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• Utilisateur: adresse mail u-psud 

https://software.broadinstitute.org/software/igv/download 

Installation IGV.4 



Installation IGV.4 



Installation IGV.4 



Installation IGV.4 



Téléchargements des BAM 

https://partage.gustaveroussy.fr/pydio_public/5881c8 

https://partage.gustaveroussy.fr/pydio_public/5881c8


Quelques rappels 

• NGS: Next generation Sequencing 

• Nouvelle technique d’étude du génome 

• Preuve de principe 2004-2005 

• Première application dans une maladie mendélienne 2009 

• Actuellement c’est la méthode de routine en diagnostic 



• Tous les gènes et les régions intergéniques 

• 46 chromosomes 

• >3 Gb  paires de bases 

• 20.000 gènes 

• >  233,785 exons 

• 8 exons / gènes [1-283] 

Le genome humain 



Gène et expression du génome humain 

5’UTR 3’UTR 

5’UTR 3’UTR 



Les différents types d’anomalies génétiques 

Anomalie Méthode d’étude 

Délétion d’un gène  CGHarray, MLPA, QMPSF,+/- NGS  

Délétion intragenique (1 ou >exons) 
qPCR, MLPA, QMPSF,+/- NGS  
 

Expansion de triplets PCR 

Anomalie d’empreinte génomiques PCR-methyl spécifique 

Mutation ponctuelle / indel Sanger ou NGS 



~20.000 variations (exome) 

~~200-300 (panel) 

• Cf cours du Dr Christine Bole-Feysot  

• Séquancage massive en parallele. 

• Panel, exome ou genome 

• Traitement bioinformatique 

• Generation de plusieurs variations 

• Fichiers de sorties (OUTPUT): 

– BAM (IGV) 

– VCF (Excel) 

NGS: Principe 



Permet de réduire les 

parties d’ADN à séquencer  

 

 

Ex: exome :  

Ensemble des zones du 

génome couvert par des 

séquences codant pour des 

gènes 

Environ 50 Mbases (au lieu 

de 3.3 Gbases)  

NGS: Principe 



NGS: Principe 



NGS: OUTPUT 

BAM 

VCF 



NGS: critère de qualité (FASTQC) 

Fastqc 



NGS: critère de qualité (IGV) 



NGS: critère de qualité (IGV) 

Erreur d’alignement 



Les differents types de variants 



SNV 



Délétion 



Interprétation des variants en NGS  

Pathogène Bénin Undétrminé  (VUS) 

Interprétation 



Interpretation des variants en NGS  

~20.000 variations 

Critère de Qualité 

 

Fréquence ( MAF) 

 

Nature du variant 

 

Impact 

 

Prediction   

500 

~200 variations 

Critère de Qualité 

 

Fréquence ( MAF) 

 

Nature du variant 

 

Impact 

 

Prediction   

~10 

Panel  Exome 



MAF(Minor Allele Frequency) 

• Fréquence de l’allèle mineur dans une population donnée 

• Base de données de polymorphisme 

– dbSNP 

– ExAC 

– EVS 

– 1000Genomes 

– GnomAD ( +150000 exome et génomes) 

• Intérêt de la plateforme Varsome ( varsome.com) 

 

 



http://www.ensembl.org Entrez : rs73424975 comme critere 









MAF ( exemple GnomAD) 

http://gnomad.broadinstitute.org/variant/22-42095603-G-A 

MAF : Minor allelic frequency 



Impact du variant 



Impact du variant 

• HIGH 

• STOP 

• Mutation avec décalage de cadre de lecture 

• Mutation d’épissage 

• MODERATE 

• Missense 

• Délétion ou insertion en phase 

• LOW 

• Mutation synonyme 

• Région intronique profonde 

• MODIFIER 

• Région régulatrice ( 5’UTR, 3’UTR,....) 

 



Logiciel de prédictions (missense) 

• Variation d’un seul nucleotide 

• Remplacement d’un acide aminé par un autre 

• GGC(Gly) ->AGC (Ser)  

• Effet ? 

Logiciel de prédiction 



http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 

Logiciel de prédictions (missense) 



L200 V  

Logiciel de prédictions (missense) 



Logiciel de prédictions (missense) 

http://bejerano.stanford.edu/mcap/ 



Logiciel de prédictions (epissage) 

http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml 



Logiciel de prédictions (epissage) 

http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml 



Logiciel de prédictions (epissage) 

http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml 



En pratique 

~200 variations 

Critere de Qualité 

 

Fréquence ( MAF) 

 

Nature du variant 

 

Impact 

 

Prediction   

~10 

Compatibilité avec histoire familiale 



En pratique 



• Application NGS (AH)   

– Panel 

– Exome 

• Bases de données (PD) 

– Orphanet 

– OMIM 

– PubMed 

En pratique 



PANEL NGS 
1ere application 



Cas clinique 4 

• Patiente d’origine Marocaine 

• Pas de consanguinité. 

• 30 ans 

• IOP sporadique  

• Réglée a 11 ans, cycles réguliers 

• Aménorrhée secondaire à 30 ans  

• FSH=97UI/l puis à 90UI/l 

•  AMH basse (<0,1 à 29 ans) 

• Echographie: pas de follicule. 

• Mère ménopausée à 52 ans; Bien portante. 
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Cas clinique 4 

• VCF=CC4.vcf 

• BAM=CC4.bam 

• Prendre également des BAMs controls: 

– 18GP03578.bam 

– 18GP04227.bam  
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Cas clinique 4 

1 2 
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• VCF=CC4.vcf 

 Pour faciliter les analyses utilisez l’onglet « all_variants » 

• BAM=CC4.bam 

• Prendre également des BAMs controls: 

– 18GP03578.bam 

– 18GP04227.bam  

 

 



Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ? 

• Sans les « MODIFIER » ? 

• Sans les synonymes ? 

• Check IGV ? 

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ? 

• Quel(s) variants retenez vous ?  
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Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ?  15 

• Sans les « MODIFIER » ?  

• Sans les synonymes ?  

• Check IGV ?  

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ?  

• Quel(s) variants retenez vous ?  
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Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ?  15 

• Sans les « MODIFIER » ? 7 

• Sans les synonymes ?  

• Check IGV ?  

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ?  

• Quel(s) variants retenez vous ?  
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Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ?  15 

• Sans les « MODIFIER » ? 7 

• Sans les synonymes ? 5 

• Check IGV ?  

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ?  

• Quel(s) variants retenez vous ?  
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Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ?  15 

• Sans les « MODIFIER » ? 7 

• Sans les synonymes ? 5 

• Check IGV ? 3 

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ?  

• Quel(s) variants retenez vous ?  
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Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ?  15 

• Sans les « MODIFIER » ? 7 

• Sans les synonymes ? 5 

• Check IGV ? 3 

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ? NOBOX,ERAL1,ZP3 

• Quel(s) variants retenez vous ?  
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Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ?  15 

• Sans les « MODIFIER » ? 7 

• Sans les synonymes ? 5 

• Check IGV ? 3 

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ? NOBOX,ERAL1,ZP3 

• Quel(s) variants retenez vous ? NOBOX 

• Quel est votre conduite a tenir ?  
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Cas clinique 4 

• Nombre de variants avec une MAF<1% ?  15 

• Sans les « MODIFIER » ? 7 

• Sans les synonymes ? 5 

• Check IGV ? 3 

• Quels sont les variants pathogènes ou probablement 

pathogènes ? NOBOX,ERAL1,ZP3 

• Quel(s) variants retenez vous ? NOBOX 

• Quel est votre conduite a tenir ? Sanger; ségrégation ; 

test d’épissage 
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• IOP sporadique 

• Variant d’épissage dans NOBOX probablement à l’origine de l’IOP de cette patiente 

• Etude de ségrégation  

• Etude de l’effet du variant au niveau de l’ARN 

Cas clinique 4 



EXOME 
2eme application 



Cas clinique 1 



Interpretation des variants en NGS  

~20.000 variations 

Critere de Qualité 

 

Fréquence ( MAF) 

 

Nature du variant 

 

Impact 

 

Prediction   

500 

~200 variations 

Critere de Qualité 

 

Fréquence ( MAF) 

 

Nature du variant 

 

Impact 

 

Prediction   

~10 

Panel  Exome 



Les stratégie d’exome intrafamilial 

Boycott et al.,Nat Rev Genet. 2013  

La détermination de la mutation causale, parmi les variations restantes, dépend de l'hérédité 

de la maladie 



• Famille d’origine Finlandaise 

• CI (II.1) 

– Réglée a 12 ans, cycle irréguliers 

– Aménorrhée secondaire à 24 ans avec bouffée de chaleur. 

– FSH=41UI/l puis à 120UI/l, AMH basse (0,2 à 28 ans)  

– Echographie: ovaire de petite taille, présence de follicule. 

• Sœur du CI (II.2) 

– Réglée a 12 ans , cycles irréguliers. 

– Spanioménorrhée , bouffée de chaleur à 20 ans. 

– FSH=16, AMH=0,6 ( 23 ans) 

– Echographie: pas de follicule 

• Mère (I.2) 

– Ménopause à 47 ans; Bien portante. 
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• On veut réaliser un exome pour identifier la cause génétique à 

l'origine de l’ IOP des deux sœurs. 

• Quel est le mode de transmission le plus probable ? 

• Quelle stratégie d’analyse d’exome faut-il privilégier ? 

• Quel sont les membres de cette famille à inclure dans l’étude 

d’exome ? 

 

Cas clinique 1 



1 2 

1 2 3 

I 

II 

WES POI 

• On veut réaliser un exome pour identifier la cause génétique à l'origine de 

l’ IOP des deux sœurs. 

• Quel est le mode de transmission le plus probable ? 

– Transmission autosomique récessive 

• Modèle homozygote ou hétérozygote composite  

– Transmission autosomique dominante (père) 

• Quelle stratégie d’analyse d’exome faut-il privilégier ? 

– Exome comparatif intrafamilial  

• Quel sont les membres de cette famille à inclure dans l’étude d’exome ? 

– Les deux sœurs atteintes et leur mère. 

 

Cas clinique 1 



• Les exomes des sœurs atteintes et de leurs mère sont disponibles. 

• Voici les statistiques des 3 exomes. 

 

 

 

 

 

• Comment filtrer ces variants pour identifier le variant causal ? 

 

Nombre de variants Mère CI(II.1) Sœur(II.2) 

SNP 37929 37590 37859 

indel 2692 2753 2702 

total 40621 40343 40561 

Cas clinique 1 



Cas clinique 1 

• Comment filtrer les variants pour identifier le variant causal ? 

– Fréquence rare ( fréquence de <1% dans les bases de donnée de 

polymorphisme). 

– Impact des variants 

– Modèle ( homozygote, hétérozygote …) 

– Eliminer les biais de séquençage 

– Fonction du gène 

– Logiciel de prédiction de pathogénie ( missense +++, mutation d’épissage) 

– Conservation nucléotidique 

– Expression tissu spécifique 

– Modèle animaux .. 

 

 



Cas clinique 1 

• Variant restants après les premiers filtres. 

• VCF: 

– CasIndex_VCF.xls 

– Mere_VCF.xls 

– Soeur_VCF.xls 

• BAM 

– Cas index: Sample_MIS12VA-3.bam 

– Sœur: Sample_MIS12VA-4.bam 

– Mère: Sample_MIS12VA-2.bam 



• Première Hypothèse: Une mutation homozygote chez les deux sœurs et hétérozygote 

chez leur mère 

• Nombre de variants homozygote chez le CI , rare ( <1% 1000Genome, EVS et ExAC)? 

• Nombre de variants homozygote chez le CI , rare ( <1% 1000Genome, EVS et ExAC)? 

• Nombre de variants hétérozygote chez le mère , rare ( <1% 1000Genome, EVS et ExAC)? 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cas clinique 1 



• Première Hypothèse: Une mutation homozygote chez les deux sœurs et hétérozygote 

chez leur mère 

• Nombre de variants homozygote chez le CI , rare ( <1% 1000Genome, EVS et ExAC) 

– 94 variants (H=9;M=43;L=41) 

• Nombre de variants homozygote chez le CI , rare ( <1% 1000Genome, EVS et ExAC) 

– 46 variants (H=5;M=28;L=13) 

• Nombre de variants hétérozygote chez le mère , rare ( <1% 1000Genome, EVS et ExAC) 

– 512 variants (H=23;M=283;L=206) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cas clinique 1 



Fouquet et al., eLife. 2017  

 Transmission autosomique dominante 

 Homozygote chez la patiente ( II.1; II.2) 

 Heterozygote chez la mere ( I.2) 
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II.2 

94 

II.1 

512 

I.2( mother) 

Cas clinique 1 



Fouquet et al., eLife. 2017  
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I.2( mother) II.1 

II.2 

 Transmission autosomique dominante 

 Homozygote chez la patiente ( II.1; II.2) 

 Heterozygote chez la mere ( I.2) 

Cas clinique 1 



Fouquet et al., eLife. 2017  
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 Transmission autosomique dominante 

 Homozygote chez la patiente ( II.1; II.2) 

 Heterozygote chez la mere ( I.2) 

chrom position gene refseq protein variation impact consequence 

chr1 17086939 MST1L NM_001271733.1 R128X HIGH frameshift_variant 

chr14 45658326 FANCM NM_020937.2 Q1701* HIGH stop_gained 

chr2 21227503 APOB NM_000384.2 T3945A MODERATE missense_variant 

chr19 55239223 KIR3DL3 NM_153443.3 V168I MODERATE missense_variant 

chr21 10910340 TPTE NM_199261.2 L472L LOW synonymous_variant 

Cas clinique 1 



Fouquet et al., eLife. 2017  
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I.2( mother) II.1 

II.2 

5 variations 

False Positive 
 

Gene function 
 

Expression 
 

Conservation 
 

Mouse model  
 
 
 

2 

Cas clinique 1 



chrom  position gene refseq protein variation impact consequence sample status 

chr14 45658326 FANCM NM_020937.2 Q1701* HIGH stop_gained 

I.2(Mere) 

II.1(CI) 

II.2(SOEUR) 

HTZ 

HOM_mut 

HOM_mut 

chr19 55239223 KIR3DL3 NM_153443.3 V168I MODERATE missense_variant 

I.2(Mere) 

II.1(CI) 

II.2(SOEUR) 

HTZ 

HOM_mut 

HOM_mut 

Cas clinique 1 



chrom  position gene refseq protein variation impact consequence sample status 

chr19 55239223 KIR3DL3 NM_153443.3 V168I MODERATE missense_variant 

I.2(Mere) 

II.1(CI) 

II.2(SOEUR) 

HTZ 

HOM_mut 

HOM_mut 

Cas clinique 1 



chrom  position gene refseq protein variation impact consequence sample status 

chr19 55239223 KIR3DL3 NM_153443.3 V168I MODERATE missense_variant 

I.2(Mere) 

II.1(CI) 

II.2(SOEUR) 

HTZ 

HOM_mut 

HOM_mut 

• Prédiction bio-informatique: bénin 

• SIFT , Polyphen 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cas clinique 1 



chrom  position gene refseq protein variation impact consequence sample status 

chr19 55239223 KIR3DL3 NM_153443.3 V168I MODERATE missense_variant 

I.2(Mere) 

II.1(CI) 

II.2(SOEUR) 

HTZ 

HOM_mut 

HOM_mut 

Cas clinique 1 



chrom  position gene refseq protein variation impact consequence sample status 

chr14 45658326 FANCM NM_020937.2 Q1701* HIGH stop_gained 

I.2(Mere) 

II.1(CI) 

II.2(SOEUR) 

HTZ 

HOM_mut 

HOM_mut 

Cas clinique 1 



FANCM: Q1701* 



FANCM: Q1701* 



FANCM: Q1701* 



FANCM: Q1701* 



FANCM: Q1701* 



FANCM: Q1701* 

1 2 

1 2 3 

I 

II WES 

POI 



• Forme familiale  consanguine d’IOP  non syndromique. 

• Identification d’un  variant pathogène dans FANCM 

• 1ere implication de FANCM dans l’IOP 

• Intérêt des formes familiales et consanguines dans l'identification de 

nouveaux gènes d’IOP. 

• Robustesse de l’exome comparatif dans les formes familiales 

Cas clinique 1 



Cas clinique 2 



Cas clinique 2 

• Famille d’origine Caucasienne. 

• Parents non consanguins 

• CI (II.1) 

– Aménorrhée primaire  avec impubérisme. 

– FSH = 86UI/l , LH=27,5 UI/l, E2<3pg/ml.  

– Echographie: utérus infantile, bandelette ovarienne. 

• Sœur du CI (II.2) 

– Aménorrhée primaire avec impubérisme et bandelette 

ovarienne ( échographie). 

• Mère (I.2) 

– Ménopause à 51 ans; Bien portante. 
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• On veut réaliser un exome pour identifier la cause génétique à 

l'origine de l’ IOP des deux sœurs. 

• Quel est le mode de transmission le plus probable ? 

• Quelle stratégie d’analyse d’exome faut-il privilégier ? 

• Quel sont les membres de cette famille à inclure dans l’étude 

d’exome ? 

 

Cas clinique 2 
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• On veut réaliser un exome pour identifier la cause génétique à l'origine de 

l’ IOP des deux sœurs. 

• Quel est le mode de transmission le plus probable ? 

– Transmission autosomique récessive 

• Modèle hétérozygote composite  

– Transmission autosomique dominante (père) 

• Quelle stratégie d’analyse d’exome faut-il privilégier ? 

– Exome comparatif intrafamilial  

• Quel sont les membres de cette famille à inclure dans l’étude d’exome ? 

– Les deux sœurs atteintes et leur mère. 

 

Cas clinique 2 



• Hypothèse I:  Modèle récessive ( Hétérozygote composite) 

• Stratégie d’analyse ? 

 

 

Cas clinique 2 



• Hypothèse I:  Modèle récessive ( Hétérozygote composite) 

• Stratégie d’analyse ? 

– Deux variants hétérozygotes rares chez les deux sœurs. 

– Dans le même gène. 

– Pathogènes . 

– Dont l’un transmis par la mère. 

– Le gène doit être impliqué dans la physiopathologie ovarienne. 

 

 

 

Cas clinique 2 



Cas clinique 2 

• Variant restants après les premiers filtres. 

• VCF: 

– CI_variants_rares.xls 

– Mere_variants_rares.xls 

– Soeur_variants_rares.xls 

• BAM 

– Cas index: MIS4-3.sorted.bam 

– Sœur: MIS4-4.sorted.bam 

– Mère: MIS4-2.sorted.bam 



• Nombre de variants hétérozygotes rares chez la mère  ? 

• Nombre de variants hétérozygotes rares chez le CI ? 

• Nombre de variants hétérozygotes rare chez la sœur du CI ? 

• Nombre de gènes avec au moins deux variants chez le CI ? 

• Nombre de gènes avec au moins deux variants chez la sœur du  CI ? 

• Nombre de gènes  communs entre les deux sœurs? 

 

 

Cas clinique 2 



• Nombre de variants hétérozygotes rares chez la mère  ? 

– 427 variants 

• Nombre de variants hétérozygotes rares chez le CI ? 

– 331 variants 

• Nombre de variants hétérozygotes rare chez la sœur du CI ? 

– 323 variants 

• Nombre de gènes avec au moins deux variants chez le CI ? 

– 14 gènes 

• Nombre de gènes avec au moins deux variants chez la sœur du  CI ? 

– 11 gènes 

• Nombre de gènes  communs entres les deux sœurs? 

– 7 gènes 

 

 

Cas clinique 2 



• Parmi les gènes avec deux variants chez les deux soeurs quels sont ceux n’ayant pas 

deux variant également chez la mère  ? 

– 3 gènes potentiellement intéressants 

STAG3 

DNAH10  

COL5A2 

Cas clinique 2 



• Avec les logiciels de prediction bioinformatique 

DNAH10 1 des deux variant est bénin( notre hypothèse est un modèle récessif) 

COL5A2 1 des deux variant est bénin 

 

Cas clinique 2 



• Au total 

• Mise en évidence de deux variants pathogènes répondant au modèle récessif chez les 

deux sœurs atteintes, dont un transmis par la mère. 

• STAG3 : complexe de cohésine spécifique de la méiose 

• Gene causal dans les IOP identifié récemment 

 

 

 

 

Cas clinique 2 



STAG3: NM_001282717.1:c.3052del; 



STAG3: NM_001282717.1:c.3052del; 



STAG3:NM_001282717.1:c.659T>G 



STAG3:NM_001282717.1:c.659T>G 

Non répertorie dans le bases de données de polymorphisme. 
 
SIFT: pathogène 
Polyphen Pathogene. 
M-CAP: Pathogene 



STAG3:NM_001282717.1:c.659T>G 

B L220 

STAG domain 217  244 
C 

Acide aminé très conservé et situé dans un domaine fonctionnel de la protéine 



• Forme familiale  caucasienne d’IOP  non syndromique. 

• Identification de deux variants pathogènes dans STAG3 ( un gène de 

méiose) 

• Responsable de l’IOP chez les deux sœurs 

• Robustesse de l’exome comparatif dans les formes familiales 

Cas clinique 2 



Cas clinique 3 
Cas clinique supplémentaires  



Cas clinique 3 

• Famille d’origine turque. 

• Parents cousins germains 

• CI (II.1) 

– Aménorrhée primaire  avec impubérisme. 

– FSH = 102UI/l , LH=27,5 UI/l, E2<3pg/ml.  

– Echographie: utérus infantile, bandelette ovarienne. 

• Sœur du CI (II.2) 

–  17 ans. 

– Cycles réguliers 

• Mère (I.2) 

– Ménopause à 51 ans; Bien portante. 
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Cas clinique 3 

• Famille d’origine turque. 

• Parents cousins germains 

• CI (II.1) 

– Aménorrhée primaire  avec impubérisme. 

– FSH = 102UI/l , LH=27,5 UI/l, E2<3pg/ml.  

– Echographie: utérus infantile, bandelette ovarienne. 

• Sœur du CI (II.2) 

–  17 ans. 

– Cycles réguliers 

• Mère (I.2) 

– Ménopause à 51 ans; Bien portante. 
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• VCF=Merged_mere_fille.vcf 

• BAM=MIS47-2.bam et  MIS47-3.bam 

 

 

 

 

Cas clinique 3 
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