
Journée annuelle du CPDP de Strabourg - Section du Grand Est des CPDP

Nicolas BOURGON – Laëtitia LAMBERT
Service de Gynécologie Obstétrique - CHU Dijon / INSERM UMR 1231

Service de Génétique Clinique – CHU Nancy

Le séquençage d’exome dans le 
bilan des syndromes 

polymalformatifs



Aucun conflit d’intérêt



Sommaire

1. Syndromes poly-malformatifs

2. Séquençage nouvelle génération

3. Exome et SPM

4. Perspectives 

5. Conclusion



SPM NGS WES ET SPM PERSPECTIVES CONCLUSION

Syndromes poly-malformatifs

Au moins deux malformations 

congénitales

3 – 5% des naissances

20% de pertes fœtales 

90% anomalies génétiques

Anomalies chromosomiques

Microremaniements 

chromosomiques (CNV)

Anomalies monogéniques

(SNV)

Constitutionnelles 

Mosaïque 

Techniques 

Caryotype standard /  FISH

Analyse chromosomique sur 

Puces à ADN 

Séquençage ADN

Anomalies du développement

Retard de croissance 

Dysmorphie

Syndrome poly-malformatif

Déficience intellectuelle

HETEROGENEITE PHENOTYPIQUE

HETEROGENEITE GENETIQUE



Bilan des syndromes poly-malformatifs

• Echographie +/- imagerie complémentaire

• Biologie sur liquide amniotique :

• Génétique : Caryotype/FISH et CGH-array

• Métabolique, infectieux, biochimique …

ANTENATAL

• Fœtopathologie +++

• Hypothèse diagnostique : test ciblé

• Absence d’hypothèse diagnostique : CGH-array +/- panel 

de gènes

POSTNATAL

Equipe multidisciplinaire

Consultations pré-test / post-test / synthèse
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1- Caryotype

• 2086 grossesses avec malformations congénitales

• ≈ 15% d’anomalies chromosomiques :
• Anomalies de nombre : T13, T18, T21, monosomie X, triploïdie

• Anomalies de structure : Translocations déséquilibrées, délétions, 
marqueurs chromosomiques

Ultrasonographically detectable markers of fetal
chromosomal abnormalities

• 2143 grossesses avec malformations congénitales

• ≈ 20 % d’anomalies chromosomiques
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• 2858 grossesses avec malformations congénitales à 
caryotype normal

• Apport de la CGH-array :
• 6,5 % de diagnostic supplémentaire en MOYENNE

• Rendement variable

2- CGH-array
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e

Whole exome sequencing as a diagnostic adjunct to clin ical testing in a tertiary referral 

cohort of 3988 fetuses with structural abnormalities  

Fang Fua1, Ru Lia1, Yan Lib1, Zhi-Qiang Niec1, Ting-ying Leia, Dan Wanga, Xin Yanga, Jin Hana, 

Min Pana, Li Zhena, Yan-mei Oua, Jian Lia, Fao-Tao Lia, Xiang-yi Jinga, Dong-zhi Lia#, Can 

Liaoa#. 

                                       

Successful karyotyping on 3949 

Total cohort of 3988

Excluded 720 abnormals(18.2%) 

Successful CMA on 1680

Excluded 138 had pathogenic CNVs

(8.2%) 1542 had normal CMA results

Of these, 3229 had normal 
karyotyping 

Excluded 1549 insufficient DNA  
samples(47.97%) 

Excluded 39 failed culture(0.98%,)

UOG, 2018
Quel rendement ?
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≈ 20 % de diagnostic en cytogénétique conventionnelle

≈ 10 % de diagnostic en cytogénétique moléculaire

30 % de diagnostic 

2/3 des couples sans réponse



Human 

Genome

Project

13 ans

> 3 milliards $

2003

Génome

de James

Watson

2 mois

2 millions $

Génome

individuel

15 jours

3000-5000 $

Génome

Individuel

3 jours

1000 $
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Individuel

1h
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Hérédité
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Double hélice

M. Nirenberg

Code 

génétique

F. Sanger

Technique

1965 1966 1975

J. Rommens

CFTR

1989

Evolution de la génétique
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Technique 

Sanger

Next Generation Sequencing (NGS)

= Haut débit = massif en parallèle 

Préparation 

des librairies

• PCR par émulsion : pyro-séquençage, séquençage par liguation, séquençage par 

libération de protons 

• PCR en pont : séquençage par terminateurs réversibles

Génération

• 2ème génération : technologies nécessitant un lavage entre chaque cycle

• 3ème génération : technologies ne nécessitant plus de lavage

• 4ème génération : séquençage par libération de protons

Cibles

• Génome : Whole Genome Sequencing (WGS)

• Exome : Whole Exome Sequencing (WES)

• ARN :  RNA Sequencing (RNA-Seq)…
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• Génome humain :
• ≈ 20 000 gènes

• Gène : séquences codantes ET non codantes

• Exome : ensemble des séquences codantes des gènes
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• 2 stratégies principales :

• Solo : ADN du fœtus 

• Trio : ADN du fœtus et des deux parents

• Que peut-on détecter avec cette technique ?

• SNV exoniques

• SNV jonction intron/exon

• CNV exoniques de petite taille (< résolution de la CGH-
array)
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Contraintes :

• Techniques : qualité/quantité d’ADN, erreurs

• Scientifiques :

⇢ Interprétation des données et corrélation phénotype/génotype
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Extraction 
ADN

Contrôle 
qualité

Préparation 
des librairies

Séquençage
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Pré-analyse
Identification 
des variants

Annotation 
priorisation

Analyse

Etapes Outil 

Contrôle qualité des données brutes FastQC

Elimination des adaptateurs Trimmomatic

Elimination des bases de mauvaise qualité Trimmomatic

Alignement par rapport au génome de 

référence (hg19)

Burrows-Wheeler Aligner 

Elimination des duplicats de PCR Picard 

Réalignement, scores de qualité Genome Analysis ToolKit

Identification SNV HaplotypeCaller

Identification CNV eXome-Hidden Markov Model

Annotation SNV SeattleSeq

Annotation CNV RefSeq

Annotation complémentaire Cosmic, ClinVar, OMIM
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Position Gène, 
génotype

Variation, transcrit, protéine, ségrégation
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Fréquence Bases de données In silico
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Pré-
processing

Identification 
des variants

Annotation 
priorisation

Analyse
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• 85% des mutations rapportées altèrent le cadre de lecture

• On ne peut pas encore faire du génome en routine

• Technique performante :
• Amélioration du rendement diagnostique

• Identification de nouveaux gènes

Pourquoi l’exome et non pas le génome ?

Genetic studies in intellectual 
disability and related disorders
Lisenka E. L. M. Vissers1, Christ ian Gilissen1 and Joris A. Veltman1,2

Exome sequencing identifies MLL2 mutations as a cause 
of Kabuki syndrome
Sarah B Ng1,7, Abigail W Bigham2,7, Kati J Buckingham2, Mark C Hannibal2,3, Margaret J McMillin2,  
Heidi I  Gildersleeve2, Anita E Beck2,3, Holly K Tabor2,3, Gregory M Cooper1, Heather C Mefford2, Choli Lee1,  
Emily H Turner1, Joshua D Smith1, Mark J Rieder1, Koh-ichiro Yoshiura4, Naomichi Matsumoto5, Tohru Ohta6, 
Norio Niikawa6, Deborah A Nickerson1, Michael J Bamshad1–3 & Jay Shendure1
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WES et syndromes poly-malformatifs

OBJECTIF : 1000 familles sur signes 

d’appel échographique

Débuté en 2014, pas encore de résultats 

définitifs

SPM NGS WES ET SPM PERSPECTIVES CONCLUSION



Reference Nombre de cas Stratégie ES Variation pathogène Variation 

probablement 

pathogène

Yang et coll., 2014 11 Trio 6/11 (54%) -

Carss et coll., 2014 30 Trio 3/30 (10%) 5/30 (16.7%)

Drury et coll., 2015 24 14 solo

10 trio

5/24 (20.8%) 1/24 (4.2%)

Alamillo et coll., 2015 7 Trio 3/7 (42.9%) 1/7 (14.3%)

Drury et coll., 2016 6 Trio 3/6 (50%) -

Wapner et coll. 2017 168 Trio 13/168 (7.7%) 30/168 (17.9%)

Pangalos et coll., 2016 14 Solo 6/14 (42.9%) -

Yates et coll., 2017 84 33 solo/duo

51 trio/quattor

17/84 (20%) 38/84 (45%)

Vora et al., 2017 15 Trio 7/15 (46.7%) 1/15 (6.7%)

Fu et coll., 2018 196 34 solo

13 trio

47/196 (24%) 25/196 (12.8%)

Daum et coll., 2018 77 14 solo 

63 trio

Consanguin 7/14 (50%)

Solo 11/44 (25%)

Trio 5/34 (15%)

-

Arabi et coll., 2018 20 Trio 1/20 (5%) 2/10 (10%)

Que dit la littérature ?

Rendement : 25 % - 35 % selon la stratégie et le phénotype 

sélectionné
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PHRC national « FOETEX »

PHRC FOETEX

Critères d’inclusion Critères d’exclusion

• Syndrome poly-malformatif

• Absence d’hypothèse 

diagnostique

• Caryotype standard normal 

• ACPA normale

• Refus des parents

• Hypothèse diagnostique : 

séquençage ciblé

Investigateurs principaux : 

Dr Julien THEVENON et Dr Mathilde LEFEBVRE

• Identifier le rôle de gènes non encore 

connus en pathologie humaine

• Elargir le spectre phénotypique des 

gènes connus en pathologie humaine

• Identifier un variant dans un gène 

connu en pathologie humaine 

compatible avec le phénotype clinique

DIAGNOSTIC RECHERCHE
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108 fœtus

57 ♂, 51 ♀

95 WES interprétés

20 WES positifs

21 %

13 WES négatifs

79 %

11 VUS

11,5 %

7 gènes candidats

7,3 %

57 négatifs

60,2 %

13 ADN insuffisant

12 % 

55%35%

10%

Transmission

AR Sporadique AD
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Fœtopathologie 



Phénotypes typiques Phénotypes aspécifiques
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RCIU, fente labio-palatine, hypoplasie du 

CC



TREX1 : p.Leu123Cysfr*27

Syndrome d’Aicardi Goutière

RCIU, microcéphalie, calcification NGC

Phénotypes extrêmes ou atypiques

ALDH18A1 : p.(Arg425Cys) et p.(Lys59Asnfs*9)

Cutis Laxa IIIA

RCIU, ACC, dysmorphie, hydronéphrose, os 

longs courts, côtes courtes
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Simulation DPN 

MATERIEL ET METHODES

Cas positifs

Données prénatales

Double lecture en aveugle

2 binômes de 2 lecteurs

Rendu des résultats en RCP

• 15 dossiers complets

• Concordance :
• 13/15 entre les deux lecteurs

• 15/15 lors de la RCP clinico-biologique 



Perspectives pour les cas négatifs

1

• Ré-analyse individuelle

• Ré-analyse globale

2
• Recherche de mosaïque

3
• WES en trio

4
• WGS et RNA-Seq

Rendement diagnostique = 21%
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Avantages du WGS / WES

Couverture

Profondeur de lecture
Lecture ou

« Read »

Exon 3

• Meilleure couverture de l’exome

⇢ 3 % de SNV exoniques en plus 

• Analyse des régions introniques : 15% des SNV 
pathogènes

• Recherche anomalies de structure
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PROJET  SEQOIA  - IDF 
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Plan FMG
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Projet de recherche

PHRC ANDDI-PRENATOME

Critères d’inclusion Critères d’exclusion

• Au moins 2 malformations 

• Indication de prélèvement 

invasif

• Refus des parents

• Hypothèse diagnostique : 

séquençage ciblé

Investigateurs principaux : 

Pr Christel THAUVIN – Dr Nicolas BOURGON

OBJECTIF PRINCIPAL

Evaluer de façon pilote la capacité à rendre un WGS rapide en 

situation de diagnostic prénatal

Inclusion : 50 fœtus 

Comparer 2 stratégies :

• WGS en trio sur LA

• WGS en trio sur ADN fœtal circulant
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o Hétérogénéité clinique et génétique/moléculaire

o Nécessité d’améliorer le conseil génétique pour 2/3 des 

couples 

Syndromes poly-malformatifs

o Première étape de l’application du NGS

o Approche trio semble être supérieure au solo  

o Faisabilité / coûts

Séquençage d’exome

o 50% de parents sans réponse

o Stratégie complémentaire : ré analyse / WGS ?

o NGS ne résout pas tout : anomalies cytogénétiques

Malgré ça
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