Diagnostic Moleculaire des
patients atteints d’anemie de

Blackfan-Diamond

22eme WE des Familles AFMBD 25-26-27 octobre 2025



Du sang au résultat : comment
on lit le livre de ’ADN
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On commence avec un LADN est comme une On sort I'ADN
tube de sang ou un bibliothéque ou un livre des cellules
prélevement de moelle osseuse de recettes
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un fube de sang :

-Prélevements

-Réception au centre de fri

-Transfert au laboratoire d’hématologie

-Déballage et vérification de la concordance de l'identité du patient (feuille + tubes)

-Enregistrement au laboratoire dans notre logiciel GENNO + dans la bangque ADN

-Efiguetage des prélevements

-Extraction de I'ADN

-Dosage de I'ADN

-Technigues moléculaires

-Analyse des résultats

-Validation technique puis biologique =
-Rédaction du compte rendu et envoi du résultat au prescripTé i

e




Effectué par les agents du centre de ftri

Réception tous les jours dans une banette « BM »




‘de I'identité du patient (feuile + tubes)

Effectués par les techniciennes de BM (Dorin, Annie et Ludivine)

Environ 1 a 2x/ semaine



ent au laboratoire dans notre

logiciel GENNO et Bangue ADN

Effectué par les secrétaires (Mariom et Sabrina) et les techniciennes de BM

(Dorin, Annie et Ludivine)

Environ 1 a 2x/ semaine, principalement le vendredi et lundi

En 2024 : 560
prélevements
enregistrés
-Dont 21 DBA
-Dont 47 NGS
passés surles 91
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= orelevements DN

Effectué par les techniciennes de BM (Dorin, Annie et Ludivine)

Environ 1 a 2x/ semaine, principalement le vendredi et lundi
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Du sang au résultat : comment
on lit le livre de '’ADN i ociion et dosage

ADN a double hélice
1
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On commence avec un LADN est comme une On sort I'ADN
tube de sang ou un bibliotheque ou un livre des cellules
prélevement de moelle osseuse de recettes
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Grace a ces CrAnSIAIS 30 On lit des milliers On prépare ce
analyses, on médecin généticien de génes en méme temps matériel pour le lire
comprend mieux quillexpligue On cherche les différences avec une technique §
la maladie (= mutations) spéciale :

le séquencage
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Extraction de "ADN sur Ie QIAsymphony
e’r Doscge de 'ADN au QiaExpert

Effectués par les techniciennes de BM (Annie, Dorin et Ludivine) de la
plateforme du GMP (Génétique Moleculaire et Pharmacologie)

Actuellement exclusivement le mardi

On dépose chaque
prélevement dans
un des trous dispo

“nser’r'on de la slide ici

1 journée comiplete



Du sang au résultat : comment
on lit le livre de ’ADN
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On commence avec un LADN est comme une On sort I'ADN

tube de sang ou un bibliotheque ou un livre des cellules
rélevement de moelle osseuse de recettes ,

P NGS : 11 étapes \L
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Grace a ces On lit des milliers On prépare ce
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comprend mieux qui lexplique On cherche les différences avec une technique
la maladie (= mutations) speslale :
le séquencage




cneration Sequencing

Effectué par les techniciens formés en NGS de la plateforme GMP (Génétique Moléculaire et
Pharmacologie) en rotation (Biochimie, HEématologie et GMP)

Deuxieme étape :

Sortir les tubes d' ADN (beaucoup Normaliser tous les ADN : utilisation du HAMILTON sauf certains
tubes « particuliers » qui se feront a la main

de boites...)
ADN final a 4ng/uL

Premiére étape :

1 journée
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SERRication de la librairie
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ADN

Fragments ADN

Amorce permettant
I’amplification lors du séquencage « code-barre » patient 6-12 nt

Rd1 SP DNA Insert Index

P5
5" m—— I
I —

Amorce permettant la
liaison a la flow cell

Séquencage

permettant ’amplification et des séquences permettant ’accrochage sur la flowcell

Index : séquence courte qui permet d’identifier TADN d’un patient comme un code-barre
Ce qui permet I'analyse de plusieurs patients en méme temps

Fabrication
« Librairie »



Troisieme étape :

Préparation de la librairie NGS avec utilisation du Span8 (robot)

Description de la préparation de librairies WGS

Temps pour
48
échantillons

‘ Fragmentation enzymatique ‘
+ End Repair / A-Tailing

Ligation de I'Adaptateur ‘

Préparation robotisée Universel

Biomek NXp Span8 e ——————
Purification AMPureXP |

PCR Pre-Capture avec ‘ 20 min
indexation

Préparation robotisée

Biomek 4000 Purification AMPureXP 40 min

hybridation_Technique robotisée ») et séquencage lllumina (Cf mode

Capture par hybridation (Cf mode opératoire « Capture par ‘
opératoire « MiSeq »)




Cinquieme étape : ~

Vérification de nos librairies sur la TapeStation

Quatrieme étape :

Purification de nos librairies sur le Biomek

1 journée complete X2
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Septieme étape :

Sixieme etape : 4 POOLS de 23 échantillons (+1 eau) de librairie &
. L faire ala main : 1 POOL hémato- 1 POOL
Dosage/Quantification de la librairie Biochimie et 2 POOL de GP

sur le Quant-Studio
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Huitieme étape : Neuvieme étape :

SpeedVac pendant Th environ Capture toute la nuit (18h)

PTC Tempo 96 Thermal Cycler

o )
vl - l' o i

T herneo

BRIA 722
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1 journée complete
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Dixieme étape : Onzieme étape :
Purification des captures de librairies & Vérification des produits de PCR post
la main et PCR post capture capture sur TapeStation

Filename: 2025-09-17 - 16.14.29.D1000

a AR LR bl

1 journée complete
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Du sang au résultat : comment
on lit le livre de 'ADN
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On commence avec un LADN est comme une On sort I'ADN
tube de sang ou un bibliothéque ou un livre des cellules

prélevement de moelle osseuse de recettes Séquencage sur NexSeq550 l,

o Le résultat est . - ]
Grace a ces On lit des milliers On prépare ce

transmis au : :
analyses, on de génes en méme temps matériel pour le lire
comprend mieux On cherche les différences avec une technique
la maladie (= mutations) spéciale :
le séquengage

médecin généticien
qui l'explique




Séqguencage sur NexSeg550

PSRN Ve BS NB552322 | user
Douzieme étape :

Clusteting | R1:Cycle 0 0f 161 | index 1 | PE |

Sequencing Complete

ame 20250721_Sacé_Hep1 -2GP_G066_HHB840s73NP96

Lancement du NexSeqg550

Clusters Pas
100}

Flow Cell
HWGTFBGYW

Intensity

Buffer
2025-07-22 21:38 NS6723080-BUFFR
10

Q Score

2025-07-22 21:57

1/2 journée



ETRTT

o )

1825HEBEB285
1825HEBBB285
1825HEBBB285
1825HEBBB285
1825HEBEB285
1825HEBBB2E5
1825HEBBB285

1825HEREE181
1825HEBEB181
1825HEEB2151
1825HEBBB151
1825HEBBE151
1825HEBEB131
1825HEBEB181

EF SNaP

REF | ALT

— | shot

NENENEN

M5HB
MLH1
APC
BEMPR1A CC
PTEN GT
5TK11 1T

MUTYH
MSH6
MLH1
APC
BMPR1A
PTEN
STK11
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Du sang au résultat : comment
on lit le livre de ’ADN
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On commence avec un LADN est comme une On sort I'ADN
tube de sang ou un bibliotheque ou un livre des cellules
prélevement de moelle osseuse de recettes

I Le résultat est ) . ]
Grace a ces On lit des milliers On prépare ce

analyses, on Hopshisay ¢ é riel le li
oS médecin généticien de génes en merr)e emp= aterelpotr ok
comprend mieux e . On cherche les différences avec une technique
. qui l'explique et
la maladie (= mutations) spéciale :
Analyse et validation des résultats, rédaction du CR le séquencage




Récupération des résultats : ~

Utilisation de plusieurs plateformes/logiciels (G-route puis
Leaves couplé a QCI et Alamut

=9 G-route AP-HP Q =& 8¢ 2

Décrire, importer et analyser un run

@ |eaves " Loggedasd033639 & @ ®

Samples in analysis

SACLAY-1 ©
SACLAYI5 1601 Twist RUNZ02 n «~ Sampleid Patientid 4 Pathology Undercavered target
SACLAY13-14v1_Twist RUN201 1025GP007799. 5143

SACLAY12v1_RUN200

SACLAY11v1_RUN198

SACLAYS-10v1_Twist RUN195
SACLAYEv1_RUN193
SACLAY6-7w1_Twist RUN190
G - ro U Te SACLAYS1_Twist RUN183
SACLAY4v1_Twist RUN179
PTOXMB-1 e -
EXTAw2 e -
EKTA47_RUN197
EKTA43v2_BIqT_RUN192
EKTA46v2 BlqT_RUN192
EKTA44v2_BIqT_RUN192
EKTA45v2_BIqT_RUN192
EKTA41v2 RUN182

Leaves |

EKTA4O0v2_RUN178

EKTA38v2_RUN178

Plusieurs jours
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#3 Clinical | nsig ht Variant List Variant Details Review & Report Ludivine David | Test List | Sample List | Variant Directory | Documentation | Contact Us | Settings | Logout

‘Accession ID (Test Product Code) Age Sex Ethnicity Patient Phenotype(s)
1024HE000073_S81-DBA2071 (ABC - Hereditary) - Female - Show O
Phenotype:  Diamond-Blackfan anemia - i ‘Age of Onset Disease Prevalence Mode of Inheritance
Birth - 11 Years i 1149254 & Dominant

Gene Variant Fopulation Frequency: 0% gnomAD

RPS267 c.9_12del Genotype: Het CPE;( r?a&g‘«imn (]

Transcript(s p-KaEsS40 D e Framesnit Diamonc Biaoken anemia

NM_001029.5

Open Next > Use Classification View Bibliography

Filter Seftings ~  * L 2avariants @ || ViewsSettings
— - Gene Alteration Phenotype Proband i ModeOfinheritance  Function Impact CADD Score  Clinvar Max Population Frequency VariantFindings  Publications  HGMD Accession
Clinical Insight Test List Ludivine David | Vanant O : - 5
c9_12del p
: n RPS26 P KAETs 40 Diamond-Blackfan anemia - dominant o= ) Frameshift 293 0% gnomAD 13 8 CD122319 (DM)
Accession 1D Test Product Code State ¥ Fitler By (8) - Test Date N e PARP4 ©.3228_3285+5delinsATCTTTGTTTCG( - [ oreai § [
" ABC - Heredtary T REZOT @O ot . 0.0049% gnomAD
[ PEZO1 O e Dehydrated heredtary stomat. - dominant € Missense 27 st e 2 1
! Hereatary Pandng BEEikEo | BT . 0.6115% gnomAD . :
[ reseks2 | oren Hereditary Disorder - @  vissense 1595 i
8C - Hore « c1384C-T ) 45961% gnomAD
PARP4 m i vies Hereditary Disorder - D Missense %8 (African) ! 0
5 b - v i c29724-G . 4.3568% gnomAD
PARP4 pKI9IR Hereditary Disorder - G | Missense 10 (Aftican) 1 ]
231C-T 4.2851% gnomAD
MOR1183-1025HE00019_861 ABC - Horadtary PARP4 e Hereditary Disorder i D snowmus <0 - e . .
S— : . - €6829C-A ) 0 La 3:8999% gnomAD o
024HEDD! feceatary Review PIEZO1 m jprs Dehydrated hereditary stomat. - domninant D  Missense 232 LP(1), LB(1), Soutn Aeian 18 9 GM1911811 (DM?)
€2550C>T o 47160% gnomAD
P 0-1024HE01080_55%5 Hacaaty POLE p13501 Susceptibilly to colorectal ca.. - dominant D Synowmous <10 LB ks 7 1
0.0942% gnomAD
reren RPL15 C-11-2416-A Diamond-Blackfan anemia - dominant [romar Y <10 - Emopez:”m -
— RPL5 [l cawesc DiamondBlackfan anemia - dominant e spicing 19.99 LE(©). B(5) (KBS0 €S100830 (DM)
) 10 ABC - Hereatary 1 Revie

WG AHEOO! ABC - Hersaitan n Revie

C - Hereatary In Review

RPS26 (Ribosomal protein $26) Variation

Hersatary In Review

NM_001029.5(RPS26):

9_12del

MANE Select

RPS26 NM_001029.5 (GRCh38 chr12) £

Variant Overview

rit NM_001029.5 (RPS26) RPS26 - Ribosomal protein $26 | GRC 12 gnomAD SCORES OMIM*

Vue générale du trans

The deletion is located in 'NM_001029.5" exon 2.

MANE Select

— Nomenclature HGVS:

¢DNA Level: NM_001029.5(RPS526}:c.9_12del
gDNA Level: Chr12(GRCh38):g.56042430_56042433del
Niveau des protéines: p.(Lys4Glufs*40)

@ T | Génome- chr12:56,042,341-56,042 519 (GRCh3S) - 178 bps.

TGCGGCTTGTGGLCGE.
CBECEAACACCGRCL

© 1 L conservation Nucléotidique £

TGCGLCGT
GCBEC

AAGAA
CCTTGTTACCAG!

TGGTCGTGCCARAAAGGGL CGCGGLCACGTGLAGCE
CGGTT CCCBGEEGCCGATRLACGTCGEA

CGATGCGTGCCCAAGH
GGCTACGLACGGGTTCC]

This variant is in protein domain:

* Ribosomal protein S26e

Géne Homo sapiens nbasomal protein 526 (RPS26), MANA. ; ] )
o1d ~ = = * Ribosomal protein S26e superfamily

TGGTCETGECAAAAAGGGLLGCEGCCACGTGCAGCLTATT CTAACTGTGLCCGATGCGTGCCLAAGY)

L A AN GAAGGAAC CGCTGC
[T 1K k| RIRININIGIARIAIKIKIGIRIGIHIVIQIP I IIRICITINICIAIRICIVIPIK] Effet sur le codage
g

AGGGAL TGAGGLTEGGTGAGTTGLG

c CATCCTGTCGEAG

The variation generates a 'Frameshift' as coding effect.

The frameshift starts at codon Lys4.
The new reading frame ends in a STOP codon at position 40.

CTGCCEETGCEGCTTGTGGLC

GGGAC TGAGGCTGGGTGAGT TGCGCCGTTTTCCT

AGTTTTCCCATCCTGTCGCA

@ T | Fréquences Aliliques =%
Del/Deins |
Dup

External Databases

GTCGTGCCAA CCGCGGLCALGTG CTGCACTAACTGTGCCCGATGCETGCLCC

ACAAABAARGAAGGAACAATG 66 CAGCCTATTCS J o ‘
BT Tk TRTRIwINlotalalklklolrlolnlvialrlithlc T nlclalrlclvirl This variant is known to:

o= - '
00000 0 0 0 000000 000 0

AGGGAC TGAGGC TGGGTGAGT TGCGLLGT T

CCCATCCTRTCGECAG

ClinVar {2025-01-20): 1076796 (Pathogenic™* - Diamond-Blackfan anemia | Diamond-Blackfan anemia 10).




|dentification des variants d’intéréts avant validation
biologique par Dorin et/ou Ludivine

Validation biologique des résultats par Lydie avec le
dossier patient complet

Préparation de la synthese des résultats puis du CR par les
techniciennes de BM GR (Dorin et Ludivine)

Rédaction et validation du CR par Lydie- Impression puis
envoi par les secrétaires (Mariam et Sabring)

Plusieurs jours

1 jour/semaine

Plusieurs jours

Plusieurs jours

.........



ETOTCH

-Prélevements 1 jour

-Réception au centre de tri 1 jour

—_—

-Déballage et vérification de la concordance de l'identité du
patient (feuille + tubes)

-Enregistrement au laboratoire dans notre logiciel GENNO + dans  — 11our
la banque ADN

-Etiguetage des prélevements B

-Extraction sur le QIAsymphony .

-Dosage au QiaExpert } Hour

-Technique moléculaire : NGS et SNaPshot 10 jours _—
SANGER 2jours - =

-Analyse des résultats Plusieurs jours —

-Rendu au prescripteur Plusieurs jours

) | Mois Minimum

(validation biologique + CR)



DBA 2142/1060-2

RP519 Exon 02 NM_001022:c.34C>T HTZ Chr19{GRCh38):2.41860808C>T p.[GIn12*) Classe 5 stop_gained
1025HECOO100_S510 G6PD Exon 4 NM_001042351.2:c.202G>A HTZ ChrX{GRCh38):g.154536002C>T p.[vale8Met) Classe 5 missense_variant

G6PD Exon 5 NM_001042351.2:c.376A>G HTZ Chr¥(GRCh38):g.154535277T>C p.(Asn126Asp) Classe 2 missense_variant
EKTA 47 UGT1A1 Intron 1 NM_000463.2:c.-41_-40dup HOMO Chr2(GRCh38):g.233760247_233760248dup p.? Classe 5 upstream_gene_variant

Utiliser pour les DPN et enquéte familiale

Exan? ROls infrans'_ex2 MRPS19_exon2 infran3_ex2

Summary TCACATGCTTGACTTTCTCCCTCAG ATGCCTGGAGTTAC TGO TAALAGACG T GAACCAGFAGGAGTTCGTCAGAGC TCTGGCAGCCTTCCTC
T Variants | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s -
Tndex 11 2l 31 3

[Reference tcacatgeocttgactttctcoccotoag atgcctggagttactgtaaaagacgtyaaccagraggagrtogtcagagectotggecagcctitcctea
[Reference-AR M P G v T ki B D v n Q Q E F ¥ R A L A A F L

w DBA2142-1060-FROP 1 1 1 11 1 1 1111 u 1 = s HIDRDE w0 ms [ ] |
TCACATGCTTGACTTTCTCCCTCAG ATGCCTGGAGTTACTG TAALAGACGTGARCCAG AGGAGTTCGTCAGAGCTCTGGCAGCCTTCCTC

TECCTEGAGTTACTSET FACGTE CCAGFPRGEAGTTCETCAGAGCTCTGEGCAGCCTTICCTL

BO2_DBAZ2142-1060-RPS19-2-3R2 SeqScape Software 4 — Mutations Report
Applied Generated at 07 act 2025 at 13:04:05
JAl a Biosystems CEST

TECCTGGAGTTACEGT FACGTE CCAGFEAGFAGTITICEICAGAGCTICTIGGECAGCCTICCTC
B03_DBAZ2142-1060-RPS19-2RI2 Specimen Base Change |ROI Po|Le |Ty [Q |K |Ef |Aa Change Description
siti|ng |pe [V |no |fe
ol R e
| A I A ;
w DBAL0SS-2-SOEUR I I nhnnp i i nnnn DBA1059-2-  |34c>Y RPS19_exon2 |34|1 |S |13Ino|no|Q12[Q,"]
TCACATGCTTGACTTTCTCCCTCAG ATGCCTGGAGTTACTG TAALAGACGTGARCCAG AGGAGTTCGTCAGAGCTCTGGCAGCCTTCCTC SCEUR ub ns
en
bl it 0 oo [l 0 0 el se =
TGCCTGGAGTTACTGT GALCGTG CCAGFRGGAGTTCGTCAGAGCTCTGGCAGCCTTCCTEC =
DBA2142- 3c=Y RPS19_exon2 (341 |S |3 |no|no|Q12[Q,"] |
C071_DBA1059-2-RPS19-2-3F2 ﬂﬂ[\ [\A 1060-PROP ub ns P
en
se
IO o s

TECCTEGEAGTTACTGT GACGTE CCAGFPRGEFAGTTICETICAGAGCTICTIGGCAGCCTICCTC

C02_DBA1058-2-RP518-2-3R2

TGCCTGGEAGTTACTGT GACGTG CCAGFPGEAGTIICEICAGAGCICTIGGUAGCCTICCTC

15 jours complets depuis la réc€ption du tube
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MERCI POUR VOTRE ATTENTION

« Merci : al'association
« Aux familles et aux patients
« A Lydie et & tous nos collegues






SEQUENCAGE NOUVELLE GENERATION

Sequencage par synthese : llurmena




