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Flux CGH-array

Fragmentation Marquage Fluo

* De ’ADN a I'analyse : 3-4 jours de temps technique

marquage

Points forts

Robuste
e Jusqgu’a 24 échantillons en parallele (multiple de 8) Logiciels
* Matériel spécifique : Visualisation
* Four a hybridation : suivi métrologique compliqué 20 ans de recul

e 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



Changement technique ?

* Maintenir résolution

* Détection mosaique

* Equipements déja disponibles
* Internalisation bioinformatique
* Maitrise temps technique

* Colit

* DPN :400ng ADN max

 DPN : délai technique court

Shallow-Genome Sequencing




GENOME SEQUENCING « 30X »  Maintenir résolution
Détection mosaique
Equipements déja disponibles
Internalisation bioinformatique
e s = Quantité dADN max : 400ng

EonEeT e e |~ Maitrise temps technique
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Shallow genome sequencing ?
KEZAKO

= DPNI VeriSeq® lllumina

Performances attendues « bonnes » car ADNIlc = mosaique

. ILMN VeriSeq :

« Routine » cytogénétique




Shallow genome sequencing
In the sha-ha-sha-ha-ha-low

= low-pass genome sequencing In the sha-sha-la-la-low

In the sha-ha-sha-ha-ha-low
e're far from the shallow now.

e Séquencer moins profond

* Pipelines dédiés pour rechercher des variations entre
différentes fenétres du génome

Ghent B | ILMN PCR-free 2*100 10-50M 15-50kb
Gosselies B | NextFlex Bioo 2*100 20M 15 kb Mix DPNI+shallow
Anvers i 6-18M

Montreal [ ILMN PCR-free Génome 8x

Shallow-Genome Sequencing



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

0 — Pré requis

300 ng mini ADN dans 25uL RSB N
Dosage Qubit BR a9 U BT =
1 - Fragmentation ADN par transposase = tagmentation st T
Fragmentation par transposase couplée aux adaptateurs / saturation des billes v Tagmentaton

https://emea.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-prep/tagmentation.html

2 — Purification C
On ne garde que les fragments fixés aux billes

DNA-BLT Complex

3 — Ligation des index

Index pour identifier le patient + adaptateurs p5 et p7 attachement a la flow cell

4 — Double purification
On ne garde que les fragments utiles (taille correcte et adaptateurs de chaque c6té)

5—Pool

Melange vol/vol car autonormalisation

. Index2 Rd1 SP Rd2 SP Index1 p7
Dosage Qubit ssDNA

6 — Séquencage




Expérience lyonnaise

e Objectif principal : DPN
e 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 colts de fonctionnement pour permettre investissement

Shallow-Genome Sequencing



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 a partir de 300ng

e Sequencage : 2x150 — 16 échantillons sur NS500 HighOutput

e Maximaliste

e Bioinformatique : WISECONDORX
* Expérience lointaine DPNI

Raman, Lennart et al. “WisecondorX: improved copy number
detection for routine shallow whole-genome sequencing.” Shallow-Genome Sequencing 10
Nucleic acids research vol. 47,4 (2019): 1605-1614.



Lyon : CNV testés

12 26 32

* CNV récurrents : 15q11.2, 15913.3, 16p13.1, 16p11.2, 22g11.2

* Anneau de I’X en mosaique a 40%

/\ BYERLTE

délétion(s)
homozygote(s)

* Trisomie 8 en mosaique a 15% ; a 27%

* Trisomie 15 en mosaique a 9%
* Trisomie 14 en mosaique a 10% + XXY en mosaique a 8%
e Délétion 13qgter en mosaique a 20% (81Mb)

Shallow-Genome Sequencing 11



Lyon : signal brut = .bam

Human (GRCh38/hg38) ~ | chril

< |chr11:90,056,088-00,066,264 Go Bt « » @& [ = 10 | g =
Ll
[ ||
pis.4 pis3 pis.d pi4.3 pid.d pi3 pi2 piiz  pll.iz qli1 qi2a qizz  qisd qi3.3 qi3.4  qi3.s qi4.1 4z qi4.3 [F4) 022.1 122.3 q23.1 0233 0241 242 q243 25
- 10 kb -
90 058 kb 80 060 kb 80 062 kb 90 064 kb 90 066 kb
I I | I I I N
p-10m "
SWG-199_S523.bam Coverage
=l - - = malle o T = & - = = == - Ak = o= = ssssss = - ol B onh um mm - = - - - =
' 1
SWG-1989_523.bam
p-10m
SWE-183_57.bam Coverage
e ek .. am  mm - = e - - - = = hssm = - e = = = = . . . [ § . - R - - -
o | | o | ——1 H — — —1 — —i 51— —1 — — —
— — — — H 1i—a 51— — — |
| o | — —
SWG-183_57 .bam H

* Profondeur moyenne = 0,2x =2 1Go [vs 0,65Go .tiff CGH-array]
* Environ 30 paires de reads par bin de 10kb

Shallow-Genome Sequencing 12
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Lyon : premiers résultats

OBSERVATIONS NOUVEAUX TESTS
A 35 bp
Référence :
= Temps de calcula 150 bp: 756 combinaisons de parametres testees :
>3 jours vs 50 bp : < 6h = Nombre de reads
= Beaucoup de ressources Sans downsampling
necessaires iM 2M 5M 10M 20M
= Méme résultats a 35 bp = Taille de bins
=> 35 bp valide (temps + cout) 5kb 10kb 15kb 25kb 50kb 100kb
= /Zscore

0,5a 20

Shallow-Genome Sequencing 14



HOSPICES CIVILS
DE LYON

Lyon : premiers résultats HCL
Faux négatifs : 1/70 !

b
IGV no3s ‘cnr22:13,86?,31?—50,818,468 Q, 36 mb (Seled Tracks ) (_Crosshairs ) (_Center Line ) ({EEAEID @ @
C [ —=aEm I I N 00 02 || )

) 20 II‘nl} ) 30 II'l'll} . 40 II'ﬂl:} ) 50 II‘nl}
6.5
SWG-82 52 . . - " - ) . .
— - -‘-L“_;_\_-.". el - r-'..‘ S -~ . CN———— T o e A e v o -y en. et LN LA ) P AL PR AN X b e — S — _\.'_ o —
. R ar iy S s = PRl TR T R T T e R T - P e ey T R S T T Y s ", N e — o e
a5 ., KRN - . - R A R g e - Cady . L, el T ST ol S

SWG-82 52 aberrations.bed

25 _ .
:| SWG—32' .32_ B Py
Lars T

R R e
2 ue At
- .

2.4

[SWG-82 52 aberrations.bed |

* Del 22qgter : 127kb en ACPA

Shallow-Genome Sequencing 15



Lyon : nouveaux tests

* 96 échantillons DPN consécutifs de 2024
= test en situation « réelle »

* 5/96 < 10M de reads =» a 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
(centromeres, dispersion télomérique)

=» Un CNV classe 2 de 110kb détecté mais filtré.

Shallow-Genome Sequencing 16



HCL

HOSPICES CIVILS
DELYON

Bornage CNVs

512 _[IEREN I

‘chr19(q12)| 19p13.3 [ ] 19p13.11 | 3B
Scale 100 kb | hg38
chr1g: 29.500,000| 29,550,000| 29,600,000 29,650,000 29,700,000|

29,450,000
My Custom Track
shatov |
AceA I

210 kb vs 147kb
| Micro|array Probesets and OGM sites

tiSure Cyto CGH 8x60

19q12 q13.33 -q13.42-‘

‘chr19 (p13.11)[  19p133 [ ] 19d13.11 IEESE
Scale 100 kb | hg38
| chri9: 17,650,000 17,700,000 17,750,000 17,800,000
My Custom Track
80 kb vs 38kb  shallow
| ACPA
Microarray Probeséts and OGM sites
. = *
atiSure Cyto CGH 8x60 . | % *, || || | | | |
: . %
133 T TIERE ﬁ q‘ﬁn |‘9 T qt3al | Q1333 BEC R
n “ v“
—[ : “ p
= u : 3 Y 3
Gene View ( chr19:17669296-17956761, Size=287 Kb | n S S @ v Ix
1?.7:' Mb 1?.?I5 Mb 1?.8I Mb : “ 1?.8:’1 Mb “ 1?.?Mb 1?.9l5 Mb
[ . "
24 - A +
: “ ‘0
11 - . % ”’
20 * : . : & '3 .
8 -0.711
1
COLGALT1 UNC13A MAP1S FCHO1 B3GNT3 INSL3 JAK3
] 24 CGH prohe(s) displayed (all records) Interval(s) in region (all records): AMP=1, GAIN=0, DEL=1, LOS53=0




Lyon : ce qu’il reste a faire

* Mosaique in silico : limite de détection
 Validation de méthode standard : reproductibilité, inter-opérateurs,...

* Extension de la base de référence n=? 200 ?
e Ajustement visualisation
* Annotation et base de données CNV prospective

* Tests DRAGEN v4.x

* Appel d’offre réactifs en cours
* Formation techniciens

Shallow-Genome Sequencing 18



Expérience rouennaise CHY

 Objectif principal : DPN et postnatal => 1 run hebdomadaire
imperatif

* 16-20 echantillons par semaine
 Plateforme de CGH vielllissante

* Opportunité locale :
« Bonne expérience du DPNI whole genome
* Bascule Nextseq > Novaseq => forte diminution des codts de
séguencage
« Créneaux novaseq disponibles, runs partages

- Augmentation de l'activite urgente (exome anténatal, somatique, onco
théranostique)

Shallow-Genome Sequencing 19



Rouen : choix techniques NURMAND@

» Préparation de librairie : ILMN PCR-free
« Conseillé par lllumina

« Similaire au DPNI
* Input : = 300 ng pour autonormalisation

« Sequencage . Novaseq 6000
* Flowcell SP : utilisation d’'1 ou 2 lanes (16 ou 32 échantillons)
« Objectif : utilisation de la 2¢ lane pour exome ou somatique
— PE 2x150pb (NB : DPNI = PE 2x36pb)

 Bioinformatique
« Serveur DRAGEN v4.3
« WISECONDORX

Shallow-Genome Sequencing 20



Bioinformatique :

KESAKO DRAGEN ?

« DRAGEN Demultiplexing

* DRAGEN ORA Compression
* DRAGEN Map + Align

« DRAGEN Germline
 DRAGEN Somatic

Intéréts de DRAGEN

Architecture

FPGA dédiée au traitement génomique

Modalités d'implémentation DRAGEN

@ Cloud

Serveur local

DRAGEN

DNA Mapping

Read Trimming

DRAGEN FASTQC

Sorting and Duplicate Marking

Small Variant Calling

Copy Number Variant Calling

Performance

Réduction des temps d'analyse

Repeat Expansion Detection

Targeted Caller
Structural Variant Calling
VNTR Calling

Population Genotyping

Filter Duplicate Variants

Ploidy Calling

Multi Caller

QC Metrics Reporting
JSON Metrics Reporting
HLA Typing

Biomarkers

Facilité d'usage

Paramétrage minimal

CHY

ROUEN NORMANDIE

Downsampling

Unigue Molecular Identifiers
Indel Re-aligner (Beta)

Star Allele Caller

High Coverage Analysis
CheckFingerprint

Population Haplotyping (Beta)

DUX4 Rearrangement Caller

g Embarqué sur séquenceur

Déploiement on-premises, contrdle total, données en interne

Elasticité des ressources, collaboration facilitée, maintenance réduite

Shallow-Genome Sequencing

Intégration directe, flux automatisé des données NGS vers analyses
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Bioinformatique :

DRAGEN

DRAGEN v4.3 - Analyse des CNV :

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 reférence (PoN)

FASTQ/BAM/CRAM Target Counts

§ - B

Alignement

Parametres clés

® WGS : Profondeur — Résolution

--cnv-interval-width

--cnv-filter-length :
--cnv-segment-max-gap :

--cnv-merge-distance

CHY'

ROUEN NORMANDIE

Valeurs conseillées
>30X — 1 kb

10x — 5 kb

5X — 10 kb
1IX—>?

200 Kb

200 Kb

1 500 Kb

Normalisation (Self ou PoN)

& il

(GC bias corr.)

22
Segmentation/Calls



_ 7
Rouen : premiers tests CHU

Données Objectifs
. 76 échantillons . Parameétrage de Dragen
. 16 anomalies . Estimation de la résolution
. 60 normaux => Reférence . Outils de visualisation
. 20M paires de reads . Durée du traitement des données

* 3 Aneuploidies et grands CNVs
* 5 CNV de taille intermédiaire, PIEV : 217Kb a 2,57Mb
» 8 petites délétions et duplications :
Taille décroissante de 500 a 50Kb (500, 200, 100 et 50 Kb)

1 délétion, 1 duplication par taille

Shallow-Genome Sequencing 23
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Rouen : premiers résultats CHU

* DRAGEN v4.3

 Utilisation d’une référence indispensable : 70 CNV vs 16 CNV
* Optimisation des parametres DRAGEN

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

=> Détection des 16 CNV d’intérét

* Renseignement du sexe patient nécessaire pour I'analyse des gonosomes
* Génération de fichiers gff ou xml pour visualisation des CNV dans IGV

* Temps de traitement DRAGEN : ~ 1 min par patient

Shallow-Genome Sequencing 24
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Rouen : premiers résultats ClN'ORlMANDIE

Concordance
47 ,XXY
Grands CNV 46,X,rec(X)inv(X)(p11.23g21.1) => del (X)(pterp11.23) 47Mb + dup(X)(g21.1qgter) 78Mb v
46,XX,der(17)t(14;17)(q32.1;p13.3)dpat => dup(14)(gq32.1gter) 14 Mb + del(17)(p13.3) 1,2 Mb
Dup 22q11.2 de 2,5Mb
Del15913.3 de 1,5 Mb
Del 16p11.2 proximale de 547 Kb

Del 16p11.2 distale de 186 Kb

Del 15915.3 de 500 Kb Dup 8924.3 de 502 Kb
_ Del 16g22.2 de 200 Kb Dup 13g12.13 de 200 Kb
Petits CNV v
Del 22g12.1 de 101 Kb Dup 17p11.2 de 101 Kb

Del 9921.13 de 50 Kb Dup 8q11.21 de 51 Kb
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Rouen : premiers résultats CHU

ROUEN NORMANDIE
Visualisation IGV

GV - a8 x
Eile Genomes View Tracks Regions Tools Help
Human (GRCh37/hg19) |v chrX ‘v chrX:37,875,961-37,887,211 co Tt « @ [ = 2 | S RUARRRARRNARAN! [NARNANES]
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Rouen : premiers résultats

Visualisation IGV

CHUY

ROUEN NORMANDIE

Human (537) v x v |x o B 4 » O A | I
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Rouen : suite des tests CHu

* Intégration AnnotSV

* Test in silico

* Performances pour les CNV en mosaique

* Downsampling des données patients et référence pour simuler une mosaique :
50% => 10%
 DRAGEN : pas de détection des CNV en mosaique
* Test de DRAGEN 4.4
=> ajout d’un pipeline basé sur la BAF : pas d’intérét en shallow genome
=> version 4.5 optimisée Shallow Genome a venir
* Ajout de WisecondorX (ciblage des CNV >10 Mn en mosaique)

Shallow-Genome Sequencing 28



Rouen : suite des tests

Caryotype / CGH / DPNI
CNV Size (kb) 50,00 % 40,00 %
GRANDS CNV

47 XXY Trouvé  Trouvé
46,X,rec(X)inv(X)(p11.23921.1)

Dup Xg21.1 78268  Trouvé  Trouvé

Del Xp11.23 47679  Trouvé  Trouvé
46,XX,der(17)t(14;17)(q32.1;p13.3)dpat

Del 17p13.3 1240 Trouve X

Dup 14932.1 17 549 Trouvé Trouvé

PIEV
Dup 22g11.21 2 569 X X
Del 15q15.3 1 566 Trouvé  Trouvé
Del 1g21.1 1317 Trouvé  Trouvé
Del 16p11.2 proximale 545 Trouvé X
Del 16p11.2 distale 217 X X
PETITS CNV

Del 15915.3 500 Trouvé  Trouvé
Dup 8g24.3 502 X X
Del 16922.2 200 Trouvé  Trouvé
Dup 13g12.13 200 X X
Del 22911.23 101 X X
Dup 17p11.2 101 X X
Del 9921.13 50 X X
Dup 8g11.21 51 X X

Mosaicisme
30,00 %

Trouvé

Trouvé
Trouvé

X
X

X
Trouvé
Trouvé

X

X

Trouvé

X X X X X X X

20,00 %

Trouvé

Trouvé
Trouvé

Trouvé

X X X X X X X

10,00 %

Trouvé

Trouvé
Trouvé

X X

X X X X X

XX X X X X X X

Shallow-Genome Sequencing

CHY'

ROUEN NORMANDIE

Analyse WisecondorX

Excellente sensibilité pour les grands CNV

Meilleure sensibilité pour les délétions
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. : CHY
Rouen : et dapres ROUEN NORMANDIE
* 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

8 Microarray

8.1 Introduction

Chromosomal microarray is 8 genome-wide investigation for the detection of copy number change. In platforms that are supplemented with single nucleotide polymorphism (SMP) probes, zygosity and some forms of ploidy can be determined. Mast
microarray platforms cover only nonrepetitive regions. As such, the acrocentric shart arms, centromeric and telomeric regions, and regions of heterochromatin are not detected by microarray.

Positional structural chromosome information is not provided by this technology and elucidation of the nature of the underlying rearrangement by alternative methods such as conventional karyotype or FISH may be required.

I. The descriptive narrative, or interpretive comment in the repart must indicate the platform used and the resolution. For targeted microarray analysis, see » Chapter 10

‘ m. If shallow genome sequencing is undertaken, the term s5eq is used instead of arr.

n. Some of the ISCN examples in this chapter do not represent observed data but are provided to demonstrate the nomenclature principles.

 Facturation : ACPA
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Conclusions

Fragmentation Marquage Fluo Purification vl Hybridation Lavage “
marquage
- m

* Performances au moins équivalentes sur les CNVs homogenes

ILMN PCR
Free prep

* Technique « simple »

* Flux en partie commun avec les autres tests NGS
* Préparer les laboratoires au génome DPN
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