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'.,--;) Les étapes du NGS

|l ) Préparation des échantillons
_ 1l ) Methode lllumina

N ') Méthode Thermofisher




4 N

En quelques mots, le NGS permet de séquencer un tres
grand nombre de genes en méme temps. On parle de
sequencage massif | Aujourd’hui, deux plateformes sont
utilisées pour le NGS, lllumina et Thermofisher
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| ) Les etapes du NGS

Le NGS se déroule en 4 étapes :

- préparation des fragments d’ADN
- enrichissement par PCR clonale

- Séquencage individuel des fragments avec des technologies
différentes

- Analyse informatique



Il') Préparation des echantillons

- [l faut dans un premier temps une coupure aléatoire de ’ADN afin
d’obtenir des fragments de 200-400 pb

- Mise en place des adaptateurs P1 en 5", A en 3’ et les barres codes
entre I'adaptateur A et ’'ADN pour reconnaitre le patient.
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Fragments
ADN génomique

- Capture des séquences d’intéréts

Sondes de capture

ARN simple brin biotinylés

(= régions d'intérét)

Hybridation
ADN/ARN

Biotine



- Purification du mélange pour ne récupérer que les fragments

d’interét. Pour cela il y a 3 etapes: cesfapes A NGS
a9\ A . xE
- Ajout de billes magnétiques B e _'“:_
—— Biotine #
= . e

— Utilisation d’'un aimant pour la récupération & T g

I

o Pud
— Dégradation des sondes de capture Lo apeduNGS
.0
i- égradation e(sAthr‘!)es.ecapure :-
o o -
‘#zéz a séquencer



11l') Méthode lllumina

Pour cette méthode on utilise une lame de verre
sur laquelle est fixé des oligonucléotides
complémentaires des adaptateurs
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Apres ajout
des fragments
d’ADN sur la
lame, plusieurs
étapes vont
étre répéetées
a la suite :

1) Amplification par PCR

2 ) Dénaturation et lavage

3 ) Formation d’un pont

4 ) PCR « Bridge » en cluster

5 ) Dénaturation et lavage
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Une fois que les PCR en clusters
sont effectués, il faut
sequencer ! C’est avec I'analyse
de la fluorescence des ddNTP
par un automate qu’on pourra

déterminer la séquence !!




V') Méthode Thermofisher

Pour cette méthode on fait un mélange dans un microréacteur composé de:
- 1 sphére avec un primer
- 1 fragment d’ADN a purifier

- le milieu réactionnel de la PCR (primers, ADN polymérase, dNTP et
tampon )

5’-Biotine

5 Primers

ADN a séquencer

DN



—>Dans un premier temps il faut amplifier les fragments d’ADN sur les
spheres métalliques :

ThermoFisher ion torrent
SCIENTIFIC S kACKDIE

2- Amplification clonale par PCR en émulsion:
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- Ensuite on récupere les spheéres avec les fragments d’intéréts

ThermoFisher ion torrent
SCIENTIFIC
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2- Amplification clonale par PCR en émuision:
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https://www.youtube.com/watch?v=2BPKj0mMcDg
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recouvertes de streptavidine
(Biotine - Streptavidine:
interaction +++++)

https://www.youtube com/watch?v=zBPKj0mMcDg
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Comme pour la méthode illumina, une fois
gue les fragments sont préts il faut les
sequencer. Par contre, ici ce n'est pas |la
fluorescence qui va le permettre mais la
libération d’ions H+ qui changent le pH.
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Contient :
- une amorce

— - un ADN polymérase

- des dNTP



V') Analyse informatique

* Détermination des bases ou base calling
* Etape de contrdle de la qualite

e Alignement

* Analyse

* Annotation des variants

Sondes de capture

* Interprétation

Séquence de référence,' l——E—W

génes a séquencer

Profondeur
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QCM 1- Quelle(s) est (sont) la(les) proposition(s) exacte(s) concernant la
technique de séquencage haut débit ( NGS ) ?

A- Cette technique permet de séquencer un tres grand nombre de genes ;

B- L'analyse des données brutes de séquencage haut débit nécessite |'utilisation
d’outils bio-informatiques puissants ;

C- Les séguences générées sont alignées sur une séquence de référence ;

D- Cette technique devrait étre remplacée dans les prochaines années par le
séquencage par la technique de Sanger ;

E- Les propositions A, B, C et D sont inexactes



QCM 1- Quelle(s) est (sont) la(les) proposition(s) exacte(s) concernant la technique de
séguencage haut débit ( NGS) ?

A- Cette technique permet de séquencer un tres grand nombre de genes ;

B- L'analyse des données brutes de séquencage haut débit nécessite |'utilisation d’outils bio-
informatiques puissants ;

C- Les séquences générées sont alignées sur une séquence de référence ;

D- Cette technique devrait étre remplacée dans les prochaines années par le séquencage par la
technique de Sanger ;
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QCM 2 — Le séquencage haut débit ( NGS ) nécessite une étape importante d’analyse
informatique. Concernant la chronologie des principales étapes de cette analyse
informatique, indiquer la ( ou les ) réponse(s) exacte(s).

A- L'alignement des séquences générées sur la séquence de référence, la détermination des bases, le
contrble qualité des lectures de séquences, I'analyse de la profondeur et de la couverture de lecture

B- Uanalyse de la profondeur et de la couverture de lecture, le contrble qualité des lectures de

sequences, I'alignhement des séquences générées sur la séquence de référence, la détermination des
bases

C- Lanalyse de la profondeur et de la couverture de lecture, I'alignement des séquences générées sur la
sequence de référence, le controle qualité des lectures de séquences, la détermination des bases

D- La détermination des bases, le contréle qualité des lectures de séquences, I'alignement des

sequences générées sur la sequence de référence, Lanalyse de la profondeur et de la couverture de
lecture

E- Les propositions A, B, C et D sont fausses



QCM 2 - Le séquencage haut débit ( NGS ) nécessite une étape importante d’analyse informatique.
Concernant la chronologie des principales étapes de cette analyse informatique, indiquer la ( ou les)
réponse(s) exacte(s).

A- L'alignement des sequences genérées sur la sequence de reférence, la détermination des bases, la contrdle qualite
des lectures de séquences, I'analyse de |la profondeur et de la couverture de lecture

B- L'analyse de la profondeur et de la couverture de lecture, le contréle qualite des lectures de sequences,
I'alignement des séquences générées sur la séquence de référence, la détermination des bases

C- L'analyse de la profondeur et de la couverture de lecture, I'alignement des sequences généreées sur la séquence de
référence, le contrble qualité des lectures de séquences, la détermination des bases

D- La détermination des bases, le contréle qualité des lectures de séquences, I'alignement des séquences générees
sur la séquence de référence, L'analyse de la profondeur et de la couverture de lecture

E- Les propositions A, B, C et D sont fausses



!

“ w, / »
Lel trop contents d’avoir \'

compris !!




