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 Présentation des données produites par le GSFLX : type, qualité, …

 Méthodes de détection de mutations

 Le projet ‘cancer de la vessie’

Introduction
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Pyroséquençage

1 fragment -> 1 bille
1 bille -> 1 lecture

454 / Roche – Genome Sequence FLX
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454 / Roche – Genome Sequence FLX

2006 

Gs20
20Mb / run
100pb / lecture

2007

GsFLX
100Mb / run
250pb / lecture

 Version actuelle (GS FLX) :

 Majorité des lectures à 250bp
 Environ 500.000 lectures / run et 100Mbp / run
 Durée du run : 8h

 Taux d’erreurs non négligeable dans les homopolymères
 Assemblage de qualité à environ 20X
 Pas de biais de clonage

2009

Titanium
500Mb / run
500pb / lecture

Evolution des séquençeurs GS
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 Un run sur Acinetobacter (3,5Mbp) : 
• 522.876 lectures
• taille cumulée de 96Mb, soit 26,7 équivalents génome (26,7X)

454 / Roche – Genome Sequence FLX

Données produites
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 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)

 Sur les 800.295 erreurs : 17% délétions, 62% insertions, 21% mismatches (12% de 
Ns). 

 Sur les 348.796 lectures mappées à 100%, 109.637 sont sans erreurs (31%)

454 / Roche – Genome Sequence FLX

Données produites
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454 / Roche – Genome Sequence FLX

Données produites
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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 variations

Q = 10  =>  p(base incorrecte) = 0,1
Q = 20  =>  p(base incorrecte) = 0,01 …
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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 variations
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Méthodes de détection de variations

 Avec les nouvelles technologies de séquençage (NTS) les lectures sont 
plus courtes

 Le principal problème devient l’alignement des lectures (mauvais 
placement sur le génome de référence)

 D’où la nécessité d’utiliser des algorithmes qui tiennent compte des 
spécificité des données issues des NTS.

 Algorithmes existants :
 gsMapper (Roche/454)
 SSAHA_pileup (Sanger), version adaptée de SSAHA_snp
 GigaBayes (Boston College), version adaptée de PolyBayes
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 Objectif du projet : recherche de nouveaux gènes suppresseurs de tumeurs 
impliqués dans les cancers de la vessie par l’identification de mutations. 

 Collaboration avec F. Radvanyi (Institut Curie)

 Sélection des gènes :
 gènes présents dans les régions récurrentes de perte : régions 
génomiques fréquemment perdues dans ces les cancers de la vessie.

 gènes connus par la base de données ‘Cancer Gene Census’ comme 
ayant des mutations impliqués dans la progression tumorale

 sélection de 1.251 gènes , 13.315 exons , taille cumulée d’environ 4 Mb

 8 échantillons : 4 échantillons tumoraux et 4 échantillons normaux appariés

Projet cancer de la vessie
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 prévision : 8 échantillons avec 1 run GSFLX par individu (soit ~ 100Mb)

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

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

Projet cancer de la vessie

Régions séléctionnées Régions capturées
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Projet cancer de la vessie

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

 Calcul de la sensibilité et de la spécificité de la capture
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Projet cancer de la vessie

 Alignement des lectures provenant des 8 échantillons sur le génome humain
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 Alignement des lectures provenant des 8 échantillons sur le génome humain
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Projet cancer de la vessie
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Avec >30X initialement, on ne couvre 
qu’environ 50% des régions avec une 
couverture supérieure à 10X

Projet cancer de la vessie
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Projet cancer de la vessie
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Les régions faiblement couvertes sont souvent communes à différents 
échantillons => biais de capture

Projet cancer de la vessie
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Projet cancer de la vessie

 Variations détectées 
 All_diff : différences reportée par au moins deux lectures indépendantes

 HC_diff : différence de haute qualité : reportée par au moins 3 lectures, 
avec au moins une lecture alignée en forward et une en reverse

4.222  16.955  moyenne

3.706  13.731 H

3.460  13.710  F

3.82615.793  E

4.490  15.915  D

5.325  23.012  C

4.523  19.567  B

HC_DiffAll_diffEchantillon

chr1             1673394+ ATAAATGTAAACATTGAATGGCAGACGACTCCCTTCCCCTTGAAATCTTAA 1673452
                                                   ***
FJIN7VJ01DFLX9        42+ ATAAATGTAAACATTGAATGGCAGACAACTCCCTTCCCCTTGAAATCTTAA 100
FJIN7VJ01ESS91        30+ ATAAATGTAAACATTGAATGGCAGACAACTCCCTTCCCCTTGAAATCTTAA 88
                                                   ***

chr1            38111352+ CACCCGAGTTGAGCTTTGTAGCTGTCATCTTATTTACGAAGAGCTCCAA 38111411
                                                  ***
FJIN7VJ01AIOPN       224+ CACCCGAGTTGAGCTTTGTAGCTGTCGTCTTATTTACG            265
FJIN7VJ01C8XXY       166+ CACCCGAGTTGAGCTTTGTAGCTGTCGTCTTATTTACGAAGAGCTCCAA 225
FGXZNYP01B97AX       104- CACCCGAGTTGAGCTTTGTAGCTGTCGTCTTATTTACGAAGAGCTCCAA 45 
FIZ3LQF01DFXB9       112- CACCCGAGTTGAGCTTTGTAGCTGTCGTCTTATTTACGAAGAGCTCCAA 53
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Projet cancer de la vessie

 localisation des variations (exon, intron, intergénique) et comparaison entre 
échantillon

 Sélection :
 variations de haute qualité présentes dans les échantillons tumoraux
 absentes des échantillons normaux (apparié et autres)
 absentes des base de données de variations connues
 localisées dans les exons ou à proximité (50pb)
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Projet cancer de la vessie

 Initialement environ 20.000 variations de haute qualité 

 Une 50aine de variations à valider par re-séquençage après classification et 
sélection

 Les critères de sélection importants :
 qualité de la variation (profondeur de séquence)
 localisation de la variation
 comparaison entre échantillon et avec les variations connues
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 Couverture de 10X environ nécessaire pour une détection optimale des 
mutations

 Le nombre de lectures à séquencer dépend des régions ciblées (nombre, 
taille) et de la qualité du run (taille moyenne des lectures, qualités)

 Détection des mutations basée sur la qualité des nucléotides et la longueur 
des lectures (unicité du placement)

 Insertions/délétions plus difficiles à détecter avec GSFLX à cause du taux 
d’erreurs dans les homopolymères

 Nécessité de classifier les variations pour réduire l’espace de recherche et 
de valider chaque variation

Conclusions
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contact: pfm@genoscope.cns.fr


