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La plateforme recherche de mutations
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• La plateforme mutation:

 - Gis Institut des maladies rares et IbiSA.

 - Les instituts thématiques de l'INSERM (Génétique et développement, 
   Neurosciences, neurologie et psychiatrie).

- L'Association Française contre les Myopathies.

 - Le Genoscope - Centre national de séquençage du CEA.

 

Vincent MEYER



La plateforme recherche de mutations
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• Les intervenants techniques: 

-Capture des séquences: Laboratoire de Ressources Génomiques (LRG).

Gabòr Gyapay

-Séquençage: Laboratoire de Séquençage.

Patrick Wincker

-Traitements et analyses des données: Laboratoire d'Analyse Bioinformatique
 des Séquences. (LABiS)

François Artiguenave
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Les projets
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-   Quels types de projets?:
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• Maladies génétiques rares (dermatologie, nevrologie, etc...)

• Cancérologie

• Autres thématiques venant d'appels de proposition du Génoscope. 
(Analyse du génome humain et d'autres mammifères, etc...)



• Les resources actuelles de la plateforme?
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● Des séquenceurs en constante évolution.

- Taille minimale de la région à séquencer             > 500kb. 

- Sur 1 processeur l'étape de  mapping ~ 1h/run         Cluster de 100 processeurs. 

- Données générées:  500Mo/run         Stockage de l'ordre de 20 To.

        Les limites rencontrées?

- L’accompagnement des collaborateurs au cours de l’interprétation biologique.

- Nécessite encore le développement de nouvelles méthodes d'analyse.
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2006 

Gs20
20Mb / run
100pb / lecture

2007

GsFLX
100Mb / run
250pb / lecture

2009

Titanium
500Mb / run
500pb / lecture



Organisation et Suivi d’un projet
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Évaluation des projets.

Conseil et expertise.
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Conseil et expertise/Evaluation des projets
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•Appels de proposition « Maladies rares » à « Guichet ouvert ».

• Conseil et expertise de la plateforme:

 Proposer la stratégie la plus adaptée aux porteurs de projet (redéfinition des 
régions d’intérêt, multiplexage, paired-end, …)

• Evaluation du coût:

 De nombreux aspects à prendre en compte (Puces, Taille de la séquence, 
Multiplexage,…) 
 
• Passage devant le conseil scientifique désigné par l'INSERM.

 Réunion du conseil tous les 3 mois.



Organisation et Suivi d’un projet.

29 janvier 2009Vincent MEYER

Évaluation des projets.

Conseil et expertise.

Préparation des échantillons.

2
Validation des régions de capture.

1mois



Echantillons et Capture.
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• Préparation des échantillons:

- Les échantillons (ADN) sont apportés par les collaborateurs accompagnés 
  de plusieurs contrôles qualités:

1) 21µg d’ADN à une concentration comprise entre 250 et 500ng/µl

2) Ratio A260/A280 > 1.8 et A260/A230 > 1.9

3) Contrôle sur gel d’agrose 

  Étape de validation interne.

- Nebulisation de l’ADN en fragments de 300-1000mer

- Amplification par LM-PCR (3-600 x)



Validation des régions de capture
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• Validation des régions de capture:

1) Délimitation des régions d'intérêt en accord avec les porteurs de projet.

2) Soumission des régions aux fabricants de puces (NimbleGen).

3) Redéfinition des régions d'intérêt masquées par le constructeur.

4)  Validation finale des régions de capture en accord avec les porteurs de projet. 

17 38530280 38530657
17 38530814 38530994 
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Évaluation des projets.

Conseil et expertise.

Préparation des échantillons.

Capture +Séquençage. 

Étude du polymorphisme.

Validation des régions de capture
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Organisation et Suivi d’un projet.

1 semaine



Capture et séquençage
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• Capture + Séquençage:

- S'appuie sur la technologie de séquencage du Génoscope, (454 GS-FLX).

- Réalisée sur des oligonucléotides longs (385 000 oligos de 60 à 80 mer). 

- Contrôles qualité de la capture. 

- Enrichissement de 500kb à 5Mb.

- Une profondeur moyenne comprise entre 5 et 10X.



Étude du polymorphisme
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 Mapping des lectures sur le Genome Humain (build 36).

 

Identification des différences avec la séquence de référence...

 

Isoler les variations en les confrontant aux données connues 
 de dbSNP et HAPMAP.

Contextualisation génomique, annotation fonctionnelle, …

AAATGATGCATTACTACTACGCTTGG

AA-TGATGCATGACTACTACGCTAGG
------TGCATGACTA-TCCGCTGGG
AATTGATGCATGACTACTCCGCTGGG
AA-TGATGCATGACTACTC--CTGGG

Séquence référence

Lectures

Séquence référence

Lectures

Région 1 Région 2 Région 3 
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Évaluation des projets.

Préparation des échantillons.

Séquençage. 

Étude du polymorphisme.

Stockage des données.

Mise à disposition et visualisation des données.

Accompagnement au cours de l'interprétation des données.

Validation des régions de capture.
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Organisation et Suivi d’un projet.

3 semaines



Mise à disposition.
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•Mise à disposition:

 Mise à disposition d’un emplacement privé et propre à chaque projet consultable 
 par internet, qui donnera accès à diverses informations :

1) Les séquences produites, les valeurs qualités, flowgram.

2) Sensibilité et spécificité de la capture par individu.

3) Liste des variations associées à  leur score de significativité (p-valeur).

4) Interface web permettant de visualiser l'ensemble des régions étudiées.



Accompagnement au cours de l’interprétation.
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•  Assistance des collaborateurs:

- Mise à disposition d’un tutorial en ligne (en développement)

- Accueil des collaborateurs pour:

1) La présentation des données et formation aux outils 
  d'interprétation.

2) L’explication des résultats.

3) Un développement spécifique aux thématiques abordées.



Stockage.
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•Stockage:

- Données conservées jusqu'à leur publication.

- Seront ensuite déposées dans les banques de données (EBI, NCBI)

http://ebi.ac.uk http://dtd.nlm.nih.gov
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