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Présentation du laboratoire

 Hôpital Pitié-Salpêtrière (Paris)

 Centre de Génétique Molécualire 
et Chromosomique : 10 unités 
fonctionnelles 

 Partage des pièces techniques

 Déficiences intellectuelles et 
maladies du développement

 6 Techniciennes

 1 Biologiste temps plein et 1 
Biologiste temps partiel

 1 Bioinformaticien partagé

 1 Sécretaire partagée



Avant l’arrivée de l’Exome

U. F. Cytogénétique

 Caryotype et FISH en post natal pour lesquels partage des locaux 
avec la CytoHématologie

 Puces Illumina : PSL-TRS-JVR-RDB

 Entre 2009 et 2014 : Chute de 57% de notre activité Caryo-FISH              
Augmentation de 57% de notre activité Puces

 Arrivée de l’Exome : 25 à 30% des patients avec Puces Neg  
pouvaient avoir un diagnostic



Passage à l’Exome

 Changement de nom

 Moyens humains constant : Arrêt des caryo/FISH

 Transfert de l’activité à TRS en juillet 2015

 1er test en avril 2014 : Exome clinique « Trusight One »

 Exome en trio : Enfant + parents

 Puce/X-Fragile/panel ciblés : Neg

 Prescription : Généticiens PSL/TRS

U. F. de Génomique du développement

Analyse ciblées

(FISH, Sanger…)

Diagnostic NGS

Déficience 

intellectuelle

Orientation 

diagnostique

ouinon

ACPA

Diagnostic



 Next Generation Sequencing ou  Séquençage de 
nouvelle Génération

 Séquencer en grandes quantités en un minimum de 
temps grâce séquenceur 2ème génération

 Plusieurs techniques, kits et automates possibles

 4 Grandes étapes : Librairie – Amplification -Séquençage – Analyse

Qu’est ce que le NGS ?



Techniques Testées

 Trusight One

-Kit Clé en main proposé par Illumina

- 4800 gènes soit 12Mb

-Tarif

- 4 jours de manip + 2x16h d’hybridation

- 36 échantillons/run, 1 run/semaine

- Design datant 2014 

 Très vite obsolète

 MedExome

-Kit proposé par Roche

- Ttes régions codantes connues du génome soit 47Mb

-Tarif

- 2 jours de manip + 72h d’hybridation

- 12 échantillons/run, 2 runs/semaine

 En routine depuis Mai 2016

Mai 2016

TS1

Exome

Décembre 
2015Avril 2014



Préparation des ADN

Bioruptor
Fragmentation 

mécanique
TapeStation

Vérification 

Fragmentation

 Dilution et fragmentation



 Par capture : ligation, hybridation, capture, élution

« Fabrication » de la librairie

Billes de 

StreptavidineHybridation

Sondes 

biotynilées

fragmentation

adaptateurs

Ligation

Capture

Librairie 
Fragments à 

Séquencer

Elution

1 patient par puits Pool : 12 patients par tube



MedExome
« Fabrication » de la librairie

 Etape 1 Ligation : End Repair (Réparation) + A-Tailing (Adénylation) + 
Fixation Adaptateur

Fixation 

Adaptateur

20’ à 20°C

End Repair 

A-Tailing

30’ à 20°C

30’ à 65°C
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 Sélection des fragments compris entre 200 et 450 pb grâce à l’utilisation au ratio Quantité de 
billes/Quantité d’ADN

200           450           500

OUT    
Accroché 

aux billes
Ligation 

Incubation Incubation
OUT    

Dans le 

surnageant

200                         450

Lavages et 

séchage des 

billes

-Resuspension

-Incubation

-Aimant

Surnageant

SurnageantBilles

MedExome
« Fabrication » de la librairie



 Amplification par PCR des fragments obtenus

-Vérification sur TapeStation

-Dosage en Absorbance

Pool équimolaire des 12 échantillons pour obtenir dans 1 seul 
tube 1µg d’ADN

Température Durée

98°C 45sec

98°C 15sec

7 cycles60°C 30sec

72°C 30sec

72°C 1 min

4°C ∞

MedExome
« Fabrication » de la librairie



 Etape 2 Hybridation

1µg de librairie

+ COT DNA

+ Mix HE oligos Spécifique

+ HE oligos Universel

Concentration
+ Tampons d’hybridation

Dénaturation 

Incubation

+ Sondes biotynilées des régions cibles

Biotine

Sonde

5’

Biotine

Sonde

5’ 3’

3’

MedExome
« Fabrication » de la librairie

HE Oligos 

spécifique

5’ 3’

Index

HE Oligos 

Universel

5’
3’



 Etape 3 Capture
par les billes de Streptavidine

 Lavages

Capture

Incubation 45’

à 47°C

100µL 

Billes de 

Streptavidine

Surnageant
Billes

Surnageant

Billes

+

H2O

diapo illumina

MedExome
« Fabrication » de la librairie



 Amplification par PCR des fragments obtenus

-Vérification sur TapeStation 

-Dosage en Fluorescence

Témperature Durée Cycles

98°C 45 sec 1

98°C 15 sec

1360°C 30 sec

72°C 30 sec

72°C 1 min 1

10°C ∞

Dilution à 1.8pM

MedExome
« Fabrication » de la librairie



MedExome

 Passage sur Séquenceur NextSeq 500



 La librairie est ensuite amplifiée soit sur support solide dans le Séquenceur :

Amplification de la librairie

Flow Cell

Cluster

a

Amplification

Flow Cell

a b c

Cluster

b Cluster

c

1 Cluster = 1 séquence



Séquençage

Cycles suivants

 Séquençage par synthèse :

Cluster

a

Cluster

b
Cluster

c

Cluster

a

1er Cycle

1er

Cycle

2ème

Cycle

3ème

Cycle

4ème

Cycle

5ème

Cycle

6ème

Cycle

 Séquence du Cluster A : TGCTAC



Séquençage



Analyse

Séquenceur

Fichier .bcl
Démultiplexage Alignements Détection des variants

FastQ BAM VCF

AGTCG[T]AAGTTCG

AGTCGAAGTTCGC



Analyse

Annotation 

des variants
Fichier 

Excel
Application du filtre 

Transmission

Diagnostic

VCF

Visualisation des BAM

Corrélation du phénotype



Vérification Sanger



Vérification Sanger

 Design de primer 

 Polymerase Chain Reaction puis Réaction de Séquence

 Analyse de la séquence grâce à Logiciel SeqScape v2.6

Présence de la mutation

Absence de la mutation



Formations

 Formations techniques : Illumina et Roche

 Entre techniciennes de l’équipe mais aussi du centre

 Initiation à la bioinformatique, Plateforme de 
Bioinformatique de l'AP-HP

 Staff Clinico-Biologique



Ressenti des techniciennes face à ce 
changement

 Variabilité du nombre d’année d’expérience

 Techniciennes plus expérimentées : Nostalgie et Appréhension

 Techniciennes novices : Normalité et Sérénité

 + = Acquisition nouvelles compétences, plus d’autonomie et moins d’aléa 
techniques qu’en cytogénétique

 Bilan après 3 ans : à l’aise, sereine ... Aucun départ suite à la mise en place



Résultats

 Augmentation du taux de diagnostic dans la DI

 Puces : 10 à 15% de diagnostic

 MedExome : 44% des diagnostic

 Etude de 655 cas index : 286 diagnostics dans 190 gènes

 38% des gènes ABS du kit TS1

 Meilleur taux de diagnostic pour les trios

0,24

0,45 0,44

duos+solos trios+quartets total

Taux 
diagnostic



Cas clinique

 Petit garçon ayant une Encéphalopathie épileptique très sévère

 mouvements anormaux dès les 1ers jours de vie

 développement médiocre

 PC Normal, IRM cérébrale normale

 décès à 3,5 mois

 Mère enceinte (20 SA)

 Exome en trio en urgence

 UGDH : impliquée dans la biosynthèse des glycosaminoglycanes

 p.Arg65* + p.Tyr367Cys (CADD : 29,4), htz composite. GnomAD : 0 hmz

 Pas connu dans les bases de données

 Cohorte de 9 patients (H Hengel, B Reversade)

 Transmission AR. Phénotype : EE, DI sévère

 DPN en 2016 puis DPN en 2018 avec 2 foetus non atteints

Mère

Cas index

Père

Fœtus

c.1100A>Gc.193C>T



Perspectives

 Élargissement de notre recrutement Centre de Référence Maladies 
Rares Déficience Intellectuelle

 CNV (Copy Number Variant) avec les données d’Exome

 Tester l’Exome proposé par TWIST Bioscience

 Évaluation des Incidental findings (projets FIND – collaboration avec 
Dijon, Laurence Faivre) – 100 patients

 Projet de recherche « Exome ACC » pour évaluer la faisabilité et 
l’intérêt de l’exome en prénatal chez les fœtus avec agénésie du corps 
calleux
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