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SCIENCE & IMPACT

Présentation de la plate-forme

La plate-forme propose un large éventail de technologies, du Génotypage Microsatellites (SSR) avec un séquenceur 96
capillaires ABI 3730XL, au Génotypage de SNP (Single Nucleotide Polymorphism), en simplex (chimie KASPar sur le LC480, en
micro fluidique sur le Fluidigm de Biomark), ou en multiplex (technologie d'hybridation sur puce Affymetrix Axiom). L'autre
part de son activité est consacrée au Séquencage NGS, avec les séquenceurs PacBio Sequel | et Il qui permettent le
séquencgage de longs fragments, des ARN pleine longueur (Iso-Seq), des multiplexes microbiens, de la métagénomique ou des
pools d’amplicons. Le Sequel Il permet aussi I'obtention de lectures de haute fidélité (Hi-Fi). La plateforme propose
également la cartographie optique avec le BionanoGenomics Saphyr.

Les équipements critiques ayant été identifiés, sont sous contrat de maintenance fournisseur ou répondent a un programme
de maintenance défini et effectué par le personnel habilité de la plate-forme.

Définition de la prestation

Une discussion avec le responsable permet d'optimiser la stratégie d’analyse en fonction des besoins du client et des outils
disponibles. Cet échange conduit a la rédaction d’une fiche demande de prestation qui sert de base a un devis.

Aprés acception du devis, une fiche de recommandations de préparation et d’envoi des échantillons est envoyée au client
afin de porter a sa connaissance les précautions a respecter.

Un code est attribué a la prestation, ce dernier et le numéro de I’échantillon correspondant a la fiche de transfert sont notés
sur le tube/plaque a chaque étape. Ce code projet est a rappeler dans I'objet de chacune de nos correspondances
électroniques. Un membre de I'équipe plate-forme est identifié€ comme responsable de I'analyse. L'expertise des personnels
de la plate-forme leur permet d'effectuer un controle de premier niveau des résultats.

A la fin de la prestation, un bilan des manipulations est effectué par I'équipe et une pré-facture est établie. Cette pré-facture
est transmise au client qui devra nous envoyer un bon de commande correspondant.

Afin de d'optimiser sans cesse nos prestations, un questionnaire de satisfaction client sera envoyé annuellement.

Prestations proposées

Préparation ADN a partir de matériel végétal

1. Broyage et Extraction sbeadex Oktopure LGC Genomics

Préparation ADN a partir de sang ou de tissus animaux

1. Préparation ADN a partir du sang

2. Préparation ADN a partir de tissus animaux

Génotypage SNP

1. Chimie KASPar couplée a une lecture au LC480
2. Chimie KASPar couplée a une lecture au Biomark

3. Hybridation sur Axiom Affymetrix

Génotypage SSR
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Séquengage

1. Pacific Bioscience Sequel |

2. Pacific Bioscience Sequel Il

Etude d’expression sur puce Fluidigm

Carte Optique BionanoGenomics Saphyr

Mise a disposition du matériel plateforme

Modalités d'accés au matériel de la plateforme pour les personnels permanents et non permanents de l'unité.
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SCIENCE & IMPACT

Extraction d’ADN

Extraction a partir de Matériel Végétal

Nous contrélons le matériel végétal en s’assurant qu’il réponde aux exigences de la plate-forme. S'il n’est pas conforme, nous
contactons le client afin de définir la conduite a tenir.

Broyage

Le matériel végétal est broyé mécaniquement afin d’obtenir une poudre tres fine nécessaire pour |'extraction d’ADN. S'il
s’agit de matériel frais, nous travaillons dans |'azote liquide. Pour le matériel végétal lyophilisé, nous travaillons a
température ambiante.

Il est important de noter si des puits se sont cassés lors du broyage car ceux-ci ne généreront pas de résultats et seront
considérés comme données manquantes. Cette information est signalée au client qui décide de nous renvoyer ou pas du

matériel, ou de poursuivre I'extraction.

L’extraction d’ADN a partir de matériel végétal frais ou lyophilisé s’effectue a I'aide du sbeadex Livestock kit.

Nous procédons a I'étape de lyse cellulaire en ajoutant le tampon de lyse dans les échantillons.

L’extraction se fait sur I'Oktopure avec le kit Livestock. L'extraction est completement automatisée. Les volumes de réactifs
sont contrélés. L’ADN se fixe sur les billes magnétiques, subi des cycles de lavages et est ensuite élué dans la plaque
d’élution.

Ensuite, nous procédons au dosage de I’ADN, ceci nous permet de quantifier les échantillons.

Le dosage de I'ADN peut se faire de deux fagons :

-en absorbance sur une nanoquant

-en fluorimétrie a I'aide d’une molécule fluorescente (le Hoechst : agent intercalant de I'ADN)

La lecture des densités optiques se fait a I'aide d’un spectro fluorimétre a plaque, le Tecan Infinite 1000 (sous contrat de
maintenance).

Suite au dosage, les échantillons qui présentent une faible quantité d’ADN sont vérifiés sur gel d’agarose.

Nous normalisons ensuite ’ADN a la concentration souhaitée selon la technique utilisée.
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Extraction a partir de sang ou de tissus animaux

Nous contrélons le matériel en s’assurant qu’il réponde aux exigences de la plate-forme. S’il n'est pas conforme, nous
contactons le client afin de définir la conduite a tenir.

A partir du sang, nous utilisons le kit Genfind de chez Beckman Coulter.

Nous procédons a I'étape de lyse cellulaire a partir d’un tampon de lyse contenant de la protéinaseK.

Les échantillons sont ensuite placés sur le robot 17 de chez Beckman. L’extraction est ainsi completement automatisée. Les
volumes de réactifs sont contrélés. L’ADN se fixe sur les billes magnétiques, subi des cycles de lavages et est ensuite élué
dans la plaque d’élution.

A partir des tissus animaux, nous utilisons le kit DNAdvance de chez Beckman Coulter.

Nous procédons a |'étape de lyse cellulaire a partir d’un tampon de lyse contenant de la protéinaseK et du DTT.

Les échantillons sont ensuite placés sur le robot 17 de chez Beckman. L’extraction est ainsi complétement automatisée. Les
volumes de réactifs sont contrélés. L’ADN se fixe sur les billes magnétiques, subi des cycles de lavages et est ensuite élué
dans la plaque d’élution.

Ensuite, nous procédons au dosage de I'ADN, ceci nous permet de quantifier les échantillons.

Le dosage de I'ADN peut se faire de deux fagons :

-en absorbance sur une nanoquant

-en fluorimétrie a I'aide d’une molécule fluorescente (le Hoechst : agent intercalant de I'ADN)

La lecture des densités optiques se fait a I'aide d’un spectro fluorimétre a plaque, le Tecan Infinite 1000 (sous contrat de
maintenance).

Suite au dosage, les échantillons qui présentent une faible quantité d’ADN sont vérifiés sur gel d’agarose.

Nous normalisons ensuite I’ADN a la concentration souhaitée selon la technique utilisée.
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GENOTYPAGE SNP

Génotypage par la Chimie KASPar couplée a une lecture au LC480

Principe de la technologie

La chimie KASPar permet de réaliser du génotypage SNP en simplex. Elle repose sur I'utilisation d’assays comprenant
3 amorces ; 2 étant alleles spécifiques et I'autre commune. L'amplification spécifique de chaque alléle est alors couplée a une
émission de fluorescence particuliére.
La fluorescence est détectée par le Light Cycler 480 de Roche via un protocole de lecture en point final, permettant
d’acquérir les données de génotypage.

Descriptif de la manipulation

Réception des échantillons

A la réception des échantillons, un contréle visuel et/ou technique du conditionnement des échantillons et des échantillons
eux-mémes.

Dans le cas de matériel végétal non extrait, la correspondance entre les plans de plaques fournis au préalable et celui
observé pour le matériel regu est évalué (correspondance avec les puits vides). Nous évaluons aussi visuellement la quantité
et la qualité du matériel réceptionné.

Pour des échantillons ol I’ADN est déja extrait, nous vérifions le volume d’ADN contenu dans les plaques (visuellement et par
pipetage si nécessaire).

Si 'un des critéres n’est pas respecté, nous contactons alors le client afin de convenir ensemble de la marche a suivre : soit
un nouvel envoi sera réalisé, soit nous continuons la manipulation.

Répartition de I’ADN en plaque 384

L’ADN est réparti dans des plaques 384 blanches de maniere robotisée.

Préparation et distribution du mix PCR
Les mix d’amorces et les mix PCR sont préparés manuellement puis distribués dans les plaques contenant ’ADN de maniere
robotisée.

PCR

L’amplification est réalisée sur des thermocycleurs selon un programme prédéfini.

Lecture au LC480

L’acquisition des données de fluorescence se déroule sur le LC480 de Roche.
Nous visualisons alors les profils obtenus pour déterminer s’il est nécessaire de rajouter des cycles .

Si les résultats ne nous semblent pas satisfaisants, le client sera alors contacté pour définir la conduite a tenir.

Les plaques PCR sont jetées une fois le lien transmis au client.
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Génotypage par la Chimie KASPar couplée a une lecture au Biomark

Principe de la technologie

La chimie KASPar permet de réaliser du génotypage SNP en simplex. Elle repose sur |'utilisation d’assays comprenant

3 amorces ; 2 étant alléles spécifiques et I'autre constante. L’amplification spécifique de chaque allele est alors couplée a une
émission de fluorescence particuliére.

L’ADN et les réactifs nécessaires a I'amplification sont distribués dans des puces IFCs (Integrated Fluidic Circuits) disponibles
sous 2 formats (48 x 48 ou 96 x 96). L’amplification et la détection du signal de fluorescence sont réalisées dans le Biomark de
Fluidigm.

Descriptif de la manipulation

Réception des échantillons

A réception des échantillons, nous nous assurons que ces derniers respectent les exigences définies dans la « feuille de
recommandation pour la préparation et I'envoi des échantillons » en réalisant un contréle visuel et/ou technique du
conditionnement des échantillons et des échantillons eux-mémes. Nous vérifions également que la plaque contient un puits
vide qui nous servira de témoin négatif.

Dans le cas de matériel végétal non extrait, la correspondance entre les plans de plaques fournis au préalable et celui
observé pour le matériel recu est évaluée (correspondance entres les puits vides). Nous évaluons aussi visuellement la
guantité et la qualité du matériel réceptionné.

Pour des échantillons ol I’ADN est déja extrait, nous vérifions le volume d’ADN contenu dans les plaques (visuellement et par
pipetage si nécessaire) et on réalise la quantification de plusieurs échantillons pris au hasard dans la plaque (généralement
sur 1/62™e des échantillons) par un dosage UV.

Si 'un des critéres n’est pas respecté, nous contactons alors le client afin de convenir ensemble de la marche a suivre : soit

un nouvel envoi sera réalisé, soit nous continuons la manipulation.

Préparation des mix

Les différents mix sont préparés manuellement dans une plague 96, en évitant de faire des bulles.

Préparation de la puce

Vérification de la conformité de la puce par injection d'huile puis mise sous pression.

La puce est soit utilisée dans I'heure qui suit pour étre chargée, soit elle peut étre conservée 24h a 4°C. Dans ce dernier cas,
elle est a nouveau mise en pression avant utilisation.

Les différents mix sont injectés dans la puce. Aucune bulle ne doit avoir été générée, celles-ci sont source de données

manquantes.

PCR

L’amplification est réalisée dans le Biomark de Fluidigm.

Avant de lancer la puce, nous la nettoyons afin d'éviter la présence de poussiere, génant la lecture.

Lecture au Biomark

L’acquisition des données de fluorescence se déroule sur le Biomark de Fluidigm.

Nous visualisons alors les profils obtenus pour déterminer si I'amplification a bien fonctionné, en tenant compte de
I'intensité du signal de fluorescence et de la bonne séparation des clusters obtenus pour les échantillons et celui obtenu pour
le puits contrdle « négatif ».

Si les résultats ne nous semblent pas satisfaisants (mauvaise séparation des clusters), le client sera alors contacté pour définir
la conduite a tenir.

Les puces sont jetées apres lecture.
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Génotypage SNP Ultra haut débit Axiom Affymetrix lecture Genetitan

Principe de la technologie

La technologie Axiom permet de réaliser du génotypage SNP par hybridation sur puce. Elle repose sur I'utilisation de

GeneChip fournis par Thermo Fisher, espéce dépendante. Thermo Fisher dispose d'un catalogue de puce mais permet
également la synthese de puce a fagon. Deux formats de puce sont disponibles, 96 et 384 individus génotypés par puce et de
1500 a 2,6 millions de SNP par individu. La lecture des puces se fait sur Genetitan MC a raison de 3072 échantillons par
semaine. La préparation des échantillons avant hybridation est robotisée sur FxP Beckman.

Avec le support d'ingénieur application Affymetrix, nous proposons la formation de nos clients a I'analyse de leurs
résultats. L'analyse se fait a I'aide de 3 logiciels fournis, Genotyping Control et/ou Affymetrix Power Tools pour les contrdles

qualités et SNP Polisher pour I'analyse du génotypage.

Descriptif de la manipulation

Target prep Hybridization Ligation Signal amplification
Amplify Capture ) Differentiate Stain and image
> ~
FaVaAVavava¥a¥atatatatavat 7 < S
aVaVaVaVaVaVaVataVaVaVaN A § S <
3 S 3 S
;3; R . % IS
~ r N > P )
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Fragment Label
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Labeled solution probe
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22 — 24 hour incubation Incubate @ -20°C
@37°C overnight

Fragmentation
& Precip.

Day 2

v DNA Fragmentation e
Use 4% E-ael, DNA should be between 25bp — 125 bp ""“'“““-“--u-wuuuu-u-m:! :

R R

125 bp
25bp
N I I

-1l “? 125b
T UL CLLE

25bp

v DNAYield
OD 260 nm, 280 nm and 320 nm on Tecan Infinite 1000
The yield must be > 1200ug
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23h30 incubation
@48°C

Vi
[

NAAAAAAAAAAAA  MAAAAAAAS

= 7,5h

Day 4 Day 5

GENOTYPAGE SSR

Marquage Direct ou Marquage M13 en plaque 384

Préparation des plaques de dilution

Pour le marquage SSR, les ADNs doivent étre a la concentration de 10 ng/ul et seront dilués ou concentrés par évaporation si
besoin.

Si nous réalisons l'extraction, les échantillons sont systématiquement dosés en absorbance.

Si les échantillons sont fournis par le client, ces derniers sont dosés a la demande.

Préparation des plaques de travail en 384

Les plaques de travail sont préparées sur le robot qui distribue les échantillons selon I'ordre désiré et noté avec la date et le

N° de prestation, nous vérifions que le volume est homogéne sinon nous recommencgons la distribution.

Préparation et distribution du Mix PCR

- Le mix PCR est préparé en fonction de la technique utilisée, soit en fluo M13 ou marquage direct, ce mix est
distribué au robot selon le programme choisi, nous contrélons le volume distribué, si tous les puits sont remplis, si ce n’est
pas le cas nous corrigeons le volume. La plaque est placée dans un thermocycleur pour effectuer une amplification de I'ADN
qui se déroule en plusieurs étapes :

- dénaturation de I’ADN : c’est la séparation des deux brins d'ADN, obtenue par élévation de la température a 95°C.

- hybridation : en abaissant la température a une température spécifique aux amorces, les amorces spécifiques
s'hybrident sur les molécules simples brin d'ADN. Les amorces sont constituées de courtes séquences d'ADN

complémentaires de la séquence de I'ADN a amplifier.
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- élongation : a 72°C c'est la synthése du brin complémentaire. Une enzyme polymérase (la Tag polymérase), ajoute
a I'extrémité de I'amorce des nucléotides (ANTPs) présents dans le milieu réactionnel.

A la fin du cycle la plaque est diluée avec de I'eau pour étre ensuite lu par le séquenceur capillaire la migration est vérifiée a
I'aide d'un témoin de taille introduit dans la plaque.

Réception, préparation des plaques dépot et lancement du séquenceur

A la réception des plaques PCR, nous contrélons différents points :
- La présence de la fiche de transfert, I'état physique des plaques, contréle visuel de I’'homogénéité du remplissage (10ul de
produit PCR minimum. En cas de volume insuffisant, nous ajoutons un volume d’eau Milli-Q).
- Ces différents points de contrble sont ensuite reportés dans une fiche de contréle a réception. Le client est prévenu en
cas d'anomalie.
A partir des plaques PCR regues, en suivant les plans de plaques, nous préparons les plaques 384 de dép6t séquenceur :
- Controle de la correspondance entre les noms de plaque et le plan.
- Mise en place sur le robot de pipetage, selon le programme convenant au type de dépot :
o Dans le cas de plaques PCR 96, positionnement chronologique selon la destination dans la plague 384 de dilution
(par quart : A1, B1, A2, B2)
o Positionnement des plaques de dilution et de dép6t
o Distribution selon la dilution choisie par le client
o Dépot de cette dilution dans la plague de run, contenant un mélange de formamide et marqueur de taille (défini
avec le client)
A l'issue du dépot, les plaques de dépdt sont dénaturées sur thermocycleur (10mn a 95°C).
- Nous créons la ou les feuilles de route selon le ou les plans regus du client.

- Nous importons les feuilles de route associées a ces plaques dép6t, et contrélons la correspondance entre le nom de la
feuille et la plaque.

- Les plaques sont ensuite chargées dans le séquenceur, pour génotypage.

L'identité des plaques, la date, I'opérateur et le numéro de prestation sont tracés.
- La vérification des résultats sortis du séquenceur, est faite selon les criteres suivants :
o Qualité du marqueur de taille (aspect et intensité)

o Qualité des marqueurs génotypés (définition et intensité)

Ces données sont compressées, et déposées sur un serveur, un lien de téléchargement est envoyé au client qui dispose
alors de 9 jours pour récupérer ces résultats.
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SCIENCE & IMPACT

SEQUENCAGE

Sequel PacBio

Le séquenceurs 1M et 8M de PacificBiosciences sont des séquenceurs qui permettent d’obtenir de longues séquences (pour
le 1M environ 400 000 reads de N50 a 20Kb minimum et environ 10 Gb par SMRTCell, environ 8 fois plus de données pour le
8M) afin de faciliter 'assemblage de génomes complexes. La chimie et les logiciels de traitement des données sont en
constante évolution afin d’augmenter les longueurs et les rendements. Pour obtenir une plus grande fiabilité, il est possible,
apres circularisation de la molécule d’ADN, de séquencer plusieurs fois la méme molécule (CCS ou HiFi). Les erreurs étant
aléatoires, la lecture multiple d’'un méme fragment circularisé permet de réaliser un consensus de la séquence de ce
fragment unique. C'est ce que permet le Sequel 8M en plus de la production de longues lectures.

Les qualités et quantités d'ADN initiales sont définies entre nos spécialistes NGS Gentyane et le client conformément aux
préconisations PacBio.

Les ADN ou ARN sont systématiquement contrdlés a réception (dosages UV et Qubit, dépot sur électrophorése capillaire
Fragment Analyzer ou Femto Pulse Agilent).

Chaque application sur le Sequel donne lieu a une étude de faisabilité de la plateforme et un devis précis selon la spécificité

de la demande. Nous bénéficions du support application PacBio pour la mise en place de nouveaux protocoles.

Les résultats sont rendus, soit sans traitement au client qui désire lui-méme faire les analyses, soit aprés un premier

assemblage avec les critéres de qualité de cet assemblage.

Version 9
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SCIENCE & IMPACT

ETUDE D’EXPRESSION SUR PUCE FLUIDIGM

Principe de la technologie

L'objectif est de quantifier I'expression de génes a I'aide de I'intercalant de I’ADN EvaGreen sur le Biomark (Fluidigm).

Descriptif de la manipulation

Réception des échantillons

A réception des échantillons (ADNc et primers), nous nous assurons que ces derniers respectent les exigences définies dans
la « feuille de recommandation pour la préparation et I'envoi des échantillons » en réalisant un contréle visuel et/ou
technique du conditionnement des échantillons et des échantillons eux-mémes. Nous vérifions également que la plaque
d’ADNc contient six puits vides qui seront utilisés pour les contréles internes et la plaque de primers contient 1 puits vide
pour I'amorce RNAse P contréle.

Si 'un des critéres n’est pas respecté, nous contactons alors le client afin de convenir ensemble de la marche a suivre : soit
un nouvel envoi sera réalisé, soit nous continuons la manipulation.

Préparation des mix

Les différents mix sont préparés manuellement dans une plague 96, en évitant de faire des bulles.

Préparation de la puce

Vérification de la conformité de la puce par injection d'huile puis mise sous pression.

La puce est soit utilisée dans I'heure qui suit pour étre chargée, soit elle peut étre conservée 24h a 4°C. Dans ce dernier cas,
elle est a nouveau mise en pression avant utilisation.

Les différents mix sont injectés dans la puce. Aucune bulle ne doit avoir été générée, celles-ci sont source de données
manquantes.

PCR quantitative

L’amplification est réalisée dans le Biomark de Fluidigm.

Avant de lancer la puce, nous la nettoyons afin d'éviter la présence de poussiere, génant la lecture.

Lecture au Biomark

L’acquisition des données de fluorescence se déroule sur le Biomark de Fluidigm.

Nous visualisons alors les profils obtenus pour déterminer si I'amplification a bien fonctionné.

Si les résultats ne nous semblent pas satisfaisants (contréle interne ADNg et amorce RNAse P), le client sera alors contacté
pour définir la conduite a tenir.

Les puces sont jetées apres lecture.

Carte Optique sur Bionano Genomics Saphyr

Depuis septembre 2018, la plateforme propose des prestations de cartographie optique sur le Saphyr commercialisé par
BionanoGenomics. La premiére étape consiste a réaliser une extraction ADN de tres haut poids moléculaire sur des
échantillons frais ou congelés (végétaux ou animaux). Les protocoles Bionano Genomics permettent d’obtenir des brins
d’ADN supérieures a 150kb. Les ADNs sont ensuite marqués sur des motifs de séquences spécifiques par fluorescence a I'aide
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d’une réaction enzymatique directe (DLS : Direct Label and Stain).

L’ADN marqué est déposé sur la puce. Elle est divisée en deux cellules (flowcell) pour traiter deux échantillons en paralléle.
L’ADN passe a travers des nano-canaux permettant leur linéarisation et les images sont enregistrées par la caméra haute
résolution du Saphyr. Les données d’images brutes sont converties en représentations numériques. Le logiciel d'analyse de

données Bionano Solve ™ assemble ensuite les données de novo pour recréer un assemblage complet de cartes du génome.

Transmission des résultats quelque soit la technologie

Les résultats bruts sont déposés sur un serveur informatique, le lien est alors transmis au client par mail. Les données sont

alors téléchargeables dans les 15 jours suivants.

Stockage des données et des échantillons

La conservation des échantillons tout au long de la prestation est définie par nos protocoles. La durée de conservation des
échantillons est définie avec le client dans la fiche de demande de prestation (conservation standard de 3 mois sans

garantie).
Concernant le stockage des données informatiques, celles-ci seront conservées en standard 3 mois (sans garantie).
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SCIENCE & IMPACT

Mise a disposition du matériel

Avant chaque arrivée de personnel nouveau sur la plateforme, une fiche de demande d'utilisation de la plateforme doit étre
remplie et transmise au responsable de la plateforme.

A partir de cette demande, une date de formation est décidée, et le programme défini en fonction des besoins.
La formation est tracée et suivie sur la fiche « Evaluation de la Formation ». Une évaluation du stagiaire est effectuée et

enregistrée sur cette fiche. Si celui-ci répond aux critéres d'évaluation, il est habilité a manipuler le matériel pour lequel il a
été formé.

-

Equipements

Les équipements mis a disposition sont :

Pour la salle d'extraction : un bain marie, les broyeurs, le robot d'extraction d'ADN.

Pour la salle développement technologique : un systéeme de dosage Qubit, des systemes de contrdle de ’ADN ou ARN par
électrophorese capillaire (Fragment Analyzer et Femto Pulse Agilent).

Pour la salle de préparation des mixes PCR : trois robots de pipetage, le systeme d'eau ultra-pure, la scelleuse automatique, 4
centrifugeuses.

Pour la salle ADN : un robot de pipetage, un spectrofluorimetre.

Pour la salle post-PCR : un robot de pipetage, une centrifugeuse, deux PCR en temps réel.

Dans toutes ces salles, les pipettes sont mises a disposition. Ces pipettes sont controlées chaque année.
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