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Ressources techniques: 454

Méthode de séquençage: 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 à pas entraine peu d'erreurs de substitution
- Pas de biais de clonage

Inconvénients: 
-Cout de l'expérimentation par rapport à l'utilisation du Solexa et SOLiD 
-Erreurs au niveau des régions contenant des homopolymères



454 / Roche – Genome Sequence FLX

2006 

Gs20
20Mb / run
100pb / lecture

2007

GsFLX
100Mb / run
250pb / lecture

2009

Titanium
500Mb / run
400pb / lecture



�Distribution des tailles de lecture

454 / Roche – Genome Sequence TITANIUM

Séquençage de génomes



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

� 93.553.967 nt alignés contenant 800.295 erreurs (soit 8,6.10-3 erreurs, de l’ordre de 10-3

à 5.10-3 en sanger)�

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

� Erreurs concentrées autour des régions homopolymériques => le taux d’erreur n’est pas 
constant, il dépend du taux d’homopolymères

454 / Roche – Genome Sequence FLX

Séquençage de génomes
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454 / Roche – Genome Sequence FLX

Séquençage de génomes

� Quelle profondeur de séquençage nécessaire ?



454 / Roche – Genome Sequence FLX

Séquençage de génomes procaryotes
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454 / Roche – Genome Sequence FLX

Séquençage de génomes

� Quelle profondeur de séquençage nécessaire ?
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• Structure de l’assemblage satisfaisante (plus de scaffolds => banque 
de 3 et 10Kb pour le sanger contre 3Kb pour 454 PE)�

• Meilleur représentation du génome (couverture homogène)�

• Taux d’erreurs : ~ 1 erreur / 8,5Kb,

• de nombreux indels (problème pour la prédiction de gènes) 

• La qualité peut être améliorée par l’ajout de lectures présentant un 
type d’erreur différent pour corriger les indels de l’assemblage 454

Séquençage de génomes
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Illumina / Solexa – Genetic Analyzer 1G

� Test sur Acinetobacter baylyi (3,5Mb) : 
• environ 10M de lectures de 36pb
• taille cumulée de 440Mb, soit 120 équivalents génome (120X)�

Séquençage de génomes



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

• Elimination des lectures alignées de façon non-unique

• Chaque différence est conservée si elle satisfait les critères suivants :
– Elle n’est pas située dans les 5 premières et dernières bases de la lecture

– La qualité de la base en question et des bases encadrantes est >= 20

– Les séquences flanquantes ne sont pas des homopolymères

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

– 70% des lectures alignées à cette position sont en accord

• Ces critères qualités entrainent une chute de la couverture

Séquençage de génomes
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Séquençage de génomes

Correction des erreurs du 454

• A 50X, reste 163 erreurs :
– 51 sont dues à des erreurs dans la séquence de référence ou à la présence de variations 

(cultures différentes).

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



Séquençage de génomes

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

Newbler assembly

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

High quality draft (< 10-4 error rate)�



Plateforme détection de mutations 
par capture

Plateforme détection de mutations 
par capture

– Laboratoire de Ressources Génomique : Gabòr Gyapay

– Laboratoire de Séquençage : Patrick Wincker

– Laboratoire d’Analyse BIoinformatique des Séquences : François 
Artiguenave, Vincent Meyer, Marc Wessner, Benjamin Noel



• Objectifs : détection de mutations

– sur des ‘grands’ génomes (typiquement l’humain)�

– sur plusieurs individus en parallèle

– pour un cout raisonnable

• Principe :

– définir des régions d’intérêts sur ces ‘grands’ génomes de plusieurs mégabases

– amplifier spécifiquement ces régions par capture

– séquençage haut-débit

• Utilisation de puces Nimblegen pour la capture et séquençage en 454

• 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 mammifères, etc…).

Plateforme détection de mutations



Chaîne de traitements bioInformatiques

• Alignement des lectures 454 sur le génome

- ssaha2 (blat en cours d’intégration)�

• Evaluation de la qualité de couverture

- % de couverture des régions d'intérêt

- % de lectures mappées inclues ou chevauchant les régions d’intérêt

• Détection des variations

- Utilisation de “gsMapper” fourni par Roche 454

• Mise à disposition des résultats

Séquence de référence

Lectures 454

AAATGATGCATTACTACTACGCTTGG

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

Séquence de référence

Lectures 454

Région 1 Région 2 Région 3



� Accès aux fichiers sur un site web sécurisé

- séquences et qualité issus du 454
- statistiques du séquençage et de l’alignement
- description des variations avec le génome de référence



� Détail d’un fichier résultat (HCDiff) �

- positionnement sur le génome de référence



� Détail d’un fichier “HCDiff”

- positionnement sur le génome de référence
- séquence de référence



� Détail d’un fichier “HCDiff”

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



� Détail d’un fichier “HCDiff”

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





Visualisation des résultats

Genome Browser incluant la représentation des SNPs 



Liens dynamqiue vers le site Hapmap



Interface de requête





Visualisation des résultats

Mise à disposition de fichiers permettant de visualiser les données du projet 
dans un browser génomique ...

- BED
- GFF3
- EGA

…



Ressources bioinformatiques: 454

Mapping

Résultats

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)�

- Assuré par ssaha2 (1journée/run)�

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

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

- Détection des mutations (logiciel constructeur : GSMapper)�

- Évaluation de la qualité des résultats (calibration via dbSNP)�

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

-Développement de nouvelles méthodes de scoring

Disponible En projet



Méthodes de détection de mutations

� Algorithmes qui tiennent compte des spécificité des données issues des NTS.

� Algorithmes existants :

� SSAHA_pileup (Sanger), version adaptée de SSAHA_snp

� GigaBayes (Boston College), version adaptée de PolyBayes



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) 

Une base est marquée NQS si :
� son score qualité Q ≥ 20
� les 5 bases de chaque coté ont chacune 

un score Q ≥ 15

ATCGTGGCTGCATTAGGCT

Q ≥ 20

Q ≥ 15

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

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

Méthodes de détection de mutations



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

Méthodes de détection de mutations



� Projet pilote :  sélection de 1.251 gènes , 13.315 exons , taille cumulée d’environ 4 Mb

� 8 échantillons avec 1 run GSFLX par échantillon (soit ~ 100Mb)�

� 13.315 régions ciblées : 3,97Mb (moyenne de 300pb)�

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

Régions séléctionnées Régions capturées

Plateforme détection de mutations



Avec >30X initialement, on ne couvre 
qu’environ 50% des régions avec une 
couverture supérieure à 10X
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Plateforme détection de mutations



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

Plateforme détection de mutations


