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Pourquoi GeT ?

« Génomique et Transcriptomique sont de plus en plus proches :

— Puces pour du génotypage ou du transcriptome
— PCR quantitative pour de I'expression ou du génotypage
— Séquencage pour de I'ADN ou d’ADNc
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Deux plateformes 1IBiSA et 3 plateaux
se regroupent

Responsable scientifique
Denis Milan
e Coordination des nouveaux investissements

« Interaction dans la mise en place de
nouvelles technologies

« Partage de I'expertise de chacune des
structures

« Animation d'une communauté plus large

1@ISA

Ou: Commassion neifionale des otily Colleclfy

Plateforme GeT : Génome et

geno .:ii¢
L]

biopuces @

Plateforme Biopuces {(GeT Biopuces)

®

Plateforme Génomique {GeT PlaGe}

Responsables : Cécile Donnadieu | Denis Milan Responsable : Véronique Le Berre

Description : Plateforme dédiée 4 la production et la
réalisation d'expériences sur biopuces, pour des

analyses transcriptomiques, génomigues oy
protéomiques :

Description: Plateforms dédiée au génotypags
haut et mayen déhit, & la g-PCR haut débit, et au
sequencage Sanger et NGS (Roche 454 & Ilumina)

Génome et

§ geno
genaou | Transcriptome |2 B9

Phltlslau Ge‘r TQ

Plateau de Génomique de Purpan
(GeT Purpan) Plateau Transcriptomique quantitative

(GeT TQ)

Responsable : Micolas Borat:

Responsable : Jean-José Maoret

Description : Plateau dédié au
séquengage de fragments d'A0M
 (plasmides, amplicons et
. genomigques) et génotypage

b

Description : Plateau dédié 4 la
. PCR moyen ek haut debit

TRiX

Plateau TRIX (GeT TRIX)

Responsable : Pascal Martin

Description : Plateau dédié aux
puces Agilent, Analyse des données

http://get.genotoul.fr
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Plateforme GeT : 5 sites sur Toulouse

Génome et
Transcriptome
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; \It geno

http://get.genotoul.fr
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Modalités d'acces

Projets en collaboration (ANR, Région, Europe...)

Prestation de service:
— Conseils scientifiques et techniques pour la réalisation de vos projets
— Mise en place des projets — design expérimental

Mise a disposition de machines:
— Formation d’un responsable technique par équipe ou laboratoire
— Mise a disposition de matériels opérationnels

Séquengage commun :
— Réalisation des réactions de séquence (labos publics)
— Séquencage commun sur le Roche 454 GS FLX
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Technologies disponibles

Nbre :
Sondes, hiseq2000
(Mlumina)
SNP ou 200Gb de 100pb N\
séquences Séquencage HD
A5ANhitanium y
(RGEHE)
500V des00pY
2M ] :
Microarrays | &~ Puees
(Affymetrix- Agilent - :
Nimblegen — lllumina) qPCR HD et !énowpage MD
10000 . - :
% FItidigmy/ABioVIark
NanofiuidigueN96x96ioud8x48)
500 - SEnPer BeadXpress/ lllumina
dlHEE
(ABIIS7E0-3120) 4B0ech/384SNP
........................... PC}§ -"—\BJ_/:C)UOJ—J-J‘-‘ LC!LBU

200 500 1500 Nbre
échantillons

http://get.genotoul.fr
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 Présentation des différents sites

« La situation sur le séquencage

 Discussions

e Oulonva.
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BeadXPress — Génotypage SNP

 Depuis 2008, mise en place du BeadXPress :

— Génotypage de jeux de 96 ou 384 SNP sur

des jeux de 480 individus
(0.03 a2 0.10 € / génotype)

— Technique trés robuste basée sur PCR alléle
spécifique et ligation

VeraCode Technology
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- Spécifications : The BioMark System
— PCR en nanovolume (7 nl).

— Chargement automatisé jusqu’a 96 x 96

eyap # . L * BioMark System
— Versatilite des jeux définis lors du

chargement.
» IFC Controller HX/MX
— Sondes TaqMan ou Evagreen pour la gPCR
— Sondes TaqMan ou Kaspar pour les SNP 2 Iiitegrated Eliidic Circaits

(IFCs)

« Avantages:

— Réduction des couts
de réactifs, du plastique et du travail

— Grande productivité

http://get.genotoul.fr '? gaul
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Séquencage HD : Roche GS FLX

- Spécifications :
— 1.2 Million de séquences/run
— Longueur moyenne des séquences : 450 pb
— 500 Mb/run (1/6¢ génome mammifere)
— Lames 2, 4, 8 et 16 régions
— Possibilité de réaliser des multiplexages

« Applications :
— Séquencage de novo

— Reséquencage de régions d'intérét (par LR-PCR ou
capture de séquences Nimblegen

— Transcriptomique

— Analyses Epigénétiques (Etudes de Méthylation)

280 320 360
Read Length, Region Total

& u_:!l %—m“ FEJ‘ Du

— Analyses Métagénomiques - ) ™ | =L

- Expérience acquise :
— 57 runs (dont 5 communs) pour 27 laboratoires

http://get.genotoul.fr
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- Spécifications :
— 500 Millions de séquences/run (x2 lames)
— Longueur moyenne des séquences : 100 pb
— 100 Gb a 200 Gb/run (15-30 x génome mammifére)

— Run de 4 jours (1 extrémité) ou 8 jours (2
extrémités)

— Lames 8 régions
— Possibilité de réaliser des multiplexages (x12)

 Applications :
— séquencage de novo
— re-séquencage génomes entiers/régions candidates
— analyses épigénétiques
— ChiP-seq
— analyses transcriptomiques
— identification et quantification de petits ARN

3eme machine
en France

- Expérience acquise :
— En cours de validation

http://get.genotoul.fr
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Sequencage THD : Réalisation et analyse

Séquencage réalisé par la
Plateforme Génomique avec
I’équipe de recherche

ransfert des données et analyse
qualitatives sur la Plateforme
Bioinformatique

Collabor&ion Equipe de
Recherche/Plateforme

geno
toul

bioinfo

Analyse des séquences par la
Plateforme ‘formatique
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Pipeline de traitement des données

Analyse filterAssembly : Filtre les contigs assemblés

Résumeé du nettoyage :
Taille finale de 'assemblage : 13 contigs avec une taille de 144089 pb.

Liste des contigs retenus dans l'assemblage final :

contigd0020 : profondeur de 16.0{longueur du contig : 22998 pb, somme des longueurs des lectures : 387958 pb avec 1219 de lectures assemblées.
contig00017 : profondeur de 31.0(longueur du contig : 752 pb, somme des longueurs des lectures : 23607 pb avec 68 de lectures assemblées. )
contig00018 : profondeur de 18.0(longueur du contig : 6010 pb, somme des longueurs des lectures : 110261 pb avec 344 de lectures assemblées. )
contig00019 : profondeur de 54.0(longueur du contig : 801 pb, somme des longueurs des lectures : 43908 pb avec 123 de lectures assemblées. )
contigd0007 : profondeur de 12.0{longueur du contig : 519 pb, somme des longueurs des lectures : 6734 pb avec 21 de lectures assemblées.
contigd0006 : profondeur de 50.0{longueur du contig : 1944 pb, somme des longueurs des lectures : 98825 pb avec 279 de lectures assemblées. )
contig00005 : profondeur de 37.0{longueur du contig : 5973 pb, somme des longueurs des lectures : 226384 pb avec 649 de lectures assemblées. )
contig00004 : profondeur de 17.0(longueur du contig : 35871 pb, somme des longueurs des lectures : 612024 pb avec 1855 de lectures assemblées.)
contigD0014(*) : profondeur de 18.0{longueur du contig ; 22863 pb, somme des longueurs des lectures ;: 416862 pb avec 1282 de lectures assemblées. )
contig00022 : profondeur de 17.0(longueur du contig : 12652 pb, somme des longueurs des lectures : 216883 pb avec 658 de lectures assemblées. )
contig00015(*) : profondeur de 17.0{longueur du contig : 11838 pb, somme des longueurs des lectures : 206063 pb avec 624 de lectures assemblées. )
contig00439 : profondeur de 8.0(longueur du contig : 676 pb, somme des longueurs des lectures : 5615 pb avec 22 de lectures assemblées. )
contig00016 : profondeur de 17.0(longueur du contig : 21192 pb, somme des longueurs des lectures : 377659 pb avec 1142 de lectures assemblées.)
(*) Contigs d'éxtremités.

e P o oyl P Py Rl Py el o

Fichiers fasta & qual résultats : validated_contigs.fasta, validated_contigs.qual,

Données en entrée issue de l'assemblage :

Données en entrée :

+ file : 454Reads.MID3. clean. sff

. 14622, 14622 lectures (*)

+ 4614107, 4608534 bases (*)
= : premier chiffre correspond au nombre de lectures/bases présentes dans le fichier sff et le second chiffre correspond au nombre de lectures/bases
utilisées apres trimming des primers, de la qualité... (cf doc Roche: GS_FLX_Software_Manual. pdf)

Informations générales sur I'assemblage :
| 10763, 73.61% lectures alignées
.| 3228231, 70.05% bases alignées
. 1.00%, 32274 pourcentage du nombre total de différences
+| 9263 lectures assemblées
+ 1500 lectures partiellement assemblées
+ 3833 singletons

http://get.genotoul.fr
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Microarray Affymetrix

' GeneChip® Probe Array Hybridized Probe Feature
Light ] N
(deprotecton) et SN SN N,
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Wafer
' Each probe featune contains
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GeneChip®
Microarray
Image of Hybridized Probe Array

http://get.genotoul.fr
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Digital Micromirror Device (DMD)
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Microarray Nimblegen
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1-plex 4-plex 1-plex 12-plex
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3x720K

http://get.genotoul.fr
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Figure 3. These four images communicate the general mechanism for oligo synthesis via inkjet printing. A shows the first
layar of nucleotides being deposited on the activated microarray surface. B shows the growth of the oligos aftar multipla layers
of nucleotides have been pracisely printed. Cisa closa-up of one oligo as a new base is baing added to the chain, which is
showen in figura D.
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 Expression (MRNA - miRNA)

« Génotypage (CGH - hybridation génomique comparative ou CNV et
SNP)

« ChIP on chip (Regulation de I'expression des genes: épigénétique)

« Capture de séquence
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Une activité en croissance réeguliere
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Accueil Présentation Ateliers Modalité Qualitée Contact

Extraction / Validation
d'acides nudéiques

Préparation de produits PCR
Expression

Séquencage Sanger
Génotypage

Sequengage nouvelle
génération

1éacHasn=fe = | 43 | X |[ ] Googie

Figtaforme GaT > Atefiers > Expression

m

‘Ciquer sur une photo du bandeau pour visualser i description.
Expression

‘Cet atelier propose du matériel permetiant d'étudier fexpression des génes.
Retour 3 b iste des atebers

http://get.genotoul.fr




