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Abréviations utilisées dans ce document : 
ACLF : Association des Cytogénéticiens de Langue Française  

ACMG/AMP : American College of Medical Genetics & the Association for Molecular Pathology 

AnDDi-Rares : Filière de Santé Anomalies du Développement et Déficience intellectuelle de Causes Rares  

ANPGM : Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire  

CAD : Collecteur Analyseur de Données  

CARDIOGEN : Filière de Santé des Maladies Cardiaques Héréditaires ou Rares  

CNV : Copy Number Variations  

CREFIX : Centre de référence, d’innovation, d’expertise et de transfert  

DefiScience : Filière de Santé Maladies Rares du Développement Cérébral et de la Déficience Intellectuelle  

ExAC : Exome Aggregation Consortium 

FILNEMUS : Filière de Santé des Maladies Rares Neuromusculaires  

FIRENDO : Filière Maladies Rares Endocriniennes  

FNMR : Filières de soin Nationales de Maladies Rares  

G2M : Filière Maladies Rares Maladies héréditaires du métabolisme 

GGC : Groupe Génétique et Cancer d’UNICANCER 

HI index : Haploinsufficiency Score 

LOEUF : loss-of-function observed/expected upper bound fraction  

MAF : Minor Allele Frequency  

NGS : Next Generation Sequencing  

o/e : observed/expected 

PFMG2025 : Plan France Médecine Génomique 2025  

pLI: probability of Loss of function intolerance  

Réseau AChroPuce: Réseau d’Analyse Chromosomique sur Puce à ADN  

Réseau MitoDIAG : Réseau des laboratoires impliqués dans le diagnostic des maladies mitochondriales 

SENSGENE : Filière de Maladies Rares Sensorielles  

SV : Structural variant (englobant délétions, duplications, translocations, insertions, inversions…)  
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Contexte de l’initiative Version 1 (2018).  
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 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) (Richards et al., Genet Med 2015 ; Amendola et al., Am J Hum Genet 

2016) 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-DIAG 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 

Le document présenté ici reprend les recommandations ACMG/AMP (Richards et al., Genet Med 2015 ; 

Amendola et al., Am J Hum Genet 2016), et incorpore les éléments d’autres publications (références intégrales 

dans la section « bibliographie ») visant à actualiser ces recommandations, dont des recommandations émises 

par l’Association for Clinical Genetic Science (Ellard et al., 2017 

http://www.acgs.uk.com/media/1092626/uk_practice_guidelines_for_variant_classification_2017.pdf).  

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.  

Ce document, dans sa 1ère version, ne s’applique qu’aux maladies à transmission mendélienne. La réflexion sur 

la classification des variants dans les maladies à transmission non mendélienne est en cours et sera intégrée dans 

une prochaine version du document.  

La réflexion sur la classification des SV (Structural Variants) est en cours, et sera finalisée dans un premier temps 

pour les CNV (Copy Number Variations) (ACLF et AchroPuce). Les recommandations portant sur cette thématique 

seront intégrées dans une prochaine version du document.  

La réflexion sur la classification des variants de l’ADN mitochondrial est en cours et les recommandations portant 

sur cette thématique seront intégrées dans une prochaine version du document.  
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Contexte de l’initiative Version 2 (2020).  
La mise en place du séquençage à haut débit (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 n’avaient 

pas d’expertise spécifique. 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 Genetics & Association for Molecular Pathology), EuroGentest/ESHG (European 

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

l’interprétation 1–3. Le système de calcul de pathogénicité des variants proposé par les 

recommandations d’ACMG/AMP a été ensuite adapté par ACGS (Association for Clinical Genomic 

Science, UK) en 2016 (voir Appendix 1 de 4) pour devenir aujourd’hui le standard mondial pour 

l’interprétation des analyses par séquençage à haut débit. 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). La première 

version de ce document a été publiée en juin 2018 (NGSDiag_001) 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. Ces recommandations ont été adoptées par la grande majorité des 

laboratoires diagnostiques en France.  

 

Depuis la diffusion de NGSDiag_001, un certain nombre de mises-à-jours et de précisions a été publié 

par le groupe de travail sur l’interprétation des variants au sein de ClinGen (ClinGen Sequence Variant 

Interpretation (SVI) Working Group) ainsi que par les groupes internationaux d’experts dans différents 

domaines de la génétique médicale (Gene Curation Expert Panels et Variant Curation Expert Panels). Il 

s’agit de précisions générales sur les critères de classification (PVS1, PS2/PM6, PS3/BS3, PM3, PP5/BP6 

ou BA1) 5–10 ainsi que de 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) 11–20. Les recommandations des groupes de travail ClinGen sont recensées 

sur le site de ClinGen 21. La 2ème version de ce document prend en compte les modifications des 

recommandations publiées depuis la première version. 

La nouvelle version de ce document inclut maintenant l’interprétation des CNV intragéniques et des 
variants de l’ADN mitochondrial. Ce présent document contient également des éléments de certaines 
recommandations gène-spécifiques à titre d’exemple. Néanmoins, l’objectif de ce présent document 
n’est pas de répertorier de manière exhaustive toutes les recommandations gène-spécifiques émises. 
Ces dernières peuvent être importantes selon les thématiques et sont du ressort des laboratoires ayant 
l’expertise adéquate, en lien avec les réseaux professionnels correspondants (groupes, filières, etc.). 
  
Note d’utilisation : Niveau de preuve pour le lien « gène – pathologie ».  
Les recommandations décrites dans ce document ne sont applicables qu’aux gènes clairement 
impliqués dans la pathologie pour laquelle l’analyse a été effectuée. Si un variant est identifié dans un 
gène pour lequel le niveau de preuve de son implication dans la pathologie concernée est insuffisant, 
la classification maximale attribuable à ce variant est « VSI » (Variant de Signification Incertaine) 22,23. 
Le lien gène-pathologie peut être établi par un groupe d’experts internationaux (e.g. paires gène-
pathologie classées « Moderate », « Strong » ou « Definitive » par ClinGen 24, « Vert » par PanelApp 25 

ou « Confirmed » dans DDG2P 26) ou sur une décision consensuelle d’un groupe d’experts national. La 
description de la meilleure façon d’établir le lien « gène-pathologie » fera objet d’autres 
recommandations.  
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Recommandations pour l’interprétation de variants 

générés par le séquençage à haut débit. 

Domaine d’application :  

Ce document ne s’applique qu’aux maladies à transmission mendélienne et aux maladies 

mitochondriales.  

L’interprétation est réalisée selon l’état actuel des connaissances et des informations disponibles.  

Conditions préalables à l’utilisation :  

• Il est nécessaire de vérifier que le variant à interpréter n’est pas un artéfact de séquençage (pour 

plus d’information, se référer au BP-GT4 27.  

• Il est nécessaire de s’assurer que le variant à interpréter ne fait pas partie d’un « variant multiple » 

(MNV ; Multiple Nucleotide Variant ou delins) correspondant à deux variants en cis, espacés ou 

répartis sur quelques nucléotides. Dans ce cas, l’interprétation de l’impact global de ces variants est 

nécessaire. 

 

 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 : 

 

Arguments en faveur de la pathogénicité du variant : 

Argument Très fort    Exemple :   PVS1 

Fort      Exemples : PS4, PM3_fort 

Moyen      Exemples : PM2, PP1_moyen  

Faible      Exemples : PP3, PM3_faible, PS4_faible 

Arguments en faveur du caractère bénin du variant :  

Argument suffisant    Exemple :   BA1  

Fort      Exemples : BS1, BS3 

Faible      Exemples : BP1, BP2 

 

L’interprétation des résultats consiste à combiner (cf. Annexe 1) 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  

 

A noter, le terme « variant de signification inconnue » utilisé dans la version 1 de ce document a 
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été changé en « variant de signification incertaine », en corrélation avec la terminologie utilisée par 

l’ACMG/AMP et en lien avec la problématique réelle de classification. 

L’argumentaire prend en compte :  

• Des données épidémiologiques  

• Des critères cliniques 

• L’existence de variants associés  

• Des données de ségrégation  

• Des données computationnelles/bioinformatiques 

• Des données fonctionnelles  

Ces règles de combinaison/d'utilisation exclusive des arguments sont récapitulées dans l’annexe 1. 

Introduction de la possibilité d’une « modulation de poids » pour certains arguments :  
Dans le cadre de l’évolution des recommandations, la notion de « modulation de poids » a été 
introduite pour certains arguments. Ainsi, certains items auparavant associés à un poids unique (par 
exemple PM3 : poids moyen) peuvent actuellement être utilisés avec un niveau de détail 
supplémentaire en fonction des éléments disponibles, et ainsi une « modulation de poids », avec les 
conséquences associées à la classification finale du variant (par exemple : le poids « moyen » par 
défaut de PM3 peut ainsi être modulé en poids fort « PM3_fort » ou faible « PM3_faible »).  
 
Lorsqu’un variant est assigné en classe 3 (variant de signification incertaine), cela ne permet ni de 
l’utiliser dans la prise en charge éventuelle du patient et de sa famille 28, 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 reclasser 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 réexaminer l’interprétation du variant de signification incertaine à la 
lumière des nouvelles connaissances acquises le concernant.  

L’interprétation finale des variants est sous la responsabilité 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 ont été modifiés pour s’adapter aux positions françaises. Les laboratoires de 

biologie moléculaire (LBM) sont libres de s’inspirer de tout ou partie de ce document de 

recommandations ou de procéder différemment.  
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1-1 Données épidémiologiques 
Un élément crucial pour l’interprétation est l’analyse des données épidémiologiques. Le biologiste 

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.  

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.  

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 maladies29. Deux versions de gnomAD 

sont disponibles actuellement :   

      version 2.1.1  15 708 génomes  125 748 exomes  alignés sur GRCh37  

      version 3.1    76 156 génomes    alignés sur GRCh38  

La consultation de gnomAD.v3 peut être intéressante car elle contient les données des populations 

qui, jusque-là, n’étaient pas bien représentées dans les bases de données. La base exclut 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. Dans gnomAD v2.1.1, il est possible de ne visualiser que les variants issus de cohortes 

d’individus sains en sélectionnant « controls » dans l’onglet « Dataset » (avec le désavantage de 

n’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 neurologiques ou « non-cancer » pour les 

analyses dans le domaine des cancers. 

GnomAD peut contenir des variants pathogènes présents à l’état de mosaïque chez les sujets 

asymptomatiques. Dans ces cas, il est conseillé d’évaluer la possibilité d’un mosaïsme avec l’aide de 

la fenêtre IGV sur la page du variant. Certains variants pathogènes peuvent aussi n’être présents en 

mosaïque que dans la lignée sanguine des sujets sains en lien avec le phénomène d’hématopoïèse 

clonale 30. 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. 

Certaines bases de données inclues dans la version 1 de ce document font maintenant partie de 

gnomAD (ExAC, ESP (NHLBI exome Sequencing Project), 1000 Genomes).  

https://gnomad.broadinstitute.org/ 

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

Cette base de données contient les variants issus de génomes de 132 345 individus du projet TOPMed 

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

du sommeil 31. Une partie de données dans cette base est également inclue dans gnomAD (~9% pour 

la version 5).   

https://bravo.sph.umich.edu/freeze8/hg38/ 

• Allele Frequency Aggregator (ALFA) :  

Un projet du NCBI vise à génotyper 1 million d’individus avec une croissance de 100-200 000 individus 

par trimestre. A ce jour, les variants provenant de 98 000 individus (2 000 exomes, 5 600 génomes 

et 87 000 SNP-array) sont présents dans cette base de données.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/docs/gsr/alfa/ 
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D’autres bases avec des données de séquençage de la population générale existent (voir Tableau 1) 

 

Tableau 1 : Autres bases de données de séquençage de la population générale  

 
 

De manière générale, on considère qu’un variant dans un gène responsable d’une maladie de 

transmission autosomique dominante avec une pénétrance complète ne peut pas avoir une fréquence 

allélique supérieure à la prévalence de la maladie. Un calcul théorique, selon la loi de Hardy-Weinberg 

pour les maladies récessives, 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/ 32. Cet outil permet en outre de prendre en compte le mode 

de transmission, l’hétérogénéité allélique et génétique, ainsi que la pénétrance incomplète de 

certaines pathologies. 

 

 

BA1 
Fréquence allélique > 5% (ou définie par le laboratoire) 

Critère à lui seul en faveur du caractère bénin du variant 

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

 

A noter, une diminution de seuil de BA1 a été proposée pour un certain nombre de gènes et 

pathologies (voir Tableau 2). 

 

PM2 
Variant absent des bases de données de populations contrôles (ou très faible fréquence si récessif) 

Devant l’existence d’un grand nombre de variants très rares mais bénins, les recommandations de 

ClinGen SVI Working Group (publiées en Septembre 2020 33) proposent de diminuer le poids de PM2 en 

« faible », accompagné par une modification de calcul final de critères (PVS1 + un PP = classe 4 ou lieu 

de PVS1 + un PM = classe 4). Comme d’autres modifications futures de calcul ont été évoquées dans 

ces recommandations, notre GT a décidé que l’implémentation de diminution de PM2 en poids 

« faible » est encore prématurée.  

 

Précautions :   

• Il est important de veiller à l’existence d’un minimum de 1000 allèles dans la sous-population contrôle 

considérée. Certains auteurs préconisent un minimum de 2000 allèles 34–36. 
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• Pour les maladies de transmission autosomique récessive, la fréquence allélique de certains 

variants pathogènes peut être >1%. Des listes de variants pathogènes ayant une fréquence allélique 

élevée (listes d’exceptions) ont déjà été élaborées pour certains gènes par les groupes de travail 

gène-spécifique 8,16,37. D’autres variants pathogènes avec des fréquences alléliques très élevées 

peuvent être proposés à ClinGen 38. 

• 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. 

• Certaines bases de données comprennent des individus malades ou des individus à risque d’une 

pathologie donnée (par exemple pathologies cardio-vasculaires).   

• Certaines bases de données peuvent contenir des variants pathogènes présents à l’état de 

mosaïque chez les sujets asymptomatiques.  

• 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. Une évaluation de la qualité de séquençage 

est également conseillée en cas d’un variant pathogène retrouvé dans la population générale pour 

savoir s’il s’agit d’un faux-positif.  

• Certains variants de type insertion/délétion de 1-50 nucléotides peuvent être absents des bases de 

données car ils sont mal annotés ou mal détectés par séquençage à haut débit.   

• La fréquence allélique du variant dans la population d’origine du patient peut ne pas être connue. 

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

et BRAVO (4% d’échantillons dans gnomADv.2 et 9% d’échantillons dans BRAVO sont présents dans 

les deux bases de données). 

• Dans la publication princeps de l’ACMG/AMP3, 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 SNV/indel 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 décrits 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 

est indispensable d‘utiliser la véritable fréquence allélique du variant et non la MAF telle qu’elle est 

classiquement définie. C’est la raison pour laquelle nous utilisons la fréquence allélique dans les 

présentes recommandations.  

• En 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 classer est retrouvé avec 

une fréquence très élevée dans une sous-population (sans 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. Il est aussi important de noter la présence dans la population générale des individus 

porteurs du variant étudié à l’état homozygote. 

• Il est conseillé d’adapter les seuils de fréquence pour attribuer les arguments PM2, BS1 ou BA1 en 

fonction du gène et de la pathologie.  

 

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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A titre d’exemple : 

Tableau 2. Les seuils de fréquences pour les arguments PM2/BS1/BA1 issus de dix groupes de travail gène-

spécifiques. 

 

 

 

Figure 1. Une représentation graphique des seuils de fréquences pour les arguments PM2/BS1/BA1 issus de dix 

groupes de travail gène-spécifiques. 

La Figure 1 et le Tableau 1 résument les seuils de fréquences d’un variant dans la population générale pour 

l’attribution des arguments PM2/BS1/BA1 selon les recommandation de dix groupes de travail gène-

spécifiques : MYH7 12, Rasopathie 11, PTEN 15, Surdités 16, CDH1 13, MEN1 17, RUNX1 14, TP53 19, PAH 18, GAA 20. 

 

1-1-2 Données de fréquence des variants chez les patients  
Il est nécessaire de consulter les bases de données de patients telles que ClinVar, LOVD, Decipher, 

Varsome, HGMD et COSMIC. Dans la mesure du possible, une base de données locus-spécifique (si 

possible avec consensus par thématique) pourra être consultée. La diversité des bases consultées et 

leur fiabilité sont à prendre en compte. Parallèlement, il est important de consulter 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 homogène 

pour tous les patients porteurs de ce variant. 

Il est également utile et recommandé de faire une revue de la littérature concernant ce variant. Les 

bases de données des variants identifiés chez les individus atteints (ClinVar, LOVD etc) fournissent 

souvent une liste de références bibliographiques pour le variant. Pour compléter cette liste, il est 

possible d’utiliser PubMed (NCBI, National Center for Biotechnology Information), Google Scholar, 

LitVar 39, AVADA (Automatic Variant evidence DAtabase) 40, 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 41,42. 
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Il est possible de contacter les laboratoires ayant une expertise sur le gène en question.  

PS4      PS4_moyen      PS4_faible  
• le variant est présent chez différents patients non-apparentés ET la fréquence allélique de ce 

variant dans la population générale est compatible avec la prévalence et la pénétrance de la maladie 

(BS1 n’est pas attribué à ce variant) 

PS4 
Prévalence du variant chez les individus atteints significativement supérieure à celle des contrôles 

• études cas-témoins avec Odd Ratio > 3, borne inférieure de l’intervalle de confiance excluant 1 

 

En l’absence d’études cas-contrôles, il est possible de moduler le poids de l’argument PS4 en fonction 

du nombre de patients non-apparentés confirmés avec ce variant : PS4, PS4_moyen (argument 

modulé en poids modéré, PM), PS4_faible (argument modulé en poids faible, PP). Le nombre de 

patients nécessaires doit être défini en fonction du gène et de la pathologie étudiés. Pour compter 

le nombre de patients porteurs du variant, il est nécessaire de consulter l’ensemble des bases 

données de patients (ClinVar, LOVD, bases spécifique) et faire une recherche bibliographique 

extensive. Le nombre de patients porteurs du variant en question n’inclut pas le patient en cours 

d’analyse. 

Il est proposé de n’utiliser l’argument PS4 que pour les gènes responsables des pathologies 

dominantes et d’utiliser l’argument PM3 pour les pathologies récessives 4,16. 

Cette façon d’attribuer PS4 n’est possible que si le variant à classer est extrêmement rare dans la 

population générale. Pour des maladies à pénétrance incomplète ou à révélation tardive, le poids 

PM2 peut être attribué à un variant même quand il existe quelques occurrences de ce variant en 

population générale. Ainsi, pour ces variants, il est possible de combiner les scores PM2 et le 

PS4/PS4_moyen/PS4_faible. 

A titre d’exemple :  

Tableau 3. Seuils pour l’attribution de l’argument PS4 issus de huit recommandations gène-spécifiques. 

 

Ces recommandations gène-spécifiques s’appuient sur les nombres de patients porteurs du variant en question 

nécessaires pour modifier le poids de l’argument PS4. Ce tableau résume les recommandations récentes pour 

l’interprétation des variants dans les gènes responsables de maladies dominantes : MYH7 12, Rasopathie 11, 

PTEN 15, Surdités 16, CDH1 13, MEN1 17, RUNX1 14, TP53 19. Pour les variants dans les gènes responsables de 

maladies récessives, il est conseillé d’utiliser l’argument PM3. Selon les recommandations pour PTEN et TP53, 

les évaluations phénotypiques sont aussi calculées en parallèle, avec nécessité d’avoir plus de patients pour un 

niveau de PS4 si les phénotypes des patients sont moins spécifiques. 

Précautions :  

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

LOVD). Il est conseillé de vérifier que le même patient ne soit pas compté plusieurs fois, entrainant 

un 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 
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biais possibles. De plus, dans certains de ces articles, la nomenclature du variant peut être incorrecte 

(ancienne nomenclature vs. nomenclature HGVS). Certaines bases de données peuvent intégrer ces 

variants 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.  

 

Suite à la recommandation de ClinGen 6, les critères PP5 (Source documentée classant le variant 

comme pathogène) et BP6 (Source documentée classant le variant comme bénin) 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 dans l’attribution des arguments PS4 

et PM3. Ce document (BP-NGSDiag_001_v2) laisse la possibilité aux laboratoires d’utiliser ces deux 

arguments, mais recommande fortement d’utiliser les arguments PS4 et PM3 à la place.  

 

1-1-3 Bases de données locales 
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 

nationales et internationales.  

1-2 Critères cliniques  
Au-delà des informations cliniques indispensables lors de la demande d’analyse, une confrontation 

clinico-biologique est nécessaire. Elle peut être établie à partir des informations cliniques disponibles 

auprès du biologiste, fournies par le clinicien lors de la prescription. Dans certaines situations, ces 

informations sont suffisantes pour l’interprétation du variant. Dans d’autres cas, une Réunion de 

Concertation Pluridisciplinaire (RCP) avec le généticien clinicien et/ou clinicien spécialiste prenant en 

charge le patient peut être recommandée afin de préciser la corrélation phénotype-génotype (pour 

plus d’information sur les RCP, se référer au document de la HAS 43). 

   

PP4_moyen      PP4     
Phénotype ou histoire familiale spécifique en faveur de la pathologie associée au gène comprenant 

le variant.  

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. Idéalement, les phénotypes 

spécifiques attendus pour chaque gène doivent être définis par le laboratoire 16. Pour ces phénotypes 

très spécifiques, il est possible de moduler le poids de l’argument. Par exemple, l’argument 

PP4_moyen (PP4 renforcé en PM) peut être attribué dans le cadre d’une maladie métabolique si le 

dosage enzymatique correspondant est compatible avec l’anomalie du gène avec le variant étudié. 

Un autre exemple de données spécifiques au patient analysé est une absence de la protéine sur 

Western blot ou Immunohistochimie de la biopsie.  

A noter, pour les données se rapportant au variant, c’est l’argument PS3 (dans le chapitre « données 

fonctionnelles ») qui sera utilisé (et non PP4). Ainsi, les résultats d’analyse par minigène sont utilisés 

pour l’attribution de l’argument PS3 et non PP4. 

Précautions :   

• Certains phénotypes sont peu spécifiques (e.g. prédisposition héréditaire au cancer). De plus, 

certaines pathologies explorées par des panels de gènes peuvent avoir une hétérogénéité génétique 

considérable (e.g. déficience intellectuelle non syndromique). Il n’est alors pas possible d’utiliser 

l’argument de la compatibilité de la présentation phénotypique. En effet, la probabilité que le variant 
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soit causal est haute si un gène unique est exploré et que la spécificité d’analyse est élevée. En 

revanche, lorsqu’un grand panel ou un séquençage d’exome est utilisé pour une maladie à forte 

hétérogénéité génétique, la probabilité d’identifier le variant causal est la somme de toutes les 

probabilités pour chaque gène individuellement, accompagné par une réduction de la spécificité. 

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 récentes n’utilisent plus cet argument 

dans la classification 11–15,19.  

1-3 Co-occurrence de variants 
 

PM3_fort      PM3      PM3_faible  

pour une pathologie à transmission autosomique récessive, un variant observé en trans avec un 

variant pathogène sur le même gène 

Conditions pour l’utilisation :  

• L’argument PM3 n’est valable que pour les variants avec une fréquence allélique compatible avec 

la prévalence et la pénétrance de la maladie (donc à condition que BS1 ne soit pas attribué).  

 

Les nouvelles recommandations du groupe de travail ClinGen SVI proposent le système de calcul 

suivant pour le score PM3 9. Il devient ainsi possible de renforcer l’argument en poids fort (PS) si le 

nombre de patients porteurs de ce variant est important (PM3_fort) ou de l’abaisser en poids faible 

(PP) si ce nombre est peu important (PM3_faible). 

Tableau 4 : Calcul du score PM3 pour un variant observé en trans avec un variant pathogène dans la 

situation d’une pathologie de transmission autosomique récessive. 

 

Si un variant a été observé chez de nombreux cas index, chacun avec un variant pathogène différent 

associé, 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-occurrence 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/AMP initiaux).  

• Pour une pathologie de pénétrance incomplète et de transmission autosomique dominante, la co-

occurrence de 2 variants en trans dans un gène ou la co-dominance de 2 gènes peut être corrélée à 

l’âge de début et la sévérité du phénotype (ex : Cardiomyopathies). 

• Co-occurrence 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/AMP initiaux).  
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• Co-occurrence 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/AMP initiaux).  

Précautions :   

• Dans certains gènes, des transmissions dominantes et récessives ont été décrites (e.g. 

CLCN1/myotonie congénitale, BRCA2/cancer du sein et de l’ovaire/Fanconi-like).  

• Le phénotype du patient peut être secondaire aux anomalies dans deux gènes différents 

(diagnostics doubles) 44–47.  

• Attention aux allèles complexes où 2 variants pathogènes ségrégent en cis.  

 

1-4 Données de ségrégation 
  

PS2_très_fort      PS2      PM6      PM6_faible 

Variant de novo chez un patient sans antécédent familial  

(le poids de l’argument est à attribuer en fonction de la confirmation de la paternité/maternité et 

en fonction de la spécificité du phénotype). 

 

Les nouvelles recommandations de groupe du travail ClinGen SVI proposent le système de calcul des 

scores PS2/PM6 10 suivant : 

Tableau 5 : Calcul du score PS2/PM6 pour un variant survenu de novo. 

 

 

• 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 cohérente avec le phénotype  

 

PP1_fort      PP1_moyen      PP1    
Variant co-ségrégeant avec la pathologie chez plusieurs membres atteints dans la même famille 

et/ou dans plusieurs familles (le poids de l’argument est à attribuer en fonction du nombre de 

ségrégations). 
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Plus le nombre de sujets analysés attestant de la co-ségrégation du génotype avec le phénotype est 

important plus l’argument peut avoir un poids élevé. Le poids faible de PP1 peut alors être augmenté 

en PM (PP1_moyen) ou PS (PP1_fort) ou rester un poids faible (PP1). Une façon de préciser ce critère 

est d’utiliser 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 (N = (1/2)m, « m » étant le nombre de méioses informatives concernant la co-

ségrégation) 48. Il est aussi d’utiliser le calcul de LOD score simplifié 22 qui est directement lié à la 

probabilité « N ». Cette approche a été adoptée par les groupes ClinGen (les instructions détaillées 

sont disponibles à 49). Le poids de l’argument PP1 est ensuite attribué en fonction de la probabilité N 

ou LOD score.  

Par exemple, pour une maladie dominante, 5 ségrégations de la maladie avec le variant étudié 

correspondent à N ≤ 1/32 et LOD score = 1.5, permettant d’attribuer le poids PP1_fort pour ce 

variant. Pour une maladie récessive, si en plus du patient porteur du variant il y a deux autres 

membres de la famille atteints ET porteurs du variant, le poids PP1_moyen peut être attribué. 

 

 

* en excluant le cas faisant l’objet de l’analyse diagnostique ; tous les sujets atteints doivent être porteurs des 

variants analysés  

Figure 2 : Calcul du Z-score en fonction du nombre de sujets atteints et non atteints pour les maladies de 

transmission autosomique réces²sive (AR) et pour maladies de transmission autosomique dominantes (AD) ou 

liées à l’X. Le code couleur, fonction du Z-score, indique le poids à accorder à l’argument : en beige, argument 

PP1 ; en orange, argument PP1-modéré ; en rouge, argument PP1 fort. 

BS2 

Variant observé chez un individu sain pour une maladie récessive (variant homozygote ou variants 

hétérozygotes composites), dominante (variant hétérozygote) ou récessive liée à l'X (variant 

hémizygote chez un garçon), avec une pénétrance complète attendue à un âge précoce. 

BS4 

Variant ne ségrégeant pas avec la pathologie chez des apparentés atteints. 
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Précautions :   

• Seuls des individus bien phénotypés peuvent être considérés pour l’attribution du l’argument BS2 

(ne pas utiliser les données de population).  

• Attention aux phénocopies pouvant mimer un défaut de ségrégation.   

• Attention aux pathologies à variabilité d’expression phénotypique et de pénétrance incomplète : 

lorsqu’un variant est hérité d’un parent apparemment asymptomatique, une réévaluation 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 et 

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

• Attention aux défauts de ségrégation dus aux fausses paternités, mosaïques somatiques, aux 

disomies uniparentales ou au phénomène d’empreinte parentale ainsi qu’aux variants de novo pour 

des pathologies récessives. 

1-5 Données prédictives et computationnelles  

Variant avec un effet nul prédit: 

PVS1      PVS1_fort      PVS1_moyen      PVS1_faible      
Variant ayant un effet nul prédit (non-sens, frameshift, site canonique d’épissage (±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 

un mécanisme pathogène connu.  

Conditions pour l’utilisation :  

• L’argument PVS1 n’est valable que pour les gènes avec un lien « gène-pathologie » bien établi (voir 

Note d’utilisation : Niveau de preuve pour le lien « gène-pathologie » sur la page 4). 

• L’argument PVS1 n’est valable que pour les gènes où la perte de fonction est un mécanisme 

pathogène connu. Il existe plusieurs bases de données où cette information est disponible : 

- ClinGen Dosage 50 – l’haploinsuffisance de chaque gène est évaluée par des groupes d’experts51 

- Gene2Phenotype 52 (aussi disponible sur le site de DECIPHER 26,53)  

Si l’intolérance d’un gène aux variants de type « perte de fonction » n’a pas encore été évaluée par 

un groupe d’experts, elle peut être estimée en utilisant les scores pLI (probability of Loss of function 

Intolerance) et o/e (observed/expected) disponibles dans gnomAD29. Le score pLI 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.) 54. 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 
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que le score associé LOEUF) 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 variants29. Pour un gène donné, 

ce score correspond au ratio entre le nombre de variants « perte de fonction » observés dans la 

population et le nombre de variants attendus dans ce gène (observed/expected). Un gène est 

considéré comme intolérant à la perte de fonction si la borne supérieure d’intervalle de confiance 

du score o/e est < 0.35. L’utilisation du HI index (Haploinsufficiency Score) de la base de données 

DECIPHER 26 présente le même intérêt et les mêmes limites mais sur un jeu de données 

indépendant55. Une analyse qualitative de la charge en variants tronquants dans les bases de 

données est utile afin d’aborder ces scores de manière critique. L’utilisation de la fréquence des 

variants tronquants dans gnomAD est moins adaptée pour estimer la sensibilité à la perte de fonction 

pour les gènes responsables des maladies avec une pénétrance incomplète ou tardive. En effet, les 

variants tronquants pathogènes responsables de ces maladies peuvent avoir des fréquences plus 

élevées dans la population générale par rapport aux variants responsables des maladies pédiatriques 

sévères.   

• PVS1 ne peut pas être combiné avec l’argument PP3 (Effet d’un variant prédit délétère par 

l’ensemble des logiciels de prédiction de pathogénicité interrogés).  

Attribution de l’argument PVS1 pour les variants ayant un effet nul prédit  

Un arbre décisionnel a été proposé afin d’attribuer l’argument PVS1 pour les variants ayant un effet 

nul prédit : non-sens, frameshift, site canonique d’épissage (±1,2), codon d’initiation de la traduction 

(adapté de 5).  

 

 

Figure 3 : arbre décisionnel pour l’attribution de l’argument PVS1 pour les variants ayant un effet nul prédit 

(adapté de 5). 
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Attribution de l’argument PVS1 pour les CNV intragéniques 

Un arbre décisionnel a été proposé afin d’attribuer l’argument PVS1 pour les CNV intragéniques 

(adapté de 5) : 

 

Figure 4 : arbre décisionnel pour l’attribution de l’argument PVS1 pour les CNV intragéniques (adapté de 5). 

Pour aider à l’attribution de PVS1, un outil de classification automatique est maintenant 

disponible56,57.  

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. L’information sur les transcrits et les 

données d'expression par exon peut être obtenue dans la littérature ou dans les études d’expression 

à grande échelle tel que le Genotype-Tissue Expression Project (GTEx) 58–60.  

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

d’épissage rajoutant un ou plusieurs codons résultant en une indel en phase). Avant d’interpréter les 

variants sur les sites canoniques d’épissage, il est conseillé de rechercher les sites cryptiques forts 

autour du variant (±20nt).    

• Attention au saut d’un ou de plusieurs exon(s) en phase, laissant intact le reste de la protéine.  

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

l’existence de codons d’initiation alternatifs éventuels (analyse ORFinder 61).  

• Des variants dans la région 5’UTR peuvent introduire un codon d’initiation avec un changement du 

cadre de lecture, conduisant à une perte de fonction du gène 62. 

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

codons stop alternatifs éventuels (analyse ORFinder 61). S’il n’y a pas de codons stop dans la région 

3’UTR, le transcrit est prédit d’être soumis au NSD (nonstop mediated decay) 63, permettant 
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l’attribution de l’argument PVS1. Si un codon stop alternatif est identifié, l’argument PM4 

(changement de la taille de la protéine) est plus adapté.  

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

ou exonique (comprenant les variants synonymes, non-sens, frameshift, faux-sens, indel). 

Variant affectant la longueur de la protéine: 

PM4 

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. 

BP3 
Variant affectant la longueur de la protéine, si l’altération est en phase dans une région répétée sans 

fonction connue.  

 

Type et contexte du variant :  

PP2 

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. 

BP1 

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

pathologie. 

BP7 

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

pas très conservée chez les vertébrés. 

Précautions :  

• Avant d’interpréter la conservation nucléotidique, il est important de vérifier que la représentation 

de génomes connus est appropriée. Il est à noter également que la dégénérescence du code 

génétique impliquant la 3ème base du codon induit une conservation souvent 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).  

Localisation du variant : 

PS1 

Variant à l’origine du même changement d’acide aminé qu’un variant pathogène connu, sauf si le 

nouveau variant a un possible effet sur l’épissage.  

Le poids de l’argument peut être modulé en « modéré » si le variant connu est classe 4. 

PM5 

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

sens pathogène connu.  
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Le poids de l’argument peut être modulé en « faible » si le variant connu est classe 4 

Il est important de vérifier que le variant « pathogène connu » est classé selon la classification 

ACMG/AMP. 

Un changement pour un acide aminé similaire au variant pathogène déjà décrit (Gratham score bas) 

a plus de risque d’être également pathogène. 

 

PM1 

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

établi exempt de variants bénins. 

 

Prédictions bio-informatiques : 

PP3 

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

interrogés. 

BP4 

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

Conditions pour l’utilisation :  

• PP3 ne peut pas être combiné avec l’argument PVS1. 

Choix des logiciels de prédiction des variants faux-sens  

En cas de variant prédit faux-sens, des logiciels de prédiction de pathogénicité sont utilisés pour 

estimer l’impact du variant sur la fonction protéique. De nombreux outils de prédiction de la 

pathogénicité sont recensés dans la base de données VIPdb 64,65. Des algorithmes dits « non-

intégrés » attribuent un score et une classification en faveur du caractère délétère ou du caractère 

bénin d’un variant faux-sens en fonction de différents critères : conservation de la base nucléotidique 

et de l’acide aminé dans l’évolution, distance physico-chimique entre l’acide aminé d’origine et muté 

(score de Grantham 66), position dans un domaine fonctionnel connu de la protéine. Les outils 

classiquement utilisés sont : SIFT 67, Polyphen-2 68, Mutation Taster 69, Mutation Assessor 70, 

FATHMM71, UMD-Predictor 72 ainsi que Align GVGD 73 pour certains gènes. 

Plus récemment, des scores appelés « intégrés » (e.g. Condel 74, CADD 75, MataSVM et MetaLR 76, 

MCAP 77, REVEL 78, Eigen 79) ont été mis au point afin d’améliorer la performance en regroupant les 

prédictions d’autres algorithmes. Certains de ces logiciels ont l’avantage de permettre des 

prédictions pour des variants exoniques et non exoniques. En revanche, comme tous les logiciels de 

prédiction bioinformatique, ils sont dépendants des variants utilisés lors de l’entraînement (machine 

learning) pour les mettre au point ainsi que du type de modèle d’apprentissage. 

Des études récentes ont testé un certain nombre d’outils pour l’application en diagnostic et ont 

identifié plusieurs algorithmes de haute performance qui ne semblent pas avoir été intégrés dans les 

pipelines des laboratoires hospitaliers 80,81. Ces études ont aussi proposé que certains algorithmes 

« intégrés » puissent être plus performants que l’accumulation de scores individuels. En effet, 

plusieurs recommandations gène-spécifiques attribuent maintenant l’argument PP3 selon un seul 

score de prédiction (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 78. Pour 
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l’attribution de PP3, les seuils de REVEL proposés varient entre >0.6 et >0.75 14,16,34,78. Certaines 

recommandations proposent aussi l’attribution de l’argument pour le caractère bénin (BP4) pour des 

variants avec un score REVEL bas (<0.15 ou <0.5). 

A ce jour, il n’existe pas de consensus sur le choix de l’algorithme de prédiction ou une combinaison 

des outils bio-informatiques pour attribuer l’argument PP3. Si les résultats des outils de prédiction 

sont combinés, il est important d’estimer le niveau de redondance entre les logiciels afin de ne pas 

avoir un effet de surprédiction préjudiciable au résultat final. Idéalement, la performance des outils 

de prédiction devrait être testée pour des gènes analysés par les laboratoires en routine car il peut 

y avoir des différences entre les prédictions en fonction des gènes. Pour aider dans la démarche 

d’évaluation des différents scores de prédiction, il est possible d’utiliser Varsome 82 qui affiche les 

résultats de 21 outils intégrés et non-intégrés ainsi que le calcul automatisé de PP3 basé sur 

l’utilisation de certains de ces logiciels. Variant Score Ranker 83 ou ClinGen Pathogenicity Calculator 
84 fournissent également les scores de prédiction pour les variants faux-sens. 

 

Choix des logiciels de prédictions du retentissement sur l’épissage 

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 pour les variants non-sens, faux-sens et synonymes. Des 

outils classiques, tels que MaxEntScan 85, SpliceSiteFinder 86, NNSPLICE 87, GeneSplicer 88 et Human 

Splicing Finder 89 sont encore largement utilisés en diagnostic 90. Les approches plus récentes, telles 

que SpliceAI 91 , S-CAP 92, SPiCE 93 et MMSplice 94, commencent également à prendre de l'importance. 

En cas de prédiction d’un effet délétère sur l’épissage, 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. Les arguments PS3 ou PVS1 peuvent être ensuite attribués en fonction de la fiabilité du résultat 

du test fonctionnel et de l’effet sur le transcrit (perte de fonction etc). 

 

Le document BP-ANPGM_004 décrit les étapes nécessaires pour évaluer l’impact d’un variant sur 

l’épissage 95 (la nouvelle version de ce document est en cours de développement). 

 

Précautions :   

• Il n’est pas possible d’exploiter les résultats de logiciels de prédiction 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. 

• Même si la majorité des outils de prédiction pour les variants faux-sens semblent avoir la même 

performance pour les variants perte-de-fonction et les variants gain-de-fonction 80, il a été montré 

que certains logiciels sont moins performants pour les variants de type gain-de-fonction 96,97. 

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

création de sites cryptiques et l’abolition de sites d’épissage, autant les prédictions d’éléments 

enhancer ou silencer d’épissage ne sont pas fiables à ce jour. Certains outils de prédictions peuvent 

être également moins sensibles à la détection des évènements d’épissage atypiques, tel que 

microexons ou introns de type U12 98,99. 

• 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. 
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1-6 Données fonctionnelles 
 

PS3 

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

gène ou son produit. 

• Il est fortement conseillé que les tests fonctionnels utilisés aient été validés par les experts du gène 

analysé 7. 

• Il convient de distinguer les études fonctionnelles qui apportent du poids à l’échelle du gène ou à 

l’échelle du variant. Les études fonctionnelles qui apportent du poids à l’échelle du variant peuvent 

utiliser l’argument PS3. Quant aux études fonctionnelles qui apportent du poids à l’échelle du gène, 

elles utiliseront l’argument PP4 (Phénotype du patient). Ainsi, pour une absence de la protéine sur 

Western blot ou un profil enzymatique altéré pour l’enzyme codée par le gène dans lequel le variant 

d’intérêt a été détecté, on attribuera un argument PP4 tandis que pour un test fonctionnel sur un 

variant exprimé dans une lignée cellulaire, on attribuera un argument PS3. 

• Pour les variants avec un effet sur l’épissage, l’argument PS3 peut être attribué pour les analyses 

par minigene ainsi que les analyses par RT-PCR sur les prélèvements du patient. 

• Si l’impact du variant localisé sur les sites non-canoniques d’épissage est confirmé par les études 

fonctionnelles et prédit d’entrainer une perte de fonction du gène, il est conseillé de suivre l’arbre 

décisionnel de l’attribution de PVS1 au lieu d’appliquer PS3 (ne pas combiner PVS1 et PS3). 

• Si un effet partiel sur l’épissage a été mis en évidence, la modulation du poids de l’argument PS3 

peut être discuté par le groupe de spécialistes de la pathologie. 

   

BS3 

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

 

1-7 Analyses somatiques  
Des recommandations ACMG/AMP spécifiques intègrent les analyses de variants somatiques 100. 

Chaque FNMR/réseau d’oncogénétique est amené à adapter ces recommandations selon leur besoin 

dans l’interprétation. L’interprétation de variants constitutionnels identifiés peut intégrer les 

résultats d’analyses somatiques (exemples dans le cadre des prédispositions au cancer avec les 

analyses tumorales: recherche d’instabilité microsatellitaire et marquage immunohistochimique 

dans le syndrome de Lynch ou marquage immunohistochimique dans les paragangliomes 

héréditaires). La réalisation de ces analyses dépend de la disponibilité du matériel tissulaire. De plus, 

l’identification d’un second événement tumoral peut constituer un argument de pathogénicité du 

variant constitutionnel (autre variant pathogène (PS), LoH (PM) ou méthylation du promoteur (PM)). 

Le poids de l’argument accordé à ces analyses tumorales doit être défini au sein des groupes de 

travail par pathologie. Les laboratoires d’oncogénétique constitutionnelle doivent travailler en 

étroite collaboration avec les laboratoires d’oncogénétique somatique/tumorale pour constituer des 

bases de données communes de variants alléliques. Un variant pathogène détecté uniquement au 

niveau tumoral pourrait être intégré à la réflexion et participer aux arguments à prendre en compte 

dans la classification de variants constitutionnels. En revanche, la perte d’hétérozygotie (LoH) n’est 

pas un marqueur fiable de la pathogénicité d’un variant pour tous les gènes. En effet, la perte de 

certaines régions chromosomiques est fréquente dans les tumeurs de survenue sporadique. 
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1-8 Analyse des variants de l’ADN mitochondrial 
Les maladies mitochondriales sont très hétérogènes et sont secondaires à des variants pathogènes 

localisés soit dans des gènes nucléaires, soit dans des gènes de l’ADN mitochondrial (ADNmt).  

Les modalités d’interprétation des variants nucléaires suivent les recommandations précédemment 

décrites dans le document général. Des spécificités pour plusieurs gènes nucléaires ont été décrites 

dans un document élaboré par le panel d’experts « ClinGen Mitochondrial Disease Nuclear and 

Mitochondrial Variant Curation Expert Panel » 101. 

Des recommandations ont également été élaborées par ce groupe concernant les variants de l’ADN 

mitochondrial selon les critères ACMG/AMP appliqués aux particularités de l’ADNmt 102. Des 

recommandations spécifiques pour les ARN de transfert (ARNt) sont également disponibles 103. 

Les principales spécificités pour l’ADNmt à prendre en compte sont : 

 L’hérédité maternelle : l’ADNmt est transmis par les mères. 

 La notion d’hétéroplasmie : on ne parle pas d’homozygotie/hétérozygotie pour les variants de 
l’ADNmt. En revanche la proportion d’ADNmt muté, c’est-à-dire le taux d’hétéroplasmie, peut être 
différent suivant les mitochondries, les cellules ou les tissus, les tissus affectés ayant un taux 
d’hétéroplasmie plus fort.  

 L’absence d’épissage et d’introns à l’exception d’une région non codante appelée D-Loop d’environ 1 
kb. 

 La plupart des variants affectant des protéines mitochondriales sont des variants faux-sens. 

 Une séquence de référence Cambridge Reference Séquence (CRS) NC_012920.1 104. 

Les bases de données de populations utilisées pour l’ADNmt, afin de déterminer la fréquence du 

variant mis en évidence dans la population générale, sont principalement : 

-MITOMAP : https://www.mitomap.org/MITOMAP 

-HmtDB : https://www.hmtdb.uniba.it/ 

La fréquence du variant doit également tenir compte de l’haplogroupe du patient. Pour les 

classifications d’haplogroupes :  

-HaploGrep2 https://haplogrep.i-med.ac.at/category/haplogrep2/ 

-Haplofind https://haplofind.unibo.it/ 

Il existe de nombreux outils d’analyse de variants, parmi les plus utilisés 

-Mitimpact http://mitimpact.css-mendel.it/ 

-MITOMASTER https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMASTER/WebHome 

-Pour les ARNt : mitoTIP https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMAP/MitoTipInfo 

Les différents outils pouvant être utilisés dans les maladies mitochondriales sont recensés 105,106.
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1-9 Interprétation des variants structuraux (SV), dont CNV 
L'interprétation des CNVs intragéniques est décrite dans la section sur l’argument PVS1. 

L'interprétation des grands CNV et des CNV récurrents est décrite dans le document récemment 

actualisé par le réseau AChroPuce 107. 

 

1-10 Modifications de l’argumentaire par rapport aux recommandations 
Modifications entre les recommandations initiales l’ACMG/AMP et NGSDIAG_001 v1 : 

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/AMP).  

- Ajout de l’actualisation selon Jarvik et Browning 48 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 n’existaient pas dans les recommandations ACMG/AMP. Chaque 

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

l’interprétation.  

 

Modifications depuis la version 1 du document NGSDIAG_001 :  

- Mise à jour des informations sur les bases de données et les outils de prédiction bio-informatiques 

- Formalisation de la possibilité de moduler le poids des arguments 

- Ajout des précisions sur l’attribution des arguments PVS1 (un arbre décisionnel), PM3, PS2/PM6 

et PP1 (des tableaux facilitant le calcul pour l’attribution de l’argument) 

- Ajout des exemples de seuils de fréquences pour l’attribution des arguments PM2/BS1/BA1, issus 

de dix groupes de travail gène-spécifiques 

- Ajout des recommandations sur l’interprétation des CNV intragéniques 

- Ajout des recommandations sur l’interprétation des variants de l’ADN mitochondrial 

- Ajout de l’annexe avec un résumé des arguments utilisés pour la classification d’un variant 

  



26 
 

 

 2 Classification du variant 
 

Les différents arguments pondérés listés ci-dessus sont ensuite combinés, selon les critères de 

l’ACMG/AMP, afin de déterminer la classe du variant :  

  

Arguments en faveur de la pathogénicité du variant : 

Argument Très fort    Exemple :   PVS1 

Fort      Exemples : PS4, PM3_fort 

Moyen     Exemples : PM2, PP1_moyen  

Faible      Exemples : PP3, PM3_faible, PS4_faible 

Arguments en faveur du caractère bénin du variant :  

Argument suffisant    Exemple :   BA1  

Fort      Exemples : BS1, BS3 

Faible      Exemples : BP1, BP2 

 

 
 

Afin de faciliter l’établissement des scores pour la classification des variants, différentes ressources 

sont disponibles en ligne :  

• Varsome     https://varsome.com 

• ClinGen Pathogenicity Calculator  http://calculator.clinicalgenome.org  

• InterVar Classify System  http://wintervar.wglab.org/evds.php 

• Genetic Variant Interpretation Tool 

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

 

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

Les recommandations inclues dans la version 1 de ce document sont remplacées par le document 

NGS-DIAG_006 relatif aux comptes-rendus de NGS. 
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