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Principe du WGS
Short reads

* Préparation d’une librairie a partir de ’'ADN génomique
e Séguencage massif en parallele (reads) : 50-400 pb
* Alignement sur le génome de référence

Paire de reads




Short reads

Principe du WGS

* Préparation d’une librairie a partir de ’'ADN génomique

e Séquencage massif en parallele (reads) : 50-400 pb

* Alignement sur le génome de référence

 Profondeur : nb moyen de reads couvrant une région
 Couverture : taux de bases couvertes par des reads

44 202 000 bp
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44 202 600 bp 44 202 800 bp

Profondeur 6X

C(

'églion non

Profondeur 11X

puverte




Principe du WGS
Séquencage type paired-end

Préparation de la librairie

| = AN |
U Z 1=\ T ——
Y SP2 A2
ADN génomique Fragmer!ts - 400 pb Ligation des
(sonication) adaptateurs
Séquencage
= . SP2
U(JJ Az AI.IIII A1 N
% |
Amplification Séquengage readl Séquencage read2
Bioinformatique
—— . 4 ¥ 4
. » Alignement sur génome de référence
—— » Recherche de variants

hg19 D’aprés www.lllumina.com



Principe du WGS

* Séguencage type mate-pair

Préparation de la librairie

7\

.:_;:_E:_: e ....--""'-"—"""
ADN génomique Fragments =.3oo.o-1oooo pb Ajout d’un adaptateur Ligation et
(sonication) circularisation
Préparation de la librairie
. . . Ligation des
clivage fragment linéaire
adaptateurs

Séquencage et bioinformatique



Principe du WGS

Paired-end Mate-pair
Préparation librairie simple CoUt moins élevé
Bio-info plus simple + Meilleure couverture
Résultats plus précis Séguences répétées et gap

. - Préparation librairie délicate
Cout plus élevé

mmmm Résultats moins précis

Séguences répétées et Séguences répétées et
duplicons duplicons




Séquencage 3¢Me génération

Principe du WGS

single molecule real-time long reads

Reads de 10a 200 kb

Ex: PacBio, Nanopore (Minlon),,.....

Avantages :
Assemblage de novo
Structures complexes

Inconvénients
Taux d’erreurs élevé
Colt
Débit

5MRThell template

Two hairpin adapters
allow continuous
circular s 1

ar sequencing

Sites where —

sequencing Gy
takes place Lv_’Jj
Labelled nucleotides J\v] u

All four dNTPs are
labelled and available
for incorporation

Modified polymerase
Az a nucleotide 1=
incorporated by the
polymeraze, a camera
records the emitted light

PacBio cutput
A camera records the changing
colours from all ZMWs; each

Ex : technologie PacBio

Goodwin et al., Nat Rev Genet, 2016



Détection des variants structuraux

Détections des remaniements désequilibrés (CNVs)
* Analyse des paires de reads :

Distance entre 2 reads par rapport a la référence

ALY i
. ‘ ‘ N/
Patient

Normal Délétion

D’apres Korbel et al., Science, 2007



Détection des variants structuraux

Détection des remaniements déeséquilibrés (CNVs)

 Analyse de la profondeur (read depth) :

densité de reads proportionnelle au nombre de copies

A '\ | | A | | | |
] (] B | [} (1] ]
[ | | [ ] [
] 1 ] |
(1] (] I e
| I (] ] ]
i I ] I
] ] I ]
] . (] m!
1 v I ]
] |
I R |
] ] I
|
<< ' >
Délétion 5kb I
|
|
|
|
|
|

IGV



Détection des variants structuraux

Détection des remaniements équilibrés

* Analyse des paires de reads

Position, distance, orientation des reads : alignhement aberrant

I :
Alignement sur le

= |l
| / génome de référence
«—

Ex : Translocation



Détection des variants structuraux

Détections des remaniements équilibrés

* Analyse des paires de reads

'/ i <] ]
1

1) Translocation 2) Insertion 3) Inversion




Détection des variants structuraux
Détections des remaniements équilibrés

* Analyse des reads interrompus (split-reads)

der(9) der(16)

0S00e'97 101,465,273

26,300,503 €£Z'S9¥'TO1
S0 <

D’apres Talkowski et al., AJHG, 2011



Les difficultés

Une aiquille dans une botte de foin...

Pour une profondeur de 10-15X en paired-end :
environ 4000 a 5000 remaniements détectés

Nécessité de filtrer pour trouver les remaniements
pertinents

Base de données:

— éliminer les évenements récurrents et les artefacts
100 a 400 remaniements
Autres filtres : nb de reads



Les difficultés

Séquences réepetees

* Duplicons, téelomeres, centromeres

* Impossibilité d’attribuer un read a une position
unique

* |nconvénient majeur des techniques en reads
courts



Les difficultés
Séequences réepéetées

Inversion inv(7)(g21.3935) : duplicon en 7935

[
q31.31 Q321

|
q33 q3d4 q35

pIil pIl.2 pi53 pld3  pldl pl23 pil2 qil.zdl qill3 q21.11 q21.13 aZil q3l.l q36.2
-t 1887 bp -
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Les difficultés
Choix du génome de référence : hg19 ou hg38

e La version hg38 integre de nouvelles séquences,
notamment au niveau des lacunes

ex t(3;22)(q13.3;p11.2) - Génome hgl9
cnr

pi3 : piZ I piil hp?fl—__-;l-ﬁ_ qil.2l ulqu.ﬂ ﬁm qi3.31 qu
1313 bp

12 040 800 bp 12 041 000 bp 12 041 200 bp 12 041 400 bp 12 041 600 bp 12 041 800 bp
I I I l l I I I




Les difficultés
Choix du génome de référence : hg19 ou hg38

e ext(3;22)(q13.3;p11.2)
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Les difficultés
Interprétation

* Breakdancer : remaniement complexe a 8 points de
cassure impliquant les chr 6,8,9,13 et 11.

V4 [ V 4 .
Interpretation 1 Interpretation 2
8p 8p
6 69  9p21.3 11 6 6q  9p21.3 11
8p23.2 9p21.3 a 8p23.2 9p21.3 1
1 s $ 1 s $ @
[
/
11q22.3 chré
11922.3
chrl3
6027 ¥ 1|3 7 9 ™
3 Der(9 a 13q 8 Der(9 11
13g31.3 13g31.3
Der(8) ) Der(11) Der(6) Der(8) ! Der(11)
11q op op
Der(6) Der(13) Der(13)




Interprétation

Les difficultes
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Insertion du chr6 et chr1.3,

dans chrll
RP11-4841.12 13931.3

RP11-695N3 11g22.3

Interprétation 2




Les résultats

Cartographie des variants structuraux constitutionnels
* Korbel et al., Science, 2007
NA15510 NA18505

SVs 472 825
indels 422 753 90%
inv 50 72 10%
E RIS HERYRTLE
E F T E om H OETEow om o= W
A EDESx2T3 e
=ET SRR TN N * SV de petite taille
FEEES T 65%<10kb
- = 35%<5kb
> 2 T EET oL, ¥ * Points chauds
= L F T EsEEF=



Les résultats
Cartographie des variants structuraux constitutionnels

* 1000 genome project

Caractérisation des différents types de variants génotypiques par
NGS, dans difféerentes populations issues de la collection HapMap

185 génomes étudiés pour SVs

Nombre % nouveaux
Délétion 13 826 58%
Duplication 501 89%
Insertion élément mobile 5370 87%

Insertion nouvelle séquence 174 93%

Abecasis et al., Nature, 2010



Les résultats

Cartographie des variants structuraux somatiques

 Campbell et al., Nat Genet, 2008

Caractérisation de deux lignées de cancer du poumon :

variants constitutionnels et somatiques 8 me——

\\\® %

4 %

NCI-H2171 NCI-H1770 g g
: AN\ §

SVs (acquis) 81 22 "\ \ g

2 o

Del 2
Dup 11

= N O
o
%
&

Inv 2
Amplicon 44 19 -

Interchr 22 0 %

%, ¢
N P\
= '.\l';!‘\» -



Les résultats

Découverte de nouveaux remaniements et de leurs
meécanismes: chromothripsis et chromoanasynthesis

==m Deletion-typ
=== Tandem dup
= Tail-to-tail in

Head-to-hea
=== |nterchromo

 Remaniements tres complexes
 Evenement catastrophique unique

* Pulvérisation d’un chromosome suivi
de sa reconstitution

 (Cancers : tumeurs cérébrales et
osseuses

* DI/Malformations

* |Individus normaux

Stephens et al., Cell, 2011



Les résultats

Chromothripsis et chromoanasynthesis

e (Cassure double brin et NHEJ

parental
chromosome

genomic
fragments

reassembled
chromosome

double
minute

B clEieit o A

l induction of multiple clustered breaks

B ﬁ Q ":‘ o h
&

e

1 repair via end-joining pathways
B c il N

ﬂ unligated

genomic

+ segments

& o> (lost)

4

Chromothripsis

* Meécanisme réplicatif impliquant des
régions de micro-homologies (MMBIR)

collapsed fork

replicating

chromosome ‘ - c . G e ﬁf | 9% h

1 serial template switches

sister chromatid €, 5

i ; , ; a =

or homolog ‘1 ‘ c . Ee ff | 9% hﬁl

newly synthesized ‘ E‘ fe I[e I’f [ o h’i + c ‘

derivative
A A A A unduplicated
amplified segments segments (lost)

l

Chromoanasynthesis

Jones and Jallepalli, Dev Cell ,2012




Applications diaghostiques

Deépistage prénatal non-invasif des aneuploidies
feetales sur sang maternel

(Chiu et al., PNAS, 2008; Fan et al., PNAS, 2008)

— Séquenceur o
%] == | haut-débit
\
Eihaiion de Analyse bio-informatique
plasma maternel /(
C _____ ks chr 1 : 4686265 fragments T,
_______ chr12 Ch.r 2 . 5004352 fl’agments é nb fragments chr21
et = 5 = % chr2l = = otal de fragments
chr21: 783030 fragments
chr X: 2819610 fragments
Alignement sur le Comptage E::: u;gaeisr(i)an:ﬁ o/
génome de référence chromosomique iy -
chr21 a référence
=== ADN plasmatique d'origine maternelle , . . .
Détection trisomies 21, 13, 18

ADN plasmatique d’origine feetale



Applications diaghostiques

Remaniements chromosomiques apparemment
equilibres a phénotype anormal

* 6a9% des RCAE
- Déséquilibre cryptique (ACPA)

- Interruption de gene Pathologie du point de
- Effet de position cassure

- Association fortuite

 Whole genome sequencing : 1eres séries entre 2008-2012
- Complexité supérieure /caryotype : 19% des patients
- Interruption de gene : 80% des patients

Talkowski et al., Cell, 2012; Chiang et al., Nat Genet, 2012



Remaniements chromosomiques apparemment
equilibrés a phénotype anormal : projet ANI

RCAE
DI/MC
CGH-array normale
u
Inclusion » 48/55
l « 136 points de cassure en NGS
séquencage haut-débit =) 33 (de 2 a 23 points de cassure)
contre 70 points de cassure au
Analyse bio-informatique : » 28 Ca ryOtype

Intervalle des points de cassure

* 4 chromothripsis

A\ 4

Diagnostic =) 10 (35%)

T

Interruption de genes : 7 Effet de position: 3

KANSL1, SPRED]1,
MBD5 (x2), FOXP1,
MEIS2, et DMD

MEF2C (x2)
DLX5

Au 1" septembre 2016



Applications diaghostiques
Whole genome sequencing : analyse unique?

e WAGS de 50 trios atteints de DI sévere
Recherche de SNVs et SVs
84 mutations de novo dans les séquences codantes
8 CNVs de novo, non vus en ACPA

b
TEMLES
eI i I T T —— chrd
S B e e e e B B e M s S o] o 9
IQSECS P TENMZ 7 IOSECE2

fem. 3-18) {ax. 22-27)  fem 1-3

Ex : Interruption du gene IQSEC2 par une insertion de 62kb du gene TENM3

Gilissen et al., Nature, 2014



Applications diaghostiques
Whole genome sequencing : analyse unique?

e WGS de 50 trios atteint de DI sévere

21 diagnostics posés : 13 SNVs(AD), 1 SNV (AR), 7 CNVs
|dentification de 8 genes candidats

Conclusive cause No cause
129% 27% 42%
- % B
/ Y \
— \
— | i
_— -.-J/r
Array WES WGS
n=1489 n =100 =50

Gilissen et al., Nature, 2014



Whole genome sequencing : analyse unique?

 Etude de faisabilité du transfert en diagnostic de
la technique de WGS

6 patients avec diagnostic connu 6 patients sans diagnostic
Statut Diagnostics réalisés
Pl Mutation classique >/8 e 2 patients : diagnostic réalisé
b9 Mutation dans un exon difficile a 4/8
séquencer en Sanger e 2 patients : gene candidat
P3  Mutation intronique profonde 0/7
P4 CNV a type de gain de grande 2/7
taille
pc CNV a type de perte de petite 6/8
taille
PG I?ert]a?nle,zment chromosomique 3/7
équilibre
i

¥

AnDDI-Rares



http://www.cng.fr/index.html

Perspectives

Vers une interprétation globale du génome?
* Application du haut-débit a

* La méthylation de ’ADN : MedIP seq

* Les interactions ADN-protéines : Chip-Seq

* Les modifications des histones : ChlP-seq

* Les interactions intra-chromatine : capture de
conformation (4C, HiC et dérivés)

Diehl et Boyle, TrendsGenet, 2016



Vers une interprétation globale du génome?

 Exemple : r6le des TADs en pathologie

A TAD structure
N .3 ., HiC (hESC)
/?LHIK.WN:“.’..?..-...--..'-’.' ....... s & T, \'\_.--f-’:ﬁ
Cen __gsupaes-a- e -8 g tol
:",4(."\\1 76 IHH EPHA4 ) |
B |
— G- . Deletion B1
T P T — ) Deletlon B2
— R ———— petetuon B3
c ! ' F-syndrome
| .+~~~ Inversion F1 ----, :
e 2 — g
WWNTE :
! e 3 PR
. Duplication F2 b F :
D . Duplication P1 +  Polydactyly
QR T ST - ;
rae-a-s T
v JHH \
B - - ] —- H"
: Dbfdeleuon

Lupianez et al, Cell, 2016



Conclusion

Le whole genome sequencing

e Détection des remaniements de structure équilibrés
et déséquilibrés

e Variations tres nombreuses et souvent de petite
taille

e Complémentarité des approches

e Applications diagnostiques : France Médecine
Génomique 2025

* |Intégration de I'ensemble des données haut-débit
dans l'interprétation du génome
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