
ØGénomique médicale et maladies rares
ØConclusions



Maladies rares du développement

Malformations congénitales

« Maladies 
du développement »
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    Pubmed : "Neurodevelopmental disorders"

• Retard de développement
• Déficience intellectuelle
• Épilepsie
• Autisme
• Malformations du système nerveux

« Maladies 
neurodéveloppementales »

Causes génétiques



Mutations de novo dans les maladies du 
développement

• 42% des patients seraient porteurs d’une variation de novo pathogène dans l’exome
• Liste des gènes touchés de plus en plus précise
• Certains modèles de mutabilité du génome permettent d’identifier ces gènes cibles

2010

2017



Transition vers le diagnostic

250 exomes rendus à Rouen
109 diagnostics
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Conclusions

• Innovation technique et scientifique majeure

• Augmentation importante de la connaissance des maladies rares

• Révolution pour le diagnostique dans les maladies rares
• Plus de la moitié des patients avec maladie du développement 

accèdent à un diagnostic génétique



Limites des approches actuelles

Accès difficile à certains types de 
variations

Séquençage du génome complet :
Cout et nécessité d’infrastructures lourdes

Interprétation des données toujours un défi



Limites des approches actuelles

Séquençage du génome complet :
Cout et nécessité d’infrastructures lourdes

Ø Intégration de la médecine génomique 
dans le parcours de soins courant

Ø Mettre en place d’une filière nationale 
de médecine génomique

Ø Placer la France dans le peloton de tête 
des grands pays engagés dans la 
médecine personnalisée



Limites des approches actuelles

Interprétation des données toujours un défi

SpliceAI

PrimateAI

Deepvariant



Limites des approches actuelles

Accès difficile à certains types de 
variations

Ø Perspectives intéressantes :
Long read genome sequencing
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attention
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Panel Exome Génome

Synopsis Séquençage de quelques gènes à 
quelques centaines de gènes

Régions codantes des 19 000 gènes Séquençage de tout le 
génome

Intérêt Idéal si nombre de gènes impliqués 
faible et liste stable

Idéal si nombre de gènes impliqués 
important ou liste évolutive

Idéal dans les mêmes 
situations que l’exome

Exemple Spicion de prédisposition au cancer 
du colon/polyposes

Déficience intellectuelle Déficience intellectuelle

Avantages • Cout
• Peu de variants à analyser
• Pas de découvertes fortuites

• Rendement élevé
• Possibilité de réanalyse et de méta-

anlalyse des données
• Possibilité d’identification de nouvelles 

causes génétiques

• Idem exomes
• Qualité des données un 

peu supérieure à l’exome
• Accès à des types de 

variations supplémentaires

Limites • Pas de possibilité de détecter des 
nouvelles causes génétiques

• Nécessité de re-designer le panel 
en fonction de l’évolution des 
connaissances

• Rendement potentiellement 
limité

• Cout (+/-)
• Découvertes fortuites possibles
• Temps d’interprétation un peu plus long

• Cout
• Données informatiques 

très volumineuses



Séquençage short reads

AD
N



Séquençage short reads

150 pb



Séquençage pairé

Molécule d’ADN de la librairie

Read/lecture
Forward

Read/lecture
Reverse



Séquençage pairé



Alignement

• Objectif :
– Aligner les lectures courtes sur le 

génome de référence
• Difficultés

– Autoriser les discordances 
(mutations +++)

– Gérer les régions complexes
– Gérer les conflits d’alignement entre 

les deux reads pairés
– Etc…

• Produit un fichier d’alignement .bam
à



Variant calling

• Objectif
– Faire la synthèse des différents reads à chaque locus
– Détecter une discordance entre les alignements et la séquence de référence
– Détecter le génotype (hétérozygote, homozygote)

• Produit un fichier de variants bruts:
– Position sur le génome de référence
– Allèle référence
– Allèle alternatif
– Qualité / génotype etc…

#CHROM POS REF ALT QUAL INFO

20 14370 G A 29 NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2

20 17330 T A 3 NS=3;DP=11;AF=0.017

20 1110696 A T 67 NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB



Variant calling

Hétérozygote

Homozygote



Annotation

• Objectif
– Associer des informations aux variations
– Permettant par la suite de filtrer les 

variants et les interpréter
• Exemple d’annotations

– Gène ? 
– Effet sur le gène ? 
– Fréquence en population générale ? 
– Gène connu en pathologie humaine ? 
– Variant connu chez des patients ? 
– Etc…

• Produit des fichiers de variants annotés

#CHROM POS REF ALT QUAL INFO

20 14370 G A 29 NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2

20 17330 T A 3 NS=3;DP=11;AF=0.017

20 1110696 A T 67 NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB



Variants annotés



Analyse médicale

• Objectif : 
– Examiner les variations détectées chez le patient
– Identifier si l’une (ou quelques unes) est responsable du 

phénotype du patient

• Éléments pris en compte
– Spécifiques du gène
– Spécifiques de la variation
– Spécifiques de la variation dans ce patient/cette famille



Exemple d’interprétation

ID Gene BaseChange AAChange VariantType
Frequence
gnomAD OMIM_phenotype_08102019

chr1_978628_C_T AGRN c.1394C>T p.Pro465Leu missense_variant 133
Myasthenic syndrome, congenital, 8, with pre- and postsynaptic 

defects, 615120 (3), Autosomal recessive

chr2_27668295_G_A IFT172 c.4936C>T p.Arg1646* stop_gained 3 Retinitis pigmentosa 71, 616394 (3), Autosomal recessive

chr3_9776178_G_T BRPF1 c.354G>T p.Val118Val synonymous_variant 244 NA

chr5_60822115_C_T ZSWIM6 c.1729C>T p.Arg577Cys missense_variant 450
Acromelic frontonasal dysostosis, 603671 (3), Autosomal

dominant

chr6_7585969_C_T DSP c.6677C>T p.Ser2226Phe missense_variant NA
Arrhythmogenic right ventricular dysplasia 8, 607450 (3), 

Autosomal dominant

chrX_153296777_G_A MECP2 c.223C>T p.Arg75* stop_gained NA
Mental retardation, X linked, syndromic 13, 300055 (3), X linked

recessive; Rett syndrome, 312750 (3), X linked dominant

Une patiente de 7 ans avec déficience intellectuelle et autisme sévère
Exome : extrait du fichier de variants : 


