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Introduction

§ Pour les 8 milliards 
d’humains il est estimé 9 
milliards de variants 
compatibles avec la vie.

§ Depuis le séquençage du 
génome humain et la 
généralisation du séquençage 
haut débit, l’interprétation 
des variants est un défi.

Fowler et al genome biology (2023) 24:147
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Genome biology (2011) 12;125



Le défi de l’interprétation des variants

- 4-5 Millions variants par génome

- 200 000 unique variants par individu

- 20 000 variants par exome (1-2% du génome)
(~ 150 rare, perte de fonction)

Énorme variabilité du génome humain

Karczewski et al., Nature 2020
Lek et al., Nature 2016

- Variants génétiques non codants (promoteur, UTR, introns) 
- Variants exoniques ou codants 

Transcription
Start Site

Promoter 3’UTR region5’UTR region

Stop Codon Poly(A) Site 

Intron Intron

Exon Exon Exon

??? ? ?

Défi de l’interprétation fonctionnelle des variants 



Interprétation des variants

ACMG/AMP recommandations, Richards et al., Genet. Med. 2015

Données épidémiologiques

Bases de données population générale
BDD patients, estimations de fréquences alléliques

Données cliniques 

Prédictions bio-informatiques

Analyse In silico de l’impact sur la protéine et l’ARN

Analyses somatiques

Immunohistochimie, LOH, statut MSI

Essai fonctionnel

Phénotype, co-ségrégation

1

2

3

4

5

Pathogenic
Class 5

Probably Benign
Class 2

Probably Pathogenic
Class 4

Uncertain Significance
VUS Class 3 

Interprétation clinique

?



Recommandations ACMG et évidence fonctionnelle

Évidence pathogène Évidence bénin
Prédiction in silico (CADD) Faible/modéré Faible/modéré
Association avec un variant 
pathogène Faible

Présence du variant dans la 
population générale Forte

Variant rare dans la population Modérée
Changement  d’AA à la même 
position qu’un variant pathogène Modérée

Étude fonctionnelle Forte Forte

Génomique fonctionnelle : étude de  la fonction des gènes, de leur 
régulation et des interactions de leurs produits d'expression, ARN et 

protéines.



Essai 
fonctionnel 

idéal

Robuste

Rapide

Diffusible

Abordable

Un essai fonctionnel de variant doit



Essai fonctionnel : Sérine Thréonine kinase 11 
(STK11) gène suppresseur 
STK11 variants LoF : résistance à l’immunothérapie  anti-PD1 des CBNPC KRAS muté

ClinVar 2023

pathogenic
12% likely pathogenic

3%

likely benign
32%

benign
6%

uncertain 
significance

39%

conflicting
8%



Essai fonctionnel de variants STK11

Donnelly LL et al  carcinogenesis 2021,vol42,vol12,1428-1438

Likely pathogenic

Likely
benign
Conflicting or VUS

No informations

Luciférase essai : activation de l’activité 
transcriptionnelle de p53
Kinase essai : autophosphorylation de STK11

Nombreuses discordances Clinvar et prédicteurs
ou absence  d’informations dans ClinVar



Essai fonctionnel de variants de MLH1 et MSH2 et 
syndrome de Lynch



N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidine

pMMR dMMR

La fonctionnalité semble supérieure  
aux prédicteurs

Essai fonctionnel de variants de MLH1 et 
syndrome de Lynch

Bouvet D et al Gastroenterology 2019;157:421-431



PARP = enzymes poly 
(ADP-ribose) polymérase 

humaine 

Concept de létalité synthétique

à Détection des mutations BRCA1 et BRCA2 somatiques au laboratoire depuis 2016

Sonnenblick A. et al, 2014

Variants pathogènes de BRCA1/2
sensibilisation accrue aux agents 

pharmacologiques ciblant la réparation 
de l’ADN : inhibiteurs de PARP

Essai fonctionnel de BRCA1/2



40% des variants BRCA1/2 identifiés ne permettent pas 
de décision de prescription des inhibiteurs de PARP

Problématique des variants non interprétés de 
BRCA1/2

Source Clinvar 2023



Importance des variants de signification inconnue 
(VSI) de BRCA1/2

MAIS…variants non répertoriés ou d’interprétations conflictuelles (VSI)

15% constitutionnels

BRCA1 = 2663 VSI et plus de 11 000 familles
BRCA2 = 4839 VSI et plus de 13 500 familles

5-7% somatiques

Plus rares, absence d’historique familial
Apparentés à des maladies orphelines

Splice AI
SPiP

72166 variants
64 700  VSI  

2537 bénins 4900 pathogènes
(BRCA exchange nov 2023)

Actuellement : bases de données, prédictions 
bioinformatiques, conservation interespèces….

Nécessité d’un test fonctionnel 
pré-thérapeutique dans un délai < 1 mois



Conséquence de l’interprétation des VSI BRCA sur la 
prise en charge

Oncogénétique

Groupe 
génétique
et cancer

Inclusion 
dans 

COVAR

Classe IV 
thérapeutique

Score 
Kelim, HRD 

…
RCP

Prescription
Anti PARP

Essai 
fonctionnel

Constitu
tionnel

VSI

Somatique



Test fonctionnel et édition génomique CRISPR/CAS

J Doudna et E Charpentier

Découverte 2012 : il est possible de modifier rapidement   
un génome eucaryote en utilisant le système CRISPR de procaryote.

Nobel de chimie 2020

Une opportunité de validation fonctionnelle des VSI



Édition du variant p.Glu1586X BRCA1 dans la lignée 
diploïde MCF10A

Pas d’homozygote – édition inattendue –
Difficulté d’interprétation – Effet clonal –

Délai > 2mois

Test MTT (3mM  PARPi /96h)

Intérêt d’une lignée haploïde HAP1 
dont BRCA est essentiel 



Test fonctionnel : 3 semaines
Compatible avec la prise 
en charge des patients

2 semaines 1 semaine 

Design, 
synthèse d’oligo

Transfection, culture, séquence et Score

Amandine Billaud
Thèse 2020

Mise en place d’un test fonctionnel dans la lignée 
haploïde HAP1



Optimisation des HAP1 pour  la recombinaison 
homologue

KO LIG4
NHEJ

Knock-out
Recombinaison homologue
Mutations ponctuelles 
(oligonucléotides donneurs)

ARNg

Coupure double brin

Obtention de HAP1 KO LIG4 
polyclonale (5,8,17)

L’inactivation de LIG4 favorise la 
recombinaison homologue



Description des oligonucléotides donneurs (ODN) 

Particularités des oligonucléotides 

Extraction d’ADN 
Séquençage

Mort des cellules éditées

Survie des cellules 
éditées

HAP1 KO LIG4
BRCA1/2 
essentiel

Variant 
pathogéniqu

e

Variant 
bénin 

Edition génomique 
par le complexe 

RNP

ODN1 mutation gène et PAM silencieuse

ODN2 mutation silencieuse et PAM silencieuse   

L’impact potentiel des mutations silencieuses évalué par Human Splice Finder, 
Codon usage database…



Validation de la démarche expérimentale

Variants
Fréquences NGS (%) Scores 

fonctionnelsMutation Référence

p.Pro1812Ala
Variant étudié 5.9 69.3 -2.136

PathogéniqueMut. sil. ctrl 26.3 72.2

p.Tyr179Cys
Variant étudié 23.7 10.9 -0.369

BénigneMut. sil. ctrl 21.4 14.0

Édition de variants de BRCA1/2 classés comme bénins ou pathogéniques



Caractérisation fonctionnelle de 23 VSI somatiques 
de BRCA1/2

Gene Nucleotide
change

Amino acid
change Exon U
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Function
score

Reclassifie
d variants

BRCA1 c.92T>A p.Ile31Asn 3 -0,624
BRCA1 c.446A>C p.Glu149Ala 3 0,361
BRCA1 c.448A>G p.Thr150Ala 8 -0,138
BRCA1 c.572T>A p.Val191Asp 8 -0,229
BRCA1 c.630A>G p.Gln210= 10 -2,055
BRCA1 c.872T>G p.Leu291X 11 -2,298
BRCA1 c.1384G>A p.Gly462Arg 11 -0,527
BRCA1 c. 2935C>T p.Arg979Cys 11 0,122
BRCA1 c.3238T>C p.Leu1080= 11 -1,415
BRCA1 c. 3601G>A p.Gly1201Ser 11 0,138
BRCA1 c.3748G>A p.Glu1250Lys 11 0,117
BRCA1 c.3823A>G p.Ile1275Val 11 -0,531
BRCA1 c.4181C>T p.Thr1394Ile 12 1,430

BRCA1 c.4516G>A p.Asp1506Asn 15 -0,004

BRCA1 c.4518T>G p.Asp1506Glu 15 0,165
BRCA1 c.4756G>T p.Glu1586X 15 -2,3194

BRCA1
c.5194-
2A>G 20 -1,123

BRCA1 c.5254G>A p.Ala1752Thr 20 -2,909
BRCA1 c.5254G>C p.Ala1752Pro 20 -2,235
BRCA1 c.5309G>T p.Gly1770Val 21 -3,439
BRCA2 c.652G>A p.Glu218Lys 8 -0,546
BRCA2 c.2803G>A p.Asp935Asn 11 -0,042
BRCA2 c.3539A>G p.Lys1180Arg 11 0,104

Bénigne
Pathogénique
Signification incertaine
Non répertorié
Intermédiaire

*2 variants classés comme intermédiaires

**

*

*Classe IV thérapeutique et conseil génétique 
si constitutionnel 

*



Classification intermédiaire de la mutation 
c.5194-2A>G

c.5194-2A>G
Somatique 75.7%
Clinvar
UMD database
ARUP Utah database
LOVD database
ENIGMA database

Progression après 3 mois sous iPARP
Corrélation entre score fonctionnel, niveau d’expression et 

sensibilité au traitement ?

Pathogénique

Non répertorié

Fonction



Amandine Billaud



Essai fonctionnel de VUS BRCA2 dans les cellules 
MCF10A-BRCA2+/-

Niu Y et al Nature Genetics, vol 54; 2022, 1983-1993

Sur le même principe : ratio variant 
d’intérêt/variant synonyme



Essai site d’épissage de BRCA2 dans les MCF10A-
BRCA2+/-

Niu Y et al nature genetics, vol 54; 2022, 1983-1993

Mutation silencieuse de 
référence dans  l’exon



La perte  de 12G’ (sauvage) au profit de G12C’
(driver) indique la dépendance  de la 

prolifération et survie cellulaire  au variant G12C’

Essai des fonctions oncogéniques possible

Essai fonctionnel d’oncogènes ?



Perspectives

Billaud A et al Genome medicine 2021
Billaud A Thesis 2020

BRCA1 et 
BRCA2

Autres gènes de la RH
Rad, Palb2…

PTEN
Applications 

théranostiques

Oncogènes 
PI3KCA, RAS, EGFR, BRAF…

VSI et réponse 
aux iPARP

Niu Y et al nature genetics, 2022



Limites et solutions 

§ CAS 9  dépend de la séquence PAM NGG proche de la mutation
§ CAS 12   PAM TTT, base editing, SpRY, Cas 9 variant near PAMless….

§ Grande duplication/délétion
§ Prime editing (fusion Reverse transcriptase CAS9)

§ Impact de la mutation synonyme de référence
§ Codon usage database, Human Splice Finder, ……

§ Validation clinique
§ Étude rétrospective/prospective

§ Financement  
§ RIHN 314  810€  ?



Du patient au patient à l’ère post-génomique

§ La production de données génomiques a cédé la place aux questionnements 
d’interprétation.

§ La disposition et la diffusion  d’un test versatile, cliniquement applicable devrait  
permettre de limiter l’errance thérapeutique.
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09h45-10h40 : Atelier - Rotation 1
10h40-11h20 Pause

11h20-12h15 : Atelier - Rotation 2




