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Abstract 
In order to properly interpret the results of a diagnostic gene panel sequencing test, gene coverage 
needs to be taken into consideration. If coverage is too low, an additional re-sequencing test is needed 
to make sure that a pathogenic variant is not missed. To facilitate the interpretation of coverage data, 
we designed CovReport, a novel easy-to-use visualization tool. CovReport generates a concise 
coverage summary that allows one-glance assessment of the sequencing test performance. Both gene-
level and exon-level coverage can be immediately appreciated and taken into consideration for further 
medical decisions. CovReport does not require complex installation and can thus be easily 
implemented in any diagnostic laboratory setting. A user-friendly interface generates a graphic 
summary of coverage that can be directly included in the diagnostic report. In addition to a stand-
alone version, we also provide a command line version of CovReport that can be integrated into any 
bioinformatics pipeline. This flexible tool is now part of routine sequencing analysis at the Department 
of Medical Genetics at La Timone Hospital (Marseille, France). 
CovReport is available at http://jdotsoft.com/CovReport.php. It is implemented in Java and supported 
on Windows, Mac OS X and Linux. 
 
Background 

Since the arrival of short-read sequencing technologies, significant efforts have been spent to improve 
the quality of the obtained data in order to satisfy the requirements of molecular diagnostics. 
However, many regions of the human genome remain difficult to analyze using standard short-read 
sequencing approaches. These “dark” genome regions contain a number of genes responsible for 
human diseases1. For example, several neuromuscular disease-causing genes, such as NEBULIN (NEB) 
and SELENON (SEPN1), overlap these difficult to sequence regions. Disease-causing variants in gene 
regions with suboptimal sequence coverage can be overlooked. Thus, when short-read sequencing is 

https://mts-srep.nature.com/cgi-bin/main.plex?el=A5CG6CKYK7C7KGoe6F2A9ftd7Fiv2bySiFbWDQDb2csZgZ
https://paperpile.com/c/icdIKK/c8jFK
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performed in a diagnostic setting, identifying poorly-covered regions is critical for the interpretation 
of a diagnostic sequencing result. If coverage is not sufficient even for a small region of a highly 
suspected candidate gene, an additional re-sequencing test is needed to make sure that the 
pathogenic variant is not missed. To facilitate the coverage data interpretation by test prescribers, we 
designed a novel easy-to-use visualization tool, CovReport. The concise coverage data summary 
generated by CovReport allows one-glance assessment of the sequencing test performance. 
  
Methods 

Implementation 

CovReport is implemented as a standalone Java application. It can run on any platform where Java 
Runtime (JRE) is installed (Windows, Mac OS and Linux). The supported Java version is 8. The 
application is using open source external libraries (JARs) which are embedded into the main executable 
JAR. The following external dependencies are used: 

- Apache PdfBox (https://pdfbox.apache.org), 
- Apache CLI (http://commons.apache.org/proper/commons-cli), 
- JarClassLoader (http://www.jdotsoft.com/JarClassLoader.php). 

The application could be downloaded from http://www.jdotsoft.com/CovReport.php as a 
compressed CovReport.zip file. After extraction into the local drive, the folder contains the following: 
·      msg – folder with internalization message files used for the generated PDF file 

·     CovReport.jar – Java executable archive 

·      run.cmd – Windows command to start the application 

·      runFromCommandLine.cmd – Windows command line helper 

After CovReport first execution the following items are created: 
·         pdf-results – folder with PDF files generated by the application 

·         CovReport.config – file with configuration persistence data; this file could be manually 
updated and reused to replace default for command line execution 

The application can be started with user interface (UI) or from command line. The command line 
options are: 

-i,--input <arg> input file 

-n,--name <arg> patient name 

-c,--config <arg> config file (optional) 
  
The input file containing per-exon coverage information is a tab delimited CSV file. All entries in the 
file can be quoted per CSV file standard or can be without quotes (there should be no special characters 
or in the input file). The following columns are expected: RefSeqName, GeneSymbol, Exon, Size, Mean 
Depth, SD Depth, Coverage 1x, Coverage 5x, Coverage 10x, Coverage 20x, Coverage 30x. An example 
of an input file is provided in the Supplementary data (also available at 
http://www.jdotsoft.com/CovReport/44genes-stat_coverage_exon.txt). The input file can be easily 
generated by the Coverage Module of VarAFT tool2 (https://varaft.eu/) that uses BEDTools3,4 to 
calculate exon-level coverage. However, results of any other coverage calculating pipeline can be 
converted into the appropriate format and used as CovReport input. Moreover, the command line 
version of CovReport allows integrating this visualization tool as a step in an automated diagnostic 
sequence analysis pipeline. 
  
The application user interface is in English, but the generated PDF file is in the current locale language. 
English and French are supported in the current distribution, with the possibility to add other 
languages by the user. The text included in the output pdf report can also be customized, making it 
possible to adopt CovReport in any diagnostic setting. 
  

https://pdfbox.apache.org/
http://commons.apache.org/proper/commons-cli
http://www.jdotsoft.com/JarClassLoader.php
http://www.jdotsoft.com/CovReport.php
http://www.jdotsoft.com/CovReport/44genes-stat_coverage_exon.txt
http://www.jdotsoft.com/CovReport/44genes-stat_coverage_exon.txt
https://paperpile.com/c/icdIKK/MpDXe
https://varaft.eu/
https://paperpile.com/c/icdIKK/A3lX+q19l
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Detailed instructions for downloading and running CovReport are described at 
http://www.jdotsoft.com/CovReport.php 

Exome sequencing of NA12878 

DNA for reference sample NA12878 was obtained from the Coriell Institute for Medical Research 
Repository (Coriell Institute, Camden, NJ, USA). Whole Exome Sequencing (WES) was performed by 
the Genomics and Bioinformatics Platform (GBiM) from the U 1251/Marseille Medical Genetics 
facility, using the NimbleGen SeqCap EZ MedExome kit (total design size 47 Mb) according to the 
manufacturer’s protocol (Roche Sequencing Solutions, Madison, USA). The SeqCap EZ MedExome kit 
targets the entire human exome with enhanced coverage of exons from medically relevant genes in 
Mendelian diseases. Enriched fragment libraries were sequenced on the Illumina NextSeq 500 
platform (Illumina, San Diego, CA, USA) using a 150 bp paired-end sequencing protocol. Raw data 
were mapped to the built of the human genome (hg19) by using BWA 0.7.5. 

Results 

CovReport allows one-glance overview of exon coverage for a diagnostic sequencing test by generating 
a concise easy-to-understand report in the PDF format. Intuitive interface and absence of complex 
installation steps makes CovReport easy to apply by users without special bioinformatics training. 
CovReport can also be launched by command line allowing integration into any bioinformatics pipeline. 
Several features make CovReport especially useful in a diagnostic setting. First, the application runs on 
a local computer allowing complete data security. Second, the patient’s name from the previous 
analysis is automatically reset upon entering the new coverage file in order to avoid identity errors. 
Third, the format, content and the language of the report can be easily customized by the laboratory, 
adapting to any diagnostic setting. Fourth, information about additional Sanger re-sequencing of 
suboptimally covered regions can be integrated into the coverage report of the initial short-read 
sequencing allowing easy tracing of sequencing experiments. 
  
Exon coverage for genes on the panel is visualized by drawing exons shaded according to the level of 
coverage: 100% covered exons are white, 90-100% exons are light gray, <90% covered exons are dark 
gray, non-covered exons are black. Several visualization options allow adapting the graphical 
presentation to the user's needs. Genes with 100% coverage can be listed at the top of the report 
without drawing the exons (Skip white genes option, default). Schematic gene/exon structures will be 
drawn for the remaining genes, shading the lower-coverage exons. If Merge white exons option is 
selected, CovReport will fuse exons covered at 100% for more compact representation, which is useful 
for genes with numerous exons. Unchecking this option will produce the report with each individual 
exon drawn. Similarly, exons with the same shading can be merged for more compact representation 
(Merge non-white exons option). Average per-gene coverage can be shown next to each gene (Show 
gene weighted coverage option), which is also used for statistics of the total gene panel coverage 
(Show statistics option). RefSeq transcript information can be included in the report (Show gene 
transcripts option), recommended if transcripts differ in exon number leading to differences in 
coverage between isoforms. The default 20x depth of coverage in the report can be changed to 1x, 5x, 
10x or 30x. Finally, additional comments can be included in the report. 
  
 
Use case 

CovReport has been used for all diagnostic gene panel sequencing tests at the Laboratory of Molecular 
Genetics at the Timone Hospital (Marseille, France) since June 2018. The reports generated are directly 
annexed to the diagnostic results of various sequencing panels. Moreover, the coverage reports 
produced by CovReport are also routinely used for technical validation of the test since gene coverage 
statistics for the panel are integrated in the output. 
  

http://www.jdotsoft.com/CovReport.php
http://www.jdotsoft.com/CovReport.php
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To demonstrate the performance of CovReport, we used exome sequencing data for NA12878 to 
visualize the coverage of 40 genes on the extended Limb-Girdle Muscular Dystrophy (LGMD) gene list 
defined by the French National Network for Rare Neuromuscular Diseases5. Coverage module of 
VarAFT5 was used to obtain exon coverage for these genes. The default options were used to generate 
the pdf report using CovReport with Show gene transcript and Show statistics options activated. As 
seen from Figure 1, coverage was visualized for 43 transcripts corresponding to 40 genes. Most of the 
genes were covered at 100%. The advantage of using Show gene transcript option is clear from this 
example, since TTN (NM_133379) is covered at 100%, while TTN (NM_001267550) has several exons 
with lower coverage. Indeed, NM_133379 isoform is much shorter, as exons 50-219 of NM_001267550 
are not included in this transcript. Six exons had no regions with above 20x threshold coverage (black 
exons). Several other exons had suboptimal coverage in regions corresponding to more than 10% of 
their length (dark gray). If similar coverage of these genes is obtained after a diagnostic sequencing for 
a patient affected with LGMD, the prescribing clinician will take into account the presentation of the 
disease in order to decide if the phenotype of the patient could be potentially explained by pathogenic 
variants in the exons with low coverage. If that is the case, additional resequencing of these regions 
will be necessary.  
 

Discussion 

Importance of coverage data is well established in genetic diagnostics. Indeed, most sequencing 
reports provide some information about coverage of target regions. However, these data are usually 
presented as an overall gene panel coverage or as an average-per-gene coverage. To our knowledge, 
no exon-level coverage data are provided with diagnostic reports. However, the distribution of 
pathogenic variants in a given gene is not homogeneous, as the disease-causing amino acid changes 
are often clustered in functionally important regions of the protein. Thus, information about coverage 
of the regions where disease-causing variants are concentrated is much more informative than an 
overall average gene coverage6. CovReport highlights individual exons with suboptimal coverage, 
facilitating the interpretation of the sequencing data. 
  
The ultimate goal of diagnostic sequencing is to obtain an above-threshold coverage for the entire 
genomic area targeted by a given gene panel. This is feasible for small panels with genes that can be 
robustly sequenced. However, this goal is much harder to achieve for larger gene panels containing 
difficult to sequence genes. This is the case for the neuromuscular disorder field, since 33 out of 203 
genes on the consensus myopathy gene lists5 contain “dark” regions of the genome that are not easily 
accessible using standard short-read sequencing approaches1. Disease-causing variants in these 
regions can therefore be overlooked leading to a false negative molecular diagnostic result. CovReport 
effectively highlights and draws attention to the exons with suboptimal coverage, allowing the 
prescriber to evaluate the need for a complementary re-sequencing test for these areas. 
  
Since the arrival of high-throughput sequencing technology, several tools have been developed for 
calculating sequencing coverage, such as BEDTools genomecov 3,4, Sambamba7 and Mosdepth8. 
Diagnostic laboratories use one or combination of these tools as part of their standard sequencing test 
analysis pipelines. However, the optimal way to visualize and evaluate the obtained coverage data is 
not universally defined. Several tools have been designed to evaluate the coverage of target regions 
after short-read sequencing in a diagnostic setting2,9,10. While these tools are useful to monitor quality 
control of runs and samples during technical validation of sequencing tests, unlike CovReport, they do 
not generate exon-level coverage visualization that can be directly annexed to the diagnostic report. 
To our knowledge, CovReport is the first tool that allows comprehensive and visual evaluation of 
coverage results for a sequencing test, allowing molecular geneticists or prescribing physicians to make 
important diagnostic decisions, such as pursuing further explorations of the poorly covered genomic 
regions. 
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In conclusion, CovReport generates a one-glance graphical overview of coverage for individual exons 
on a gene panel, facilitating interpretation of the sequencing test. CovReport is flexible and easy-to-
use, making it easy to adopt in any diagnostic setting. 
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Figure1. Example of a coverage report provided by CovReport.   
An example report was generated by CovReport in order to visualize the sequencing coverage 
of 40 genes on LGMD (Limb Girdle Muscular Dystrophies) panel using exome sequencing data 
for the standard DNA sample NA12878. The name of the patient is listed as specified in the 
CovReport interface. The date of the report is generated automatically (if option “Show report 
date” is activated as in this example). In the top part of the report, the genes covered at 100% 
are listed (if option “Skip white genes” is activated). Next, genes with sub-optimal coverage 
are shown with the exon shading according to the coverage level. Percentage of gene-level 
coverage is shown for each sub-optimally covered gene (if option “Show gene weighted 
coverage” is activated). Finally, the coverage statistics for the genes analyzed is shown (if 
option “Show statistics” is activated). 
 
Supplementary data – Example of an input file for CovReport.  
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Article 2 : Recommandations françaises pour l’interprétation de variations nucléotidiques 
générées par les analyses en séquençage haut-débit 
 
L’article est actuellement en cours de validation par l’ANPGM. Il sera soumis aux Annales de 
Biologie Clinique prochainement. 
 
La version 2 des recommandations en cours de validation est jointe en Annexe 2. 
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Article 3 : Systematic functional assessment of impact on splicing of deep exonic missense 
variants in CAPN3 
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ABSTRACT 

Improving the accuracy of variant interpretation during diagnostic sequencing is a major goal for 
genomic medicine. In order to explore an often overlooked splicing effect of missense variants, we 
developed the functional assay (“minigene”) for the majority of exons of CAPN3, the gene responsible 
for Limb Girdle Muscular Dystrophy (LGMD). By systematically screening 21 missense variants 
distributed along the gene, we found that eight clinically relevant missense variants located at a certain 
distance from the exon/intron borders (deep exonic missense variants) disrupted normal splicing of 
CAPN3 exons. Several recent machine learning based computational tools failed to predict splicing 
impact for the majority of these deep exonic missense variants, highlighting the importance of 
including variants of this type in the training sets during the future algorithm development. Overall, 24 
variants in CAPN3 gene were explored, leading to the change in the ACMG classification of seven of 
them when results of the “minigene” functional assay were taken into account. Our findings reveal 
previously unknown splicing impact of several clinically important variants in CAPN3 and draw 
attention to the existence of deep exonic variants with a disruptive effect on gene splicing that could 
be overlooked by the current approaches in clinical genetics. 

INTRODUCTION 

Calpainopathy, or Limb Girdle Muscular Dystrophy 2A or R1 (LGMD2A, LGMDR1; MIM# 253600), the 
most frequent form of Limb Girdle Muscular Dystrophy (LGMD) worldwide, is an autosomal recessive 
disorder characterized by muscle weakness affecting predominantly proximal limb muscles, elevated 
serum creatine kinase and necrosis/degeneration process observed in muscle biopsy (Fardeau et al. 
1996). This disease is caused by pathogenic variants in CAPN3 (MIM# 114240, 15q15.1, NM_000070.2), 
a gene coding for 94 kDa protein calpain3 (Calcium-dependant papain-like protease, P20807) that is a 
muscle-specific member of the calpain family of calcium-dependent enzymes. Calpain3 acts in muscle 
sarcomere formation and remodeling (Duguez, Bartoli, and Richard 2006). CAPN3 is the most 
commonly mutated gene in patients presenting with Limb Girdle Muscular Dystrophy (Duno et al. 
2008), making it one the first genes to be sequenced as part of the diagnostic work up of patients with 
this type of myopathy (Krahn et al. 2019). More than 400 unique pathogenic or likely pathogenic 
variants have been reported in CAPN3 gene so far (359 in LOVD (accessed December 2, 2019) and 555 
variants in ClinVar (version November 27, 2019)). However, given the large size of the gene (24 exons, 
3316nt), previously unknown variants in CAPN3 are still being identified in diagnostic laboratories. 
Protein truncating variants (PTV) in CAPN3, such as frame-shift inducing indels, nonsense variants or 
variants disrupting canonical splicing sites (+/-2 nucleotides from exon-intron junctions), are generally 
accepted as pathogenic loss-of-function, especially if calpain3 protein was absent in Western Blot 
performed on muscle biopsy sample. Assigning the clinical significance to a newly identified exonic 
single nucleotide variant (SNV, either synonymous or missense) is much more difficult. This challenging 
task is now greatly assisted by ACMG Recommendations for variant classification (Krahn et al. 2019; 
Richards et al. 2015) that takes into account the frequency of identified variant in the general 
population, the results of algorithms predicting the impact of the variant on protein function, 
previously available clinical reports involving this variant as well as other elements. It is important to 
note that synonymous variants or missense variants with low impact on protein function can still be 
pathogenic by disrupting splicing (Duguez, Bartoli, and Richard 2006; Kergourlay et al. 2014). There is 
a great risk of misinterpreting the clinical significance of these variants using standard approaches, 
which could potentially lead to incorrect diagnosis. Unfortunately, it is not currently known if certain 
exonic regions are more likely to harbour splicing-affecting variants. Even though several splicing 
prediction scores are now available (Rowlands, Baralle, and Ellingford 2019), often it is difficult to 
estimate their validity in the absence of functional analysis. 

In order to identify exonic single nucleotide variants with effect on splicing and improve the diagnostics 
of LGMDR1calpainopathies, we developed systematic functional cell-based assay (Minigene) for the 
majority of exons in CAPN3 gene. We then selected a representative set of 21 missense variants 
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located outside of exon/intron junction sites (deep exonic variants) and tested the effect of these 
variants on splicing using the developed Minigene assay. We observed that eight out of 21 selected 
deep exonic missense variants induced abnormal splicing, leading to a change in the classification of 
clinical significance for half of them. Interestingly, most of the deep exonic variants impacting splicing 
were not identified by several splice-prediction algorithms tested, highlighting the critical need for 
robust methods of functional analysis of putative variants disrupting splicing. Thus, in addition to the 
direct benefit for diagnostics of LGMD2R1 patients, our study draws attention to the existence of deep 
exonic variants with a strong disruptive effect on gene splicing that could be overlooked by the current 
approaches in clinical genetics. 

MATERIALS AND METHODS  
Functional splicing assay for CAPN3 gene  
Minigene reporter assay (Gaildrat et al. 2010) was developed for 18 CAPN3 exons. Since this assay is 
not adapted for U12 type introns, The Intron Annotation and Orthology Database (IAOD)(Gault et al. 
2017; Turunen et al. 2013) was used to identify this type of introns, leading to exclusion of exons 19 
and 20 from the analysis. As described previously (Kergourlay et al. 2014; Puppo et al. 2015), exons 
and approximately 150 bp of flanking introns were amplified using the Expand high fidelity PCR system 
(Roche, Basel, Switzerland). Amplicons were subsequently cloned into the pCAS2 vector. PCR and 
digestion product purifications were performed using the NucleoSpin Gel and PCR clean Up (Macherey 
Nagel, Dürel, Germany), ligations by Quick ligation kit (Biolabs address), and transformations in 10-
beta Electrocompetent E. coli (Biolabs). Variants were introduced into the wild type constructions 
using the Quick-change II XL site-directed mutagenesis kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Presence of 
an abnormally spliced transcript associated with the decrease of the normal transcript was considered 
as “Impact on splicing”.  If an abnormally spliced transcript was present but no decrease of the normal 
transcript was observed for the mutated construct compared to control, the minigene assay conclusion 
was “Mild impact on splicing”. 

Cell culture and transfection  
C2C12 cells were cultured in DMEM, high glucose, GlutaMAX supplemented with pyruvate, 10% Fetal 
bovine serum (Lifetechnologies, address) and 1% antibiotic and antimycotic. Transfections were made 
with Fugene HD (Promega, address) according to the manufacturer’s instructions. 

Transcriptional study  
RNAs were isolated 48 hours after cell transfection, using Trizol/chloroform and DNA Free Removal kit 
(Invitrogen). RNAs were reverse-transcribed into cDNA and amplified using SuperScript™ III One-Step 
RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen). PCR amplifications were performed 
using pCAS-KO 1F and pCAS-2R, located in exon A and exon B of pCAS2 (Refs). PCR products were 
separated by electrophoresis in a 2% agarose gel stained with 0.5 μg/ml of ethidium bromide. A 
purification step from the agarose gel was performed when several transcripts were present in order 
to subclone each of them into pGEM®-T Easy Vector System I (Promega) and analyze them separately. 
Finally, sequencing of each transcript was performed using the Big DyeR Terminator V1-1 Cycle 
Sequencing Kit (Life Technologies) on ABI Prism 3130xl capillary DNA Sequencer. 

Variant selection, annotation and classification.  
CAPN3 transcripts ENST00000397163 and NM_000070.2 were used for all analyses. 328 unique 
missense CAPN3 variants were downloaded from LOVD website for CAPN3 gene 
(https://databases.lovd.nl/shared/genes/CAPN3, accessed on December 2, 2019). 286 unique 
missense variants in CAPN3 present in ClinVar database were downloaded using Simple CinVar website 
(http://simple-clinvar.broadinstitute.org/, version of ClinVar database: November 27, 2019, Perez-
Palma2019). 447 CAPN3 missense variants found in the general population were downloaded from 
gnomADv.2.1.1 (Karczewski et al. 2019) using UCSC table browser (Karolchik et al. 2004). Only 
missense variants (i.e. exonic non-synonymous non-protein truncating single nucleotide substitutions) 

https://paperpile.com/c/m7higC/u7Fb
https://paperpile.com/c/m7higC/mBzj+hVF9
https://paperpile.com/c/m7higC/mBzj+hVF9
https://paperpile.com/c/m7higC/qIOM+yAlS
https://databases.lovd.nl/shared/genes/CAPN3
http://simple-clinvar.broadinstitute.org/
https://paperpile.com/c/m7higC/rH02
https://paperpile.com/c/m7higC/gXr4


- 31 - 
 

were included in analysis. CAPN3 missense variants from LOVD were assigned the “Clinical 
Significance” values based on the classification system used in ClinVar (uncertain/conflicting, likely 
pathogenic, pathogenic/likely pathogenic or pathogenic). We combined missense CAPN3 variants from 
LOVD and ClinVar annotated as non benign in both databases, producing a set of 403 variants. Of these, 
381 variants were located more than 1 or 2 nucleotides away from exon-intron junction. The clinical 
significance for LOVD variants were then expressed in the same terms as for ClinVar variants. The 
summary of the variants from this set are shown in the Supplemental Figure 1. We also included in the 
analysis missense variants identified in patients from the LGMDR1 cohort from the Department of 
Medical Genetics at the Timone Hospital (Marseille, France). Two Novel CAPN3 variants from this 
cohort, as well as four previously reported variants, were deposited in the LOVD database (Fokkema 
et al. 2011). A representative set of 21 missense CAPN3 variants located across 16 exons was selected 
for functional analysis by minigene (Figure 1, Table 1). These variants were located outside of canonical 
splice sites (+/- 2nt from exon junctions), were not previously known to disrupt splicing, but were 
predicted to have an effect on splicing according to Human Splice Finder (HSF version 3.0, 
http://www.umd.be/HSF3 (Desmet et al. 2009). Three additional variants with uncertain pathogenicity 
classification were also tested by minigene approach: two variants located at the canonical splice 
junction sites c.498G>A, p.(Gln166Gln) and c.1913A>C, p.(Gln638Pro) as well as one synonymous 
variant c.984C>T, p.(Cys328Cys) (Supplementary table 1). The REVEL (Ioannidis et al 2016) and CADD 
scores (ref) for all the variants in this study were obtained using Variant Ranker 
(http://vsranker.broadinstitute.org/,  Variant Ranker: a web-tool to rank genomic data according to 
functional significance). SpliceAI scores for the variants were obtained using SpliceAI tool (v1.3, 
https://github.com/Illumina/SpliceAI (Jaganathan et al. 2019). MMSplice (Cheng et al. 2019). Variant 
impact of calpain3 protein structure was assessed using VarMap web tool (Stephenson et al. 2019). 
SCAP scores were downloaded from http://bejerano.stanford.edu/scap/ (Jagadeesh et al. 2019). 
MutPred Splice annotation was done using http://www.mutdb.org/mutpredsplice (Mort et al. 2014). 
MaxEntScan scores (Yeo and Burge 2004)  were obtained using http://www.umd.be/HSF3. Variants 
with MaxEnt threshold score of 3 or a score difference of more than 30% with the wild-type score were 
considered as splice disrupting. For 13 out of 24 variants tested, the output was “No result found with 
this matrix”. 

The pathogenicity of 24 functionally tested variants was scored before and after the minigene results 
according to ACMG criteria (Richards et al. 2015) with the following modifications. PS3 score was 
assigned if calpain3 protein has been previously reported to be absent on the muscle biopsy Western 
Blot (PS3_moderate if reduced expression) in at least two patients either homozygous for the variant 
or compound heterozygous in trans with a confirmed pathogenic variant (PS3_moderate if absent in 
one patient, PS3_supporting if decreased in one patient). PS3 score was assigned for variants with a 
minigene result “Impact on splicing”, PS3_supporting for “Mild impact on splicing”. Individuals with 
the examined variant classified as VUS were not counted for PS4 score. PP2, PP4 and PP5 criteria were 
not used, consistent with several other recent updates to the original ACMG criteria (Gelb et al. 2018; 
Lee et al. 2018; Kelly et al. 2018). PP3 score was assigned for variants with REVEL score above 0.7. PP3 
was also assigned if two out of three algorithms (HSF, MaxEntScan, SpliceAI) indicated an impact on 
splicing. PM1 score was assigned for variants affecting highly conserved positions located in the 
Calpain catalytic domain (PF00648, amino acids 74-417 ), in Calpain III domain (PF01067, amino acids 
436-579) or in EF-hand domains (amino acids 649-683 ; 692-718 ; 722-757 ; 787-821), as visualised by 
VarMap web tool. PM3 score (in trans with a pathogenic variant) was assigned according to SVI 
Recommendation for in trans Criterion (PM3) - Version 1.0). PP1 score (segregation data) was assigned 
according to recommendations by the Hearing Loss ClinGen Working group that focused in part on 
recessive disorders (Oza et al. 2018). The cut-offs for allele frequency criteria were attributed as 
following: PM2 - 0.02%, BS1 - 0.5%, BA1 - 5%.  
 
Data analysis and visualization was performed with R 3.5.3 using packages dplyr (v.0.8.5, 
https://dplyr.tidyverse.org/) and ggplot2 (3.2.1, https://ggplot2.tidyverse.org/). ProteinPaint 
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(https://pecan.stjude.cloud/proteinpaint, (Zhou et al. 2016)) was used to visualize variants on the 
CAPN3 gene structure in Figure 1. 

RESULTS  
Functional analysis of deep exonic CAPN3 missense variants using minigene assay.  
In order to assess the splicing impact of missense variants located further into exon from the exon-
intron junctions (deep exonic missense variants), we used minigene assay to functionally test 21 
clinically relevant variants homogeneously distributed along the CAPN3 gene (Figure 1A, Table 1). Out 
of the 21 variants tested, 8 showed splicing defects in the minigene assay. Of these, five variants 
induced expression of a shorter transcript lacking one exon (exon skipping), associated with the 
decrease in the normal transcript (c.551C>G, p.(Thr184Arg); c.551C>T, p.(Thr184Met); c.743T>G, 
p.(Met248Arg); c.1063C>G, p.(Arg355Gly) and c.1466G>A, p.(Arg489Gln) (Figure 2). In all of these 
cases, the skipping of the exon was associated with the loss of the reading frame, probably inducing a 
truncated protein or no protein at all if nonsense mediated decay of the abnormal transcript is 
induced. Thus, the amount of calpain3 protein present in muscle cells of patients carrying these 
variants is likely to be lower than normal. 
Minigene assay for variant c.1187A>G, p.(Glu396Gly) showed presence of a transcript with an 
abnormal inclusion of the first 31 nucleotides of intron 9 (Figure 3A). The normal transcript was present 
at a lower level compared to control. Decrease in the normal transcript associated with predicted 
frameshift in the abnormally spliced transcript will likely lead to lower expression of normal calpain3 
protein. Interestingly, minigene assay did not show any splicing abnormality for another nucleotide 
substitution at the same position (variant c.1187A>T, p.(Glu396Val)). 

Minigene assays for two variants (c.1622G>A, p.(Arg541Gln) and c.2306G>A, p.(Arg769Gln)) showed 
presence of abnormally spliced transcripts, but the normal transcript expression seemed to be 
comparable to that of control (FIgure 3B, C). We therefore concluded that the impact of these variants 
on splicing is likely to be milder compared to the variants described above. 

Localization of deep exonic variant with effect on splicing within exons.  
In order to explore the localization of splice-affecting exonic missense variants, we calculated distances 
from these variants to 5’ and 3’ ends of the exons. These variants were located in seven different exons 
(4, 5, 8, 9, 11, 13 and 22). For exons larger than 100nt, we plotted the splice-affecting exonic variants 
based on their distance from either 5’ or from 3’ exon ends (Figure 4A). For two smaller exons (exons 
8 and 9), distances from both ends of the exon are shown (Figure 4B). Interestingly, two deep exonic 
variants with impact on splicing (c.743T>G, p.(Met248Arg) in exon5 and c.1466G>A, p.(Arg489Gln) in 
exon 11) were located at the exact same distance of 59 nucleotides from the 3’ end of the exon. 

We then screened all known CAPN3 missense variants located in deep exonic regions for potential 
effect on splicing. To do so, we constituted a set of clinically relevant missense variants (pathogenic, 
likely pathogenic and uncertain/conflicting) from LOVD and ClinVar database. We then selected only 
the missense variants located outside of canonical splice sites and used SpliceAI score (Jaganathan et 
al. 2019) to estimate the putative effect on splicing for each variant. The obtained variants were 
plotted along the CAPN3 gene with exon boundaries marked (Figure 1B). Deep exonic missense 
variants present in the general population (gnomADv2.1.1) were also analysed (Figure 1C). As seen 
from these results, certain exonic regions contained clusters of variants with higher SpliceAI scores.   

Splice-prediction algorithm scores do not correlate with the minigene assay results for deep exonic 
CAPN3 missense variants 

Despite critical need for genetic diagnostics, the currently available splice effect estimation algorithms 
are still not optimal to correctly predict the impact on splicing, in part due to insufficient number of 
time-consuming functional validation studies. Our set of CAPN3 variants functionally tested using the 
well-established minigene assay provide an excellent opportunity to test recent splice prediction 
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algorithms. All 21 variants tested in this study were predicted to have an impact on splicing according 
to HSF, yet only eight showed splicing alteration in the minigene assay, demonstrating a significant 
false positive rate.  The splice effect predictions by MaxEntScan (Yeo and Burge 2004) are shown in 
Figure 5A. Five out of eight variants were correctly predicted as splice-disrupting by MaxEnsScan; for 
the remaining three variants, no results were available with the matrix used. However, three variants 
were falsely predicted as splice disrupting. SpliceAI scores for the 21 variants are shown in Figure 5B. 
Only two out of eight variants associated with splicing anomaly on minigene assay had SpliceAI scores 
above 0.2 (c.1063C>G, p.(Arg355Gly) and c.2306G>A, p.(Arg769Gln)). Of these, c.2306G>A, 
p.(Arg769Gln) had a mild impact on splicing, since the presence of an abnormally spliced transcript 
was associated with unchanged level of normal transcript. Predictions of MutPred Splice, a machine 
learning-based algorithm designed specifically for exonic variants (Mort et al. 2014), was slightly better 
than SpliceAI, as it also identified  c.551C>G, p.(Thr184Arg) variant (Figure 5). Taken together, 6/8 
false_negatives for Splice AI and 5/8 for MutPred Splice. Both algorithms had one false positive - 
c.593A>G,p.(Asn198Ser). Interestingly, this variant was predicted as splice disrupting by all algorithms, 
yet showed no effect on splicing in minigene assay. Activation of an exonic cryptic donor site was 
predicted by HSF for this variant. None of the 21 variants with abnormal splicing in minigene assay has 
an above threshold SCAP score (Jagadeesh et al. 2019). We have also evaluated scores predicting 
variant’s impact on protein function, such as REVEL (Ioannidis et al 2016). As shown in Figure 5D, all of 
the eight missense variants with impact on splicing were also predicted to be deleterious at the protein 
level. Indeed, five variants (p.Thr184Met, p.Thr184Arg, p.Met248Arg, p.Arg355Gly and p.Glu396Gly) 
affected conserved residues of the Calpain-like peptidase C2 domain (PF00648) . Two variants 
(p.Arg489Gln and p.Arg541Gln) changed conserved amino acids located in the Calpain III domain 
(PF01067), while p.Arg769Gln affected a conserved amino acid that is expected to participate in 
protein-protein interaction in a proximity of EF-hand domain (PF13202). 
 
Pathogenic classification for seven out of 24 of variants was modified based on the results of the 
minigene assay.   
Since most of the variants selected for testing by minigene were identified before the ACMG 
recommendations for assessing variant pathogenicity, we classified each variant according to the 
ACMG recommendations modified for CAPN3 gene as described in Materials and Methods. The details 
of evidence used to classify each variant are available in the Supplementary table 1. The results of the 
minigene assay, allowing to assign additional PS3 or PS3_sup scores, were then taken into account to 
calculate “post-minigene ACMG classification” for each variant. For seven out of 24 variants tested by 
minigene ACMG classification was modified based on the results of this functional assay. 
 

DISCUSSION 

Despite recent advances in genomic medicine, the pathogenicity of most variants identified as part of 
a diagnostic sequencing test is often not well-established. Bioinformatic tools aimed at predicting the 
identified variant’s effect on protein function or on mRNA splicing therefore play an important role in 
the diagnostic process (Hu et al. 2019). However, these algorithms do not perform equally well for all 
types of variants, ultimately requiring a functional confirmation of the pathogenicity prediction. 
Interpretation of variant pathogenicity is often guided by its location - intronic variants as well as 
exonic variants in the proximity of exon-intron junctions are usually suspected to disrupt mRNA 
splicing, while missense variants in the coding regions are considered as potentially altering protein 
function. Several studies have previously drawn attention to the possibility of exonic variants 
disrupting normal splicing (Savisaar and Hurst 2017; Kergourlay et al. 2014). In this study, we 
systematically screened 16 exons of CAPN3 gene for this type of clinically important variants, by using 
minigene assay to functionally test missense variants located outside of canonical splice regions (deep 
exonic variants). We detected splicing abnormalities for eight out of 21 missense variants tested. 
Interestingly, these eight splice-disrupting missense variants were also predicted to have an impact on 
protein function due to the amino acid change. It is difficult to disentangle the pathogenic effect on 
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the protein from the effect on mRNA splicing for these variants. It is possible that both mechanisms 
contribute to the overall pathogenicity in vivo. The interplay between variant’s effect on protein 
function and its impact on splicing could potentially have important consequences for cell function and 
disease expression. For example, the effect of dominant negative pathogenic variants on protein level 
could be downgraded if their splicing effect is increased, reducing the amount of toxic transcript. 
Recent studies have shown significant variability in mRNA splicing patterns between individuals and 
human populations in general (Lu, Jiang, and Xing 2012; Park et al. 2018). Thus, one could imagine that 
the frequency of a confirmed pathogenic dominant negative variant could be higher in a particular 
population if this variant has greater impact on splicing in this population. On the contrary, if the main 
pathogenic effect of a variant comes from its impact on splicing, pathogenic abnormally-spliced 
transcripts could be expressed at lower levels in certain individuals or populations carrying splice-
modifying variants, leading to milder expression of the disease (Cooper et al. 2013). One example of 
such a variant could be c.551C>T:p.(Thr184Met), one of the variants inducing abnormal splicing in our 
minigene assay. This missense variant has long been considered as pathogenic, responsible for milder 
forms of LGMDR1 (Anderson et al. 1998; Richard et al. 1999; Fanin et al. 2004; Barp et al. 2020). This 
variant had very low frequency in the initially tested subpopulations (0.001% in Europeans, 2 in 129164 
alleles in gnomADv2.1.1). However, with more sequencing data now available from different 
populations, it turns out this variant has 3.3% frequency in African and 0.09% in Latino populations, 
leading to its reclassification as Benign or Likely benign by many diagnostic laboratories (See 
Supplementary Table 1 for more details). Given our new evidence of splicing effect for this variant, 
more studies are needed in order to establish its role in LGMDR1. Another example of a splice-affecting 
variant with high population frequency (1% in Finnish) is c.1746-20C>G (Nascimbeni et al. 2010). 
Interestingly, differences in expression of abnormal transcripts was detected between LGMDR1 
patients carrying this variant (Nascimbeni et al. 2010). 
Given the high clinical importance of accurately detecting splice-disrupting variants, a large number of 
splice effect prediction algorithms have been developed. Earlier tools, such as MaxEntScan and HSF 
(Yeo and Burge 2004; Desmet et al. 2009), are still widely used in diagnostics and more recent machine-
learning based approaches, such as SpliceAI, S-CAP and MMSplice, are also now gaining significant 
attention (Rowlands, Baralle, and Ellingford 2019; Jaganathan et al. 2019; Cheng et al. 2019; Jagadeesh 
et al. 2019). However, these prediction tools were designed and tested using the already known splice 
variants, most of which are intronic or located at canonical splice sites. In this study, we focused on 
potential splice-disrupting missense variants located deeper in exons, a group of variants that have 
been relatively little explored (Savisaar and Hurst 2017). We found the performance of the tools tested 
suboptimal, as they failed to predict the splicing effect for more than half of the variants showing 
impact on splicing in the minigene assay. At the same time HSF, used during initial selection of variants, 
predicted abnormal splicing for 21 variants, while only eight of them affected splicing in the minigene 
assay. Our results are consistent with a previous study of BRCA1 and BRCA2 that found that all variants 
with splice impact in minigene assay, but not predicted to disrupt splicing by five different algorithms 
were located in exons (Théry et al. 2011). Taken together, these findings suggest that exonic variants 
with effect on splicing might be more difficult to predict using currently available algorithms. The 
splice-disrupting exonic variants identified in this study could contribute to the new dataset of this 
type of variants in order to develop more efficient splice-predicting tools.  
Exonic elements regulating splicing consist of ESEs (Exonic Splice Enhancers) that promote the splicing 
of the exon and ESSs (Exonic Splice Silencers) that induce exon exclusion from the mature mRNA 
(Ohno, Takeda, and Masuda 2018). The density of these elements tends to rise towards the exon-
intron junctions (Fairbrother et al. 2004; Woolfe, Mullikin, and Elnitski 2010), thus increasing the 
probability that a variant present in these regions affects splicing. Interestingly, seven out of eight 
splice-disrupting missense variants identified in this study were located more than 30 nucleotides away 
from the exon border. Distribution of regulatory splicing information in the deep exonic regions is less 
clear. Two models have been previously proposed for functional splice elements in exonic regions - 
rare regions under strong purifying selection and multiple lowly constrained regions (Savisaar and 
Hurst 2017). Our results are more consistent with the second model, since none of the exonic variants 
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with impact on splicing described in our study are located in regions of high constraint (CCR > 90 
(Havrilla et al. 2019)). Indeed, only a small region of exon 5 of CAPN3 shows as constrained using this 
method, most likely due to the fact that the vast majority of CAPN3 pathogenic variants are responsible 
for recessive disease.  
 
Previous studies using minigene assays have estimated that about 30% of exonic variants affect splicing 
(Savisaar and Hurst 2017). Our results are consistent with these findings (eight splice-affecting variants 
out of 21 tested by minigene), even though all 21 variants tested were predicted to be splice-modifying 
by HSF, thus overestimating the proportion of splice-affecting exonic variants. 
Accessibility and wide use of high throughput sequencing for limb-girdle myopathy diagnosis has led 
to identification of multiple variants of uncertain pathogenicity, increasing the demand for efficient 
functional studies. For LGMDR1, presence of calpain3 protein on Western Blot or screening for 
abnormal transcripts in muscle RNA has proven to be useful to achieve accurate molecular diagnosis. 
However, both of these approaches require access to patient’s muscle biopsy material.  A useful in 
vitro alternative is the well-established minigene assay. It has been previously shown that the results 
of minigene assay are concordant with the analysis of patient RNA (Tournier et al. 2008; Théry et al. 
2011; Bonnet et al. 2008). Here, we developed the minigene approach for the majority of CAPN3 exons 
and used it to test 24 variants. Abnormal splicing in minigene assay allowed assigning additional 
pathogenicity evidence points according to ACMG recommendations (Richards et al. 2015) for XX 
variants, leading to change in ACMG classification in XX of them. These results demonstrate the utility 
of minigene functional assay for diagnostics of calpainopathy and reinforce the need to incorporate 
functional studies into diagnostic process on a larger scale. The functional assay described here can be 
directly used by the diagnostic laboratories to test CAPN3 variants with suspected splicing effect, 
allowing to establish long-awaited diagnosis for many LGMDR1 patients. 
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FIGURES  

 

Figure 1: Deep exonic missense variants in CAPN3 gene. A. Twenty one clinically relevant variants 
tested by minigene assay are shown (variants with effect on splicing are in red, variants without impact 
are in grey). Exon-intron junctions of the CAPN3 gene as well as the functional domains of calpain 3 
are visualized. B. Clinically relevant CAPN3 variants (pathogenic, likely pathogenic and 
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uncertain/conflicting) from LOVD and ClinVar are visualized along the CAPN3 gene with SpliceAI scores 
on the y axis. C. Deep exonic missense variants from gnomADv2.1.1 are visualized along the CAPN3 
gene with SpliceAI scores on the y axis. Variants from adjacent exons are colored differently to visualize 
the exon junctions. Vertical grids in panels B and C correspond to exon boundaries. 

 

Figure 2: Missense CAPN3 variants with splicing defects in the minigene assay (exon skipping). RT-
PCR gel electrophoresis results from minigene reporter assay, with each band analysed using Sanger 
sequencing. A. Minigene assay for variants c.551 C>G, p.(Thr184Arg) and c.551 C>T, p.(Thr184Met), 
showing splicing abnormality for both variants. The lower band (indicated with a circle, o) corresponds 
to the transcript with skipped exon 4 (same as empty minigene). This abnormally spliced transcript is 
absent from the control lane with the non-mutated construct. The higher band (indicated with an 
asterisk, *) corresponds to the normal transcript containing exon 4. The normal transcript is present 
at lower levels for the tested variants compared to control. A non-specific band present in both control 
and mutated constructs is labeled with an “x”. B. Minigene assay for the variant c.743T>G, 
p.(Met248Arg), showing splicing abnormality. The lower band (indicated with a circle, o) corresponds 
to the transcript with skipped exon 5 (same as empty minigene). A trace amount of the abnormally 
spliced transcript is present in the control lane with the non-mutated construct. The higher band 
(indicated with an asterisk, *) corresponds to the normal transcript containing exon 5. The normal 
transcript is present at much lower levels for the tested variant compared to control. C. Minigene assay 
for the variant c.1063C>G, p.(Arg355Gly) showing splicing abnormality. The lower band (indicated with 
a circle, o) corresponds to the transcript with skipped exon 8 (same as empty minigene). This 
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abnormally spliced transcript is absent from the control lane with the non-mutated construct. The 
higher band (indicated with an asterisk, *) corresponds to the normal transcript containing exon 8. The 
normal transcript is present at lower levels for the tested variant compared to control. D. Minigene 
assay for the variant c.1466G>A, p.(Arg489Gln) showing splicing abnormality. The lower band 
(indicated with a circle, o) corresponds to the transcript with skipped exon 11 (same as empty 
minigene). This abnormally spliced transcript is absent from the control lane with the non-mutated 
construct. The higher band (indicated with an asterisk, *) corresponds to the normal transcript 
containing exon 11. The normal transcript is present at lower levels for this variant compared to 
control.  

 

Figure 3: Missense CAPN3 variants with splicing defects in the minigene assay (other types of splicing 
abnormalities). RT-PCR gel electrophoresis results from minigene reporter assay, with each band 
analysed using Sanger sequencing. A. Minigene assay for variants c.1187A>G, p.(Glu396Gly) and 
c.1187A>T, p.(Glu396Val) showing splicing abnormality for c.1187A>G but not for c.1187A>T. The 
higher band (indicated with §) corresponds to an abnormal transcript containing exon 9 and the first 
31 nucleotides of intron 9. This transcript is present at high levels for the construct with c.1187A>G 
variant. Trace amount of this abnormal transcript is also present in other conditions. The normal 
transcript (indicated with an asterisk, *) is present at much lower levels for the construct with 
c.1187A>G variant. There is no difference between transcripts observed for the construct with 
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c.1187A>T variant compared to the control. The empty minigene is indicated with a circle (o). B. 
Minigene assay for the variant c.1622G>A, p.(Arg541Gln) showing splicing pattern different from that 
of the control construct. The lower band (indicated with a circle, o) corresponds to the transcript with 
skipped exon 13 (same as empty minigene). This abnormally spliced transcript is absent from the 
control lane with the non-mutated construct. The higher band (indicated with an asterisk, *) 
corresponds to the normal transcript containing exon 13. The normal transcript seems to be present 
at similar levels for mutated as well as for control constructs. A third band (indicated with §) 
corresponds to the exon 13 missing the last 87 nucleotides (no frameshift). This band is present at high 
levels in the control and at lower levels in the assay with the mutated construct. C. Minigene assay for 
the variant c.2306G>A, p.(Arg769Gln) showing splicing patterns different from that of the control 
construct. The lower band (indicated with a circle, o) corresponds to the transcript with skipped exon 
22 (same as empty minigene). This abnormally spliced transcript is absent from the control lane with 
the non-mutated construct. The higher band (indicated with an asterisk, *) corresponds to the normal 
transcript containing exon 22. The normal transcript seems to be present at similar levels for mutated 
as well as for control constructs. A third band (indicated with §) corresponds to the transcript 
containing only the first 43 nucleotides of exon 22. This band is present in the control and absent in 
the assay with the mutated construct. 

 

Figure 4: Distance from exonic borders of deep exonic variants with splice impact in minigene assay
  
Eight missense variants with impact on splicing (red) are visualized along the exons of CAPN3 gene. 
Distances from both 5’ and 3’ ends are shown for smaller exons (< 100bp). 
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Figure 5: Performance of algorithms predicting impact of splicing for deep exonic variants 
Results of three splice prediction computational tools are shown for 21 CAPN3 missense variants 
tested by minigene assay. The variants are separated into three groups depending on the minigene 
result: “Abnormal splicing”, “Mild impact” or ‘No impact”. The score cut-off above which a variant is 
predicted to affect splicing is 0.2 for SpliceAI and 0.7 for MutPred Splice. 

 

 
Figure S1: Clinically significant missense variants in CAPN3 gene 
A set of 403 unique clinically significant missense variants was obtained by combining variants from 
LOVD and ClinVar annotated as non benign in at least one of these databases (327 variants from LOVD, 
284 variants from ClinVar). CAPN3 missense variants from LOVD were assigned the “Clinical 
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Significance” values based on the classification system used in ClinVar (uncertain/conflicting, likely 
pathogenic, pathogenic/likely pathogenic or pathogenic). 

 

Table 1: Description of mutations selected to be tested by minigene assay.  

Table 2: Results of splicing effects of mutations described in table 1 using minigene assay. 
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Introduction 
Le séquençage à haut débit et son implication dans le diagnostic des maladies 
neuromusculaires rares  

L'arrivée récente du séquençage à haut débit dans la pratique clinique a révolutionné le 
diagnostic génétique et a lancé l'ère de la médecine génomique. Cette technologie, également 
appelée séquençage massivement parallèle ou séquençage de prochaine génération (Next 
Generation Sequencing, NGS), permet une identification objective et simultanée de la 
variation génétique dans des nombreux gènes chez un patient donné. Développée au début 
des années 2000, la technologie de séquençage à haut débit a été utilisée pour la première 
fois dans le cadre diagnostique en 2009 dans une étude preuve de principe pour identifier les 
variants pathogènes chez quatre patients non-apparentés atteints du syndrome de Freeman–
Sheldon, une maladie rare autosomique dominante (Ng et al., 2009).  

Le principe de la technologie de séquençage à haut débit repose sur l’incorporation successive 
de nucléotides complémentaires à la séquence d’intérêt, dans un processus comportant des 
étapes d’amplification de millions de molécules en parallèle. A chaque ajout d’un nucléotide, 
il y a une émission d’un signal, qui est ensuite converti en information de séquence. 
Actuellement il existe deux techniques majeures de séquençage à haut débit : la première, le 
séquençage avec incorporation de nucléotides modifiés fluorescents d’Illumina, la seconde, le 
séquençage par mesure de variation de pH lors de l’incorporation de nucléotides de Thermo 
Fisher (Buermans and den Dunnen, 2014). Les grandes étapes du séquençage à haut débit 
sont communes à ces deux technologies. La Figure 1 décrit les différentes étapes de ce 
processus (adapté de (Gorokhova et al., 2015a)). La première étape commence par 
l’extraction d’ADN (Acide Désoxyribonucléique) à partir d’un échantillon de sang, ou tout 
autre échantillon d’intérêt, qui sera ensuite fragmenté. Puis vient l’étape d’enrichissement 
des régions d’intérêt si l’étude porte sur un panel de gènes ou sur l’exome. Il existe différentes 
méthodes pour enrichir ces régions telles que la capture de séquences avec des sondes 
spécifiques ou la technique d’amplification. A l’inverse, le séquençage entier du génome 
amplifie et détermine la séquence de tout l’ADN y compris les parties non codantes telles que 
les introns et les régions intergéniques. Après cette première étape d’enrichissement, vient 
l’étape de séquençage. Pendant cette deuxième étape, l’appareil de séquençage génère et 
détecte l’émission de signaux successifs correspondants aux nucléotides dans chaque 
fragment d’ADN. A la fin de cette étape, le séquenceur produit un volumineux fichier (type 
FASTQ) contenant les séquences des millions des fragments d’ADN, appelés « reads » ou 
« lectures de séquence ».  
 
Les étapes suivantes du séquençage à haut débit sont réalisées in silico par un enchaînement 
de traitements par différents outils bio-informatiques, souvent appelé un « pipeline bio-
informatique ». Chacune de ces étapes contient des points de vérification et de contrôle 
qualité du processus avec un système de scores de qualités attribués. Les reads obtenus lors 
l’étape de séquençage sont d’abord alignés sur le génome de référence (fichier type BAM). 
Les différences entre la séquence de référence et la séquence du patient, aussi appelées 
« variants », sont ensuite identifiées par l’étape de « variant calling » (fichier type VCF). Les 
variants identifiés sont ensuite annotés avec des informations comme le nom du gène, le type 
de variant, sa localisation (exonique / intronique), sa fréquence dans les bases de données, 
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ses prédictions de pathogénicité, etc. (Figure1). La dernière étape, l’interprétation de la 
signification clinique des variants, est décrite dans la section suivante. 
 
La technologie de séquençage à haut débit est aujourd’hui utilisée selon plusieurs approches 
en diagnostic génétique. La première approche est une stratégie intitulée « panel de gènes » 
ou « listes de gènes ». C’est la plus utilisée actuellement en routine diagnostique. Elle consiste 
à analyser simultanément les séquences d’une dizaine voire d’une centaine de gènes connus 
pour être impliqués dans une pathologie donnée en ciblant l’analyse sur les régions exoniques 
et les bornes introniques flanquantes (Gorokhova et al., 2015a; Krahn et al., 2016). La 
deuxième approche est celle du séquençage de l’exome entier. Elle permet d’analyser en 
même temps les régions codantes et bornes introniques flanquantes de tous les gènes du 
génome, ce qui équivaux à environ 1% du génome (~ 20 000 gènes). Cette approche se 
développe de plus en plus (the NDD Exome Scoping Review Work Group et al., 2019). La 
troisième approche est celle du séquençage du génome entier, comprenant les séquences 
codantes et non codantes. La quantité d’informations générée est 100 fois plus importante 
que celle obtenue pour l’exome entier, soit environ 3 millions de variants par échantillon.  
 
Les approches diagnostiques par séquençage à haut débit sont devenues incontournables 
dans l’exploration des pathologies présentant une hétérogénéité génétique grâce à la 
possibilité d’explorer en même temps l’ensemble des gènes impliqués dans une pathologie, 
augmentant ainsi le rendement diagnostique. Ceci permet ainsi de réduire l’errance diagnostic 
que l’on trouve dans l’approche classique d’exploration génétique « gène par gène » 
(Gorokhova et al., 2015a; Krahn and Collège national des enseignants et praticiens de 
génétique, 2016; Krahn et al., 2016). Ceci concerne notamment le domaine des maladies 
neuromusculaires où il existe une très grande hétérogénéité génétique et clinique. En effet, 
cette puissante approche a rapidement gagné sa place parmi les principales méthodes 
utilisées dans le diagnostic des maladies musculaires (Gorokhova et al., 2015a). 
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Figure 1 : Les étapes générales du séquençage à haut débit. 
 
1) L’ADN génomique est extrait des globules blancs du patient et est fragmenté à l’aide de différentes 
techniques. 
2) Tous les fragments génomiques sont séquencés lors du séquençage du génome entier, tandis que seuls 
les fragments sélectionnés sont séquencés dans des approches ciblées, telles que le séquençage de 
l’exome ou le séquençage de panel de gènes. Cette étape produit un grand nombre de séquences courtes 
appelées « reads ». 
3) Les reads sont ensuite ordonnés en les alignant sur une séquence génomique de référence. Les 
différences entre la séquence génomique du patient et la séquence de référence sont identifiées à l'aide 
de programmes « d'appel de variants » (« variant calling »), générant une liste de positions et de 
modifications de nucléotides, ou de variants. 
4) L’étape d’annotation correspond à la compilation d’informations disponibles concernant chacun des 
variants identifiés (type de variant, fréquence du variant dans différentes bases de données, analyse 
prédictive bioinformatique de pathogénénicité, etc.). 
5) Etape de corrélation entre les données mutationnelles obtenues et le phénotype clinique du patient, 
afin de déterminer l’implication du variant(s) dans la pathologie présentée par le patient. 
Gorokhova S, Biancalana V, Lévy N, Laporte J, Bartoli M, Krahn M. Clinical massively parallel sequencing for the 

diagnosis of myopathies. Rev Neurol (Paris). juill 2015;171(6‑7):558‑71. 
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Interprétation des données issues d’un test diagnostique par Séquençage à 
Haut Débit 
 
Critères de qualité indispensables pour l’interprétation des résultats d’un séquençage : 
couverture des séquences cibles et profondeur de lecture du séquençage 
Depuis l'arrivée des technologies de séquençage à haut débit, des efforts importants ont été 
déployés pour améliorer la qualité des données obtenues afin de satisfaire aux exigences du 
diagnostic moléculaire. La qualité du séquençage est définie par sa profondeur et sa 
couverture (Figure 2). En diagnostic, le séquençage d’une région nécessite le plus souvent une 
couverture de 100% à 20x. La technologie actuelle ne permet pas toujours le séquençage 
parfait de toutes les régions d’intérêt, pouvant ainsi générer des résultats faux négatifs si le 
variant pathogène est présent mais non détecté. En effet, de nombreuses régions du génome 
humain restent difficiles à analyser à l'aide des approches standard de séquençage. Ces 
régions "sombres" du génome contiennent un certain nombre de gènes responsables de 
pathologies (Ebbert et al., 2019). Par exemple, plusieurs gènes responsables de maladies 
neuromusculaires, tels que la NEBULINE (NEB) et le SELENON (SEPN1), chevauchent ces 
régions difficiles à séquencer. Les variants pathogènes dans les régions de gènes dont la 
couverture de séquence est sous-optimale peuvent être négligées. Ainsi, lorsque le 
séquençage à haut débit est effectué dans un cadre diagnostique, l'identification des régions 
mal couvertes est essentielle pour l'interprétation d'un résultat. Si la couverture n'est pas 
suffisante, même pour une petite région d'un gène candidat fortement suspecté, un test de 
re-séquençage supplémentaire est nécessaire pour s'assurer qu’un variant pathogène n’a pas 
été ignoré.  
 
Malgré l’importance des données de couverture pour l’interprétation du résultat par 
séquençage à haut débit, l’information détaillée sur la couverture des exons des gènes étudiés 
n’est souvent pas disponible. Pour faciliter l'interprétation des données de couverture par 
les biologistes et les prescripteurs de tests, nous avons conçu un nouvel outil de 
visualisation, CovReport. Cet outil génère un résumé concis des données de couverture 
permettant une visualisation rapide de la couverture de séquençage et donc une 
identification facile des régions mal séquencées. 
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L’association gène-maladie pour valider les gènes inclus dans les panels diagnostiques 
Selon la base de données OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), un catalogue des 
gènes humains et des maladies génétiques, il y a actuellement (mars 2020) 4,241 gènes 
impliqués dans des pathologies génétiques. Toutefois, le niveau de preuve pour ces 
associations gène-maladie varie considérablement. Certaines des relations gène-maladie ont 
été évoquées il y a longtemps mais n’ont toujours pas été confirmées ou sont finalement 
prouvées fausses. Pour mieux définir les gènes et les variants cliniquement pertinents, le 
Clinical Genome Resource (ClinGen), financé par le NIH, a créé une ressource en libre accès 
basée sur une évaluation standardisée et transparente des preuves (Rehm et al., 2015). Ce 

Figure 2 : Les concepts de la profondeur et la couverture d’un test par séquençage à 

haut débit. 
A) La qualité du séquençage est définie par sa profondeur et sa couverture. La profondeur correspond au 
nombre de reads alignés sur une région ou combien de fois une position a été « lue » par le séquençage à haut 
débit. La couverture correspond au pourcentage de la région cible séquencée avec une profondeur donnée. 
Par exemple, une région peut être couverte à 100% avec une profondeur de 1x (chaque nucléotide a été lu au 
moins une fois) mais avoir une couverture de 50% à 20x (qu’une moitié des positions ont été lues au moins 20 
fois).  B) Un exemple de résultats de séquençage pour deux exons d’un gène donné. L’exon 1 a une très bonne 
couverture par les reads obtenus lors du séquençage. Le variant 1 sera détecté sans difficulté par des 
algorithmes bio-informatiques. La couverture de l’exon 2 n’est pas suffisante. Le variant 2, localisé dans la 
partie très mal couverte n’a été « lu » par le séquençage que deux fois. Ce variant ne sera pas détecté par les 
algorithmes bio-informatiques, conduisant à un résultat faux négatif.  
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groupe a développé une méthode qui définit qualitativement la validité clinique des gènes et 
des maladies en utilisant un système de classification selon le niveau des preuves montrant 
l’association gène-maladie (Strande et al., 2017a). Cette méthode fournit une approche semi-
quantitative standardisée pour évaluer les preuves disponibles et arriver à une classification 
des associations gène-maladie en six catégories : « Definitive », « Strong », « Moderate », 
« Limited », « No Reported Evidence » ou « Conflicting Evidence ». 
 
Les panels de gènes développés par des laboratoires de diagnostic moléculaire ont pour 
objectif à évaluer les causes génétiques potentielles d'une pathologie génétique en réduisant 
le coût et le temps du test diagnostique. Ces panels sont particulièrement utiles pour le 
diagnostic de pathologies présentant une hétérogénéité génétique et clinique, tel que les 
maladies neuromusculaires. En effet, ils permettent de maximiser la couverture des régions 
cibles et d'éviter les découvertes secondaires, augmentant l'efficacité et la rapidité d’une 
analyse génétique. Pour un grand nombre de pathologies, les panels de gènes sont préférés à 
l'exome ou au séquençage du génome et souvent représentent une analyse en première ligne. 
Jusqu'à très récemment, en raison de l'absence de recommandations claires, les gènes inclus 
dans des panels ciblant le même groupe de pathologies pouvaient varier d'un laboratoire à un 
autre avec une possibilité de rendu de résultats très différents pour le même patient. De plus, 
les panels pouvaient contenir des gènes pour lesquels le lien de causalité avec la pathologie 
n’était pas établi avec certitude. En effet, depuis la publication récente de la méthode pour 
déterminer l’implication d’un gène dans une pathologie (Strande et al., 2017a), un certain 
nombre de gènes initialement utilisés en diagnostic ont été retirés des panels de gènes 
(DiStefano et al., 2019; Hosseini et al., 2018; Ingles et al., 2019; Seifert et al., 2019). Le 
séquençage de gènes dont le lien gène-pathologie est limité doit être évité en diagnostic, car 
l’interprétation biologique des variants identifiés dans ces gènes aboutira en classification 
« Variant de Signification Incertaine » (VUS), induisant un stress et une anxiété inutiles chez 
les patients et leurs familles. Les recommandations récentes de l’ACMG (American College of 
Medical Genetics and Genomics) visent à clarifier quels gènes peuvent être inclus dans les 
panels diagnostiques (Bean et al., 2019). Selon ces recommandations, les gènes sont définis 
comme GAD (Gene associated with Mendelian disorder), pour lesquels il existe des preuves 
suffisantes qu’ils sont responsables de la pathologie, ou GUS (Gene of uncertain significance), 
les gènes pour lesquels il n’y a pas encore assez de preuves pour établir un lien gène-
pathologie (Figure 3). Si l’indication est de confirmer un diagnostic clinique, le panel de gènes 
utilisé ne doit contenir que des gènes pour lesquels le lien gène-maladie est clairement établi 
(GAD, Genes associated with Mendelian disorder). Si l’indication est le diagnostic des cas 
cliniquement complexes, les GUS (Genes of uncertain significance) peuvent être inclus. Dans 
ce cas, un consentement adapté à une analyse de type exome/génome est requis. De plus, 
dans le compte rendu, il est nécessaire de clairement séparer les variants identifiés dans les 
GUS des variants identifiés dans les GAD. Enfin, ces recommandations précisent que la 
classification maximale attribuée à un variant identifié dans un gène sans lien gène-pathologie 
établie (GUS) ne peut pas être plus qu’une classification VSI (variant d’une signification 
incertaine). 
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Figure 3. Procédure pour la conception, l'évaluation et la mise en œuvre d'un panel de gènes 
en diagnostic. (Adapté de Bean et al. 2019)  
GAD (Gene associated with Mendelian disorder), gènes pour lesquels il existe des preuves suffisantes qu’ils sont 
responsables de la pathologie. GUS (Gene of uncertain significance), les gènes pour lesquels il n’y a pas encore 
assez de preuves pour établir un lien gène-pathologie 

 
Devant l’importance de cibler les efforts diagnostiques sur les gènes avec un fort lien gène-
pathologie, plusieurs initiatives et groupes de travails ont été formés. Un nombre croissant de 
groupes de travail appelés Gene Curation Expert Panels (GCEPs), coordonnés par ClinGen 
rassemble des experts internationaux pour avancer sur l’évaluation des associations gène-
pathologies (https://clinicalgenome.org/working-groups/clinical-domain/ ). Trois groupes de 
travail dans le domaine des maladies neuromusculaires viennent d’être formés :  
● Charcot-Marie-Tooth Disease Gene Curation Expert Panel   
● Congenital Myopathies Gene Curation Expert Panel 
● Limb Girdle Muscular Dystrophy Gene Curation Expert Panel (dont nous faisons partie 
depuis Février 2020). 
 
Sur le même principe, le Royaume-Uni a créé PanelApp, une base de données permettant de 
classer des corrélations « gène-pathologie » en utilisant comme indicateur un code couleur. 
Les gènes « vert » sont des gènes avec des preuves suffisants de l’association gène-maladie. 
Ces gènes peuvent être utilisés en diagnostic avec confiance. Pour les gènes « orange », il 
existe des preuves modérées de l’association gène-maladie. Ces gènes ne devraient pas 
encore être utilisés pour l'interprétation des résultats de séquençage. Pour les gènes 
« rouges », Il n’existe pas des preuves suffisantes de cette association gène-maladie. Ces 
gènes ne devraient pas être utilisés pour l'interprétation. (Figure 4, 
(https://panelapp.genomicsengland.co.uk/). Cette base de données permet également à la 
communauté scientifique et médicale de partager leurs informations et d’échanger.  
 

https://clinicalgenome.org/working-groups/clinical-domain/
https://panelapp.genomicsengland.co.uk/
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Figure 4. Le système utilisé par PanelApp pour classer les gènes   
Les gènes « vert » sont des gènes avec des preuves suffisants de l’association gène-maladie. Ces gènes peuvent 
être utilisés en diagnostic avec confiance. Pour les gènes « orange », il existe des preuves modérées de 
l’association gène-maladie. Ces gènes ne devraient pas encore être utilisés pour l'interprétation des résultats de 
séquençage. Pour les gènes « rouges », Il n’existe pas des preuves suffisantes de cette association gène-maladie. 
Ces gènes ne devraient pas être utilisés pour l'interprétation. 
(https://panelapp.genomicsengland.co.uk/) 

 
En France, à la suite du travail de différents groupes d’experts, des listes de gènes impliqués 
dans certaines pathologies ont été proposées dans le but d’harmoniser les analyses par 
séquençage à haut débit au niveau national. Ces travaux ont été menés notamment par des 
groupes d’experts au sein des Filières Nationales de Santé Maladies Rares (https://solidarites-
sante.gouv.fr/soins-et-maladies/prises-en-charge-specialisees/maladies-rares/article/les-
maladies-rares). C’est le cas pour la thématique des myopathies et la filière FILNEMUS (Filière 
Nationale des Maladies Rares Neuromusculaires; www.filnemus.fr), qui a publié les listes de 
gènes définies en fonction des portes d’entrée diagnostiques, avec l’information sur 
l’association gène-pathologie pour chaque gène. Plus de détails sur la structuration du 
diagnostic des maladies neuromusculaires en France sont décrits dans la section suivante. 
 
Recommandations pour l’interprétation des variants identifiés par un test diagnostique par 
séquençage à haut débit 
La mise en place du séquençage à haut débit à visée diagnostique dans les laboratoires de 

génétique a augmenté drastiquement le nombre de variants génétiques identifiés pour 

chaque analyse effectuée. L’interprétation de la signification clinique de ces variants est 

devenue un véritable défi pour les laboratoires, surtout pour les variants non décrits 

précédemment ou pour les variants dans des gènes dont les laboratoires n’avaient pas encore 

d’expertise spécifique. A titre d’exemple, une analyse d’un panel de 200 gènes de myopathies 

génère environ 300 variants à interpréter par échantillon de patient, et une analyse d’exome 

entier et de génome entier respectivement 20 000 et environ 3 millions variants. Pour 

homogénéiser et standardiser l’interprétation clinique des variants entre les laboratoires 

diagnostiques, plusieurs sociétés savantes, tel que l’ACMG-AMP (American College of Medical 

https://panelapp.genomicsengland.co.uk/
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Genetics & the Association for Molecular Pathology) ou EuroGentest/ESHG (European Society 

of Human Genetics), ont émis des recommandations pour guider les laboratoires dans 

l’interprétation (Amendola et al., 2016; Matthijs et al., 2016; Richards et al., 2015). Même si 

les principes et les mises en garde abordées dans ces documents étaient assez similaires, le 

système de calcul de pathogénicité des variants proposé par les recommandations d’ACMG-

AMP est devenu aujourd’hui le standard mondial pour l’interprétation des analyses par 

séquençage à haut débit. Selon les propositions par Richards et al., l’interprétation de la 

signification clinique de chaque variant repose sur un faisceau d’arguments, tel que sa 

fréquence allélique dans la population générale, présence chez les sujets atteints, données de 

ségrégation, prédiction de la pathogénicité par des outils bio-informatique ou les données 

fonctionnelles. Ces arguments ont un poids plus ou moins important dans l’interprétation du 

variant identifié. Pour les arguments en faveur de la pathogénicité du variant ils peuvent être: 

« Très fort » (PVS, Pathogenic Very Strong), « Fort » (PS, Pathogenic Strong), « Moyen » (PM, 

Pathogenic Moderate), « Faible » (PP, Pathogenic Poor). Pour les arguments en faveur du 

caractère bénin du variant ils sont : « Suffisant » (BA, Benign stand Alone), « Fort » (BS, Benign 

Strong), « Faible » (BP, Benign Poor). L’interprétation des résultats est sous la responsabilité 

exclusive du biologiste et consiste à combiner ces arguments pondérés afin d’assigner une des 

5 classes suivantes au variant étudié : 

● Classe 1 : Variant bénin 

● Classe 2 : Variant probablement bénin  

● Classe 3 : Variant de signification incertaine 

● Classe 4 : Variant probablement pathogène  

● Classe 5 : Variant pathogène  

Ce système de classification des variants a été incorporé dans les recommandations nationales 

françaises émises par le Groupe de Travail du Réseau NGS-Diag, en collaboration avec 

l’ANPGM (Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire), l’ACLF (Association 

des Cytogénéticiens de Langue Française), AchroPuce  (Réseau d’Analyse Chromosomique sur 

Puce à ADN) et le GGC (Groupe Génétique et Cancer), ainsi que plusieurs Filières des Maladies 

Rares. La première version de ce document a été publiée en juin 2018 avec un objectif de 

limiter la variabilité inter- et intra-laboratoire dans l’interprétation des variants en génétique 

moléculaire et d’aboutir à un consensus national. Depuis, ces recommandations ont été 

adoptées par la grande majorité des laboratoires diagnostiques en France 

(http://ffgh.net/index.php/presentation/les-reseaux-partenaires/reseau-ngs-diagnostic/182-

reseaux/ngs/354-recommandations-professionnelles-du-reseau-ngs-diag). 

Cependant, les recommandations initiales laissaient une incertitude sur l’attribution de 

certains critères de classification, entrainant des disparités entre les résultats des différents 

laboratoires (Amendola et al., 2016). Afin d’homogénéiser l’utilisation des items de la liste 

d’arguments, il apparaît nécessaire d’apporter certaines précisions comme la valeur seuil de 

fréquences alléliques ou l’utilisation de scores combinés de prédiction de pathogénicité de 

différents algorithmes. De plus, l’application des recommandations générales peut être très 

différente selon le gène étudié. C’est pour cette raison que des initiatives comme ClinGen 
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(Rehm et al., 2015), financé par le NIH (National Institute of Health) aux Etats-Unis, ou d’autres 

groupes de travail d’experts, ont publié des mises à jour de la classification ACMG-AMP initiale 

(Amendola et al., 2016; Richards et al., 2015). Il s’agit de précisions générales sur les critères 

de classification (Abou Tayoun et al., 2018; Biesecker et al., 2018; Brnich et al., 2019; Ghosh 

et al., 2018; SVI_Recommendation_for_PM3_Criterion, 2019; 

SVI_Recommendation_for_PS2_and_PM6_criteria, 2018), et des recommandations gène-

spécifiques élaborées par des Groupes d’experts du réseau ClinGen ou autres experts dans le 

domaine (MYH7, Rasopathies, PAH, Surdités, CDH1, PTEN, MEN1, RUNX1, GAA, 

TP53)(ClinGen_Lysosomal_Storage_Disorders_Expert_Panel, 2019; 

ClinGen_TP53_Expert_Panel, 2019; Gelb et al., 2018; Kelly et al., 2018; Lee et al., 2018a; Luo 

et al., 2019; Mester et al., 2018; Oza et al., 2018; Romanet et al., 2019; Zastrow et al., 2018). 

Comme les résultats de ces groupes de travail ont été publiés après la parution de la première 

version des recommandations du réseau NGS-Diag, il est important d’exposer et 

potentiellement d’incorporer ces mises à jour dans la nouvelle version de ce document, 

actuellement en cours d’élaboration. 

Importance de tests fonctionnels pour l’interprétation des variants 
Le système de classification des variants identifiés lors d’une analyse par séquençage à haut 
débit permet d’attribuer pour chacun d’eux une classe de l’impact clinique en prenant en 
compte systématiquement tous les arguments disponibles. Cependant, les variants non-
identifiés précédemment, ou localisés dans des gènes avec un lien gène-pathologie en cours 
de validation, seront souvent classés comme « Variant de Signification Incertaine » ou VSI. Un 
résultat génétique avec un VSI peut induire un stress et anxiété considérable pour le patient 
et sa famille. Il peut même parfois, à tort, entrainer des explorations et consultations de suivi 
non-utiles. C’est pour cette raison qu’il y a une nécessité majeure d’établir des tests 
fonctionnels pour déterminer l’impact pathogène ou non de ces variants sur la fonctionnalité 
de la protéine ou sur l’épissage d’ARN messager. La meilleure façon de déterminer si un 
variant a un effet sur l’épissage, est d’explorer l’ARN provenant d’un tissu atteint du patient. 
Une apparition d’un transcrit anormal en lien avec le variant est un argument fort pour la 
pathogénicité de celui-ci. Cependant, très souvent le tissu du patient qui permettent de 
réaliserces explorations n’est pas disponible, car d’accès trop invasif (biopsie musculaire) ou 
non-accessible (cerveau). Une méthode in vitro appelée l’étude par « minigene », a été établie 
pour contourner ce problème (Gaildrat et al., 2010). Dans cette approche, un segment 
génomique avec la séquence contenant le variant d'intérêt, ainsi que les séquences 
introniques adjacentes, est intégré dans un vecteur « minigène », constitué des éléments 
d’épissage artificiels. Suite une transfection transitoire dans une lignée cellulaire, les transcrits 
générés par les cellules transfectées avec la construction « minigène » contenant le variant, 
sont testés et comparés aux transcrits dans les cellules contrôle, pour détecter des anomalies 
d’épissage. Nous avons mis en place cette approche pour la majorité des exons de CAPN3, le 
gène responsable d’une forme majeure des dystrophies musculaires des ceintures. Pour les 
variants montrant une anomalie d’épissage par le test « minigène », nous avons pu attribuer 
un argument fort PS3 selon les recommandations ACMG-AMP actuelles, ce que nous a permis 
de reclasser la majorité de ces variants, démontrant ainsi l’importance de cette approche dans 
la démarche diagnostique. 
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Structuration du diagnostic génétique des maladies neuromusculaires par 
Séquençage à Haut Débit en France  
 
Les maladies neuromusculaires sont des pathologies qui affectent le muscle strié (dystrophies 
musculaires), la jonction entre le nerf et le muscle (myasthénies), les cellules nerveuses 
motrices de la moelle épinière ou motoneurones (amyotrophies spinales, sclérose latérale 
amyotrophique) ou les racines et les nerfs des membres (neuropathies périphériques). Une 
majorité de ces pathologies est d’origine génétique. La sévérité de l’atteinte musculaire, le 
type de muscle impacté, l’association avec d’autres symptômes neurologiques ou 
systémiques sont très variables et dépendent souvent du gène impliqué. Le diagnostic 
moléculaire est indispensable pour un patient atteint d’une affection neuromusculaire car il 
permet d’orienter la prise en charge de la maladie, prédire la progression des symptômes et 
donner un conseil génétique. Un diagnostic précoce a l’avantage de réduire l’errance 
diagnostique et d’arrêter les examens à visée diagnostique, qui peuvent être invasifs comme 
par exemple les biopsies musculaires.  
 
En France, la Filière Nationale des Maladies Rares Neuromusculaires (FILNEMUS) a été créée 
dans le cadre du second plan national maladies rares 2011-2016, afin d’améliorer au niveau 
national la visibilité des maladies rares neuromusculaires ainsi que de structure de prise en 
charge et de soins (Centres de Référence Maladies Rares-CRMR  et Centres de Compétence 
Maladies Rares-CCMR). FILNEMUS se situe actuellement à la 2e place en termes de suivi actif 
de patients, avec une cohorte de 44000 patients répartis sur 32 centres de référence et 39 
centres de compétence en maladies neuromusculaires (Krahn et al., 2019). Avec la 
généralisation des analyses génétiques par séquençage à haut débit, la filière FILNEMUS a 
élaboré des recommandations spécifiques concernant les myopathies. Les groupes d’experts 
de FILNEMUS ont utilisé la procédure similaire à celle publiée par ClinGen en 2017 qui consiste 
à associer un gène à une pathologie (Krahn et al., 2019; Strande et al., 2017b). Les corrélations 
« gène-pathologie » ont été établies pour 199 gènes de myopathies, soit au total 300 
corrélations « gène-pathologie » différentes car certains gènes présentent plusieurs 
expressions phénotypiques dans différentes catégories (Krahn et al., 2019).  
 
En plus de ces travaux d’harmonisation, une nouvelle stratégie de diagnostic des myopathies 
par séquençage à haut débit a été mise en place au niveau national. Pour chaque suspicion de 
myopathie, l’orientation clinique et/ou histologique permet d’initier l’analyse génétique 
d’une ou de plusieurs de ces 13 listes de myopathies : 
 

 Dystrophies des ceintures (LGMD) : 40 gènes 
 Myopathies congénitales à némaline positive : 12 gènes 
 Myopathies congénitales à « némaline négative » : 32 gènes 
 Arthrogryposes fœtales et néonatales : 37 gènes 
 Dystrophies musculaires congénitales hors alpha-dystroglycanopathies : 17 gènes 
 Alpha-dystroglycanopathies : 18 gènes 
 Myopathies distales et scopulopéronières : 24 gènes 
 Myopathies rétractiles : 28 gènes 
 Myopathies myofibrillaires et Myopathies à inclusions : 15 gènes 
 Myasthénies congénitales : 32 gènes 
 Paralysies périodiques : 3 gènes 

http://www.filnemus.fr/menu-pied-de-page/glossaire/definition/ccmr/
http://www.filnemus.fr/menu-pied-de-page/glossaire/definition/ccmr/
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 Myotonies non dystrophiques : 7 gènes 
 Myopathies métaboliques : 35 gènes 

 
 
Pour chaque catégorie de myopathie, il existe une liste principale de gènes et une liste 
exhaustive ou une liste de gènes unique exhaustive (disponibles sur le site de FILNEMUS: 
http://www.filnemus.fr). Dans un premier temps la liste principale est utilisée pour l’analyse 
par séquençage à haut débit, puisqu’elle est composée des gènes « majeurs » à analyser en 
priorité. Si les résultats de cette première analyse ne sont pas concluants (absence de variant 
pathogènes ou probablement pathogènes), la liste exhaustive de gènes sera alors étudiée. 
Puis, si cette nouvelle liste est toujours négative, l’ensemble des gènes de myopathies pourra 
être exploré. En l’absence de diagnostic après cette analyse, la réalisation d’un exome ou d’un 
génome voire même le séquençage de l’ARN messager pourront être envisagés (Krahn et al., 
2019) (Figure 4). 
 
Les patients atteints de maladies musculaires non diagnostiqués pourront aussi bientôt 
bénéficier d’un séquençage du génome dans le cadre du plan « France Médecine Génomique 
2025 ». Initié en 2015, ce plan prévoit de placer la France parmi les pays les plus engagés dans 
la médecine personnalisée de précision et d’intégrer la médecine génomique dans le parcours 
de soins et la prise en charge des pathologies communes avec pour objectif un séquençage de 
235 000 génomes par an. Deux pré-indications ont été proposées par FILNEMUS et acceptées 
par le PFMG2025, à savoir « Myopathies non étiquetées après panel thématique Filnemus 
négatif» et « Hypotonies néonatales périphériques suspectes de maladie neuromusculaire ». 
Cette mesure aidera grandement à diminuer l’errance diagnostique pour les patients atteints 
de maladies neuromusculaires en France. 
 
Notre Service de Génétique Médicale de Marseille, et l’unité INSERM/AMU 1251/Marseille 
Medical Genetics (dirigés par le Pr. N. Lévy) sont impliqués depuis de nombreuses années dans 
la coordination et l’évolution des analyses moléculaires diagnostiques pour les maladies 
neuromusculaires, notamment par séquençage à haut débit, et les différents travaux réalisés 
dans le cadre de cette thèse de médecine s’intègrent dans ces démarches. 

http://www.filnemus.fr/
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Figure 5. Stratégie consensuel de diagnostic des myopathies par séquençage à haut débit 

en France. (Krahn et al., 2019) 
 

Matériel et méthode 
Dans cette section, une synthèse des sections respectives des trois articles est présentée. 
L’intégralité du travail effectué dans le cadre de cette thèse de médecine est exposée dans 
les articles ci-joints. 
 

Mise en place de CovReport – l’outil de visualisation de la couverture de 
séquence 
Design et fonctionnement du logiciel 
CovReport a été mis en œuvre sous la forme d'une application Java autonome. Il peut 
fonctionner sur toute plateforme où le logiciel Java Runtime (JRE) est installé (Windows, Mac 
OS et Linux). La version Java supportée est la version 8. Des détails techniques sur le logiciel, 
les instructions d’utilisation ainsi que le lien vers le téléchargement sont disponibles sur 
http://www.jdotsoft.com/CovReport.php. Le fichier d'entrée contenant les informations de 
couverture par exon est un fichier CSV délimité par des tabulations. Les colonnes suivantes 
sont attendues : RefSeqName, GeneSymbol, Exon, Size, Mean Depth, SD Depth, Coverage 1x, 
Coverage 5x, Coverage 10x, Coverage 20x, Coverage 30x. Un exemple de fichier est disponible 
sur http://www.jdotsoft.com/CovReport/44genes-stat_coverage_exon.txt. Le fichier 
d'entrée peut être facilement généré par le module de couverture de VarAFT tool, 
(https://varaft.eu/, (Desvignes et al., 2018)) qui utilise BEDTools (Quinlan, 2014; Quinlan and 

http://www.jdotsoft.com/CovReport.php
https://varaft.eu/
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Hall, 2010) pour calculer la couverture au niveau de l'exon. Toutefois, les résultats de tout 
autre pipeline de calcul de la couverture peuvent être convertis dans le format approprié et 
utilisés comme une entrée de CovReport. De plus, la version en ligne de commande de 
CovReport permet d'intégrer cet outil de visualisation comme une étape dans un pipeline 
d'analyse de données de séquençage à haut débit. L'interface utilisateur de l'application est 
en anglais, mais le fichier PDF généré est dans la langue locale actuelle. L'anglais et le français 
sont supportés dans la distribution actuelle, avec la possibilité d'ajouter d'autres langues par 
l'utilisateur. Le texte inclus dans le rapport PDF de sortie peut également être personnalisé, 
ce qui permet d'adopter CovReport dans n'importe quelle procédure de diagnostic. 
 
 
Séquençage d’un exome pour tester la performance de CovReport 
L'ADN de l'échantillon de référence NA12878 a été obtenu auprès du Coriell Institute for 
Medical Research Repository (Institut Coriell, Camden, NJ, USA). Le séquençage de l'exome 
entier (WES) a été effectué par la plateforme de génomique et de bioinformatique (GBiM, U 
1251/Marseille), à l'aide du kit NimbleGen SeqCap EZ MedExome (taille de séquences cibles 
47Mb) selon le protocole du fabricant (Roche Sequencing Solutions, Madison, USA). Le kit 
SeqCap EZ MedExome cible l'ensemble de l'exome humain avec une couverture accrue des 
exons des gènes médicalement pertinents dans les maladies mendéliennes. Après une étape 
d'enrichissement, les librairies ont été séquencées sur la plateforme Illumina NextSeq 500 
(Illumina, San Diego, CA, USA) à l'aide d'un protocole de séquençage "paired-end" avec des 
fragments de 150 bp. Les données brutes ont été mappées au génome humain (hg19) en 
utilisant BWA 0.7.5. 
 
Mise en place de CovReport pour le diagnostic en routine dans le Laboratoire de Génétique 
Moléculaire à AP-HM. 
CovReport est utilisé en routine dans le Laboratoire de Génétique Moléculaire de l’AP-HM, 
pour tous les tests diagnostiques par séquençage à haut débit depuis Juin 2018. Pour tous les 
séquençages de panels de gènes proposés par le laboratoire, le kit de capture SureSelect 
Custom (Agilent Technologies) ciblant initialement 852 gènes puis 1070 gènes dans sa version 
actuelle, est utilisé. Le séquençage a été effectué sur la plateforme Ion ProtonTM, puis depuis 
2019 sur Ion GeneStudio S5 PrimeTM (Thermo Fisher Scientific). L’analyse bio-informatique de 
résultats de séquençage est faite par l’Ion Torrent Suite, integrée dans les plateformes Ion 
ProtonTM et Ion GeneStudio S5 PrimeTM. L’analyse de la couverture est réalisée à l’aide du 
module d’analyse de couverture module du logiciel VarAFT (Desvignes et al., 2018). Pour 
chaque patient, le fichier de couverture issu de VarAFT est ensuite utilisé pour générer le 
rapport de couverture intitulé « Annexe 1. Couverture des fichiers cibles ». Ce rapport sert à 
valider le séquençage par le responsable technique du test,et est directement intégré dans le 
dossier du patient pour être joint au compte rendu du résultat. Au total plus de 1 500 rapports 
diagnostiques ont été générés à l’aide de CovReport depuis Juin 2018. 
 

Mise à jour des recommandations françaises pour l’interprétation des variants 
Un travail bibliographique extensif a été effectué pour rechercher les récentes mises à jour 
des recommandations pour l’interprétation des variants issus des tests par séquençage à haut 
débit. Les données de PubMed, ainsi que tous les documents disponibles sur le site de ClinGen 
(https://www.clinicalgenome.org/) ont été étudiés. Au total, dix publications décrivant des 
recommandations spécifiques à un gène ou un groupe de pathologies ont été identifiées : 

https://www.clinicalgenome.org/
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MYH7 (Kelly et al., 2018), Rasopathie (Gelb et al., 2018), PTEN (Mester et al., 2018), Surdités 
(Oza et al., 2018), CDH1 (Lee et al., 2018a), MEN1 (Romanet et al., 2019), RUNX1 (Luo et al., 
2019), TP53 (ClinGen_TP53_Expert_Panel, 2019), PAH (Zastrow et al., 2018), GAA 
(ClinGen_Lysosomal_Storage_Disorders_Expert_Panel, 2019). De plus, six nouvelles 
recommandations et précisions pour les arguments des critères ACMG-AMP ont été étudiées : 
 
● PVS1 – Variant ayant un effet « perte de fonction » (Abou Tayoun et al., 2018) 
● PS3/BS3 –arguments attribués selon les données fonctionnelles (Brnich et al., 2019) 
● PM3 – argument attribué selon les données de ségrégation 
(SVI_Recommendation_for_PM3_Criterion, 2019) 
● PS2/PM6 –  arguments attribués si le variant étudié est de novo 
(SVI_Recommendation_for_PS2_and_PM6_criteria, 2018) 
● PP5/BP6 – argument « présence dans les bases de données des variants pathogènes » 
(Biesecker et al., 2018) 
● BA1 – argument attribué aux variants très fréquents dans la population générale, classant 
automatiquement ces variants en bénin (Ghosh et al., 2018)  
 
Chaque argument a été examiné en détail dans toutes ces études. Au total, tous les 28 
arguments des recommandations ACMG-AMP ont été analysés. Les mises à jour ou des 
précisions ont été proposées pour 11 arguments suivants : PVS1, PS4, PM2/BS1/BA1, PM3, 
PS2/PM6, PP1, PP5, BP6.  
 

Sélection et analyse des variants faux-sens dans le gène CAPN3 avec impact 
potentiel sur l’épissage 
Pour explorer l’impact potentiel de variants faux-sens sur l’épissage, nous avons utilisé l’outil 
HSF (Human Splice Finder, (Desmet et al., 2009)) pour examiner les variants dans le gène 
CAPN3 identifiés dans notre laboratoire. Nous avons ensuite sélectionné 24 variants répartis 
dans tout le gène pour des tests fonctionnels par l’approche « minigène ». L’étude de 
l’épissage par l’approche « minigène » a été développée pour 18 exons du gène comme décrit 
précédemment (Gaildrat et al., 2010; Kergourlay et al., 2014). Les arguments de pathogénicité 
pour les 24 variants sélectionnés ont été étudiés en détail pour classer ces variants selon les 
recommandations ACMG adaptées à CAPN3 comme décrit dans l’article ci-joint. Ces 
classifications ont ensuite été recalculées en prenant en compte les résultats de l’étude 
fonctionnelle par « minigène ». 
 
Pour estimer la prévalence d’autres variants faux-sens avec un effet potentiel sur l’épissage, 
nous avons constitué les deux sets de variants suivants : 381 de variants provenant des bases 
de données ClinVar et LOVD ainsi que 428  variants présents dans la population générale (dans 
la base de donnée gnomADv2.1.1). Seuls les variants éloignés de plus 2 nucléotides des bords 
des exons ont été sélectionnés pour ne pas inclure les variants localisés dans les sites 
d’épissage canoniques. Les variants dans ces deux sets ont ensuite été annotés par les logiciels 
de prédiction de l’épissage classiques (MaxEntScan  (Yeo and Burge 2004)) ainsi que des 
logiciels plus récents, tels que MutPred Splice (Mort et al. 2014), SpliceAI (Jaganathan et al. 
2019), MMSplice (Cheng et al. 2019), SCAP (Jagadeesh et al. 2019). Les 24 variants étudiés par 
l’étude « minigène » ont également été annotés par ces outils. Les variants faux-sens dans le 
gène CAPN3 ont ensuite été visualisés en fonction de leur position dans le gène et le score de 
prédiction de l’épissage. 
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Enfin, les 24 variants explorés par l’approche « minigène » ont été divisés en deux groupes – 
les variants avec un effet sur l’épissage et les variants sans effet. Les résultats de différents 
scores de prédiction ont été comparés entre ces deux groupes. 

Résultats 
Dans cette section, une synthèse des sections respectives des trois articles est présentée.  
L’intégralité du travail effectué dans le cadre de cette thèse de médecine est exposée dans 
les articles ci-joints. 
 

Utilisation de CovReport pour visualiser la couverture d’un test diagnostique 
par séquençage à haut débit 
CovReport permet d'avoir une vue d'ensemble de la couverture des exons pour un test de 
séquençage diagnostique en générant un rapport concis et facile à comprendre au format 
PDF. Grâce à son interface intuitive et à l'absence d'étapes d'installation complexes, 
CovReport est facile à appliquer par les utilisateurs sans formation spéciale en bio-
informatique. CovReport peut également être lancé en ligne de commande, ce qui permet son 
intégration dans des pipelines bio-informatiques. Plusieurs caractéristiques rendent 
CovReport particulièrement utile dans un contexte de diagnostic. Tout d'abord, l'application 
fonctionne sur un ordinateur local, ce qui permet une sécurité totale des données. 
Deuxièmement, le nom du patient de l'analyse précédente est automatiquement réinitialisé 
lors de la saisie du nouveau fichier de couverture afin d'éviter les erreurs d'identité. 
Troisièmement, le format, le contenu et la langue du rapport peuvent être facilement 
personnalisés par le laboratoire, en s'adaptant au contexte diagnostique. Quatrièmement, des 
informations sur le séquençage Sanger supplémentaire des régions insuffisamment couvertes 
peuvent être intégrées dans le rapport de couverture du séquençage à haut débit, ce qui 
permet de retracer facilement les tests de séquençage effectués pour un patient. 
  
La couverture des exons pour les gènes d’un panel diagnostique est visualisée en dessinant 
les exons ombrés selon le niveau de couverture : les exons couverts à 100% sont blancs, les 
exons couverts à 90-100% sont gris clair, les exons couverts à <90% sont gris foncé, les exons 
non couverts sont noirs. Plusieurs options de visualisation permettent d'adapter la 
présentation graphique aux besoins de l'utilisateur. Les gènes avec une couverture de 100% 
peuvent être listés en haut du rapport sans dessiner les exons (option "Skip white genes", par 
défaut). Des structures schématiques gènes/exons seront dessinées pour les gènes restants, 
en ombrant les exons de couverture inférieure. Si l'option « Merge white exons » est 
sélectionnée, CovReport fusionnera les exons couverts à 100% pour une représentation plus 
compacte, ce qui est utile pour les gènes ayant de nombreux exons. Si cette option est 
décochée, le rapport sera produit avec chaque exon dessiné individuellement. De même, les 
exons ayant la même couleur peuvent être fusionnés pour une représentation plus compacte 
(option « Merge non-white exons »). La couverture moyenne par gène peut être indiquée à 
côté de chaque gène (option "Show gene weighted coverage"), qui est également utilisée pour 
les statistiques de la couverture totale du panel de gènes (option "Show statistics"). Des 
informations sur les transcrits RefSeq peuvent être inclues dans le rapport (option "Show gene 
transcripts"). Cette option est recommandée si le nombre d’exons est différent entre les 
transcrits, entraînant des différences de couverture entre les isoformes. La profondeur de la 
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couverture dans le rapport, par défaut de 20x, peut être modifiée en 1x, 5x, 10x ou 30x. Enfin, 
des commentaires supplémentaires peuvent être inclus dans le rapport. 
 
Pour démontrer la performance de CovReport, nous avons utilisé les données de séquençage 
de l'exome pour l’échantillon de l’ADN standard (NA12878) afin de visualiser la couverture de 
40 gènes de la liste étendue des gènes de la dystrophie musculaire des ceintures (LGMD) 
définie par le Filière Nationale des Maladies Rares Neuromusculaires (FILNEMUS). Le rapport 
de couverture de séquençage en format pdf a été généré à l'aide de CovReport avec les 
options « Afficher les transcrits des gènes » et « Afficher les statistiques » activées en plus des 
options par défaut. Comme le montre la Figure 3, la couverture a été visualisée pour 43 
transcrits correspondant à 40 gènes. La plupart des gènes sont couverts à 100 %. L'avantage 
d'utiliser l'option "Show gene transcript" est évident dans cet exemple, puisque TTN 
(NM_133379) est couvert à 100 %, tandis que TTN (NM_001267550) possède plusieurs exons 
avec une couverture plus faible. En effet, l'isoforme NM_133379 est beaucoup plus courte, 
car les exons 50-219 du NM_001267550 ne sont pas inclus dans ce transcrit. Six exons ont une 
couverture inférieure à 20x (exons noirs). Plusieurs autres exons ont une couverture sous-
optimale dans des régions correspondant à plus de 10 % de leur longueur (gris foncé). Ce 
rapport fournit une information importante pour la prise en charge du patient. En corrélation 
avec les données mutationnelles disponibles pour le gène, qui peuvent être discutées avec le 
généticien, le clinicien prescripteur prendra en compte les éléments cliniques disponibles pour 
le patient par rapport à la maladie suspectée, afin de décider si le phénotype du patient 
pourrait être potentiellement expliqué par des variants pathogènes dans les exons ayant une 
faible couverture, Si tel était le cas, un re-séquençage supplémentaire de ces régions serait 
nécessaire. 
 
CovReport est utilisé pour tous les tests diagnostiques de séquençage de panel de gènes au 
Laboratoire de génétique moléculaire de l'hôpital de la Timone de l’AP-HM, depuis juin 2018. 
Les rapports générés sont directement annexés aux résultats diagnostiques des différents 
panels de séquençage. En outre, les rapports de couverture produits par CovReport sont 
également utilisés en routine pour la validation technique du test en prenant en compte les 
statistiques de couverture des gènes du panel intégrées dans les rapports. 
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Figure 6 : Un exemple d'un rapport de couverture généré par CovReport.  
Un exemple de rapport a été généré par CovReport afin de visualiser la couverture du séquençage de 40 gènes 
du panel LGMD (dystrophies musculaires des ceintures) en utilisant les données de séquençage d'un exome pour 
l'échantillon d'ADN standard NA12878. Le nom du patient est affiché comme indiqué dans l'interface de 
CovReport. La date du rapport est générée automatiquement (si l'option "Afficher la date du rapport" est activée 
comme dans cet exemple). Dans la partie supérieure du rapport, les gènes couverts à 100% sont listés (si l'option 
"Exclure les gènes blancs" est activée). Ensuite, les gènes dont la couverture est sous-optimale sont indiqués avec 
une couleur des exons en fonction du niveau de couverture. Le pourcentage de couverture au niveau du gène 
est indiqué pour chaque gène couvert de manière sous-optimale (si l'option "Afficher la couverture pondérée 
par gène" est activée). Enfin, les statistiques de couverture pour les gènes analysés sont affichées (si l'option 
"Afficher les statistiques" est activée). 

 
 

Mise à jour des recommandations françaises pour l’interprétation des 
variants 
Les recommandations initiales pour l’interprétation des variants identifiés par séquençage à 
haut débit proposées par ACMG-AMP (Amendola et al., 2016; Richards et al., 2015) et par le 
réseau NGS-Diag reposent sur l’évaluation des 28 arguments pour estimer le caractère 
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pathogène ou bénin d’un variant. Chaque argument a un poids (« faible », « moyen », « fort » 
ou « très fort ») qui est comptabilisé pour l’attribution d’un classement global de l’impact 
clinique pour un variant donné. Pour mettre à jour les recommandations françaises datant de 
juin 2018, nous avons effectué un travail de synthèse bibliographique étudiant dix 
publications proposant des mises à jour spécifiques pour un gène ou un groupe des 
pathologies. Six précisions ou recommandations pour des critères individuels issus des 
groupes de travail ClinGen ont également été examinés. Suite à ce travail, nous avons proposé 
l’actualisation des recommandations françaises de classification des variants, avec intégration 
des éléments supplémentaires depuis la publication ACMG princeps. La version actualisée de 
ce document est en cours de validation par les réseaux NGS-Diag et ANPGM. 
 
Trois arguments des recommandations initiales (PM2, BS1 et BA1) sont basés sur les données 
de fréquence allélique du variant dans la population générale. Nous avons tout d’abord mis à 
jour les informations sur les bases de données qui sont devenues disponibles depuis la 
première version du document NGS_DIAG_001, tel que gnomAD (Karczewski et al., 2019), 
TopMed (Taliun et al., 2019; TOPMed, 2018) et autres. Des précisions pour ces arguments sont 
particulièrement nécessaires car de grandes différences sont possibles entre des laboratoires 
pour attribuer l’argument pathogène PM2 (absence ou fréquence très faible du variant dans 
la population générale) ou l’argument bénin BS1 (présence avec une fréquence élevée). En 
effet, les seuils choisis dépendent largement de la prévalence de la pathologie associée au 
gène étudié ainsi que sa variabilité allélique. Un outil aidant au calcul de ces seuils a 
récemment été décrit (Whiffin et al., 2017). Un résumé des seuils déjà calculés proposé dans 
la nouvelle version du document NGS-Diag (Tableau 1 et Figure 6) sera utile non seulement 
pour les laboratoires interprétant les variants dans ces gènes, mais également pour 
l’interprétation des variants dans des gènes avec des caractéristiques similaires. 
 

   

Tableau 1 : Seuils de fréquences alléliques du variant à classer pour attribuer PM2, BS1 

ou BA1.  
Un résumé des recommandations issues des groupes d’experts pour les différents gènes ou pathologies. Pour 

calculer ces seuils, les données de prévalence et pénétrance suivantes ont été utilisés : MYH7 1/200 avec une 

pénétrance de 30% (pour BA1/BS1) et 1/500 avec une pénétrance de 50% (pour PM2) (Kelly et al., 2018). 

Rasopathie – 1/1000 (pour BA1/BS1) et 1/100 000 (pour PM2) avec une pénétrance de 100%  (Gelb et al., 

2018). PTEN – 1/250 000 (Mester et al., 2018). Surdités – 1/30 -1/200 prévalence avec une pénétrance de 80-

100% (Oza et al., 2018). CDH1 – 1/800 – 1/1250 avec une pénétrance de 30% (pour BA1/BS1)  (Lee et al., 2018). 

MEN1 – 1/30 000 avec une pénétrance de 17% (Romanet et al., 2019). RUNX1 – 1/40 avec une pénétrance de 

85%  (Luo et al., 2019). PAH – 1/13500 – 1/19000 avec une pénétrance de 80% (Zastrow et al., 2018). 

TP53 (ClinGen_TP53_Expert_Panel, 2019), GAA (ClinGen_Lysosomal_Storage_Disorders_Expert_Panel, 2019).
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Figure 7 : Un résumé graphique des seuils des fréquences alléliques pour attribuer les 

arguments PM2/BS1/BA1 selon les recommandations gène-spécifique (pathologies AD) 

Une prévalence d’un variant chez les individus atteints significativement supérieure à celle 
des individus contrôles de la même origine ethnique que les patients permet d’attribuer 
l’argument PS4 selon les recommandations originales. Cependant, il existe très peu d’études 
cas-contrôles pour avoir assez de puissance statistique pour faire ce calcul. Les 
recommandations gène-spécifiques proposent d’attribuer le score PS4 en fonction du nombre 
de patients porteurs du variant étudié. Huit recommandations gène-spécifiques récentes 
proposent des seuils pour attribuer l’argument PS4 (Tableau 2). Cette façon d’attribuer PS4 
n’est possible que si le variant est classé absent ou extrêmement rare dans la population 
générale (PM2 attribué). Le résumé de ces recommandations peut aider les biologistes dans 
l’interprétation des gènes impliqués dans les maladies avec des prévalences similaires. 
 

 
Tableau 2. Seuils de nombre de patients confirmés porteurs de variant pour attribuer 

l’argument PS4.  
Un résumé des recommandations pour huit pathologies ou groupes des pathologies dominantes : MYH7 (Kelly 
et al., 2018), Rasopathie (Gelb et al., 2018), PTEN (Mester et al., 2018), Surdités (Oza et al., 2018), CDH1 (Lee 
et al., 2018a), MEN1 (Romanet et al., 2019), RUNX1(Luo et al., 2019), TP53 (ClinGen_TP53_Expert_Panel, 
2019). Selon les recommandations pour PTEN et TP53, les évaluations phénotypiques sont également calculées 
en parallèle, avec nécessité d’avoir plus de patients pour un niveau de PS4 si les phénotypes des patients sont 
moins évidents. 
 
Pour certains critères, les précisions dans les publications récentes vont faciliter 
l’interprétation et l’attribution des arguments de classification par le biologiste. C’est le cas 
pour l’argument PM3 (dans le cas d’une pathologie à transmission autosomique récessive, 
variant observé en trans avec un variant pathogène) et les arguments PS2/PM6 (variant de 
novo chez un patient sans antécédent familial, avec confirmation de la paternité et de la 
maternité (PS2) ou sans confirmation de la paternité et de la maternité si la pénétrance est 
considérée complète (PM6)). Les nouvelles recommandations du groupe de travail ClinGen SVI 
propose le système de calcul de score PM3 (SVI_Recommendation_for_PM3_Criterion, 2019) 
ainsi que de PS2/PM6 (SVI_Recommendation_for_PS2_and_PM6_criteria, 2018). Le nombre 
de points précis est donné pour chaque cas en fonction de la pathogénicité du variant en trans, 
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le niveau de preuve que le variant soit vraiment de novo ou la spécificité du phénotype. Ainsi 
la somme de ces points définit le poids des arguments PM3 ou PS2/PM6. De même, un arbre 
décisionnel très précis a récemment été établi pour l’attribution de l’argument PVS1 (variant 
ayant un effet perte de fonction prédit) (Abou Tayoun et al., 2018) et est proposé d’être 
incorporé dans les nouvelles recommandations françaises. 
 
Un autre argument pour lequel les précisions ont été rajoutées dans la nouvelle version des 
recommandations NGS-Diag est PP1 (variant co-ségrégant avec la pathologie chez plusieurs 
membres atteints dans la même famille et/ou dans plusieurs familles). Les tableaux avec des 
LOD scores pré-calculés ont été rajoutés. Le résumé des dix recommandations gène-
spécifiques peut être utile pour aider le biologiste à attribuer le score PP1 (Tableau 2).  
 

 
Tableau 3. Les seuils de nombre de ségrégations nécessaires pour attribuer l’argument 

PP1. 
Un résumé des recommandations issues des panels d’experts pour les gènes ou pathologies suivants : MYH7 

(Kelly et al., 2018), Rasopathie (Gelb et al., 2018), PTEN (Mester et al., 2018), Surdités (Oza et al., 2018), CDH1 

(Lee et al., 2018a), MEN1 (Romanet et al., 2019), RUNX1 (Luo et al., 2019), TP53 (ClinGen_TP53_Expert_Panel, 

2019), PAH (Zastrow et al., 2018), GAA (ClinGen_Lysosomal_Storage_Disorders_Expert_Panel, 2019). 

La façon selon laquelle l’argument PP3 (un variant prédit délétère par l’ensemble des logiciels 

de prédiction de pathogénicité interrogés) est attribué dépend largement des outils bio-

informatiques utilisés pour la prédiction de la pathogénicité du variant. Devant l’évolution 

rapide du domaine de la bio-informatique, de nombreux outils de prédiction puissants sont 

devenus disponibles depuis la publication de la première version du document de 

recommandations émis par le réseau NGS-Diag. Nous avons décrit ces nouveaux outils et 

rajouté l’information sur les études de comparaison de la performance de ces logiciels en 

diagnostic (Ghosh et al., 2017). 

Enfin, les arguments PP5 et BP6 ont été retirés de la nouvelle recommandation du réseau  
NGS-Diag en concordance avec celles de ClinGen (Biesecker et al., 2018), ainsi que de la 
grande majorité des recommandations gènes-spécifiques. En effet, la présence ou l’absence 
d’un variant dans les bases de données de patients est déjà évaluée pendant l’attribution de 
PS4. Au total, des précisions ou des mises à jour ont été rajoutées pour onze arguments de 
la première version des recommandations françaises pour l’interprétation des variants issus 
du séquençage à haut débit. 
 

Etudes fonctionnelles des variants faux-sens dans le gène CAPN3 
Afin d'évaluer l'impact de l'épissage de variants faux-sens situés localisés à distance des 
jonctions exon-intron (variants faux-sens exoniques « profonds »), nous avons utilisé une 
étude fonctionnelle de type « minigène » pour tester 21 variants cliniquement pertinents 
distribués de manière homogène le long du gène CAPN3 (Figure 7). Sur les 21 variants testés, 
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des défauts d'épissage ont été mis en évidence pour 8 dans le test « minigène ». Parmi ceux-
ci, cinq variants ont induit l'expression d'un transcrit plus court avec absence d'un exon (saut 
d'exon), associée à la diminution du transcrit normal (c.551C>G, p.(Thr184Arg) ; c.551C>T, 
p.(Thr184Met) ; c.743T>G, p.(Met248Arg) ; c.1063C>G, p.(Arg355Gly) et c.1466G>A, 
p.(Arg489Gln). Dans tous ces cas, le saut de l'exon a été associé à la perte du cadre de lecture, 
induisant probablement une protéine tronquée ou l’absence de protéine si le processus NMD 
(non-sense mediated decay) était induit pour le transcrit anormal. Ainsi, la quantité de la 
protéine calpaïne3 présente dans les cellules musculaires des patients porteurs de ces variants 
sera probablement inférieure à la normale. 
 

 
Figure 8 : Variants faux-sens exoniques profonds dans le gène CAPN3.  
A). Vingt-et-un variants cliniquement pertinents testés par l’étude « minigène » sont représentés (les variants 
avec un effet sur l'épissage sont en rouge, les variants sans impact sont en gris). Les jonctions exon-intron du 
gène CAPN3 ainsi que les domaines fonctionnels de la calpaïne 3 sont visualisés.  
B). Les variants faux-sens cliniquement pertinents (pathogènes, probablement pathogènes et 
incertaines/conflictuelles) de bases de données LOVD et ClinVar sont visualisés le long du gène CAPN3 
positionnés verticalement selon leurs scores SpliceAI.  
C). Les variants faux-sens exoniques profonds de gnomADv2.1.1 sont visualisés le long du gène CAPN3 
positionnés verticalement selon leurs scores SpliceAI. Les variants dans les exons adjacents sont colorés 
différemment pour visualiser les jonctions entre les exons. Les grilles verticales des panneaux B et C 
correspondent aux limites des exons. Les variants +/- 2 nucléotides des bords exoniques sont exclus de cet 
analyse. 

 
Afin d'explorer la localisation des variants faux-sens exoniques affectant l'épissage, nous 
avons calculé les distances de ces variants aux extrémités 5' et 3' des exons. Ces variants ont 
été localisés dans sept exons différents (4, 5, 8, 9, 11, 13 et 22). Pour les exons supérieurs à 
100nt, nous avons visualisé les variants exoniques affectant l'épissage en fonction de leur 
distance par rapport aux extrémités 5' ou 3' des exons (figure 8). Il est intéressant de noter 
que deux variants exoniques profonds ayant un impact sur l'épissage (c.743T>G, 
p.(Met248Arg) dans l'exon5 et c.1466G>A, p.(Arg489Gln) dans l'exon 11) ont été localisés à la 
même distance de 59 nucléotides de l'extrémité 3' de l'exon. 
 
Nous avons ensuite exploré tous les variants faux-sens CAPN3 connus situés dans les régions 
exoniques profondes pour estimer leur effet potentiel sur l'épissage. Pour cela, nous avons 
téléchargés des variants faux-sens cliniquement pertinents (pathogènes, probablement 
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pathogènes et incertaines/conflictuelles) à partir des bases de données LOVD et ClinVar. Nous 
avons ensuite sélectionné uniquement les variants situés en dehors des sites d'épissage 
canoniques et utilisé le score SpliceAI (Jaganathan et al. 2019) pour estimer l’effet sur 
l'épissage pour chaque variant. Les variants obtenus ont été visualisés le long du gène CAPN3 
avec les limites des exons marqués (Figure 7B). Les variants faux-sens exoniques profonds 
présents dans la population générale (gnomADv2.1.1) ont également été analysés (Figure 7C). 
Comme le montrent ces résultats, certaines régions exoniques contenaient des groupes de 
variants avec des scores SpliceAI plus élevés. 
 

 
Figure 9 : Localisation de variants exoniques profonds induisant des défauts d'épissage. 
Les distances entre les 8 variants faux-sens avec un effet sur l’épissage (rouge) et les bords des exons 
sont montrées.  

 
Malgré le besoin critique en diagnostic, les algorithmes de prédiction de l'effet d'épissage 
actuellement disponibles ne sont toujours pas optimaux pour estimer correctement l'impact 
sur l'épissage, en partie en raison du nombre insuffisant d'études de validation fonctionnelle. 
Notre série de variants CAPN3 étudiés fonctionnellement par l’approche « minigène » bien 
établie offre une excellente occasion de tester les récents algorithmes de prédiction 
d'épissage. Les 21 variants explorés dans le cadre de cette étude devaient avoir un impact sur 
l'épissage selon l’outil HSF (Desmet et al., 2009), mais seuls huit ont montré une altération de 
l'épissage dans le test fonctionnel, démontrant un taux significatif de faux positifs. Dans 
l'ensemble, la performance de plusieurs outils de prédiction n'était pas optimale pour les 
variants faux-sens exoniques profonds : 5 sur 8 prédits délétères par MaxEnsScan (Yeo and 
Burge, 2004), 2 sur 8 par SpliceAI (Jaganathan et al., 2019), 3 sur 
8 par MutPred Splice (Mort et al., 2014) et 0/8 pour S-CAP (Jagadeesh et al., 2019) (Figure 9). 
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Figure 10 : Performances des algorithmes prédisant l'impact sur l'épissage pour les 

variants exoniques profonds 
Les variants avec un score SpliceAI supérieur à 0,2 sont prédits comme ayant un effet sur 
l’épissage. Il y a six faux-négatifs et un faux-positif pour l’outil SpliceAI. L’outil MutPred Splice 
prédit trois sur huit variants avec un effet sur l’épissage (cinq faux négatifs). Les variants avec 
un score MutPred Splice supérieur à 0,7 sont considérés comme ayant un effet sur l’épissage. 
L’outil MaxEntScan a trois faux-negatifs et trois faux-positifs. 
 
Comme la plupart des variants sélectionnés pour l’étude par « minigène » ont été identifiés 
avant les recommandations pour l'interprétation des variants, nous avons classé chaque 
variant selon les recommandations d’ACMG modifiées pour le gène CAPN3. Les résultats des 
tests fonctionnels permettant d'attribuer des scores PS3 ou PS3_sup supplémentaires, ont 
ensuite été pris en compte pour calculer la classification « post-minigène » pour chaque 
variant. Pour 7 des 24 variants testés par « minigène », la classification ACMG a été modifiée 
sur la base des résultats de cet essai fonctionnel, montrant une grande utilité en diagnostic.  
 

Discussion 
 
Le raccourcissement du délai nécessaire pour obtenir des quantités massives d'informations 
génétiques pour un patient distingue nettement l’approche par séquençage à haut débit des 
autres tests diagnostiques en génétique. En effet, l'intégration du séquençage à haut débit 
dans la pratique clinique a permis d'accélérer considérablement la rapidité des tests de 
génétique moléculaire, aidant grandement à la prise en charge des patients en terme de 
démarche diagnostique et de conseil génétique. Cependant, la quantité et la nature de 
données générées nécessitent des approches innovantes et puissantes pour répondre aux 
défis de la médecine génomique, notamment afin d’assurer un rendu de données respectant 
des exigences de qualité compatibles avec une utilisation en diagnostic 
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Améliorations apportées par utilisation de CovReport dans le cadre du diagnostic par 
séquençage à haut débit 
 
L'importance des données de couverture est bien établie dans le diagnostic génétique. En 
effet, la plupart des rapports de séquençage fournissent des informations sur la couverture 
des régions cibles. Toutefois, ces données sont généralement présentées comme une 
couverture globale du panel de gènes ou comme une couverture moyenne par gène. À notre 
connaissance, aucune donnée de couverture au niveau exonique est fournie avec les rapports 
de diagnostic. Cependant, la distribution des variants pathogènes dans un gène donné n'est 
pas homogène, en partie car les modifications des acides aminés responsables de la maladie 
sont souvent regroupées dans des régions fonctionnellement importantes de la protéine. 
Ainsi, les informations sur la couverture des régions où sont concentrés les variants 
pathogènes sont beaucoup plus instructives qu'une couverture moyenne globale des gènes 
(Gorokhova et al., 2015b). CovReport, le logiciel développé au sein de notre laboratoire, met 
en évidence les exons individuels dont la couverture est sous-optimale, ce qui facilite 
l'interprétation des données de séquençage. 
  
L'objectif ultime du séquençage diagnostique est d'obtenir une couverture suffisante pour 
l'ensemble des régions génomiques ciblées par un panel de gènes donné. Cela est possible 
pour des petits panels dont les gènes peuvent être séquencés de manière robuste. Toutefois, 
cet objectif est beaucoup plus difficile à atteindre pour de grands panels de gènes contenant 
des gènes difficiles à séquencer. C'est le cas pour le domaine des maladies neuromusculaires, 
puisque 33 des 203 gènes figurant sur les listes consensuelles de gènes de myopathie (Krahn 
et al., 2019) contiennent des régions "sombres" du génome qui ne sont pas facilement 
accessibles à l'aide des approches standards de séquençage à haut débit (Ebbert et al., 2019). 
Les variants pathogènes dans ces régions peuvent donc être non-identifiés, ce qui conduit à 
un diagnostic moléculaire faussement négatif. CovReport met en évidence et attire l'attention 
sur les exons dont la couverture est sous-optimale, permettant au prescripteur, en corrélation 
avec le généticien, d'évaluer la nécessité d'un test de re-séquençage complémentaire pour 
ces régions. 
  
Depuis l'arrivée de la technologie de séquençage à haut débit, plusieurs outils ont été 
développés pour calculer la couverture de séquençage, tels que BEDTools genomecov 
(Quinlan, 2014; Quinlan and Hall, 2010), Sambamba (Tarasov et al., 2015),  et Mosdepth 
(Pedersen and Quinlan, 2018). Toutefois, la manière optimale de visualiser et d'évaluer les 
données de couverture obtenue n'est pas définie de manière universelle. Plusieurs outils ont 
été conçus pour évaluer la couverture des régions cibles après un séquençage à haut débit 
dans un cadre de diagnostic (Doig et al., 2017; Münz et al., 2018). Si ces outils sont utiles pour 
surveiller le contrôle de la qualité et la validation technique des tests de séquençage, à la 
différence de CovReport, ils ne permettent pas la visualisation de la couverture au niveau des 
exons qui peut être directement annexée au rapport de diagnostic. À notre connaissance, 
CovReport est le premier outil qui permet une évaluation complète et visuelle des résultats 
de la couverture d'un test de séquençage, ce qui permet aux généticiens moléculaires ou aux 
médecins prescripteurs de prendre des décisions diagnostiques importantes, comme la 
poursuite de l'exploration des régions génomiques mal couvertes. 
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Les défis de l’interprétation de variants identifiés par séquençage à haut débit et 
l’importance des RCP (Réunions de Concertation Pluridisciplinaire) 
Le génome d’un individu comporte en moyenne 4-5 millions de différences avec le génome 
de référence (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015). Pour un panel de 200 gènes 
des maladies neuromusculaires, le nombre de variants identifiés chez un patient s’élève à 200-
400. Si un/des variant(s) pathogène(s) (selon le mode de ségrégation suspecté) est/sont 
caractérisé(s) de manière cohérente avec les symptômes du patient est présent parmi ces 
variants, le diagnostic moléculaire peut être posé sans difficulté. Cependant, l’interprétation 
des résultats de séquençage d’un panel de gènes peut être difficile devant les situations 
suivantes. Si un variant identifié chez un patient est mal connu ou jamais identifié auparavant, 
plusieurs éléments de preuve doivent être pris en compte pour conclure à la pathogénicité de 
ce variant ainsi qu’à son implication dans la présentation clinique du patient. Pour guider le 
biologiste dans cette démarche, des recommandations nationales (Recommandation NGS-
Diag v1) et internationales (Amendola et al., 2016; Richards et al., 2015) pour l’interprétation 
des variants issus des tests par séquençage à haut débit ont été émises. Les éléments 
supplémentaires, comme la ségrégation familiale, les explorations du phénotype par des 
examens complémentaires ou les données d’études fonctionnelles peuvent être nécessaires 
pour avancer dans la démarche diagnostique. D’autres situations problématiques en 
diagnostic sont la présence simultanée de plusieurs variants potentiellement pathogènes ou 
de signification incertaine chez un patient, ou la présence d’un variant pathogène ne corrélant 
pas avec la présentation clinique du patient. Enfin, le séquençage à haut débit peut révéler la 
présence d’un variant pathogène dans un gène responsable d’une pathologie différente de 
l’indication initiale. Devant ces défis d’interprétation, les Réunions de Concertation 
Pluridisciplinaire (RCP) sont mises en place dans la grande majorité de centres de diagnostic 
génétique. Elles permettent d’échanger sur les données indispensables pour mieux orienter 
le diagnostic. Les éléments cliniques et paracliniques recueillis par l’équipe clinique sont 
nécessaires pour l’interprétation et la priorisation des variants identifiés chez le patient. 
D’autre part, les résultats du séquençage peuvent révéler des variants dans des gènes qui 
n’étaient pas encore évoqués chez le patient, orientant alors les explorations phénotypiques 
vers une autre hypothèse étiologique. Dans le cadre des maladies neuromusculaires, les 
généticiens de notre Service de Génétique Médicale (Pr. N. Lévy) participent régulièrement 
aux RCP organisées par le Service des Maladies Neuromusculaires et de la SLA dirigé par le Pr. 
Attarian,le Service de Neuropédiatrie dirigé par le Pr. Chabrol. Ces réunions ont permis de 
résoudre un certain nombre d’observations difficiles en aboutissant à des diagnostics 
moléculaires. 
 

La double face des variants faux-sens exoniques profonds 
Malgré les récents progrès de la médecine génomique, la pathogénicité de la plupart des 
variants identifiés dans le cadre d'un test de séquençage diagnostique n'est souvent pas bien 
établie. Les outils bio-informatiques visant à prédire l'effet du variant identifié sur la fonction 
de la protéine ou sur l'épissage de l'ARNm jouent donc un rôle important dans la démarche 
diagnostique (Hu et al., 2019). Cependant, ces algorithmes ne fonctionnent pas de la même 
manière pour tous les types de variants, ce qui nécessite en fin de compte une confirmation 
fonctionnelle de ces prédictions. L'interprétation de la pathogénicité d'un variant est souvent 
guidée par sa localisation : les variants introniques ainsi que les variants exoniques à proximité 
des jonctions exon-intron sont généralement supposés perturber l'épissage de l'ARNm, tandis 
que les variants faux-sens dans les régions codantes sont considérées comme pouvant altérer 
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la fonction des protéines. Cependant, plusieurs études ont déjà attiré l'attention sur des 
exemples de variants exoniques distants des sites canoniques et perturbant l'épissage normal 
(Kergourlay et al., 2014b; Savisaar and Hurst, 2017). Dans cette étude, nous avons 
systématiquement criblé 16 exons du gène CAPN3 pour ce type de variants, en utilisant 
l'approche « minigène » pour tester fonctionnellement les variants faux-sens situés en dehors 
des régions d'épissage canonique (variants exoniques profonds). Nous avons détecté des 
anomalies d'épissage pour huit des 21 variants faux-sens testés. Il est intéressant de noter que 
ces huit variants faux-sens perturbant l'épissage sont aussi prédits délétères sur la fonction de 
la protéine calpaine 3 en raison du changement d'acide aminé. Il est difficile de distinguer 
l'effet pathogène sur la protéine de l'effet sur l'épissage de l'ARNm pour ces variants. Il est 
possible que ces deux mécanismes contribuent à la pathogénicité globale in vivo. L'interaction 
entre l'effet du variant sur la fonction de la protéine et son impact sur l'épissage pourrait 
potentiellement avoir des conséquences importantes sur la fonction cellulaire et l'expression 
de la maladie. Par exemple, l'effet d’un variant pathogène dominant négatif au niveau de 
protéine pourrait être réduit si son effet sur l’épissage était augmenté, réduisant ainsi la 
quantité du transcrit toxique. Des études récentes ont montré une variabilité non-négligeable 
dans l'épissage de l'ARNm entre les individus et les différentes populations en général (Lu et 
al., 2012; Park et al., 2018). Ainsi, on peut imaginer qu'un variant connu pour avoir un effet 
pathogène dominant négatif pourrait avoir une fréquence plus élevée dans une population 
particulière si ce variant avait plus d’impact sur l'épissage dans cette population. Au contraire, 
si le principal effet pathogène d'un variant provient de son impact sur l'épissage, les transcrits 
anormaux pourraient être exprimés à des niveaux plus faibles chez certains individus ou 
populations porteurs de variants modifiant l'épissage, conduisant à une expression plus légère 
de la maladie (Cooper et al., 2013). Cela peut être le cas de c.551C>T:p.(Thr184Met), l'un des 
variants montrant un épissage anormal dans notre étude par « minigène ». Ce variant faux-
sens a longtemps été considéré comme pathogène, responsable de formes plus légères de 
LGMDR1 (Anderson et al., 1998; Barp et al., 2020; Fanin et al., 2004; Richard et al., 1999). 
Initialement, ce variant avait une très faible fréquence dans les sous-populations testées 
(0,001 % chez les Européens, 2 allèles sur 129164 dans gnomADv2.1.1). Toutefois, avec les 
données de séquençage plus nombreuses actuellement disponibles pour différentes 
populations, il s'avère que ce variant a une fréquence de 3,3 % dans la population Africaine et 
de 0,09 % dans le population Latino, conduisant à sa reclassification comme bénin ou 
probablement bénin par de nombreux laboratoires de diagnostic. Compte tenu de nos 
résultats montrant un effet sur l'épissage de ce variant, d'autres études sont nécessaires pour 
établir son rôle dans le LGMDR1. Un autre exemple de variant affectant l'épissage ayant une 
fréquence allélique élevée dans la population générale (1% en population finnoise) est le 
variant c.1746-20C>G (Nascimbeni et al., 2010). Il est intéressant de noter que des différences 
dans l'expression de transcripts anormaux ont été détectées entre les patients porteurs de ce 
variant, montrant ainsi la variabilité inter-individuelle dans les patterns d’épissage 
(Nascimbeni et al., 2010). 
 

Les défis de la prédiction bio-informatique de l’effet d’un variant sur l’épissage 
Étant donné la grande importance clinique de la détection précise des variants perturbant 
l'épissage, un grand nombre d'algorithmes de prédiction de l’effet sur épissage ont été 
développés. Des outils plus anciens, tels que MaxEntScan et HSF (Desmet et al., 2009; Yeo and 
Burge, 2004), sont encore largement utilisés dans le diagnostic, tandis que des approches plus 
récentes basées sur machine learning, telles que SpliceAI, S-CAP et MMSplice, gagnent 
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également en importance (Rowlands et al., 2019). Cependant, ces outils de prédiction ont été 
conçus et testés en utilisant les variants d'épissage déjà connus, dont la plupart sont 
introniques ou situés sur les sites d'épissage canoniques. Dans cette étude, nous nous sommes 
concentrés sur les variants faux-sens susceptibles de perturber l'épissage et situés plus 
profondément dans les exons, groupe de variants qui ont été relativement peu explorées 
(Savisaar and Hurst, 2017). Nous avons constaté que les performances des outils testés étaient 
sous-optimales, car ils ne permettaient pas de prédire l'effet sur l'épissage pour plus de la 
moitié des variants pour lesquels un impact sur l'épissage a été démontré dans notre étude 
par « minigène ». L’ensemble des résultats suggère que les variants exoniques ayant un effet 
sur l'épissage pourraient être plus difficiles à prédire en utilisant les algorithmes actuellement 
disponibles. Les variants exoniques perturbant l'épissage identifiés dans cette étude 
pourraient contribuer à la description d’un nouveau recueil de données pour ce type de 
variants et ainsi améliorer les outils de prédiction d'épissage. 
 

Les tests fonctionnels de l’effet sur épissage dans le cadre du diagnostic des maladies 
neuromusculaires 
L'accessibilité et l’utilisation large du séquençage à haut débit pour le diagnostic de la 
dystrophie musculaire des ceintures ont permis d'identifier de multiples variants de 
pathogénicité incertaine, augmentant la nécessité d'études fonctionnelles efficaces. Pour la 
forme LGMDR1, la présence de la protéine calpaïne 3 sur le Western Blot, ou la détection de 
transcripts anormaux à partir de l'ARN provenant du muscle atteint, est très utile pour avancer 
dans le diagnostic moléculaire. Cependant, ces deux approches nécessitent l'accès au matériel 
de biopsie musculaire du patient. Une alternative in vitro est l’approche par l’étude 
« minigène ». Il a été précédemment démontré que les résultats du test « minigène » sont 
concordants avec l'analyse de l'ARN du patient (Bonnet et al., 2008; Théry et al., 2011; 
Tournier et al., 2008). Ici, nous avons développé l'approche « minigène » pour la majorité des 
exons du gène CAPN3 et l'avons utilisé pour tester 24 variants. L'épissage anormal dans le test 
« minigène » a permis d'attribuer des points supplémentaires de preuve de pathogénicité 
selon les recommandations de l'ACMG (Richards et al. 2015) et a entraîné un changement de 
classification de l'ACMG pour sept de ces 24 variants. Ces résultats démontrent l'utilité du test 
fonctionnel « minigène » pour le diagnostic de la calpaïnopathie et renforcent la nécessité 
d'intégrer les études fonctionnelles dans la démarche diagnostique à plus grande échelle. 
L'essai fonctionnel décrit ici peut être directement utilisé par les laboratoires de diagnostic 
pour tester les variants CAPN3 avec un effet d'épissage suspecté, permettant d'établir un 
diagnostic parfois longtemps attendu pour de nombreux patients atteints de LGMDR1. 
 

Nécessité d’un diagnostic rapide pour bénéficier de traitements potentiels 
Pendant longtemps, le traitement des maladies neuromusculaires a été considéré comme 
purement symptomatique. Grâce aux nouvelles technologies de ces dernières années, de 
nouvelles formes de traitement ont pu être développées. Des thérapies géniques pour 
l'amyotrophie spinale, la dystrophie musculaire de Duchenne, certaines formes de dystrophie 
musculaire des ceintures, la myopathie myotubulaire et la neuropathie motrice et sensorielle 
héréditaire de type 1A sont actuellement en cours d'évaluation dans le cadre d'essais 
cliniques, ou même pour certaines en utilisation clinique. Par exemple, pour la dystrophie 
musculaire de Duchenne, les thérapies géniques encourageantes utilisent l’apport de 
mini/micro-dystrophine avec un vecteur AAV ou l’induction pharmacologique d’une 
translecture du codon stop prématuré chez les patients avec des variants pathogènes non-
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sens. D’autre part, les approches de thérapie génique par saut d’exon, grâce à des 
oligonucléotides antisens qui se lient à l’ARN pré-messager afin d’exclure le ou les exons 
décalant le cadre de lecture a aussi montré des résultats satisfaisants (2019a). Le Nusinersen 
(ou Spinraza)  est le premier traitement à avoir obtenu une autorisation de mise sur le marché 
pour l’amyotrophie spinale proximale liée à SMN1 en Europe et aux États-Unis. Un autre 
médicament de thérapie génique, le Zolgensma®, est autorisé aux États-Unis pour traiter les 
enfants âgés de moins de 2 ans atteints d’amyotrophie spinale liée à SMN1. Une demande 
d’autorisation de mise sur le marché (AMM) est en cours d’examen en Europe. 
 
Pour pouvoir bénéficier d’un traitement par des molécules ayant une AMM ou pour être inclus 
dans les essais cliniques, le diagnostic moléculaire précis doit être connu chez le patient. Le 
diagnostic moléculaire précoce a donc aujourd’hui un véritable intérêt chez les patients ayant 
une affection neuromusculaire. Les efforts des centres de diagnostic dans le domaine des 
maladies neuromusculaires affiliés à FILNEMUS, et bientôt les résultats des séquençages des 
génomes dans le cadre du plan « France Médecine Génomique 2025 », pourront aider de 
nombreux patients à réduire l’errance diagnostique et accéder aux éventuels traitements plus 
rapidement. 
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Conclusion 
 
Depuis son arrivée dans le domaine du diagnostic génétique il y a dix ans, la technologie de 
séquençage à haut débit a pris rapidement une place importante dans la pratique clinique. 
Cette approche permet d’effectuer l’analyse simultanée de la séquence de dizaines ou 
centaines de gènes d’intérêt (analyse par « panel de gènes »), des séquences codantes de tous 
les gènes du génome (approche « exome ») voire même de la totalité des séquences d’un 
génome humain. En permettant d’obtenir des informations de séquence pour de nombreux 
gènes en même temps, le séquençage à haut débit accélère grandement le processus de 
diagnostic des maladies génétiques par rapport à l’approche classique « gène-après gène » 
avec la technique de séquençage direct automatisé selon la méthode de Sanger. Les 
pathologies avec une grande variabilité phénotypique et génétique, tel que les maladies 
neuromusculaires, ont bénéficié largement de cette technologie. En effet, plus de 300 gènes  
associés à des pathologies neuromusculaires peuvent être analysés simultanément avec des 
délais de diagnostic plus courts, réduisant grandement l’errance diagnostic de patients 
atteints de ces maladies. 
 
Aux avantages de l’augmentation considérable des quantités de données mutationnelles 
générées, ont été associés de nouveaux défis de traitement et d'interprétation des résultats 
générés par les tests de séquençage à haut débit. Tout d’abord, des efforts importants ont été 
déployés pour améliorer la qualité des données obtenues afin de satisfaire aux exigences du 
diagnostic moléculaire. Par exemple, ces nouvelles technologies nécessitent la mise en place 
de critères de qualité comportant notamment l’analyse de la « couverture » et de la « 
profondeur de lecture » de la séquence d’intérêt, qui doivent être pris en compte dans 
l’interprétation des résultats. Dans le cadre de cette thèse, nous avons développé et mis en 
place dans notre laboratoire un outil de visualisation de la couverture des panels diagnostics 
de gènes, CovReport. Ce logiciel permet d'évaluer d'un seul coup d'œil la performance du test 
de séquençage pour aider le prescripteur dans la démarche diagnostique. Par exemple, si une 
partie d’un gène susceptible d’être en cause sur la base de la présentation clinique n’est pas 
bien couvert, un test de re-séquençage supplémentaire peut être nécessaire pour s'assurer 
de l’absence d'un variant pathogène dans cette région. 
 
Un autre enjeu majeur est la problématique de l’interprétation des données de séquence 
obtenues. Des recommandations nationales et internationales ont décrit des arguments 
utilisés pour évaluer l’impact clinique du variant, tel que le type de variant identifié, la 
présence de ce variant dans la population générale ou chez les patients, la prédiction bio-
informatique de la pathogénicité, la concordance des données de ségrégation ou les analyses 
fonctionnelles de pathogénicité. Pour mettre à jour les recommandations françaises, nous 
avons effectué un travail de synthèse bibliographique prenant en compte les nombreuses 
publications récentes avec des précisions pour les critères initiaux et de recommandations 
gène-spécifiques. La nouvelle version des recommandations françaises est actuellement en 
cours de validation par les réseaux NGS-Diag et ANPGM avant d’être publiée et diffusée aux 
laboratoires de diagnostic génétique en France. 
 
Enfin, devant le nombre de variants de signification inconnue identifiés par les tests de 
séquençage à haut débit, il y a une nécessité majeure d’établir des tests fonctionnels pour 
déterminer l’impact de ces variants sur le fonctionnement de la protéine ou sur l’épissage 
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d’ARN messager. Nous avons mis en place une analyse d’épissage in vitro par l’analyse de 
« minigènes » pour la majorité des exons de CAPN3, le gène responsable d’une forme majeure 
des dystrophies musculaires des ceintures. Pour la majorité des variants ayant un effet sur 
l’épissage et détectés par ce test, la classification clinique des variants a été modifiée suite au 
résultat de ce test fonctionnel, démontrant ainsi l’importance de cette approche dans la 
démarche diagnostique.  
 
En résumé, nos efforts dans la mise en place de la technologie de séquençage à haut débit à 
visée diagnostique, en coordination avec des initiatives nationales et internationales, 
permettent d’améliorer le diagnostic des maladies neuromusculaires et d’en diminuer 
l’errance diagnostique pour les patients atteints de ces maladies rares. 
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AnDDi-Rares : Filière de Santé Anomalies du Développement et Déficience intellectuelle de Causes Rares  
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FNMR : Filières de soin Nationales de Maladies Rares  
GGC : Groupe Génétique et Cancer  
HI index : Haploinsufficiency Score 

LOEUF : loss-of-function observed/expected upper bound fraction  
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o/e : observed/expected 
PFMG2025 : Plan France Médecine Génomique 2025  
pLI: probability of Loss of function intolerance  
SENSGENE : Filière de Maladies Rares Sensorielles  
SV : Structural variant (englobant délétions, duplications, translocations, insertions, inversions…) 

Contexte de l’initiative  

La mise en place du NGS (Next Generation Sequencing) à visée diagnostique a confronté les 

laboratoires de diagnostic génétique à une augmentation des problématiques de l’interprétation 

des variants de séquence, en particulier pour des gènes dont les laboratoires respectifs n’avaient 
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pas d’expertise spécifique. Sur le plan international, les recommandations émises par l’ACMG-AMP 

(American College of Medical Genetics & the Association for Molecular Pathology) (Amendola et al., 

2016; Richards et al., 2015)  sont aujourd’hui largement utilisées par les laboratoires de diagnostic 

génétique, y compris en France. Néanmoins, nous n’avons pas à ce jour en France de consensus 

national des laboratoires concernés.  

Puisque l’interprétation des variants constitue une étape essentielle et critique pour 
l’homogénéisation inter-laboratoire des rendus de résultats, le Réseau NGS-DI 

AG a souhaité initier un Groupe de Travail spécifique dans l’objectif d’aboutir à un consensus 
national, dans le contexte actuel de la mise en place prochaine des premières plateformes 
PFMG2025 (Plan France Médecine Génomique).  

Cette problématique a été abordée en particulier dans le cadre des commissions de diagnostic 
génétique des FNMR (Filières de soin Nationales de Maladies Rares ) AnDDi-Rares (Filière de Santé 
Anomalies du Développement et Déficience intellectuelle de Causes Rares), DefiScience (Filière de 
Santé Maladies Rares du Développement Cérébral et de la Déficience Intellectuelle) et FILNEMUS 
(Filière de Santé des Maladies Rares Neuromusculaires), où des travaux d’homogénéisation de 
l’interprétation des variants de séquence ont été débutés, et seront disponibles comme base de 
travail.  Les recommandations ACMG-AMP étant déjà largement appliquées par de nombreux 
laboratoires de diagnostic génétique en France, l’objectif qui nous semble à la fois important et 
réalisable à court terme serait une adoption officielle, au nom du Réseau NGS-Diag, de celles-ci, 
pour une application consensuelle sur le plan national.   
  

Pour cette raison, un groupe de travail représentatif des différentes parties constituantes du 

Réseau NGS-Diag a été mis en place pour procéder selon la démarche suivante : 

1. Accord du GT de prendre comme base les recommandations de l’ACMG ;  

2. Elaboration du présent document de recommandations en français, issu d’un document très 

complet déjà réalisé par l’équipe de Rouen ;  

3. Adoption par le Réseau NGS-DIAG du document de recommandations en français, et contact/lien 

à établir avec l’ACMG (notamment pour suivre les évolutions des recommandations de l’ACMG, et 

d'être associé à des versants d'évolution de ces recommandations). A ce stade aussi, des 

interactions avec le CREFIX (Centre de référence, d’innovation, d’expertise et de transfert) et le 

CAD (Collecteur Analyseur de Données) pourront être établies.  

4. Relai des guidelines au sein des FNMR/réseaux d’oncogénétique, et travaux spécifiques éventuels 

au niveau des FNMR/réseaux d’oncogénétique (échange de fichiers vcf, spécifications si nécessaire 

de certains items de l’interprétation, ...).  

  

Ce document de recommandations générales a vocation à être complété par d’autres 
recommandations spécifiques selon les thématiques. Il peut s’agir d’ajouter des arguments 
d’interprétation pour les métaboliciens (poids des dosages enzymatiques), les oncogénéticiens 
(poids des analyses somatiques), les cardiogénéticiens (poids de l’ECG), etc… Ces recommandations 
spécifiques seront à discuter au sein de chaque FNMR/réseaux d’oncogénétique de manière à 
harmoniser le poids accordé à ces éléments spécifiques dans la classification des variants.  
   

La 2ème  version de ce document prend en compte les modifications des recommandations ACMG 

publiées depuis la sortie de la première version de ce document (NGSDIAG_001). Il s’agit des précisions 

générales sur les critères de classification (PVS1, PS2/PM6, PS3/BS3, PM3, PP5/BP6 ou BA1) (Abou 

Tayoun et al., 2018; Biesecker et al., 2018; Brnich et al., 2019; Ghosh et al., 2018; 

SVI_Recommendation_for_PM3_Criterion, 2019; SVI_Recommendation_for_PS2_and_PM6_criteria, 

2018) et les recommandations gène-spécifiques élaborées par des Groupes d’experts du réseau 
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ClinGen ou autres experts dans le domaine (MYH7, Rasopathies, PAH, Surdités, CDH1, PTEN, MEN1, 

RUNX1, GAA, TP53)(Gelb et al., 2018; Kelly et al., 2018; Lee et al., 2018a; Luo et al., 2019; Mester et 

al., 2018; Oza et al., 2018; Romanet et al., 2019; Zastrow et al., 2018) 

(ClinGen_Lysosomal_Storage_Disorders_Expert_Panel, 2019; ClinGen_TP53_Expert_Panel, 2019) 

Un autre point important qui n’était pas abordé dans la première version de ce document est le 

choix des gènes sur les panels diagnostiques. L'objectif d'un panel de gènes à visée diagnostique est 

de maximiser la sensibilité clinique et de minimiser les explorations inutiles ainsi que le stress 

secondaires à la découverte des variants dont la signification clinique est incertaine. Les 

recommandations récentes de American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) visent à 

clarifier quels gènes sont adaptés pour être inclus dans les panels diagnostiques (Bean et al., 2019). 

Les gènes sont définis comme GAD (Gene associated with Mendelian disorder) ou GUS (Gene of 

uncertain significance), les gènes pour lesquels il n’y a pas encore assez de preuves pour établir un 

lien gène-pathologie. Si l’indication est de confirmer un diagnostic clinique, le panel de gènes utilisé 

doit contenir que des gènes pour lesquels le lien gène-maladie est clairement établi (GAD, Gene 

associated with Mendelian disorder). Si l’indication est le diagnostic des cas cliniquement complexes, 

les GUS (Gene of uncertain significance) peuvent être inclus. Dans ce cas, le consentement type 

exome/génome est requis. De plus, dans le compte rendu, il est nécessaire de clairement séparer les 

variants identifiés dans les GUS des variants identifiés dans les GAD. La classification maximale 

attribué à un variant identifié dans un gène sans lien gène-pathologie établie (GUS) ne peut pas être 

plus qu’une classification VSI (variant d’une signification incertaine).  
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Recommandations pour l’interprétation de variants   

générés par le séquençage NGS  
Domaine d’application :  

Ce document ne s’applique qu’aux maladies à transmission mendélienne.  
Dans sa version actuelle, il n’intègre pas les recommandations portant sur les variants de type SV 
(dont les CNV), et sur les variants de l’ADN mitochondrial.   
L’interprétation est réalisée dans l’état actuel des connaissances et des informations disponibles.  
Avant d’interpréter un variant dans un gène donné, il est recommandé de recueillir des 
informations concernant les items suivants :  

• La pathologie moléculaire de ce gène : spectre mutationnel des variants pathogènes rapportés 
pour le gène considéré (HGMD-Pro, ClinVar, LOVD ou autres bases, bibliographie), o/e ou Z-
score de contrainte protéique dans gnomAD, sensibilité à l’haplo-insuffisance (par exemple o/e 
ou pLI dans gnomAD)  

• Les domaines fonctionnels de la protéine (bibliographie gène spécifique, UniProt, GeneCards,…)  

• Les épissages physiologiques connus  

• Le mode de transmission de la ou des maladies mendéliennes associées à ce gène  

• Les données de pénétrance s’il y en a  

• Les bases de données (locus-spécifiques et populations-contrôles)  

• Les équipes référentes (biologistes et cliniciens) s’il y en a   

• Les tests fonctionnels validés s’il y en a  

 
1 - Liste des arguments à prendre en compte pour l’interprétation des 

variants   
 
L’interprétation des résultats repose sur un faisceau d’arguments. Ces arguments ont un poids plus 
ou moins important dans l’interprétation du variant mis en évidence :   

  

PVS/PS/PM/PP : Argument très fort (Pathogenic Very Strong) / fort (Pathogenic Strong) / moyen 
(Pathogenic Moderate) / faible (Pathogenic Poor) en faveur de la pathogénicité du variant.  
BA/BS/BP : Argument suffisant (Benign stand Alone)/fort (Benign Strong) /faible (Benign Poor) en 
faveur du caractère bénin du variant.  
L’interprétation des résultats est sous la responsabilité exclusive du biologiste et consiste à 
combiner ces arguments pondérés afin d’assigner une des 5 classes suivantes au variant étudié :   
- Classe 1 : Variant bénin  

- Classe 2 : Variant probablement bénin  

- Classe 3 : Variant de signification inconnue  

- Classe 4 : Variant probablement pathogène  

- Classe 5 : Variant pathogène  

Lorsqu’un variant est assigné en classe 3, cela ne permet ni de l’utiliser dans la prise en charge 
éventuelle du patient et de sa famille, ni d’exclure son caractère causal dans la pathologie du 
patient. Le variant peut faire l’objet d’études complémentaires visant à apporter des arguments 
permettant de le re-classer en variant d’une autre classe (études fonctionnelles in vitro, étude de 
l’épissage, étude de ségrégation familiale). Le dossier peut aussi être repris ultérieurement afin de 
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ré-examiner l’interprétation du variant de signification inconnue à la lumière des nouvelles 
connaissances acquises le concernant.  
L’argumentaire pondéré détaillé ci-dessous correspond aux recommandations internationales 
publiées conjointement par l’ACMG (American College of Medical Genetics) et l‘AMP (Association 
for Molecular Pathology) en 2015 et 2016  (Amendola et al., 2016; Richards et al., 2015), 
incorporant les modifications et les mises à jour récentes Il a pour objectif de limiter la variabilité 
inter- et intra-laboratoire dans l’interprétation des variants en génétique moléculaire. Afin 
d’homogénéiser l’utilisation des items de la liste d’arguments, il apparaît nécessaire d’apporter 
certaines précisions comme la valeur seuil de fréquences alléliques, l’utilisation de scores combinés 
de prédiction de pathogénicité de différents algorithmes, l’utilisation d’un score unique issu d’un 
algorithme sélectionné consensuel, etc…  
L’interprétation finale des variants reste à l’appréciation du biologiste en charge du dossier, 

éventuellement en aval d’une réunion de concertation pluridisciplinaire. L’interprétation est 

réalisée dans l’état actuel des connaissances et des informations disponibles. Certains points des 

recommandations, détaillés à la fin du chapitre, ont été modifiés pour s’adapter aux positions 

françaises.  

L’argumentaire prend en compte :  
• Des données épidémiologiques  

• Des données structurales  

• Des données bibliographiques  

• Des critères cliniques ou généalogiques  

• L’existence de variants associés  

• Des données de ségrégation  

• Des données fonctionnelles  

• Des données somatiques  

Ces éléments d’argumentation sont récapitulés dans l’annexe 1. Il est important de souligner 

que, pour chaque argument, il ne faut sélectionner qu’un seul critère. Ainsi, dans les données 

épidémiologiques, choisir BS1 ou BS2 ou PM2. 

  

1-1- Données épidémiologiques   
Un élément crucial pour l’interprétation est l’analyse des données épidémiologiques. Le généticien 
sera conduit à consulter les bases de données de populations contrôles, les bases de données de 
patients mais également la base de données locale qui collecte tous les résultats du laboratoire.  
 
a) 1-1-1 Données de fréquence allélique dans les populations contrôles 

Il est nécessaire de consulter les bases de données de populations afin de déterminer la 
fréquence allélique du variant mis en évidence dans la population générale. Une fréquence 
allélique importante est en faveur du caractère bénin du variant. De manière générale, on 
considère qu’un variant dans un gène responsable de maladie de transmission autosomique 
dominante ne peut pas avoir une fréquence allélique supérieure à la prévalence de la maladie.   
Les principales bases de données de populations consultées sont :  

•  gnomAD (Genome Aggregation Database) : 

GnomAD consiste en une agrégation de données génomiques d’individus non apparentés issus 

de diverses études populationnelles ou spécifiques de certaines maladies (Karczewski et al., 

2019). Deux versions de gnomAD sont disponibles actuellement : v.2.1.1 et v.3. La version 2.1.1 

contient les données des 125,748 exomes et de 15,708  génomes alignés sur le génome de 

référence GRCh37. La version 3 contient les variants de 71 702 génomes alignés sur le génome de 

référence GRCh38. Consultation de gnomAD.v3 est importante car elle contient les données des 
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populations qui jusque-là n’étaient pas bien représentées dans les bases de données. La base 

exclue les individus avec des maladies pédiatriques sévères et leurs apparentés au premier 

degré. En revanche, il est possible qu’elle contienne les données génomiques d’individus avec 

des maladies Mendéliennes ou complexes, comme des cancers, des maladies psychiatriques, des 

démences, ou des maladies inflammatoires. Le nom des séries incluses est consultable sur le site 

internet mais l’information sur la présence de malades est précisée d’une manière globale. Il est 

possible de visualiser que les variants issues des cohortes des individus sains en sélectionnant 

« controls » dans l’onglet « Dataset » (avec un désavantage d’avoir que 60K échantillons au lieu 

de 141K). Il est conseillé de sélectionner les données « non-neuro » pour une analyse des 

variants dans  les maladies neurologique ou « non-cancero » pour les analyses dans le domaine 

des cancers. 

GnomAD peut contenir des variants pathogènes présents en était mosaïque chez les sujets 

asymptomatiques. Dans ces cas, il est conseillé d’évaluer la possibilité d’un mosaicisme avec 

l’aide de la fenêtre IGV sur la page du variant. Certains variants pathogènes peuvent aussi être 

présent en mosaique que dans la lignée sanguine des sujets sains due au phénomène 

d’hématopoïèse clonale (Acuna-Hidalgo et al., 2017). Etant donné que cette situation est plus 

probable chez les sujets âgés, il est recommandé de consulter l’âge des porteurs du variant 

étudié dans gnomAD. 

https://gnomad.broadinstitute.org/ 

 

• BRAVO, projet TOPMed (Trans-Omics for Precision Medicine)  

Cette base de données contient les positions génomiques, les prédictions fonctionnelles et les 

fréquences alléliques pour les variants issue de génomes de 62784 individus du projet TOPMed   

(Trans-Omics for Precision Medicine) centré sur les maladies cardiaques, pulmonaires, sanguins 

et du sommeil  (Taliun et al., 2019; TOPMed, 2018)  

https://bravo.sph.umich.edu/freeze5/hg38/ 

 

• FLOSSIES (Fabulous Ladies Over Seventy) :  

Cette base collecte les variants identifiés dans une population contrôle de 10.000 femmes de 
plus de 70 ans pour 27 gènes impliqués (ou possiblement impliqués) dans les prédispositions 
au cancer du sein.   
https://whi.color.com/about  
 

• FREX (French Exome Project) :  

Cette base comporte les données de séquençage exome entier issus de 600 individus français 
de six régions françaises.    
http://med-laennec.univ-brest.fr/FrExAC/  

• The Greater Middle East (GME) Variome Project :  

Cette base collecte les variants issus du séquençage d’exome entier d’une population de 
2497 individus originaires du Nord de l’Afrique et du Moyen-Orient (séquençage effectué 
dans le cadre de différents projets portant sur des maladies mendéliennes et infectieuses) 
(Scott et al., 2016).  
http://igm.ucsd.edu/gme/  

https://gnomad.broadinstitute.org/
https://bravo.sph.umich.edu/freeze5/hg38/
https://whi.color.com/about
https://whi.color.com/about
http://med-laennec.univ-brest.fr/FrExAC/
http://med-laennec.univ-brest.fr/FrExAC/
http://med-laennec.univ-brest.fr/FrExAC/
http://med-laennec.univ-brest.fr/FrExAC/
http://med-laennec.univ-brest.fr/FrExAC/
http://med-laennec.univ-brest.fr/FrExAC/
http://igm.ucsd.edu/gme/
http://igm.ucsd.edu/gme/
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Attention : Cette base de données comprenant à la fois des individus sains et des patients 
atteints de maladies mendéliennes, une grande prudence doit être accordée à son 
utilisation.  

• Wellderly :   

The Wellderly cohort (considérée à 95% européenne) apporte des données de génomes 
entiers de 511 individus séquencés avec la technologie Complete Genomics (Erikson et al., 
Cell 2016), et 163 individus séquencés sur plateforme Illumina) (Erikson et al., 2016). Ces 
individus sont considérés comme étant en bonne santé et âgés de plus de 80 ans à 
l’inclusion.  

  

Arguments :  

- Fréquence allélique > 5% = critère à lui seul en faveur du caractère bénin du variant (BA1). A noter, 

ce seuil a été baissé pour un certain nombre de gènes et pathologies (voir Tableau 1). 

- Fréquence allélique trop importante par rapport à la fréquence de la pathologie (BS1)  

Attention : pour les maladies de transmission autosomique récessive, la fréquence allélique 
de certains variants pathogènes fréquents peut être >1%. Un calcul théorique selon la loi de 
Hardy-Weinberg peut être utilisé pour ajuster le seuil en fonction du gène et des données de 
fréquences alléliques correspondantes disponibles. Le calcul utilisant le cadre statistique 
pour filtrage de variants candidats basée sur la fréquence peut être réalisé avec l’aide de 
http://cardiodb.org/allelefrequencyapp/  (Whiffin et al., 2017) 
Attention : il est important de veiller à l’existence d’un minimum de 1000 allèles dans la 
souspopulation contrôle considérée.   

- Variant absent des bases de données de populations contrôles (ou très faible fréquence si récessif) 

(PM2)  

 Attention : pour les maladies fréquentes ou de révélation tardive de transmission dominante, 
certains variants pathogènes peuvent être présents à de faibles fréquences dans les bases de 
populations contrôles.  
Attention : certaines bases de données comprennent des individus malades ou des individus 
à risque d’une pathologie donnée (par exemple pathologies cardio-vasculaires).  
Attention : l’absence d’un variant dans une base de données doit être associée à la 
vérification de la profondeur moyenne au niveau de la base considérée, et l’évaluation de la 
qualité de séquençage. Cette dernière peut être approchée par le nombre de génotypes 
disponibles à la position génomique considérée ou au niveau des positions adjacentes 
(dénominateur variable de calcul des fréquences alléliques).  

Précautions :  

 Les indels (en particulier de grande taille) peuvent être mal détectées dans la population 

générale par séquençage haut débit.  

 Ces bases de données sont internationales et ne sont donc pas représentatives des variants 

spécifiques de sous-populations (régionales ou autres). Il est important de connaitre l’origine 

ethnique du patient pour pouvoir estimer si la sous-population d’où le patient est originaire 

est représentée dans gnomAD. Si ce n’est pas le cas, l’argument PM2 doit être interprété avec 

une caution 

 Il existe une redondance de données entre certaines de ces bases de données, notamment 

TopMED et GnomAD  

 Certains variants pathogènes reconnus ont une Fréquence allélique >1%. Les listes de ce type 

de variants sont déjà été élaborés pour certains gènes par les groupes de travail gène-

spécifique (BA1_Exception_List, 2018; Ghosh et al., 2018; Oza et al., 2018). D’autres variants 
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pathogènes avec des fréquences allélique très élevées peuvent être proposé à ClinGen 

(BA1_Exception_List_Nomination_Form). 

 Dans la publication de l’ACMG-AMP, les fréquences alléliques des variants sont appelées 

probablement par abus de langage MAF (Minor Allele Frequency). Le terme MAF désigne la 

fréquence allélique de l’allèle mineur. Selon la définition utilisée par la base dbSNP, archive 

internationale des petits variants et notamment des polymorphismes du génome humain, 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/docs/rs_attributes.html) cette MAF 

correspond à la fréquence du second allèle le plus fréquent. Ainsi, si à une position 

génomique donnée 3 variants sont décrites avec les fréquences suivantes 0,50/0,49/0,01 la 

MAF de cette position sera 0,49. La MAF est donc la même pour tous les variants à cette 

position. Cette donnée doit ainsi être utilisée avec précaution car elle ne correspond pas 

nécessairement à la fréquence du variant en cours d’étude. Il semble judicieux d‘utiliser 

plutôt la véritable fréquence allélique du variant à la place de la MAF. C’est la raison pour 

laquelle nous utilisons la fréquence allélique dans les présentes recommandations.  

 Un plus de la fréquence globale dans une base de données comme gnomAD, il est nécessaire 

d’évaluer la fréquence allélique dans les sous-populations. Si le variant à classé est retrouvé 

avec une fréquence très élevée dans une sous-population (sans l’effet fondateur connu), 

l’argument BS1 peut être attribué même si la fréquence allélique de ce variant est très basse 

dans les autres sous-populations 

Les seuils de fréquence pour attribuer les arguments PM2, BS1 ou BA1 doivent être définies en 

fonction du gène et de la pathologie. Depuis la publication des Recommandations ACMG de 2015 

ainsi que la première version de ce document, dix groupes de travails ont proposé des seuils précis 

pour ces critères dans le cadre des recommandations gène-spécifiques. Le résumé de ces données 

est présenté dans le Tableau 1 : 

   

Tableau 1 : Seuils de fréquences alléliques du variant à classer pour attribuer PM2, BS1 ou BA1.  
Un résumé des recommandations issue des panels d’experts pour les gène ou pathologies suivants : MYH7 (Kelly et al., 

2018), Rasopathie (Gelb et al., 2018), PTEN (Mester et al., 2018), Surdités (Oza et al., 2018), CDH1 (Lee et al., 2018a), 

MEN1 (Romanet et al., 2019), RUNX1 (Luo et al., 2019), TP53 (ClinGen_TP53_Expert_Panel, 2019), PAH (Zastrow et al., 

2018), GAA (ClinGen_Lysosomal_Storage_Disorders_Expert_Panel, 2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/docs/rs_attributes.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/docs/rs_attributes.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/docs/rs_attributes.html
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Figure 1 : Un résumé graphique des seuils des fréquences alléliques pour attribuer PM2/BS1/BA1 

selon les recommandations gène-spécifique (pathologies AD) 

1-1-2 Données de fréquence allélique chez les sujets atteints  
Il est nécessaire de consulter les bases de données de patients comme ClinVar, LOVD (bases 
spécifiques de gènes), COSMIC. En fonction des pathologies, il peut être important de consulter les 
bases nationales concernées (Ex : Bases de données MLH1/MSH2/MSH6 et BRCA1/BRCA2/PALB2).   
Dans la mesure du possible, une base de données locus-spécifique (si possible avec consensus par 
thématique) devra être consultée.  
La diversité des bases consultées et leur fiabilité est à prendre en compte. 
Il est également important de consulter nos propres résultats concernant ce variant dans la base de 
données du laboratoire. Cela permet de s’appuyer sur la description de ce variant chez d’autres 
patients pour affiner l’interprétation. L’objectif est que l’interprétation d’un variant soit la même 
pour tous les patients porteurs de ce variant.  
Il est possible de contacter les laboratoires ayant une expertise sur la thématique.  
Arguments :  

- Prévalence du variant chez les individus atteints significativement supérieure à celle des contrôles 

de la même origine ethnique que les patients, Odd Ratio > 3 (test exact de Fisher) (PS4)   

En absence des études cas-contrôles, il est possible d’attribuer PS4 en fonction de nombre de 
patients confirmés avec ce variant. Le nombre de patients nécessaires doit être définit en fonction 
du gène et la pathologie étudié. Pour compter le nombre de patients porteurs du variants, il est 
nécessaire de consulter l’ensemble des bases données de patients (ClinVar, LOVD, bases 
spécifique) et faire une recherche bibliographique extensive. 
Huit recommandations gène-spécifiques récentes propose des seuils pour l’attribution de 
l’argument PS4 (Tableau 2). Cette façon d’attribuer PS4 est possible que si le variant à classé est 
absent ou extrêmement rare dans la population générale (PM2 attribué). Le variant à classé lui-
même ne compte pas dans le score PS4. 
Il était proposé de calculer PS4 de cette façon que pour les gènes responsables des pathologies 
dominantes et d’utilisant plutôt PM3 pour les pathologies récessives (Oza et al., 2018). Comme la 
majorité de recommandations gène-spécifiques ont été établies pour des gènes et pathologies 
dominantes, plus de réflexion est nécessaire pour mieux adapter ces critères pour les gènes 
récessifs. 
 

 
Tableau 2. Seuils de nombre de patients confirmés porteurs de variant pour attribuer PS4.  
Un résumé des recommandations pour huit pathologies ou groupes des pathologies dominantes : MYH7 (Kelly et al., 
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2018), Rasopathie (Gelb et al., 2018), PTEN (Mester et al., 2018), Surdités (Oza et al., 2018), CDH1 (Lee et al., 2018a), 
MEN1 (Romanet et al., 2019), RUNX1(Luo et al., 2019), TP53 (ClinGen_TP53_Expert_Panel, 2019). Selon les 
recommandations pour PTEN et TP53, les évaluations phénotypiques sont aussi calculés en parallèle, avec nécessité 
d’avoir plus de patients pour un niveau de PS4 si les phénotypes des patients sont moins surs. 
Suite la recommandation de ClinGen (Biesecker et al., 2018), les critères PP5 et BP6 ont été retirés 
de la grande majorité des recommandations gène-spécifiques. En effet, la présence ou absence 
d’un variant dans les bases de données de patients est déjà évaluée pendant l’attribution de PS4. 
- Variant à l’origine du même changement d’acide aminé qu’un variant pathogène connu (PS1) sauf 

si le variant n’est pas un variant faux-sens mais a un effet sur l’épissage  

- Variant à l’origine d’un changement d’acide aminé différent à la même position qu’un variant 

fauxsens pathogène connu (PM5)  

Précautions :  

 Il est possible que le même patient est décrit dans plusieurs sources (e.g. PubMed et ClinVar 

ou LOVD). Il est indispensable de vérifier que le même patient n’est pas compté plusieurs fois, 

entrainant le score PS4 faussement élevé 

 Attention aux articles trop anciens ne bénéficiant pas d’une population contrôle ou d’une 

population de patients de taille suffisante et/ou d’ethnies suffisamment variées pour 

s’affranchir des biais possibles.  

 Il convient de rester prudent avec la classification des variants issus de ces bases de données 

puisque cas bases intègrent des variants issus d’articles parfois anciens avec une classification 

qui ne tient pas toujours compte de tous les éléments requis pour l’interprétation. Ainsi, 

certains variants dans ces bases sont mal classés. Ces bases devraient être utilisées comme 

un outil permettant de retrouver une publication rapportant le variant considéré et le 

biologiste devrait refaire l’interprétation du variant sur la base des arguments disponibles 

dans la/les publications et en tenant compte des recommandations.  

1-1-3 Base de données locale   
La consultation de la base de données locale de chaque centre de génétique est également d’une 
grande utilité. Dans le cadre du PFMG2025, le CAD permettra d’accéder à des données au niveau 
national. Il est fortement recommandé de soumettre les variants classés dans des bases de 
données internationales.  
  

1-2- Critères cliniques et généalogiques   
Au-delà des informations cliniques indispensables lors de la demande d’analyse, une confrontation 
clinico-biologique dans le cadre d’une Réunion de Concertation Pluridisciplinaire avec le généticien 
clinicien et/ou clinicien spécialiste prenant en charge le patient est fortement recommandée afin 
de préciser la corrélation phénotype-génotype.  
Arguments :  

- Phénotype ou histoire familiale spécifique en faveur de la pathologie associée au gène 
comprenant le variant. Cependant, l’analyse se faisant par définition sur des sujets atteints, la 
force de l’argument est fonction de la spécificité du phénotype observé, de l’hétérogénéité 
génétique pour ce phénotype et du nombre de gènes analysés. Elle est classée PP4 dans les 
critères ACMG/AMP. En idéal, les phénotypes spécifiques attendus pour chaque gène doivent 
être définit par le laboratoire, comme dans les recommandations pour les gènes de surdité 
(Oza et al., 2018).   

Précautions :  

 Certains phénotypes sont peu spécifiques ou certains panels explorent l’hétérogénéité 
génétique d’un groupe phénotypique (ex : épilepsie). Il n’est alors pas possible d’utiliser 
l’argument de la compatibilité de la présentation phénotypique. En effet, la probabilité que 
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le variant soit causal est haute si un gène unique est exploré et que la spécificité du test est 
élevée. En revanche, lorsque, pour une condition avec hétérogénéité génétique, un grand 
panel ou un séquençage d’exome est utilisé, la probabilité d’identifier le variant causal est la 
somme de toutes les probabilités pour chaque gène individuellement mais la spécificité est 
réduite. Ainsi, si le phénotype n’est pas spécifique, l’argument PP4 ne peut pas être 
considéré. C’est pour cette raison que six sur dix recommandations gène-spécifiques 
récents n’utilise plus cet argument dans la classification (ClinGen_TP53_Expert_Panel, 2019; 
Gelb et al., 2018; Kelly et al., 2018; Lee et al., 2018b; Luo et al., 2019; Mester et al., 2018).  

  

1-3 Données alléliques   

Arguments :  

Pour une pathologie à transmission autosomique récessive, variant observé en trans 

(détermination de la phase par analyse familiale) avec un variant pathogène (PM3). Les nouveaux 

recommandations de groupe de travail ClinGen SVI propose le système de calcul de score PM3 

suivant (SVI_Recommendation_for_PM3_Criterion, 2019) 

 
Si un variant a été observé dans de nombreux cas index, chacun avec un variant pathogène 
différent sur l'autre allèle, la probabilité que les variants soient en trans est plus élevée même si 
la confirmation de la phase n'a pas été effectuée dans tous les cas. Dans ces cas, les valeurs 
peuvent être ajustées en fonction de la confiance dans l'occurrence en trans. 

- Pour une pathologie à pénétrance complète de transmission autosomique dominante ou liée à l’X,  

co-occurence du variant avec un variant pathogène en trans (dans le même gène): poids de 

l’argument laissé à l’appréciation du laboratoire (classé BP2 dans les critères ACMG initiaux)  

- Co-occurence du variant avec un variant pathogène en cis (dans le même gène): poids de 

l’argument laissé à l’appréciation du laboratoire (classé BP2 dans les critères ACMG initiaux)  

- Co-occurence du variant avec un variant pathogène dans un autre gène impliqué dans la même 

pathologie : poids de l’argument laissé à l’appréciation du laboratoire (classé BP5 dans les critères 

ACMG initiaux)  

Précautions :  

 Dans certains gènes, des transmissions dominantes et récessives ont été décrites avec le 

même phénotype (ex : CLCN1/myotonie congénitale).  

 Dans certains gènes, des transmissions dominantes et récessives ont été décrites avec des 

phénotypes distincts (ex : BRCA2/cancer du sein et de l’ovaire/Fanconi-like)   

 Attention aux doubles diagnostics (Posey et al., N Engl J Med 2017)  
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 Attention aux allèles complexes où 2 variants pathogènes ségrégent en cis  

 

1-4- Données de ségrégation   

Arguments :  

- Variant de novo chez un patient sans antécédent familial :   

avec confirmation de la paternité et de la maternité (PS2)   

sans confirmation de la paternité et de la maternité si la pénétrance est considérée complète (PM6)  

Les nouveaux recommandations de groupe de travail ClinGen SVI propose le système de calcul des 
scores PS2/PM6(SVI_Recommendation_for_PS2_and_PM6_criteria, 2018) suivant  

 
 

- Variant co-ségrégant avec la pathologie chez plusieurs membres atteints dans la même famille 

et/ou dans plusieurs familles (PP1). Plus le nombre de sujets testés attestant de la co-ségrégation 

du génotype avec le phénotype est important ou plus les sujets testés sont éloignés dans l’arbre 

généalogique, plus l’argument peut avoir un poids élevé. Afin de préciser ce critère, il a été proposé 

(Jarvik and Browning, Am J Hum Genet 2016) de calculer la probabilité (« N ») que la présence du 

ou des variants d’intérêt (selon le mode de transmission présumé) chez les individus atteints, soit 

due au hasard plutôt que due à une co-ségrégation. Par exemple, dans le cadre d’un modèle 

dominant, cette probabilité est de N = (1/2)m, « m » étant le nombre de méioses informatives 

concernant la co-ségrégation.   

En fonction de la probabilité N calculée, une pondération associée est proposée de la 
manière suivante :  
Données issues d’une seule famille : N ≤ 1/32 : argument fort (PS) ; N ≤ 1/16 : argument 
moyen (PM) ; N ≤ 1/8 : argument faible (PP).  
Données issues de plusieurs familles : N ≤ 1/16 : argument fort (PS) ; N ≤ 1/8 : argument 
moyen (PM) ; N ≤ 1/4 : argument faible (PP).  

 Des exemples de calcul pour la détermination de la probabilité « N », selon les différents modes de 
transmission, sont donnés dans l’article de Jarvik et Browning (Jarvik and Browning, Am J 
Hum Genet 2016).  

Une façon plus simple d’évaluer la ségrégation est d’utiliser les tableaux avec des LOD scores pré-
calculés. Cette approche est adoptée par les groupes ClinGen (les instructions détaillées disponibles 
à https://clinicalgenome.org/docs/summary-of-updates-to-the-clingen-gene-clinical-validity-

https://clinicalgenome.org/docs/summary-of-updates-to-the-clingen-gene-clinical-validity-curation-sop-version-7/
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curation-sop-version-7/). 

 

 

Les recommandations gènes spécifiques utilisent les seuils suivants pour attribuer l’argument PP1 : 

 

 
- Variant ne ségrégant pas avec la pathologie chez des apparentés atteints (BS4)  
Précautions :  

 Le critère de novo (PM6 ou PS2) ne peut être utilisé que si le phénotype du patient est 

concordant.  

 Le critère PS2 peut être modifié en PM ou PP si le variant est en mosaïque avec une 

représentation tissulaire cohérentes avec le phénotype  

 Attention aux phénocopies pouvant mimer un défaut de ségrégation  

 Attention aux pathologies à variabilité d’expression phénotypique : lorsqu’un variant est 

hérité d’un parent apparemment asymptomatique, une ré-évaluation de son phénotype doit 

être proposée avant de conclure à tort au caractère bénin du variant.   

 Attention aux pathologies à transmission dominante avec prévalence importante. En effet, 

en raison de la prévalence importante, un individu peut être porteur de deux variants à effet 

dominant, dans deux gènes différents impliqués dans un même groupe phénotypique 

(situation de double hétérozygote) ; ou de deux variants à effet dominant dans le même gène 

(situation hétérozygote composite, avec un variant dominant sur l’allèle maternel, et un 

variant dominant sur l’allèle paternel).   

 Un variant peut sembler co-ségréger avec la pathologie parce qu'il est en cis avec un variant 

pathogène non identifié  

 Pour les transmissions liées à l’X : il est utile de rechercher les variants pathogènes éventuels 

chez les grands-parents maternels; de rechercher des signes cliniques a minima chez la mère 

; d’effectuer une étude de biais d’inactivation de l’X chez les femmes hétérozygotes.  

 Attention aux défauts de ségrégation dus aux fausses paternités, disomies uniparentales, ou 

phénomène de l’empreinte…  

 

https://clinicalgenome.org/docs/summary-of-updates-to-the-clingen-gene-clinical-validity-curation-sop-version-7/
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1-5- Données prédictifs   

1-5-1  Nature du variant nucléotidique   

Arguments :   

- Variant ayant un effet nul prédit (non-sens, frameshift, site canonique d’épissage : -2, -1, +1, +2, 

codon d’initiation de la traduction, délétion d’un ou plusieurs exons hors phase, délétion d’un ou 

plusieurs exons en phase mais emportant un domaine fonctionnel) dans un gène où la perte de 

fonction est le mécanisme pathogène connu (PVS1). Un arbre décisionnel pour attribuer cet 

argument a été établi par ClinGen SVI (Abou Tayoun et al., 2018). PVS1 ne peux pas être combiné 

avec l’argument PP3. 

- Variant affectant la longueur de la protéine (Indels en phase, perte du codon stop) : modulation du 

poids de l’argument : le poids de l’argument en faveur de la pathogénicité du variant est 

inversement proportionnel à la taille résiduelle de la protéine (PM4). Si l’altération est en phase 

dans une région répétée sans fonction connue, l’argument conféré est faible et en faveur du 

caractère bénin du variant (BP3).  

- Variant faux-sens dans un gène avec un faible taux de variants faux-sens bénins et dans lequel les 

variants faux-sens sont un mécanisme fréquemment responsable de la pathologie (PP2)  

- Variant faux-sens dans un gène où seuls les variants tronquants sont décrits comme associés à la 

pathologie (BP1)  

- Variant synonyme sans impact prédit sur l’épissage ET pour lequel la séquence nucléotidique n’est 

pas très conservée chez les vertébrés (BP7)  

Précautions :  

 Attention à l’attribution d’un effet perte de fonction aux variants situés après la dernière 

jonction intron/exon ou à moins de 50 nucléotides en amont de celle-ci (ARNm non soumis 

au nonsense-mediated decay ou NMD)  

 Attention à l’épissage physiologique avec transcrits multiples  

 Attention à l’apparition de nouveaux sites cryptiques d’épissage (par exemple des variants 

d’épissage rajoutant 1 ou plusieurs codons résultant en une indel en phase)  

 Attention au saut d’exon(s) en phase, laissant intact le reste de la protéine. L’argument PVS1 

n’est valable que pour les gènes où la perte de fonction est le mécanisme pathogène connu. 

Il convient de se renseigner sur la pathologie si nécessaire et d’utiliser les scores qui prédisent 

l’intolérance d’un gène au variants de type « perte de fonction », disponibles pour chaque 

gène dans gnomAD. Le score pLI (probability of Loss of function intolerance) est largement 

utilisé depuis plusieurs années, même si ce score comporte un certain nombre des biais 

(transcrit utilisé pour son calcul, non prise en compte des variants de type décalage du cadre 

de lecture, méthodologie de prise en compte de la taille du cDNA, etc.)(Ziegler et al., 2019).  

Un gène est considéré comme intolérant à la perte de fonction si sa pLi est supérieure ou 

égale à 0,9. Le nouveau score o/e (ainsi que le score associé LOUEF), prend en compte la taille 

du gène permettant d’avoir une estimation de l’intolérance à la perte de fonction pour des 

petits gènes avec peu de variants (Karczewski et al., 2019). Ce score correspond au ratio entre 

le nombre de variants perte de fonction observés dans la population pour un gène et le 

nombre de variants attendus dans un gène (observed/expected). Des gènes avec o/e 

inférieurs à 0.35 sont considérés comme intolérants à la perte de fonction. L’utilisation du HI 

index (Haploinsufficiency Score) de la base de données DECIPHER  

(https://decipher.sanger.ac.uk/) présente le même intérêt et les mêmes limites mais sur un 

jeu de données indépendant (Huang et al., 2010). Une analyse qualitative de la charge en 

https://decipher.sanger.ac.uk/
https://decipher.sanger.ac.uk/
https://decipher.sanger.ac.uk/
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variants tronquants dans les bases de données est utile afin d’aborder ces scores de manière 

critique.  

 Pour les variants affectant les codons d’initiation de la traduction, il est important de 

rechercher l’existence de codons d’initiation de la traduction alternatifs éventuels (analyse 

ORFinder,…)  

 Pour les variants de type perte de codon stop, il est important de rechercher l’existence de 

codons stop alternatifs éventuels (analyse ORFinder,…)  

 Il est important de rechercher un éventuel effet sur l’épissage pour tout variant, qu’il soit 

intronique ou exonique (comprenant synonymes, non-sens, faux-sens, indel)  

  

Conservation nucléotidique  

A propos de la conservation nucléotidique, il est important de bien considérer la profondeur 
évolutive des espèces alignées afin de garantir une représentation la plus appropriée de 
génomes connus. En général, les espèces alignables pour le génome humain sont des 
vertébrés. Il est à noter également que la dégénérescence du code génétique, impliquant la 
3ème base du codon, induit une conservation souvent bien faible à ces positions. Ainsi, 
l’observation d’une conservation à ces positions pourrait être éventuellement considérée 
comme plus significative, suggérant l’existence d’une éventuelle séquence régulatrice à ce 
niveau (par exemple les ESE pour exonic splicing enhancer et les ESS pour exonic splicing 
silencer).  

  

1-5-2- Prédictions bio-informatiques   
En cas de variant prédit faux-sens, il est nécessaire d’interroger plusieurs logiciels de prédiction du 
caractère délétère pour la fonction protéique, souvent appelés logiciels de prédiction de 
pathogénicité, comme SIFT, MutationTaster, Polyphen-2 ou UMD-Predictor. Ces algorithmes 
attribuent un score et une classification en faveur de la probabilité du caractère délétère d’un 
variant faux-sens ou du caractère bénin du variant en fonction de différents critères : conservation 
de la base nucléotidique et surtout de l’acide aminé dans l’évolution, distance physico-chimique 
entre le résidu aminoacide sauvage et muté (score de Grantham), position dans un domaine 
fonctionnel connu de la protéine. Certains outils comme Mutation Taster ou UMD-Predictor 
intègrent à la fois la prédiction d’un effet sur l’acide aminé et d’un effet sur l’épissage. Néanmoins, 
pour apprécier un éventuel effet sur l’épissage, il est préférable d’approfondir les prédictions au 
moyen d’outils spécifiques de prédiction des répercussions sur l’épissage (voir paragraphe ci-
dessous). Les nombreux outils de prédiction de la pathogénicité sont recensés dans la base de 
données VIPdb https://genomeinterpretation.org/vipdb   (Hu et al., 2019). Une étude récente a 
testé 25 de ces outils pour l’application en diagnostic et a identifié plusieurs algorithmes de haute 
performance relativement récents qui ne semblent pas avoir été intégrés dans les pipelines des 
laboratoires cliniques (tels que REVEL, VEST3, etc.) (Ghosh et al., 2017). En effet, trois des 
recommandations gène-spécifiques attribuent maintenat l’argument PP3 selon la prédiction d’un 
seul score (REVEL), qui représente une méthode de prédiction de la pathogénicité des variants 
faux-sens basée sur une combinaison de scores provenant de 13 outils individuels ( MutPred, 
FATHMM v2.3, VEST 3.0, Polyphen-2, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT, 
GERP++, SiPhy, phyloP et phastCons) (ClinGen_Lysosomal_Storage_Disorders_Expert_Panel, 2019; 
Ioannidis et al., 2016; Luo et al., 2019; Oza et al., 2018). En idéal, la performance des outils de 
prédictions devrait être testée pour des gènes analysés par les laboratoires en routine, car il peut 
avoir des différences entre les gènes dans les outils le plus adaptés. Par exemple, les 
recommandations pour le gène TP53 préconisent de ne pas utiliser PolyPhen2 et SIFT pour la 
prédiction de la pathogénicité des variants dans ce gène. 
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Il est nécessaire d’appliquer des logiciels de prédiction de l’effet potentiel sur l’épissage du variant 
étudié quelle que soit sa nature, y compris les variants non-sens, faux-sens et synonymes. Des 
outils classique, tels que MaxEntScan (Yeo and Burge, 2004), SpliceSiteFinder, NNSPLICE, 
GeneSplicer et Human Splicing Finder (Desmet et al., 2009) sont encore largement utilisés en 
diagnostic (Houdayer et al., 2012). Les approches plus récentes basées sur  « machine learning »,  
telles que SpliceAI (Jaganathan et al., 2019) , S-CAP (Jagadeesh et al., 2019) et MMSplice (Cheng et 
al., 2019), commencent également  à prendre de l'importance En cas d’effet délétère prédit, des 
analyses des transcrits chez le patient et/ou des tests ex vivo d’épissage peuvent être réalisés au 
laboratoire afin d’objectiver ce potentiel effet et d’en faire éventuellement un argument fort en 
faveur de la pathogénicité du variant (PS3).  

Au sein d’une même thématique, pour veiller à l’homogénéité de l’interprétation des 
variants, il serait intéressant de s’accorder sur les outils de prédiction à interroger. La 
complémentarité des outils tient au fait qu’ils utilisent des algorithmes distincts et qu’ils ont été 
entrainés et validés sur des sets de variants « vrais positifs » et « vrais négatifs » distincts.  
Arguments :  

- Effet d’un variant prédit délétère par l’ensemble des logiciels de prédiction de pathogénicité 

interrogés (PP3)  

- Effet d’un variant prédit bénin par l’ensemble des logiciels de prédiction de pathogénicité 

interrogés (BP4)  

- Variant non-tronquant situé sur un hot spot mutationnel et/ou un domaine fonctionnel critique 

bien établi exempt de variants bénins (PM1)   

Précautions :  

 Il n’est pas possible d’exploiter les résultats de ces logiciels en cas de discordance de 

prédiction pour les variants faux-sens. La discordance de prédiction entre ces logiciels n’exclut 

pas la possible pathogénicité ou neutralité du variant  

 Prudence avec les outils de prédiction de variants d’épissage : autant les outils sont fiables 

pour la création de sites cryptiques, l’abolition de sites d’épissage, autant les prédictions 

d’éléments enhancer ou silencer d’épissage ne sont pas fiables à ce jour.  

 Attention aux variants multiples (MNV ; Multiple Nucleotide Variant ou delins) correspondant 

à deux variants en phase, espacés ou répartis sur quelques nucléotides : nécessité 

d’interpréter l’impact global de ces variants  

 En raison du manque de spécificité des prédictions bio-informatiques, la plus grande 

prudence doit être aussi accordée à l’absence de prédiction d’un effet. Le risque encouru est 

un faux négatif. Ce résultat doit être interprété avec les autres arguments comme la 

fréquence du variant dans les populations contrôles ou son caractère hérité.   

  

Choix des logiciels de prédictions du retentissement sur l’épissage ; choix des logiciels de 

prédiction des variants faux-sens  

Il est essentiel de combiner les approches, c'est-à-dire d’interroger plusieurs outils et 
algorithmes, afin d’obtenir la meilleure sensibilité et la meilleure spécificité possible. Il est 
néanmoins important d’estimer le niveau de redondance entre les logiciels afin de ne pas 
avoir un effet de surprédictions préjudiciable au résultat final.  

  

Plus récemment, des scores appelés « intégrés » ont été mis au point afin de regrouper les 
prédictions d’un nombre donné d’autres logiciels de prédiction (CADD, Condel, KGGseq…). Ces 
logiciels ont l’avantage de permettre des prédictions sur des variants exoniques et non exoniques. 
En revanche, comme tous les logiciels de prédiction bioinformatique, ils sont dépendants des sets 
de variants utilisés lors de l’entraînement (machine learning) pour les mettre au point. Ainsi, il 
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apparaît que l’interrogation de plusieurs outils distincts « non-ensemble » a certainement un 
intérêt complémentaire par rapport à l’utilisation d’un seul outil « ensemble » associé à un seuil 
donné, à ce jour.  
 
1-6- Données bibliographiques   
Afin d’identifier tous les cas déjà décrits pour un variant à classer et attribuer l’argument PS4, il est 
nécessaire de faire une revue de la littérature concernant ce variant. Les bases de données des 
variants identifiés chez les individus atteints (ClinVar, LOVD etc) fournisses souvent une liste de 
références pour le variants. Pour compléter cette liste, il est conseillé d’utiliser PubMed (NCBI, 
National Center for Biotechnology Information), Google Scholar, LitVar (Allot et al., 2018), AVADA 
(Automatic Variant evidence DAtabase) (Birgmeier et al., 2020), Genomenon Mastermind et 
HGMD. Les variants présents dans les bases de données HGMD-public, Genomenon et AVADA sont 
facilement accessibles à partir d’UCSC Genome Browser (Haeussler et al., 2019; Kent et al., 2002) 

La base de données HGMD donne accès rapidement aux publications rapportant un variant 
donné, le plus souvent non identifiables par interrogation simple par mots clés dans Pubmed ou 
autre moteur de recherche.  

- Variant déjà classé pathogène ou à l’origine du même changement d’acide aminé qu’un 
variant pathogène connu (PS1), sauf si le variant n’est pas un variant faux-sens mais a un effet sur 
l’épissage  
 

1-7- Données fonctionnelles   

Arguments :  

- Etudes fonctionnelles in vivo ou in vitro bien établies montrant un impact délétère du variant sur le 

gène ou son produit (PS3)  

 Cet argument peut inclure les résultats d’analyses fonctionnelles spécifiques en fonction de la 
pathologie concernée. Exemples : caractérisation d’un déficit enzymatique pour l’enzyme 
codée par le gène dans lequel le(les) variant(s) d’intérêt a (ont) été détecté(s) ; Western-
blot et immunofluorescence indirecte signant un déficit en protéine codée par le gène dans 
lequel le(les) variant(s) d’intérêt a(ont) été détecté(s).    
   

- Etudes fonctionnelles in vivo ou in vitro bien établies montrent un impact non délétère du variant 

(BS3)  

1-8- Analyses somatiques 
Ce chapitre qui n’existe pas dans les recommandations ACMG vise à intégrer les analyses 
somatiques   
Chaque FNMR/réseau d’oncogénétique est amené à déterminer le poids de ces arguments dans 

l’interprétation. Les laboratoires d’oncogénétique doivent travailler en étroite collaboration avec 

les laboratoires d’oncosomatique pour partager leurs variants alléliques. Un variant pathogène 

détecté uniquement au niveau tumoral peut aider à la classification de variants constitutionnels et 

doit être intégré à la réflexion. Ce critère est à considérer gène par gène, la LoH n’étant pas un 

marqueur fiable de la pathogénicité d’un variant pour tous les gènes.  

L’interprétation de variants constitutionnels peut aussi s’appuyer sur des analyses somatiques 
quand du tissu tumoral est disponible : marquage immunohistochimique, perte d’hétérozygotie 
dans la région chromosomique du gène d’intérêt (ex : recherche d’instabilité microsatellitaire et 
marquage immunohistochimique dans le syndrome de Lynch ou marquage immunohistochimique 
dans les paragangliomes héréditaires).  

1-9- Modifications de l’argumentaire par rapport aux recommandations   
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La liste initiale des arguments recommandés par l’ACMG-AMP a été modifiée pour s’adapter aux 
positions françaises. Les arguments qui ont été modifiés sont les suivants :  

- Force de l’argument «Co-occurrence du variant avec un variant pathogène (même gène, autre 

gène pour la même pathologie)» : poids de l’argument laissé à l’appréciation du laboratoire (au 

lieu de BP2 et BP5 selon les recommandations ACMG).  

- Ajout de l’actualisation selon Jarvik et Browning (Am J Hum Genet 2016). pour préciser l’utilisation 

des données de ségrégation (BS4 et PP1).  

- Ajout de l’argument « analyses somatiques », analyses qui ont un poids déterminant dans 

l’interprétation. Ces analyses somatiques n’existaient pas dans les recommandations ACMG. 

Chaque FNMR/réseau d’oncogénétique est amenée à déterminer le poids de ces arguments dans 

l’interprétation.  

 

2 - Classification du variant   

Les différents arguments pondérés listés ci-dessus sont ensuite combinés, selon les critères 
de l’ACMG et de l’AMP, afin de déterminer la classe du variant :  
  

PVS/PS/PM/PP : Argument très fort (Pathogenic Very Strong) / fort (Pathogenic Strong) / 
moyen (Pathogenic Moderate) / faible (Pathogenic Poor) en faveur de la pathogénicité du 
variant.  
BA/BS/BP : Argument suffisant (Benign Stand Alone) / fort (Benign Strong) / faible (Benign 
Poor) en faveur du caractère bénin du variant.  
Classe 5 : Variant 

pathogène 1 PVS ET   ≥1 

PS OU   

≥2 PM OU  
1 PM ET 1 PP OU  
≥2 PP OU  

≥2 PS OU  
1 PS ET   ≥3 PM OU  

2 PM ET ≥2 PP OU 

1 PM ET ≥4 PP 
 

Classe 4 : Variant probablement pathogène  

1 PVS ET 1 PM OU  
1 PS ET 1–2 PM OU  
1 PS ET ≥2 PP OU  

≥3 PM OU  
2 PM ET ≥2 PP OU  

1 PM ET ≥4 PP  
  

Classe 3 : Variant de signification inconnue  

  Les arguments pondérés ne permettent pas de classer le variant dans une autre classe  
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Classe 2 : Variant probablement bénin  

1 BS ET 1 BP OU  

≥2 BP  
Classe 1 : Variant bénin  

BA OU  
≥2 BS 

 

NB : afin de faciliter l’établissement des scores pour la classification des variants, 

différentes ressources sont disponibles en ligne :  

- ClinGen Pathogenicity Calculator : http://calculator.clinicalgenome.org/site/cg-
calculator  - InterVar Classify System: http://wintervar.wglab.org  - Genetic 
Variant Interpretation Tool:   

http://www.medschool.umaryland.edu/Genetic_Variant_Interpretation_Tool1.html/  

- SPiCE : outil de prédiction des anomalies d’épissage aussi (SPiCE) validé sur 395 

variants d’épissage des gènes BRCA1, BRCA2, CFTR, RHD   

L’annexe 1 reprend le poids de chaque argument et les précautions d’interprétation 

(Tableaux 3 et 4 de Richards et al., 2015).  

3 - Utilisation dans le cadre d’un compte-rendu d’analyses 

Il est recommandé de préciser dans la partie méthodologie des comptes-rendus d’analyse 
la phrase suivante :  
« Les variants sont décrits selon la nomenclature HGVS (https://varnomen.hgvs.org), et 

classés dans les catégories « pathogène », « probablement pathogène », « bénin », « 

probablement bénin », ou « de significativité incertaine » selon les Recommandations 

d’homogénéisation de l’interprétation de variants de séquence générés par analyses en 

NGS (Réseau NGS-Diag, sur la base des recommandations ACMG-AMP, Richards et al., 

Genetics in Medicine 2015), dans leur version XXX , dans les limites des connaissances 

actuelles. »  

  

Les variants retenus par le généticien responsable de l’analyse figureront avec leur 
classification dans la partie résultats du compte-rendu.  
  

Il est recommandé par ailleurs que le compte-rendu spécifie dans la partie conclusion si les 
variants classés en Classe 4 (probablement pathogène) et Classe 5 (pathogène) retenus par 
le généticien responsable de l’analyse sont considérés comme en lien (causal) avec la 
pathologie que présente le patient en prenant en compte les informations cliniques et 
paracliniques disponibles, en interaction avec les cliniciens prescripteurs et éventuellement 
à l’issue de réunions de concertation pluridisciplinaires.  
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leur intégrité ou leur dignité. Me ̂me sous la contrainte, je ne ferai pas 

usage de mes connaissances contre les lois de l’humanité.  
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mission. Je n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les 
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