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Quelques rappels 

 

• Le génome humain est contenu dans le noyau et les mitochondries 

 

• Le génome nucléaire est réparti en 23 paires de chromosomes (22 autosomes et X, Y) 

• Le génome mitochondrial est en multiples copies 
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Apports de la génétique humaine 

 

• Comprendre les bases génétiques de la diversité entre individus 
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Apports de la génétique humaine 

 

• Comprendre les bases génétiques de la diversité entre individus 

• Identifier les mutations responsables de maladies génétiques 

• Eviter l'errance diagnostique 

• Meilleure prise en charge des patients 

• Conseil génétique dans la famille 

• Diagnostic prénatal 

• Diagnostic préimplantatoire 

• Développements thérapeutiques 

• "Thérapie génique" 

• Médecine personnalisée "donner le bon médicament au bon patient à la bonne dose" 
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Le projet de séquençage du Génome Humain 

 

 Plus grand projet scientifique mondial lancé en 1988/1989, commencé en 1990 :  

• Ampleur de la tâche 

• 1 page = 3000 bases 

• 1 tome de 500 pages = 1 500 000 bases 

• 1 génome diploïde = 2 000 tomes ! 

• 1 génome humain (3,2 Gb) = 60 000 tomes de données brutes (30X) ! 

• Capacité de séquençage 

• En 1975, 1 000 bases/semaine ➛ 15 000 ans pour 100 personnes ! 

• En 1986, 10 000 bases/jour ➛ 240 ans pour 100 machines 

• En 1998, 200 000 bases/jour ➛ 12 ans pour 100 machines 
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Le projet de séquençage du Génome Humain 
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Applications du séquençage de nouvelle génération (NGS) 

 

• Séquençage de novo 

• Génomes 

• Transcriptomes 

• Reséquençage 

• Génomes 

• Exomes 

• Panels de gènes 

• Séquençage d'ARN 

• ARNm 

• miARN 

• Dégradome 

• Chip-Seq (identification de sites ADN permettant la fixation de protéines) 

• Methyl-Seq (régulation génique médiée par la méthylation de l'ADN) 

• RIP-Seq (Immunoprécipitation de l'ARN pour identifier les ARN liant des protéines) 
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Les différentes étapes de l'analyse NGS 

 

Le "Wet Laboratory" 

• Prélèvement ADN 

• Fragmentation 

• Etapes de capture (Exome, séquençage ciblé, ...) * 

• Construction de la librairie (amorces+ adaptateurs)  

• Amplification clonale 

• Séquençage 

• Acquisition des signaux (fluorescence, différence de potentiels… ) 

• Base calling (Transformation des signaux en nucléotides de séquence) 
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Les différentes étapes de l'analyse NGS 

 

Le "Wet Laboratory" 
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Les différentes étapes de l'analyse NGS 

 

Le "Dry Laboratory" 
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Les challenges du NGS 
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Les challenges du NGS 

 

1- La taille des données 

• Génome Humain haploïde ≃ 3.2Gb  

• Profondeur de couverture de 50X 

• Fichier FastQ compressé ≃ 120 Go 

• Fichier BAM ≃ 200 Go 

• Petit projet de 100 WGS : ≃ 20 To  

 

• Projet France Médecine Génomique 2025 

•  > 200 000 équivalents WGS/an (12 centres) 

•  ≃ 20 000 équivalents WGS/an par centre : ≃ 4 Po/an  

•  Diagnostic ➛ conservation des données brutes = 30 ans 
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Le Plan France Médecine Génomique 2025 

 

 

Enjeu de santé publique  

• Médecine Génomique 

• Parcours de soins (prise en charge diagnostique et thérapeutique)  

Enjeu scientifique et clinique 

• Recherche translationnelle  

Enjeu Technologique 

• Sciences et technologies de l’information et la communication  

• Sciences de la vie et de la santé,  

• Capacités ́ à acquérir, stocker, distribuer, apparier, et interpréter les données massives  

Enjeu Economique 

• Filière de soins 

• Filière industrielle 

Maladies rares : 3-4 millions individu en France 

Objectif : 20 000 patients atteints de maladies rares et leurs familles 

(environ 60 000 WGS)  

 

Cancers : 384 500 nouveaux cas ; 149 500 décès (2015) 

Objectif : 50 000 patients prioritaires car atteints de cancers 

métastatiques/réfractaires au traitement (environ 175 000 WGG)  
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Les challenges du NGS 

 

2- La puissance de calcul nécessaire 

• Pour un Exome, sur une station de travail (2014) ➛ 18h 

.bcl 

.wells 

.dat 

… 

Traitement des 

données brutes 
Alignement 

.fastq .sam .bam 

Variant calling Annotation 

.vcf 

Priorisation 

.vcf 

.tsv 
.vcf 

.tsv 

Post-

Alignement 

.bam 

= 1 jour 

Fait a la volée 

lors de 

l’acquisition 

≃ 6h ≃ 8h 
Le temps  

qu’il faut 
≃ 10 min ≃ 4h 
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Les challenges du NGS 

 

2- La puissance de calcul nécessaire 

• Pour un Exome 

• Station de travail (2014) ➛ 18h 

• UV 2000 (1To, 256 cœurs) (2017) ➛ 40 mn (2 WES en parallèle) 

•  Amélioration si RAM ➚ (et NAND) et SSD 

 

• Pour un Génome (30X) 

• Station de travail (2014) ➛ 5j 

• UV 2000 (1To, 256 cœurs) (2017) ➛ 6 h 

• Clusters (52To, 1440 cœurs) (2017) ➛ 35h / WGS ; 55 / j 

• UV 300 (96To, 1200 cœurs) (2017) ➛ 19 mn ; 72 / j 

Augmenter la RAM ➛ augmente la rapidité d'analyse 

Augmenter les cœurs ➛ augmente le nombre d'analyses /j  
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Les challenges du NGS 

 

2- Pourquoi faut-il de la puissance de calcul ? 

• ≃ 20 000 équivalents WGS/an par centre : ≃ 4 Po/an  

•  Diagnostic ➛ conservation des données brutes = 30 ans 

 

• Pour éviter un goulot d'étranglement 

• ≃ 20 000 WGS/an ➛ 385/semaine ➛ 55/j  

• assurer un rendu des résultats rapides 

• Analyses secondaires complexes 

• Situations d'urgence (choix des traitements) 

 

• Stocker les données dans des bases de données 

• Partager le savoir 
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Les challenges du NGS 

 

3- L'annotation 
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Les challenges du NGS 

 

3- L'annotation 
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Les challenges du NGS 

 

3- L'annotation 
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Les challenges du NGS 

 

4- L'interprétation : ou comment identifier la ou les 2 mutations responsables du phénotype ? 
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Les challenges du NGS 

 

5- Bien construire son pipeline d'analyse 

 

• Nombreux outils disponibles pour chaque étape 



Les challenges de la Génétique Humaine à l'ère du NGS 

28/06/2017 - C. Béroud - 22 

5- Bien construire son pipeline d'analyse 

 

• Filtration : réduire le nombre de variants à valider 
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Choix du Profile par Individu (HTZ, HOM, ALL, 

ABS, ND) 

Variants communs ou Spécifiques en fonction 

des profils sélectionnés 

Suppression des Dbsnps 

(137 light) 

Suppression des  

Variants Synonymes 

 

Score de  

Prédiction 
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Exemples 
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• Trio avec une fille malade et 2 parents sains 

• Syndrome de Mabry : déficience intellectuelle, 

dysmorphie faciale, hyperphosphatémie …  

• Application de 4 filtres : 

• Transmission (AR) 

➛ Homozygote ou Hétérozygote composite 

• Localisation & type 

• Fréquence faible dans la population 

• Prédiction de la pathogénicité  

    (UMD-Predictor et Human Splicing Finder) 

 

Père 

20 486 variants 

8 802 gènes 

Fille 

20 645 variants 

8 767 gènes 

Mère 

20 486 variants 

8 774 gènes 

1 936 variants 

520 gènes 

❶ Mode de transmission 

1 874 variants 

504 gènes 

❷ Localisation & type 

26 variants 

11 gènes 

❸ Fréquence 

2 variants 

1 gène 

❹ Pathogénicité 

Analyse d'une famille (utilisation de l'outil d'annotation/filtration VarAFT) 
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Analyse d'une autre famille (comparaison des outils de prédiction de la pathogénicité) 

Outil Valeur Conclusion 

UMD Predictor 66 Pathogène 

SIFT 0,05 Pathogène 

Polyphen 2 HDIV 0,392 Non pathogène 

Polyphen 2 HVAR 0,027 Non pathogène 

LRT 0,000 Neutre 

MutationTaster 0,176 Pathogène Automatique 

Mutation Assessor 1,355 Neutre 

Provean -1,87 Neutre 

M-Cap 0,095 Pathogène 

CADD 23,5 Pathogène 

DANN 0,999 Pathogène 

Notre recommandation : limiter le nombre de prédicteurs utilisés  

Uniquement UMD-Predictor pour SNP et HSF pour épissage 

"le mieux est le mortel ennemi du bien", Montesquieu 
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UMD-Predictor (umd-predictor.eu) et Human Splicing Finder (umd.be/HSF3/)  

UMD-Predictor 

SpliceView 

GeneSplicer 

SplicePredictor 

NNSplice 

SplicePort 

HSF 

Sroogle 

MaxEnt 

0% 50% 100% 

Human Splicing Finder (HSF) 
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Les limites des outils actuels 
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Les limites 

 

1- Identification des variants 

• Choix du génome de référence (HG19, HG19 decoy5, HG38 …) 

• Choix du pipeline de traitement 

• Différence d'efficacité en fonction 

• Technologie de séquençage (Illumina, Proton, Nanopore, PacBio …) 

• De la région (séquences répétées, régions riches en GC) 

• De la nature des mutations (ins/del, CNV, mutations somatiques) 
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Les limites 

 

2- Annotation 

• Nécessite la manipulation de nombreuses sources de données 

• Des annotations incorrectes ou incomplètes peuvent aboutir à des conclusions 

erronées (faux positifs) 

• Il est intéressant de restreindre l'analyse à certains transcrits lorsqu'ils sont 

spécifiques du tissu d'intérêt 

• Fréquence dans la population générale : est-elle la bonne référence ? 
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Les limites 

 

3- Filtration 

• Il est impératif d'avoir une bonne description clinique du patient 

• Le mode de transmission doit également être bien évalué 

• Il n'existe pas de "Gold Standard", mais : 

• Fréquence dans la population de référence (à bien choisir) 

• Génotype (fonction du mode de transmission) 

• Type de mutation / pathogénicité 

• Appliquer les filtres pas à pas  

• Attention à l'utilisation de multiples outils de prédiction 

• Attention à la protection des données 

• Données génétiques et cliniques = données sensibles 

• S'assurer de la protection des données (utilisation des systèmes on-line) 
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• Taux de succès du NGS : 25 à 40% des cas résolus 

• Devrait ➚ avec l'utilisation systématique du WGS 

• Connaissances biologiques 

 

Les limites 

exons introns promoteurs régulations Inter-génique 

• Filtration : formuler les bonnes hypothèses 

• Coût : séquençage, calcul, stockage, bases de données 

• Ethique et partage de données : données sensibles 
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Le futur 
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• Augmenter le taux de résolution des analyses  

• Maladies rares monogéniques (AR, AD, XL, de novo, mosaiques) 

• Oncologie : détecter le plus tôt possible les mutations (seuil de détection) 

 

• Analyser l'ensemble des données 

• Gènes modificateurs 

• Médecine personnalisée 

 

• Maladies complexes 

• Polygénisme 

• Mutations à effet limité 

 

Les challenges du futur 
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Des ordinateurs plus puissants 

2014 
120 h 

2017 
6 h 

2018 
0,3 h 

UV 2000  
(1To, 256 cœurs)  

UV 300  
(96To, 1200 cœurs)  

Station 
(64Go, 12 cœurs)  

Mais aussi des logiciels optimisés 

Et du stockage à grand échelle (>35 Po/an) 
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