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Introduction

Les variants du nombre de copies (VNC) sont une
source majeure de diversité génétique chez I'humain’.
Cette classe de variation génomique se produit
lorsque le nombre de copies d'un gene ou d’'une région
génomique varie d'un individu a l'autre et comprend

de grandes duplications ou suppressions génomiques.
L'analyse des VNC peut aider les chercheurs a identifier
les variants associés aux caractéristiques complexes
ou a la susceptibilité aux maladies, telles que le cancer,
les maladies auto-immunes, les troubles génétiques
héréditaires et bien plus encore'*.

Par rapport a l'utilisation de puces a ADN pour

détecter des VNC, les méthodes de séquengage de
nouvelle génération (SNG) révelent plus de détails

sur les variations structurelles. En outre, le SNG peut
détecter certains variants < 50 kb que les puces a ADN
n‘arrivent pas a faire. lllumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment fait partie d’'une solution haute performance,
rapide et fiable de séquengage de I'exome humain
entier (WES, Whole-Exome Sequencing) qui génere des
librairies compatibles avec I'analyse des VNC par SNG.
Combinée aux systemes de séquencage et aux pipelines
d’analyse d’lllumina, cette trousse de préparation de
librairies peut étre utilisée pour détecter les variants
mononucléotidiques (SNV, Single Nucleotide Variant),
les petites insertions et suppressions (indels) et les VNC
structurels de grande taille.

Cette note d’application démontre un flux de travail
rationalisé de séquencage de I'exome pour analyser
des VNC germinaux, de la préparation des librairies aux
renseignements (figure 1). La solution de WES integre
lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment, le SNG
éprouveé d'lllumina et I'analyse secondaire trés précise
de DRAGEN™ pour l'identification des VNC.

Préparation des librairies >

Séquencgage

Les utilisateurs peuvent également utiliser la plateforme
de recherche et d’interprétation des variants Emedgene'™,
activée par l'intelligence artificielle explicable

(XAl, Explainable Artificial Intelligence). Le logiciel
Emedgene permet I'analyse des variants et I'obtention
de renseignements sur eux, la conservation et
I'automatisation de la procédure normale d’exploitation
(PNE) et comprend des options rationalisées pour la
génération de rapports de recherche.

Méthodes

Echantillons

Pour permettre la détection des VNC germinaux dans
I'exome, les utilisateurs doivent développer un fichier de
référence a partir d'un panel d’échantillons supposément
normaux a des fins de comparaison pendant I'analyse.
Ce panel de référence d’échantillons normaux est utilisé
pour normaliser le dénombrement de cibles et permet
une détection précise des VNC pendant I'évaluation

des échantillons pour analyse. Les échantillons du panel
de référence doivent étre préparés et séquencés dans
les mémes conditions que les échantillons pour analyse.

Pour créer le panel de référence, 54 échantillons

(Coriell Institute for Medical Research) sans VNC
pathogenes connus (tableau 1) ont été sélectionnés
pour représenter la diversité de la variation naturelle
entre les superpopulations humaines (basée sur le projet
1000 Genomes Project, tableau 2)°. Pour démontrer la
performance du flux de travail du WES pour la détection
des VNC, 17 échantillons contenant un VNC détecté
précédemment dans un géne ou une région d’'intérét ont
été utilisés dans une analyse avec le panel de référence.
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Figure 1: Flux de travail du WES complet pour I'appel des VNC : combinez lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment, les plateformes
de SNG d'lllumina, I'analyse rapide des données avec I'analyse secondaire DRAGEN et I'interprétation des variants avec le logiciel
Emedgene pour obtenir un flux de travail convivial et rationalisé pour un séquengage précis de I'exome afin d’interroger les VNC.
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Tableau 1: Identifiants d’échantillons du Coriell Institute inclus dans le panel de référence

HG00096 HG01393 HG01950 HG03006 NA10830 NA12877 NA18502 NA18970 NA21112
HG00190 HG01441 HG01985 HG03870 NA10831 NA12878 NA18508 NA19681 NA24143
HG00262 HG01551 HG01990 HG03882 NA10835 NA12889 NA18622 NA19720 NA24149
HG00626 HG01599 HG02013 HG03898 NA10838 NA12890 NA18637 NA20509 NA24631
HG00628 HG01896 HG02348 HG04090 NA10839 NA12891 NA18942 NA20875 NA24694
HG01392 HG01914 HG02521 HG04214 NA12249 NA12892 NA18957 NA21098 NA24695

Préparation des librairies

Les librairies de séquencage d’exomes ont été préparées
en double conformément au protocole lllumina

DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment (document

n° 1000000048041 v07) en utilisant 50 ng d’ADNg
provenant d'échantillons du Coriell Institute, sauf
indication contraire. Les ensembles A a D d'IDT for
lllumina DNA/RNA UD Indexes, Sets A-D, Tagmentation
(lumina, références n° 20027213, 20027214, 20042666
et 20042667) ont été utilisés pour permettre un indexage
unique de toutes les librairies préparées. Les librairies de
pré-enrichissement ont été regroupées par masse (cible
de 250 ng par échantillon) a 12 niveaux par groupement
et hybridées pendant la nuit a I'aide du Twist Bioscience
for lllumina Exome 2.5 Panel, disponible dans les
trousses Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment
Kit (lllumina, références n° 20077595 et 20077596).

Les librairies ont été préparées avec et sans panel de
contrdle Twist Bioscience for lllumina Mitochondrial
Panel (lllumina, référence n° 20093180). 'ajout du

panel mitochondrial de contréle a suivi la dilution au
1:100 décrite dans le guide de référence d'lllumina

DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment (document
n°1000000157112).

Séquengage

Les librairies enrichies ont été séquencées sur les
systémes NovaSeq™ 6000 et NextSeq*™ 2000 a

I'aide de réactifs de séquencgage par synthése (SBS,
Sequencing by Synthesis) standard et d’analyses a
lecture appariée de 150 pb. Les sorties de données les
plus élevées disponibles ont été utilisées pour obtenir
une profondeur de couverture élevée par échantillon

et permettre le sous-échantillonnage dans le cadre

de l'analyse. Les échantillons du panel de référence

et les échantillons pour analyse ont été séquencés a
l'aide de la trousse NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit v1.5
(300 cycles) (lllumina, référence n° 20028312) et des
réactifs NextSeq 2000 P3 Reagent (300 cycles) (lllumina,
référence n° 20040561). Les trousses de réactifs pour
NovaSeq 6000 System sont congues pour étre faciles
a utiliser grace a leurs trois cartouches prétes a I'emploi
préremplies avec tous les réactifs nécessaires.

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Tableau 2 : Résumé des attributs du panel de référence

Sexe Nbre d’échantillons
Masculin 27
Féminin 27

Superpopulation®

Européens (EUR) 18
Américains issus du métissage 8
(AMR)

Africains (AFR) 7
Asiatiques du Sud (SAS) 9
Asiatiques de I'Est (EAS) 12

Tableau 3 : Débit de séquencage et couverture sur
toutes les plateformes pour le panel de référence
et les échantillons de VNC

Echantillons  Couverture moyenne

Ptz par analyse par échantillon
NovaSeq 6000 System 72 ~ 540x%
NextSeq 2000 System 12 ~ 280x%

Le NextSeq 2000 System fournit une flexibilité au moyen
de multiples configurations de Flow Cell et offre une
analyse DRAGEN intégrée. Le nombre d’échantillons

par analyse et la couverture moyenne obtenue par
échantillon pour toutes les analyses sont indiqués dans
le tableau 3.
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Analyse des données

Lapplication DRAGEN Baseline Builder App v4.2,
accessible dans BaseSpace™ Sequence Hub, a été
utilisée pour créer les fichiers de dénombrement

de cibles individuelles du panel de référence avec

le génome de référence hg38 sans représentation
graphique. Les données de séquengage pour les
échantillons pour analyse de VNC ont été sous-
échantillonnées a 80 millions de lectures (environ

120 a 140x% la profondeur moyenne de la couverture
exacte) et a 50 millions de lectures (environ 70 a 90x

la profondeur moyenne de la couverture exacte) et
analysées a l'aide de l'application DRAGEN Enrichment
App v4.2, également accessible dans BaseSpace
Sequence Hub, avec la détection des VNC activée. Pour
chaque plateforme, le panel de référence correspondant
a été utilisé pour la normalisation des échantillons.
L'application DRAGEN Enrichment effectue une analyse
secondaire précise et efficace pour I'appel complet des
variants, notamment les SNV, les indels, les VNC et les
variants structurels (SV, Structural Variant), entre autres
applications. Lappel des variants DRAGEN pour Illumina
DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment peut également
étre effectué au sein du NextSeq 2000 System ou étre
entierement intégré dans le flux de travail de recherche
et d'interprétation des variants du logiciel Emedgene.

Résultats

Détection des VNC sur un éventail
de variations

Lanalyse avec le pipeline de VNC DRAGEN dans
I'application DRAGEN Enrichment a révélé une détection
fiable des VNC pour les variants évalués dans cette
étude a seulement 50 millions de lectures, soit environ
70 a 90x la profondeur de couverture moyenne,

sur toutes les plateformes. La détection des VNC

est déterminée par la formule : (nombre de régions
appelées)/(régions se chevauchant avec le panel
d’exomes et la réalité). Les VNC étaient considérés
comme détectés si cet indicateur était > 98 %
(tableau 4).

Plusieurs des variants testés se trouvent dans le géene
DMD, qui est une cible importante dans la recherche sur
les maladies génétiques (tableau 4)°. A l'aide d’Integrated
Genomics Viewer, les événements attendus de VNC du
géne DMD détectés peuvent étre visualisés pour les sept
échantillons affectés testés (figure 2). Cela démontre le
pouvoir de détecter les VNC sur ce géne lorsqu’on utilise
le flux de travail lllumina Exome 2.5. La piste du fichier
BED du Exome 2.5 Panel montre les régions couvertes
par le panel (figure 2, en haut). Les résultats dépendront
de divers facteurs. Il est recommandé de séquencer

a une couverture moyenne > 150x pour le test initial

d’un flux de travail de laboratoire afin de garantir une
couverture suffisante pour la plupart des variants.
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Analyse supplémentaire possible avec
le logiciel Emedgene

Le logiciel Emedgene rationalise et étend l'interprétation
des variants, permettant ainsi un gain de temps de

50 a 75 % par cas de recherche’. De nombreuses
fonctionnalités optimisent I'interprétation définie

par l'utilisateur, notamment XAl pour un classement
transparent, automatisé, sur la base de preuves, des
variants potentiellement causaux pour les échantillons;
un graphique de preuves et d’annotations toujours a
jour; la visualisation des variants; la conservation des
variants; I'automatisation définie par l'utilisateur; et plus
encore pour promouvoir une interprétation éclairée des
variants. Le logiciel Emedgene a été congu pour offrir
une expérience utilisateur efficace et intuitive.

Pour rationaliser I'examen des cas, la fonctionnalité de
hiérarchisation ou de « présélection » des variants par
I'lA compile les variants, y compris les VNC, les plus
susceptibles de résoudre un cas. Cette fonctionnalité
comprend des données probantes et permet a
I'analyste de gagner beaucoup de temps. Dans une
étude distincte®, pour 51 individus présentant un variant
génétique unique (solo) précédemment résolu par un
VNC, le variant résolvant a été identifié dans une liste
restreinte de 10 variants dans 92 % des cas. Dans 6 %
(n = 3), le variant résolvant était présent dans la liste
des candidats. Lors de I'examen des cas, le logiciel
Emedgene permet le démarquage des variants
sélectionnés dans la liste restreinte ou le marquage
manuel des variants non sélectionnés dans la liste
restreinte. La classification automatisée de IACMG”
couvre également les VNC.

Acces aux fichiers du panel de référence

Les fichiers du panel de référence, générés a l'aide
d’échantillons du Coriell Institute, fournissent aux
chercheurs un ensemble de données connues pour

la comparaison avec les échantillons pour analyse
sans avoir a consacrer du temps et des ressources

a l'acquisition, au séquencage et a I'analyse de cet
ensemble d'échantillons. Il est préférable d'utiliser ces
fichiers par défaut pour le test initial du flux de travail
lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment pour
I'analyse des VNC et les laboratoires sont encouragés
a développer un panel de référence spécifique a leurs
protocoles de laboratoire. En cas d’utilisation de ces
fichiers pour le test initial, les librairies doivent étre
préparées pour les échantillons & analyser en suivant
le méme protocole que celui utilisé pour préparer

le panel de référence. Les écarts dans le protocole
peuvent entrainer des différences dans les profils

de couverture et réduire ainsi I'efficacité du panel de
référence par défaut. Des fichiers et des renseignements
supplémentaires sont disponibles sur le Site de
I'assistance d’lllumina.

* ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics.
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Tableau 4 : Détection des VNC ordonnée par taille approximative de I'événement en fonction des coordonnées
attendues de I'événement

Emplacement

ICcier)tifiant Chromosome chromosomique ou Evénement Taillg approximative de Détecté a 50 millions
oriell génétique (exons affectés) attendu I'événement (kb)? de lectures?
NA04315 X DMD (44) Perte 0,15 v
NA05115 X DMD (45) Perte 0,18 v
NAOS5117 X DMD (45) Perte 0,18 v
NA23599 X MECP2 (3-4) Perte 2,25 v
NA18949 17 BRCAT1 (15-16) Perte 3,59 v
NA21939 15 FBN1 (42-43) Perte 3,70 v
HG03857 16 PALB2 (5-7) Perte 4,23 v
HG00343 22 CHEK2 (9-10) Perte 4,25 v
NA23127 X DMD (27-28) Gain 7,47 v
NA04520 16 T7SC2 (1-15) Perte 16,28 v
NA04327 X DMD (5-7) Gain 22,70 v
NA10283 X DMD (72-79) Perte 54,38 v
HGO00500 2 SPAST (4-17) Gain 58,84 v
NA23675 X MECP2 (tous) Gain 76,14 v
NA23087 X DMD (2-30) Gain 608,45 v
NA06870 18 18p11.32-18p11.1 Gain 15 390,21 v
NA20125 10 10923.1-10926.3 Gain 52 877,99 v

a. Basée sur les coordonnées d’événement attendues de I'exon affecté ou de I'emplacement chromosomique.
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Refseq genes

Figure 2 : Visualisation des VNC détectés sur sept échantillons contenant les événements attendus au sein du gene DMD : les fichiers
fournissant une représentation BigWig du signal moyen normalisé (*.tn.bw) sont générés dans le cadre de I'analyse de I'application
DRAGEN Enrichment et montrent les gains et les pertes en fonction des régions ciblées dans le panel Twist Bioscience for lllumina
Exome 2.5 Enrichment Panel. Les pistes sont affichées avec une mise a I'échelle automatique sous forme de graphique a barres.
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CNV Baseline @

Custom (Select CNY Baseline files below) W

TruSight Hereditary Cancer v2.0 (NextSeq 2000)
TruSight Hereditary Cancer v2.0 (NexiSeq 550)
TruSight Hereditary Cancer v2.0 (MiSeq)
TruSight Hereditary Cancer v2.0 (NovaSeq 6000)
Twist Bioscience® for lllumina Exome 2.5 Plus Panel (NextSeq 2000)

Twist Bioscience® for lllumina Exome 2.5 Plus with Mitochondrial Panel (NovaSeq 8000)
Twist Bioscience® for lllumina Exome 2.5 Plus with Mitochondrial Panel (NextSeq 2000)

Custom (Select CNV Baseline files below)
USTONT GV BED FIIE =

Figure 3 : Menu déroulant du panel de référence dans I'application DRAGEN Enrichment App v4.3 dans BaseSpace Sequence Hub.

Lors de l'utilisation de BaseSpace Sequence Hub, ;
I'application DRAGEN Enrichment App v4.3 fournit des En Savolr pl us
options déroulantes pour effectuer I'analyse initiale
des VNC avec Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5
Enrichment Panel pour de nombreuses références
(hg19, hg38 et hs37d5 avec et sans représentation
graphique) sur plusieurs plateformes (NextSeq 2000

Données de référence du panel de référence

Analyse des variants du nombre de copies

System et NovaSeq 6000 System) a 'aide de plusieurs lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment
librairies (Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5

Enrichment Panel avec et sans panel de contrdle Twist Plateformes de séquencage d’lllumina
Bioscience for lllumina Mitochondrial Panel) (figure 3).

Les échantillons pour analyse utilisés avec ce flux de Analyse secondaire DRAGEN

travail d'analyse doivent étre préparés comme il est décrit

dans la section Méthodes de cette note d’application.
PP Application DRAGEN Germline

Résumé Logiciel Emedgene

Le flux de travail de SNG de I'exome pour analyser

des VNC utilise lllumina DNA Prep with Exome

2.5 Enrichment pour la préparation des librairies,

le séquengage sur NovaSeq 6000 System ou

NextSeq 2000 System et les applications DRAGEN

pour I'analyse des données. Les résultats démontrent
I'application d’'un panel de référence pour I'analyse des
VNC provenant d'échantillons a analyser a l'aide du flux
de travail du WES décrit. Le rappel élevé des VNC par

le logiciel d’analyse secondaire DRAGEN présente une
bonne corrélation avec d’autres méthodes. Ce flux de
travail, y compris l'utilisation du panel de référence, pour
I'analyse des VNC peut également étre adapté a d’autres
plateformes de séquencage d’lllumina. Le logiciel
Emedgene aide les laboratoires a effectuer des analyses
supplémentaires telles que l'interprétation des variants
et la génération de rapports de recherche.
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