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Présentation du laboratoire

Hopital Pitié-Salpétriére (Paris)
Centre de Génétique Molécualire

et Chromosomique : 10 unités
fonctionnelles

Partage des piéces techniques

* 6 Techniciennes

* 1 Biologiste temps plein et 1
Biologiste temps partiel

* 1 Bioinformaticien partagé

* 1Sécretaire partagée

Déficiences intellectuelles et
maladies du développement




Avant l’arrivée de ’Exome

e

U. F. Cytogénétique

* Caryotype et FISH en post natal pour lesquels partage des locaux
avec la CytoHématologie

+ Puces lllumina : PSL-TRS-JVR-RDB

* Entre 2009 et 2014 : Chute de 57% de notre activité Caryo-FISH
Augmentation de 57% de notre activité Puces

* Arrivée de ’Exome : 25 a 30% des patients avec Puces Neg
pouvaient avoir un diagnostic



Passage a ’'Exome

U. F. de Génomique du développement

Changement de nom
Moyens humains constant : Arrét des caryo/FISH
Transfert de I’activité a TRS enjuillet 2015

1°" test en avril 2014 : Exome clinique « Trusight One »

non

e

Déficience

intellectuelle

\ 4

Orientation

diagnostique

ACPA

Exome en trio : Enfant + parents

Puce/X-Fragile/panel ciblés : Neg © @
Prescription : Généticiens PSL/TRS Diagnostic

oui

Analyse ciblées

FISH, Sanger...

Diagnostic



Qu’est ce que le NGS?

=

* Next Generation Sequencing ou Séquencage de
nouvelle Génération

* Seéquencer en grandes quantités en un minimum de
temps grace séquenceur 2¢™M¢ génération

* Plusieurs techniques, kits et automates possibles

* 4 Grandes étapes . Librairie - Amplification -Séquencage — Analyse



Lo Techniques Testées |Ghg

* Trusight One * MedExome
-Kit Clé en main proposé par Illumina -Kit proposé par Roche
- 4800 génes soit 12Mb - Ttes régions codantes connues du génome soit 47Mb
-Tarif -Tarif
- 4 jours de manip + 2x16h d’hybridation - 2 jours de manip + 72h d’hybridation

- 36 échantillons/run, 1 run/semaine
- Design datant 2014

- 12 échantillons/run, 2 runs/semaine

» Trés vite obsoléte > Enroutine depuis Mai 2016

Décembre

Avril 2014 2015 Mai 2016



Préparation des ADN

* Dilution et fragmentatN-

Bioruptor
Fragmentation TapeStation
mécanique Vérification

Fragmentation
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« Fabrication » de lIa librairie

* Par capture : ligation, hyb

1 patient par puits Pool : 12 patients par tube
adaptateurs
- Sondes e — e
— biotynilées
— Ligation [ _1._] _:\. —
j::::::>—-b o — e
_—
% I — e Billes de
Hybrl d atl on Streptavidine
\ v 4
— e — ]
Capture
— Ty
C
fragmentation
Elution
— Librairie

o — Fragments a
Séquencer



MedExome

« Fabrication » de la librairie

* Etape 1 Ligation : End Repa
Fixation Adaptateur
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MedExome

« Fabrication » de la librairie

* Vé . is entre 200 et 450 pb grace 3 Futilisation au ration©ual
O

billes/Quantité d’ADN

Surnageant
Lavages et
ouT / séchage des
Incubation ouT Incubation Dans e bllles
Ligation e Acoroche | ) | sumageart
&bi"es

200
200 450 500

-Resuspension
-Incubation
-Aimant

Surnageant



MedExome

« Fabrication » de la librairie

* Amplification par PCR des fragments S R

Température Durée

45sec
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30sec 7 cycles

30sec

1 min . |

4°C LS

-Vérification sur TapeStation

-Dosage en Absorbance

Pool éguimolaire des 12 échantillons pour obtenir dans 1 seul
tube 1pg d’ADN




MedExome

« Fabrication » de la librairie

* Etape 2 HvbridatiCN‘

1Hg de Iibrairie HE Oligos

spécifique
+ COT DNA —/

+ Mix HE oligos Spécifique Index
+ HE oligos Universel

Concentration
v

\5’
+ Tampons d’hybridation P HE Oligos \

5 1 Uni |
Denaturation niverse

+ Sondes biotynilées des régions cibles [
Incubation . .




MedExome

« Fabrication » de la librairie

+ Etape 3 Capture

par les billes de Streptavidine
=
Capture & 100pL
Incubation 45’ | N 1 Billes de
a47°C Streptavidine
I
c
Surnageant Billes w
c

diapo illumina



MedExome

« Fabrication » de la librairie

\

« Amplification par PCR des fragments obtenu

Filename: LM PCR Post Capture EL 160818.01000
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-Vérification sur TapeStation
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Amplification de la librairie

e

* La librairie est ensuite amplifiée soit sur support solide dans le Séquenceur :

Flow Cell
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1 Cluster = 1 séquence




Séquencage

1e Cycle

Cycles suivants

» Séguence du Cluster A: TGCTAC



Séquencage
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[TIAAGTTCG

Séquenceur

AGTCGAAGTTCGC

Fichier .bcl FastQ BAM VCF




VCF Annotation

des variants

F|Ch|er Application du filtre

Transmission

'PLEKHM2
'ONAJBLL
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'SYNGAPL  V

0 Cardiomyopathy_.
0. . '
Intellectual_disabMental_retardal AD
0. A
0 Long_QT_syndron , 8
0 Azoospermia,lig Spermatogenic_AD
0 Azoospermia, Olig Spermatogenic_AD
0 Schizophrenia . o

0 Schizophrenia

0, '

0 Macrothrombocyt ,
Inflammatory_boy,
Inflammatory_bor.

Visualisation des BAM
Corrélation du phénotype

Diagnostic

chrd
chré
chré
chrg
chr1o
chrlo
chri2
chr12
chr17
chr19
chr19
chr19

16042729 C

A

186302396 GTGTGTGTG1G

33405946 G
155054975 A
103424363 A
120789612 T
120769630 A

91372041 76

91372043 A
36666286 T
16167427 C
49001840 T
49001849 T

A
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splice_regiol
splice_region
missense_vi
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splice_regio
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missense_vi
stop_gained
missense_vi
missense_vi

lowHTZ m
G0, lowHME GC
: AL
Gl,lowHTZ CT
GhLlowHTZ CC
DbP20 B
P20, lowHT: ci
DbP20 GO
DP20 TA
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P20, |owHT; AT
D20 lowHT: GE
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124

1125 ISCYO00334 | KIFLA Chr2{GRCh37):g.241715306C>T MM_001243008. 1:c. 920G=A
{120 15CY000333 | KIF1A Chr2(GRCh327):g.241715306C>T NM_001244008.1:¢.920G A
(127 150000335 | KIFLA Chr2{GRCh37):g.241715306C>T RO 0012008 1c 320624

{128 YOUUGDL ATPLAZ Chr19{GRCh37):g.42479820C>A MM_152296.4:¢.2224G>T
{123 15CY000604  ATPLAZ Chrl9{GRCh37):2.42479820C>A MM_152296.4:¢.2224G>T

130 I5CY000605  ATPLAZ  Chrl3(GRCh37):g 42479820C>A

131 15Ccvo005a3| apoB Chr2(GRCh37):g.21229160C>T

132 15CY000585| APOB Chr2(GRCh37):g.21229160C>T

133 15CY000584] __APOB Chr2{GRCh37):g.21229160C>T NM_000384,2:¢. 10580G >A

;13-1 140015911 FALITYH Chri{GRCh 37):g.45796891_45 Ta6893de| MMM_D01128425.1:¢.143 ?_lfl?.'!ldel

135
136
137

138
1139
140
141

142

14CY015910  MUTYH Chrl{GRCh37):g. 45796891 45796893del WM _001128425.1:¢.1437 1439del
14CY015912 s -2 45796891_45796893del MM 001128425.1:¢.1437 1439del

RG[GRCRIZ g 131913530 NM_D04830.3:¢.3469C-A
Chré{GRCh37):g.131913530G>T NIM_004830,3:¢. 3469C>A
140015732 MED23 Chro{GRCh37):g.131913530G>T MM_0D04830.3:. 3469 C=4



Vérification Sanger

* Design de primer \

* Polymerase Chain Reaction puis Réaction de Séquence

* Analyse de la sequence grace a Logiciel SeqScape v2.6

ln::smc:rz B 1 Exong

TCCGGAGTTGCTTCCCGATACTTLOC AR GGTCCTGAGCTATLC

—ccgagttgocttcco qJTatacttca Bl ggtcoctgagoctac

TCCGAGTTGCTTCCCGATACTTCA%GGTCCTGAGCTAC
“CCGEGAGTTGCTTCCCGATACTTC AR GETECCTGAGC TAC

mmﬁmﬂﬂ%ﬂf‘ﬂﬂmwﬂﬂm PtV AR e de i mtation

TCCGGAGTTGCTTCCCOCGATACTTCARBGGTCCTGEGAGECTATLC

M\AWM&WWWMMWMN

CCGAGTTGCTTCCCGATACTTCELE: GGGTCCTGAGCTATL
TCCGGAGTTGCTTCCCGATLACTTLC A GGGTCCTGAGCTALC

Uﬁlﬂf\/\ﬂmmmmﬂﬂmmmw Absence de la mutation

TCCGGAGTTGCTTCCCOCGATACTTCARBGGEGTCCTGEGAGCTALC

A AR AR A A A




Formations techniques : [llumina et Roche

* Entre techniciennes de I’équipe mais aussi du centre

* Initiation a la bioinformatique, Plateforme de
Bioinformatique de I'AP-HP

« Staff Clinico-Biologique




Ressenti des techniciennes face a ce

changement

T

Variabilité du nombre d’année d’expérience

* Techniciennes plus expérimentées : Nostalgie et Appréhension
+ Techniciennes novices : Normalité et Sérénité

* + = Acquisition nouvelles compétences, plus d’autonomie et moins d’aléa
techniques qu’en cytogénétique

* Bilan aprés 3 ans : a 'aise, sereine ... Aucun départ suite a la mise en place @



Augmentation du taux de diagnostic dans la ‘

» Puces : 10 a 15% de diagnostic
» MedExome : 44% des diagnostic

* Etude de 655 cas index : 286 diagnostics dans 190 génes
38% des génes ABS du kit TS1

*

*  Meilleur taux de diagnostic pour les trios

Taux
diagnostic

duos+solos trios+quartets total
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Cas clinique

Petit garcon ayant une Encéphalopathie épi
mouvements anormaux des les 1ers jours de vie
développement médiocre
PC Normal, IRM cérébrale normale
déces a 3,5 mois

Mére enceinte (20 SA)

Exome en trio en urgence
UGDH : impliquée dans la biosynthése des glycosaminoglycanes
p.Arg65* + p.Tyr367Cys (CADD : 29,4), htz composite. GhomAD : 0 hmz
Pas connu dans les bases de données

Cohorte de 9 patients (H Hengel, B Reversade)
Transmission AR. Phénotype : EE, DI sévére

DPN en 2016 puis DPN en 2018 avec 2 foetus non atteints
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Perspectives

Elargissement de notre recrt
Rares Déficience Intellectuelle

# CNV (Copy Number Variant) avec les données d’Exome
* Tester ’Exome proposé par TWIST Bioscience

+ Evaluation des Incidental findings (projets FIND - collaboration avec
Dijon, Laurence Faivre) — 100 patients

* Projet de recherche « Exome ACC » pour évaluer la faisabilité et
I’intérét de ’exome en prénatal chez les foetus avec agénésie du corps
calleux



Remerciements

Biologistes Techniciennes

Secrétaire Cadres

Bioinformaticien

Cliniciens

Thierry Billette
Sandra Chantot-Bastaraud
Jean-Pierre Siffroi

Damien Haye Aurélia Jacquette
Myrtille Spentchian

Anne Faudet

ICM Internes et Stagiaires
Yannick Marie Alinoé Lavillaureix
Emeline Mundwiller Thomas Courtin
Delphine Bouteiller Lise Larcher

Agnes Rastetter Leila Qebibo



