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= Pangénomique
= Délaide 5a I5jours

= Faible résolution (52 10 Mpb)

= Technique ciblée

= Résolution accrue = | 50kpb
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= Pangénomique

= Ne détecte pas les anomalies

de structure équilibrées

= Résolution accrue = 50kpb
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Cartographie
Optique du Génome

a» ‘\‘ﬂ\ 4 U5 '

Y WP 4,
? L8 ,’/
s WL o —':”"': . (é
N N . P
;§ & ; /'9«
g 5/ \ .
- -"~.~ ’ =
=) - o ="
= S
=2 \ '." =
L~ N 5-
R i ‘\ -
~
,,% et o &
'/,» <y, . = \\
8. 2N ‘\’

&
I{Q ",’l\ Il w \‘“
= Pangénomique

= Haute résolution = 500pb

Séquencage par Nanopore {?9

{ONANOPORE "®
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Séquencage par nanopore
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Schéma du principe du séquengage par nanopore
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Avantages

= Séquencage

» Direct
= Temps réel mm) Technologie pangénomique de tres haute résolution
" Long-Read
Inconvénients
= Pas de « clé en main » = Indications restreintes pour l'instant :
® Taux d’erreur élevé : 3,2% * Cytopeénies et SMD

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

* NiY, 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.
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En pratique au laboratoire

= | librairie = | a 10 patients par flowcell

Préparation
de la librairie =
>

il Réparation, barecoding | 7
\ | et fixation des adaptateurs

Alignement Variant calling

GAAGTCAAGCGA génome de référence hg38 N

o - = - —
C— ——— - - - ——
—  — - — vcf, .pdf, .tsv...
ey e —

=
T
Temps

Basecalling

Courant lonique

L e : - : Total : 3-4 jours,
Résumé des difféerentes étapes suivies pour le séquengage par nanopore

optimisable !
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En sortie du pipeline :
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Profil du nombre de copies 0 H } X 3 13 8 7 8 0 10 1 12 13 13 15 16 17 18 10202122 X Y

de chaque segment de
100-500kpb du génome
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Chromosomes
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ANSOUV (D SV _chrom SV aan W _end Cytcland  Outw hame AV lungl!

|Triselon typede SV |« =+ a = g '
E L FILTER coonp COVERAGE STRAND aAr LToev
et nombre de reads

1 v v » v . v o - v - - v . . .

3 ‘ﬁ_uw’! 1 wnRmn A2 g4 Car AT E avec anomalie 34 PANY IMPSECISE 0,20, 39200 o4 1
4 15 180113 19 1832113 IBAOSTE pIRIM 46T IMPRECISE 37,033,303+ oxe 3
S ) s 2 SSNME 9803162 Q113 AFEY EnIMhE2 DU N P> TG PRECISE 383426313+ 01
8 16 amsn I A SEIIEM qIAI AT Woniffienz. 00 N Qums T Gr PRECIE  33,30.3A233 ¢ 0198
7 3453889 1X 1453839 B4S4157 pI2 33 SAMMLE  Sniffies200 N DU 52 PASS IMPRECISE  13,1L1212.0+ 0375
— - —] ® 13 29088714 13 JW0ASTIA  2I0ESEO0 g123 nea TP 2.00 N ups ssar IMPRECISE  11,.29,45,358.8+ otn
== - 3 MT_5_18063 MT s 15363 SAMPLE  Eniffles2.DAL N aup> 33 PASS PRECISE  None.d,s,Nos- STOEV_1EN=5TDEV,
seas —_— 10 X_31954765E X LIGTESE 119647970 q26 SEPTING SAMRE  SniMis2OuUN Durs s36T PRECSE  37,47.1213.1+ 0227
. - ’  — n L7 _TTemans pbs TN THEMA? 252 MSETINY tnifflea2. 00 N QuP» asGT IMPSECISE 204,230,290+ a1
Visualisation de — 12 17_Treanna 17 TR4M) 7734780 253 SEFTWS Snitties2 00 N DUP> 06T IMPRECISE  29,30,30,6.3 0129
T 1317 Treasoss 17 TMMSO1E  THEseni gias SESTNG A2 00 N oups s1ar PRECKE  30.20,34.29.4- 019
I a“gnement sur IGV vor 14| se_ssomom 16 SRS AESINIZS g4 CREATTIADK SrifPhen2 DU @ur> ot IMPRECISE  35,30.28,207 + 01 1
. 15 6_167976507 6 1SMIENT 167976680 q17 HECE 3 EnifMies.0n ¥ DUP> arar PRECISE 232020203+ 017
Tableau répeftonant 18 20 33060818 0 JI0S0EIE 1306984 1133 SAMALL  taiffes20u N <hp» Pryreiy PRICHE  1LR93017 ¢ aan
toutes les variations 1730_38325034 I 300 3352M67 piLd SAMPLE  Saiftles2.00 N DuPs as 67 IMPRECISE  3,3,2L15,0 o 6 3
18 11 12082659 1 L0NEAY 1034162 G189 T.Cos snites2 00 N Dups se a6t PRECISE  34,14,34,131- 618
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23 10_38525420 10 3ESISA0 ST pALL SAMPLE  SifMies2DuU N Dup> arar IMPRECISE  3.6,2500 + 0 1
- X_u!‘ﬂl”, 1 1587 123108232 q12 SAMSLE Sl U & DU I8 PAss PRICISE 32200 .- L)
25 v_066835_Y 20655805 26671683 q12 Snittlasz DU N DuPs 3867 PRECSE 1016306 ~ 0167
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Profils « initial » et « initial + repasse »



Conclusion et
perspectives

Résultats

0]
o
>
8
c
0]
0]

2

2

esentation

’

Pr

Introduction

XY[7]

’

i(17)(q10)[7]/46

’

del(5)(q13q34)[6]/47,idem,+8

46,XY,

Caryotype

njosqo saidoa ap aiquioN

chromosome

XY[6]

’

q12q32),del(1 1)(q21q24)[14]/46

: 46,XY,del (9)(

Caryotype

- o

njosqo saidod ap aiquiop

chromosome



: , X : , Conclusion et
Introduction Presentation Mise en ceuvre Résultats '
perspectives

GridlON PromethilON

Etude rétrospective (PromethlON)

Configuration

Number of flow cells per device 5 24

|| runs (70 patients)
Maximum number of channels per flow cell 512 2,675

In |t|at|0n de Ia VDM Run time 72 Hours 72 Hours
Device TMOT 250 Gb ~7 Tb
Maximum number of flow cells per year” 520 2,596

. . . . . . TMO :Theoretical Maximum OQOutput
. _ v .
Etude de contamination intra-librairie Q D’apres https://nanoporetech.com/products/specification

= Etude de contamination inter-librairie (flowcells réutilisables) @
= Répétabilite (V)
= Reproductibilite @

= Comparabilité tube hépariné / tube EDTA @
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Etude rétrospective (PromethlON) : détection des anomalies pour les SMD

Répartition des anomalies

99 CNVs connus au caryotype

8
m 88 retrouves ‘
|

| | manquants

= 5 patients avec <5Gb séquencées

88
= 9 CNVs avec <6 mitoses/20
= | del(3q) + del(3p) = anomalie équilibrée Trouvées W Manquantes Supplémentaires
- 8 anoma“es supplémentaires Theése M.Bonnot, interne HCL

Concordance de 86%

avec le caryotype

=

Impact pronostic (70 patients)

= Seul | changement de risque cytogénétique : défavorable = trés défavorable

m) Résultats encourageants
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Etude prospective en cours (PromethlON) : 25 runs de 10 patients

Travail en cours

= |nterprétation
= Seuils de significativité pour les anomalies sous-clonales (chromosomes X etY ++)
= 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 ?

*

HTML

Evolution continue des flowcells, du basecalling et

. . . . . Minimap2 SV —b“
des pipelines bioinformatiques —
=)
)\
+

. . , . { 7 7 3 Y
* Andlyiue : echnologie pangénomique« out-en-un > =

I J
Méthylation

e
récurrence récurrence

Pipeline bioinformatique HCL_SV_ONT. Q.Testard

12
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Etude de faisabilité pour les LAM (GridlON)

O cnvs

(4 i
g Translocations

6 Délétions cryptiques

6 Mutations ponctuelles et indels

Mode « adaptive sampling » préférentiel

\_

J

N\

Non visibles en cytogénétique ! (techniques classiques biomol +/- NGS)

i
_poNss”
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Le mode « adaptive sampling »

= Enrichissement des zones d’intérét pour améliorer la détection des anomalies dans ces zones

()
= Motif nucléotidique déterminé en amont a reconnaitre ':)

v

~—
Le séquengage se
poursuit

X

Le séquencage s’arréte :
rejet du brin d’ADN au
profit d’'un autre

Frrosresmiiiarieriarionie S R TS DIPTSR T IRRY |

Schéma du principe du séquengage par nanopore en mode « adaptive sampling »
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Translocations t(15;17)(q24;q921) PML::RARA Mais aussi t(9;22), t(8;21), t(11;19)...

. . . . " a a & “ 1% =111 0 O a <
2w 18
R T - e T4 R e 9 - - - - - k4 o
-l | ! | L L | ! | L !

Read name = 38001355 -¢S82-490¢c-b544-66!
==Read name = 43784632-1128-4cf1-be79-d0 ——=Read length = 4 140bp
2 Read length = 8 646bp qu: - 16
Flags = 2048 -

------------------- I - . —*\h ?ﬁﬂu 8 “A'Q 60
Mapping = Supplementary @ MAPQ 60 .': ". n“.' & 3 : e = 2 - _‘d:fo::ize span vr:h'l740 330 717-403333
Reference span = Chr ]S 74 022 934-74 024 6 e ———— . T = $Cigar =
e43511IM20262MIIMIIIMIIIIMIBMIIZOM] 0 - ot 5= 0 T e i SZ. et s ey = L4k 10 30 l:gh',] SSS sokt
"Clipping = Left 43 soft; Right 6 931 soft = ‘.' £3 . .: '.1' e e RO
;—-]-———-——A'— ----- e I —w - % ¥ - - Supp&memzfvllqnm
upplementaryAlignments - PR - > . — e " L1574 024 634-74 026 145 (<) = 1 511
11740 333 306-40 340 278 (+) = 6 972bp @M Y K === . =AY 2a2x
= —~ L T T
2

L _ . W AR, L.
AnnotSV SV_c SV_start SV_end CytoBand Gene_name SUPPORT SV_type ALT QUAL FILTER COORD COVERAGE STRAND AF
D [*lhrd~ - - - - - - - [+ - - - - -
15 740241 15 74024624 74024624 q24.1  PML -TRA [17:40333316[N 59 PASS PRECISE  28,19,35,35,34 + 0,767
17 40333 17 40333316 40333316 q21.2  RARA TRA  N[15:74024624] 59 PASS PRECISE  27,16,25,23,24 + 1
Y 1128991Y 11289963 11289963 q11.21 4TRA  N[KI270710.1:3¢ 31 PASS PRECISE  0,1,5,54 - 1
21 10415 21 10415460 10415460 p1l.2  BAGE;BAGE2 3TRA  <TRA> 55 PASS  IMPRECISE 0,1,2,3,3 ) 1
7 152401 7 152401605 152401605 g36.1  KMT2C 3TRA  NJ21:10415460] 55 PASS  IMPRECISE 0,1,2,3,3 - 1
2179273 21 7927317 7927317 pll.2 3TRA  NJKI270438.1:94 40 PASS  IMPRECISE 4,3,4,5,5 - 0,75 17
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Duplications

KMT?2A partial tandem duplication (MLL-PTD)

Mise en ceuvre Résultats .
perspectives
4.3 pld.l pl3 pl2 pll.2 pll.ll ql2l gql23 ql3iz ql3d qld.l qld.2 q2l q22.1 q223
58 kb

Duplication des eans 2-10 (22,6 kb)

KMT2A

AnnotSV SV_c SV_start

1D hrom

11 11846 11 118462976
19 16277 19 1627741
17 77484 17 77484645
3 108575 3 108575524

SV_end

118485453 g23.3

1628952 p13.3

77485182 q25.3
108575892 q13.13

CytoBand

Gene_name SV_length SUPPORT

KMT2A
TCF3
SEPTINS
CIP2A

- v

58 PASS  PRECISE

44 PASS
52 PASS
54 PASS

SV_type QUAL FILTER COORD

- -

48,48,97,66,€ +
IMPRECISE 56,54,76,40,4 +-
IMPRECISE  52,48,55,41,£ +-
IMPRECISE 53,42,44,56,5 +-

COVERAGE STRAND AF

0,566
0,333
0,328
0,274
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Insertions

|
I -
| [ (T
(VAR RO NI AT AN Y S O AR
FLT3 internal tandem duplication (FLT3-ITD) } Il
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Hs

i
I - I I}
165 |
I 159 | H
163 |
160 |

1163 R H I

AnnotSV_ID SV_chro SV_start SV_end CytoBand  Gene_name SV_length SUPPORT  SV_type ALT COVERAGE STRAN AF
m D

I

- - - - - - - - - - - -

4

5 143012544 5 143012544 143012544 g31.3 ARHGAP26 52 TATGTATATZ 34,36,36,35,35  + 1 | -I - - I |
11_11925354 11 119253540 119253540 q23.3 CBL 224 TCTGAGCCC 32,7,7,6,31 + 1 0 T I T e e M Mt
13 20063841 13 20063841 20063841 gl2.11 ZMYM2 a6 AATATACATI 30,33,29,28,28  + 1 | TT T 65 T

7 102260354 7 102260354 102260354 g22.1 cuxi 501 ACTGGGATT 26,20,20,20,32  + 1

16_88909546 16 88909546 88909546 g24.3 CBFA2T3 89 ACGGAAGAT 29,30,29,30,31  + 1 l--lI”-EII R TR O
10_ 79165961 10 79165961 79165961 g22.3 ZMIZ1 a2 GTGTGCGCG 29,32,32,32,33  +- 0,969

3 71539237 _ 3 71539237 71539237 pl3 FOXP1 331 GAGTAGCTG 36,30,30,30,28  +- 1 163 |

16_88961893 16 88961893 88961893 g24.3 CBFA2T3 73 GCATCATAA 33,34,34,33,34  +- 0,882 I

17 77380271 17 77380271 77380271 g25.3 SEPTING 68 GCATGCCCG 30,27,25,26,23  +- 1 | LT TR

3 71396918 _ 3 71396918 71396918 pl3 FOXP1 218 ATATATATA 27,27,29,29,31  + 1 mi &6 |

9 130777917 9 130777917 130777917 g34.12 ABLL 75 CAGATCACT) 34,35,35,35,33  +- 0,8 - I 163 |

11_74066273 11 74066273 74066273 gl3.4 C2CD3 49 AACATCACA 24,27,27,27,24 + 1 I I EI[ I —— I
17 16095672 17 16095672 16095672 pi2 NCOR1 95 TCAGCCCCC29,27,27,27,28  + 1 | I I 611

11 96089969 11 96089969 96089969 q21 MAML2 CATTATACC] 32,14,14,14,32  +- 1 | I T 62 |

16_88931667 16 88931667 88931667 g24.3 CBFA2T3 ATGAGCCAG 25,24,24,24,23  + 1

3 128676378 3 128676378 128676378 g21.3 TTITTTTTTTTT 23,16,16,16,26  + 1

1186327070 1 186327070 186327070 g31.1 TPR TAAATATAT) 24,26,24,24,26  + 1 | e

3 128587120 3 128587120 128587120 g21.3 AAAGGAAA(25,22,22,22,24 |+ 1

13 28034146 13 23034146 23034146 ql2.2 FLT3 AAACTCTAA 27,23,25,2521  + 0,92 — il i ] e
7 139101481 7 139101481 139101481 g34 ZC3HAVL TITGCCCGGN 22,22,23,23,26  + 0,957

3_71327319_ 3 71327319 71327319 pl3 FOXP1 CAGCCTTCTT 24,17,17,17,23  +- 1 FLT3




Délétions cryptiques Délétion interstitielle de 800kb en 4q12 = FIPILI::PDGFRA
|| I -] B N o [ T N ] B o B T [ 7 D D T
pl62 pl5.33 pi52 pl5l pid pi2 qiz  ql3.1 q13.3 g2121 q213 q22.2 q23 925  q26 q27  q282 q311 g3122 q321  g323 q34.1 q351
41 kb
| ﬂl-lﬁ)ld: ﬁlTIHd: | HJTOH: . ¢ . L1278a
Linking id (READNAME) = 11c09e35-bf43-4
-1 |# alignments = 2
|Total span = 824 310bp
o alls ¢ B A 11 10 0 SRR RN IR 1R ATREA R ERURTRE TR O (T TR NN RN Strands = -~
[TV T 1T I I -III-I- IIC T NSEmmm chrd4:53 452 195-53 455 260 (-) = 3 065BP
II 0 -II I. I. | ]]li 1 & I]}I O T (WIS ichrd:54 274 920-54 276 505 (-) = 1 585BP
ITIT-l | - IW - Il III1I- I - IT I- - I I - ITI IFE-I I - TIH
IT T X I- FII -I-ITI TIII-I I | -1 [T N TR I --1 IX-I |
I -I-1 [ | T I I -1
I I I c I+ T =1 ITI I-TI 1 I ‘' I0--I-I-T - III
EI TN ITI --- II+A
I -0 { III - I I FTE II - R A 1 00 | 1FWAT 11 TN AR RIS I ITEN {IMI11-]
[ I I I NI E F-I ITI I I T T T R 1 T4 T Ea
| oo 0 [II I- I FPI - -1 | I I I - 1I - I I
| [ I T T I-- - -1 I LT IOOOI I I I-| AR m o curemmetp> k
R AR 1R 0 TR e Jlimm - I - II11_-I - 0 |
I--m- IIL - IODIXI- I I-I I Il I-L- E E | IT -
[ 7
[FIT I -1 II I1
IT - I-- 1 -l
RNy - - AI--- - TT II 1
I1I 0 LIUDER TTREETTE D
i |— (] i | i
FIP1L1 LMNX1

Délétion non vue sur la sortie Sniffles car peu de reads et faible profondeur
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9 Délétions cryptiques Délétion interstitielle 4q12 = FIPILI:PDGFRA
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Mais vu sur le profil du nombre de copies lorsqu’on augmente la résolution !
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Mutations ponctuelles et indels <30nt
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SGOTCCCGOAGGGAGOTGAGTECAEBTTTTT GGGGEGTGCATESG

CAGGC TATTCAAGATCTCTGGCAGTEGAGGAAGTCTETTTAAGAAM
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Conclusion : Preuve de faisabilité pour la détection des CNVs

Inconvénients

/ \ /Questions \
soulevées
= Actuellement:

CNYV uniguement

Avantages

= Résolution adaptée
aux anomalies d’intéret

®  Rendu des anomalies non
®  Concordance 86—89 % avec le

caryctype et =100 % pour le = Sensibilité limitée pour Petlts visibles au caryOtype
risque cytogénétique clones (<6 mitoses/20) = Définition de la complexité
= CNVs supplémentaires " Necessite d'amelioration ou = Quid des hyperdiploidies ?
o PP . . d’harmonisation (validation Q YPErdip
= Délai concurrentiel : 3-4 jours technique, bioinformatique, = Gestion des data (stockage,
= Flexibilité et débit interprétation biologique...) archivage des données brutes,

: : capacités matérielles et
= Potentiel d’amélioration - I?as information sur humaines d’analyse...)
I'architecture clonale

kimportant:« tout-en-un » / \ / \ /

24




MERCI DE VOTRE
ATTENTION

Remerciements
UF Cytogénétique Hématologique UF Biologie Moléculaire Hématologique
Dr Isabelle TIGAUD Dr Sarah HUET
Dr Béatrice GRANGE H c L Pr Pierre SUJOBERT
Sophie GAZZO Dr llyes BENHALIMA
HOSPICES CIVILS
Aurélie CHARANSOL DELYON Kaddour CHABANE

Cellule de Bioinformatique

Quentin TESTARD

Marine BLANCHET

25



