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5’KMT2A3’

Caryotype FISH CGH / SNP Array

 Pangénomique

 Délai de 5 à 15 jours

 Faible résolution (5 à 10 Mpb)

 Technique ciblée

 Résolution accrue ≈ 150kpb

Cartographie 

Optique du Génome

Séquençage par Nanopore

 Pangénomique

 Résolution accrue ≈ 50kpb

 Ne détecte pas les anomalies 

de structure équilibrées

 Pangénomique

 Haute résolution ≈ 500pb
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Séquençage par nanopore

Schéma du principe du séquençage par nanopore
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Avantages

 Séquençage

 Direct 

 Temps réel

 Long-Read

Inconvénients

 Pas de « clé en main » 

 Taux d’erreur élevé : 3,2% * 

Aux HCL : concernerait environ 1400 (53%) caryotypes (chiffres 2025) 

* Ni Y, Liu X, Simeneh ZM, Yang M, Li R. Benchmarking of Nanopore R10.4 and R9.4.1 flow cells in single-cell whole-genome amplification and whole-genome shotgun sequencing. 

Comput Struct Biotechnol J. 24 mars 2023;21:2352-64. 

Technologie pangénomique de très haute résolution

Indications restreintes pour l’instant : 

Cytopénies et SMD
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Extraction de l’ADNg

Variant calling

.pod5 tsv.ubam .bam

.vcf, .pdf, .tsv… 

Résumé des différentes étapes suivies pour le séquençage par nanopore

En pratique au laboratoire 

 1 librairie = 1 à 10 patients par flowcell
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Total : 3-4 jours, 

optimisable !
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Chromosomes
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del(5q)

CNVs

SVs

En sortie du pipeline :

Tri selon type de SV 

et nombre de reads

avec anomalie
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Etude de faisabilité (GridION)

10 patients SMD + 17 patients LAM

37 CNVs connus au caryotype

 32 retrouvés

 5 manquantes 

 CNVs sur ≤ 2 mitoses/20

 Biais de culture ?

 Nombre insuffisant de reads ?

 Impact de la bio-informatique ?

Chromosomes
Profils « initial » et « initial + repasse »
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349903 reads

940791 reads

45,XX,del(4)(q32),del(5)(q13q32),-7,del(12)(p11p13),del(20)(q11q13)[10]/46,XX[10]

45,XY,del(5)(q23q34),-7[4]/46,idem,+mar[4]/46,XY[12]

Concordance de 86% 

avec le caryotype

Chromosomes

N
o

m
b

re
 d

e 
co

p
ie

s 
a

b
so

lu

Introduction Présentation Mise en œuvre Résultats
Conclusion et 
perspectives



Caryotype : 46,XY,del(9)(q12q32),del(11)(q21q24)[14]/46,XY[6]

Caryotype : 46,XY,del(5)(q13q34)[6]/47,idem,+8,i(17)(q10)[7]/46,XY[7]
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Etude rétrospective (PromethION)

11 runs (70 patients)

Initiation de la VDM

 Etude de contamination intra-librairie

 Etude de contamination inter-librairie (flowcells réutilisables)

 Répétabilité

 Reproductibilité

 Comparabilité tube hépariné / tube EDTA

TMO : Theoretical Maximum Output

D’après https://nanoporetech.com/products/specification
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Etude rétrospective (PromethION) : détection des anomalies pour les SMD

99 CNVs connus au caryotype

 88 retrouvés 

 11 manquants

 5 patients avec <5Gb séquencées

 9 CNVs avec <6 mitoses/20

 1 del(3q) + del(3p) = anomalie équilibrée

 8 anomalies supplémentaires

Impact pronostic (70 patients)

 Seul 1 changement de risque cytogénétique : défavorable → très défavorable

Thèse M.Bonnot, interne HCL
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Concordance de 86% 

avec le caryotype

Résultats encourageants



Etude prospective en cours (PromethION) : 25 runs de 10 patients

Travail en cours

 Interprétation

 Seuils de significativité pour les anomalies sous-clonales (chromosomes X et Y ++)

 Anomalies non visibles au caryotype

 Visualisation dynamique (rapport html interactif)

 Optimisation du pipeline et workflow bioinformatique
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Potentiel d’amélioration

 Technologique

 Automatisation future ?

 Evolution continue des flowcells, du basecalling et 

des pipelines bioinformatiques

 Analytique :  technologie pangénomique « tout-en-un » 

 CNV

 SV

 SNV

 Méthylation

 Haplotypes
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Pipeline bioinformatique HCL_SV_ONT. Q.Testard
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Etude de faisabilité pour les LAM (GridION)

1) CNVs

2) Translocations

3) Duplications

4) Insertions

5) Délétions cryptiques

6) Mutations ponctuelles et indels

Mode « adaptive sampling » préférentiel

1

2

3

4

5

6
Non visibles en cytogénétique ! (techniques classiques biomol +/- NGS)
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Le mode « adaptive sampling »

 Enrichissement des zones d’intérêt pour améliorer la détection des anomalies dans ces zones

 Motif nucléotidique déterminé en amont à reconnaitre  

Le séquençage s’arrête : 

rejet du brin d’ADN au 

profit d’un autre

Schéma du principe du séquençage par nanopore en mode « adaptive sampling »

Le séquençage se 

poursuit
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Le mode « adaptive sampling »

 Enrichissement des zones d’intérêt pour améliorer la détection des anomalies dans ces zones

Zone d’intérêt : 40 X

Autrement : < 5 X
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Caryotype : 46,XY,t(15;17)(q24;q21)[13]/46,idem,del(7)(q21q31)[6]/46,XY[1]

Caryotype : 47,XX, del(2)(q33),del(3)(q13q23),+8, der(16)inv(16)(p13q22) del(16)(p13)del(16)(q22q23)[14]/46,XX[6]
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Translocations t(15;17)(q24;q21) PML::RARA

AnnotSV

_ID

SV_c

hrom

SV_start SV_end CytoBand Gene_name SUPPORT SV_type ALT QUAL FILTER COORD COVERAGE STRAND AF

15_74024624_74024624_TRA_115 74024624 74024624 q24.1 PML 23 TRA [17:40333316[N 59 PASS PRECISE 28,19,35,35,34 +- 0,767

17_40333316_40333316_TRA_117 40333316 40333316 q21.2 RARA 22 TRA N[15:74024624[ 59 PASS PRECISE 27,16,25,23,24 +- 1

Y_11289963_11289963_TRA_1Y 11289963 11289963 q11.21 4 TRA N[KI270710.1:34635[31 PASS PRECISE 0,1,5,5,4 - 1

21_10415460_10415460_TRA_121 10415460 10415460 p11.2 BAGE;BAGE2;BAGE3;BAGE43 TRA <TRA> 55 PASS IMPRECISE 0,1,2,3,3 - 1

7_152401605_152401605_TRA_17 152401605 152401605 q36.1 KMT2C 3 TRA N]21:10415460] 55 PASS IMPRECISE 0,1,2,3,3 - 1

21_7927317_7927317_TRA_121 7927317 7927317 p11.2 3 TRA N]KI270438.1:94352]40 PASS IMPRECISE 4,3,4,5,5 - 0,75

Mais aussi t(9;22), t(8;21), t(11;19)…
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Duplications

KMT2A partial tandem duplication (MLL-PTD)

Duplication des exons 2-10 (22,6 kb)
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Insertions

FLT3 internal tandem duplication (FLT3-ITD)
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Délétions cryptiques Délétion interstitielle de 800kb en 4q12 → FIP1L1::PDGFRA

Délétion non vue sur la sortie Sniffles car peu de reads et faible profondeur
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Délétions cryptiques5 Délétion interstitielle 4q12 → FIP1L1::PDGFRA

Mais vu sur le profil du nombre de copies lorsqu’on augmente la résolution !

Résolution 100 kb
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Mutations ponctuelles et indels <30nt
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Conclusion : Preuve de faisabilité pour la détection des CNVs
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 Résolution adaptée  
aux anomalies d’intérêt

 Concordance 86–89 % avec le 
caryotype et ≈100 % pour le 
risque cytogénétique

 CNVs supplémentaires 

 Délai concurrentiel : 3-4 jours

 Flexibilité et débit

 Potentiel d’amélioration 
important : « tout-en-un »

Avantages Inconvénients
Questions 

soulevées

 Actuellement :  
CNV uniquement

 Sensibilité limitée pour petits 
clones (<6 mitoses/20)

 Nécessité d’amélioration ou 
d’harmonisation (validation 
technique, bioinformatique, 
interprétation biologique…) 

 Pas information sur 
l’architecture clonale

 Rendu des anomalies non 
visibles au caryotype

 Définition de la complexité

 Quid des hyperdiploïdies ?

 Gestion des data (stockage, 
archivage des données brutes, 
capacités matérielles et 
humaines d’analyse…)
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