EPGV Meeting
12 mai 2009

454 / Analyses bioinformatiques

Francois Artiguenave

/




Ressources techniques: 454

Méthode de séquencage: Pyrosequencing.
Amplification: Emulsion PCR sur billes d'agarose.
Taille de la lecture: 250-550 bp

Temps pour 1 run: ~ 8h

Nombre de lecture : 500 000

Mb/run: >100Mb

Couverture optimale : Entre x10 et x15

Avantages:
- Incorporation pas a pas entraine peu d'erreurs de substitution
- Pas de biais de clonage

Inconvénients:
-Cout de I'expérimentation par rapport a I'utilisation du Solexa et SOLiD
-Erreurs au niveau des régions contenant des homopolymeres



454 / Roche — Genome Sequence FLX
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Sequencage de génomes

® 454/ Roche — Genome Sequence TITANIUM
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Séquencage de géenomes

®__ 454 / Roche — Genome Sequence FLX

N

v" Alignement des lectures au niveau nucléotidique : 521.193 lectures mappées (soit
99,68%)

v/ 93.553.967 nt alignés contenant 800.295 erreurs (soit 8,6.103 erreurs, de I'ordre de 103
a 5.103 en sanger)

v 17% délétions, 62% insertions, 21% mismatches (12% de Ns).

v" Erreurs concentrées autour des régions homopolymériques => le taux d’erreur n’est pas
constant, il dépend du taux d’homopolyméres
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Séquencage de géenomes

® 454 / Roche — Genome Sequence FLX
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Séquencage de géenomes

-~ 454 / Roche — Genome Sequence FLX

v Quelle profondeur de séquencage nécessaire ?
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Séquencage de génomes procaryotes
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Séquencage de géenomes

-~ 454 / Roche — Genome Sequence FLX

v Quelle profondeur de séquencage nécessaire ?
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Séquencage de géenomes

. Unpaired
Sanger Unpaired 454
+ PE 454
Coverage 7.4X 20X 25X
Arachne Newbler Newbler
Assembler (Broad

Institute)]

(454 /Roche)]

(454 /Roche)]

# of contigs 173 119 119
Contigs N50 (Kb)] 39.0 48 .7 58.2
# of scaffolds 2 119 10
Scaffolds N50 (Kb)] 2,200 48.7 1,000
Assembly size 3.417Mb 3.542 Mb 3.544 Mb
(% of reference)] (95%)] (98%)] (98%)]
Mis—-assemblies 0 0 0
# of errors 3,442 420 431
Substitutions 2,494 67 75
Insertions / 948 353 356

Deletions



Sequencage de genomes

Structure de I'assemblage satisfaisante (plus de scaffolds => banque

de 3 et 10Kb pour le sanger contre 3Kb pour 454 PE}

Meilleur représentation du génome (couverture homogene)

Taux d’erreurs : ~ 1 erreur / 8,5Kb,

de nombreux indels (probleme pour la prédiction de genes)

La qualité peut étre améliorée par I'ajout de lectures présentant un
type d’erreur différent pour corriger les indels de 'assemblage 454



Séquencage de géenomes

U lllumina / Solexa — Genetic Analyzer 1G

v’ Test sur Acinetobacter baylyi (3,5Mb) :
 environ 10M de lectures de 36pb

» taille cumulée de 440Mb, soit 120 équivalents génome (120X)

Laneb6

Lane’/ Lane8
Mapped reads 87, 75% 89, 74% 88, 76%
100% (length) mapped 78, 385 81,05% 79, 805
reads
Perfect reads 68,17% 71,41% 69,27%
# of aligned bases 85.357.257 139.282.306 163.453.711
b of errors 321.670 483.135 631.224
(0,377%) (0,347%) (0,386%)
Insertions 0,17% 0,15% 0,14%
Deletions 1,02% 1,03% 0,99%
Mismatches 98, 81% 98, 81%



Séquencage de géenomes

Alignement des lectures illumina sur 'assemblage 454 en utilisant Soap
(alignements gappés) : 2 mismatches et 3 gaps maximum

Elimination des lectures alignées de facon non-unique

Chaque différence est conservée si elle satisfait les critéres suivants :
— Elle nest pas située dans les 5 premieres et derniéres bases de la lecture
— La qualité de la base en question et des bases encadrantes est >= 20

— Les séquences flanquantes ne sont pas des homopolymeres

Une différence est considérée comme une erreur de séquence si :
— Elle est vue au moins par 3 lectures différentes

— 70% des lectures alignées a cette position sont en accord

Ces critéres qualités entrainent une chute de la couverture



Séquencage de géenomes

Unpaired unpaired + paired
Sanger 454 with Illumina /
+ PE 454 Solexa GAl
Coverage 7.4X 25X 25X and 50X
A bl Arachne Newbler Newbler
ssembler (Broad
454 /Roch 454 Roch
Tnstitute)] (454/Roche)] (68 [ IReElel|
# of contigs 173 119 119
Contigs N50 (Kb)f 39.0 58.2 58.2
# of scaffolds 2 10 10
Scaffolds N50 (Kb)j 2,200 1,000 1,000
Assembly size 3.417Mb 3.544 Mb 3.544 Mb
(% of reference)] (95%)] (98%)] (98%)]
Mis—assemblies 0 0 0
431 163
# of errors 3,442
(1 erreur / 8Kb)] (1 erreur / 22Kb)]
Substitutions 2,494 75 71
Insertions / 948 356 99

Deletions



Séquencage de géenomes

Correction des erreurs du 454
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« A B0X, reste 163 erreurs :

— 51 sont dues a des erreurs dans la séquence de référence ou a la présence de variations
(cultures différentes).

— 112 sont localisées dans les régions répétées (pas de couverture solexa) ou en extrémité de
contigs.



Séquencage de géenomes

Genomic DNA

Roche/454 sequenced paired-end library
to a ~7x fragment size coverage (for 3Kb fragments)

Add 454 unpaired data to a final 25x coverage

v

Newbler assembly

Correct errors with ~50x Solexa/illumina
short reads data

v

High quality draft (< 104 error rate)



Plateforme détection de mutations
par capture
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Institut national
de la santé et de la recherche médicale

— Laboratoire de Ressources Génomique : Gabor Gyapay
— Laboratoire de Séquencgage : Patrick Wincker

— Laboratoire d’Analyse Bloinformatique des Séquences : Frangois
Artiguenave, Vincent Meyer, Marc Wessner, Benjamin Noel




Plateforme deétection de mutations

Objectifs : détection de mutations
— sur des ‘grands’ génomes (typiquement 'lhumain)
— sur plusieurs individus en parallele
— pour un cout raisonnable

Principe :
— définir des régions d’intéréts sur ces ‘grands’ génomes de plusieurs mégabases
— amplifier spécifiguement ces régions par capture
— séquencage haut-débit

Utilisation de puces Nimblegen pour la capture et séquencage en 454

—

e
—

Quels types de projets ? \____.

— Maladies génétiques rares (dermatologie, nevrologie, etc...).
— Cancerologie.

— Autres thématiques venant d’appels de proposition du Génoscope (analyse du
génome humain et d’autres mammiferes, etc...).



Chaine de traitements biolnformatiques

. , Séquence de reférence
* Alignement des lectures 454 sur le genome k

Région 1 Région2 Région 3
- ssaha2 (blat en cours d'intégration) : ; S— ; :

:_—

- Evaluation de la qualité de couverture b
Lectures 454

- % de couverture des régions d'intérét
- % de lectures mappées inclues ou chevauchant les régions d’intérét

* Détection des variations Séquence de référence

- Utilisation de “gsMapper” fourni par Roche 454

2 |

AAATGATGCATTIACTACTACGCTTGG

AATGATGCATGACTACTACGCTAGG
———TGCATGACTA-TCCGCTGGG
TGATGCATGACTACTCCGCTGGG

TGATGCATGACTACTC--CTGGG

« Mise a disposition des résultats ii

1131

Lectures 454



e Acces aux fichiers sur un site web sécurisé

- séquences et qualité issus du 454
- statistigues du séquencage et de l'alignement
- description des variations avec le génome de référence
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124€.tna.gz 21-T0v-2008 10:07  72M

reads : 740642

Mumber of mappsd reads : 649017 (87.63% of all reads)

mapped reads which overlap enriched regicns : 450367 (69.38% of mapped reads)
Mumber of mappsd reads included in enriched regions : 220646 (49.00% of mapped reads)

i24C.cual.gz 21-Tav-2008 10:07  52M

indD fna.gx 25-Dec-200% 11:322  47M

--- Enriched regions ---
Dumber of enriched regions : 13315

Number of enriched regions with matching reads : 12375 (92.19% of enriched Tegions)
Nunber of enriched regions coversd entirely : 10932 (82.10% of enriched regions)
Coverage statistics on enriched region
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indE.cual.gg 23-Tlov-2008 10:03 590
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40AF frna.qe

25 Dec 2008 11:3%  €6M ax. : 80.73 X
Munber of enriched regions with a coverage ratic of 10X at least : 7026 (52.77% of enriched regions)
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reads : 964866
mepped reads : 822999 (85.30% of all reads)

mapped reads which overlap enriched regicns : 525778 (63.89% of mapped Teads)
mapped reads included in enriched regions : 260185 (19.19% of mapped reads)
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he Server ai www. genas cns fr Port 442

--- Enriched regions ---
Dumber of enriched regions : 13315

Mumber of snriched regions with matching reads : 12434 (93.38% of enriched regiona)
Numbsr of snriched regions coversd entirely : 11405 (85.66% of enriched regions)
Coverags statistics on enriched region :

Avg. :15.76 X
Hed. :11.42 X
Hin. : 0.00 %

ax. : 102.21 X

Dumber of enriched regions with a coverage ratio of 10X at least : 7985 (59.97% of enriched regions)

ind B
reads : 601841

mapped reads : 531657 (88.34% of all reads)

mapped reads which overlap enriched regicns : 311892 (65.5%5% of mapped reads)
mapped reads included in enriched regicns : 160027 (45.92% of mappsd reads)
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e Détail d’un fichier résultat (HCDiff)

Other Eeads:

C T 3 1 4 4 100
Esads with Difference:
chr9 129980611+ TATTTCCCAGARCSTC - COCASSCCCAACACECTECCTT - CTNCOSTMNCOSCASCCACAA COTTEAGECCT 129980674

L2 L R 2.2 L X K X X J

FHIT73AY 04 TESRE T4 - TATTTCCCACGAETNCACT - AGGCCCARCAGCTEC - T T I CT OO T C O C AT CAAR A C 21
FHIT3AYO4T4031 113+ TATTTCCCACGASTC - COCAGGCCCAAGASCTSC - T T T T COET COECASCCAGARACCTTTEASSCCC 176
FIXETA4QZ2ETRSE Q24+ TATTITCCCACACTTC - COCAQGCCCARCACC T -T T TCT O CORCACCCACGA A CCTTIGEARGCCT 155
FIXETA4 02 FOMNEA 27+ TATTTCCCAGASTNC - COCAQSCCCAACAGCTEC -TTTCT O CORCASCCACGAA CCTTGEAGECCT 290

Wl W b W b W b o

Other Eeads:

- positionnement sur le génome de référence
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e Détail d’un fichier “HCDiff”

=chr9 1299206432 12599806432 C T 3 1 4 4 100

Esads with Difference:

chr? 129280611

FHIT3AY04JESER T4 - TATTTCCCAGRETCACC - AGGCCCARCACCTCEE - TTTCTCOETCCGCAGCCAGAAC 21
FHITIAY04T4031 113+ TATTTCCCAGARETC - COCAGGCCCARCAGETGEE - TTTCTCOET COGCAGCCAGAACCTTEARGEECCC 176
FIXETA402GTE9E 924+ TATTTCCCAGRETC - COCAGGCCCAACACOTEC - TTTCTCOETCCECACCCAGAACCTTEAGECCC 155
FIXETA402FOMHEA 27+ TATTTCCCAGARETC - COCAGECCCAACAGCTGEE - TTTCTCOET CCGCAGCCAGAA CCTTEAGECCC 50

Wl W b W b W b o

Other Eeads:

- positionnement sur le génome de référence
- séquence de référence




e Détail d’un fichier “HCDiff”

=chr9 1299206432 12599806432 C T 3 1 4 4 100

Esads with Difference:

chr? 129280611+ TATTTCCCAGRETC- COCAGGCCCARGAGCTGECCTT - CTCOSTCOGCAGCCAGAACCTTEAGECCC 129980674

e i W o W b ok

FHIT2AYO4TESER
FHIT3AYO4T4031
FIXETA402CGTRIE
FIXETA4Q02POMEA

Other Eeads:

- positionnement sur le génome de référence
- séquence de référence
- séquences des lectures présentant des différences
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e Détail d’un fichier “HCDiff”

=chr9 1299206432 12599806432 C T 3 1 4 4 100

Esads with Difference:

chri 129980611+ TATTTCCCAGRETC - COCARGERTCCA AR - CTCOETCOECAGCCACGAACCT IGEAGECCT 129980674
LA A B & & & 2 % 1 L
FHIT2AYO4TESER T4- TATTTCCCACRETCACT - AGGCCCARGAGCTEC - T T T CTCOET COECAGCCAGAR AT 21

FHIT3AYO4T4031 113+ TATTTCCCAGAGTC - COCAGGCCCARGAGCTEC - TTTCTCOETCORCAGCCAGAACCTTEAGECCC 176
FIXETA402CGTRIE 92+ TATTTCCCAGAGSTC - CCCAGGCCCAAGAGCTGEC - TTTCTCOSTCOSCAGCCAGARACCTTGAGECCC 155

FIXETA402FOMHEA 27+ TATTTOCCAGAGTC - CCCAGRCCCAAGAGCTGEC - TTTCTCOETCORCAGCCAGAA CCTTEAGECCT 30

Wl W b W b W b o

Other Eeads:

- positionnement sur le génome de référence
- séquence de référence
- séquences des lectures présentant une variation




noscope | Plateforme | Projet_ YT | Navigateur | Analyse | Télécharge s | Contact

Rechercher une position ou un nom

chrl1554450-555000 || visualiser |

Pour réaliser une recherche, vous pouvez utiliser une position (chrdébut-in), un nem de géne ou
un identifiant de variation. Le caractére ' * ' est authorisé

Exemples :

region du chromosome 18 comprise entre les positions
27701000 et 27701650

identifiant d'un géne Ensembi!

identifiant d'une variation du projet YT

A propos du projet YT

L'objectif de ce projet est d'identifier de nouveaux génes suppresseurs de tumeurs impligués dans
les cancers de |la vessie par l'identification de mutations

Plusieurs stratégies ont &té employées pour sélectionner de potentiels génes suppresseurs de
tumeurs

1 - L'analyse des échantillons tumoraux de vessie par Hybridation Génomique Comparative (puces
CGH) a permi de mettre en évidences des régions génomiques frégquemment perdues dans ces
cancers. Les génes et les microARNs localisés dans ces régions de perte ont été selectionnées pour
séquengage.

2 - Liste des génes connus par la base de données "Cancer Gene Census" comme ayant des
mutations impliqués dans la progression tumorale. Seuls les génes avec des mutations somatiques
et non mutés dans les lignées germinatives ont &té retenus

3 - Liste des génes connus pour étre mutés dans les lignées cellulaires

4 - Liste des genes connus pour &re localises dans des régions geénomigues sous régulation
épigénénique dans |es cancers de la vessie.

5 - Liste des génes constitutifs des voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale.

Une liste de 1251 génes (y compris microARN) a donc été constituée pour ce projet de recherche de
mutations dans les cancers de la vessie. Cela équivaut a un total de 3,943,922 nucléotides
(5,302,487 nucléctides pour le comptage Nimblegen)

Ce projet de séquengage a été réalisé pour 8 échantillons: 4 échantilions tumoraux & 4 échantillons
normaux appariés (provenant des mémes patients). Le séquengage en paralléle sur des échantillons
tumoraux et normaux appariés a été effectue afin de faciliter I'analyse des polymorphismes identifés
par le séquengage et nottamment de pouvoir différentier les SNPs des mutations. Les échantillons
sélectionnés remplissaient les conditions suivantes: (i) ADN génomique extrait en quantité suffisante
et de qualité et (i) échantillons contenant |es régions CGH récurrentes de pertes

Institut Curie : Laboratoire d'Oncologie moléculaire

T
Ll
J

Statistiques YT
2244442 séquences chevauchent les régions
ciblées (soit 61% de I'ensemble des lectures)
% de régions couvertes par des lectures
90%%
% de régions entigrement couvertes @ 79%

Couverture moyenne des régions : 12.42 X

(Valeurs moyennes sur 8 individus)

Bilan détaillé individu par individu. ..




Visualisation des réesultats
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Genome Browser incluant la représentation des SNPs

e GENESSCOPE

Genoscope | Plateforme | Projet YT | Navigateur | Analyse | Téléchargements | Contact

Vue de 1.001 kbp depuis chrll, positions 297,814 a 298,814

B Instructions
Wous pouvez faire une recherche en utilisant un nom de séquence, un nom de géne, un locus , ou un autre référentiel, Le caractére spécial * est auterisé. Pour vous recentrer sur un emplacement, cliquez sur la régle. Utilisez les boutons
Défil./Zoom pour changer 'échelle et |a position. Pour sauvegarder cette vue, ajoutez ce lien & vos favoris,

Exemples: chr1:554450-555000, chr18:27701000..27701650, chr¥:11928220..11928330.

[Cacher l'en-téte] [Ajouter cet affichage a vos favoris] [Lien vers une image de cet affichage] [Image haute qualité pour les publications] [Aide] [Remise a zéro]
B Chercher
Référentiel ou Région: Sorties, recherches et autres opérations:

|chr11:2978147298814 Chercher Sortie Decorated FASTAFile »| Configurer.. | Lancer

Source de données
Projet YT Défil./zoom: << ™ [\oir 1,001 kbp =l = > Oinversion

B Apercu
B Détails
2975k 298K 2981k 2982k 2983k 2984k 298.5 298. 6k 2987k 298,85k
ARNn Ensenbl!
ENST00000327366
SHPs tumoraux
¥T:T:C368 YT:T:C3169
H !
TCA/LEG 75% T/C 1007
¥T:T:C3170
H
ToC 1008
SHPs nornaux
YT:N:B2E46 ¥T:M:B2647
' '
T/G 1008 TAC 7HE
SHPs dbSHP
TR T T T TR Vo ' TR
Y \ " s ! i \ "
SNPs HAPHAP
r510336 r510568900 15309038
' H H
LG [} TiC C/T

SNPs HAPMAP: rs10398 chr11:298180..298180

SNPs 1888genones
ADN / #GC

A AN s A i g S AT Ny g g

Supprimer le surlignage Mise 2 jour de l'image

Pistes
Préférences d'affichage
Ajouter vos propres pistes

NB: Cette page utilise un cookie pour sauver et restituer les informations de configuration. Vios infermations ne sont pas partagées.
Generic genome browser versien 1.68



Liens dynamgqiue vers le site Hapmap

International
HapMap . chri3
Poojed : : : : : : : : : :
k Ly ot 10M 200 30M 40M 50M &0M 70H 0H oM 100 110M
B0 ldeogram
BEENT contigs
e
@ dbSNP SNPs/S00Kb
4001
2001
0
} 1 t t t
31809k 31810k 31811k 31812k 31813k
B @ Genotyped SNPs
r32320236(+) rEL15716530+) rEl15T1EE60+)  PElB0L406(+) rE206075(-) rEL15FIER70+)  rel799954(+)
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Interface de requéte

noscope | Plateforme | Projet YT | Navigateur | alé | Contact

OUTIL D’ANALYSE DES VARIATIONS

PROJET YT
INDIVIDUS
[ Tous | cun | ® Union O lIntersection [ B G N E OF OH O annotation
CHROMOSOMES
s I cun |

Chr1 Chr2 Chra Chr4 Chrs Chré Chr7 Chrs
Chra Chr10 Chri1 Chr12 Chr13 Chri4 Chr1s Chr16

Chr17 Chrig Chr19 Chr20 Chr21 Chr22 ChrX ChryY

VARIATIONS

% de lectures présentant |a variation > & |75 | HCDift O ALLDIf  Trier en fonction du pourcentage

Absentes des bases de données publiques : & dbSNP HapMap 1000genomes

Absente chez les individus© ¥ B [ ¢ p OE F H annotation

O Intergénique [ mANA [ sUTR" Exon [ intron O zUTR'

ANNOTATION

[ Hétérozygote Homozygote

Non Synonyme | Synonyme

Format de sortie: @ txt O bed O gt | AFFICHER... k}



Genoscope | Plateforme | Projet YT | Navigateur | Analyse | Téléchargements | Contact

OUTIL D'ANALYSE DES VARIATIONS

PROJET YT

23 variations observées répondent a vos critéres.

Pour télécharger le fichier résultat : Enregistrer la cible du lien sous...

Individu | Ref. Deébut Fin Variation | Nb total | % lectures Typede |dentifiant de Annctation | dbSNP | HapMap 1000
Lectures | avec var. | Localisation Localisation genomes

B Bi1 4275 4275 2+5=12 58 % ENSTO00000326632 SHIFT
c g3t chrt 4275 4275 TIC 2+5=12 58 % CcDs ENST00000326632 SHIFT
Cc C51 chrl 1875900 1675800 GT 1+4=5 100 % infergenique
c £32 chrl 2435266 2435266 AG J+1=4 100 % infergenique
B B2 chrl 2435266 2435266 AIG 3+1=4 100 % intergenique

B B1 chrl 1675900 1875900 GT 1+4=5 100 % infergenique

B B20 chrl 2960694 2960694 GT 1+4=5 100 % infergenique TIA
B B19 chrl 3693803 3693803 GT 1+4=5 100 % intergenique T

B B4 chrl 2442304 2442304 AIG 4+2=8 75 % infergenique

B BS chrl 2442429 2442429 TIG 2+3=7 71 % infergenique

c £33 chrl 2442217 2442217 GiA 3+2=7 7 % infergenique

Cc C25 chrl 2442429 2442429 TiC 243=7 71 % infergenique

B B3 chrl 2442217 2442217 GIA 3+2=7 71 % infergenique

c C36 chrl 15767642 15767642 G/A 5+3=13 62 % intergenique

B B& chrl 15767842 15767642 GiA 5+3=13 62 % infergenique

C C10 chrl 32571790 32571790 TG 2+5=12 58 % infergenique
B B17 chrld 62765 62765 TIC 2+5=12 58 % infergenique ot
B B16 chrl 38125407 38125487 TiC 2+5=12 58 % infergenique
c C37 chri0 62765 62765 TIC 2+5=12 58 % infergenique o7
B B15 chrl 38125497 38125497 TIC 2+5=12 58 % intergenique
c C27 chrl 15768020 15768020 GiA 5+3=20 40 % infergenique
B BT chrl 15768020 15768020 G/A 5+3=20 40 % infergenique
B B8 chrl 15769345 15769345 AIG 1+3=10 40 % infergenique



Visualisation des résultats
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ise a disposition de fichiers permettant de visualiser les données du projet
ans un browser génomique ...
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Ressources bioinformatiques: 454

Disponible En projet

Mapping

- Assuré par ssaha2 (1journée/run) O

- Implémentation de BLAT pour un gain de @)
temps de calcul (1h/run)
Résultats

- Information sur la qualité de la couverture
des zones étudiées (mutastat) O

- Détection des mutations (logiciel constructeur : GSMapper) QO
- Evaluation de la qualité des résultats (calibration via dbSNP)|

- Approches “paired-end” et “structure variation”

O OO

-Développement de nouvelles méthodes de scoring
Interprétation

-Comparaison de profils de mutations

- Fonctionalités de croisement des données
(Filtres dbSNP/1000 génomes/HapMap...)

- Visualisation des résultats (GenomeBrowser)

- Caractérisation fonctionnelle de la mutation:
(Caractérisation de la zone, modification du cadre
de lecture, modification acide aminé)

O 00O
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— Méthodes de détection de mutations
\_—.‘——-

v" Algorithmes qui tiennent compte des spécificité des données issues des NTS.
v" Algorithmes existants :
v SSAHA pileup (Sanger), version adaptée de SSAHA snp

v GigaBayes (Boston College), version adaptée de PolyBayes
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— Méthodes de détection de mutations
\__..-—-'

Neighbourhood Quality Standard (NQS)

Altshuler, D. et al. An SNP map of the human genome generated by reduced representation shotgun sequencing. Nature 407, 513-
516 (2000)

Méthode basée sur les scores qualités attribués a chaque base des lectures.

Le NQS a pour objectif de diminuer I'impact du taux d'erreurs du 'base calling' sur
I'identification des sites polymorphes

Q=20

Une base est marquée NQS si : |
v" son score qualité Q = 20 ATCGTGGCTGCATTAGGCT

v les 5 bases de chaque coté ont chacune
un score Q=215 W



%_ Méthodes de détection de mutations
\__.-—l—

Effect of NQS on base-calling accuracy

—+—All bases
—=— Bases meeting NQS
—— Bases failing NQS

0.01 ' ' Figure 1 Impact of quality criteria on error rates. Data are plotted according tothe PHRED
2p 30 40 50 (score of each base™® and reported in bins of five PHRED Qunits; only base substitution
/-A-\‘ errors were counted. As previously reported®, overall PHRED scores accurately predict the

0.0014 observed rates of base-calling errors; however, bases meeting the NQOS display

substantially lower error rates than are predicted by thelr PHRED scores. Although the
.\ effect is proportionally greatest for high PHRED scores, the bulk of errors avoided are

0.0001 \’4\. found in bases with lower PHRED scores (that is, those with the highest error rates).

0.00001 \/

0.000001

Errors per base examined

PHRED quality score (Q)

Altshuler, D. et al. An SNP map of the human genome generated by reduced representation shotgun sequencing. Nature 407, 513-
516 (2000}



Plateforme détection de mutations
v Projet pilote : sélection de 1.251 génes, 13.315 exons , taille cumulée d’environ 4 Mb
v 8 échantillons avec 1 run GSFLX par échantillon (soit ~ 100Mb)
v 13.315 régions ciblées : 3,97Mb (moyenne de 300pb}

v Aprés passage chez NimbleGen : 13.944 régions ; 5,6Mb (moyenne de 400pb)

Régions séléctionnées Régions capturées
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Plateforme deétection de mutations

B C D E F H
Couverture initiale 42,9 53,3 35,1 35,1 41,1 29,6
Couverture moyenne 13,9 15,8 12,7 11,5 10,5 10,1
Couverture minimale 0 0 0 0 0 0
Couverture maximale 80,7 102, 2 102,1 113,0 111,0 86,0
# régions couvertes a 7.026 7.985 7.123 5.886 4.097 5.502
10X (53%) (60%) (54%)] (44%) (31%)] (41%)

Avec >30X initialement, on ne couvre
qgu’environ 50% des régions avec une
couverture supérieure a 10X

Captured regions (%)
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Plateforme deétection de mutations

v Alignement des lectures provenant des 8 échantillons sur le génome humain
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