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Introduction 

I.  Généralités sur le cancer 

Le cancer est un groupe hétérogène de maladies : plus de 100 sous types de cancers sont 

connus chez l’humain dont plusieurs peuvent affecter un même organe1. 

Les recherches de ces 20 dernières années n’ont cessé d’essayer de confirmer l’idée générale 

considérant le cancer comme une maladie génétique de la cellule2. 

La transformation tumorale d’une cellule est un processus clonal procédant par étapes 

successives (le plus souvent des mutations) et permettant à la cellule d’acquérir de nouvelles 

fonctions qui lui confèrent un avantage sélectif par rapport aux autres cellules. Par exemple, 

le dérèglement du cycle cellulaire, l’inhibition de l’apoptose et de la différentiation ou 

l’acquisition de capacités angiogéniques ou métastatiques, sont autant d’étapes permettant 

d’acquérir des capacités de survie anormales et d’augmenter le potentiel de prolifération et 

de dissémination des cellules touchées3,4. 

Ce dérèglement peut avoir plusieurs sources : l’ « hérédité »  ou l’ « inné » (les prédispositions 

génétiques), ou l’ « acquis » par les répercussions sur l’ADN de phénomènes extérieurs (action 

d’un ou plusieurs composés mutagènes, réarrangements chromosomiques, amplification ou 

perte de matériel génomique et tout autre mécanisme pouvant mener à une transcription 

anormale d’une partie de l’acide désoxyribonucléique (ADN))5,6. 

Ces étapes cellulaires d’évolution clonale sont gouvernées par des mutations ou des 

modifications épigénétiques ayant des répercussions dans une ou plusieurs voies cellulaires 

impliquées dans les processus cités précédemment (apoptose, différentiation, régulation du 

cycle cellulaire, etc).  
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Ces mutations peuvent être : 

- Soit « activatrices » : elles conduisent dans ce cas à la surexpression ou l’hyperactivité 

de la protéine concernée (amplification génique, mutation faux-sens) ou à la création 

d’une nouvelle protéine de fusion. 

Ces mutations ciblent les « oncogènes » et l’atteinte d’un seul allèle suffit à conférer 

un avantage sélectif à la cellule. 

- Soit « inactivatrices » : ces mutations (codon stop prématuré, insertion ou délétion, 

anomalies d’épissage, faux-sens, réarrangements de grande taille) sont le plus souvent 

accompagnées d’une inactivation du second allèle au sein de la tumeur (généralement 

par perte de la région chromosomique correspondante). Ces mutations ciblent les 

« gènes suppresseurs de tumeur ». 

 

II. Epidémiologie du cancer du sein en France 

Le cancer du sein est le type de cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez la femme : 

environ 1,38 millions de nouveaux cas diagnostiqués en 20087. 

En 2012, on recensait 48763 nouveaux cas en France ce qui le place au 2ème rang des cancers 

les plus fréquents dans la population générale française et au 1er rang chez les femmes. 

Les taux d’incidence standardisés ont fortement augmenté jusqu’en 2000 avant de se 

stabiliser puis de diminuer à partir de 2005. 

 Ces variations importantes rendent difficiles la modélisation et l’estimation des taux 

d’incidence et doivent être interprétés avec prudence. En effet, le taux d’incidence 

standardisé a augmenté de 1,4 % par an en moyenne entre 1980 et 2012 mais on observe une 

diminution de 1,5 % par an si on se focalise sur la période située entre 2005 et 2012 (56,3 cas 

pour 100 000 personnes-années en 1980, 97,8 en 2005 et 88,0 en 2012). La diminution de 

l’incidence concerne principalement les tumeurs diagnostiquées à un stade précoce (T1/T2-

N0-M0) et est surtout observée dans le groupe des femmes âgées de 50 à 74 ans. Un facteur 

important de cette baisse de l’incidence depuis 2005 pourrait être la diminution de la 
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prescription de traitements hormonaux de la ménopause mais d’autres facteurs tels l’effet de 

saturation du dépistage organisé ou individuel doivent être discutés.  

Le cancer du sein est un cancer de très bon pronostic. La mortalité est restée relativement 

stable jusqu’aux alentours de 1995 malgré une forte augmentation de l’incidence durant cette 

période, puis a diminué significativement jusqu’en 2012. On constate en effet une diminution 

moyenne de la mortalité de 0,6 % par an entre 1980 et 2012, et de 1,5 % par an entre 2005 et 

2012 et donc un risque de décéder de ce cancer entre 0 et 74 ans en diminution (rapport de 

juillet 2013 de l’INCa et de l’InVS)8.   

En effet, sa survie nette est de 89 % à 5 ans pour les cancers diagnostiqués entre 2001 et 2004. 

Elle s’est améliorée au cours du temps puisqu’elle était de 81 % pour les cancers diagnostiqués 

entre 1989 et 1991. Le diagnostic à un stade de plus en plus précoce de ces cancers grâce au 

dépistage et l’amélioration de la prise en charge thérapeutique contribuent à l’augmentation 

de la survie. 

III. Les cancers du sein et de l’ovaire à prédisposition génétique 

A. Les prédispositions génétiques au(x) cancer(s) 

La notion de prédisposition au(x) cancer(s) correspond à une augmentation du risque de 

cancer chez une personne par rapport à la population générale. Il s’agit de situations où le 

quota de mutations nécessaires à la transformation cellulaire est atteint plus rapidement 

puisqu’une étape est déjà franchie de manière constitutionnelle au niveau d’un gène clé9. 

Cette notion a été introduite en 1971 par Knudson dans le cadre du rétinoblastome (tumeur 

de la rétine chez le jeune enfant) puis complété par Comings  en 1973 ; il s’agit d’une 

inactivation bi-allélique des gènes suppresseurs de tumeur (théorie du « double-hits » de 

Knudson). Le gène RB1 mis en cause a d’ailleurs été le 1er gène suppresseur de tumeur à être 

mis en évidence. 

Knudson avait alors expliqué l’existence de deux types de rétinoblastomes : héréditaires (1/3 

des cas) et sporadiques, par un modèle basé sur la nécessité de deux évènements consécutifs 

au développement de ce type de tumeur. Ainsi, dans les cas héréditaires on retrouve : 
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- Une 1ère mutation, germinale, héritée et donc présente dans toutes les cellules de 

l’individu 

- Une 2nde mutation, somatique et donc acquise par perte ou mutation de l’allèle normal 

restant jusque-là. 

Dans les cas sporadiques par contre il faut que ces deux altérations viennent successivement 

toucher chacune des deux copies normales du gène RB1 dans la même cellule cible. 

Les cancers du sein d’origine familiale ne représentent qu’une faible proportion des cancers 

mammaires totaux : environ 5 à 7% des cas. Dans cette proportion, environ ¼ des cas peut 

être attribué aux mutations germinales touchant les deux gènes principaux de prédisposition 

que sont BRCA1 (MIM# 113705) et BRCA2 (MIM# 600185).  

B. BRCA1 et BRCA2 

Les mutations germinales de BRCA1 et BRCA2 entrainent respectivement un risque relatif 

cumulé de 60% et 55% pour le cancer du sein à l’âge de 70 ans, de 59% et 16,5% pour le cancer 

de l’ovaire et de 83% et 62% pour les cancers du sein controlatéraux10. 

Les risques de cancers du sein et de l’ovaire sont augmentés dans de plus faibles proportions 

dans le cas des mutations de BRCA2 mais on y retrouve une proportion plus importante de 

cancers mammaires masculins.  

En plus du risque de cancer du sein et de l’ovaire, les mutations de BRCA1 et BRCA2 sont aussi 

associées à un risque accru de cancers de localisations différentes (notamment pour le cancer 

du pancréas et BRCA2)11.  

Les gènes BRCA1 et BRCA2 présentent tous les deux un grand nombre d’exons avec la 

particularité d’avoir chacun dans leur partie centrale un exon 11 de grande taille. Aucune 

homologie de séquence n’a été retrouvée ni dans ces deux exons, ni même dans ces deux 

gènes.  

1. BRCA1 

A partir d’une trentaine de familles et de l’hypothèse d’un modèle de transmission 

autosomique dominant préalablement établi (par étude de ségrégation), Mary-Claire King est 
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parvenue à localiser BRCA1 en 17q21 en 1990. D’autres études en partenariat avec plusieurs 

laboratoires ont ensuite permis d’identifier précisément le gène10.  

BRCA1 est un gène contrôle de l’intégrité génomique impliqué à de nombreux niveaux 

cellulaires : réparation de l’ADN par recombinaison homologue, point de contrôle du cycle 

cellulaire, régulation de la transcription. La description du gène a été établie par Miki et al. en 

199412. 

a. Structure du gène BRCA1 

Sa séquence est composée de 5592 nucléotides et code une protéine de 1863 acides aminés. 

L’ADN génomique s’étend sur 81 kb et comporte 24 exons dont deux considérés comme non 

codants : 

- L’exon 1 : en amont du codon d’initiation de traduction ATG (situé dans l’exon 2). Il 

correspond à la majeure partie de la région 5’UTR du gène 

- L’exon 4 : identifié initialement comme un exon, il s’agit en fait d’une séquence Alu 

non codante. Il n’est d’ailleurs même pas représenté le plus souvent. 

L’exon 11 représente à lui seul 3426 pb (60% de la séquence codante de BRCA1). Cette taille 

importante rend d’ailleurs sont étude délicate. Les autres exons quant à eux sont de plus 

petites tailles. 

Les séquences introniques (de tailles variant de 403 pb à 9,2 kb) représentent 91% du gène et 

contiennent une forte quantité de séquences répétées de type Alu. 

b. Protéine BRCA1 

Il s’agit d’une protéine de 1863 acides aminés dont seules les régions N- et C- terminales sont 

fortement conservées entre les espèces mammifères13. 

Elle comprend : 

- un domaine RING en N-terminal (acides aminés 24 à 64) caractérisé par la présence de 

8 résidus cystéines et histidines responsables de la liaison de deux atomes de Zn2+. Ce 

motif fait partie d’un domaine plus étendu (acides aminés 1-109) incluant des résidus 

en N- et C- terminal du motif. Ces acides aminés forment des hélices alpha 

antiparallèles indispensables aux interactions protéiques dans cette région. 
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- 2 domaines BRCT retrouvés à l’extrémité C-terminal. Ils sont constitués d’environ 100 

acides aminés. Ils sont repliés en 4 feuillets Beta parallèles entourés de deux hélices 

alpha d’une coté et d’une hélice alpha unique de l’autre. L’analyse de séquences 

protéiques a permis de démontrer que ce genre de domaines était souvent retrouvé 

dans une superfamille de protéines impliquées dans la réponse aux dommages de 

l’ADN et la régulation du cycle cellulaire. 

2. BRCA2 

Wooster et al. (1995) ont identifié le gène BRCA2 par clonage positionnel de la région 

chromosomique 13q13-q13 impliquée dans des histoires familiales de cancer du sein dans des 

familles islandaises14. Tavtigian et al. (1996) ont quant à eux déterminé la séquence codante 

complète du gène et sa structure exonique ainsi que son mode d’expression15. 

a. Structure du gène BRCA2 

La séquence codante du gène BRCA2 est composée de 10254 nucléotides et code une protéine 

de 3418 acides aminés. 

L’ADN génomique s’étend sur 84 kb et comporte 27 exons avec trois grands exons : l’exon 10 

(1,1 kb), l’exon 11 (4,9 kb) et l’exon 27 (1,5 kb). Les autres exons ont une taille variant de 41 

pb à 428 pb. 

Le codon initiateur ATG est situé dans l’exon 2 et l’extrémité 5’UTR est, ici aussi, représentée 

par l’exon 1. 

b. Protéine BRCA2 

Le gène BRCA2 encode une protéine de 3418 acides aminés. Celle-ci présente très peu 

d’homologie avec d’autres protéines et aucune avec BRCA1. On note la présence d’un motif 

d’environ 70 acides aminés (appelé BRC) répété 8 fois dans la partie centrale de la protéine. 

Une découverte majeure dans le mécanisme de fonctionnement cellulaire de BRCA2 réside 

dans la découverte de l’interaction entre BRCA2 et RAD51 par le biais de ces répétitions16.  

Cependant, ces motifs variant légèrement d’une répétition à l’autre, tous ne présentent pas 

la même affinité pour la recombinase RAD51 (les répétitions BRC5 et BRC6 présentant 

l’affinité la plus faible). 

http://omim.org/entry/600185?search=brca2&highlight=brca2#reference89
http://omim.org/entry/600185?search=brca2&highlight=brca2#reference73
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La portion C-terminale comprend une région de 800 acides aminés environ qui forme des 

structures secondaires, dont des motifs similaires à des domaines de liaison à l’ADN simple 

brin. 

Le premier motif de cette région comprend 190 acides aminés qui forment principalement des 

hélices alpha (domaine « hélical »). 

Il est suivi de trois domaines d’environ 110 acides aminés (OB1,OB2 et OB3) présentant une 

homologie avec le repliement OB présent chez plusieurs protéines liant l’ADN simple brin. 

Pour finir, elle comprend également deux signaux de localisation nucléaire (SLN) et un site de 

phosphorylation par des kinases cyclines dépendantes (CDK) qui semble réguler l’association 

de RAD51 à un deuxième motif de liaison à cet endroit17 

3. Fonctions de BRCA1 et BRCA2 

BRCA1 et BRCA2 sont exprimés de façon ubiquitaire chez l’être humain. Cette expression 

corrèle de près avec les degrés de prolifération cellulaire et varie au cours du cycle cellulaire 

avec des niveaux maximum à la transition G1/S18–20. 

BRCA1 et BRCA2 sont des protéines dites « caretakers » dont l’inactivation crée un état 

permissif dans lequel la cellule accumule des défauts cellulaires qui amènent une instabilité 

chromosomique.  

Elles sont impliquées dans des fonctions essentielles telles que la régulation de la 

transcription, la détection et la réparation des brins de l’ADN, le contrôle du cycle cellulaire et 

le remodelage de la chromatine. 

a. Régulation de la transcription 

Concernant BRCA1, il entre en jeu dans la machinerie transcriptionnelle de base en 

interagissant avec le complexe de l’ARN polymérase II par l’intermédiaire de l’ARN hélicase 

A21. Il peut réguler l’activité de l’holoenzyme ARN polymérase II en modifiant l’état de 

phosphorylation de son domaine C-terminal par la kinase CAK. De plus, BRCA1 associée à 

BARD1 (BRCA1-associated RING domain 1) pourrait utiliser son activité ubiquitine ligase pour 

bloquer l’initiation de la synthèse de l’ARNm en ubiquitinant le complexe de pré-initiation 

transcriptionnel22. 
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Il a également été démontré que BRCA1 pourrait agir comme co-régulateur sélectif de la 

transcription de gènes spécifiques. Plusieurs facteurs de transcription (à la fois co-répressurs 

et co-activateurs) interagissent avec BRCA1 dont p53, ESR1, CtIP et ZNF350. 

En s’associant à p53, BRCA1 le stabilise et stimule son activité transcriptionnelle. Ceci induit 

un sous-groupe de gènes régulés par p53, et il semblerait que l’association de BRCA1 à p53 

redirige l’activité de celle-ci des voies apoptotiques vers la réparation de l’ADN et l’arrêt du 

cycle cellulaire. 

BRCA1 a aussi été associée à une répression de la signalisation par ER-α, probablement à 

travers la liaison compétitive de co-facteurs (p300/CBP, cycline D1, BRD7). Cette répression 

cause l’inhibition de la croissance cellulaire induite par l’œstrogène. 

Par contre, le rôle de BRCA2 demeure obscur. Des études ont proposé que les acides aminés 

23 à 105 pourraient activer la transcription via leurs interactions avec des protéines co-

activatrices (P/CAF et GRIP1). 

b. Détection, signalisation et réparation des dommages de l’ADN 

Les cellules déficientes en BRCA1 et BRCA2 sont inefficaces à la réparation des dommages 

causés à l’ADN. En fonction du type cellulaire et du moment du cycle, la cellule dispose de 

différentes voies de réparation de l’ADN : 

- La réparation par recombinaison homologue (homologous recombination, HR) 

- La réparation par la jonction des extrémités non-homologues (non-homologous end 

joining, NHEJ) 

La réparation homologue nécessite une chromatide sœur intacte comme modèle. Elle est 

considérée comme la voie la plus fiable (elle entre donc en jeu aux phases cellulaires S et G2). 

Les fonctions de BRCA1 dans la réparation de l’ADN consistent surtout dans un rôle de 

médiateur entre les protéines de détection des bris et les protéines de réparation. En plus 

d’être impliqué dans la voie de recombinaison homologue, certaines études suggèrent aussi 

une implication de BRCA1 dans la réparation de type NHEJ. L’évidence de la participation de 

BRCA1 dans plusieurs aspects de la réponse aux cassures de l’ADN se reflète par ses 

interactions protéiques et sa présence dans plusieurs complexes différents. 
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BRCA2 est quant à elle surtout impliquée au niveau de la voie de réparation HR et la voie NHEJ 

semble intacte chez les cellules déficientes en BRCA2. BRCA2 est notamment étroitement 

impliqué dans la réparation de l’ADN par le biais de son interaction avec la recombinase RAD51 

et de sa régulation. BRCA2 serait nécessaire à la localisation et au fonctionnement adéquat de 

RAD51 au niveau des foyers de dommages de l’ADN. 

BRCA2 interagit avec RAD51 via ses motifs répétés BRCs qui pourraient lui permettre de 

séquestrer RAD51 en dehors des périodes de réparation. Par contre, une fois la voie de 

réparation HR enclenchée, il serait responsable de la relocalisation de RAD51 au niveau de la 

chromatine. Cette interaction serait ensuite stabilisée par une seconde interaction des 

multimères de RAD51 avec l’extrémité C-terminale de BRCA2. RAD51 permet l’invasion de la 

seconde molécule d’ADN à la recherche de la séquence homologue qui servira de modèle à la 

réparation23. 

c. Autres fonctions de BRCA1 et BRCA2 

En plus de ces activités, BRCA1 et BRCA2 possèdent d’autres fonctions cellulaires 

généralement moins bien connues. 

BRCA1 et le remodelage de la chromatine 

L’activité de régulation transcriptionnelle de BRCA1 semble s’effectuer à la fois par le biais de 

co-activateurs et co-répresseurs, mais aussi par le recrutement de protéines impliquées dans 

le remodelage de la chromatine. 

BRCA1, BRCA2 et la régulation du cycle cellulaire 

L’activité de BRCA1 dans la régulation de plusieurs points de restriction du cycle cellulaire est 

effectuée en partie par le contrôle transcriptionnels de gènes clés (exemple : GADD45A) et 

par son association à des protéines de régulation. L’implication de BRCA2 dans ces 

mécanismes de régulation du cycle cellulaire est moins claire. 

Activité ubiquitine ligase de BRCA1 

BRCA1 s’associe de manière constitutive à BARD1 ce qui est indispensable à l’activité 

ubiquitine ligase de BRCA1. L’hétérodimère BRCA1-BARD1 participerait à plusieurs complexes 

cellulaires qui pourraient « ubiquitiner » différents substrats comme RNA pol II, Erα, CtIP et 

TFIIE. 
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4. Pathologie moléculaire des gènes BRCA1 et BRCA2 

Les gènes possèdent une structure spécifique nécessaire à leur expression adéquate. Leurs 

séquences nucléotidiques peuvent être la cible de différentes modifications soit bénignes, soit 

délétères ou encore de conséquences indéterminées dans l’état actuel de nos connaissances 

(cf. III. B. 5.). 

Dans le cas des gènes BRCA1 et BRCA2, il s’agit de gènes suppresseurs de tumeurs dont les 

mutations sont de type « perte de fonction ».  Dans le développement du cancer du sein 

(et/ou de l’ovaire) lié à BRCA1 ou BRCA2, le 1er allèle est inactivé par mutation 

constitutionnelle et le 2ème allèle est généralement délété au niveau de la tumeur.  

L’étude constitutionnelle des gènes BRCA1 et BRCA2 chez des patients à haut risque de 

prédisposition génétique a permis de mettre en évidence un très grand nombre de mutations 

différentes affectant ces gènes. En France, la base de données développée par Rosette 

Lidereau (Institut Curie, Paris) et Christophe Béroud (INSERM UMR-S910 Marseille)24 regroupe 

aujourd’hui près de 4000 mutations différentes (1675 pour BRCA1 et 2196 pour 

BRCA2)(www.umd.be)25. Il a été rapporté quelques mutations récurrentes sur ces gènes liés à 

des effets fondateurs (par exemple, la mutation c.3481_3491del11 de BRCA1 décrites dans de 

nombreuses familles originaires de l’est de la France)26 mais la grande majorité d’entre elles 

sont des mutations dites « privées ». 

On reconnait généralement deux types d’altération de séquence : les mutations ponctuelles 

(substitutions nucléotidiques et délétions ou insertions de quelques nucléotides) et les 

réarrangements génomiques (translocations, inversions, délétions ou duplications d’un exon 

au gène entier, voir plus). 

a. Les mutations ponctuelles 

Leur effet dépend de leur position, celles-ci pouvant survenir au niveau : 

- Des séquences régulatrices en amont du gène ou dans la région promotrice 

Ceci peut entrainer une modification quantitative de l’expression du gène (par 

altération de séquences consensus transcriptionnelles) 

- Des régions codantes   

http://www.umd.be/
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o Les substitutions peuvent affecter le codon d’initiation de la traduction, 

entrainer la substitution d’un acide aminé par un autre au niveau de la protéine 

(variation faux-sens), changer un nucléotide sans pour autant amener à un 

changement d’acide aminé (variation neutre), amener à la création d’un codon 

stop prématuré (mutation non-sens).  

o Les insertions ou délétions de petite taille peuvent décaler le cadre de lecture 

(frameshift). Lorsque le nombre de nucléotides insérés ou délétés n’est pas un 

multiple de 3, le cadre de lecture de l’acide ribo-nucléique messager (ARNm) 

est alors décalé et ceci aboutit le plus souvent à l’apparition d’un codon stop 

prématuré entrainant la synthèse d’une protéine tronquée ou l’absence de 

protéine. 

Elles peuvent aussi ne pas décaler le cadre de lecture (inframe) quand le 

nombre de nucléotidés insérés ou délétés est un multiple de 3. Dans ce cas la 

traduction de l’ARNm altéré aboutit à une protéine présentant un ou plusieurs 

acides aminés ajoutés ou supprimés. 

- Des introns 

Les mutations introniques peuvent perturber l’épissage par altération des séquences 

consensus régulatrices (voir plus loin, paragraphe IV). 

- Des régions en aval du gène 

Celles-ci peuvent perturber l’arrêt de la transcription ou la stabilité de l’ARNm. 

b. Les réarrangements génomiques 

De façon similaire, les grands réarrangements intéressant les régions promotrices 

peuvent altérer l’expression d’un gène (par exemple en emportant les séquences 

consensus). 

De façon plus large, en fonction de leur taille et de leur position, ils aboutissent à une 

protéine tronquée ou à l’absence de protéine.  

5. Cas des variants de signification inconnue (VSI) 

Parmi l’ensemble des variations identifiées sur les gènes BRCA1 et BRCA2, environ 70% de 

celles-ci sont reconnues clairement comme étant délétères. Pour les autres, BRCA1 et BRCA2 
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sont actuellement des gènes exemplaires dans les difficultés d’interprétation des variants de 

signification inconnue (VSI ou VUS pour Variants of Unknown Significance). 10 à 30% des 

variants identifiés en routine diagnostique ne fournissent pas d’interprétation lisible en 

génomique (données COVAR non publiées)27. Nous ne sommes donc pas toujours capables de 

prédire de façon certaine la répercussion de ces variations sur la fonction protéique. Un des 

enjeux majeurs pour le diagnostic génétique est de pouvoir déterminer l’impact réel de ce 

type de variation dans le risque de cancer. Plusieurs clés d’interprétation sont possibles pour 

élucider l’impact de ces VSI : cooccurrence avec des variants délétères, présence ou non dans 

un domaine fonctionnel de la protéine, fréquence, écart physico clinique, co-ségrégation, 

tests fonctionnels et impact sur l’épissage. 

Comme nous l’avons vu précédemment pour les mutations de BRCA1 et BRCA2, les VSI 

peuvent aussi avoir différents impacts en fonction de leur position : 

- Impact sur la protéine (par modification d’un acide aminé) 

- Impact sur l’épissage (si situé dans un site consensus)3 

Cependant, l’étude des ARN est délicate car il s’agit d’une molécule fragile et accessible 

uniquement en faible quantité. Le développement d’outils bio-informatiques destinés à 

identifier les séquences contrôlant l’épissage et à prédire leurs altérations est une aide 

précieuse pour orienter le classement des VSI.  

C. Les autres gènes responsables 

On estime que seulement 20 % environ des histoires familiales de cancer du sein seul (c’est-

à-dire non associé à un cancer de l’ovaire) sont expliquées par des altérations des gènes BRCA1 

et BRCA2. Ceci laisse donc penser qu’il existe sans doute un large panel d’autres gènes 

responsables encore incomplètement exploré. 

Aujourd’hui, de nombreux gènes ont été identifiés comme liés à un risque plus ou moins 

modéré de développer un cancer du sein. Nous pouvons d’ailleurs les classer en fonction de 

leur risque de développement de cancer du sein : élevé, moyen ou faible28(Figure 1 et 2). 
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Figure 1 : Corrélation géno-phénotypique pour les mutations hétérozygotes ou homozygote ou 
hétérozygote composite des gènes de prédisposition aux cancers du sein et pour les SNP de 
susceptibilité aux cancers du sein de faible pénétrance27 

1. Les autres gènes associés à un risqué tumoral élevé  

a. TP53 et le syndrome de Li-Fraumeni 

Ce syndrome prédispose à de multiples cancers d’apparition précoce touchant principalement 

le sein, le cerveau, les muscles, les surrénales et le sang. Le risque de cancer du sein associé 

est de l’ordre de 40% à 45 ans (RR de 4). 
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b. PTEN et la maladie de Cowden. 

C’est une maladie très rare (1/100 000) caractérisée par des hamartomes multiples et 

disséminés et par un risque accru de développer certaines tumeurs malignes. 

c. STK11 et le syndrome de Peutz-Jeghers 

Ce syndrome également très rare (1/100 000) appartient au groupe des polyposes digestives 

hamartomateuses. Il est également associé à un risque accru de développement de cancers, 

notamment digestifs. Concernant le cancer du sein, le risque cumulé à 65 ans est alors 

supérieur à 50% (RR > 5). 

d. CDH1 

Ce gène suppresseur de tumeur code pour la E-cadhérine, protéine d’adhérence celullaire. Ses 

mutations sont liées aux carcinomes gastriques diffus et aux carcinomes mammaires de type 

lobulaire (risque d’environ 40% à 80 ans, RR de 4). 

2. Les autres gènes associés à un risque tumoral modéré 

Ces autres gènes sont impliqués à l’état hétérozygote dans un risque tumoral plus modéré (RR 

de l’ordre de 2 à 4). 

a. ATM 

Les mutations de ce gène à l’état homozygote sont responsables de l’Ataxie-Télangiectasie, 

maladie récessive rare caractérisée par une ataxie cérébelleuse progressive, des 

télangiectasies surtout visibles au niveau de la conjonctive et une augmentation du risque de 

cancer. 

Les patients porteurs d’une altération d’ATM à l’état hétérozygote ont un risque de 

développer un cancer du sein augmenté de 2 par rapport à la population générale. 

b. CHEK2 

Il en associé à des prédispositions génétiques de cancer du sein, notamment dans le cas de la 

mutation 1100delC 



40 
 

c. BRIP1 et PALB2 

Ils font partie des gènes impliqués dans la maladie de Fanconi,  sont également appelés FANC-

J et FANC-N. 

L’étude de PALB2 dans les prédispositions au cancer du sein a fait l’objet de nombreuses 

publications récentes. Celles-ci ont pu démontrer un risque relatif augmenté de  2 à 4 selon le 

type d’étude29,30. 

d. RAD51C 

Ce gène paralogue de RAD51 a été récemment identifié comme étant un nouveau gène de 

prédisposition au cancer du sein. Il est lui aussi lié à l’anémie de Fanconi31  

3. Autres gènes associés à un risque tumoral faible 

Des études plus récentes tendent à identifier plusieurs gènes de faible susceptibilité (Figure 

2) mais malgré tout, il reste environ 50% des cas d’histoires familiales de cancer du sein qui 

restent inexpliqués32. Le risque réel conféré par ces variants reste encore flou à l’heure 

actuelle et la généralisation des observations pour ce type d’effet très faible est complexe. 

 

 

Figure 2 : Distribution des patients atteints de cancer du sein.33 
A) Les cancers du sein familiaux représentent un pourcentage mineur par rapport à l’ensemble 

des cas de cancers du sein. 
B) Proportion des cas familiaux de cancers du sein dus à des mutations constitutionnelles dans les 

gènes de prédisposition de forte, modérée et faible pénétrance. 
BRCA1 et BRCA2 expliquent à eux seuls 25% des histoires familiales. 
Cependant la majorité des familles ne présentent pas de mutation dans les gènes de 
susceptibilité aux cancers connus et présentent donc probablement des variations dans un ou 
plusieurs gènes de faible pénétrance non connus. (familles BRCAX) 
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IV. L’épissage 

A. Transcription et maturation des ARN pré-messagers 

La transcription est l’étape nucléaire au cours de laquelle sont synthétisés les différents types 

d’ARN à partir de l’ADN. La liaison de facteurs de transcription  au niveau de certaines régions 

promotrices du génome (boite TATA) permet le recrutement de la machinerie d’initiation 

incluant les polymérases (polymérase II) permettant la synthèse des brins d’ARN. L’élongation 

de l’ARN se poursuit jusqu’à ce que la machinerie transcriptionnelle rencontre un site de 

terminaison (site  de polyadénylation). 

Les ARN ainsi obtenus sont nommés « ARN pré-messagers » (ou pré-ARNm). Ce pré-ARNm est 

une copie de l’ADN génomique contenant l’information nécessaire à la synthèse de la protéine 

que code le gène.  Il devra subir des étapes de maturation afin d’obtenir ses « ARN 

messagers » aptes à être exportés vers le cytoplasme : ajout d’une coiffe en 5’, épissage des 

introns, clivage à l’extrémité 3’, ajout d’une queue de polyadénosines (queue poly[A]). 

B. L’épissage : mécanismes et régulation 

L’épissage permet l’excision des séquences non-codantes (introns)  contenues dans l’ARN  pré-

messager et la jonction des séquences codantes (exons) qui persisteront dans l’ARN messager. 

Il concerne au moins 95 % des transcrits et se déroule en 2 étapes successives de trans-

estérification34. Trois déterminants de séquence sont requis : les sites d’épissage en 5’ (site 

donneur) et 3’ (site accepteur) situés aux jonctions « exon-intron », respectivement en 5’et 3 ‘ 

de l’intron, et le site de branchement en amont du site 3’ accepteur (Figure 3). 
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Figure 3 : Profil des séquences consensus au site dépissage 5’, au site de branchement et au site 
d’épissage 3’.  

A. À chaque position, la fréquence des 4 nucléotides A, C, G et T est représentée par la taille des 
caractères. La fréquence a été déterminée à partir de 1 683 séquences humaines35  . Les 
séquences les plus conservées sont les dinucléotides GU et AG, respectivement en 5’ et en 3’ de 
l’intron, et le nucléotide A au niveau du site de branchement.  
Les rectangles représentent les exons et les traits pleins les introns.  
(Py)n : étendue de polypyrimidines.  

B. Réaction d’excision-épissage d’un pré-ARNm. L’épissage d’ARN prémessager se déroule en 
deux étapes successives, impliquant chacune une réaction de trans-estérification. Trois 
éléments sont essentiels à ces réactions : les sites d’épissage 5’ (ou site donneur) et 3’ (ou site 
accepteur), situés à la jonction exon-intron, respectivement en 5’ et 3’ de l’intron, et le site de 
branchement, en amont du site 3’ accepteur. Lors de la première étape, le groupement 2’  
hydroxyle de l’adénosine du site de branchement attaque le phosphate du site d’épissage 5’. 
Cette réaction engendre un exon 5’ libre et un lariat intermédiaire. Lors de la deuxième étape, 
le 3’ hydroxyle de l’exon 5’ attaque le phosphate du site d’épissage 3’, produisant ainsi l’ARNm 
et le lariat d’intron. 

 

La réaction d’épissage a lieu au sein du spliceosome. C’est un complexe multiprotéique 

constitué de plus de 150 polypeptides et de cinq ribonucléoprotéines (small nuclear 

ribonucleoproteins), elles-mêmes constituées d’une molécule d’ARN (ARNsn) complexée à 
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plusieurs protéines. Il a pour fonction de reconnaitre les sites d’épissage puis d’effectuer les 

étapes couplées d’élimination des introns et re-ligation des exons. 

Un autre répertoire de séquences en cis joue également un rôle déterminant lors de 

l’épissage, il s’agit des séquences « exonic splicing enhancers » (ESE), « exonic splicing 

silencers » (ESS), « intronic splicing enhancers » (ISE) et « intronic splicing silencers » (ISS). Ces 

séquences auxiliaires présentent toutes des caractéristiques communes : elles sont courtes 

(moins de 10 nucléotides), variables en terme de séquence, individuellement faibles et 

souvent présentes en plusieurs copies.  

ESE et ESS sont des séquences exoniques qui favorisent (ESE) ou répriment (ESS) l’épissage de 

l’exon qui les contient et ce par interaction avec des facteurs de transcription spécifiques36,37. 

Les séquences introniques homologues peuvent se situer en amont, en aval ou de chaque côté 

de l’exon qu’elles régulent (Figure 4).  

Qu’elles soient exoniques ou introniques, toutes ces séquences présentent des partenaires et 

des modes de fonctionnement assez proches. La régulation de l’épissage résulte d’une 

compétition entre les phénomènes activateurs et inhibiteurs dont une partie des mécanismes 

reste encore à préciser. La complexité de cette modulation prend tout son sens quand on 

aborde la notion d’épissage alternatif. 

 

Figure 4 : La fonction des protéines SR (serine-rich) (représentées en orange) peut être réglée au niveau 
transcriptionnel, en fonction du tissu ou du stade de développement, par épissage alternatif, par 
phosphorylation-déphosphorylation, ce qui influence leur localisation subcellulaire et leur activité. Elles 
sont stockées dans des compartiments du noyau appelés speckles ou SFC (splicing factors 
compartments). Elles doivent être recrutées par le complexe d’épissage et dirigées à la périphérie des 
SFC vers les sites de transcription. Une fois engagées dans le splicéosome, elles sont les cibles de 
phosphatases Ser/Thr, PP1, PP2A, PP2Cγ, dont certaines font partie intégrante du splicéosome. Les 
protéines hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) (représentées en jaune) figurent parmi 
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les protéines les plus abondantes du noyau ; certaines d’entre elles sont confinées dans le nucléoplasme 
(hnRNP C et U), tandis que d’autres (hnRNP A, B, K, J) font la navette entre le noyau et le cytoplasme. 
L’ESE (exonic splicing enhancer) (représenté en violet au niveau de l’exon) est le siège de nombreuses 
mutations qui modifient le site de liaison de protéines SR et conduisent à l’exclusion d’exon. Des 
algorithmes de prédiction d’ESE fonctionnels sont disponibles en ligne (exemple : 
http://exon.cshl.edu/ESE/index.html). L’ESS (exonic splicing silencer) (représenté en vert au niveau de 
l’exon) agit, entres autres, par liaison à hnRNP I (ou PTB) et hnRNP A/B ou H. HnRNP A1 peut également 
induire la répression par liaison à un site exonique et par le recrutement coopératif d’autres hnRNP, ce 
qui neutralise l’activité d’enhancers proximaux, voire l’assemblage du splicéosome. L’ISE (intronic 
splicing enhancer) et l’ISS (intronic splicing silencer) (représentés respectivement en violet ou en vert au 
niveau de l’intron) auraient des rôles antagonistes, lesquels peuvent s’exercer au sein d’éléments 
introniques bipartites34. 

C. L’épissage alternatif 

L’épissage alternatif est un mécanisme naturel permettant la synthèse d’ARNm différents à 

partir d’un même pré-ARNm (et donc à partir d’un même gène) en utilisant différentes 

combinaisons d’exons et en générant ainsi des isoformes protéiques variées. 

Certains exons sont toujours inclus dans les ARNm matures, il s’agit des exons « constitutifs ». 

D’autres sont régulés et peuvent parfois être supprimés ou « sautés » ou partiellement inclus 

(Figure 5). 

 

http://exon.cshl.edu/ESE/index.html
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Figure 5 : En bleu les exons constitutifs, en violet les exons alternatifs, et en traits pleins les introns. 
Différentes combinaisons d’assemblage des exons, voire de rétention d’intron sont possibles. En outre, 
l’utilisation de promoteurs transcriptionnels peut dicter les choix d’épissage. Enfin, l’épissage alternatif 
peut conduire à l’utilisation de signaux de sites de polyadénylation distincts3.  

 

Des mécanismes permettent aussi d’allonger ou raccourcir certains exons en utilisant des sites 

d’épissages alternatifs (différents des sites constitutifs) permettant l’inclusion de séquences 

introniques plus ou moins importantes dans l’ARNm. 

Les sites d’épissage alternatifs sont généralement moins forts que les sites constitutifs (c’est-

à-dire plus éloignés par rapport à la séquence consensus) et plus assujettis à leur régulation38. 

Il semblerait que les exons alternatifs soient souvent entourés de régions introniques plus 

longues et beaucoup plus conservées que les exons constitutifs39. Les exons alternativement 

épissés sont également plus courts, présentent un degré de conservation plus important entre 

les exons orthologues et leur longueur est plus souvent un multiple de 3 (conservation du 

cadre de lecture)40. Les introns pouvant être éventuellement inclus dans l’ARNm final sont 

quant à eux significativement plus courts ques les autres classes d’introns41 et possèdent eux 
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aussi des sites d’épissage plus faibles. La prédiction des évènements d’épissage alternatif 

basée sur l’identification de sites d’épissage et d’éléments de régulation potentiels reste un 

enjeu important et différentes approches basées sur des données expérimentales et des outils 

informatiques ont été développées42(Figure 6). 

On estime que 1000 à 20 000 gènes humains sont sujets à un épissage alternatif34.Des études 

ont montré que seulement 19% des épissages alternatifs conduiraient à une protéine 

tronquée37, la grande majorité (70% à 88%) changeant uniquement la nature de la protéine. 

Cette observation résulte en grande partie du fait que l’épissage alternatif se trouve souvent 

associé à l’apparition d’un codon stop prématuré pouvant certes être à l’origine de production 

de protéines tronquées, mais surtout du mécanisme de nonsense-mediated mRNA decay 

(NMD). 

 

Figure 6 : Les différents sites d’épissage recherchés ont des séquences consensus relativement 
conservées, ce qui autorise leur identification par différents algorithmes. Ces algorithmes permettent 
également d’évaluer quantitativement l’impact de modifications nucléotidiques au sein de ces 
séquences car un score est attribué pour chaque base, pour chaque position, par comparaison avec 
l’hypothèse la plus probable.  
Concernant la liste présentée (non exhaustive) d’« outils web » de prédiction, il est possible d’interroger 
simultanément ces différents sites, ce qui simplifie grandement la procédure (données disponibles sur 
demande). Il existe d’autres logiciels dédiés à l’identification des séquences réglant la transcription3. 
Le logiciel Alamut qui sera utilisé par la suite propose une fenêtre dédiée aux prédictions d’épissage 
regroupant différents scores en une seule et même vue43. 

D. Epissage alternatif et pathologie 

Les altérations des sites génomiques consensus et leurs conséquences sur l’épissage sont 

désormais bien connues. Grandes délétions, insertions ou délétions d’une ou plusieurs bases 

et modifications nucléotidiques sont à même d’altérer la fonction de ces sites avec des 

conséquences diverses (Figure 7) : 
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- Abolition du site d’épissage physiologique avec saut de l’exon concerné (A) 

- Abolition du site d’épissage physiologique avec révélation d’un site cryptique qui 

prend le relais du site sauvage. En fonction de la localisation du site cryptique il s’en 

suit une délétion exonique (B) ou une rétention intronique (C). 

Ces mécanismes peuvent survenir de manière isolée ou s’ajouter l’un à l’autre. 

Les modifications nucléotidiques peuvent aussi ne pas toucher ces séquences consensus mais 

néanmoins altérer l’épissage en créant un site cryptique plus fort qui sera préférentiellement 

utilisé par rapport au site sauvage. 

-  

Figure 7 : Les exons sont représentés par des rectangles, les introns par un trait vert. La position de la 
mutation est indiquée par un symbole rouge ; les traits rouges schématisent l’anomalie de la 
transcription3.  

A. Altération du site donneur de l’exon 3, saut de l’exon 3.  
B. Abolition du site accepteur de l’exon 3, avec révélation d’un site cryptique exonique (étoile 

bleue) : délétion exonique partielle.  
C. Abolition du site accepteur de l’exon 3, avec révélation d’un site cryptique intronique (étoile 

bleue) : rétention intronique. 

E. Nonsense mediated  mRNA decay : le NMD 

Parmi les dispositifs de contrôles de qualité établis tout au long du processus de synthèse des 

protéines, la dégradation de l’ARNm après un codon stop prématuré ou anormal (NMD) 

constitue une réaction essentielle dans la régulation génétique. Ce mécanisme permet 

l’élimination d’ARNm anormaux qui engendreraient des protéines aux effets délétères de type 

gain de fonction ou dominant négatif s’ils évoluaient jusqu’à l’étape de traduction. Ce 



48 
 

mécanisme est très souvent observé si le codon stop est situé à plus de 50-55 nucléotides en 

amont de la dernière jonction exon-exon. 

Il existe cependant des cas où il n’est pas déclenché : en cas de codon stop anormal proche du 

codon stop normal (à une distance inférieure à 50-54 pb de ce dernier)44 ou à proximité du 

codon d’initiation de la traduction (AUG). 

Le déclenchement du NMD est complexe et il apparaitrait désormais que son rôle ne se 

limiterait pas uniquement à celui de gardien de l’intégrité des ARNm, mais qu’il aurait 

également une importance dans la régulation d’expression de certains gènes et la dégradation 

de 5 à 10% d’ARNm normaux45. 

L’effet probablement bénéfique du NMD in vivo pose cependant des problèmes majeurs en 

diagnostic, l’anomalie  étant masquée in vitro. Il a ainsi longtemps été un obstacle majeur à la 

stratégie diagnostique basée sur l’étude de l’ARN, mais son effet est prévenu par l’ajout de 

puromycine aux prélèvements d’intérêt46. 

F. Les transcrits alternatifs de BRCA1 et BRCA2 

De nombreux transcrits alternatifs ont été découverts dans différents tissus pour ces deux 

gènes mais leurs régulations et leurs rôles exacts restent cependant peu connus47. Il est très 

probable que bon nombre d’entre eux ne soient pas fonctionnels au niveau physiologique (car 

décrits à partir de tissus tumoraux altérés) mais quelques variants prédominants semblent 

quand même ressortir pour ces deux gènes. Etant données les difficultés méthodologiques à 

trier pertinemment toutes ces données, nous avons retenuspour notre étude les principaux 

variants sélectionnés par le  « groupe épissage » (données non publiées, ne concernant pas 

l’exon 11 d’étude délicate) 

1. Principaux transcrits alternatifs observés pour BRCA1  

-  Δ exon 5 

-  Δ 22pb de l’exon 5 

- Δ 3 premiers nucléotides de l’exon 8 

- Δ exon 9-10 

- Δ 3 premiers nucléotides de l’exon 13 
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- Δ 3 premiers nucléotides de l’exon 14 

Il semblerait tout de même d’après d’autres études qu’il existe d’autres transcrits à prendre 

en compte, mais ceux-ci restent à préciser (Figure 8)47. 

 

Figure 8 : Structures des différents variants d’épissage des ARNm de BRCA1 conservant le cadre de 
lecture et capables d’aboutir à une synthèse protéique47. 

2. Principaux transcrits alternatifs observés pour BRCA2 

- Δ exon 3 

- Δ exon 6-7 

- Δ exon 12 

- Δ exon 17-18 
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V. Next-Generation of Sequencing (NGS) : les technologies de 
séquençage à haut-débit 

La méthode automatisée de séquençage Sanger est considérée comme une technologie de 

« 1ère génération ». Cette méthode a été la référence pendant une vingtaine d’années et a 

permis l’accomplissement de bon nombre de découvertes majeures (comme celle du 1er 

séquençage complet d’un génome humain en 200448). Le séquençage Sanger est actuellement 

dépassé par la nouvelle génération de séquenceurs permettant du séquençage à très grande 

échelle et de manière beaucoup plus rapide avec un coût à la base beaucoup plus faible. Ainsi 

le 1er séquençage complet d’un génome humain a été réalisé en 15 ans alors qu’il peut 

désormais l’être en 10 jours sur une plateforme Illumina HiSeq 2000. 

A. Principales technologies de NGS 

 Les principales technologies de séquençage à haut débit actuellement disponibles sont celles 

proposées par Roche 454 Life Sciences, Illumina et Ion Torrent. Elles utilisent la détection de 

signaux chimiques ou lumineux lors de l’incorporation de bases nucléotidiques pendant la 

synthèse du brin complémentaire pour déterminer la séquence. De manière générale, l’ADN 

est fragmenté à la taille souhaitée pour son étude, chaque fragment est ensuite lié à des 

adaptateurs et cloné pour amplifier le signal de fluorescence ou chimique. Les trois méthodes 

différent par les réactifs, les substrats utilisés et par la technologie de détection des signaux 

d’incorporation des différentes bases49(Figure 9). 

1. Le pyroséquençage 

Dans cette technologie mise au point par Roche 454 Life Sciences, une seule séquence 

d’intérêt est couplée à une microbille via un adaptateur et amplifiée grâce à une étape de PCR 

émulsion. Chaque microbille est placée dans un micro-puit avec des billes supplémentaires 

couplées à la sulfurylase et la luciférase. Une amorce est hybridée à l’ADN puis chacune des 

bases est incorporée dans un ordre prédéfini à partir de l’extrémité 3’. Un signal est mesuré 

uniquement lorsque la base est intégrée à la séquence cible par la polymérase et qu’un 

pyrophosphate est libéré. L’ATP sulfurylase vient alors transformer ce pyrophosphate libre en 
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ATP qui est ensuite utilisé (d’où le terme pyroséquençage) et couplé à une luciférine par une 

luciférase. Cette réaction libère une oxyluciférine et un signal lumineux. La caméra « Charge 

Coupled Device » (CCD) permet de capturer les signaux émis et de déduire la séquence en 

fonction de l‘ordre d’incorporation des bases et de l’intensité lumineuse sur le 

chromogramme. 

Cette technologie a l’avantage de produire de longues séquences (330 bases en moyenne), 

qui facilitent l’assemblage de novo de génome sans utiliser de séquence de référence.  

2. Le séquençage par synthèse 

Initialement développée par Solexa, il s’agit aujourd’hui de la technique utilisée par la 

plateforme Illumina Genome Analyzer. Cette technologie utilise une phase solide 

d’amplification où les adaptateurs sont liés à chaque  extrémité de la séquence cible. Celle-ci 

est ensuite amplifiée par multiplications clonales des séquences (et la formation de cluster 

grâce à des ponts d’amplification). Les quatre types de bases sont ajoutés successivement et 

celles non-hybridées sont éliminées. Ce type de séquençage (contrairement au précédent) 

permet d’incorporer un nucléotide à la fois et le cycle est ainsi répété jusqu’à la taille attendue 

du fragment. Aujourd’hui le système HiSeq 2000 possède un rendement de 6 milliards de 

séquences pairées pour un total d’environ 600 Gb en 11 jours (avec un taille moyenne de 

séquence de 100 pb). Cette technologie est aujourd’hui très largement employée 

(séquençage, re-séquençage, Chip-Seq, RNA-Seq). 

3. Le séquençage par ligation 

Cette technologie utilise une ligase et des amorces marquées afin de déterminer l’ordre des 

nucléotides d’un brin d’ADN. Des amorces de différentes longueurs contenant un dinucléotide 

connu sont utilisées conjointement avec de l’ADN ligase. Ces amorces sont identifiées avec 

des sondes fluorescentes et celles demeurant non hybridées sont éliminées. S’ensuit alors une 

détection par fluorescence des amorces liguées à la séquence cible. Ce cycle peut se répéter 

en utilisant des amorces clivées permettant à la sonde fluorescente de se détacher et de 

régénérer un groupe phosphate en 5’ de l’amorce. Le processus de ligation, détection et 

clivage se répète ainsi plusieurs fois jusqu’à l’obtention d’une longueur préderterminée. La 

méthode de ligation du séquenceur SOLiD (Life Technologies/Applied Biosystems) produisant 
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des fragments courts (autour de 75 pb) a surtout  été utilisée dans des projets de 

reséquençage de génome et de transcriptome. Aujourd’hui cependant les coûts et le débit du 

SOLID ne peuvent rivaliser avec ceux de la technologie Illumina et la part de marché de cette 

machine tend à diminuer sérieusement. 

4. Le séquençage par nano-mesure de pH 

Le système Ion Torrent est unique puisqu’il utilise des variations de pH afin de détecter 

l’incorporation successive des nucléotides. Il détecte la libération des protons à chaque 

intégration d’un nucléotide au cours de l’élongation. En incorporant séquentiellement chaque 

nucléotide, cette méthode permet de détecter ceux qui ont été incorporés au brin 

complémentaire.  

Le Proton est un séquenceur haut débit basé sur cette technologie des semi-conducteurs 

(similaire à celle du Ion – Torrent –PGM). Il  permet de répondre à des demandes très 

variées  de séquençage et de génotypage par séquençage avec une montée en puissance 

rapide : si  la puce  PI délivre déjà 10 Gb et 70 millions de « reads »  de 200 bases (idéal, par 

exemple, pour le séquençage de petits génomes),  la puce PII permet de réaliser  plus de 280 

de millions de  « reads » soit plus de 70 Gb (de quoi séquencer un génome humain à 20 X). 

Celle-ci devrait permettre le séquençage de novo sur de plus gros génomes et faciliter les 

analyses de transcriptomes. De plus, l’analyse des données est facilitée grâce à une interface 

web reliée à un serveur autonome. Celle-ci  permet de lancer de façon intuitive et autonome 

les analyses les plus classiques (« mapping » sur référence, détection des 

SNP…..).  Malheureusement, la technique ne semble actuellement pas encore assez au point 

pour un transfert en utilisation diagnostique. 

B. Les séquenceurs dits « de paillasse » 

Il s’agit de séquenceurs de 2ème génération de débit plus faible et de cout d’utilisation moins 

important par rapport aux précédents. Ils ont plutôt pour vocation de séquencer un grand 

nombre d’échantillons sur des régions de taille plus réduites et permettent en quelque sorte 

la « démocratisation » du séquençage à haut-débit. Les trois leaders du marché proposent 

leur appareil : 
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- Life Technologie : Ion Torrent PGM et Proton 

- Illumina : MiSeq 

- Roche : GS Junior 

Le « Personal Genome Machine » ou PGM peut générer 1 Gb de séquences via l’utilisation de 

puces 318 avec une taille moyenne de fragments séquencés d’environ 250 pb en moins de 2 

heures.  

L’Ion Torrent PGM 318 s’avère être compétitif dans cette catégorie, le MiSeq produisant des 

séquences plus courtes (environ 150 pb) et le GS Junior affichant un débit plus faible (35 Mb). 

C. Les méthodes de 3ème génération 

Ces nouvelles méthodes utilisent pour la plupart la détection d’un signal chimio luminescent 

à chaque incorporation de nucléotide afin de séquencer directement les fragments d’ADN un 

à un ce qui rend l’amplification de l’ADN inutile. Ces innovations diminueraient la durée et 

simplifieraient considérablement les étapes de préparation des banques d’ADN. De plus, 

l’élimination de ces étapes permettrait aussi de diminuer les sources de biais possibles 

pouvant être introduits par les phases de PCR (erreurs de polymérisation ou recombinaisons 

par PCR). Un autre avantage de ce techniques réside dans le fait que des ADN faiblement 

concentrés voir même dégradés pourraient ainsi tout de même devenir exploitables50.  

Par exemple, le système HeliScope (Helios Genetic Analysis) produit de 600 millions à 1 

milliard de séquences d’une longueur de 35 pb en 30 heures. Une autre technologie a été 

récemment développée par les laboratoires Pacific Biosciences (PacBio RS SMS). Cette 

méthode permet l’incorporation continue de nucléotides marqués pendant la synthèse du 

brin d’ADN. L’ADN polymérase est attachée à la surface d’un détecteur  ZMW (Zero Mode 

Waveguide) qui assimile l’ordre des nucléotides phosphatés quand ceux-ci sont inclus dans le 

brin généré. Cette technologie permet d’atteindre des longueurs de séquence de 10000 pb 

mais la polymérase peut parfois se dégrader avant d’atteindre cette taille à cause des lectures 

au laser (contrairement à l’HeliScope). La plateforme PacBio possède le taux d’erreur le plus 

élevé de toutes les plateformes NGS (environ 15%) mais ceci est contrebalancé par le fait 

qu’un même fragment d’ADN est séquencé plusieurs fois. 
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Ainsi, les dernières versions du System PacBio RS produit 35 à 45 Mb de données par cellule 

d’une longueur moyenne de 1500 pb avec une sensibilité de 99,999% à une couverture de 

30X51. 

La technologie de séquençage de 3ème génération par nanopores promet de révolutionner 

plusieurs applications à commencer par le séquençage de novo en laissant peu d’espoir à la 

technologie de Pacific Biosciences. Elle devrait remplacer PacBio dans les stratégies de 

séquençage hybride (qui consiste « à coupler » un séquenceur de 2ème génération 

permettant d’être très profond et d’une technologie de 3ème génération permettant de 

générer des reads très longs ce qui permet au final un assemblage de meilleure qualité). 

Après avoir engendré de la curiosité, de l’impatience, puis déçu avec une arrivée sans cesse 

repoussée, il semble qu’Oxford Nanopore doive prouver l’efficacité de sa technologie. 

Le principe de cette technologie est de permettre de séquencer sans pré-amplification (il s’agit 

d’un séquenceur de 3ème génération) une molécule d’ADN en en hydrolysant les nucléotides 

élémentaires, qui passeront dans des pores. Ces pores seront couplés à des capteurs saisissant 

la signature singulière de chaque base constitutive de la molécule à séquencer. Jusqu’à 

présent. La difficulté technique majeure empêchant le développement et la diffusion de cette 

technique réside encore dans l’incapacité à contrôler la vitesse à laquelle diffus chaque brin 

d’ADN à travers le nanopore.  

Ces techniques sont encore à l’étape de mise au point à l’heure actuelle et très peu de 

laboratoires en sont équipés pour le moment. 
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Figure 9 : Présentation des différentes stratégies de fixation des échantillons à séquencer49. 
a) Dans le cas de l’émulsion PCR (PCRe), un mélange réactionnel spécifique est créé de manière à 

obtenir une émulsion mêlant eau et huile où des micro-goutelettes aqueuse contiennent une 
séquence d’ADN et une bille. L’amplification PCR a lieu au sein de ces unités réactionnelles de 
manière à obtenir des billes présentant plusieurs milliers de copies d’une même séquence 
d’ADN à leur surface. Les billes peuvent ensuite être chimiquement attachées sur une lame en 
verre ou déposées sur une puce à micro-puits. 

b) La phase d’amplification de la technologie Solid et composée de deux étapes : une première 
phase où mes fragments à séquencer sous forme simple brin sont immobilisés sur une plaque 
de verre à l’aide d’amorces s’hybridant avec un des adaptateurs, et une deuxième étape 
d’amplification des fragments qui se fait par pontage à l’aide de l’ADN polymérase. Cela 
permet l’amplification localisée d’un fragment unique en plusieurs millions de fragments 
identiques. 

c) 3 approches différentes permettant la fixation d’un ADN simple brin sont représentées : fixation 
par un primer(d), fixation par une séquence (e) et fixation via une polymérase (f) 
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D. Analyse Bio-informatique 

La quantité de data générée par ces nouvelles techniques a rendu l’analyse des résultats 

manuelle impossible et a nécessité le développement d’outils bio-informatiques dédiés. En 

plus des pipelines d’analyse académiques initialement construits se sont développés 

progressivement des logiciels « clés en main ». Les étapes de traitements informatiques des 

données sont incontournables à l’évaluation de la qualité des séquences produites, à leur 

alignement génomique et aux filtrages des « anomalies » ainsi détectées (Tableau 1). 

Le traitement des données NGS est difficile sur une station locale. Il nécessite des ressources 

logistiques importantes aussi bien en capacité de calculs, en disponibilités de logiciels 

spécialisés (la lecture des fichiers est impossible avec les logiciels de bureautique classiques) 

qu’en capacité de stockage.  
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Définitions  

Lecture ou read Terme générique désignant les séquences sortant du séquenceur 

Mismatch Incohérence entre deux nucléotides 

Gap Trou dans l’alignement de séquence 

Mappabilité  Caractère d’une région génomique à être couverte en lectures 

(région répétées = faible mappabilité, région unique = forte 

mappabilité) 

Indel Insertion/délétion sur un génome de référence 

Génome de référence Séquence connue, supposée être la plus proche possible des 

données étudiées, utilisée comme pour ancrer et organiser 

l’information des lectures simples 

Couverture Fraction de la référence couverte par au moins une lecture.  

Profondeur de lecture Nombre moyen de lectures par base à une position donnée (elle 

est exprimée en nombre de X) 

Format de fichier .FASTA Fichier sous format texte composée de deux parties : il commence 

avec une ligne simple de description de la séquence suivie de 

lignes correspondant à la séquence elle-même 

Format de fichier .FASTQ Fichier texte combinant les séquences et les scores de qualité des 

bases. 

Format de fichier .SAM Fichier sous format texte tabulé regroupant les data d’alignements 

de séquences 

Format de fichier .BAM Version binaire d’un fichier .SAM, format conseillé pour le partage 

des fichiers (fichier de référence) 

Tableau 1 : principales définitions utiles en bio-informatiques 
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L’analyse bio-informatique est un processus complexe se découpant en plusieurs étapes 

(Figure 10). 

 

Figure 10 : Principales étapes de l’analyse bio-informatique 
 

1. L’alignement 

L’alignement est une étape cruciale dans l’application du NGS ; il a pour but de transformer 

une information simple (lecture indépendante) en une information globale, structurée et 

réduite. 

Deux stratégies d’alignement sont envisageables (et peuvent très bien être utilisées de 

manière combinée) : 

- Alignement de novo (Figure 11) : appliqué quand le génome n’est pas connu, il permet 

à l’aide de calculs intensifs de reconstruire un génome par recoupement des régions 

chevauchantes des différents read. 
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Figure 11 : Alignement de novo (Présentation Power Point de l’équipe de Bio-informatique de l’Institut 
Curie, janvier 2013, Nicolas Servant, Séverine Lair) 

 
- Alignement sur un génome de référence : les lectures sont directement analysées et 

alignées sur un génome de référence connu 

 

Figure 12 : Alignement sur un génome de référence (Présentation Power Point de l’équipe de Bio-
informatique de l’Institut Curie, janvier 2013, Nicolas Servant, Séverine Lair) 
 

Les nouveaux algorithmes d’analyse doivent prendre en compte les spécificités et 

caractéristiques des données actuellement produites : 

- lectures (ou read) produites en très grande quantité (millions) et de tailles différentes 

(de 35 pb à 500 pb) 
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- prise en compte des qualités de lectures, des erreurs de séquençage (environ 1%), des 

régions génomiques répétées et l’évolution rapide des technologies et des formats 

Au fil du temps, de nombreux outils informatiques d’alignement de plus en plus performants 

ont vu le jour. Il persiste malgré tout quelques voies d’amélioration (gestion des 

homopolymères, des petites indel, des régions répétées…) 

 

Figure 13 : Chronologie d’apparition des outils d’alignements (depuis 2001)52. 
- En bleu : Outils d’alignement d’ADN 
- En rouge : Outils d’alignement d’ARN 
- En vert : Outils d’alignement de micro ARN (miARN) 
- En violet : Outils d’alignement de séquence bisulfite (étude des profils de méthylation) 
- Les pointillés gris signalent les liens existants entre certains logiciels (nouvelles versions ou 

extensions). 
Le panel de logiciels proposés est donc très large et en constant développement pour répondre de mieux 
en mieux aux besoins du NGS. 
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2. Détection des variants 

Le but de cette étape est de détecter de manière efficace les anomalies au niveau des régions 

codantes des gènes d’intérêt pouvant être responsables de la pathologie. Plusieurs logiciels 

(académiques ou commerciaux) sont disponibles à cet effet (Figure 14).  

Il s’agit d’identifier les différences nucléotidiques par rapport au génome humain de référence 

tout en répondant aux exigences du diagnostic : 

- Couverture suffisante à toutes les positions interrogées 

- Sensibilité proche de 100% 

- Peu de faux positifs malgré tout (spécificité) même si la sensibilité prévaut dans ce 

contexte 

 

Figure 14 : Liste non exhaustive d’outils d’annotation des variants disponibles53.  

Une liste plus complète est disponible à l’adresse suivante : http://seqanswers/wiki/Software/list54  

http://seqanswers/wiki/Software/list
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3. Applications dans la détection des transcrits 

La profondeur de lecture du NGS (30 à > 1000 read pour chaque base) permet de séquencer 

un panel très large d’ARN en une seule et même fois (y compris les transcrits rares). Par contre, 

les read obtenus sont souvent de très petite taille (de 35 à 330 pb selon la technologie de 

séquençage utilisée). L’enjeu de la bio-informatique dans ce contexte est de permettre la 

reconstruction d’un transcrit complet à partir de ces petits fragments tout en parvenant à 

distinguer les transcrits de différentes tailles (Figure 15). Le problème est que les différents 

transcrits présents partagent la plupart du temps les même exons et qu’il est difficile de savoir 

à quel transcrit précis appartient un read donné55. 

La précision de l’évaluation du niveau d’expression du gène est influencée par les méthodes 

de construction des librairies de ADNc, les technologies de séquençage et les techniques de 

pré-traitement des données. 
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Figure 15 : Représentation des différentes étapes théoriques des stratégies d’analyse de transcriptome 
par alignement sur une séquence de référence. (exemple du gène GRMZM2G060216, géne du maïs )55. 

a. Les read sont d’abord alignés sur une référence 
b. Un graphique de connectivité est ensuite construit afin de représenter toutes les isoformes 

possibles à un locus  
c. Et d. au final, les différentes combinaisons établies par le graphique sont suivies pour joindre 

les read ensemble afin d’obtenir une représentation des différentes isoformes possibles 
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1ère partie : Application 
diagnostique du séquençage 
à haut débit par PGM pour 

BRCA1 et BRCA2 

I. Patients 

Tous les patients pour qui est réalisée cette étude ont auparavant reçu un conseil génétique 

adapté à l’issue duquel ils ont fourni leur consentement éclairé. Il s’agit de patients répondant 

aux critères actuels d’indications d’un test génétique (Tableau 2) 

Histoire personnelle 

1 adénocarcinome mammaire avant 36 ans 

2 adénocarcinome type médullaire quel que soit l’âge au diagnostic 

3 adénocarcinome de l’ovaire avant 61 ans 

4 adénocarcinome mammaire + cancer ovaire 

5 cancer du sein masculin 

6 adénocarcinome triple négatif avant 51 ans 

et/ou Histoire familiale 

1 3 cas de cancer du sein unis par des liens de 1er ou 2nd degré passant par 

un homme 

2 2 cas de cancer du sein unis par des liens de 1er ou 2nd degré passant par 

un homme avec critères d’âge (différents selon les centres) 

3 1 cas de cancer du sein et 1 ovaire unis par des liens de 1er ou 2nd degré 

passant par un homme 

Tableau 2 : Indications actuelles des études génétiques 
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Les ADN sont extraits automatiquement à partir de prélèvement sanguins à l’aide de 

l’automate Quickgene 610-L de Fujifilm puis aliquotés à 50 ng/µL (par dosage au Nanodrop). 

Ils sont ensuite séquencés par série de 30 patients. 

II. Protocole de séquençage PGM 

Le protocole de séquençage par PGM est un processus complexe comprenant de nombreuses 

étapes nécessitant environ 15 jours de manipulations pour parvenir à l’étape de séquençage. 

Ces différentes étapes vont être détaillées par la suite. 

A. Enrichissement 

Pour chaque patient, l’ADN extrait subit une étape d’enrichissement (Figure 16) des séquences 

codantes et des jonctions introns/exons des gènes BRCA1 et BRCA2 par PCR multiplex à l’aide 

du kit Multiplicom© BRCA1/2. 

 

Figure 16 : principes d’enrichissement par PCR multiplex (Multiplicom) 
La 1ère étape a pour but de fixer des amorces universelles (vert foncé et rose) à l’aide d’amorces 
spécifiques (vert clair et orange) de la séquence cible (« target », en bleu) 
Tous les produits de PCR multiplexes sont ensuite amplifiés par une étape de PCR universelle à l’aide 
de primers universels. Pour chaque patient, on obtient ainsi 5 multiplex différents d’amplicons.  
Les différents fragments peuvent ensuite être amplifiés à l’aide d’une PCR dite « universelle ». 
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La qualité des fragments ainsi obtenus est contrôlée par électrophorèse capillaire à l’aide d’un 

automate ABI3130XL (présence ou non de tous les amplicons attendus, efficacité et 

homogénéité des PCR multiplex). 

A l’issue de ces étapes, les différents produits de PCR multiplex sont mélangés en proportions 

équivalentes pour chaque patient. Les pools sont alors purifiés à l’aide de billes Agencourt 

(Figure 17). 

 

Figure 17 : étapes de Purification à l’aide billes Agencourt 

B. Préparation des banques 

 

Les différents pools purifiés sont dosés par spectrophotométrie (Genios-Tecan) à l’aide d’un 

kit Quant-iT dsDNA HS Assay kit. Ce dosage permet ensuite de déterminer le volume du pool 

à prélever pour chaque patient afin d’obtenir une quantité de 100ng d’ADN pour la 

préparation des banques à l’aide du système  AB Library Builder (Life Technologies).  

Les banques sont fragmentées de manière à obtenir des fragments d’une taille finale 

avoisinant les 300 pb. Les fragments sont liés aux adaptateurs P1 et A pour permettre par la 

suite l’amplification de tous les fragments puis aux séquences « code barre » (séquences 

d’environ 10 nucléotides permettant d’identifier les ADN par la suite quand ils seront tous 

mélangés pour le séquençage). 

Les librairies sont ensuite mélangées et subissent une PCR d’amplification (à l’aide d’amorces 

complémentaires aux adaptateurs A et P1) visant à favoriser les constructions pertinentes 
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(c’est-à-dire contenant un adaptateur et un code barre) puis une étape de purification à l’aide 

de billes Agencourt. 

Les librairies obtenues sont contrôlées par électrophorèse sur puce à l’aide du LabChip 

(Caliper) afin de vérifier leurs tailles moyennes, leurs concentrations et la qualité de leurs 

purifications (absence de primers en excès)(Figure 18). Si besoin, on procèdera à une nouvelle 

purification des échantillons. 

 

Figure 18 : Contrôle qualité des banques. S’il persiste encore des primers après purification (encadré 
rouge), une nouvelle étape de purification sera réalisée (présentation Power Point – laboratoire de 
Génétique – Institut Curie). 
 

Pour finir, les librairies amplifiées sont mélangées entre elles de manière équimolaire afin de 

pouvoir être soumises à l’étape de PCR émulsion. 

C. PCR Emulsion (PCRe) 

Cette étape automatisée permet l’amplification clonale (OneTouch V2) (Figure 19)  suivie d’un 

enrichissement en « Ion Sphere Particles » (ISPs) (Figure 20), sphères à la surface desquelles 

un fragment de librairie est amplifié (OneTouch ES). L’amplification clonale est réalisée au 

cours de la PCRe et contribue à atteindre un seuil de détection du signal nécessaire et suffisant 

au moment du séquençage. Malgré une optimisation du ratio 1/1 (1 ISP/1 Fragment d’ADN), 

plusieurs configurations de microréacteurs au sein des goutelettes sont envisageables. Seule 

la configuration de monoclonalité est souhaitée car elle seule sera source de données de 

séquençage. Les autres configurations généreront des données qui seront filtrées lors de 
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l’analyse primaire effectuée par la « Torrent suite » (serveur du séquenceur PGM permettant 

l’analyse bio-informatique des données brutes et le base calling, cf. paragraphe suivant). 

 

 

Figure 19 : Résumé des étapes de la PCRe. 
Les conditions optimales sont résumées dans le 3ème cadre en partant de la gauche : au sein d’une seule 
et même micro-goutelette aqueuse se trouvent un fragment d’ADN, une sphère et les primers de la 
PCRe. L ’adaptateur P1 (en vert), permettra la fixation des fragments d’ADN au niveau de la surface des 
sphères. L’adaptateur A (en rouge) permettra par la suite la capture des sphères couplées aux 
fragments d’ADN56. 
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L’amorce ePCR-A couplée à la biotine permettra l’enrichissement ultérieur par un système de 

capture sur billes liées à la streptavidine. 

 

 

Figure 20 : Enrichissement en ISP. Les sphères couplées à des fragments d’ADN amplifiés sont chargées 
en Biotine via leur extrémité « A » (en rouge). Elles sont isolées à l’aide de billes magnétiques couvertes 
de streptavidine (en orange)56. 

D. Séquençage à haut débit 

En amont de l’étape de séquençage, une étape d’initialisation du PGM est requise et permet 

notamment une homogénéisation des valeurs de pH aux environs de 7,8 au sein des différents 

réactifs de l’appareil (« Auto pH ») (Figure 21).  

Une fraction de billes « tests de fragments » est également ajoutée aux ISP purifiées (elles 

permettent un contrôle de qualité du séquençage). 

La matrice de séquençage couplée aux amorces de séquençage et à la polymérase est chargée 

sur la puce Ion Torrent selon un protocole bien spécifique. Les puces se déclinent selon 3 
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capacités de séquençage (Chip 314 >10Mb, Chip 316 >100Mb, Chip 318 >1Gb). A noter qu’une 

version « v2 » pour chacune des puces précitées existe et est indispensable pour toute 

application de séquençage nécessitant la chimie « 400 pb ». Le séquençage 

multiparallélisé revient donc au décryptage simultané des fragments d’ADN couplés aux ISP. 

A chaque polymérisation de nucléotides non modifiés, la libération d’ions H+ entraine une 

variation de pH, elle-même détectée au niveau de la couche mince (technologie des semi-

conducteurs) située au fond de chaque puits où elle est transformée sous forme de variation 

électrique. L’ensemble des données brutes générées est transcrit sous forme 

de ionogrammes. 

 

Figure 21 : principe du séquençage par PGM  

- Les puces sont élaborées de manière à ce qu’un puits ne puisse contenir qu’une seule sphère. 
- Le principe du PGM repose sur la mesure en temps réel de l’émission de  protons produits lors 

de l’incorporation  d’une base pendant l’élongation.  
- Ces signaux chimiques (variations de pH) sont transformés en signaux électriques (variations 

de voltage) puis traduits sous forme de ionogramme : à chaque cycle, une base différente 
(A,T,G,ou C) est injectée ; si elle est incorporée, une différence de potentiel est mesurée. Cette 
valeur  est proportionnelle au nombre de base 

- La séquence clé « TCAG » permet d’aligner les résultats sur ses niveaux d’expression (intensité 
de signal correspondant à 1 base incorporée)56. 
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A l’issue du « run » de séquençage, les fichiers regroupant l’ensemble des données brutes 

(ionogrammes) sont transférés du PGM vers le Torrent Server où ils seront traités par le 

programme Torrent Suite. L’algorithme de « base calling » permet la conversion des données 

sous forme de lettres en séquences (A,T,C,G) formant le « read » (séquence au format .FASTA) 

associé à un score de qualité pour chaque base incorporée (Score Phred codé en ASCII), les 

deux types de données étant associés dans un fichier .FASTQ (qui tend à devenir le format de 

référence). 

Les scores de qualité Phred sont reliés de façon logarithmique à la probabilité d’erreur 

d’identification d’une base (Tableau 3). 

Score de qualité  

Phred 

Probabilité d’une identification  

incorrecte 

Précision de l’identification  

d’une base 

10 1 pour 10 90% 

20 1 pour 100 99% 

Tableau 3 : Les scores de qualité Phred 
 

Un prétraitement est également appliqué sur la base des « read » générés et qui équivaut au 

nombre d’ISPs vivantes ou « Live ISPs » (On parle d’ISPs vivantes pour les ISPs associées à la 

cleé) : 

- trimming : élimination des adaptateurs et/ou portions de read de mauvaise qualité (quality 

value QV>12) 

- filtres : élimination des « read » de petites tailles, de mauvaise qualité, des polyclonaux 

L’ensemble de ces informations est repris au travers du « report » généré à l’issue du 

séquençage et du prétraitement (Figure 22). Y sont également renseignés, le nombre de read 

générés ainsi que leur taille moyenne. 
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Figure 22 : Extraits d’un « report » généré à l’issue d’un run diagnostique. On y trouve : 
- Une image du chargement de la puce selon une échelle colorimétrique signalée sur la droite de 

l’image (rouge foncé = 100% de chargement) et le % de chargement de la puce. 
- La quantité de données générée (en vert) 
- La longueur moyenne des read séquencés (en jaune) 
- La valeur des tests fragments (en rose) 
- Le nombre de bases de bonne qualité de séquençage (Q20) (en bleu) 
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III. Analyse des données de séquençage à l’aide du logiciel 
NextGENe ® (SOFTGENETICS ®) 

Les données ainsi obtenues sont ensuite analysées à l’aide du programme d’analyse NextGENe 

puis triées à partir d’un arbre décisionnel établi au sein du laboratoire de l’institut sur la base 

d’une série test de 62 patients mutés pour lesquels les variations de BRCA1 et BRCA2 étaient 

connues57. Il a ensuite été validé à partir d’une série de 77 patients. Des tests et simulations 

ont permis de déterminer l’ensemble des paramètres d’analyse permettant d’assurer une 

sensiblité optimale à l’application du NGS en routine diagnostique (voir ci-dessous).  

A. Prise en charge des anomalies détectées 

Les mutations détectées à la sortie du PGM sont triées par NextGENe en fonction de leur type 

et de leur qualité (QV >12). Le PGM ne produisant pas beaucoup de faux positifs au niveau des 

substitutions, un seul filtre configuré dans NextGENe permet de détecter toutes les 

substitutions d’intérêt (figure 23).  

Il est par contre nécessaire d’appliquer d’autres niveaux de filtres pour affiner le tri des indels 

et des homopolymères. L’enjeu est de permettre un affinage des résultats issus du PGM qui 

est connu pour produire un nombre conséquent de faux positifs de type fausse insertion ou 

fausse délétion. 

Si le but est d’améliorer la spécificité du traitement des données, il est bien entendu 

indispensable de maintenir une sensibilité élevée en parallèle. Le tri des indel et des 

homopolymères se base sur différents niveaux de filtres (détaillés dans la Figure 3 et sa 

légende) : 

- Un filtrage des données en fonction de la récurrence de l’anomalie détectée 

- Un filtrage des données en fonction du taux de mutation 

- Un filtrage éventuel des données en fonction du déséquilibre « Foward/Reverse » (et 

de la qualité de séquençage du run) 
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A) Prise en charge des substitutions : Récapitulatif des paramètres de filtrage configurés dans 
NextGENe. 

- « Mutation percentage » ou taux de mutation: Une variation entre le read aligné et la séquence de 
référence à une position donnée doit survenir à une fréquence excédant cette valeur pour être 
considérée comme une mutation (≥ 20%) 

- « SNP allele » : Nombre de read portant une subsitution à partir duquel la variation est considérée 
comme étant une mutation (≥ 3) 

- « Total coverage » ou couverture totale : Le nombre total de read à une position donnée doit 
dépasser ce taux minimal de couverture pour qu’une mutation soit retenue à cette position (≥ 5X) 

- « Except for homozygous » : cette option est sélectionnée par défaut. Ceci signifie que ces 
paramètres d’exclusion ne s’appliquent plus si l’anomalie est retrouvée à l’état homozygote.  

B) Prise en charge des homopolymères et des indels : L’enjeu des différents niveaux de filtrage 
appliqués est de permettre un affinage des résultats issus du PGM qui produit un nombre 
conséquent d’artéfacts de type fausses insertions ou délétions (sans pour autant sacrifier la 
sensibilité devant rester élevée (critère fondamental à une approche diagnostique). 

- Un 1er filtrage des données issues du PGM est aussi effectué au moment de l’alignement des 
séquences par NextGENe. Ainsi sont éliminées les indels : 
o Dont le taux de mutation est < 10% 
o Dont la couverture totale est < 5X 
o Dont le « balance ratios » est inférieur à 10% 
 Le « balance ratio » est un critère composite permettant de trier en même temps les indels en 

fonction  

 De l’équilibre « Forward/Reverse » de la détection de la mutation dans les deux sens (si < 10% 
 séquence rejetée) 

 De l’équilibre « Forward/Reverse » à la position génomique de la mutation chez l’allèle muté 
comparativement à celui retrouvé au niveau de l’allèle sauvage à la même position 

- Suite à ce 1er niveau de filtre « NextGENe » il persiste encore un nombre important d’indels détectées 
dont de nombreux « faux positifs ». D’autres techniques de triage des données sont alors mises en 
place pour diminuer le nombre de séquences à contrôler à tort. 
o Si l’homopolymère ou l’indel est « isolé » 
 il peut s’agir très probablement d’une vraie mutation  
 cette anomalie est systématiquement contrôlée par une méthode de séquençage Sanger 

classique. 
o Si l’homopolymère ou l’indel détecté est récurrent (chez au moins 3 patients), de nouveaux 

filtres sont appliqués 
 la moyenne des différents taux de mutation retrouvés pour un même type d’anomalie est 

calculée. Un intervalle [moyenne des taux de mutations ± 2 écart-type] est constitué 

 Sont retenues les mutations présentant un taux de mutation compris dans cet intervalle 
(élimination des variants aux taux de mutations trop hétérogènes pour être vraisemblables) 

 Parmi les derniers variants persistants, on pourra appliquer un nouveau niveau de filtre en 
fonction de la qualité du run (déterminée par les valeurs des tests fragments et la détection du 
témoin muté par l’application de ce filtre supplémentaire).  Ce filtre consiste en l’analyse des 
déséquilibres de brins Forward/Reverse en établissant pour une mutation le ratio 

𝐹𝑜𝑟𝑤𝑎𝑟𝑑
𝑅𝑒𝑣𝑒𝑟𝑠𝑒

𝑊𝑖𝑙𝑑𝑇𝑦𝑝𝑒

𝐹𝑜𝑟𝑤𝑎𝑟𝑑
𝑅𝑒𝑣𝑒𝑟𝑠𝑒

𝑀𝑢𝑡é
 

Seront conservés les homopolymères et les indels pour lesquels ce ratio se situera dans 
l’intervalle [0,3-5]. (ces bornes ont été déterminées en effectuant ce calcul sur l’ensemble des 
variants observés jusqu’alors) 
Des observations récentes ont démontré que ce niveau de filtre pouvait être pris en défaut dans 
le cas de runs de qualité inférieure et il reste à l’heure actuelle en cours d’évaluation 
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B. Contrôle des variants 

Tous les variants restant sont contrôlés par séquençage Sanger. D’après les statistiques 

établies à partir des données diagnostiques actuelles du laboratoire de génétique de l’Institut 

Curie, 1,5 à 2 contrôles par patient sont effectués et on détecte en moyenne trois vraies 

mutations par série de 30 patients. Sur 1000 patients ayant eu un séquençage de BRCA1 et 

BRCA2 on retrouve en moyenne 13% de mutations et 14% de VSI) 

IV. Exemple concret d’une série diagnostique 

La série 139 est composée de 30 patients, ainsi que de 2 témoins : 

- Témoin n°1 :  

o duplication des exons 3 à 8 de BRCA1 

o IVS7+36delCTT sur BRCA1 

o c.4383A>C sur BRCA1 

o c.5744C>T sur BRCA2 

- Témoin n°2 : c.1961delA sur BRCA1 

Elle a été séquencée le 18 août 2013. 2910 anomalies ont été détectées par le logiciel 

NextGENe (348 substitutions, 2559 homopolymères et indel) (Figure 24).  

A la fin du filtrage des données, 60 contrôles PCR ont été effectués (soit 2 contrôles 

Sanger/patient en moyenne). 

Sur ces 60 contrôles, 10 variants ont été validés soit : 

- 3 VSI : 

o c.280C>T (VSI faux sens) 

o c.6978T>C (VSI neutre) 

o c.4378T>G (VSI faux sens) 

- 5 mutations délétères : 

o Une délétion c.4038_4041del4 (entrainant un décalage du cadre de lecture) 

o 2 insertions (entrainant toutes deux un décalage du cadre de lecture) : 

 c.7680dupT 
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 c.6079dupA 

o 2 mutations introniques ayant une répercussion sur l’épissage 

 IVS18-1G>C 

 IVS13+1G>A  

- Et 2 variants s’avérant finalement être des polymorphismes déjà décrits 

o IVS23-10C>A 

o IVS25+9A>C 



7
8 
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Figure 24 : Détails du traitement des variants détectés à l’aide de l’algorithme d’analyse appliqué en 
routine pour la série 139.  
Le filtrage en fonction du « déséquilibre Foward/Reverse » n’a pas été utilisé pour cette série.  

- Sur fond noir : nombre d’anomalies filtrées à chaque étape (en jaune apparaissent le nombre 
d’anomalies contrôlées par Sanger) 

- Sur fond gris : nombre de mutations qui auraient été exclues ou contrôlées si le filtre 
« déséquilibre Foward/Reverse » avait été appliqué. 

V. Discussion 

Le processus d’études diagnostiques de BRCA1 et BRCA2 est constamment en cours 

d’amélioration, le but étant de gagner en qualité de séquençage et de tri des données 

(diminution du taux de faux positifs à contrôler en séquençage Sanger), en rapidité d’analyse 

et de rendu des résultats, tout en faisant face aux aléas de modification et de disponibilité des 

différents outils. Les obstacles fréquemment rencontrés dans l’application quotidienne de 

cette technologie sont nombreux. Ils représentent une partie importante du temps consacré 

à l’utilisation de cet outil et il semble inévitable de les mentionner également dans ce type de 

sujet. 

A. Optimisation du processus actuel 

Si le processus actuellement mis en place s’avère déjà très efficace, certaines étapes 

pourraient tout de même être, si ce n’est supprimées, au moins améliorées. 

L’étape de préparation des banques sur le Library Builder reste une étape chronophage (1 jour 

½ car nécessitant la préparation et le lancement de 3 séries). L’idéal serait de pouvoir profiter 

d’une technique liant directement les codes-barres aux amplicons et d’une capacité de 

séquençage ne nécessitant pas l’étape de fragmentation préalable. 

Des runs-tests sont actuellement en préparation, l’un visant à tester le kit Ampliseq 

permettant de lier directement les codes-barres aux amplicons, l’autre visant à évaluer 

l’efficacité d’un séquençage en 400 pb d’une banque n’ayant subi aucune étape de 

fragmentation au préalable. 
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B. Difficultés liées aux fournisseurs 

Le NGS est une technologie en plein développement et fait donc l’objet d’ajustements 

perpétuels de la part des différents fournisseurs : les kits commercialisés pour la préparation 

des PCR émulsions et pour le séquençage PGM changent souvent (arrêt de la production du 

kit 300 pb), les nouvelles versions de NextGENe sont commercialisées sans réelle information 

des changements qu’elles apportent… A cela s’ajoute des difficultés d’approvisionnement 

avec des ruptures de stock récurrentes. 

Ces difficultés se font d’autant plus ressentir qu’il existe un manque important de 

communication de la part des fournisseurs quant à leurs produits, leurs évolutions futures et 

les retours que les autres utilisateurs peuvent leur en faire. 

Durant ces derniers mois, une diminution de la qualité de séquençage a été observée sur 

certains run (isolés) avec des tests fragments de qualité plus basse. A l’heure actuelle, aucune 

réponse quant à la signification de ces résultats et l’origine possible de cette diminution de 

qualité ne nous a été fournie par Life Technologies (et ce malgré plusieurs relances). 

Ces aléas matériels compliquent sévèrement l’utilisation de ces produits dans un circuit de 

diagnostic de routine avec des exigences en termes de qualité (Norme ISO 15189) et en termes 

de délais peu compatibles avec ce genre de réajustements. L’instauration d’un nouveau 

matériel nécessite à chaque fois l’investissement important de techniciens qualifiés pour les 

tester et les valider en un temps limité afin de ne pas (trop) impacter sur les délais de rendus 

de résultats. 

C. Difficultés liées au traitement bio-informatique des données 

L’analyse bio-informatique des résultats est une partie prépondérante dans l’utilisation de la 

technologie NGS. Idéalement, elle devrait trouver une place prépondérante en amont de tout 

projet. Malheureusement, les ressources effectives disponibles sont le plus souvent 

insuffisantes pour assumer l’ensemble des tâches qui leur revient (diagnotiques et de 

recherche). L’activité du laboratoire repose sur deux pipeline de traitement bio-informatique : 

l’un académique, l’autre commercial (logiciel NextGENe). 
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Le pipeline académique permettait notamment la mise en place d’une étude systématique 

des grands réarrangements de BRCA1 et BRCA2 à partir de l’analyse des fragments des 

différents amplicons. Cette approche très prometteuse n’est pourtant plus applicable depuis 

le départ du post doctorant en charge de ce projet. Ce problème récurrent d’expertise bio-

informatique personne-dépendante très précise et difficilement transmissible est un aspect 

important à prendre en compte. 

Concernant l’outil commercial NextGENe, celui-ci semble très efficace dans son utilisation 

diagnostique. Il faut néanmoins rester vigilant concernant les mises à jour effectuées sans 

réelle information quant aux changements opérés (modifications éventuelles des paramètres 

de filtrages ou d’alignement). 

La manipulation bio-informatiques des données, étape essentielle dans l’utilisation de la 

technologie NGS reste un point critique sans solution idéale.  
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2ème partie : Utilisation de la 
plateforme PGM en recherche ; 
étude de l’impact des variants 

d’épissage pour BRCA1 et 
BRCA2 

 

I. Introduction 

Les anomalies de l’épissage, et notamment celles pouvant découler des variations 

nucléotidiques de signification inconnue (VSI) représentent un enjeu majeur dans l’étude des 

risques de prédisposition aux cancers. Des outils bio-informatiques destinés à identifier les 

séquences contrôlant l’épissage et à prédire leurs altérations se sont développés pour 

répondre à cet enjeu. Ce développement est motivé par la nature variée et complexe des 

anomalies de l’épissage qui sont difficiles à appréhender dans le cadre du diagnostic. La 

problématique diagnostique est, en effet, bien distincte de celle de la recherche où les 

analyses sont généralement faites sur des cas isolés ou de petites séries, sans date limite, ni 

même nécessité de rendu de résultats. Le diagnostic en génétique moléculaire se fait sur de 

grandes séries, avec des délais de réalisation, et le résultat est utilisé pour le conseil génétique 

et le suivi médical du patient. Il s’agit donc, pour le biologiste, de relever le défi de la 

complexité et de le concilier avec la finalité diagnostique3.  

L’interprétation de ces anomalies est parfois délicate, car elles sont associées à une 

pénétrance et à une expressivité variable selon les individus porteurs. L’interprétation du 

caractère causal est encore plus complexe quand il existe des membres non atteints dans la 

famille.  
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Une difficulté de l’analyse des transcrits est l’existence d’un épissage alternatif physiologique, 

qu’il est indispensable de connaître, afin de ne pas interpréter comme délétère un saut 

d’exon(s) reflétant, en fait, un transcrit alternatif. La prise en compte des anomalies de 

l’épissage pour le diagnostic génétique est donc aussi importante que délicate.  

La complexité de l’interprétation des VSI pourrait être facilitée par la disponibilité d’une 

technique d’étude sensible, puissante et rapide des transcrits obtenus pour un variant donné. 

Le but principal de cette étude est d’analyser la pertinence du recours à la technologie NGS 

pour évaluer le retentissement de certains variants de BRCA1 et BRCA2  (connus, dans un 1er 

temps) sur l’épissage. Du fait de leur taille et d’un possible mécanisme d’épissage particulier, 

les exons 11 de BRCA1 et BRCA2 n’ont pas été étudiés.  

Les différents objectifs sont :  

- de parvenir à détecter les anomalies d’épissage attendues et   

- de pouvoir ensuite les quantifier pour avoir une idée de l’impact réel et de la 

pénétrance de la mutation 

- de pouvoir évaluer s’il existe, ou non, des variations d’expression entre les ARNm 

habituellement étudiés en diagnostic (issus de cellules lymphoblastoïdes) et ceux 

s’exprimant au sein du tissu d’intérêt (tissu mammaire) 

II. Matériel et Méthodes 

Trois approches ont été élaborées : la première utilise une amplification « maison » des ADNc 

de chaque patient et le séquençage des banques sur PGM (les résultats de ce design d’étude 

seront détaillés par la suite dans ce manuscrit), la deuxième utilise le kit de capture et 

d’amplification d’ARN Sure Select et la troisième le kit d’amplification Ampliseq. 
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Figure 25 : Présentation des 3 bras de l’étude de l’impact des variants d’épissage par NGS proposés. 
 
 

A. Patients  et mutations  

8 patients mutés pour BRCA1 et 8 patients mutés pour BRCA2 ont été sélectionnés (Tableau 

4) selon les critères suivants : 

- Mutation connue comme affectant l’épissage (l’étude ARN avait déjà été effectuée par 

le passé en séquençage Sanger, les variations d’épissage attendues étaient donc 

définies au préalable) 

- ARN issu de lignées lymphoblastoïdes disponibles 

PGM

RT-PCR  ADNc

Amplification 
« maison »

•BRCA1

•6 amplicons d’environ 
500 pb chacun

•BRCA2

•3 amplicons d’environ 2 
kb chacun

Préparation des 
Banques

Séquençage PGM

Analyse NextGENe

HiSeq

SureSelect
Custom RNA

•Kit Agilent

•Capture des séquences 
d’intérêt

•Design à façon des 
sondes de captures

•Sondes de 120 pb
couvrants les exons de 
BRCA1 et BRCA2

•Amplification

Préparation des 
Banques

Séquençage HiSeq

Analyse Bio-
informatique

PGM

Ampliseq RNA
•Kit Life Technologies

•Amplification des 
séquences d’intérêt

•Design effectué par Life 
Technologies

• amorces criblant les 
deux gènes avec 
utilisation d'amorces et 
d'amplicons 
chevauchants

Séquençage PGM

Analyse Bio-
informatique
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o Sans traitement par la puromycine 

o Avec traitement par la puromycine 

- ARN issu de tissu mammaire sain disponible 

Un autre patient présentant une délétion génomique de l’exon 3 a également été inclus à 

l’étude. Il a été utilisé comme « contrôle » dans la mesure où il présente de manière 

constitutive un transcrit « normal » issu de l’allèle non muté et un transcrit exempt de l’exon 

3 issu de l’allèle où l’exon est délété. Il devrait donc permettre de contrôler la validité de la 

technique utilisée. 

Gène 
Numéro 

d’inclusion  
Variant génomique Variation d’épissage observée 

B
R

C
A

1
 

1 c.4484G>T Saut hors phase de l’exon 14 

2 c.5074G>C Saut de l’exon 17 

3 c.5077_5080delGCTGins10 Saut de l’exon 18 en phase 

4 IVS05+3A>G Anomalie d’épissage de l’intron 5 

5 IVS17-8T>G 
Utilisation d’un site de novo d’épissage  

(7 nucléotides en amont en 3’) 

6 
IVS19+2delT 

 
Saut de l’exon 19 

7 c.211A>G 
Saut de l’exon 5 + utilisation d’un site 

cryptique 22 nucléotides en amont en 5’ 

8 IVS08+3A>T Saut hors phase de l’exon 8 

9 Délétion génomique de l’exon 3 

B
R

C
A

2
 

10 c.7805G>C 
Saut de l’exon 16 + saut des 10 dernières 

bases de l’exon 10 

11 c.9117G>T Saut de l’exon 23 

12 IVS05+3A>T Saut hors phase de l’exon 5 

13 IVS07+3A>G Saut de l’exon 7 

14 IVS15+1G>T Saut hors phase de l’exon 15 

15 IVS22+2T>G Saut de l’exon 22 

16 IVS02-7T>A 
Augmentation de l’épissage alternatif de 

l’exon 3 

17 c.231T>G 
Saut partiel de l’exon 3 et augmentation de 

l’épissage alternatif de l’exon 3 

Tableau 4 : Tableau des mutations inclues et étudiées et anomalies d’épissage attendues. 
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B. RT-PCR 

Les ADNc ont été obtenus à partir des ARN de chaque patient par RT-PCR selon 2 protocoles 

différents (enzyme SuperScript II pour BRCA1 et enzyme MuLV pour BRCA2). 

(cf. Annexes 1 et 2) 

C. Préparation des banques 

Les préparations des banques ont été réalisées selon deux approches différentes pour BRCA1 

et BRCA2 

1. BRCA1 

Des primers ont été sélectionnés de manière à amplifier préférentiellement des séquences de 

ADNc d’environ 500 pb chacune (Tableau 5). On obtenait ainsi 6 amplicons différents couvrant 

l’ensemble du gène, à l’exception de l’exon 11 (de taille trop importante pour être couvert par 

un amplicon). 

 

n° de l’amplicon exons couverts  

par l'amplicon 

positions  

des primers 
séquences des primers 

1 
2-3-4-5-6-7 

 

5'utr CACCCTCTGCTCTGGGTAAA 

fin de l’exon 8 TGTAGACAGACGTCTTTTGAGGTT 

2 
8-9-10 

 

Début de l’exon 7 TCAGCTTGACACAGGTTTGG 

Début de l’exon 11 ATGGCTCCACATGCAAGTTT 

3 
12-13-14 

 

Fin de l’exon 11 GAACGGGCTTGGAAGAAAAT 

Exon 15 TTCTGAAGACTCCCAGAGCAA 

4 
15-16 

 

Exon 14 TGCTGACAAGTTTGAGGTGTCT 

Début de l’exon 17 TGGTGTTTTCTGGCAAACTT 

5 17-18-19 Début de l’exon 16 ACCCCTTACCTGGAATCTGG 
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Fin de l’exon 20 TGGACCTTGGTGGTTTCTTC 

6 
19-20-21-22-23 

 

Fin de l’exon18 CGGGAGGAAAATGGGTAGTT 

3’ UTR AAGCTCATTCTTGGGGTCCT 

Tableau 5 : détails des amplicons et des primers utilisés 

Les différents amplicons sont chevauchant sur le reste du gène sur au moins un exon à chaque 

fois (Figure 26). 

 

Figure 26 : Représentation de la séquence de référence de BRCA1 en orange avec visualisation des 
exons (rectangles) et des introns (lignes). La disposition des 6 amplicons (numérotés de 1 à 6, en rouge) 
est alignée par rapport à la référence en fonction des exons amplifiés. 
www.ensembl.org 
 
 

Une préparation des amplicons à l’aide du Library Builder (automate de préparation des 

librairies commercialisé par Life Technologues et également utilisé en routine, cf. 2ème partie 

II. B.) a permis de les fragmenter à une taille souhaitée de 300 pb et de les lier à leurs codes-

barres respectifs. 

Les librairies ont été préparées de manière à obtenir pour chaque type de prélèvement et 

chaque patient un mélange de ces 6 amplicons à séquencer simultanément. 

Une exception a cependant été faite pour la délétion génomique de l’exon 3 « contrôle » pour 

laquelle deux types de librairies ont été préparées : 

- La 1ère a été réalisée de manière « habituelle » : les 6 amplicons obtenus pour chaque 

prélèvement ont été mélangés puis traités ensemble pour la préparation de la librairie 

(un seul code barre est attribué pour chaque échantillon dans ce cas-là) 

- La 2ème a été réalisée de manière « isolée » pour chaque amplicon pour un seul 

prélèvement (ARN extrait de lignées et traité par puromycine) : les 6 amplicons ont été 

séparément fragmentés et liés aux code-barres afin de pouvoir séquencer et analyser 

par la suite chaque amplicon de manière distincte (un code-barres différent a été 

utilisé pour chaque amplicon). 

http://www.ensembl.org/
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2. BRCA2 

Les primers ont été sélectionnés de manière à constituer 3 amplicons d’environ 2 kb chacun 

qui couvrent à nouveau l’ensemble du gène, à l’exception de l’exon 11 (Tableau 6). 

 

n° de l’amplicon 
exons couverts 

par l'amplicon 

positions 

des primers 
séquences des primers 

1 

2-3-4-5-6-7-8-9-10 

Exon 2 CACCTCTGGAGCGGACTTAT 

Début de l’exon 11 GCAGGCATGACAGAGAATCA 

2 

12-13-14-15-16-17-
18-19-20-21 

Fin de l’exon 11 ACTGCCAAGTCATGCCACAC 

Exon 22 CAATACGCAACTTCCACACG 

3 

19-20-21-22-23-24-
25-26 

Exon 18 ATGGAAAGGGATGACACAGC 

Exon 27 CTGGAAAGGTTAAGCGTCAA 

Tableau 6 : Détails des amplicons et des primers utilisés 
 

Les fragments obtenus après amplification étant de taille supérieure, une fragmentation 

manuelle a été effectuée de manière à obtenir des tailles finales d’environ 450 pb (le Library 

Builder ne permettant pas de réaliser une fragmentation automatisée pour des tailles de 

fragments supérieures à 300 pb). La ligation des codes-barres a également été effectuée 

manuellement. 

D. Séquençage (cf. Annexe 4) 

1. BRCA1  

Après avoir effectué la PCRe à l’aide d’un kit 400, le séquençage a été effectué sur PGM en 

400 pb (Figure 27). 
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Figure 27 : récapitulatif des étapes de l’étude des transcrits de BRCA1 
 

2. BRCA2 

 Le séquençage des banques a été effectué en 200 pb, le laboratoire n’ayant pas été fourni en 

kits 400 pb au moment du run. 

•Enzyme MuLV

RT-PCR

•6 amplicons différents d’environ 500 pb chacun

•Couvrant l’ensemble des séquences codantes de BRCA1

•à l’exception de l’exon 11

Amplification ciblées des ADNc

•Library Builder

•Shearing en 300 pb

•Ligation des Barcodes

Préparation des Banques

•One Touch V2 400 pb

PCR émulsion

•Puce 318V2

•En 400 pb

Séquençage PGM

Analyse NextGENe
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Figure 28 : Récapitulatif des étapes pour l’étude des transcrits de BRCA2 
 

E. Analyse des résultats 

Les data de séquençage ont été récupérées à la sortie du PGM sous forme de read, c’est-à-

dire de séquence. Elles ont alors été analysées à l’aide du logiciel NextGENe et du module 

dédié « Transcriptome » proposé dans la version commerciale du logiciel. Cette option permet 

l’alignement et la reconstruction des transcrits détectés par séquençage à haut-débit. 

Ce module procède en 4 étapes d’alignements non modulables : 

•Enzyme MuLV

RT-PCR

•3 amplicons différents d’environ 2 kb chacun

•Couvrant l’ensemble des séquences codantes de BRCA2

•à l’exception de l’exon 11

Amplification ciblées des ADNc

•Préparation manuelle

•Shearing manuel à environ 350-450 pb

•Ligation des Barcodes

Préparation des Banques

•One Touch V2 400 pb

PCR émulsion

•Puce 318V2

•200 pb

Séquençage PGM

Analyse NextGENe
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1. Viewer Transcriptome de Next GENe 

Les résultats sont visibles dans un viewer spécifique (Figure 29) permettant de visualiser dans 

une fenêtre centrale les reconstructions des transcrits potentiels. Un code couleur est utilisé 

pour annoter les séquences détectées. 

1
•Alignement basic des read sur l’ensemble du génome

2
•Alignement des read restant après l’étape 1 sur des séquences de références « exons-exons »

3

•Détection des exons et établissement des « liaisons » entre eux

•Une liaison est établie lorsque 2 exons sont lus, au moins partiellement sur un même read

•Filtrage des faux-positifs

4

•Alignement sur les transcrits détectés. Une séquence de référence des ARNm transcrits et 
générée à partir de ces informations. Les read originaux sont alignés sur cette référence et 
leur coordonnées sont ensuite traduites en position génomique
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Figure 29 : Viewer du module « Transcriptome » proposé par Next GENe 
Dans la fenêtre du haut : visualisation des profondeurs de couvertures obtenues (en bleu dans le sens 
foward, en rouge dans le sens reverse) 
Dans la fenêtre centrale : Visualisation des transcrits détectés, les « rectangles » représentant les 
exons, reliés entre eux par des liaisons portant le nombre de fois où elles ont pu être établies. Ces 
transcrits sont représentés à l’aide d’un code couleur : 

- En violet : sont représentées les séquences exoniques ou liaisons correspondant à la séquence 
de référence 

- En bleu : sont représentées les séquences exoniques ou liaison divergeant de la séquence de 
référence 

- En orange : sont représentés les exons ayant un début ou une fin inhabituelle (site d’épissage 
alternatif) 

- En rouge : sont représentées des rétentions de séquence intronique 
- En rose : sont normalement annotés les sauts d’exon 
- En gris : sont mentionnés début de 1er exon ou fin de dernier exon alternatif 

Dans la fenêtre du bas : sont représentés le gène de référence en bleu et les différents exons (en vert) 
retrouvés en fonction des transcrits décrits. 
 

2. « Transcript Report » 

 

A cette vue s’ajoute un « transcript report » (Figure 30) : tableau exportable fournissant des 

informations à propos des exons détectés (comme leur localisation), de la profondeur de 
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couverture, du nombre de liaisons établies entre deux exons, du type de variant et du type 

d’isoforme détecté.  

 

 

 

Figure 30 : Transcript report résumant les caractéristiques des exons, liaisons et anomalies détectés. 

 

III. Résultats et Discussion 

Tous les résultats de séquençage ont été analysés à l’aide du module « transcriptome » de 

NextGENe.  

Les résultats ont été traités en deux temps : l’analyse s’est tout d’abord concentrée sur 

l’interprétation des données obtenues pour les amplicons séquencés séparément les uns des 

autres pour le « contrôle » (délétion génomique de l’exon 3). L’étude des résultats obtenus 
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pour les « pool » d’amplicons a eu lieu dans un second temps seulement (une fois les 

premières données décryptées) 

A. Analyse des résultats obtenus pour la délétion génomique de 
l’exon 3 de BRCA1 

Les quantités de données générées par l’analyse transcriptome étant très abondantes et de 

manipulation ardue, nous avons tout d’abord décidé d’observer les résultats obtenus 

distinctement pour chacun des amplicons chez ce patient avant d’essayer d’analyser les 

résultats des « mélanges » d’amplicons effectués pour chaque type de prélèvement. 

1. Analyse « transcriptome » des données obtenues par le séquençage des 
amplicons de BRCA1 de manière isolée. 

Cette analyse a permis d’observer la délétion hétérozygote de l’exon 3 avec visualisation d’un 

transcrit altéré et d’un transcrit normal pour le 1er amplicon (figure…).  

  

Figure 31 : Visualisation des transcrits détectés pour la délétion de l’exon 3 de BRCA1. Les exons de 
référence de BRCA1 ont été annotés et numérotés en vert. Deux transcrits ont été détectés : le 1er ne 
comportant aucune séquence exonique en regarde de l’exon 3 (1), le 2ème comportant bien une 
séquence correspondant à cet exon et représentant donc le transcrit « normal » (2). 
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2. Analyse « transcriptome » des résultats obtenus par séquençage des 
mélanges d’amplicons. 

Les 3 prélèvements (ARN issus de lignée lymphoblastoïde non traitée ou traitée par 

puromycine et ARN extraits de tissu mammaire sain) ont été analysés de cette manière. 

Dans les 2 premiers prélèvements, les deux types de transcrits attendus ont bel et bien été 

retrouvés. 

Par contre, lors de l’analyse des transcrits au niveau du tissu mammaire sain, seul le transcrit 

anormal a été annoté dans Next GENe. Ceci pourrait laisser supposer qu’il s’agissait peut-être 

de tissu mammaire d’origine tumorale (Figure 32).  
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B. Analyse « transcriptome » des autres patients inclus  

De la même manière, ces analyses ont été effectuées sur l’ensemble des échantillons 

disponibles. La mutation c.4484G>T de BRCA1 entrainant un saut hors phase de l’exon 14 est 

réprésentative des difficultés rencontrées (Figure 33). 

 

Figure 33 : représentation des résultats 
obtenus lors de l’analyse transcriptome  
des séquences provenant de cellules 
lymphoblastoïdes (non traitées par la 
puromycine) du patient présentant la 
mutation c.44B4G>T (entrainant un saut 
hors phase de l’exon 14). 

- Flèche orange : indique où se situent 
normalement les séquences 
correspondant à l’exon 14 dans le 
viewer. 
- En jaune et en violet : limites des 
régions couvertes par les deux 
amplicons incluant l’exon 14 
Sur la dernière ligne des transcrits 
reportés, on observe un saut d’exon 
englobant les exons 14 et 15. 
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L’analyse pour cette mutation a débuté avec la reprise des résultats obtenus pour l’échantillon 

issus de cellules lymphoblastoïdes non traité par la puromycine. Si le saut de l’exon 14 était 

bel et bien retrouvé sur la dernière ligne des transcrits, celui-ci était associé à un saut de l’exon 

15 qui n’a, a priori, pas lieu d’être. 

Dans l’échantillon issu de cellules lymphoblastoïdes traité par puromycine, ce saut de l’exon 

14 associé au saut de l’exon 15 a également été retrouvé. Cependant, dans ce cas-là, ce saut 

d’exon était annoté comme « normal » par le logiciel… Or aucun transcrit référencé ne décrit 

cette variation comme étant une variante possible d’épissage normal. Les transcrits du tissu 

mammaire sain ont été analysés en dernier, mais aucun transcrit inhabituel n’a été décrit. 

D’autre part, aucun transcrit alternatif connu (par exemple le transcrit ∆9-10 de BRCA1) n’a 

été annoté par l’analyse transcriptome. 

Le module transcriptome s’est très vite avéré être insuffisant pour l’interprétation des 

résultats. De manipulation fastidieuse et de qualité d’analyse imprécise, seuls quelques 

échantillons pour chaque gène ont pu être étudiés manuellement. Ceci a cependant permis, 

à l’aide d’exemples concrets, de cerner les inconvénients et les insuffisances du programme. 

C. Difficultés d’analyse liées au module « transcriptome » de 
NextGENe 

L’utilisation de l’outil dédié « transcriptome » proposé par NextGENe semblait très 

prometteuse dans le cadre des objectifs fixés par cette étude. Elle s’est cependant très vite 

avérée ardue et inadaptée.  

1. « Transcript report » inexploitable  

Le tableau résumant les résultats obtenus pour chaque échantillon ne peut malheureusement 

pas être utilisé pour un traitement numérique et standardisé des résultats. En effet, 

l’annotation des exons est fausse avec confusion parfois entre certains exons proches (par 

exemple, les exons 10 et 11 sont fréquemment traités, à tort, comme un seul et même exon). 
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L’équipe de NextGENe a reconnu l’existence d’anomalies d’annotation des gènes trasncrits en 

sens inverse. Ces « bugs » devraient faire l’objet de corrections dans les versions du logiciel à 

venir. 

2. Variations importantes des taux de couverture 

Même au sein d’un seul et même amplicon, les taux de couvertures des différents exons 

peuvent être très hétérogènes. Il en va de même d’un amplicon à l’autre pour un même 

prélèvement. Aucune hypothèse ne permet d’expliquer ces variations mais il semblerait 

qu’elles puissent en partie provenir d’un tri et d’un trimming importants des read sur lesquels 

nous n’avons pas d’influence (Figure 34. 

 

Figure 34 : exemple de l’exon 22 de BRCA2 (à gauche) présentant ici une répartition très inégale de sa 
profondeur de couverture (exemple tiré des résultats obtenus pour la mutation  c.9117G>A de BRCA2). 

- En abscisse : position génomique 
- En ordonnée : profondeur de couverture (en nombre de X) 
- En rouge : lecture forward (ou sens) 
- En bleu : lecture reverse (ou anti-sens) 

 Ces variations  de couverture sur un seul et même exon n’ont pas lieu d’être en théorie et suggère donc 
un trimming des données important. L’élagage important sur l’exon 22 (flèche orange) peut s’expliquer 
par la présence de séquences d’homopolymères et/ou par des difficultés d’alignement 

3. Anomalies d’alignement 

A plusieurs reprises, l’alignement de NextGENe semble être pris en défaut : 

- Fausses rétentions introniques entre deux exons proches 

- Exons mentionnés en « orange » (site alternatif d’épissage) avec débordement de 

l’alignement de part et d’autre de l’exon dans les séquences introniques mais ce, sans 

profondeur de lecture 
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- Anomalies apparaissant faussement normales (car en violet) et vice versa, liaison 

normales représentées en « bleu » (donc détectées comme « inhabituelles » par 

rapport aux transcrits de référence) 

- Représentation d’un exon 11 complet et normal dans certains transcrits alors que 

celui-ci n’est même pas couvert par le design des amplicons. 

- L’alignement systématique sur le transcrit référencé le plus ressemblant empêche 

parfois la visualisation de certaines anomalies. 

- Absence de représentation des transcrits alternatifs classiquement décrits (par 

exemple le ∆9-10 pour BRCA1 ou le ∆3 pour BRCA2) 

L’alignement de NextGENe semble beaucoup trop approximatif pour permettre une 

détection et une quantification des différents transcrits possibles. 

4. Bilan de l’analyse transcriptome  

Le module « transcriptome » actuellement commercialisé par Soft Genetics dans NextGENe 

apparait donc clairement insuffisant pour une application diagnostique comme initialement 

espéré. Les données sont difficilement exploitables dans ce module : la manipulation de l’outil 

informatique se révèle longue et fastidieuse et l’accès au read séquencé en lui-même, 

compliqué. 

Devant l’incohérence entre les anomalies attendues (car identifiées en Sanger) et celles 

retrouvées (ou non) en transcriptome, l’hypothèse de l’existence réelle des read comprenant 

les anomalies attendues mais non annotées par l’analyse « transcriptome » a été testée. 

L’alignement génomique basique des read a donc été effectué afin de pouvoir confirmer 

l’échec de l’alignement du module « transcriptome » et la validité de nos lectures.  

D. Alignement génomique des read dans Next GENE : Exemple de 
la mutation c.9117G>A de BRCA2 

La mutation c.9117G>A de BRCA2 est connue pour entrainer un saut de l’exon 23. 

Ce saut d’exon ainsi que le transcrit sauvage étaient visibles à l’analyse transcriptome (Figure 

35). 
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Figure 35 : Annotation des transcrits détectés pour la mutation c.9117G>A de BRCA2 entrainant un saut 
de l’exon 23 (flèche verte). 
On note : 

- La présence du transcrit anomal sur la ligne du dessus (saut de l’exon 23, flèche verte) avec 
jonction directe entre les exons 22 et 24 (flèche bleue) 

- La présence d’une partie du transcrit sauvage sur la ligne du dessous (jonction entre les exons 
23 et 24) 

 

L’alignement sur la séquence génomique de référence de BRCA2 a également permis de 

visualiser ces anomalies au niveau des read (Figure 36). 
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Figure 36 : Alignement génomique des read obtenus pour la mutation c.9117G>A 
En bleu : sont surlignées les séquences correspondant au début de l’exon 24. Celles-ci parviennent à 
être très bien alignées sur la séquence de référence correspondante. Sur la gauche des séquences 
alignées sur l’exon 24, on peut suivre le reste du read que NextGENE tente d’aligner (en vain) sur la 
séquence intronique normalement adjacente au début de l’exon 24. 
En violet : sont surlignées les séquences adjacentes correspondant à la séquence de la fin de l’exon 23 
En jaune : sont surlignées les séquences adjacentes correspondant à la séquence de la fin  de l’exon 22 

  

Les anomalies d’épissage attendues ont donc bien été séquencées et sont retrouvées à 

l’échelle du read.  

Il en est de même pour les transcrits alternatifs classiquement décrits : si ceux-ci étaient jamais 

détectés dans l’analyse « transcriptome », ils étaient pourtant tous présents dans les 

séquences des read analysés (Figure 37). 
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Si ces transcrits alternatifs sont donc bien présents et séquencés, ils ne sont cependant jamais 
représentés dans les résultats du module «transcriptome ». 
 

Les mêmes observations ont pu être faites pour les autres transcrits alternatifs de BRCA1 et 

BRCA2. 

E. Etudes et visualisation des read à l’aide d’ALAMUT 

Si l’alignement génomique sous Nest GENe a permis d’identifier les lectures attendues, leur 

visualisation reste pauvre (Figure 36 et Figure 37). Il est donc apparu intéressant d’opter pour 

une visualisation des lectures alignées sous Alamut (Interactive Biosoftware). Le logiciel 

ALAMUT permet l’affichage des séquences de read sur une référence de transcrits donnée. 

L’interface d’ALAMUT a donc été utilisée pour visualiser les résultats obtenus pour BRCA1 et 

permettre de confirmer, ou non, nos réserves quant à l’efficience du module d’analyse 

« transcriptome » proposé par NextGENe. 

1. Visualisation des mutations et de leur impact sur l’épissage : exemple de la 
mutation c.4484G>T entrainant un saut hors phase de l’exon 14 

Dans chacun des prélèvements étudiés pour ce patient, l’anomalie d’épissage attendue était 

bien vérifiée puisqu’il y avait des read correspondant aux transcrits « normaux » (comprenant 

l’exon 14 à la suite du 13) et des read correspondant aux transcrits « anormaux » 

attendus (l’exon 15 succédant à l’exon 13)(Figure 38. 

Par contre, aucun read présentant un saut combiné des exons 14 et 15 n’a pu être visualisé 

(contrairement à ce qui pouvait être annoté dans NextGENe, Figure 33). Ceci prouve bien les 

erreurs d’alignement effectuées par le module « transcriptome ». 
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Figure 38 : visualisation des read obtenus pour la mutation c.4484G>T  de BRCA1 dans ALAMUT 
La 1ère ligne (« vue générale du transcrit NM_007294.3) de l’interface représente le gène BRCA1 dans 
son ensemble avec les exons représentés sous forme de rectangles bleus et les introns en jaune. 
La région d’intérêt entre crochet rouge est développée plus précisément en dessous 
La deuxième ligne (« NM_007294.3 ») représente la séquence nucléotidique de référence centrée sur 
le début de l’exon 13 (cf colonne bleue) 
L’interface « alignement BAM » représente tous les read obtenus lors du séquençage. Ceux-ci sont 
alignés sur la séquence génomique de référence. Cette vue permet de suivre (sur la gauche) toutes les 
séquences des read s’alignant sur l’exon 13 (encadrées en bleu). Ces read se poursuivent donc soit par 
des séquences correspondant à celle de l’exon 14a (encadrées en vert), soit à celle de l’exon 15 
(encadrées en rouge). Aucun read ne présente la succession de séquences correspondant à une jonction 
« exon 13-exon 16 ». 
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Les autres anomalies visualisées de la même manière (délétion de l’exon 3, mutation 

c.9117G>A de BRCA2 entrainant un saut de l’exon 23 etc) amènent toutes à la même 

conclusion : les anomalies attendues sont toutes séquencées, mais ne parviennent pas à 

ressortir convenablement lors de l’analyse « transcriptome ». 

Pour rappel, lors de l’étude du prélèvement issu du tissu mammaire sensé être sain, NextGENe 

ne rapportait qu’un transcrit anormal avec saut de l’exon 3 pour ce prélèvement (Figure 32). 

Cependant, lorsqu’on aligne ces mêmes read à l’aide d’Alamut, on retrouve bien les deux 

types différents de transcrits (avec et sans l’exon 3). L’analyse transcriptome de NextGENe a 

donc été une fois de plus prise en défaut et il s’agissait bien de tissu mammaire sain (présence 

des transcrits sauvages et anormaux). 

2. Visualisation des transcrits alternatifs classiquement décrits pour les gènes 
BRCA1 et BRCA2 

Ces transcrits sont bien retrouvés lors de l’alignement des séquences dans Alamut. Ils 

ressortent dans des proportions attendues, quelle que soit la nature de l’échantillon initial. 

Malgré une réalité physique indéniable de ces transcrits alternatifs, le module transcriptome 

n’arrive donc pas à les représenter dans son analyse finale. 

3. Autres anomalies détectées : visualisations répétées d’inclusion de 
séquences introniques pouvant s’apparenter à des « pseudo-exons » 

A l’alignement des read obtenus pour les différents patients dans Alamut, plusieurs rétentions 

de séquences introniques ont été observées. Elles apparaissent sur quelques read avec une 

profondeur de couverture plus faible (taux variant entre 30x et 250x environ pour des 

profondeurs atteignant les 2000X à 5000X pour les exons flanquants)(Figure 39). 
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Figure 39 : Visualisation de la répartition de l’ensemble des read obtenus pour un type de prélèvement 
(ici il s’agit au départ tu tissu mammaire sain de la delétion génomique de l’exon 3). La flèche orange 
indique la présence de read alignés sur l’intron 13. 
 

Ces séquences s’apparentent à des pseudos exons, avec la présence de sites donneurs et 

accepteurs potentiels de part et d’autre (aux scores prédictifs généralement élevés)(Figure 

40). Elles apparaissent de manière plus ou moins variable d’un patient à un autre mais : 

- Les différents types de rétention introniques sont retrouvés selon le même schéma 

dans les 3 prélèvements pour chaque patient. 

- Proportionnellement, elles apparaissent généralement un peu plus abondantes dans 

le prélèvement traité par puromycine (en gardant bien entendu à l’esprit que cette 

technique ne permet pas dans ce cas une approche quantitative). Ceci est en 

adéquation avec le fait que le NMD y est inhibé et que les transcrits alternatifs 

devraient donc y être détectés de manière plus importante. 

- Certaines d’entre elles sont retrouvées fréquemment parmi les différents patients 

analysés (par exemple la rétention intronique survenant entre les exons 13 et 14). 
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Figure 40 : exemple d’ « exonisation » d’une séquence intronique dans les transcrits issus de BRCA1 
(exemple de la délétion génomique de l’exon 3) visualisée dans Alamut 

- En rose : sont encadrées les séquences des read s’alignant sur la séquence intronique en 
question. L’encadrement comprends inclut également la séquence de référence pour faciliter 
la visualisation des début et fin du « pseudo-exon » 

En bas, on observe deux fenêtres d’analyse de l’ « effet sur l’épissage » correspondant aux deux 
extrémités de la séquence « exonisée ». Cette fenêtre de prédiction a pour but  d’appréhender 
d’éventuels sites d’épissage cryptiques en résumant les scores attribués à une position donnée par 
différents outils prédictifs de sites d’épissage. 

- A gauche (flèche bleue) : on note la présence d’un potentiel site accepteur en 3’ (de score 
prédictifs forts) à l’extrémité de la séquence exonisée 

- A droite (flèche verte) : on note la présence d’un potentiel site donneur en 5’ (de scores 
prédictifs élevés) à l’extrémité de la séquence exonisée. 
 

Ces rétentions introniques, ou « pseudo-exons » posent donc la question de leur réalité 

physique et de leur significativité biologique. Il pourrait bien s’agir de véritables variants 

d’épissage qui jusque-là ne pouvaient pas être détectés par Sanger car présents en proportion 

trop faible et donc noyés dans le bruit de fond. Il faudrait bien entendu pouvoir pousser les 

investigations pour pouvoir affiner leur description, asseoir leur réelle existence et déterminer 

quelle importance physiologique leur donner. Il sera donc essentiel de vérifier lors des 

analyses à venir si ces séquences ressortent dans les études par NGS futures. 

IV. Conclusions et perspectives 

Les premiers résultats obtenus par séquençage des ADNc par NGS sont encourageants. En 

effet, les anomalies d’épissage attendues sont bien séquencées comme telles. 

Malheureusement les outils d’analyse ne permettent pas dans l’état actuel des choses de les 

visualiser et de les analyser. La plateforme de bio-informatique de l’institut Curie a repris ces 

séquences afin de mettre au point un autre alignement des données issues de séquençage de 

ADNc plus efficace et permettre une visualisation plus aisée des transcrits détectés (Alamut 

ou autre). 

Les difficultés d’interprétation des read issus du séquençage des ADNc sont inhérentes aux 

spécificités de la technique de séquençage à haut débit. Les séquences ne dépassant pas des 

tailles de 100 à 200 bases, il est difficile de savoir quelle séquence appartient à quel variant 

d’épissage et de parvenir à reconstruire les transcrits existants. 
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Une approche certainement intéressante à tester serait d’étudier les mutations affectant 

l’épissage en ciblant plusieurs amplicons dans la région d’intérêt (contrairement à la 

couverture exhaustive du gène qui avait été privilégiée ici). On obtiendrait ainsi une 

profondeur de couverture plus importante au niveau de la région cible avec des 

chevauchements multiples pouvant faciliter l’analyse bio-informatique et la reconstruction 

des transcrits. Le fait de retrouver à chaque fois les anomalies attendues au niveau des read 

prouve bien que l’on parvient à séquencer ce que l’on espérait observer. Par contre, un 

ajustement de la conception des amplicons et des banques semble inévitable pour parvenir à 

affiner ce type  d’analyse. 

Le design des amplicons ici utilisé n’était sans doute pas optimal et la préparation des banques 

pourraient être optimisée en favorisant des amplicons de grandes tailles se chevauchant sur 

plusieurs exons et en préparant également des banques de fragments plus longs (séquençage 

à l’aide de kits 400 pb). 

Une mise au point de la technique devrait ainsi pouvoir permettre d’étudier l’impact des 

variants d’épissage en s’affranchissant du traitement des prélèvements par la puromycine. En 

effet, nous avons pu observer que les anomalies étaient détectées dans les échantillons non 

traités (ARN issus de lignées et de tissus mammaires) et qu’elles pouvaient l’être à un seuil 

suffisant pour éventuellement envisager la suppression de cette étape de prise en charge des 

prélèvements ARN. La présence résiduelle d’anomalies d’épissage détectées par NGS dans les 

prélèvements non traités par la puromycine signifie également que le NMD n’est pas complet. 

L’absence de transcrits anormaux généralement décrite dans les analyses de séquençage 

Sanger à partir des prélèvements non traités par puromycine serait donc en réalité la 

conséquence d’un défaut de sensibilité de la technique Sanger dans la détection de transcrits 

présents en faible quantité. 

L’objectif de pouvoir quantifier les transcrits alternatifs n’est pas envisageable avec cette 

approche PGM dans l’état actuel de préparation des banques : les qualités de séquençage et 

les zones de couverture sont beaucoup trop variables d’un amplicon à un autre, mais aussi 

d’un patient à un autre. D’autres approches en projet pourraient cependant limiter les étapes 

de préparation des banques ou, du moins, les uniformiser et peut-être permettre une 

approche beaucoup plus quantitative. 
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 Deux autres projets sur ce sujet sont donc en cours (Figure 41). Malheureusement, aucune 

donnée provenant de ces autres approches n’est disponible au moment de la rédaction de 

cette thèse. 

 

Figure 41 : Autres projets en cours. 

A. Projet « Sure Select » (Agilent) 

Le kit RNA Sure Select custom d’Agilent permet la capture et l’amplification des ARN d’intérêt 

avec un design des sondes de capture réalisé à façon. La taille de ces sondes est fixée par le 

fournisseur à 120 pb et n’est pas modulable. 

Afin de n’induire aucun biais de sélection de certaines formes d’épissage, les sondes de 

capture ont été établies à partir des séquences génomiques de chaque exon et aucune 

séquence chevauchant les jonctions « exon-exon » n’a été prise en compte. En raison de 

l’existence de certains exons posant un problème de taille inférieure à celle proposée pour les 

sondes (<120 pb), les séquences cibles ont été élargies de -75 nt à + 75 nt de part et d’autre 

HiSeq

SureSelect Custom RNA

•Kit Agilent

•Capture des séquences d’intérêt

•Design à façon des sondes de 
captures

•Sondes de 120 pb couvrants les 
exons de BRCA1 et BRCA2

•Amplification

Préparation des Banques

Séquençage HiSeq

Analyse : 

NextGENe ? Plateforme de bio-
informatique ?

PGM

Ampliseq RNA

•Kit Life Technologies

•amplification des séquences 
d’intérêt

•Design effectué par Life Tech

•Amorces chevauchantes

•Préparation des banques

Séquençage PGM

Analyse 

NextGENe ? Plateforme de bio-
informatique ?
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de chaque exon. Cependant, après discussion avec l’équipe d’Agilent, la sensibilité de ces 

sondes devraient permettre la capture des exons cibles, même si l’hybridation est partielle.  

Les banques ainsi préparées seront ensuite séquencées à l’aide du séquenceur HiSeq 

d’Illumina puis analysées à l’aide de ressources disponibles via la plateforme de bio-

informatiques. Les résultats obtenus pourront ensuite être visualisés dans Alamut. 

B. Projet « AmpliSeq RNA » (Life Technologies) 

Le kit commercialisé par Life Technologies permet l’amplification des ARN d’intérêt et la 

préparation simultanée des banques par ligation directe des codes-barres. 

Le design des primers d’amplification a été réalisé par une équipe de Life Technologies 

(« White Glove »). Contrairement à l’approche précédente, elle a placé des amorces tout le 

long de la séquence ADNc en autorisant des amorces chevauchantes « exon-exon » et la 

construction d’amplicons également chevauchants. 

Le séquençage sera effectué par PGM et l’approche d’analyse bio-informatique reste aussi à 

préciser. 
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Conclusion Générale 
 

Le paysage de la génétique subit actuellement une révolution importante avec l’arrivée 

récente des nouvelles technologies diagnostiques que propose le NGS. Parallèlement à cela, 

on observe une augmentation croissante des demandes de tests génétiques dans le cadre des 

prédispositions génétiques aux cancers. 

Un rapport récent du plan cancer insiste sur la nécessité d’observer des délais de rendus de 

résultats de plus en plus restreints afin d’optimiser et d’adapter la prise en charge du patient 

et de ses proches. L’application de la technologie de NGS en diagnostic de routine s’inscrit 

pleinement dans ces objectifs. La mise à profit de cet outil dans un cadre diagnostique aux 

critères de qualité très stricts n’est cependant pas chose aisée et nécessite un investissement 

et des réajustements permanents. En permettant une approche diagnostique plus globale et 

précise, elle aboutit à la découverte de nombreux variants actuellement de signification 

inconnue qui représentent un enjeu majeur dans l’interprétation des résultats. Les méthodes 

d’analyse des transcrits et d’évaluation de l’impact de certains variants que nous essayons de 

mettre au point à partir de techniques plus rapides et moins couteuses que le RNAseq 

pourraient être très utiles dans l’interprétation d’une partie de ces variants.  

Ce projet s’avère avoir été un peu vaste pour être traité et cerné en un sujet de thèse et sur 

un seul semestre. Mais à la vue des premiers résultats prometteurs et compte tenus des 

enjeux diagnostiques auxquels il pourrait répondre, il mérite réellement d’être poursuivi et 

approfondi. 

L’établissement de liens de causalité entre les variants détectés, leur impact sur la 

transcription ou sur la protéine et leur causalité effective nécessitera bien entendu de 

poursuivre également des études épidémiologiques en parallèle. 

Dans ce champs d’application, le biologiste se retrouve plus que jamais au centre d’enjeux et 

de dialogues clinico-biologiques. Chaque interprétation de variant doit se faire à la lumière du 

contexte clinique (familial et épidémiologique) et des connaissances scientifiques du moment. 

Celle-ci est réalisée à l’aide d’outils de plus en plus performants mais également de 

manipulation de plus en plus complexe.  
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Il apparait donc essentiel d’instaurer une formation adaptée en bio-informatique auprès des 

professionnels médicaux concernés. Si un support bio-informatique spécialisé (dédié ou 

délocalisé) reste indispensable, le biologiste confronté à l’utilisation d’outils NGS est obligé 

d’acquérir des notions solides à ce sujet pour pouvoir utiliser cette technologie de manière 

optimale. Cette facette désormais inévitable dans l’utilisation des outils de diagnostic 

génétique de nouvelle génération mérite une attention grandissante dès l’étape de formation 

des internes en génétique (aussi bien biologistes que médicaux) et il apparait urgent de 

pouvoir proposer des enseignements de bio-informatiques plus adaptées aux besoins futurs 

de notre spécialité. 
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Annexes 
1. Protocole de RT-PCR utilisé pour l’étude des ARN de BRCA1 

  CI CF µL (X 1) 

BUFFER 5X 1X 4 
DTT 0,1M 0,01M 2 

DNTP 5mM each 0,5mM each 2 
RANDOM 
PRIMERS 

0,5µg/µL  0,15µg/µL 
(1X) 

6 (ou 1 à 6X) 

SUPERSCRIPT II 
RT 

200U/µL 100U 0,5 

RNASIN 40U/µL 20U 0,5 
        

MIX     15 (ou 10) 
ARN (1µG)     5 (ou 10) 

        
FINAL VOLUME     20 

 

Conditions Thermocycleur 

TEMPERATURE TEMPS 

25 10 
42 30 
99 5 
4 ∞ 

 

2. Protocole de RT-PCR utilisé pour L’étude des ARN de BRCA2 

  CONCENTRATION 
FINALE 

VOLUME 
(µL) 

MGCL2 (25MM) 3,5 mM 5,6 

BUFFER+MGCL2 
(10X+15MM) 

1x+1,5mM 4 

ARN 2µg/40µL   

H20 maxi 8,4   

DNTP (10MM) 4mM 16 

RNASE INHIBITOR 
(20U/µL) 

1U/µL 2 

MULV RT (50U/µL) 2,5U/µL 2 

RANDOM HEXAMERS 
(50µM) 

2,5 µM 2 

VOLUME FINAL   40 
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Conditions Thermocycleur 

TEMPERATURE TEMPS 

42°C 15 min 

99°C  5 min 

5°C 5 min 

4°C ∞ 

 

3. Design des Amorces utilisées pour l’amplification « maison » des ADNc de 
BRCA1 et BRCA2 
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BRCA1
positions des primers séquences des primers

5'utr CACCCTCTGCTCTGGGTAAA
Start:   193 Length:   20 bp Tm:   60.2 °C GC:   55.0 % ANY:   4.0 SELF:   1.0

Product Size: 

  578 bp
Pair Any: 5.0 Pair End: 2.0

fin ex8 TGTAGACAGACGTCTTTTGAGGTT Start:   770 Length:   24 bp Tm:   59.4 °C GC:   41.7 % ANY:   8.0 SELF:   0.0

fin_ex6 TCAGCTTGACACAGGTTTGG
Start:   511 Length:   20 bp Tm:   59.9 °C GC:   50.0 % ANY:   4.0 SELF:   0.0

Product Size: 

  542 bp
Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

deb_ex11 ATGGCTCCACATGCAAGTTT Start:   1052 Length:   20 bp Tm:   60.5 °C GC:   45.0 % ANY:   6.0 SELF:   2.0

fin_ex11 GAACGGGCTTGGAAGAAAAT
Start:   4275 Length:   20 bp Tm:   60.4 °C GC:   45.0 % ANY:   4.0 SELF:   2.0

Product Size: 

  514 bp
Pair Any: 5.0 Pair End: 1.0

ex15 TTCTGAAGACTCCCAGAGCAA
Start:   4788 Length:   21 bp Tm:   60.1 °C GC:   47.6 % ANY:   5.0 SELF:   0.0

ex14 TGCTGACAAGTTTGAGGTGTCT
Start:   4651 Length:   22 bp Tm:   60.0 °C GC:   45.5 % ANY:   4.0 SELF:   1.0

Product Size: 

  600 bp
Pair Any: 7.0 Pair End: 0.0

deb_ex17 TGGTGTTTTCTGGCAAACTT Start:   5250 Length:   20 bp Tm:   58.3 °C GC:   40.0 % ANY:   6.0 SELF:   3.0

deb_ex16 ACCCCTTACCTGGAATCTGG
Start:   4913 Length:   20 bp Tm:   60.2 °C GC:   55.0 % ANY:   3.0 SELF:   1.0

Product Size: 

  567 bp
Pair Any: 3.0 Pair End: 1.0

fin_ex20 TGGACCTTGGTGGTTTCTTC Start:   5479 Length:   20 bp Tm:   59.9 °C GC:   50.0 % ANY:   4.0 SELF:   0.0

fin_ex18 CGGGAGGAAAATGGGTAGTT
Start:   5355 Length:   20 bp Tm:   60.2 °C GC:   50.0 % ANY:   2.0 SELF:   0.0

Product Size: 

  518 bp
Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

3utr AAGCTCATTCTTGGGGTCCT Start:   5872 Length:   20 bp Tm:   60.1 °C GC:   50.0 % ANY:   4.0 SELF:   1.0

BRCA2

ex2 CACCTCTGGAGCGGACTTAT
Start:   175 Length:   20 bp Tm:   59.3 °C GC:   55.0 % ANY:   4.0 SELF:   2.0

Product Size: 

  2190 bp
Pair Any: 5.0 Pair End: 2.0

deb_ex11 GCAGGCATGACAGAGAATCA Start:   2364 Length:   20 bp Tm:   60.0 °C GC:   50.0 % ANY:   4.0 SELF:   1.0

fin_ex11 ACTGCCAAGTCATGCCACAC
Start:   6959 Length:   20 bp Tm:   62.2 °C GC:   55.0 % ANY:   5.0 SELF:   1.0

Product Size: 

  2192 bp
Pair Any: 4.0 Pair End: 1.0

ex_22 CAATACGCAACTTCCACACG Start:   9150 Length:   20 bp Tm:   60.2 °C GC:   50.0 % ANY:   3.0 SELF:   2.0

ex_18 ATGGAAAGGGATGACACAGC
Start:   8253 Length:   20 bp Tm:   59.9 °C GC:   50.0 % ANY:   3.0 SELF:   2.0

Product Size: 

  2278 bp
Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

ex_27 CTGGAAAGGTTAAGCGTCAA Start:   10530 Length:   20 bp Tm:   58.0 °C GC:   45.0 % ANY:   4.0 SELF:   2.0
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4. Protocoles de séquençage à haut débit par PGM – laboratoire de Génétique 
– Institut Curie 
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AMPLIFICATION BRCA POUR SEQUENCAGE  
HAUT-DEBIT 

Objet : Enrichissement des séquences codantes et des jonctions intron/exon des gènes BRCA1 et BRCA2 

par PCR multiplexes, avec le kit Multiplicom 

 

1. Domaine d’application 

(Ce paragraphe précise les activités, services, produits, personnels, secteurs, périodes et/ou clients auxquels s’applique le 

mode protocole) 

Ce protocole concerne…  

2. Responsabilités 

(Ce paragraphe précise les responsabilités concernant l’application du protocole  et la vérification de sa bonne application) 

3. Description détaillée  

Le processus complet de diagnostic des gènes BRCA sur PGM se déroule en 4 phases : 

I - Enrichissement > ce protocole décrit la procédure d’enrichissement utilisée avec le 

kit Multiplicom 

http://www.multiplicom.com/products/brca-mastr-v21 

II - Préparation des banques 

III - Séquençage (PCRe + PGM) 

IV - Analyse 
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Enrichissement (Kit Multiplicom) 

1/ PCR multiplex 

1) Doser les ADNs stock après leur décongélation au Nanodrop. 

Préparer sur une microplaque des ADNs dilués à 10ng/µl. 

 

2) Mettre les 5 tubes de Primer mix (numérotés de 1 à 5) du kit BRCA MASTR Dx à décongeler 

sur la glace (environ 1h) 

 

Note : Les kits BRCA MASTR Dx contiennent en plus des 5 Primer mix des tubes de réactif 

d’amplification supplémentaire (Amplification Reagent = AR1) à utiliser pour la PCR universelle. 

 

Sous la hotte 

3) Bien vortexer puis centrifuger les tubes de Primer mix 

 

4) Préparer un mix pour chaque tube de primer (soit 5 mix au total), selon les proportions 

suivantes en fonction du nombre d’ADN à amplifier dans la série : 

 

Réaction x1 x8,8 x17 x33 

Primer mix (µl) 10 88 170 330 

Taq (µl) 0,075 0,66 1,275 2,475 

 

Sur la paillasse ADN 

5) Distribuer 50 ng d’ADN (soit 5µl d’ADN à 10ng/µl) pour chaque mix dans une plaque PCR. 

Cette étape peut être effectuée au Robot TECAN (en Pré-PCR) : Distribuer 10 µl de chaque 

mix par échantillon 

Cette étape peut être effectuée au Robot (en Post-PCR) :  

 

Exemple de répartition des ADNs et des Mixs (notés M1 à M5) pour une série de 32 cas sur 2 

plaques (amplification d’1 mix complet sur 1 plaque, pour éviter les biais d’amplification en 

fonction du thermocycleur): 

 

 Plaque 1             Plaque 2           

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
ADN1 

M1 
ADN9 

M1 
ADN17 

M1 
ADN25 

M1 
ADN1 

M2 
ADN9 

M2 
ADN17 

M2 
ADN25 

M2 
ADN1 

M3 
ADN9 

M3 
ADN17 

M3 
ADN25 

M3  
A 

ADN1 
M4 

ADN9 
M4 

ADN17 
M4 

ADN25 
M4 

ADN1 
M5 

ADN9 
M5 

ADN17 
M5 

ADN25 
M5 

        

B 
ADN2 

M1 
ADN10 

M1 
ADN18 

M1 
ADN26 

M1 
ADN2 

M2 
ADN10 

M2 
ADN18 

M2 
ADN26 

M2 
ADN2 

M3 
ADN10 

M3 
ADN18 

M3 
ADN26 

M3  
B 

ADN2 
M4 

ADN10 
M4 

ADN18 
M4 

ADN26 
M4 

ADN2 
M5 

ADN10 
M5 

ADN18 
M5 

ADN26 
M5 
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C 
ADN3 

M1 
ADN11 

M1 
ADN19 

M1 
ADN27 

M1 
ADN3 

M2 
ADN11 

M2 
ADN19 

M2 
ADN27 

M2 
ADN3 

M3 
ADN11 

M3 
ADN19 

M3 
ADN27 

M3  
C 

ADN3 
M4 

ADN11 
M4 
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6) Lancer la PCR 

 

98°C -  10 min 

95°C -  45 s 

60°C -  45 s 

68°C -  2 min 

72°C - 10 min 

4°C -  ∞ 

 

Important : Après PCR, conserver les réactions multiplexes à -20°C, ou enchainer immédiatement 

sur la PCR universelle. 

 

  

X20 
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2/ PCR Universelle 

1) Mettre les tubes de mix pour la PCR universelle (bouchon vert) + les tubes de Réactifs 

d’amplification (AR1) à décongeler sur la glace (environ 1h) 

Ex : 1 tube = 448µl, donc un peu + de 5 tubes pour 162 réactions. 

Pendant ce temps, il est possible de procéder à la dilution de la 1ère PCR en pièce Post-PCR  

(voir ci-après) 

2) Bien vortexer puis centrifuger le tube de mix pour la PCR universelle 

3) Préparer un mix pour l’ensemble des échantillons (dans un tube à hémolyse si > 1ml) 

Exemple pour une série de 32 cas, amplifiés pour 5 multiplexes : préparer un mix pour 160 

réactions + 2 réactions de volume mort. 

Nombre échantillons / 8 16 32 

Réaction x1 X41 X82 X162 

mix PCR universelle (µl) 14 574 1148 2268 

Amplification Reagent AR1 (µl) 10 410 820 1620 

Taq (µl) 0,125 5,125 10,25 20,25 

 

En pièce Post-PCR 

4) Préparer une dilution au 1/1000eme de la PCR multiplex. 

Procéder en 2 étapes :  

1ère dilution au 1/33ème (soit 3µl de produits PCR + 100 µl d’eau),  

2ème dilution au 1/33ème (soit 3µl la 1ère dilution + 100 µl d’eau) 

Bien mélanger sur agitateur (minimum 5min) entre chaque dilution. 

5) Distribuer 24 µl de mix par puits 

 

6) Déposer 1 µl de la 2ème dilution dans le mix 

 

7) Lancer la PCR 

98°C -  10 min 

95°C -  45 s 

64°C -  45 s 

68°C -  2 min 

72°C - 10 min 

4°C -  ∞ 

3/ PCR de validation Genescan 

1) Mettre les tubes de labelling PCR mix (bouchon jaune) à décongeler sur la glace (environ 1h) 

Ex : 1 tube = 24 réactions, donc ~7 tubes pour 160 réactions. 

Attention : produit fluorescent > à conserver à l’abri de la lumière 

X20 
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2) Bien vortexer puis centrifuger le tube de labelling PCR mix 

 

3) Préparer un mix pour l’ensemble des échantillons (dans un tube à hémolyse si > 1ml) 

Exemple pour une série de 32 cas, amplifiés pour 5 multiplexes : préparer un mix pour 160 

réactions + 4 réactions de volume mort. 

Nombre échantillons / 8 16 32 

Réaction x1 X42 X82 X164 

labelling PCR mix (µl) 13 546 1066 2132 

Taq (µl) 0,075 3,15 6,15 12,3 

 

En pièce Post-PCR 

4) Distribuer 13 µl de mix par puits 

 

5) Déposer 2 µl de PCR universelle dans le mix 

 

6) Lancer la PCR 

 

98°C -  10 min 

95°C -  45 s 

60°C -  45 s 

68°C -  2 min 

72°C - 10 min 

4°C -  ∞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X5 
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4/ Analyse de fragments 

 

En pièce Post-PCR 

1) Préparer le mix suivant (dans un tube à hémolyse si > 1ml) 

Nombre échantillons / 8 16 32 

Réaction x1 X42 X82 X164 

HiDi formamide (µl) 19,5 819 1599 3198 

GS500-ROX (µl) 0,5 21 41 82 

 

2) Distribuer 20 µl de mix par puits 

3) Diluer au 1/10ème la labelling PCR (2µl de PCR dans 20µl d’H2O) 

4) Déposer 2 µl de la dilution au 1/10ème de labelling PCR dans chaque puits 

5) Dénaturer 2 minutes à 92°C puis déposer immédiatement sur glace 

6) Remplir la fiche de run et transmettre à la plate-forme de séquençage Sanger 

ATTENTION :  penser à préciser sur la fiche de run que le temps d’injection est de 5s. 

  (pour éviter la saturation des amplicons). Un module de run dédié a été créé, 

nommé « GSHD500_D_50cm_POP7_multiampli ». 
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5/ Interprétation analyse de fragments 

 

1/ Vérification de la qualité des amplifications 

Regarder les données brutes de chaque échantillon. 

Utiliser les logiciels GeneMapper (Applied Biosystems) ou GeneMarker (SoftGenetics). 

- Vérifier que le nombre de pics pour chaque multiplexe est correct.  

Attention aux amplicons avec polymorphisme fréquent entrainant une délétion d’1 ou qq 

bases (cf annotation des profils page suivante) : 

- BRCA1_ex07_01> IVS07+36del14 (plex 4, amplicon 9) 
- BRCA1_ex09_01 > IVS08-58delT (plex 5, amplicon 2) 
- BRCA2_ex11_22 > IVS11+80delTTAA (plex 5, amplicon 17) 

 

- Vérifier l’intensité et l’homogénéité de chaque pic. 

S’il n’y a pas d’amplification : 

Faire un dosage fluo de la PCR universelle de l’échantillon correspondant, en le comparant 

avec un échantillon normal.  

Si le dosage est conforme, reprendre le protocole à partir de l’analyse de fragment, 

Si le dosage est non conforme, reprendre le protocole à partir de la PCR Multiplexe. 

 

Si l’amplification est hétérogène : 

Reprendre le protocole à partir de la PCR Multiplexe. 

 

 

 

Exemple de profils obtenus (images de GeneMapper) :  
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en bleu les amplicons, en rouge le marqueur de taille 

 
Bin Amplicon Bin Amplicon Bin Amplicon Bin Amplicon Bin Amplicon 

1‐1 BRCA2_ex09_01 2‐1 BRCA1_ex20_01 3‐1 BRCA2_ex06_01 4‐1 BRCA1_ex03_01 5‐1 BRCA1_ex22_01 
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1‐2 BRCA1_ex23_01 2‐2 BRCA1_ex19_01 3‐2 BRCA1_ex14_01 4‐2 BRCA2_ex11_13 5‐2 BRCA1_ex09_01 

1‐3 BRCA1_ex11_12 2‐3 BRCA1_ex16_02 3‐3 BRCA2_ex19_01 4‐3 BRCA1_ex17_01 5‐3 BRCA2_ex11_14 

1‐4 BRCA2_ex11_07 2‐4 BRCA2_ex25_02 3‐3 BRCA1_ex02_01 4‐4 BRCA1_ex13_01 5‐4 BRCA2_ex21_01 

1‐5 BRCA2_ex13_01 2‐5 BRCA2_ex02_01 3‐4 BRCA2_ex10_04 4‐5 BRCA1_ex16_01 5‐5 BRCA1_ex10_01 

1‐6 BRCA1_ex11_07 2‐5 BRCA2_ex11_09 3‐5 BRCA1_ex11_05 4‐6 BRCA2_ex11_11 5‐6 BRCA2_ex12_01 

1‐6 BRCA2_ex11_19 2‐6 BRCA1_ex21_01 3‐6 BRCA1_ex06_01 4‐7 BRCA1_ex11_06 5‐7 BRCA2_ex22_01 

1‐7 BRCA2_ex15_01 2‐7 BRCA2_ex16_01 3‐7 BRCA1_ex11_08 4‐7 BRCA2_ex14_02 5‐8 BRCA1_ex11_10 

1‐8 BRCA2_ex11_01 2‐8 BRCA2_ex08_01 3‐8 BRCA1_ex12_01 4‐8 BRCA2_ex10_03 5‐9 BRCA2_ex03_02 

1‐9 BRCA2_ex11_10 2‐9 BRCA1_ex11_01 3‐9 BRCA2_ex11_12 4‐9 BRCA1_ex07_01 5‐10 BRCA2_ex11_02 

1‐10 BRCA2_ex24_01 2‐10 BRCA1_ex08_01 3‐10 BRCA2_ex11_05 4‐10 BRCA1_ex05_01 5‐11 BRCA2_ex11_06 

1‐11 BRCA2_ex14_01 2‐11 BRCA1_ex11_14 3‐11 BRCA1_ex18_01 4‐11 BRCA2_ex05_01 5‐12 BRCA2_ex11_17 

1‐12 BRCA2_ex11_15 2‐12 BRCA1_ex15_01 3‐12 BRCA1_ex11_13 4‐12 BRCA2_ex27_03 5‐13 BRCA1_ex11_02 

1‐13 BRCA2_ex11_21 2‐13 BRCA2_ex27_02 3‐13 BRCA2_ex11_08 4‐13 BRCA1_ex11_03 5‐14 BRCA2_ex27_01 

1‐14 BRCA1_ex11_04 2‐14 BRCA2_ex11_18 3‐13 BRCA2_ex11_16 4‐14 BRCA2_ex25_01 5‐15 BRCA1_ex24_01 

1‐15 BRCA2_ex18_01 2‐15 BRCA2_ex11_04 3‐14 BRCA2_ex23_01 4‐15 BRCA1_ex11_09 5‐16 BRCA2_ex04_01 

1‐15 BRCA2_ex10_01 2‐16 BRCA2_ex10_05 3‐15 BRCA2_ex18_02 4‐16 BRCA2_ex11_03 5‐17 BRCA2_ex26_01 

1‐16 BRCA2_ex03_01 2‐17 BRCA2_ex10_02 3‐15 BRCA2_ex07_01 4‐17 BRCA1_ex11_11 5‐17 BRCA2_ex11_22 

  2‐18 BRCA2_ex11_20 3‐16 BRCA2_ex20_01     

  2‐19 BRCA2_ex17_01       
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2/ Quantification des multiplexes pour analyse des RGT 

Utiliser le logiciel GeneMarker (SoftGenetics). 

Attention : une fois les données analysées dans GeneMarker, la taille des pics ne correspond 
pas à l’intensité réelle ! Pour vérifier l’intensité, regarder les données brutes. 

 

Ouvrir le logiciel 

- Importer les fichiers .fsa à analyser : « Open Data » « Add Folder » choisir le run à analyser 

puis « ok » : les données brutes s’affichent. 

- Lancer le run (alignement + normalisation interne) : « Run », sélectionner le template 

correspondant au gène étudié soit : Multiplicom plex1-2, multiplicom plex2, multiplicom 

plex3, multiplicom plex4, multiplicom plex5.  

- Vérifier le type type de panel et de marqueur de taille utilisé soit GS500 et red. Cliquer sur 

« Next » : la fenêtre Data Process- MLPA analysis s’ouvre.  

- Vérifier que le pourcentage « Global max » = 1, le pourcentage « Local Max » = 5 et le 

pourcentage « Left Stutter Peak Filter » = 25 (paramètres recommandés dans le manuel Gene 

Marker). Cliquer sur « next » : la fenêtre Additional Settings s’ouvre.  

- Vérifier que le mode « Population Normalization » est bien sélectionné. Cliquer sur « ok ». 

Le logiciel aligne et normalise les différents échantillons.  

Dans la fenêtre de gauche, faire un clic droit sur « allele call » puis « select max » pour 

visualiser les électrophorégrammes de l’ensemble de la série analysée.  

- Vérifier que pour chacun d’eux, les pics correspondant aux différents exons/contrôles sont 

bien identifiés (rectangle avec le nom de l’exon/contrôle sur fond gris) Les pics non identifiés 

sont repérables par un rectangle sur fond rouge. Normalement, cela concerne uniquement les 

pics correspondant aux Q fragments, D fragments et chromosomes X et Y. 

- Sauvegarder le projet puis choisir « MLPA Analysis » Vérifier que les bornes des ratios sont à 

0,75 (del) et 1,15 (dup). « Ok ». La fenêtre « MLPA Analysis » s’ouvre.  

- Créer un contrôle synthétique : dans la case « Control Sample », choisir « Synthetic Control 

Sample ». Puis, cliquer sur l’onglet « ctrl ». Cocher les échantillons servant à faire le contrôle 

synthétique et déselectionner les témoins mutés. 
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Pour chaque échantillon, les ratios correspondant aux sondes contrôles apparaissent sous 

forme d’un carré bleu, ceux correspondant aux différents exons du gène étudié sous forme 

d’un carré vert si ils sont dans la fourchette cible ou en rouge si ils sont hors de cette 

fourchette. 

Générer un fichier .pdf en cliquant sur l’imprimante puis « Preview » « print » « cute pdf 

writer ».  

Aller dans Project/run 

 Cliquer sur “select an existing template or create one”  

 Nommer le template 
Création d’un  panel : 

o Aller dans Tools/Panel après une première analyse des échantillons (avec le bon 
marqueur de taille) 

o Fichier «  new panel » pour créer un nouveau panel 
o Cocher « automatically create » et « use all samples » 
o Cliquer sur “ok” 
o Pour le panel en cours supprimer les couleurs inutiles, ne garder que le bleu 
o Cliquer sur « blue1 » 
o Vérifier que tous les pics contrôles et échantillons sont présents. Supprimer les autres 

par un clic droit « delete allele » 
o Annoter les pics contrôles en mettant « 1 » dans la case « control » 
o Annoter les pics de l’échantillon en inscrivant le nom du pic dans « allele name) 
o Cliquer sur Fichier/Save puis Fichier/Exit 

 Choisir le panel, le size standard et la couleur 

 Analysis type = MLPA 

 Cliquer sur « save »  le template appaîtra toujours à gauche 

 Cliquer sur « next » (« data Process ») et laisser les paramètres par défaut  

 Cliquer sur OK puis «  Apply to all » (et « call size again ») 

 Cliquer sur “MLPA Analysis” 

 Laisser “MLPA ratio” et régler les ratio sur del < 0.70 ≤ N ≤ 1.30 < Dup 

 Dans la nouvelle fenêtre, cliquer sur le menu déroulant de « CTRL Sample » et 
sélectionner le « synthetic control sample » 

 Cliquer sur « CTRL » et cocher les échantillons qui vont servir à faire le contrôle 
synthétique 

 Analyse des graphes : Point bleu = contrôles 
Point vert = pics à analyser Normal 

Point rouge = pics à analyser Hors limites 
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6/ Mix des produits PCR 

Pour chaque échantillon, combiner les produits de la PCR universelle dans les puits des 

colonnes 6 et 12 restés vides des plaques PCR, de la façon suivante : 

Plex1 : 8 µl 

Plex2 : 11 µl 

Plex3 : 13 µl 

Plex4 : 8 µl 

Plex5 : 10 µl 

(Total 50µl) 

7/ Purification des produits PCR 

Sortir les billes Agencourt au minimum 30min à température ambiante 

Préparer éthanol 70% (35ml d’éthanol absolu + 15 ml d’eau pure) 

 

6/ 1- Purification manuelle : 

1) Déposer 40 µl du mix PCR dans un microtube 1,5ml Lo-bind et ajouter 44 µl de billes 

Agencourt 

2) Mixer par aller-retour (10x) 

3) Laisser 5 minutes à température ambiante 

4) Déposer les tubes 3 minutes sur le portoir magnétique 

5) Eliminer le surnageant 

6) Ajouter 200 µl d’éthanol 70% (fraichement préparé) et tourner 2 ou 3 fois les tubes sur le 

portoir pour déplacer les billes (environ 30 secondes) 

7) Eliminer le surnageant 

8) Refaire étape 6 et 7 

9) Laisser sécher le culot environ 5 minutes (bouchons ouverts) 

10) En dehors du portoir magnétique, resuspendre les billes dans 20 µl d’eau 

11)  Bien vortexer, centrifuger puis remettre sur le portoir magnétique 1 minute 

12) Prélever le surnageant et le mettre dans un tube 1.5ml Lo-bind neuf. 

Attention : Ne pas prendre de billes 

 

6/ 2- Purification au robot Beckman-Coulter : 

1) Déposer 40 µl du mix PCR dans une plaque MicroAmp 96 puits (Life Tech - Applied)  

2) Ouvrir le logiciel « Biomek Software » du robot Beckman-Coulter et le programme  

3) Dans « Agencourt user interface » : sélectionner le nombre d’échantillons à purifier, et les 

volumes de réactifs, soit : 44 µl de billes Agencourt, 180 µl d’éthanol,   

4) Remplir les réservoirs dédiés de billes Agencourt, d’éthanol 70% et d’eau  

5) Dans « Instrument Setup », suivre les instructions du programme pour disposer sur la 

plateforme du robot : 

 - la plaque de produits PCR sur une base dédiée 

 - une nouvelle plaque MicroAmp 96 puits pour l’élution des échantillons sur une base 

dédiée 

 - une plaque « poubelle » 

 - une plaque de lavage contenant 1ml d’eau par puits utilisé 
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6) Ajouter le bon nombre de pointes pour l’exécution du programme 

7) Lancer le programme (durée ~1h) 

8) A la fin du programme, récupérer la plaque contenant les produits purifiés. 

Stockage des produits purifiés à -20°C 

 Noms (Fonctions) Dates de signature 

Rédacteur(s) 

Julien Tarabeux (Ingénieur) 

Virginie Moncoutier (THQ) 

 

 

   

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

137 
 

 

PREPARATION DES BANQUES BRCA POUR SEQUENCAGE 

HAUT-DEBIT 

Objet : Construction des banques d’ADN pour les gènes BRCA1 et BRCA2, avec l’automate « Library 

Builder » (Life Technologies), amplification, dosage et pool. 

 

 

4. Domaine d’application 

Le Library Builder permet de préparer des banques d’ADN pour leur passage sur le séquenceur 

PGM. 

Cette technique automatise plusieurs étapes : digestion les amplicons, sélection des 

amplicons selon la taille désirée (100, 200 ou 300pb) et la ligation des barcodes et l’adapteur 

P1 en 3’ et 5’ des amplicons. 



 
 

138 
 

 

 

 

 Les banques d’ADN construites doivent ensuite être amplifiées, dosées et mélangées de façon 

équimolaire avant de préparer la PCR en émulsion et le run PGM. 

5. Responsabilités 

(Ce paragraphe précise les responsabilités concernant l’application du protocole  et la vérification de sa bonne application) 

6. Description détaillée  

Le processus complet de diagnostic des gènes BRCA sur PGM se déroule en 4 phases : 
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I - Enrichissement  

II - Préparation des banques > ce protocole décrit la procédure de préparation avec 

l’automate Library Builder, puis l’amplification, le dosage et le pool des banques 

avant la PCR en émulsion. 

Ion Xpress™ Plus and Ion Plus Library Preparation for the AB Library Builder™ System 

III - Séquençage (PCR émulsion + PGM) 

IV - Analyse 

 

Plan de préparation des banques (Library Builder) 

1/ Dosage des échantillons > cf protocole dosage au QuBit 

2/ Préparation des banques 

3/ Amplification des banques 

4/ Purification des banques amplifiées 

5/ Contrôle et dosage des banques amplifiées > cf protocole dosage Bioanalyzer ou LabChip 

6/ Détermination du facteur de dilution des banques 

7/ Mélange équimolaire des différentes banques
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Préparation des banques (Library Builder) 

1/ Dosage des échantillons 

1/ Dosage au QuBit Fluorometer (Invitrogen) 

Quant-iT dsDNA BR Assay kit (pour ADN de conc. 2 à 1000ng/μl) réf. Q32850 

Quant-iT dsDNA HS Assay kit (pour ADN de conc. 0,2-100 ng/µl) réf. Q32854 

Tubes Invitrogen « Qubit Assay tubes », 0.5ml (réf. : Q32856) 

Stockage des réactifs et des tampons à température ambiante ; stockage ADN standards à 

4°C. 

 

- Dosage par échantillon 

- Cf protocole dédié 

 

2/ Dosage au spectrophotomètre Genios (Tecan) 

- Dosage par plaque de 96 puits 

- Utiliser les mêmes réactifs que pour le dosage au QuBit 

- Utiliser des plaques noires, exemple de référence : plaques 96 puits noires 

FluoroNuncTM, réf 734-2017 chez VWR. 

 

1) Préparation de la solution de travail 

- Evaluer le nombre d’échantillons à doser (= nombre d’ADN à doser + Gamme STD à 5 

points + 1 tube en excès) 

- Préparer la solution de travail (Working Solution = tampon + Reagent), à température 

ambiante, en fonction du nombre d’échantillons à doser : 

Nombre d'ADN 
à doser 

Nombre 
d'échantillons total 

Volume de Buffer  
(en μl) 

Volume de 
Reagent (en μl) 

- 1 199 1 

20 26 5174 26 

32 38 7562 38 

 

2) Préparation de la gamme standard 

 

a) Pour le dosage des enrichissements Multiplicom après purif : 

- Utiliser les Standards 1 et 2 du kit QuBit. 

- Préparer une gamme à 5 points. Exemple en utilisant le kit HS, avec le STD 1 = 0ng/µl, et 

le STD 2 = 10ng/µl. 

 

Concentration  
(ng/µl) 

Volume de 
Working solution 

(en μl) 

Volume de STD 1 
(en μl) 

Volume de STD 2 
(en μl) 

0 198 2 0 

2,5 198 1,5 0,5 

5 198 1 1 
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7,5 198 0,5 1,5 

10 198 0 2 

 

b) Pour le dosage des banques library builder après purif : 

- Utiliser les Standards 1 et 2 du kit QuBit.HS 

- Préparer une gamme à 5 points utilisant le kit HS, avec le STD 1 = 0ng/µl, et le STD 2 = 

10ng/µl dilué au 1/10 avec le tampon TE (2µL STD2 + 8µL tampon TE) 

 

Concentration  
(ng/µl) 

Volume de 
Working solution 

(en μl) 

Volume de STD 1 
(en μl) 

Volume de STD 2 
au 1/10 
(en μl) 

0 198 2 0 

2,5 198 1,5 0,5 

5 198 1 1 

7,5 198 0,5 1,5 

10 198 0 2 

 

3) Préparation des échantillons à doser (dilution au 1/200e) 

- Dans une plaque 96 puits noire, déposer 198μl de Working solution et 2μl d’ADN. 

- Mélanger par aspiration / refoulement à la pipette multicanaux. 

- Après homogénéisation, les échantillons doivent être incubés au minimum 2 minutes à 

température ambiante. 

- Après cette incubation, la fluorescence est stable pendant 3 heures à température 

ambiante. 

La température peut entraîner des variations de fluorescence. 

4) Dosage des échantillons 

- Allumer le PC avec son mot de passe réseau, sous IC-NT01 

- Allumer le spectrophotomètre Genios 

- Ouvrir le logiciel « RdrOle4 »  

- Menu « Instrument » > Connect 

- Menu « Instrument » > measurement control panel 
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 General :   measurement mode = Fluorescence Intensity 

 Plate :  Plate definition file > Name = GRE96fb.pdf 

   Select Part of the plate > par colonnes 

 Meas. Params :  Fluorescence wavelengths = fluorescein (valeurs par défaut) 

 Shaking :   shaking before measurement :  Duration = 15sec 

Settle time = 120 sec 

 

- Plate > out : déposer la plaque de dosage dans la machine. Plate > in. 

- Filtre d’excitation = 485nm, filtre d’émission = 535nm. 

 

A la fin des mesures, les valeurs s’affichent automatiquement à l’écran. 

File > export RawData :  

- Sauvegarder sous Excel.  

- Exploiter les Rawdatas grâce à un graphique (nuage de points). Attention à ce que les 

valeurs soient bien au format « nombre ». 

- Créer la courbe de tendance avec les valeurs de la gamme. 

- Vérifier que la gamme soit linéaire,  et faire les calculs de concentration grâce à l’équation de 

la courbe de tendance. 

 Utiliser les modèles  xls pour calculer les concentrations des échantillons : 

- Pour les enrichissements : Dosage genios enrichissement BRCA modèle v1 

- Pour les banques LB : Dosage genios Banques BRCA modèle v1 

 

Déterminer le volume nécessaire pour obtenir 100ng d’ADN pour construction des banques au 

LB. 

- (cf : Dosage genios enrichissement BRCA modèle v1onglet s_BRCA-Dilutions 

pour LB 

file:///C:/Users/A/Desktop/Dosage%20genios%20enrichissement%20BRCA%20modèle%20v1.xlsx
file:///C:/Users/A/Desktop/Dosage%20genios%20Banques%20BRCA%20modèle%20v1.xlsx
file:///C:/Users/A/Desktop/Dosage%20genios%20enrichissement%20BRCA%20modèle%20v1.xlsx
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2/ Préparation des banques 

 

Protocole issu de “Ion Xpress™ Plus and Ion Plus Library Preparation for the AB Library 

Builder™ System” 

Références des kits utilisés:  

- Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit for AB Library Builder™ System (Ion Torrent) 

réf. 4477598 (comprend les cartouches à conserver à -20°C, et les consommables) 

-  Ion Xpress Barcode Adapters 1-96 kit (10 réactions), réf. 4474517 

 

Sortir les billes Agencourt à T° ambiante au minimum 30 minutes avant leur manipulation, et 

homogénéiser avant usage. 

Décongeler le nombre nécessaire de cartouches de « Library Builder » : 1 cartouche 

par échantillon  (maximum 2h à T° ambiante avant utilisation) 

 

1/ Dilution des ADN 

 a/ Numéroter le nombre de microtubes de 1,5ml LoBind correspondant au 

nombre d’ADNs à préparer, 

 b/ Diluer dans chaque microtube 100 ng d’ADN dans 50 µl de tampon E1 (fourni 

dans le kit). 

2/ Dilution des adaptateurs 

 a/ Préparer le nombre de microtubes de 1,5ml LoBind correspondant au nombre 

de Barcodes à préparer (= au nombre d’ADNs), 

 b/ Diluer dans chaque microtube les adaptateurs P1 et les barcodes (de 1 à 96 au 

choix) selon les proportions suivantes : 

  - Ion Xpress adaptateur P1 = 2 µl 

  - Ion Xpress Barcode = 2 µl (utiliser un n° de barcode différent pour chaque 

banque d’ADN) 

  - Tampon E1 = 46 µl 
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 c/ Transférer les 50 µl d’adaptateurs dilués dans un tube de « LdN buffer » par 

banque (fourni dans le kit). 

 d/ Mélanger à la pipette par aspiration / refoulement puis effectuer une 

centrifugation rapide. 

3/ Préparation du « Library Builder » 

Avant d’allumer le « Library Builder », insérer la carte  

Ne pas enlever la carte quand l’appareil est allumé. 

Porte fermée, allumer l’appareil et patienter pendant son initialisation. 

Ouvrir la porte, retirer le portoir et le rack de cartouches. 

 a/ Chargement des cartouches : 

 

Vérifier que tous les réactifs des cartouches soient bien décongelés et au fond de 

chaque puits. 

Placer en les glissant le nombre de cartouches correspondant dans le rack, jusqu’au 

clic. 

 

Déposer  - dans le puits 10 : 500 µl de billes Agencourt après avoir percé 

l’opercule aluminium 
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  - dans le puits 11 : les tubes de « LdN buffer » ouverts, contenant les 

adaptateurs dilués 

  - dans le puits 12 : 50 µl d’ADN (quantité 100ng) après avoir retiré l’opercule 

aluminium. 

 

 b/ Chargement du portoir : 

Déposer  - en ligne E : les tubes d’élution (fournis dans le kit), bouchons ouverts 

et placés à côté 

  - en lignes T1 et T2 : les pointes avec leur protection (fournies dans le kit) 

  - en ligne S : les tubes de « Ion shear Plus Enzyme » (bouchons jaunes, après 

centrifugation rapide et conservés jusqu’au dernier moment sur glace) 

bouchons ouverts. 

 

 

Placer le rack puis le portoir remplis dans l’appareil, fermer la porte. 

Appuyer sur START. 

Suivre les instructions sur l’écran : 

 - appuyer sur 1 = auto Size Selection 

 - appuyer sur 1 = auto Shearing 

 - appuyer sur 3 = 300 pb shear 

 - confirmer que vous avez bien inséré tous les réactifs et consommables dans 

l’appareil, 

Tubes Enzyme Mix 

Cônes 

Tubes élution 

Bouchon des tubes 

élution 
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 - appuyer sur start. 

 

Durée ~2h15. 

Volume final de banques : 40 µl. 

 

Une fois le run terminé, récupérer et fermer les tubes contenant les banques, jeter les 

consommables, nettoyer le rack et le portoir et éteindre l’appareil. 

  

Si présence de billes restantes à la fin de cette étape, les éliminer en déposant les tubes sur le 

portoir magnétique, et récupérer l’éluat dans un nouveau tube. 

Stockage des banques à -20°C. 
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3/ Amplification des banques 

- Dans une plaque PCR MicroAmp 96 puits (Life Tech - Applied), combinez les réactifs 

suivants : 

 1x 32,5x 

Size-selected Librairie 20 µl / 

Platinum PCR SuperMix High 
Fidelity 

100 µl 3250 µl 

Primer  Mix (10µM)* 5 µl 162,5 µl 

* préparation du Primer Mix: 

Amorces stock à 100µM > P1amp : 5’-

CCACTACGCCTCCGCTTTCCTCTCTATG-3’ 

(Sigma-Proligo)   > T_PCR_A : 5’-CCATCTCATCCCTGCGTGTC-3’ 

Purifiées HPLC 

 

Exemple de préparation du Primer  Mix à 10µM (soit 5µM de chaque amorce) pour 

1ml final:  

50µl amorce stock P1amp + 50µl amorce stock T_PCR_A + 900µl TE. 

 

Lancer le programme suivant : 

72°C - 20 min (= nick translation) 

95°C -  5 min 

95°C -  15 s 

58°C -  15 s 

70°C -  1 min 

4°C -  ∞ 

Stockage des banques amplifiées à -20°C. 

 

X10 
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4/ Purification des banques amplifiées 

Sortir les billes Agencourt au minimum 30min à température ambiante avant leur 

manipulation, et homogénéiser avant usage. 

Préparer de l’éthanol à 70% extemporané (35ml d’éthanol absolu + 15 ml d’eau pure) 

 

4/ 1- Purification manuelle : 

1) Transférer les 125 µl de produit PCR dans un microtube 1,5ml Lo-bind  

2) Ajouter 187,5 µl de billes Agencourt 

3) Mixer par aller-retour (10x) 

4) Laisser 5 minutes à température ambiante 

5) Déposer les tubes 3 minutes sur le portoir magnétique 

6) Eliminer le surnageant 

7) Ajouter 500 µl d’éthanol 70% (fraichement préparé) et tourner 2 ou 3 fois les tubes sur le 

portoir pour déplacer les billes (environ 30 secondes) 

8) Eliminer le surnageant 

9) Refaire étape 6 et 7 

10) Laisser sécher le culot environ 5 minutes (bouchons ouverts) 

11) En dehors du portoir magnétique, resuspendre les billes dans 20 µl de TE 

12)  Bien vortexer, centrifuger puis remettre sur le portoir magnétique 1 minute 

13) Prélever le surnageant et le mettre dans un tube 1.5ml Lo-bind neuf. 

Attention : Ne pas prendre de billes 

 

4/ 2- Purification au robot Beckman-Coulter : 

1) Ouvrir le logiciel « Biomek Software » du robot Beckman-Coulter et le programme   

2) Dans « Agencourt user interface » :  

sélectionner le nombre d’échantillons à purifier,  

les volumes de réactifs, soit : 187,5 µl de billes Agencourt, 180 µl d’éthanol,  

le volume d’élution, soit 30 µl 

le volume de transfert, soit 25 µl  

3) Remplir les réservoirs dédiés de billes Agencourt, d’éthanol 70% et d’eau  Nuclease free 

4) Dans « Instrument Setup », suivre les instructions du programme pour disposer sur la 

plateforme du robot : 

 - la plaque de produits PCR sur une base dédiée 

 - une nouvelle plaque MicroAmp 96 puits pour l’élution des échantillons sur une base 

dédiée 

 - une plaque AB1127 pour le mélange échantillons / billes et lavages 

 - une plaque « poubelle » 

 - une plaque de lavage contenant 1ml d’eau par puits utilisé 

5) Ajouter le bon nombre de pointes pour l’exécution du programme 

6) Lancer le programme (durée ~1h) 

7) A la fin du programme, récupérer la plaque contenant les produits purifiés. 

Stockage des produits purifiés à -20°C.
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5/ Contrôle et dosage des banques amplifiées  

 

Jusqu’à 11 banques d’ADN à contrôler, utiliser une puce Bioanalyzer (Agilent) 

A partir de 12 banques d’ADN à contrôler, utiliser une puce LabChip (Caliper). 

 

5/ 1- Contrôle sur puce Bioanalyzer (Agilent) 

 réf kit et puces à compléter, stockage à +4°C 

 

5/ 2- Contrôle sur puce LabChip (Caliper) 

http://www.perkinelmer.com/Catalog/Product/ID/122000 

 

 Kit HT DNA HiSens Reagent, stockage à +4°C 

 Puce LabChip HT DNA 1K/12K/HiSens, stockage à +4°C 

Sortir le kit et la puce LabChip au minimum 30min à température ambiante avant utilisation. 

 

Préparation du Gel-Dye 

- Ajouter 13 µL de DNA Dye COncentrate (bouchon bleu) dans un tube DNA HiSens Gel 
Matrix de 1.1ml (bouchon rouge) ; vortexer + spin 
Note : il est possible de faire un mélange en divisant les volumes par 2 (soit 6.5µl de DNA 
Dye COncentrate (bouchon bleu) + 550µl DNA HiSens Gel Matrix (bouchon rouge)) 

- Transférer le mélange sur 1 ou 2 spin-filters en fonction du volume (env. 550 µL par 
filtre) 
- Centrifuger 10 min à 9200 rcf TA, jeter le filtre 
Le gel peut se conserver 3-4 semaines (à l’abri de la lumière et à 4°C) 

 

Préparation de la puce 

Toujours garder la puce dans la boite pendant sa préparation 

- aspirer les puits actifs (1, 3, 4, 7, 8 et 10) sur les parois et non au milieu du puits 

http://www.perkinelmer.com/Catalog/Product/ID/122000
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- rincer les puits actifs avec de l’eau ultrapure (remplir à fond les puits) puis aspirer (sur 
les parois), faire 2 lavages en tout 
- remplir les puits 3, 7, 8 et 10 avec du Gel-Dye (le vortexer avant usage) en évitant les 
bulles (s’arrêter au 1er cran de la pipette): 

o pour un maximum de 48 dosages : 50 µL  
o pour un maximum de 96 dosages : 75 µL et 120 µL pour le puits 10 

- remplir le puits 4 avec du DNA HiSens Marker : 
o pour un maximum de 48 dosages : 50 µL  
o pour un maximum de 96 dosages : 75 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

Note : la puce, en condition normale de manipulation, a une capacité minimum de 2000 

dosages.
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Préparation de l’appareil LabChip 

- allumer d’abord sur Z power button sur la prise, l’appareil puis l’ordinateur (l’appareil 
fait son focus au milieu au début) 
- lancer le programme « LabChip Gx v.4.0 » 
- remplir un Buffer Tube (fourni avec le kit) avec 750 µL H2O ultra-pure 
- vérifier la fenêtre de lecture sur la puce, utiliser un papier kimwipe imbibé 
d’isopropanol à 70%, puis essuyer avec le chiffon fourni avec le kit,  
- appuyer sur Chip pour faire sortir le racle pour la puce et celui de la plaque. Installer la 
puce, fermer le racle et le faire rentrer dans l’appareil. Mettre le Buffer Tube à son 
emplacement. Appuyer sur Eject pour fermer. Le capillaire plonge dans le Buffer Tube 
- lancer le Prime : cliquer sur Instrument puis Start Prime. Sélectionner la puce HT DNA 
High Sensitivity (durée 10 min) 
 

Préparation de la plaque 

Afin de minimiser le volume de nos échantillons, un transfert vers une plaque 384 puits est 

nécessaire. 

Le volume minimum à déposer est de 10 µL, procéder à une dilution éventuelle de 

l’échantillon. Pour les banques BRCA, il est d’usage de faire une dilution au ½ (soit 5µl 

d’écht° + 5µl d’eau). 

Vérifier l’absence de bulles, centrifuger si besoin. 

 

Préparation du Ladder Tube 

A faire juste avant son utilisation. 

Ladder Tube = 12 µL DNA Ladder (Jaune) + 108 µL H2O ultrapure 

Fermer le tube avec du Parafilm et vortexer. 

 

Lancement du Run 

Installer la plaque 384 puits et le Ladder Tube 

NE PAS APPUYER SUR LE BOUTON CHIP (une fois que la puce est en place, elle ne peut pas 

être délogée avant la fin de son utilisation) 

- Veiller à appuyer sur le bouton EJECT pour ouvrir 
- Installer la plaque ainsi que le Ladder Tube 
- Appuyer sur le bouton EJECT pour fermer 
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- Cliquer sur Run 
- Sélectionner la plaque : twin.tec 384 PCR Plate Eppendorf  
- Sélectionner les puits contenant les échantillons à analyser 
- Choisir l’ordre de lecture (par lignes ou par colonnes) 
- Cliquer sur Start 
(durée environ 1 minute par échantillon) 

La puce peut être utilisée dans les 8 heures pour d’autres runs. 

 

Nettoyage de la puce 

Une fois le Run terminé procéder au nettoyage de la puce 

- Appuyer sur CHIP pour faire sortir le racle de la puce, retirer la puce et la mettre sur la 
boite de stockage 
- Eliminer les réactifs de chaque puits par aspiration à l’aide de la pompe 
- Faire le nettoyage des puits actifs (1, 3, 4, 7, 8 et 10) avec de l’eau 2 fois 
- Mettre 100 µL de DNA Chip Storage Buffer dans les puits actifs 
- Remettre la puce dans l’appareil et cliquer sur Wash (10 min) 
- Enlever la puce et le remettre dans sa boite de stockage 
- Rajouter 50µL de DNA Chip Storage Buffer dans les puits 1 et 4 
- Recouvrir les puits avec un Parafilm® pour empêcher l’évaporation du tampon et 
conserver la puce à 4°C. 

 

Eteindre l’appareil. 
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Interprétation des résultats 

Dans le logiciel « LabChip Gx v.4.0 » 

 

Exemple de profil obtenu : 

 

 

 

Si le profil de migration présente des résidus d’amorces (pics d’intensité supérieure de 50% 

de l’intensité des banques), procéder à une nouvelle étape de purification avec les billes 

Agencourt. Pour une bonne purification, respecter un ratio échantillon / billes de 1,8 

(exemple : pour 100 µl d’échantillon, prévoir 180 µl de billes Agencourt). 

Détermination de la taille moyenne des banques et de la molarité 

- Import Data file > Analysis > Analysis Settings > Smear Analysis 200-600pb 

- Select dans « Property Displayed in Well Table):  1 ligne avec: Molarity (nmol/l) 

       1 ligne avec: Size (pb) 

> Apply: les données apparaissent dans le tableau. 

 

Note : si besoin de revenir sur d’anciennes données sauvegardées : 
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C : program files > Caliper Life Sciences > LabChip GX > Data > dossier à la date du jour du 

dosage. 

Un raccourci a été créé sur le bureau du PC du LabChip.
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Transfert des données 

- Utiliser le serveur d’échange smercure3 pour le transfert des données entre les sections 

hopital et recherche. 

smercure3 > Dossiers > BRCA_diag > Données LabChip. 

Un raccourci a été créé sur le bureau du PC du LabChip. 

 

- Créer un fichier .csv sous excel, comprenant : « position du puits », « nom de l’écht° » 

Exemple : N15, S130R01 

 

- Tools > Sample Name Editor > import 

- Print sous .pdf. Sélectionner “Electrophoregram”, “Well Table”, “Peak Table”, “Entire 

Collection”. 

 

- Enregistrer les données sur le bureau du PC du LabChip, dans le dossier « Houdayer ». 

- Transférer les données via smercure. 
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5/ 3- Dosage des banques au QuBit HS 

C’est le dosage QuBit qui est utilisé pour le calcul de concentration des banques avant la PCR 

émulsion. 
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6/ Détermination du facteur de dilution des banques 

La concentration molaire des échantillons en pmol/L (pM) est déterminée grâce : 

- à la taille moyenne en pb des banques, obtenue par le logiciel d’analyse LabChip ou 

Bioanalyzer. 

- au dosage en ng/µl obtenu par fluorescence au QuBit 

Diluer les banques d’ADN pour obtenir une concentration moléculaire d’environ 2x107 

molécules / µl. 

Déterminer le facteur de dilution permettant d’obtenir une concentration finale d’environ 

33,2 pM. 

Un fichier excel est disponible pour obtenir ce résultat : 

S:\Genetique\GenConstitutionnelle\Projets NGS\PGM \OneTouch_Calculator_v2.1.xls 

Exemple de calcul de concentration molaire en pM: (dosage en ng/µl x 1000) / (0,00066 x taille 

en pb) 

7/ Mélange équimolaire des différentes banques 

Pool des écht°s avant PCRe (attention à faire au dernier moment car ne se conserve pas 

 Noms (Fonctions) Dates de signature 

Rédacteur(s) 

Julien Tarabeux (Ingénieur) 

Virginie Moncoutier (Tech) 

Khadija Abidallah (Tech) 

Henrique Tenreiro (Tech) 

 

Validateur(s) 

 

 

 

 

HISTORIQUE DES EVOLUTIONS 

Date Motif 
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Objet : Ce document décrit les différentes étapes permettant de récupérer uniquement les sphères sur 

lesquelles des fragments ADN s’y sont hybridés en captant celles-ci à l’aide de billes streptavidine. 

 

 

 

7. Domaine d’application 

(Ce paragraphe précise les activités, services, produits, personnels, secteurs, périodes et/ou clients auxquels s’applique le 

mode opératoire) 

Ce mode opératoire concerne…  

 

 

8. Responsabilités 

(Ce paragraphe précise les responsabilités concernant l’application du mode opératoire et la vérification de sa bonne 

application) 

 

 

9. Description détaillée  

3.1 Distribution de l’échantillon et des différents réactifs dans la barrette 

 

1. Préparer la solution de dénaturation (Melt-Off Solution) en mélangeant les différents 
réactifs comme indiqué dans le tableau ci-dessous : 

 

 

2. Préparer les billes streptavidine (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads) : 
a. Dans un tube LoBind, ajouter 130 µL de solution de lavage (MyOne™ Beads 

Wash Solution). 

ENRICHISSEMENT DES ISPS AVEC L’ION ONETOUCH™ ES 
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b. Vortexer la bouteille contenant les billes streptavidine jusqu’à 
l’homogénéisation complète (environ 30s, vitesse max). 

c. Transférer 13 µL de billes (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads) dans 
le tube contenant la solution de lavage. Faire plusieurs aspiration-refoulement 
pour récupérer le maximum de billes. 

d. Placer le tube sur le portoir magnétique (DynaMag™-2 magnet) environ 2 min 
et éliminer le surnageant. 

e. Ajouter 130 µL de solution de lavage (MyOne™ Beads Wash Solution, elle 
permet d’augmenter l’affinité entre les sphères et les billes). Faire plusieurs 
aspiration-refoulement pour resuspendre les billes. 

3. Préparer l’Ion OneTouch™ ES : 
a. Charger un nouveau cône, retirer le bras de son support et le placer au-dessus 

du cône, presser environ 1s le bras contre le cône et le remettre sur son socle. 
b. Disposer un nouveau tube PCR ouvert, à l’emplacement disponible à gauche du 

bras (socle noir). Le tube doit être identifié par le nom du Run. 
4. S’assurer que les ISPs soient bien repris dans 100 µL de solution de lavage (Ion 

OneTouch™ Wash Solution). Si l’échantillon a été conservé à +4°C centrifuger les 
sphères à 15 500 g pendant 2min 30s, éliminer le surnageant et ajouter suffisamment 
de solution de lavage  (Ion OneTouch™ Wash Solution) pour obtenir un volume final 
de 100 µL. 

5. Récupérer une barrette dans le kit et la disposer sur la paillasse de sorte que 
l’extrémité arrondie soit à droite : 

 

 

 

6. Resuspendre les ISPs à l’aide d’une pipette (aspiration-refoulement x100) et transférer 
2µL de l’échantillon dans un tube PCR identifié par le nom du Run et le sigle UN pour 
Unenriched. L’aliquot servira de contrôle-qualité des ISPs. Conserver l’échantillon à 
+4°C. 

7. Transférer la totalité des ISPs resuspendu dans le puits 1 (100µL). 
8. Remplir les différents puits de la barrette comme indiqué dans le tableau ci-dessous : 



 
 

160 
 

 

 

9. Disposer la barrette sur l’appareil dans l’emplacement prévu à cet effet de manière à 
ce que l’extrémité arrondie soit toujours à droite, plaquer la barrette vers la droite : 

 

 

3.2 Lancement du Run 

 

1. Allumer l’appareil et attendre qu’il termine son initialisation. Le message "rdy" 
apparaitra sur l’écran une fois l’initialisation terminée. 

2. Appuyer sur Start/stop. L’écran affiche "run". Le run dure environ 35min. 
 

PROCEDER AU LAVAGE DES SPHERES DANS LES 15MIN APRES LA FIN DU RUN : l’évaporation 

et le contact prolongé avec la solution dénaturante peut endommager les sphères et l’ADN. 
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3. A la fin du run, l’appareil bip toutes les minutes. Appuyer sur Start/Stop pour arrêter 
l’alarme et réinitialiser l’appareil pour un prochain run. 

4. Récupérer le tube PCR contenant les sphères et procéder rapidement à leur lavage. 
 

3.3 Lavage et récupération des sphères enrichies 

 

1. Centrifuger les ISPs (15 500 g ; 1min30s). 
2. S’assurer qu’il ne reste pas de billes streptavidine. Dans ce cas, un culot rouge est 

visible. 
3. Laver les ISPs enrichies avec l’Ion OneTouch™ Wash Solution : 

a. Eliminer le surnageant en laissant environ 10 µL sans disperser le culot puis 
ajouter 200 µL d’Ion OneTouch™ Wash Solution. Régler une pipette à 50 µL 
pour resuspendre les sphères par aspiration-refoulement (10 fois) et vortexer 
5 fois 1s le tube. 

b. Centrifuger le tube (15 500 g ; 1min30s) 
c. Réaliser les étapes a et b une deuxième fois. 
d. Eliminer le surnageant en laissant environ 50 µL sans disperser les sphères. 
e. Régler une pipette à 20 µL et resuspendre les sphères (10x aspiration-

refoulement). Transférer 2 µL de l’échantillon dans un tube PCR identifié par le 
nom du Run et le sigle EN pour Enriched. L’aliquot servira de contrôle qualité 
de l’enrichissement. Conserver l’aliquot à +4°C. 

f. Procéder au séquençage ou conserver l’échantillon à +4°C (3 jours maximum). 
4. Eliminer le cône et la barrette laissés sur l’Ion OneTouch™ ES.



 
 

162 
 

 

 

Objet : Ce document décrit les différenctes étapes permettant l’initialisation du PGM et le lancement 

d’un run. 

 

 

 

10. Domaine d’application 

Ce mode opératoire s’applique aux laboratoires de Génétique de l’Institut Curie Paris.  

 

11. Responsabilités 

(Ce paragraphe précise les responsabilités concernant l’application du mode opératoire et la vérification de sa bonne 

application) 

 

12. Description détaillée  

o Kits et réactifs 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

SEQUENÇAGE SUR PGM – ION PGM SEQUENCING 300 KIT 



 
 

163 
 

 

3.2 Création de la feuille de route 

 

1. La création de la feuille de route se fait sur le serveur Torrent connecté au PGM. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Se connecter et cliquer sur Plan. 
3. Cliquer sur Plan Run correspondant au protocole BRCA DIAG 
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4. Entrer le nom du run (TD pour un run lancé sur le Triton, ND pour un run lancé sur le 
Néréïde suivi du numéro du run. Exemple : TD7, ND9)  

5. Entrer le nom de chaque échantillon selon le barcode qui lui est attribué (Exemple pour 
le run TD8 barcode 5 : TD8R5) 

6. Se déconnecter du serveur 
 

3.3 Nettoyage du PGM 

 

Le séquenceur PGM nécessite un nettoyage avec de l’eau ultra-pure 18 MΩ ou une solution 

chlorite avant chaque nouvelle initialisation. 

 

3.3.1 Fréquence de nettoyage 

 

Nettoyage Planning 

Eau 18 MΩ 1. Avant chaque initialisation. 
2. Après 1040 flux réalisés (1 run de 300pb ou 2 run 200pb). 
3. Si plus de 27h et moins de 48h se sont écoulés entre 

l’initialisation et le début du run. 
4. Si un nettoyage au chlorite a été réalisé depuis une semaine et 

que l’appareil n’a pas été utilisé. 

Solution Chlorite 1. Une fois par semaine, sauf si l’appareil n’a pas été utilisé depuis 
le dernier nettoyage au chlorite (dans ce cas un nettoyage à l’eau 
est réalisé). 

2. Si les réactifs ont été laissés sur l’automate depuis plus de 48h. 

 

3.3.2 Préparation 

 

Enlever toutes les bouteilles encore attachées au séquenceur. 

Laisser les sipper sur l’appareil. 

Utiliser les bouteilles réservées au nettoyage de l’appareil (trois bouteilles de 250 mL et une 

bouteille de 2 L). Une bouteille de 250mL est réservée pour le nettoyage au chlorite. 

 

IMPORTANT : S’assurer que le circuit d’azote est ouvert avant d’allumer le séquenceur. 
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3.3.3 Nettoyage à l’eau ultra-pure 18 MΩ 

 

1. Vider et nettoyer les quatre bouteilles à l’eau ultra-pure 18 MΩ en les rinçant 3 fois 
avec de l’eau ultra-pure. Mettre 250mL d’eau 18 MΩ dans 1 bouteille de 250 mL 
annotée Wash-1. 

2. Sélectionner Clean PGM sur l’écran tactile. 
3. Rincer le sipper W1 avec de l’eau 18 MΩ et mettre en place la bouteille Wash-1 

contenant l’eau. 
4. Suivre les inscriptions affichées sur l’écran (mettre des réservoirs sous les sipper 

Nucléotides, la bouteille de 250 mL annotée Wash-3 et la bouteille de 2L annotée 
Wash-2 sans sceller les bouchons). 

5. Une fois le nettoyage terminé, sélectionner Next pour retourner au menu principal. 
 

3.3.4 Nettoyage au chlorite 

 

1. Vider et nettoyer les 4 bouteilles à l’eau ultra-pure en les rinçant 3 fois avec de l’eau 
ultra-pure (1 bouteille de  250 mL est annoté Chlorite). 

2. Remplir une bouteille en verre avec un litre d’eau 18 MΩ et mettre une PGM™ Cleaning 
Tablet (comprimé de chlorite). Laisser dissoudre. 

3. Une fois le chlorite dissous, ajouter 1mL de NaOH à 1M et filtrer la solution (filtre 0,22 
µm). La solution une fois préparée doit être utilisée dans les 3h. 

4. Sélectionner Clean PGM sur l’écran tactile. 
5. Ajouter 250 mL de chlorite dans la bouteille Chlorite. 
6. Rincer le sipper W1 avec de l’eau 18 MΩ et mettre en place la première bouteille 

Chlorite. 
7. Suivre les inscriptions affichées sur l’écran (mettre des réservoirs sous les sipper 

Nucléotides, la bouteille de 250 mL annotée Wash-3 et la bouteille de 2L annotée 
Wash-2 sans sceller les bouchons). 

8. Une fois le premier cycle de nettoyage terminé, remplacer la bouteille Chlorite par une 
bouteille remplie d’eau 18 MΩ après avoir nettoyer le sipper W1 avec de l’eau 18 MΩ. 
Sélectionner Next. 

9. Quand le deuxième cycle de nettoyage est terminé, sélectionner Next pour retourner 
au menu principal. 
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3.4 Initialisation du PGM 

 

3.4.1 Avant initialisation 

 

1. Récupérer les bouteilles Wash-1, 2 et 3 du kit et s’assurer que moins de quatre 
initialisations ont été réalisé. Les nettoyer en les rinçant 3 fois avec de l’eau 18 MΩ. 

2. Mettre les tubes de dNTP à décongeler sur la glace. 
3. Préparer 1 mL de NaOH à 100 mM. 

 

3.4.2 Préparation du Wash 2 
 

1. Remplir la bouteille avec 2L d’eau 18 MΩ. 
2. Transvaser la totalité d’une bouteille Ion PGM Sequencing 300 W2 Solution dans la 

bouteille (mettre de côté la bouteille pour scanner plus tard le barcode). 
3. Ajouter 150 µL de solution NaOH 100 mM préparé précédemment. 
4. Homogénéiser la bouteille par plusieurs retournements. 

 

3.4.3 Préparation du Wash 1 et 3 
 

1. Ajouter 350 µL de 100 mM NaOH dans la bouteille Wash 1. Fermer la bouteille. 
2. Ajouter 50 mL de Ion PGM Sequencing 1X W3 Solution dans la bouteille Wash 3 et 

fermer la bouteille. 
 

3.4.4 Initialisation 
 

1. S’assurer qu’une puce déjà utilisée est en place. 
2. Dans la page d’accueil, sélectionner Initialize. 
3. Sur la page suivant presser sur Enter Barcode et scanner le barcode du Ion PGM 

Sequencing 300 W2 Solution présent sur la bouteille. 
4. Presser sur Next et confirmer qu’une puce est en place ainsi que des sippers et des 

poubelles. Presser de nouveau sur Next. 
5. L’appareil vérifie à cette étape la pression du gaz. 
6. Enfiler de nouveaux gants et installer un nouveau sipper sur le bouchon Wash 2. Faire 

en sorte que le sipper ne touche aucune surface. 
7. Installer la bouteille Wash 2. 
8. Installer de nouveaux sipper sur les bouchons Wash 1 et 3, et y installer les bouteilles 

Wash 1 et 3. 
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9. Presser sur Next pour lancer l’initialisation (durée environ 30 min). 
10. Le PGM teste ensuite l’étanchéité des différentes bouteilles, remplit la bouteille Wash 

1 avec de la solution W2 et ajuste le pH de la solution W2. Compter environ 30min. 
 

Troubleshooting 

 

L’initialisation peut parfois échouer car le PGM n’a pas réussi à ajuster le pH de la solution 

W2 à 7,65. Selon le pH atteint procéder de la manière suivante : 

 

1. Cas n°1 : 7,65 < pH W2 
Si le pH final est d’environ 7,80 ajouter 5 µL d’HCl à 10mM dans la bouteille Wash 2. 

Bien mélangé et redémarrer l’initialisation en appuyant sur Start. Après un premier 

cycle (ajout Wash 1, homogénéisation et mesure pH de W2) le pH sera descendu à 

environ 7,2. 

 

2. Cas n°2 : pH W2 < 7,65 
Transvaser le volume restant dans la bouteille Wash 1 dans la bouteille Wash 2. Ajouter 

350 µL d’NaOH à 100mM dans la bouteille Wash 1. 

Retourner à l’écran d’accueil pour lancer une nouvelle initialisation. 

 

3.4.5 Préparation des tubes contenant les dNTPs 

 

IMPORTANT : Manipuler les tubes de dNTPs soigneusement afin d’éviter toutes 

contaminations. Changer de gants à chaque transfert. Les laisser sur la glace durant le 

protocole. Utiliser des cônes à filtre. 

 

1. Préparer quatre tubes 50 mL en collant les étiquettes fournit dans le kit permettant de 
les identifier selon le dNTP qui y sera ajouté (dGTP, dCTP, dATP et dTTP). Les laisser 
dans la glace. 

2. Vortexer et centrifuger en mode spin les différents tubes une fois les dNTPs 
décongelés. 
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3. Transférer 20 µL de chaque dNTP dans leur tube attitré. Changer de gants à chaque 
transfert pour éviter toute contamination.  

 

3.4.6 Installation des tubes dNTPs 

 

1. Une fois la préparation du Wash 2 terminée par le PGM, jeter les sipper des ports dNTP. 
2. Avec de nouveaux gants, attacher de nouveaux sipper sur chaque port dNTP. 
3. Attacher chaque tube contenant les dNTPs en respectant l’ordre indiqué sur l’appareil. 

Il n’est pas nécessaire de changer de gants à chaque fois. Bien serré en faisant 
attention à ce que les tubes soient bien droit. 

4. Suivre les indications affichées sur l’écran pour poursuivre l’initialisation (vérification 
de la pression dans tubes et bouteilles, remplissage des tubes dNTP avec du Wash 2, 
et mesure de pH de chaque solution) 

5. Sélectionner Next pour finir l’initialisation et retourner dans la page d’accueil. 
L’appareil est prêt pour le run. Procéder au chargement de la puce. 

 

3.5 Chargement de la puce (Ion 316™/Ion 318™) 

 

3.5.1 Préparation de l’échantillon à séquencer 

 

1. Homogénéiser l’échantillon à la pipette 100 fois puis vortexer 5 fois 1 s. 
2. Vortexer le tube Control Ion Sphere™ (stocké à -20°C) et centrifuger. 
3. Ajouter 5 µL de Control Ion Sphere™ dans l’échantillon à séquencer (Volume final = 55 

µL). 
4. Ajouter ensuite 150 µL d’Annealing Buffer. Homogénéiser à la pipette 10 fois puis 

vortexer 10 fois 1 s. 
5. Centrifuger le tube 2 min à 15 500g. 
6. Eliminer le surnageant en plaçant le cône à l’opposé du culot pour éviter de le disperser 

(noter le sens à laquelle le tube à été centrifugé). Laisser 15 µL dans le tube (comparer 
avec un tube témoin). Garder le cône sur la pipette. 

7. Ajouter 12 µL de Sequencing Primer. 
8. Homogénéiser en vortexant 10 fois 1s puis à la pipette 100 fois par 

aspiration/refoulement (avec le cône de l’étape 5). 
9. Disposer le tube sur le thermocycleur et lancer le programme Annealing (2 min à 95°C ; 

2 min à 37°C) 
10. Ajouter, juste après la fin du programme, 4 µL de PGM 300 Sequencing Polymerase 

(Volume final = 31 µL). 
11. Homogénéiser à la pipette par 100 fois aspiration/refoulement et centrifuger en mode 

spin. Replacer le tube sur le thermocycleur régler à 20°C et laisser incuber 5 min. 
Procéder à la vérification et au lavage de la puce pendant ce temps. 
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3.5.2 Vérification et lavage de la puce 

 

Précautions quant à l’utilisation de la puce 

Ne jamais placer la puce directement sur une surface quelconque, toujours la disposer sur son 

adaptateur quand elle n’est pas dans le PGM. 

Ne jamais porter de gants lors de sa manipulation. 

Poser son index sur la plaque situé à côté de l’emplacement pour la puce afin d’éliminer tout 

effet électrostatique à chaque fois que la puce doit être installé ou enlevé du PGM. 

 

Vérification de la puce 

Cette étape permet de vérifier que la puce ne présente aucun problème de fonctionnalité et 

que l’échantillon peut y être chargé. 

1. Sélectionner Run dans la page d’accueil et suivre les indications pour lancer la 
vérification.  

2. Poser son index sur la plaque et installer la puce dans l’emplacement prévu à cet effet 
dans le PGM. Suivre les indications affichées sur l’écran. 

3. Scanner le code barre situé sur le sachet de la puce. 
4. Presser sur Chip Check. 
5. Vérifier l’absence de fuite autour de la puce. 
6. Une fois la vérification terminée presser sur Next et suivre les indications pour enlever 

la puce et la remplacer par une puce usagée. 
 

Préparation de la puce 
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1. Incliner la puce à 45° de sorte que le loading port soit en bas 
2. Aspirer le maximum d’Annealing Buffer restant à l’aide d’une pipette via le loading 

port. Eliminer le liquide. 
 

 

 

 

 

 

 

3. Placer la puce face vers le bas dans l’adaptateur et disposer l’ensemble dans la 
centrifugeuse avec la languette de la puce vers le centre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Centrifuger 5s pour vider complètement la puce. Disposer l’adaptateur sur la paillasse 
et enlever, à l’aide d’une pipette, le liquide restant. 

 

Chargement de la puce 

1. Récupérer le tube resté sur le thermocycleur et injecter, à l’aide d’une pipette Rainin 
SL-L100F, l’échantillon dans la puce : 

a. Régler la pipette à 30 µL. Laisser l’écrou de réglage volumétrique débloqué. 
Aspirer la totalité de l’échantillon. 

b. Insérer le cône dans le loading port. La pipette doit rester verticale tout au long 
du chargement. 

c. Injecter le liquide lentement et régulièrement en réglant le volume vers le bas 
à 1 µL par seconde jusqu’à 0,5 µL pour éviter l’introduction de bulles. 
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2. Centrifuger la puce 30s, la languette vers le centre. 
 

 

 

 

 

 

 

 

3. Mélanger l’échantillon à l’intérieur de la puce : 
a. Régler la pipette à 20 µL. 
b. Incliner la puce à 45 degrés avec le loading port vers le bas. Descendre le piston 

de la pipette pour procéder à une aspiration et placer le cône à l’intérieur du 
loading port. 

c. Faire 3 aspirations/refoulements très lents pour éviter la formation de bulles. 
4. Centrifuger la puce 30 s, la languette vers l’extérieur 

 

 

 

 

 

 

5. Répéter de nouveaux les étapes 3. et 4. 3 fois en centrifugeant la puce languette vers 
l’intérieur, extérieur puis intérieur (la languette doit toujours être orientée vers 
l’intérieur lors de  la dernière centrifugation). 

6. Incliner la puce à 45 degrés et aspirer lentement le maximum de liquide via le loading 
port. Orienter la puce vers la gauche et la droite selon l’emplacement du liquide. 
Eliminer le liquide récupéré. 

7. S’il reste encore de l’échantillon, réaliser une centrifugation de 5s en disposant la puce 
languette vers l’extérieur. Essayer de nouveau d’éliminer le liquide à l’aide de la 
pipette. 

8. Procéder immédiatement au lancement du run.   
 

Importation de la feuille de route et lancement du run 
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1. Presser sur Browse et sélectionner la feuille de route créée précédemment. 
2. Vérifier que les différents paramètres soient corrects. 

Nombre de cycles : 160 cycles (640 flux) 

Planned Run : Nom du run donné 

Application : GENS 

Reference : hg19 

Barcode Kit : Ion Xpress 

Ion PGM Sequencing Kit: 300 

 

3. Remplir les champs Project, Sample, Run Name et User Notes. 
 

 

 

4. Après l’importation de la feuille de route, presser sur OK pour confirmer les 
paramètres. 

5. Installer la puce chargée sur l’appareil puis presser sur Next. 
6. Vérifier au début du run d’éventuels fuites autour de la puce avec de fermer le 

couvercle. 
7. Une fois le run terminé, l’écran retourne à la page d’accueil. 

BRCA_DIAG 

Diag_CH 

TD ou NDXX 

Intiales 
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Analyses diagnostiques BRCA avec le PGM 

Description 

Plan 

Etape 1 : Récupération des données 

1) Récupération des données brutes 

2) Récupération des données de qualité 

 QC reports 

 RGT graphs 

Etape 2 : Analyse NextGene 

1) Conversion des données 

2) Analyse des données 

Note sur la conservation des données 

Note sur la 2ème analyse 

Etape 3 : Import des données dans FileMaker 

1) Création d’une série  

2) Import des données 

Note sur le cas où 2 runs ont été passés pour une même série 

Etape 4 : Validation des résultats 

1) Vérification des données 

2) Validation en Sanger 

Annexes 

1) NextGene viewer 

2) Paramètres d’alignement (SNV et Indel) 

3) Logigramme d’analyse Indel récurrents 

4) Logigramme de validation des résultats dans FMP 
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Analyses diagnostiques BRCA avec le PGM 

V. Etape 1 : Récupération des données 

- Se connecter à http://bioinfo-portal.curie.fr/KDI 

- Entrer son identifiant et son mot de passe 

- valider en cliquant sur login 

- Cliquer sur le projet « Diagnostic sur BRCA1 et BRCA2 » 

- Dans « Dataset filters », sélectionner votre run : Dataset Name = n° de Run 

- Cliquer sur , une ligne comportant votre run doit apparaitre : 

- Cliquer sur la flèche orange : 

 

- Cliquer sur "+" pour dérouler l’arborescence : 

 

Attention : totalité 

des fichiers 

téléchargés en 

cliquant ici 

Pour télécharger 

seulement les 

fichiers 

sélectionnés, 

cliquer ici 

https://mail.curie.fr/owa/redir.aspx?C=4f84f5e8eb74490fa4fdac5c666d40f2&URL=http%3a%2f%2fbioinfo-portal.curie.fr%2fKDI
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C. 1) Récupération des données brutes 

- Sélectionner les données sous le format .sff  

- Télécharger les données en cliquant sur « TAR archive » (~8Gb soit ~10min de téléchargement) 

- Sauvegarder sur le bureau du PC NextGene, dans un nouveau dossier au nom du run, puis dans un 

sous-dossier nommé « Données brutes »  

- Extraire les données (clic droit sur le fichier « tar » > extraire ici)  
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D. 2) Récupération des données de qualité 

 QC reports 

- Sélectionner le rapport de run (ex : qc_reports > qc_run > TD20_report.pdf) 

- Sélectionner les rapports « diagnostics » par échantillon (ex :  qc_reports > qc_per_sample  > 

TD20R1 > qc_diag > TD20R1-NGS-QcDiagnocticReport.pdf) 

- Sauvegarder dans Synapse : P:\Analyses NGS\QC Reports\ « dossier au nom du run » 

 

 RGT graphs 

- Sélectionner les fichiers d’analyses RGT (ex : analyses_target-pgm_U900 > 

TD20.RGT_analysis  > TD20.RGT.foldchange_graphs.pdf + fichier « csv ») 

- Sauvegarder dans Synapse : P:\Analyses NGS\RGT graphs\ « dossier au nom du run » 

 

 

VI. Etape 2 : Analyse NextGene 

Note : Attention à la version NextGene utilisée. Selon la version des paramètres peuvent 

varier. 

Version actuelle : v2.3.1 

 

1) Conversion des données 

- Ouvrir le logiciel NextGene. La fenêtre « Project Wizard – Application Type » s’ouvre. 
(si non : dans « File », cliquer sur « Open Project Wizard ») 

- Cocher les paramètres suivants (Reséquencage sur PGM) 
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- Cliquer sur « Next »  



 
 

178 
 

- Cliquer sur « Format Conversion » 

 

- Dans « Input », cliquer sur « Add » (1) 

 

(1) 

(2) 

(3) 
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- Charger les données brutes précedemmment téléchargées au format .sff (tous les fichiers 

peuvent être traités en bloc) 

- Cliquer sur Ion PGM, sélectionner SFF (2) 

- Cliquer sur « Set » pour l’output (=dossier de destination des données converties) (3) 

- Dans « Settings », utiliser les paramètres de conversion par défaut (indiqués ci-dessus) 

- Dans le dossier du run créer un dossier « Données converties » 

- Cliquer sur « OK » (durée de conversion env 1 min par Barcode) 

 

2) Analyse des données 

L’analyse des données de SNV et d’Indel se font séparément (car les paramètres de filtrage 

des données de séquences sont différentes). 

- Dans le dossier de run (sur le bureau du PC NextGene), créer 2 sous-dossiers d’analyses 

pour les SNV et les Indel.  

Exemple : 

  

Attention : La structure et le nom des dossiers doivent être strictement respectés pour la 

prise en charge automatique d’import dans Filemaker. 

 

L’analyse de l’ensemble des données de séquences d’une série peut se faire automatiquement 

grâce à un fichier « .ngjob ». Celui-ci contient les informations des fichiers d’échantillons, des 

séquences de référence et des configurations d’analyse. Il est généré grâce à un script créé 

sous FileMaker Pro. 

5. - - Analyse des SNV 

> Création du fichier .ngjob 

- Dans Synapse : P:\Analyses NGS, ouvrir le fichier FileMaker « creation_NGJOB.fmp12_v2 » 
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Note : chemin de connection à Synapse : \\Synapse\analyses_NGS 

  Login : ID@curie.net 

- Sélectionner (voir exemple page suivante) : 

> le nom du projet (= nom du run) (1) 

> le chemin du 1er échantillon (dans « Données converties » (2) 

Bien sélectionner le fichier « converted.fna » (et pas le fichier « removed.fna ») 

> les séquences de référence « BRCA1.gbk » et « BRCA2.gbk » (dossier REFS sur le bureau) 

(3) 

> le fichier de configuration « SNV.ini » (4) 

> le répertoire de destination (SNV) (5) 

> le nombre de patients  

file://Synapse/analyses_NGS
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- Cliquer sur « Go ! » 

 

- Un fichier .ngjob portant le nom du run est créé sur le bureau du PC NextGene. 

> Analyse NextGene (voir exemple page suivante)  

-  Cliquer sur « File » > « Open Project Wizard » 

- Cliquer sur « Show Project Log », une nouvelle fenêtre s’ouvre > cliquer sur « Load » (1) 

- Sélectionner le fichier .ngjob du run à analyser 

-  Vérifier que les différents paramètres importés soient corrects 

- Cliquer sur « run » (2) (durée d’analyse env 1 min par Barcode) 

 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 
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- Vérifier pour le 1er échantillon que le tableau de « Mutation Report » soit correct : 

Ouvrir sous excel le fichier correspondant, et vérifier que dans la colonne « Mutation call » 

correspondent bien des SNV. 

 

Note : le message suivant apparait après l’import d’un 2è fichier .ngjob  > cliquer sur ok : 

 

  

(2) 

(1) 
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6. - - Analyse des Indel 

Procéder de la même façon que pour l’analyse des SNV, en modifiant les paramètres de 

configuration et le fichier de destination : 

- Créer un fichier .ngjob, avec les mêmes données, sauf pour : 

> le fichier de configuration « Indel.ini » 

> le répertoire de destination (Indel) 

- Cliquer sur « Go ! »  

-  Dans NextGene, importer le fichier .ngjob du run à analyser 

-  Vérifier que les différents paramètres importés soient corrects 

-  Cliquer sur « run » (durée d’analyse env 1 min par Barcode) 

- Vérifier pour le 1er échantillon que le tableau de « Mutation Report » soit correct : 

Ouvrir sous excel le fichier correspondant, et vérifier que dans la colonne « Mutation call » 

correspondent bien des Indel. 

 

Transférer les dossiers « SNV » et « Indel » générés sur Synapse 

P:\ Analyses NGS\BRCA_multiplicom\analyse\« dossier au nom du run » 

 

E. Note sur la conservation des données : 

- Les données brutes et converties (stockées sur le PC NextGene) sont supprimées au fur et à mesure 
de la validation des séries. 

 
- Les données analysées (dossiers « SNV » et « Indel » sont conservées sur Synapse. 
 

F. Note sur la 2ème analyse : 

Création sur le "PC NextGene", dans le dossier de run, d'un sous-dossier noté "2emeAnalyse". Ce 
dossier est ensuite copié sur Synapse, comme dans l'exemple suivant: 
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Questions sur la 2ème analyse:  
- faut-il repartir du départ, càd des données brutes extraites de KDI, ou seulement vérifier la cohérence 
des noms de fichiers des données brutes et converties? 
- puisque l'import des données et l'analyse NextGene se font automatiquement grâce au fichier ".ngjob", 

faut-il refaire la manip ou seulement vérifier la cohérence des no 
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RÉSUMÉ DE LA THÈSE  

Le travail de thèse proposé a pour sujet l’utilisation d’une plateforme de séquençage à haut-débit dans 
l’étude des gènes BRCA1 et BRCA2. Ce projet a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de 
Génétique de l’Institut Curie de Paris. La première partie d’introduction présente l’intérêt de l’étude 
des gènes BRCA1 et BRCA2 dans les prédispositions génétiques aux cancers du sein et de l’ovaire. Elle 
rappelle également les différents mécanismes de mutationnels (incluant l’impact sur l’épissage)  et les 
principes généraux du séquençage à haut-débit. 

La seconde partie concerne le champ d’application de la technique de séquençage à haut-débit par le 
séquenceur Personal Genome Machine ® (PGM) dans le cadre de la prise en charge diagnostique des 
prédispositions génétiques aux cancers du sein (et de l’ovaire). Elle présente le protocole de cette 
technique utilisé ainsi que les difficultés d’analyse et de traitements des données rencontrées dans le 
cadre d’une utilisation diagnostique. 

La troisième  partie concerne l’utilisation du PGM au sein d’un projet de recherche visant à utiliser la 
puissance des outils de séquençage à haut-débit afin d’évaluer l’impact des variants d’épissage pour 
les gènes BRCA1 et BRCA2. Une approche par séquençage des produits de RT-PCR obtenus pour 
plusieurs patients porteurs de mutation affectant l’épissage a permis d’obtenir plusieurs données 
intéressantes et prometteuses. L’analyse bio-informatique des résultats reste cependant très délicate 
et laisse présager la nécessité de tester d’autres approches expérimentales afin d’affiner l’utilisation 
de cette technique dans l’évaluation de l’impact des variants d’épissage. 

Les plateformes de séquençage à haut-débit sont en réalité des plateformes de biologie moléculaire 
aux multiples champs d’application. L’intérêt de ce sujet de thèse réside donc dans la description d’une 
approche maitrisée  du séquençage à haut-débit (diagnostic BRCA1 et BRCA2) et le développement 
d’une activité de transfert (impact des variants d’épissage).  
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