L'APPROCHE NGS, UNE REVOLU'HON
METHODOLOGIQUE DANS LA I}ETERMINATION HAUTE
RESOLUTION DU GENOTYPA@E HLA
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CARTOGRAPHIE DE&%ENES HLA
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ORGANISATION DESéo@ENES HLA
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UN POLYMORPHISM5°"EXTREMEMENT ETENDU
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e Le nombred’ aIIeIeg HLA est devenu tellement important,
(Janvier 2017 plys de 15000 alleles) que les anciennes reglesde

nomenclature, e‘falent insuffisantes. o
(\Q (b&e;
i <
.\00 @6‘0
o &
Face a @‘étte complexité les méthodes e S
Separator r@sn
clasgfques ( y compris SBT) ne sont plus 3
N Qq (y P ) P HLA-A*ozofm 01: OZN
sgﬁflsantes car trop lourdes a mettre en ey sl =
\«@ ceuvre pour une étude complete du \f@ e
b Field 3; used to sho w a synonymous DNA
polymorphisme. Le NGS en utilisant |a <% MRIAGE oreen )
.\(\Q"
&

puissance des nanotechnologies permet
une approche exhaustive: production de &
millions de séquences en une reactlonbe
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PERFORMANCES DU:NGS APPLIQUE AU HLA
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Methode appllcable(é’ une utilisation de haut debit, permettant
d'analyser dans lbm process unique, 'ensemble des genes
HLA d’'un grang?nombre d’'individus, avec un tres haut niveau
de resolutlogg

Cette performance est liée a la particularité de la méthode a
pouvof‘r séquencer en parallele des millions de fragments

d’ M’?N et de pouvoir étudier chacun des genes HLA sur tou&é
£ longueur.

0\0

o % DIFFERENTES ETAPES DU PROCESS @\9{0&
1- Amplification par PCR des génes d’intérét gf\o“%b
2- Constitution de la librairie %®o§°
3- Réaction de séquencage q@éoo
4- Analyse &%@b@/\ﬁ

efs.sante.fr
%O



OBJECTIF DE L'EFS _

S Développer des reagtlfs et un logiciel adapté pour une analyse
exhaustive de I egéemble des genes HLA par la technique NGS. R
Les amorces sélectlonnees permettent 'amplification de l'integralité \Q@‘&
de chacun (;Les genes, dans des conditions expérimentales de PCR(\\\J’%
|dent|que<s en garantissant que tous les alléles de chacun des Iocgs
smenta’mphﬁes &

D' UTR F3UTR
[ HLA DRB1-3-5 0@%&\
5UTR 11 s 2 @Q@f»@o 3UTR
HLA DPB1 &
5UTR 1 —[2 = 3UTR
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LE PRINCIPE DE LA LIBRAIRIE

6\\’
S DEFINITION @@Q
<8
Etape qui consiste a trgﬂsformer les produits de PCR pour permettre une

réaction de sequenogége en une seule étape pour tous les génes étudiés et
pour tous les ec{aﬁntlllons de la série et ceci sur un support unique.

<\ ¥
S PRINCIPE. s &
\0° ¢
A chaql,gé extrémité des fragments sont collées: S

@)
60 &

dengsequences uniques complémentaires de 'amorce de sequengéqge

@“tlllsee afin de permettre le séquencgage en paralléle de tous Ieg, segments
d ADN dans la méme réaction @%0

@
&0
9

des séquences permettant la fixation sur le support. ®§°°
<
S

Les fragments d’ADN issus de tous les individus eotént poolés dans une
méme réaction, une phase d’indexation qui COpS’IStG a coller a chaque
fragment une séquence unique pour chaquge?ndlwdu (I'index) est réalisée
pour attribuer au final a chaque sequen@é I'individu dont il est issu.
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CONSTRUCTION DE LAék@fBRAIRIE
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S
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S ETAPE 1: Fragmentatlon dies produits de PCR

®Consiste en une fragmeéntatlon aléatoire des

produits de PCR obﬁénus \&e«é‘\e
<\°~’§® be&e}\e»
S ETAPE 2: R@paratlon des extrémités et addition de Linker 0@'0‘&
QRepar@Hon qui consiste a obtenir des bouts francs pour chaque fragng@nt
(act@n enzymatique de T4 polymérase) ,\00‘0
«Qv%denylatlon de chacun des bouts francs (action enzymathuezeﬁour
= optimiser I'étape ultérieure de ligation. f‘
<0
®Ligation de séquences adaptatrices qui permettront Iq&‘eactlon de
sequengage. é&é\o“
ol
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CONSTRUCTION DE LA Ix]vBRAIRIE
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% ETAPE 3 : Indexation d@% fragments

@®Addition d’'une sequens@ variable pour chaque individu (index) et d’'une séquence
constante pour tougfl@es fragments permettant la fixation sur le support.

\‘0 @
© Q}S\&
0% .Q\'
{Sme 2
Fixation 5’ suglam @

S ¥
% & be&
/ 5 6\@

x§/]\ <
<" Reéaction de séquence Réaction de \T}e%aénce

Qf‘b\ee' =/]\—:ZQ= Klndex

¢ Réaction de PCR leatl%g@ sur
o2 lames?
Region complementary \@ Region same as
°
Sequencing primer Seqy ;@61’\0 ng primer
binding site 1 AObinding site 2

to fiow cell oligo flow cell oligo

® Tous les fragments obtenus sont alors poolés pé'ur une réaction de séquengage
unique en paralléle. Grace a l'index, chaquqz,\%equence sera attribuée a l'individu
dont elle est issue. &8
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LA REACTION DE SE%uﬁNgAGE (1)

&
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@
®Des millions d’adaptazgéﬁors sont fixés sur le support de séquencage.
Q&

L
®Chaque fragmeno\tﬁ?mple brin va se fixer sur son adaptateur.
S

<
Region complemenx@? Region same as
to flow cell oligo . flow cell oligo
6\0
S°
&)
‘00 DNA insert

N )
The flowtPell contains
two es of oligos
gﬁ g

22 & aidts $

. g = $:1 B

» tl 1 & % b 4 A

@ it AL G148 '

®Une réaction de PCR sur lame va
s’opérer pour obtenir des clusters
de chaque fragment (environ 1000
copies nécessaires pour
I'intégration d’un signal fiable).
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REACTION DE SEQUEMCAGE (2)

® A ce stade pourra g@?perer la réaction de séquencgage par intégration des nucléotides
marqués par desjﬂuorochromes

%
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ANALYSE DES SEQUENQES

@
® Chaque cluster produit une Ilgne o séquences comprenant ses propre index

Q,Q
®Le systeme lllumina regroug,e "dans un méme fichier les séquences de méme index ,

créeant autant de flchlers gue d’'index représentés dans la série ( nombre d’échantillons).

®Ces séquences von{s%tre ensuite analysées par un logiciel adapté qui va assembler les &S
)
séquences prodts@t‘es les aligner et les comparer a la base de référence IMGT pour QJ@\\“

attribuer un %ehotypage a chaque construction. £
o2
@9\00 Fonctionnement NGS VO et V0.1
(\6

&{b
®Un L@@lCleI adapté a
I@ﬁalyse des génes HLA a
ete développé par 'EFS
(LQ\“(@ pour cette étape Séque

nceur

Profiler N

<
. % R 2 "
A N“memem“? Systéme d'Exploitation Fichiers Cyrille DELIAIRE - EFS Bretagne - 14/09/2015
N
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Fichier Options
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ILLUSTRATION DES IE%I?QRFORMANCES DE L’OUTIL
Protocole expeﬁmental

% 43 echantillons Qsmplexes selectionnés parmi les ADN étudiés
dans les etape§ préalables de validation de la méthode ont été
analyses ep aveugles par 4 laboratoires de 'EFS indépendants
de I equt@% conceptrice (Bordeaux , Grenoble, Lyon et Marseille).

- Dansﬂe panel étudie, présence d’alléles rares et de nouveaux @o"

alloéfes non encore decrits dans la nomenclature mternatlonalg@Q

<<i:’rotocole technique: réactifs NGS HLA développeés par I @F@ (
@‘°° NG-Mix), réactif de librairie GenDX, réactif de sequenggge
lllumina.

% Meéthode d’analyse: Utilisation du logiciel dévelog}sfé par 'EFS (
NG-View), et comparaison des résultats avec }€s résultat de
référence obtenus par les technique SBT, %8’?) et SSP.

% Locus étudiés: HLA-A, B, C, DRB1, DRC)?@B, DRB5, DQB1, DPB1

o
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RESULTATS (1)

&)
C}‘

Etude de concordzance

&
\\‘° &

> Nombre tota<10°d alléles identifies = 561 N~
®516 aIIeIe§‘?\ B, C, DRB1, DQB1 et DPB1

S ¢
®45 au,éfes DRB3 et DRB5 ( chaines associés au locus DRB1) 5
o . @6
g @bncordance avec les résultats de référence a 4 digits: ¢
<<<b &0
oc’\® @ concordance entre les résultats des 4 laboratoires et les résultat d&"

0
référence dans 559 cas sur 561 alléles testé é\‘”&
3
®Pour deux alléles un laboratoire sur 4 ne retrouve pas I allgfé de

reférence (1 cas de non amplification et un cas d’ erretg@d interprétation)

S Concordance observée 99,6% 8

N
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RESULTATS (2)
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Performances d%esysteme au dela de 4 digits

&
c',\@

\Q}&
W Parmi les 55@ aIIeIes &
D\
®202 aIIng% décrits a un niveau de 6 digits: 0&“
° &
@
. da@@ 100% des cas, ce niveau de résolution est atteint dans tous les &
gaboratowes sans ambiguite Q«O°°
(\Q’ 6‘0&
S
&® 0278 alleles sont décrits a un niveau de 8 digits: 60@'
(_-90 0,00
» dans 229 cas ( 82,4%) ce niveau de résolution est atteint pgﬁes 4
laboratoires. &

&o
* Dans 49 cas, les ambiguités , uniquement au 8eme digits sont

rendues de fagon identique par les 4 laboratoires, ceg§amb|gmtes
correspondent soit a des positions polymorphes @ﬁ dehors des

régions etudiées, soit a des polymorphismes S{tﬁes au niveau des
amorces. &
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ALLELES RARES ET N@UVEAUX ALLELES

@Q

9 Alleles non cgmmuns inclus dans le panel

Q

(n=6): &

&o\ \0‘6\

&
HLA-B*44: 1§<7 HLA-C*07:300 Dans 100% des cas e
HLA- B*@,S‘ 106 HLA-C*15:13 retrouves par les 4 @0&(\
HLAbgB*15 31 HLA-C*06:82 laboratoires &
60&& Koboo
\9’0 Q)@Q
& Nouveaux alleles: &

«© 25 nouveaux alleles détectés par les 4 Iaboca’?owes
Q
avec les mémes mutations jusque la nomﬁecrltes

(\

® 3 mutations Exoniques généerant des polyﬁorpmsmes
traduits par des AA différents &

® 22 mutations Introniques
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POTENTIALITES OF@EﬁTES PAR LAPPROCHE NGS

&
&0&

S Approche haut ﬁeblt possible avec un cout unitaire réduit

QPartlcullereg?ént intéressant pour les registres DVMO

“» MellleU@Oﬁlveau de résolution des typages

QE\@ﬂJatlon a realiser pour la relevance clinique &
«‘b c‘;\\
\} Possibilité avec I'outil proposeé d’explorer dans la méme reactlgﬁ
(\Q les genes HLA non classiques polymorphes ( HLA-E, F et @)bet

“<
&° d'évaluer leur intérét clinique.

0"9

S
W [ntérét cognitif par la description de polymorphismes&ggn connus

o
®soit des genes classique ( houveaux alléles) S

(N
\;’\(\

® Soit des génes non encore explorés ( DQA2, DQ&Q
\06\

W Optimisation de la caractérisation des hap‘fotypes étendus
®Intérét dans la greffe de CSH Q@&
<
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