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La révolution du séquençage 
de nouvelle génération (NGS)
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Impacts du NGS sur l’activité diagnostique
Le séquençage à haut-débit permet une augmentation de l’activité et une réduction des délais

NGS



Indications au séquençage des gènes BRCA1 et BRCA2
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• Les prédispositions héréditaires aux cancers du sein et de l’ovaire

• Les traitements par inhibiteurs de PARP



Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire
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5 à 10 % des cancers surviennent sur un terrain de prédisposition héréditaire



Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire
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Caractéristiques des cancers héréditaires

• Histoire familiale

• Age au diagnostic plus précoce

• Bilatéralité

• Association cancers du sein / ovaire

• Cancers du sein chez l’homme

• Caractéristiques histologiques
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Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire
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Prevalence des porteurs d’une mutation délétère dans la population générale : 
• BRCA1 : 1/980 (CI: 1/2381 – 1/400)
• BRCA2 : 1/735 (CI: 1/1515 – 1/354)
• BRCA1 ou BRCA2 : 1/420 (1/925 – 1/188)
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Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire

BRCA1 BRCA2

Breast

Antoniou, 2003

Chen, 2007

Mavaddat, 2013

Kuchenbaecker, 2017 (80 ans)

65% (CI: 44-78%)

57% (CI : 47-66%)

60% (CI : 44-75%)

72% (CI : 65-79%)

45% (CI : 31-56%)

49% (CI : 40-57%)

55% (CI : 41-70%)

69% (CI : 61-77%)

Ovary

Antoniou, 2003

Chen, 2007

Mavaddat, 2013

Kuchenbaecker, 2017 (80 ans)

39% (CI : 18-54%)

40% (CI : 35-46%)

59% (CI : 43-76%)

44% (CI : 36-53%)

11% (CI :  2-19%)

18% (CI : 13-23%)

17% (CI :  8-34%)

17% (CI : 11-25%)

Risques cumulés de cancers du sein et de l’ovaire chez les femmes issues de familles HBOC
et porteuses d’une mutation constitutionnelle des gènes BRCA1 ou BRCA2.

Séminaire BioInfoDiag_Jeudi 19 septembre 2019 12

Les variants pathogènes des gènes BRCA1 et BRCA2 confèrent un risque élevé de cancer du sein et/ou de l’ovaire
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Application du séquençage 
de nouvelle génération 

au syndrome de prédisposition 
aux cancers du sein et de l’ovaire



Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire

5% ~10%

Cancers du sein et 
de l’ovaire liés à une 

prédisposition 
génétique 

Implication
BRCA1 – BRCA2

Situations évocatrices 
d’une transmission

mendélienne

Rapports d’activité de l’INCa
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Hétérogénéité génétique.

William D. Foulkes, N Engl J Med 2008;359:2143-53.

Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire
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Exploration de l’hétérogénéité génétique au quotidien

BRCA1, BRCA2

Gènes rendus au titre du diagnostic

Amélioration des connaissances
(données anonymes)

Disponibles après discussion 
clinico-biologique

Gènes séquencés et non rendus

Panel de gènes diagnostic et recherche

BRCA1
BRCA2

ATM
BAP1

BARD1
BRIP1

CDKN2A
CDH1

CHECK2
FAM175A
HOXB13

INHA
INHBA
MLH1
MLH3

MRE11A
MSH2
MSH6

MUTYH
NBN

PALB2
PMS1
PMS2
PTEN

RAD50
RAD51

RAD51B
RAD51C
RAD51D

RINT1
STK11
TP53

XRCC2
XRCC2
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Incidence des variants 
pathogènes (n = 5131)

Genes n = 26

ATM
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BRIP1

CDH1

CHEK2
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MSH6

NBN

PALB2

PMS1

PMS2

RAD50

RAD51B

RAD51C

RAD51D

RINT1

TP53

XRCC2

XRCC3
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Castéra et al, Genet Med. 2018

Panel de gènes diagnostique et recherche
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Panel de gènes diagnostique et recherche

Comment convertir ces données 
en niveaux de risque de 

prédisposition aux cancers du 
sein ou de l’ovaire ?
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Tester l’association 

de la prédisposition aux cancers sein/ovaire 

et des variant délétères 

avec un degré de certitude élevé (6 et 7)

Etude d’association Cas-Témoins



Etude Cas/Témoins adaptée aux variants génétiques rares
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Etude Cas/Témoins adaptée aux variants génétiques rares

Hiérarchiser et prédire l’effet des variants



Etude Cas-Témoins – Cancers du sein et/ou de l’ovaire
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Castéra et al, Genet Med. 2018



Etude Cas-Témoins – Cancers du sein et/ou de l’ovaire

23Séminaire BioInfoDiag_Jeudi 19 septembre 2019

Castéra et al, Genet Med. 2018



Exploration de l’hétérogénéité génétique au quotidien

Diagnostics moléculaires par séquençage à haut-débit
d’un panel de gènes

BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD51C, RAD51D

Gènes rendus au titre du diagnostic

Amélioration des connaissances
(données anonymes)
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Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire

Autre syndromes prédisposant aux cancers du sein et de l’ovaire 

Cancer du sein :

• Syndrome de Li Fraumeni - mutation constitutionnelle du gène TP53 – risque très élevé (> 70 %) 

• Syndrome de Cowden - mutation constitutionnelle du gène PTEN – risque très élevé (> 70 %) 

• Syndrome de Peutz Jeghers - mutation constitutionnelle du gène STK11 – risque très élevé (> 40 %) 

• Cancer gastrique diffus héréditaire - mutation constitutionnelle du gène CDH1– risque très élevé (> 30 %) 

• ...

Cancer de l’ovaire :

• Syndrome de Lynch - mutation constitutionnelle des gènes MMR – risque élevé (~10%) 

• Syndrome de Peutz Jeghers - mutation constitutionnelle du gène STK11 – risque très élevé (> 20 %) 

• ... 
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Vers un panel de 13 gènes du Groupe Génétique et Cancer

Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire
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BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD51C, RAD51D, 

CDH1, PTEN, TP53, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM 



Vers un panel de 13 gènes du Groupe Génétique et Cancer

Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire
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Vers un panel de 13 gènes du Groupe Génétique et Cancer

Prédisposition génétique aux cancers du sein et de l’ovaire

29Séminaire BioInfoDiag_Jeudi 19 septembre 2019



30Séminaire BioInfoDiag_Jeudi 19 septembre 2019

De la prédisposition héréditaire 
au traitement personnalisé des cancers

Traitements ciblés par inhibiteurs de PARP
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Les inhibiteurs de PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase)

Mécanismes de réparation des lésions de l’ADN 

Christopher J. Lord et all ; 
Nature ; 2012 

BER : Base excision repair

HR : Homologous recombination

NHEJ : Non-homologous end joining

NER :Nucleotide excision repair

MMR : Mismatch repair
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La PARP initie la réparation des lésions de l’ADN

Sonnenblick et al., 2015

Base Excision Repair

(BER) 
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L’inhibition de PARP conduit à l’accumulation de cassures double brin

HR proficient

Sonnenblick et al., 2015
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L’inhibition de PARP conduit à l’accumulation de cassures double brin

Sonnenblick et al., 2015

HR proficient BRCA-mutated cell
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L’intérêt thérapeutique des PARPinh

dans les cancers séreux ovariens sensibles au platine (Etude 19) 

Ledermann et al., 2014
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L’intérêt thérapeutique des PARPinh

dans les cancers séreux ovariens sensibles au platine (SOLO-1)

L’essai SOLO1 évaluant l’efficacité de l’Olaparib
en entretien chez les patientes atteintes d’un
cancer de l’ovaire avancé séreux de haut-grade,
endometrioide, péritonéal primitif ou des
trompes de Fallope et présentant une mutation
des gènes BRCA et qui présentaient une réponse
complète ou partielle après une chimiothérapie
à base de sels de platine a montré une
réduction de 70% du risque de rechute ou de
décès avec l’Olaparib en comparaison au
placebo.

N Engl J Med. 2018 Oct 21

Mutations constitutionnelles >99%
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L’intérêt thérapeutique des PARPinh

dans le cancer du sein (OlympiAD)

N Engl J Med 2017; 377:523-533
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L’intérêt thérapeutique des PARPinh

dans le cancer du sein (Embraca)

N Engl J Med 2018; 379:753-763
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L’intérêt thérapeutique des PARPinh

dans le cancer du pancréas (POLO)
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De la prédisposition héréditaire 
au traitement personnalisé des cancers

Traitements ciblés par inhibiteurs de PARP
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Remarques préliminaires

 La recherche de variants pathogènes dans les gènes BRCA1 et BRCA2 relève toujours d’une 

double information : thérapeutique ET génétique.

 Les variants identifiés sont constitutionnels dans leur très grande majorité. Il est donc impératif 

d’accompagner la démarche thérapeutique d’un conseil génétique.

 Des techniques permettant de séquencer des gènes entiers (BRCA1 et BRCA2, etc) dans les 

tumeurs dans des délais compatibles avec la prise en charge thérapeutique doivent être 

implémentées.

 Il faut garantir la qualité de l’interprétation des variants identifiés 

Tissu sain

Tissu tumoral



 Si AMM «Somatique » (Ex ovaire) : L’existence de variants tumoraux « acquis » (5 à 10% des 

cancers de l’ovaire) rend nécessaire la recherche de ces variants dans la tumeur.

 Si AMM « Constitutionnelle » (Ex sein, pancréas, prostate ?) : L’analyse et possible à partir de la 

tumeur mais la recherche sur le sang parait plus pertinente si les délais sont compatibles avec la 

prise en charge thérapeutique.
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Remarques préliminaires
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Les étapes du séquençage tumoral
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Séquençage à haut-débit : 
Processus d’analyse somatique



Enrichissement des régions
D’intérêt par capture4

RNA baits

Multiplexing3

… … …

Patient 1 Patient 2 Control

Fragmentation ADN
+ ligation des index et des adaptateurs2

DNA
Index

Patien

t

specifi

c

Adapter

Extraction ADN1

Séquençage à haut-débit : 
Processus d’analyse somatique
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Enrichissement des régions
D’intérêt par capture4

RNA baits

Multiplexing3

… … …

Patient 1 Patient 2 Control
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+ ligation des index et des adaptateurs2

DNA
Index
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t

specifi

c
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Extraction ADN1

PCR2 bis

 PCR / Capture

 [ADN] +/-

 Rapidité +/-

 Simplicité +/-

 Taille du panel -/+

 Taux d’échec -/+

Séquençage à haut-débit : 
Processus global d’analyse somatique
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Séquençage5

ATCGTGAAC

GTCCAGCAT

Demultiplexing

Alignment

Variant Calling

Annotation

Database integration

Filtering system

Pipeline d’analyse6Liste des variants

les 

plus probables
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D’intérêt par capture4

RNA baits

Multiplexing3

… … …

Patient 1 Patient 2 Control
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Index
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t
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c

Adapter
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Séquençage à haut-débit : 
Processus d’analyse somatique
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Séquençage à haut-débit : 
Processus d’analyse somatique



Alignement

Re-Calibration

Variant-Calling

Annotation

BWA

GATK

(Best Practices)

Haplotype

Caller

Alamut

Batch
Annovar

Système

Interprétation

.bcl

Variants

Candidats

CNVkitOncoCNV

CNV

Pipelines d’analyse bioinformatique (Constitutionnel)
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CNVseq DECON

CASAVA

SNP & Indels
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Alignement

Re-Calibration

Variant-Calling

Annotation

BWA

GATK

(Best Practices)

Lofreq OutLyzer
Haplotype

Caller

Alamut

Batch
Annovar

Système

Interprétation

.bcl

Variants

Candidats

?

CNV SNP & Indels

Sensibilité

Spécificité

Pipelines d’analyse bioinformatique (Somatique)
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CNVkit
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Séquençage constitutionnel / Somatique



Séquençage constitutionnel / Somatique

Constitutionnel Somatique

Indications Prédisposition héréditaire / Thérapeutique Thérapeutique / Prédisposition héréditaire

Prélèvements Sang total
Paraffine/congelé 

(% cellules tumorales)

Sampleprep Capture (83%*) / PCR PCR (84%*) / Capture

Séquençage >30X >200X

Bioinformatique Spécificité ++ Sensibilité/Spécificité ++

CNVs/RGT
Oui

(Résolution de l’exon)
Oui

(Résolution du gène)

Confirmation des variants Systématique Oui/Non ?

Analyses non contributives <1 %* 12 %*

Interprétation
Risque personnel et familial

Et
Bénéfice thérapeutique 

Bénéfice thérapeutique 
Et

Risque personnel et familial

Panels séquencés BRCA1/2, PALB2, RAD51C, RAD51D… (13 gènes GGC)
Panel INCa + BRCA1/2 , 

Panels BRCAness et RCP moléculaire

Délais (théorique)
3 à 4 semaines (1 préanalytique , 1 à 2 technique, 1 post

analytique)

3 à 4 semaines ?  (1 préanalytique (délai d’obtention du
bloc , 1 à 2 technique, 1 post analytique) + délai de 

confirmation en constitutionnel
*Retour de l’enquête « laboratoires de génétique somatique et constitutionnelle, tests BRCA1/2 » - Assises de génétique – Nantes - 2018
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L’enjeu de l’interprétation des variants génétiques
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L’interprétation des variants génétiques

Les Variants de Signification Inconnue (VSI / UV / VUS) 
dans les gènes BRCA1 et BRCA2 (Base de donnée UMD-GGC)

Classe Description
Probabilité 

d’être 
pathogène

5 Pathogène >0,99

4 Probablement pathogène 0,95-0,99

3 Variant de signification inconnue 0,05-0,949

2 Probablement non pathogène 0,01-0,049

1 Non pathogène <0,01
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L’interprétation des variants génétiques

Les Variants de Signification Inconnue (VSI / UV / VUS) 
dans les gènes BRCA1 et BRCA2 (Base de donnée UMD-GGC)

Classe Description
Probabilité 

d’être 
pathogène

BRCA1 BRCA2

5 Pathogène >0,99 36% 28%

4 Probablement pathogène 0,95-0,99 <1% 0%

3 Variant de signification inconnue 0,05-0,949 54% 63%

2 Probablement non pathogène 0,01-0,049 4,5% 5%

1 Non pathogène <0,01 5% 4%
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 L’interprétation des variant demande une expertise :

• Les modélisations bioinformatiques sont imparfaites. 

• L’interprétation doit être assurée par des biologistes 

experts s’appuyant sur des bases de données de qualité.

L’interprétation des variants génétiques



Les bases de données de « grade clinique » :

 UMD BRCA  BRCAshare (Quest)

 BRCAexhange (GA4GH)

 LOVD

 Clinvar

 FrOG (Groupe Génétique et Cancer)
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Bases de données de variants génomiques
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Bases de données de variants génomiques
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Bases de données de variants génomiques
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Bases de données de variants génomiques
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Bases de données de variants génomiques
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