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La Plateforme GeT

 Expertise et mise a disposition d'une plateforme technologique
en génomique :
— Seéguencage
— Génotypage
— Analyse d’expression

« Regroupement des 2 plateformes IBiSA (PlaGe et Biopuces
et des 3 plateaux toulousains

S oo s

—_ e L

S geno .:::*
biopuces

<Y genomic

http://get.genotoul.fr
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Plateforme Génomique

» Plateforme en place des 2000 (création de la Genopole)
* Plateforme RIO en 2006 puis IBISA 2008
« Plateforme stratégique INRA (une des neuf) en 2008

 Plateforme certifiee ISO 9001:2000 en octobre 2008

Batiment 250 m2 en 2008, qui sera étendu
a 500 m2 en 2013

http://get.genotoul.fr
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SOLID™ 5500 (XL)

Séquencage par ligation

2 flowchips

Longueur :

75 bp (fragment)

75 bp x 35 bp (paired-end)

Débit : 90 Gb/flowchip
\_ 1emps de run: 7 jours

Up to 60 bp x 60 bp (mate-paired)

_/

Life technologies

-

lon Torrent Personal Genome Machine

Temps de run : 2 heures

Séquencage par synthese (mesure pH)
Longueur : 100 bp
Débit : 10 Mb & 1 GB (2012)

http://get.genotoul.fr e
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GS FLX 454

Pyroséquencage

1 plaque

Longueur :

~400 pb (700 pb fin d’année)
Débit : 1 million de séquences
Temps de run :10h

GS Junior

Pyroséquencage

1 plaque

Longueur : ~400 pb

Débit : 100000 séquences
Temps de run : 10h

http://get.genotoul.fr e
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HiSeq 2000

Séquencage par synthese
2 flowcells

Longueur : 2 x 100 pb
Débit : >300 GB/flowcell
Temps de run : 10 jours

MiSeq

Séquencage par synthese
Longueur : 2 x 150 pb
Débit : >1 GB

Temps de run : 27 h

http://get.genotoul.fr e
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Controle qualité international HIV

A Multicenter Collaborative Study on HIV Drug Resistance Testing using
454 Massively Parallel Pyrosequencing

BE Simen’, MS Braverman, | Abbate?, J Aerssens?®, Y Bidet*, O Bouchezt, C Gabriel®, J lzopet”, HH Kessler®, A Radonic?, K Metzner'®, R Paredes™, P Recordon-Pinson'2, J Sakwa®, GG Schmitz-Agheguian™; and MP Diumer?,
on behalf of the 454 HIV Alphastudy Group
1454 Life Sciences, A Roche Company. Branford, CT, USA: *Mational Insfitute for Infectious Diseases "L. Spallanzani, Rome, faly; *Tibotec-Virco Virology bvba, Mechelen, Belgium: *Centre Jean Perrin / Clermont; Universites,
Clermont-Ferrand, France: SPlateforme Génomigue Toulousae/Laboratoire Génélique Callulaire, Toulouse, France; fBlutzentrale Linz, Linz, Austria; TINSERM U563, Toulouse, France; ®Medical University of Graz, Graz, Austria;
*Robert-Koch-Institute, Barlin, Germany; ®University Hospital Zuerich, Zuerich, Switzerland; Minsfitut de Recerca de la SIDA — IrsiCaixa, Badalona, Spain; 2CHU de Bordeaux et EA 2068, Universite Victor Segalen,Bordeaus,
France: 13LIFElab-MNafional Genomics Platfiorm, Durban, South Africa; “Roche Applied Science, Penzberg, Germany; Sinstitute of Immunclogy and Genefics, Kaeiserslautern, Germany

Florence Nicot

http://get.genotoul.fr
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»Performance analytique de la technologie Roche 454 GS FLX

»Pertinence clinique de variants resistants minoritaires

v'Géne de la polymérase : étude de la protéase et transcriptase inverse du
HIV

v'Comparaison des performances d’'un protocole de séquencage haut-débit
du HIV sur Roche 454 GS FLX dans 11 sites differents.

v'Etude de non-infériorité du séquencage haut-débit versus la technique
de référence pour le séquencage (Sanger)

Florence Nicot

http://get.genotoul.fr e
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Stratégie de sequencage

cDNAs - BRHIVE - prapp—
-+ ) * -
Protease Reverse Transcriptase
| c l 1 5 l
amplicons N 2
3
A 4 3
Protease RT
A=195bp 1=258bp
B =282 bp 2 =286 bp
C =354 bp 3=270bp
4 =418 bp
5=402 bp

Florence Nicot

http://get.genotoul.fr
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1 2 3

12 different samples
uniquely labeled

T
12

2 4 emPCR

with MIDs Samples combined
for emPCR and ."l
sequencing q
Sample-specific data % Sequencing
deconvoluted .

bioinformatically

@ W 4

| |

Sample | Sample @ Sample
1 2 3

v
Sample
9

Sample || Sample
6 7

Sample | Sample
11 12

MID

ke

Longueur de lecture = 250 bp

Florence Nicot

http://get.genotoul.fr
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Analyse de 10 variants pré-sélectionnés

00
30 B LT L o Site_00] |
m Site_01
BO SH®IHH | A 0 Site 02|
O Site 04
70 TR (] m Site 05|
50 HHBIHN | HH @ Site_06 |~
en m Site_07
- il IR o Site_08| |
A0 HHBIHN | HH m Site_03|-
m Site_10
0 I B TR T o Site_11(
o 1l 118 -
0 : : a e Bo

RT- RT- RT- RT- PR- PR- RT- PR- RT-"* PR
VI5Mm D6TN KZ19E T2150 K43T D30N Yi8iC i54A MaTL I54M
Variant Mutations not detected by Sanger sequencing

Simen, Antiviral Ther, 2010

http://get.genotoul.fr



Comparaison seguencage haut-débit/Sanger

Concordance Non détecte par
avec Sanger Sanger
Mutations de 120/120 34*
resistance (100%)
Polymorphismes 79/81 nd
(98%)

* Détectés avec des fréquences de 1-10%

Simen, Antiviral Ther, 2010

http://get.genotoul.fr ? toul
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Controle qualité international HIV

A Follow-up of the Multicenter Collaborative Study on HIV-1 Drug
Resistance and Tropism Testing using 454 Massively Parallel Pyrosequencing

EP St._John', GS Turenchalk', | Abbate?, J Aerssens?®, O Bouchez®, C Gabriels, J |zopet®, K Meixenberger’, KJ Metzner®, R Paredes®, J Sakwa'®, GG Schmitz-Agheguian™,

A Thielen', M Victor'', MS Braverman' ,BB Simen' and MP Ddumer'® on behalf of the 454 HIV Alpha Study Group

1 454 Lile Sciences - A Roche Company, Branford, CT, USAC 2 National Institute for Infectious Diseasas L. Spallanzani’, Rome, Raly, 3 Tibolec-Viroo Virdogy brba, Besrss, Belgium; 4 Plabeforme Génomigue Touluss/Laboratoire Géndligie Celulaire, Toulouse, France; 5 Bluteentmale Ling, Line, Austris § INSERM LIS63,
Toulouse, France; 7 Roben Koch-Institute, Berlin, Gemmarny; 8 University of Zurich, University Hospital Zurich, Zurich, Switrerland, 8 Institut de Recerca de la SI0A - IrsiCaixa, Badalona, Spain; 10 Technology Innovetion Agency-National Genomics Platiorm, Durban, South Alrica; 11 Roche Applied Science, Penrbery, Gemary;
12 Max-Planck-Institute: for Informatics, Gemmany: 13 Institute of Immunclogy and Genstics, Keiserslostern, Gemary

»Nouvelle étude sur 11 sites différents en Europe, coordonnée par Roche

»Seéequences de ~400 pb, chimie Titanium

http://get.genotoul.fr
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Kits commerclaux : HLA

IMMUNE R

Tissue Antigens ISSN 0001-2815

A multi-site study using high-resolution HLA genotyping
by next generation sequencing

C. L. Holcomb!, B. Héglund', M. W. Anderson?, L. A. Blake?, |. B6hme#, M. Egholm?, D. Ferriola®,

C. Gabriel8, S. E. Gelber', D. Goodridge’, S. Hawbecker®, R. Klein?, M. Ladner®, C. Lind®, D. Monos?,
M. J. Pando?, J. Proll%, D. C. Sayer’, G. Schmitz-Agheguian'®, B. B. Simen?, B. Thiele?,

E. A. Trachtenberg®, D. B. Tyan?, R. Wassmuth?*, S. White® & H. A. Erlich’

1 Roche Molecular Systems Inc. (RMS), Pleasanton, CA, USA

2 Stanford University, Stanford, CA, USA

3 454 Life Sciences — A Roche Company, Branford, CT, USA

4 Department of Medicine |, Technical University of Dresden and DKMS Life Sciences Lab, Dresden, Germany
&5 Children’s Hospital of Philadelphia, Philadelphia, PA, USA

6 Red Cross Transfusion Service of Upper Austria, Linz, Austria

7 Conexio Genomics, Perth, Australia

8 Children’s Hospital & Research Center Oakland, Oakland, CA, USA

9 Institute of Immunology and Genetics, Kaiserslautern, Germany

10 Roche Applied Science, Penzberg, Germany

http://get.genotoul.fr
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Kits commerciaux : HLA

www.454.com

GS GType HLA Primer Sets

Single Pass, High-Resolution HLA Sequence-Based Typing
with GS FLX and GS Junior Systems

454,

]
. SEQUENCING

http://get.genotoul.fr
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Kits commerciaux : HLA

454 Sequencing System-Based HLA Typing vs. Sanger
Capillary-Based Typing
Resolution des ambiguités
m—— [ 82
T G & GCC 1 B WG A .\I(KTKWYSHHEERVH’(
—i 2o [ HUMYICHUAAR Y
E=—— Sequencing E & < & A
& q_ T ?G BEE .—-‘? GACCOGC AB L
o A et
I_G T ?2A
K.=
Mélange de sequences = séquences melangées
—— 454 e " ‘ | LI TR e
T G_ Sequencing H % | zom0
E e Systems S A, . . “
“ llllll % HNurmibet of Reads
I_G . ‘ e e
— — al | ‘ 1
/ ; ‘
Séquence clonale=1 ADN = 1 bille =1 lecture Aene
454

HEQUENCING

http://get.genotoul.fr
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Kits commerciaux : HLA

Le Workflow

Le génotypage complet d’un échantillon en 5 jours

PCR PCR Purification emPCR Amplif. Sequencing Data Analysis

Perform high-resolution allele assignment without requiring
additional sequencing run iterations, as is traditionally required with
capillary-based SBT assays.

10 ng d’ADN nécessaire par amplicon, soit 140 ng total 454

BEQUENCING

http://get.genotoul.fr



g |GeT

Génome et
sono Transcriptome

Kits commerciaux : HLA

Options for Sequencing

GS FLX System E

2 - Nombre
d’échantillon

HRon GS FLX

1 MR kit + 1 HR kit =40 samples @ 14 Amplicons / sample 4-Region gasket
10 HR samples / region

T T e

40

S e e

MR on GS FLX 8-Region gasket
2 MR kits = 80 samples @ 8 Amplicons / sample 10 MR samples / region

El
u

MR 1 WMRI MR 3

80

454

HEQUENCING

http://get.genotoul.fr
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Kits commerciaux : HLA

GS GType HLA Primer Sets
Typage HLA avec le GS FLX ¢ le GS Junior

Deux sets de primer
- Plaque 1 : Résolution Moyenne

- Plaque 2 : Résolution Haute (a
combiner avec la plaque 1)

+  Multiplexe de plus de 10 échantillons /
plaque

+ Adapté au génotypage HLA surles 2

systemes GS FLX et GS Junior GS GType HLA MR Primer Set (blue label )
+ Données compatible avec le logiciel contient 4 plaques de 96
spécifique 454 System Conexio GS GType HLA HR Primer Set ( )
contient 4 plaques de 96

» For life science research use only. Not
for use in diagnostic procedures.

454

BEQIUENCING

http://get.genotoul.fr
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PacBio RS (Pacific Biosciences)

v" Disponible mi-2011

v" Single molecule sequencing

v 964 pb (v.1), 50000 seq., 50 Mb/run
v 15 minutes/run

v 5% d’erreur, mais possibilité de
séqguencer plusieurs fois le méme ADN

v" Prix échantillon ?2??

http://get.genotoul.fr 39??9
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FDA & PacBio RS

&

BioPortfolio

FDA Seeks PacBio Sequencer for Rapid Pathogen ID

GenomeWeb | The Food and Drug Administration seeks to purchase a Pacific Biosciences sequencer to

develop new methods for rapid pathogen identification, according to a request for information published on L
the Federal Business Opportunities website earlier...

http://www.bioportfolio.com/news/article/411743/Fda-Seeks-Pacbio-Sequencer-For-Rapid-Pathogen-Id.html

http://get.genotoul.fr
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Life Technologies

Polymerization + detection engine " ——
Bl }1 | leaves complex
—tt "

Polymerase Engine translocates;

[= SWEETy S FRET o] prepares to incorporate next base
G =

@_% T w O-dot polymarass sngins
55
LN

é 2 primed, immobilized single DNA

Q-dot nanocrystal FRET donor

DA

lcc:::::’hbulad "‘Q.‘. template molecules
nuc & 't
777 W\
DNA polymerase enzyme b5 WA
4 —.',—I
777 ANY
v R
2010/11 2012 Sample Preparation and Attachment to Substrate
Incorporation rate (per second) 2-4 5-10
Average read length 1k-1.5k 5k-10k Molecular Redundanc.y: Template.
Attachment For Iterative Sequencing
Run cost ~$200 ~$200
‘Raw’ throughput ~1.4 Gbp/day ~8 Gbp/day 5 . 5 . .
4
Run time ~20 mins ~20 mins C%\‘
Data per run (Gbp) 0.04-0.06 0.13-0.26
Accuracy 85-90% 90-95% anneal
seq
T4 ligase primer reset reset
# iterative sequence passes ~7 ~4 ) =
= Degenerate
Iterative throughput ~0.2 Gbp/day ~2 Gbp/day 3
o
Run time ~ 2.5 hours ~1.5 hours perec seq seq
ma rimer
Data per run (Gbp) 0.04-0.06 0.13-0.26 5 ! primer |
] ] ] 1 1
Accuracy ~99.9% ~99.9%
Run Cost ~$300 ~s300 ) Improved Accuracy

http://get.genotoul.fr
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L’équipe Génomique

Une équipe de 16 personnes dont 6 permanents INRA et 3 personnels accueillis

pour des projets d’'instituts.

N N )
Informatique & bioinformatique . . Prévention

Gérald Salin (IE INRA) Direction Sophie Leroux (Al INRA)
Julien Fremez (Al INF) Denis Milan (DR INRA) - J
J s N

é A Dir Adjointe & Qualité : Gestion
Biologistes Moléculaires Cécile Donnadieu (IE INRA) Marion Daneyrole (TR INRA)

NGS \_ VR <

J

Olivier Bouchez (IR INRA) ( Biologistes Moléculaires
ivier Bouchez 4
Jérome Lluch (Al INP) Prog_%ts Dfpartemclegtlf\l ou [C)(e;/rltres Genotypage, qPCR, autres
Eugenie Robe (Al INF) lane Esquerré ( ) Fredéric Martins (Al INP)
Emeline Lhuillier (Al INP) Jean José Maoret (IE INSERM 12MC) ;
Nathalie Marsaud (IE INSA) Sophie Ruzafa Serrano (I1E INP)
Sophie Valiére (TR INP)
- J - J

http://get.genotoul.fr
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