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Flux CGH-array

• De l’ADN à l’analyse : 3-4 jours de temps technique

• Jusqu’à 24 échantillons en parallèle (multiple de 8)

• Matériel spécifique : 
• Four à hybridation : suivi métrologique compliqué

• Caisson ozone : plus de maintenance et pas de remplacement

• Scanner CGH-array : seul usage

• Logiciels fournisseurs : 
• Analyse secondaire sur place : 1 an pour réaliser une montée de version par la DSN lyonnaise

• Analyse tertiaire / bases de données cloud : interruption de service en septembre 2025

Shallow-Genome Sequencing 2

Fragmentation Marquage Fluo Purification
Vérification 
marquage

Hybridation Lavage Scan Analyse

Points forts

Robuste

Logiciels

Visualisation

20 ans de recul



Changement technique ?

• Maintenir résolution

• Détection mosaïque

• Equipements déjà disponibles

• Internalisation bioinformatique

• Maîtrise temps technique

• Coût

• DPN : 400ng ADN max

• DPN : délai technique court
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4GENOME SEQUENCING « 30X » ● Maintenir résolution

● Détection mosaïque

● Equipements déjà disponibles

● Internalisation bioinformatique

● Quantité d’ADN max : 400ng

● Maîtrise temps technique

● Coût
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● = DPNI VeriSeq® Illumina

● Performances attendues « bonnes » car ADNlc = mosaïque

● Rendu en 1 jour

● « Routine » cytogénétique 

6Shallow genome sequencing ?
KEZAKO

ILMN VeriSeq 
extraction+prep

Séquençage Analyse



Shallow genome sequencing
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• Séquencer moins profond

• Pipelines dédiés pour rechercher des variations entre 
différentes fenêtres du génome

= low-pass genome sequencing

Library Read length Nb of reads Binsize

Ghent ILMN PCR-free 2*100 10-50M 15-50kb

Gosselies NextFlex Bioo 2*100 20M 15 kb Mix DPNI+shallow

Anvers 6-18M

Montreal ILMN PCR-free Génome 8x



Fragmentation par transposase couplée aux adaptateurs / saturation des billes
https://emea.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-prep/tagmentation.html

DNA PCR Free kit, Illumina : préparation des librairies pour shallow sequencing

1 - Fragmentation ADN par transposase = tagmentation

2 – Purification
On ne garde que les fragments fixés aux billes

3 – Ligation des index 
Index pour identifier le patient + adaptateurs p5 et p7 attachement à la flow cell

4 – Double purification
On ne garde que les fragments utiles (taille correcte et adaptateurs de chaque côté)

0 – Pré requis 
300 ng mini ADN dans 25µL RSB
Dosage Qubit BR

5 – Pool
Melange vol/vol car autonormalisation
Dosage Qubit ssDNA

6 – Séquençage



Expérience lyonnaise

• Objectif principal : DPN

• 16-24 échantillons par semaine.

• ADN extraits en semaine 0 – résultats rendus le jeudi de la semaine 1

• Contraintes locales :
• Plateforme NGS partagé = réduire le temps d’occupation séquenceur

• Réduire les coûts de fonctionnement pour permettre investissement

Shallow-Genome Sequencing 9



Lyon : choix techniques
• Préparation librairie : ILMN PCR-free

• Utilisé par les centres belges

• Utilisé par Auragen [proximité – échanges techniques]

• Automatisable – 2h30 /24 échantillons

• Tagmentation sans dosage pour normaliser à partir de 300ng

• Séquençage : 2x150 – 16 échantillons sur NS500 HighOutput
• Maximaliste

• Bioinformatique : WISECONDORX 
• Expérience lointaine DPNI
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Raman, Lennart et al. “WisecondorX: improved copy number 
detection for routine shallow whole-genome sequencing.”
Nucleic acids research vol. 47,4 (2019): 1605-1614. 



Lyon : CNV testés

• CNV récurrents : 15q11.2, 15q13.3, 16p13.1, 16p11.2, 22q11.2

• Anneau de l’X en mosaïque à 40%

• Trisomie 8 en mosaïque à 15% ; à 27%

• Trisomie 15 en mosaïque à 9%

• Trisomie 14 en mosaïque à 10% + XXY en mosaïque à 8%

• Délétion 13qter en mosaïque à 20% (81Mb)
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CNV < 200 kb 200kb < CNV < 1Mb CNV > 1Mb

12 26 32

Manque 
délétion(s) 

homozygote(s)



Image bam

• Profondeur moyenne ≈ 0,2x ➔ 1Go [vs 0,65Go .tiff CGH-array]

• Environ 30 paires de reads par bin de 10kb
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Lyon : signal brut = .bam
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Lyon : premiers résultats
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756 combinaisons de paramètres testées :
▪ Nombre de reads 

▪ Sans downsampling
▪ 1M  2M  5M  10M  20M   

▪ Taille de bins 
▪ 5kb  10kb  15kb  25kb  50kb  100kb

▪ Zscore 
▪ 0,5 à 20

Référence : 
▪ Temps de calcul à 150 bp : 
> 3 jours vs 50 bp : < 6h 
▪ Beaucoup de ressources 

nécessaires
▪ Même résultats à 35 bp
➔ 35 bp validé (temps + coût)  

OBSERVATIONS NOUVEAUX TESTS
À 35 bp 



Lyon : premiers résultats
Faux négatifs : 1/70 !

• Del 22qter : 127kb en ACPA
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Lyon : nouveaux tests

• 96 échantillons DPN consécutifs de 2024

= test en situation « réelle »

• 5/96 < 10M de reads ➔ à invalider
➔Adaptation protocole : 350ng vs 300ng (seuil minimum ILMN pour éviter les 

normalisations)

• 1,6 CNV en moyenne [0-8] par analyse dont 0,3 jugé artefactuel 
(centromères, dispersion télomérique)

➔ Un CNV classe 2 de 110kb détecté mais filtré. 
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Bornage CNVs
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210 kb vs 147kb

80 kb vs 38kb



Lyon : ce qu’il reste à faire

• Mosaïque in silico : limite de détection

• Validation de méthode standard : reproductibilité, inter-opérateurs,…

• Extension de la base de référence n=? 200 ?

• Ajustement visualisation

• Annotation et base de données CNV prospective

• Tests DRAGEN v4.x

• Appel d’offre réactifs en cours

• Formation techniciens
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Expérience rouennaise

• Objectif principal : DPN et postnatal => 1 run hebdomadaire 
impératif

• 16-20 échantillons par semaine

• Plateforme de CGH vieillissante

• Opportunité locale : 
• Bonne expérience du DPNI whole genome
• Bascule Nextseq > Novaseq => forte diminution des coûts de 

séquençage
• Créneaux novaseq disponibles, runs partagés 
• Augmentation de l’activité urgente (exome anténatal, somatique, onco 

théranostique) 
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Rouen : choix techniques

• Préparation de librairie : ILMN PCR-free
• Conseillé par Illumina
• Similaire au DPNI
• Input : ≈ 300 ng pour autonormalisation

• Séquençage : Novaseq 6000
• Flowcell SP : utilisation d’1 ou 2 lanes (16 ou 32 échantillons)
• Objectif : utilisation de la 2e lane pour exome ou somatique
 PE 2x150pb (NB : DPNI = PE 2x36pb)

• Bioinformatique :
• Serveur DRAGEN v4.3
• WISECONDORX
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Bioinformatique :

• DRAGEN Demultiplexing

• DRAGEN ORA Compression

• DRAGEN Map + Align

• DRAGEN Germline

• DRAGEN Somatic

• DRAGEN Enrichment

• DRAGEN RNA

• DRAGEN Single Cell RNA

• DRAGEN Joint Genotyping (Population)

• DRAGEN Methylation

• DRAGEN Reference Builder

• DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA 

Analysis Software

• DRAGEN Imputation
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KESAKO DRAGEN ?

Intérêts de DRAGEN

Architecture

FPGA dédiée au traitement génomique

Performance

Réduction des temps d'analyse

Facilité d'usage

Paramétrage minimal

Modalités d'implémentation DRAGEN
Serveur local

Déploiement on-premises, contrôle total, données en interne

Cloud

Élasticité des ressources, collaboration facilitée, maintenance réduite

Embarqué sur séquenceur

Intégration directe, flux automatisé des données NGS vers analyses



Bioinformatique : 
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Principe

• Définition des zones mappables

• Alignement des reads

• Binning : découpage du génome en petits intervalles 

• Compte du nb de reads dans chaque intervalle

• Correction biais de GC

• Normalisation : 

• Auto-normalization (intra run)

• ou Panel de référence (PoN)

Paramètres clés

Valeurs conseillées 

≥30X → 1 kb 

10× → 5 kb 

5X → 10 kb

1X → ? 

200 Kb

200 Kb

1 500 Kb

WGS : Profondeur → Résolution

• --cnv-interval-width

• --cnv-filter-length : 

• --cnv-segment-max-gap  : 

• --cnv-merge-distance

FASTQ/BAM/CRAM

Alignement

Target Counts

(GC bias corr.)

Normalisation (Self ou PoN)

Segmentation/Calls

DRAGEN v4.3 - Analyse des CNV :



Rouen : premiers tests

Données

⚫ 76 échantillons

⚫ 16 anomalies

⚫ 60 normaux => Référence

⚫ 20M paires de reads

Objectifs

⚫ Paramétrage de Dragen

⚫ Estimation de la résolution 

⚫ Outils de visualisation

⚫ Durée du traitement des données
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• 3 Aneuploïdies et grands CNVs

• 5 CNV de taille intermédiaire, PIEV : 217Kb à 2,57Mb

• 8 petites délétions et duplications : 

Taille décroissante de 500 à 50Kb (500, 200, 100 et 50 Kb)

1 délétion, 1 duplication par taille



Rouen : premiers résultats

• DRAGEN v4.3
• Utilisation d’une référence indispensable :  70 CNV vs 16 CNV
• Optimisation des paramètres DRAGEN

=> Détection des 16 CNV d’intérêt
• Renseignement du sexe patient nécessaire pour l’analyse des gonosomes
• Génération de fichiers gff ou xml pour visualisation des CNV dans IGV
• Temps de traitement DRAGEN :  1 min par patient
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initiaux retenus

-cnv-interval-width : 50 000 10 000

-cnv-filter-length : 200 000 30 000

-cnv-segment-max-gap  : 200 000 

-cnv-merge-distance : 1 500 000



Concordance

Grands CNV

47,XXY

✓46,X,rec(X)inv(X)(p11.23q21.1) => del (X)(pterp11.23) 47Mb + dup(X)(q21.1qter) 78Mb

46,XX,der(17)t(14;17)(q32.1;p13.3)dpat => dup(14)(q32.1qter) 14 Mb + del(17)(p13.3) 1,2 Mb

PIEV, CNV 

intermédiaires

Dup 22q11.2 de 2,5Mb

✓

Del15q13.3 de 1,5 Mb

Del 1q21 de 1,3 Mb

Del 16p11.2 proximale de 547 Kb

Del 16p11.2 distale de 186 Kb

Petits CNV

Del 15q15.3 de 500 Kb Dup 8q24.3 de 502 Kb

✓
Del 16q22.2 de 200 Kb Dup 13q12.13 de 200 Kb

Del 22q12.1 de 101 Kb Dup 17p11.2 de 101 Kb

Del 9q21.13 de 50 Kb Dup 8q11.21 de 51 Kb

Rouen : premiers résultats



Rouen : premiers résultats
Visualisation IGV

80 reads / 10 Kb

17 M paires reads / genome
33M reads uniques

del 16q22.2
200 Kb



Rouen : premiers résultats
Visualisation IGV

rec(X)inv(X)(p11.23q21.1)

dup 22q11.21 => 2,5 Mb

del 15q15.3  => 500 Kb

dup 17p11.2 => 100 Kb

del 9q21.1 => 50 Kb



Rouen : suite des tests

• Intégration AnnotSV

• Test in silico 
• Performances pour les CNV en mosaïque

• Downsampling des données patients et référence pour simuler une mosaïque : 
50% => 10%

• DRAGEN : pas de détection des CNV en mosaïque
• Test de DRAGEN 4.4 

=> ajout d’un pipeline basé sur la BAF : pas d’intérêt en shallow genome

=> version 4.5 optimisée Shallow Genome à venir

• Ajout de WisecondorX (ciblage des CNV >10 Mn en mosaïque)
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Caryotype / CGH / DPNI Mosaïcisme

CNV Size (kb) 50,00 % 40,00 % 30,00 % 20,00 % 10,00 %

GRANDS CNV
47,XXY Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé

46,X,rec(X)inv(X)(p11.23q21.1)

Dup Xq21.1 78 268 Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé

Del Xp11.23 47 679 Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé

46,XX,der(17)t(14;17)(q32.1;p13.3)dpat

Del 17p13.3 1 240    Trouvé X X X X 

Dup 14q32.1 17 549 Trouvé Trouvé X X X 

PIEV
Dup 22q11.21 2 569 X X X X X 

Del 15q15.3 1 566 Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé X

Del 1q21.1 1 317 Trouvé Trouvé Trouvé X X 

Del 16p11.2 proximale 545 Trouvé X X X X 

Del 16p11.2 distale 217 X X X X X 

PETITS CNV
Del 15q15.3 500 Trouvé Trouvé Trouvé Trouvé X

Dup 8q24.3 502 X X X X X 

Del 16q22.2 200 Trouvé Trouvé X X X 

Dup 13q12.13 200 X X X X X 

Del 22q11.23 101 X X X X X 

Dup 17p11.2 101 X X X X X 

Del 9q21.13 50 X X X X X 

Dup 8q11.21 51 X X X X X

Shallow-Genome Sequencing 29

Rouen : suite des tests

Analyse WisecondorX

Excellente sensibilité pour les grands CNV

Meilleure sensibilité pour les délétions



Rouen : et après

• Augmentation de la cohorte de CNV => 100 CNV

• Test de DRAGEN 4.5

• Intégration LIMS

• Optimisation des fichiers d’annotation
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Et pour rendre ?

• Nomenclature ISCN 2024

• Facturation : ACPA
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Conclusions

• Technique « simple »

• Performances au moins équivalentes sur les CNVs homogènes

• Flux en partie commun avec les autres tests NGS

• Préparer les laboratoires au génome DPN
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