Optical Genomic Mapping
(OGM): mise en place et
applications

Cartographie optique du génome par Bionano™
Laurene Gérard, Ingénieur Hospitalier
Biogénopole, plateforme de Médecine Moléculaire et GEnomique de Marseille (M2GM), AP-HM Timone

A l'occasion de I'ATC (Association des Techniciens en Cytogénétique)
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Principe de 'OGM

Extraction de I'ADN

* Repose sur le marquage direct de tres longues molécules
d’ADN a l'aide d’une enzyme (DLE-1). Un fluorochrome (DL- B
Green) est fixé sur des motifs spécifiques et répétés de ’ADN
reconnus par cette enzyme. LADN ainsi marqué par des points
fluorescents, a la maniere d’un code-barres, permet de
générer des cartes optiques qui sont ensuite comparées a des
cartes de référence. Cette technique permet de détecter des
anomalies de nombre, des anomalies de variations du nombre
de copies (CNV), des variants structuraux.

ﬂ Marquage de I'ADN
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ﬂ Chargement de la puce et Acquisition

« L'OGM comprend quatre grandes étapes : I'extraction de
I’ADN, le marquage, le chargement et la migration sur puce,
puis I'analyse des résultats.

Conversion des images en carte optigue et
lancement de l'analyse EnFocus™ FSHD
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Mise en place

* Arrivée du systeme Stratys™ et formation fin novembre 2024

pionana - Capacité accrue : 12 puces en position standard et 3
puces en position urgente.

- Meilleure couverture du génome, permettant une
T sensibilité accrue pour la détection des variants rares.
_J

- Traitement et analyse des données plus rapides.



Mise en place

@ bionano

* Premiere formation avec I'ingénieur de Bionano
portant sur 'extraction de 'ADN, le marquage, le
chargement des puces, ainsi qu’une initiation au —
logiciel Bionano Access. STRATYS g e

Core Chip Exp 2026-04-01
SN VAY7-TYOH-N6TP-TMGU

* Cette formation a permis d’identifier deux étapes
critiques du processus : la gestion du pré-analytique
et le chargement des puces.




Mise en place

Autres points critiques identifiés :

L'extraction de 'ADN :
- Travailler a partir de 1,5 million de cellules.
- Maitriser les techniques de pipetage afin d’éviter la fragmentation de ’ADN.
- Savoir évaluer la viscosité de I'ADN extrait.

- Réaliser un dosage au Qubit : concentration attendue entre 45 et 120 ng/pL.
Une concentration satisfaisante ne garantit toutefois pas une bonne qualité de
I’ADN.

‘ Nécessité d’une bonne expertise du technicien.
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Mise en place
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Le marquage de I’ADN extrait :

Mélange de I’ADN visqueux avec le mélange réactionnel.

Dosage au Qubit : concentration attendue entre 4 et 16 ng/puL.

Une concentration satisfaisante d’ADN marqué ne garantit toutefois

pas une bonne qualité de 'ADN marqué.

‘ Nécessité d’'une bonne expertise du technicien.
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Mise en place

ETAPES DU PROTOCOLE

Aliquotage de Préparation du mélange
I'ADNg (750 ng) réactionnel de marguage

Incubation de I'ADNg avec
l'enzyme DLE-1 et le DL-Green
pendant 1 h a 37 °C

Incubation de la protéinase K
pendant 30 min a 50 °C

Elimination du DL-Green
pendant 1 h

Coloration et homogeneisation
pendant 30 min

Quantification et chargement de
I'échantillon sur la puce




Mise en place

Actions menées :

Amélioration du protocole de dilution des moelles osseuses hyperleucocytaires afin de mieux gérer la
viscosité de ’ADN et de réduire les échecs d’extraction.

. Adaptation du volume de prise d’essai pour le sang congelé.

Espacement des étapes d’extraction et de marquage.

Augmentation du temps de formation pour renforcer I'expertise technique des opérateurs.
. Ces mesures permettront une meilleure gestion de la viscosité des échantillons.

* Depuis juin 2025, ces adaptations ont réduit les échecs d’extraction, de marquage et de puces. Les échecs
restants sont principalement liés aux puces ou au pré-analytique.
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Access

bionano
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Flowcell

Project: FSHD
Sample: B2025-1609
1 Channel: Green 01
Enzyme: DLE-1
Reference: hg38_DLE1_Okb_Olabels_masked YPARs.cmap

Mise en place

For Run ID:
T7b1ec20-57c8-40fa-a877-7d1c4bbaddr0

Est Effective
Coverage
=150kbp

Avg Label
Density
per 100kbp

Avg N30
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Al runs for chip:
2GBZHSOHNGBPTMGU

Cumulative
DNA 2130kbp

Collected: 604 Gbp
Target: 600 Gbp
Percent: 100.63 %



Applications : diagnostic FSHD

La FSHD est une dystrophie musculaire héréditaire a transmission autosomique dominante qui affecte principalement les
muscles de la face, des épaules et des bras, mais peut également toucher les membres inférieurs. Il s'agit d'une maladie
évolutive et asymétrigue. La pénétrance est incompléete, avec |'existence de porteurs asymptomatiques, et I'expressivité

clinigue est variable.
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- Anomalie génétique localisée en 4q35-qter
- Séquence répétée D4Z4 de 3,3 kb

- Deux haplotypes : gA et gB

- Allele normal : > 11 unités D474

- Allele pathogéne (FSHD1) : 1 a 9 unités D4Z4 sur un
haplotype permissif 4gA

- Forte homologie avec la région subtélomérique 10qter

- Analyse spécifique par le pipeline FSHD Focus de Bionano.
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Experiment information

Sample name: B2025-4441 D4z4 4qA

Iniument seria mamber: STRATYS-C0010 seos 1 M0 L 1 T T ————— |

Chip 1D: XMENVBEHNTQYTMGU (Floweell 1)

Run ID: 29195f52-217d-41e7-5f4d-b26745834fd

Date of data collection: 2025-12-02 05:50:14 PM

Version of ICS software: ICS # Software Version:* 8"3#C ¢"3

Sample name: B2025-4441

Bionano EnFocus™ FSHD Analysis Report
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Overall sample quality mefrics

Inferred sex of sample: male

Assessment of molecule quality: PASS
Assessment of stable regions of the genome: PASS

Analysis information

Analysis performed: Bionano EnFocus™ FSHD Analysis

Job 1D: 18523

Job name: B2025-4441 - FSHD Analysis

Operator name: Génétigue Moléculaire

Date of analysis: 2025-12-03 21:33

ersion of assembly pipeline: Sclve3.8.2.1-release2_ Sohlvel 8.2.1-06-26-24-rel

Version of FSHD analysis pipeline: Bionano EnFocus™ FSHD Analysis 1.0 =l e L
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App||cat|OnS Cytogénéthue (pipeline Guided Assembly)

g3 Gerve| INRNININ 1) 0DV 0 AT 0 0 A A Y 000 O O O AT RN OO0 O 0

Copy number

go2nNREOONG®

!

Homozygous SV BB .. e e e

3
o |
=
P
Q
<
Heterozygous SV (AB
xS 1 18 2 3 5 ] 7 8

1
[
< 05 TR L
>

o

1 2 3 S (] 7 8 __

Whole Genome

Introduction

Principe OGM

10 11 12 13 14

Mise en place

15

16

17 18 18 20 21 22 X

8 9 10 1 12 13

Applications

Ideogram




Applications cytogéenétique constitutionnelle

Enquéte familiale, cas d’une translocation

— Résultat du caryotype : 46,XX,t(4;16)(q21.3;q24)

La cartographie optique a permis de préciser les points de cassure :

— Résultat OGM : t(4;16)(g21.3;924)(90,557,637~90,575,803;86,930,604~86,940,435)



Applications cytogéenetique constitutionnelle
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Applications cytogenétique somatique

Cas d'une rechute de LAL

Analyses réalisées au laboratoire :
Caryotype
Hybridation in situ en fluorescence (FISH) avec trois sondes : BCR::ABL1, KMT2A et TRB (TCRB)
OGM (Optical Genome Mapping, Bionano)
Résultat du caryotype :
46,XY,t(1;7)(p33;934),del(9)(921933)[17]/46,XY[3]
Présence d'une translocation t(1;7)(p33;934) associée a une délétion 9q dans 17 mitoses sur 20.
Résultats de la FISH :
Recherche du réarrangement/fusion BCR::ABL1 : négative.
Recherche d'un réarrangement de KMT2A (MLL) : négative.

Recherche d'un réarrangement de TRB (TCRB) : positive dans 16 mitoses sur 19 et dans 72 % des noyaux
interphasiques, en lien avec la translocation t(1;7) identifiée au caryotype.



Applications cytogénetique somatique
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Applications cytogenétique somatique
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Conclusion

Difficultés rencontrées

*Problemes de mise en place de la technologie.

*Depuis mars 2026, augmentation du nombre d'échecs sans cause clairement identifiée.
*Les puces Stratys restent suspectées par Bionano.

Intérét clinique
*Seule technologie disponible pour le diagnostic de la FSHD.
*Analyse simultanée des variations de structure, des CNV, et de l'impact sur les genes.

Limite

*Ne remplacera pas le caryotype.

*N’identifie pas les translocations robertsoniennes.

*Difficultés d’identification des événements impliquant les régions télomériques et centromériques.
*Ne détecte pas les variants nucléotidiques (SNV).
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Applications cytogénetique constitutionnelle
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Applications cytogenétique constitutionnelle
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Introduction

Plateforme M2GM (Médecine Moléculaire et Génomique de Marseille)

Cette plateforme regroupe plusieurs domaines de la génétique, notamment la
cytogénétique constitutionnelle, |a cytogénétique somatique et la biologie moléculaire.

La technigue de cartographie optique du génome (OGM) de Bionano a été mise en place
au sein de ces trois secteurs afin de répondre a différentes applications diagnostiques.
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I\/l i S e e n p ‘ a C e ETAPES DU PROTOCOLE

Aliquotage de Préparation du mélange
'ADNg (750 ng) réactionnel de marquage

* Le marquage de I’ADN extrait : Incubation de 'ADNg avec

l'enzyme DLE-1 el le DL-Green
pendant 1h & 37 °C

Incubation de la protéinase K
pendant 30 min a 50 °C

Elimination du DL-Green
pendant 1 h

Coloration et homogénéisation
pendant 30 min

Quantification et chargement de
I'échantillon sur la puce
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Applications

Application en cytogénétique constitutionnel :
- Diagnostique de la dystrophie facio-scapulo-

Translocation

Deletion

humeérale (FSHD) R

- Pré et Post natale : caractérisation de
remaniement complexe, identification des U

points de cassures de maniére précise (géne),

anomalies de nombre
Insertion -

Application en cytogénétique somatique :
- Dans le cadre des Leucémie lymphoide et A (E) aversien
myéloide aigue : caractérisation de remaniement A
complexe, identification des points de cassures e
de maniére précise (identification des genes

de fusions), anomalies de nombre




Applications cytogénétigue somatique

La leucémie aigué myéloide (LAM) et la leucémie aigué lymphoide (LAL) sont des cancers
du sang caractérisés par la prolifération rapide de cellules immatures anormales (les
blastes). Elles peuvent étre di a des remaniements de structures comme des
translocations pouvant créer des genes des fusions, des anomalies de nombre ou encore a
des événements survenant dans certains genes.



