MINISTERE DE LA JEUNESSE, DE L’EDUCATION NATIONALE

ET DE LA RECHERCHE

ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES

Sciences de la Vie et de la Terre

MEMOIRE

présenté

par

Emmanuel LOUIS

pour l’obtention du diplôme de l’Ecole Pratique des Hautes Etudes

DEVELOPPEMENTS et MISE AU POINT 

de La détection DES REACTIONS DE GENOTYPAGE

 par fluorescence directe et par fluorescence polarisee

Soutenu le 11 octobre 2002  devant le jury suivant :

Andràs PALDI 
– Président du jury

Jean-Luc VAYSSIERE
– Rapporteur

Caroline DESURMONT 
– Examinateur

Jan SUDOR 
– Examinateur

Génétique Moléculaire et Physiologie


E.P.H.E. (Sciences de la Vie et de la Terre)

 Responsable : Bernard MIGNOTTE

Service de Génotypage 
 
Laboratoire de Recherche et Développements

GENSET S.A.








Centre de Recherche Génomique

RN7 91030 EVRY Cedex 



Responsable : Caroline DESURMONT

2002

REMERCIEMENTS

Je tiens tout d’abord à remercier Christine PEPONNET, précédente Directrice du Service d’Analyse Génomique pour m’avoir accueilli dans son service. 

Je remercie aussi Noushin MIRJALILI Directrice actuelle du service pour la confiance qu’elle m’accorde ainsi que pour sa gentillesse.

Je remercie Caroline DESURMONT, "Chef de Projet", pour son encadrement, ses analyses pertinentes, sa confiance et l’autonomie qu’elle a pu m’accorder.

J’adresse mes plus vifs remerciements à Jan SUDOR, "Chef de Projet", pour les nombreuses connaissances scientifiques qu’il m’a fait découvrir et partager.

Je remercie Laurence PIAT, pour notre « duo d’enfer », pour sa franchise, sa gentillesse et sa rigueur dans le travail.

Je remercie Laurent BARBIER, le collègue le plus bavard que je connaisse, qui fait que notre travail et nos réflexions sont toujours complémentaires et motivants.

Je remercie toutes les personnes qui ont bien voulu donner un peu de leur temps pour lire et corriger ce rapport.

Enfin  je remercie l’équipe de production, les analystes et les autres pour leur sympathie, leur patience et leur aide précieuse : 

Carine BONNARD, Pascal CHATEAU, Sébastien CHESNEL, Jérôme DAUVILLIER, Sylvain DELABROSSE, Anne GLEIZE, Isabelle ELIAS, Sébastien FORGET, Stéphane GOUSSIN, Caroline JOSSE, Denis JOUSSET, Sandrine PHILLIPE,  Audrey SOUFFIR, Chloé VIGNAUD, Noëlle WOIFFLARD.

TABLE DES MATIERES

	INTRODUCTION ………………………………………………………………..
	1

	
	

	A) PRESENTATION SCIENTIFIQUE…………………………………………
	2

	I. Présentation de l’entreprise…………………………………………………
	2

	I.1. GENSET……………………………………………………………………
	2

	I.2. Le département d’Analyse Génomique……………………………………….
	2

	I.3. Le laboratoire de recherche et développement………………………………..
	2

	
	

	II. Contexte de l’étude………………………………………………………….
	3

	
II.1. Rappels généraux…………………………………………………………………….
	3

	II.2. Rappels de génétique………………………………………………………………...
	4

	
II.2.1. Les allèles………………………………………………………………………...
	4

	
II.2.2. Les mutations……………………………………………………………………..
	4

	
II.2.3. Le polymorphisme………………………………………………………………..
	4

	
II.2.4. Le polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP)………………………………….
	5

	
II.2.5. Les études d’associations…………………………………………………………
	5

	II.2.6. Les conséquences………………………………………………………………...
	5

	
	

	III. Principe du génotypage et des réactions utilisées………………………..
	6

	III.1. La technique de génotypage utilisée à GENSET………………………………….
	6

	III.1.1. Amplification de l’ADN par PCR……………………………………………….
	6

	III.1.2. Purification enzymatique………………………………………………………...
	8

	III.1.3. Miniséquençage (MIS)…………………………………………………………..
	8

	III.1.4. Elimination des sels et ddNTP marqués en excès……………………………….
	9

	III.1.5. Préparation des échantillons pour le dépôt sur gel………………………………
	9

	III.2. Le processus de production de génotypages………………………………………
	9

	III.3. Capacité, temps et coût de la technique utilisée à GENSET……………………..
	10

	III.4. Les autres techniques de génotypage………………………………………………
	10

	
	

	IV. Principes de détection……………………………………………………...
	12

	IV.1.Rappels sur la fluorescence…………………………………………………………
	12

	IV.1.1. Théorie………………………………………………………………………….
	12

	IV.1.2. Le spectre de fluorescence……………………………………………………..
	13

	IV.1.3. Détection de la fluorescence…………………………………………………….
	13

	IV.1.4. Paramètres influençant la fluorescence………………………………………….
	13

	IV.1.5. La dégradation des fluorophores ou  photobleaching…………………………..
	14

	IV.1.6. Facteurs environnementaux  intervenant sur la fluorescence…………………..
	14

	IV.2. Détection des SNP par discrimination de taille :

Electrophorèse sur gel vertical……………………………………..
	14

	IV.2.1. Généralités………………………………………………………………………
	14

	IV.2.2. L’électrophorèse
	14

	IV.2.3. Le support……………………………………………………………………….
	15

	IV.2.4. Influence du tampon…………………………………………………………….
	16

	IV.3. Détection des SNP sans discrimination de taille : 

La fluorescence directe…….………………………………………………………
	16

	IV.3.1. Généralités………………………………………………………………………
	16

	IV.3.2. Loi sur l’intensité de fluorescence………………………………………………
	16

	IV.4. Détection des SNP par discrimination de taille :

La fluorescence polarisée…………………………………………………………...
	18

	IV.4.1. Généralités………………………………………………………………………
	18

	IV.4.2. Loi sur la fluorescence polarisée………………………………………………...
	18

	IV.4.3. Influence de la taille des molécules pour un solvant donné……………………..
	18

	IV.4.4. Influence de la viscosité d’un solvant pour une molécule donnée………………
	19

	IV.4.5. Application au génotypage………………………………………………………
	19

	
	

	
	

	B) Matériels et méthodes………………………………………………
	22

	I. La Polymerase Chain Reaction……………………………………………...
	22

	
	

	II. Quantification des produits de PCR.………………………………………
	22

	
	

	III. Purification des produits de PCR…………………………………………
	23

	
	

	IV. Réaction de miniséquençage………………………………………………
	23

	IV.1. Génotypage par détection sur gel d’électrophorèse………………………………
	23

	IV.1.1. Réaction de miniséquençage (MIS)……………………………………………..
	23

	IV.1.2. Purification de la réaction MIS par précipitation………………………………..
	24

	IV.1.3. Dépôt sur gel d’électrophorèse………………………………………………….
	24

	IV.2. Génotypage par détection en fluorescence directe………………………………..
	24

	IV.2.1. Réaction de miniséquençage ……………………………………………………
	24

	IV.2.2. Purification des produits de miniséquençage……………………………………
	24

	IV.2.3. Lecture des échantillons par fluorescence directe……………………………….
	25

	IV.3. Génotypage par détection en fluorescence polarisée……………………………..
	25

	IV.3.1. Réaction de miniséquençage ……………………………………………………
	25

	IV.3.2. Lecture des échantillons par fluorescence polarisée…………………………….
	26

	
	

	V. Présentation de l’ANALYST™ HT de LJL Biosystem…………………..
	26

	V.1. Présentation et conception de la machine…………………………………………..
	26

	V.2. Principe de détection des échantillons en fluorescence directe sur l’appareil……
	28

	V.3. Principe de détection des échantillons en fluorescence polarisée par l’appareil…
	29

	
	

	
	

	C) RESULTATS et DISCUSSIONS……………………………………………..
	31

	I. Mesure quantitative de la fluorescence ou Fluorescence Directe…………
	31

	I.1. Sensibilité de l’ANALYST HT pour R110 et Tamra……………………………….
	31

	I.2. Choix des filtres d’excitation et d’émission pour la lecture sur l’ANALYST HT….
	32

	I.3. Mise au point d’un logiciel d’analyse automatique pour la Fluorescence Directe..
	34

	I.4. Optimisation de la concentration des fluorophores………………………………...
	35

	I.5. Faisabilité de la technique sur 77 SNP………………………………………………
	37

	I.6. Facteurs permettant d’augmenter l’intensité des signaux…………………………
	40

	I.6.1. Augmentation du nombre de cycles de la réaction MIS…………………………..
	40

	I.6.2. Augmentation des temps de « paliers température » de la réaction MIS………….
	40

	I.6.3. Augmentation de la taille de l’amorce d’extension ………………………………
	41

	I.6.4. Technique de purification des échantillons……………………………………….
	41

	I.6.5. [image: image25.wmf]22

20

4

3

2

1

3

5

16

18

0

5

10

15

20

25

Nombre d'oligos 

concernés

0%

1-80%

80-85%

85-90%

>90%

% de points par plaque

Répartition des SNPs en fonction du % de points typés par 

plaque

LJL-FD

LJL-FP

Optimisation des rapports R110 et Tamra………………………………………...
	42

	I.7.Faisabilité sur 99 sites à génotyper par Fluorescence Directe………………………
	43

	I.8. Protocole réactionnel optimisé pour le génotypage en Fluorescence Directe……..
	51

	I.9. Capacité et analyse des coûts…………………………………………………………
	52

	I.9.1 Capacité de génotypage par jour…………………………………………………...
	52

	I.9.2 Analyse des coûts de la fluorescence directe ……………………………………...
	53

	I.10. Conclusions sur la fluorescence directe…………………………………………….
	54

	
	

	II. La Fluorescence Polarisée…………………………………………………..
	55

	II.1. Détermination de la Loi de mélange………………………………………………..
	55

	II.2. Optimisation de la concentration de fluorophores………………………………...
	56

	II.3. Etude des tampons du mix MIS……………………………………………………..
	59

	II.4. Lecture des échantillons directement dans la plaque de réaction d'extension…...
	60

	II.5. Optimisation de la combinaison des ddNTP-fluorescent  en fonction
	

	du polymorphisme recherché………………………………………………………
	61

	II.6. Faisabilité sur 47 sites pour le passage en production 

de la Fluorescence Polarisée………………………………………………………...
	63

	II.7. Protocole réactionnel optimisé pour le génotypage en Fluorescence Polarisée…..
	66

	II.8. Capacité et analyse des coûts………………………………………………………..
	67

	II.8.1. Capacité de génotypage par jour…………………………………………………
	67

	II.8.2. Analyse des coûts de la fluorescence polarisée…………………………………..
	68

	II.9. Conclusions sur la Fluorescence Polarisée…………………………………………
	70

	
	

	CONCLUSIONS………………………………………………………………….
	71

	
	

	BIBLIOGRAPHIE………………………………………………………………..
	72

	
	

	
	

	ANNEXE A : Influence de la concentration des fluorophores sur la séparation

 des nuages de points…………………………………………………………..
	73

	ANNEXE B : Structure chimique des marqueurs fluorescents utilisés lors de la détection..
	74

	ANNEXES C1, 2, 3 : Optimisation de la combinaison des ddNTP-fluorescents  en fonction

du polymorphisme recherché…………………………………………………..
	75

	Abréviations ………………………………………………………………………
	78

	
	


INTRODUCTION

Ce rapport est l’aboutissement d’un travail de deux ans réalisé au Centre de Recherche Génomique de la société GENSET à Evry dans le cadre du diplôme de l’Ecole Pratique de Hautes Etudes (Université de la Sorbonne). 

GENSET est une société leader dans le domaine de la génomique. Elle a axé son activité sur l’analyse systématique du génome humain et a pour objectif de générer un « pipeline » de cibles et de médicaments candidats, dans les domaines du système nerveux central et du métabolisme. GENSET a développé une stratégie originale de découverte de gènes basée sur des études d’association entre l’ADN de personnes saines et celui de personnes malades afin d’identifier ou d’analyser l’impact des variations génétiques sur les maladies et/ou les réponses aux médicaments. 

Dans le cadre de ces études, le service d’Analyse Génomique a pour mission de rechercher les polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP) sur des ADN « cas » et des ADN « contrôles ».

Lors de mon arrivée, la capacité journalière de génotypage ne pouvait pas dépasser les 4.500 génotypages par jour. La mission de l’équipe de Recherche et Développement que j’ai intégrée en janvier 2000, fût de mettre en place une nouvelle technologie de génotypage afin d’augmenter la capacité de génotypage à 20.000 typages par jour et de réduire le coût de ces derniers. 

La technique de détection des SNP utilisée en routine se faisait par électrophorèse sur des séquenceurs automatiques (ABI PRSIM 377 - Applied Biosystem). Le but de mon travail fut de remplacer cette technique par une détection sur un fluorimètre (ANALYST HT - Ljl Biosystem). Dans un premier temps, nous avons développé la technique de détection « par fluorescence directe », pour réduire légèrement les coûts de production et augmenter le débit de génotypage. Par la suite nous avons mis au point la technique de détection « par fluorescence polarisée » nous permettant de diminuer considérablement le temps de traitement des échantillons.

La première partie de ce rapport décrit les différents principes des réactions et de détection utilisés pour génotyper un individu. La seconde partie présente les protocoles utilisés pour réaliser ces génotypages. Enfin, la troisième partie est une synthèse des tests qui nous ont permis de mettre au point la fluorescence directe et la fluorescence polarisée pour la détection de SNP.

A) PRESENTATION SCIENTIFIQUE

I. Présentation de l’entreprise

I.1. GENSET

Genset est une société de pharmaco-génomique dont l’objectif est de mettre en évidence un grand nombre de gènes candidats pour des médicaments potentiels dans les domaines du système nerveux central et du métabolisme. Elle a d'ailleurs utilisé avec succès sa plate-forme technologique intégrée et son approche basée sur des études d’associations, afin d’identifier et de caractériser des cibles et des marqueurs potentiels. Forte de son expérience, acquise par le biais de ses partenariats avec des entreprises pharmaceutiques et de son éventail de brevets en génomique, Genset envisage de poursuivre et de valider des cibles thérapeutiques pour son propre compte, avec un premier gène candidat codant une protéine destinée à lutter contre l’obésité et potentiellement le diabète.

Depuis janvier 2001, Genset a signé avec Celera Genomics un contrat d'abonnement de plusieurs années permettant aux chercheurs d'utiliser la base de données intégrée de Celera ainsi que ses outils bio-informatiques.

I.2. Le département d’Analyse Génomique

Le département d’Analyse Génomique a pour but de réaliser les génotypages nécessaires aux études d’association. Autrement dit, il étudie la variabilité du génome humain par la mise en évidence des SNP.

Il représente l’étape préliminaire à l’analyse statistique des gènes liés aux maladies génétiques.

Il est composé :

· d’une équipe de Production qui réalise l’identification et l’analyse de 4.500 génotypages par jour ;

· d’une équipe d’Analyse du Signal qui vérifie ou donne un statut aux échantillons sortant de la chaîne de production (homozygote 1, homozygote 2, hétérozygote, typage ambigu, non typé);

· d’une équipe Recherche et Développement travaillant sur les optimisations des protocoles ainsi que sur le développement de nouvelles techniques de génotypage.

Le département est en relation directe avec le service de Bio-statistique qui procède aux études d’associations grâce aux SNP produits par l’équipe de production ; ainsi qu’avec le département de Bio-informatique qui effectue les interactions entre les analyses génétiques bio-statistiques et la production à travers une base de données.

I.3. Le laboratoire de recherche et développement
Le laboratoire de recherche et développement est constitué de 5 personnes dont l’objectif est de développer et d’optimiser des techniques de génotypage pour une utilisation routinière en production. Ces développements ont pour but de simplifier et raccourcir les étapes du processus de production en modifiant les réactions enzymatiques et les techniques de détection des SNP afin d’augmenter le nombre de typages produits par jour mais également de réduire les coûts de production.


II. Contexte de l’étude


II.1. Rappels généraux

L’ADN (acide désoxyribonucléique) support de l’hérédité génétique, est composé de 4 éléments unitaires A, T, C, G ; qui sont  les bases : Adénosine, Thymine, Cytosine et Guanine. L’ADN est organisé en unités fonctionnelles d’approximativement 10 000 bases ou plus, appelées gènes. L’ordre des bases dans un gène détermine l’ordre des acides aminés. Chaque succession de 3 bases constitue un triplet, nommé codon, et codant pour un acide aminé. Une séquence d’acides aminés constitue une protéine. Du fait de la dégénérescence du code génétique au cours de l’évolution, plusieurs codons codent pour un même acide aminé.  Les protéines, à leur tour, sont responsables à la fois directement et indirectement de la structure et de la fonction de tous les êtres vivants. D’un organisme à l’autre, l’essentiel de la séquence des gènes est relativement conservé, mais il existe des variations inter et intra-espèces. Notamment dans le génome humain, alignement d’environ 3 milliards de bases, on peut observer une variation d’une base avec une fréquence moyenne de une toutes les 500 paires de bases ; c’est ce qui explique les différences entre les êtres humains

Quelquefois, ces variations se traduisent par des effets observables : la couleur des yeux ou l’émergence d’une maladie (exemple : l’anémie falciforme). Dans le cas d’une maladie, ce changement de base est appelé mutation. D’autres fois, ces variations sont neutres et ne se traduisent pas de façon fonctionnelle. Cependant, certains changements qui ne sont pas observables immédiatement, peuvent entraîner ou prédisposer des individus à une maladie. C’est ce type de variation de séquence génétique qui  présente un intérêt pour les chercheurs en génomique et qui permet de rechercher l’étiologie d’une pathologie.

L’association génétique définit la relation de causalité entre la présence d’un gène et un trait biologique donné, appelé phénotype.

La méthode développée, en vue de l’analyse d’associations complexes de gènes, repose sur une carte physique de Single Nucleotide Polymorphism  (SNP) ou polymorphismes d’un seul nucléotide. Un SNP correspond à la variation d’une seule paire de bases, codante ou non, entre les individus. Les SNP, distribués sur l’ensemble du génome, sont extrêmement abondants (environ 10 millions soit 0,33% du génome). Ils sont présents à la fois dans les régions codantes (exons) et dans les régions non-codantes (introns). Ils sont considérés comme les principaux responsables des différences phénotypiques entre individus. 

Une carte de SNP est une liste ordonnée de ces variations sur une carte physique. Les scientifiques comparent alors les SNP d’individus sains avec ceux d’individus présentant une maladie donnée, afin de savoir si la région ou le gène impliqué est associé à la maladie. Les SNP trouvent également une utilité dans la pharmaco-génomique afin de déterminer le degré de sensibilité d’un patient pour les différentes molécules thérapeutiques.

Genset a retenu deux domaines thérapeutiques où l’approche génomique devrait permettre des avancées décisives : les troubles du métabolisme tels que l’obésité et les maladies du système nerveux central telles que la schizophrénie ou la psychose maniaco-dépressive.

II.2. Rappels de génétique


II.2.1. Les allèles

Un allèle est une version possible d’un gène. Chez les organismes diploïdes, le nombre d'allèles est de deux, et ils occupent le même emplacement (locus) sur une paire de chromosomes homologues. Si ces allèles sont identiques, l'organisme est homozygote pour le gène donné. S’ils sont différents l'organisme est hétérozygote pour le gène donné.  Dans ce dernier cas, deux possibilités sont envisageables quant à leur expression. Si les deux allèles s’expriment en même temps, on dit qu’ils sont codominants, si l’un des deux s’exprime et l’autre reste « muet », on dit que le premier es dominant et l’autre, récessif.
Lorsque, dans une population donnée, plusieurs allèles correspondent à un gène, on dit que ce dernier est polyallélique. L'origine de ces polyallélies trouve son explication dans les différentes mutations que peuvent subir les allèles. 


II.2.2. Les mutations

Une mutation est une modification du matériel génétique, c’est à dire une modification de la séquence d’ADN. On peut distinguer la mutation ponctuelle et la mutation chromosomique résultant de la modification de la structure chromosomique.

Il existe trois cas de mutations ponctuelles :

· La substitution qui est le remplacement d’une base par une autre ; il en existe 2 types :

· La transition : Remplacement d’une base pyrimidique (T et C) par l’autre base pyrimidique  ou d’une purique par l’autre base purique (A et G).

· La transversion : Remplacement d’une base purique par une pyrimidique ou inversement ;

· La délétion  qui correspond à la perte d’une ou plusieurs bases ;

· L'insertion qui correspond à l’introduction d’une ou plusieurs paires de bases supplémentaires.

Dans certains cas, une substitution peut survenir sur l’ADN sans que pour autant la protéine synthétisée ne soit modifiée, c’est la mutation iso-sémantique. Le cadre de lors de la traduction n’est pas perturbé par une substitution, on a alors une mutation faux sens. 

La délétion et l’insertion peuvent provoquer le décalage du cadre de lecture, de telle sorte que la séquence d’ARNm résultante est traduite en polypeptide non fonctionnel : c’est le cas des mutations non-sens.

La plupart des mutations sont silencieuses mais celles qui intéressent les chercheurs sont celles permettant d’établir un lien entre un gène muté et la maladie observée.


II.2.3. Le polymorphisme

Un polymorphisme est définie comme la présence, dans une population, d’au moins deux variantes alléliques d’un locus génétique. Un gène est dit polymorphe lorsqu'il existe, dans une population, sous plusieurs formes chez au moins 1% des individus (Ex. : le gène de la ß Globine). Le génotype d'un individu donne la composition en allèles de l'individu. 

Les polymorphismes peuvent être mis en évidence par la recherche de SNP ou de microsatellites. La première peut repérer tous les polymorphismes du génome ; la seconde ne peut détecter que la variation du nombre de répétition du même mono-,di ou tri-nucléotides entre des ADN apparentés.


II.2.4. Le polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP)

Pour un gène donné, un SNP se caractérise par la possibilité d’avoir, à un emplacement précis, des nucléotides différents. Par exemple, une personne pourra posséder une Adénine là où une autre aura une Cytosine. Ce polymorphisme particulier pourra être « génotypé » soit homozygote A/A, soit hétérozygote A/C, soit homozygote C/C. Le génotypage consiste à mettre en évidence le typage de marqueurs d’un gène par des méthodes enzymatiques et physico-chimiques. 

Les techniques de détection utilisées dans les laboratoires permettent de mettre en évidence les 6 polymorphismes existant : A/C ; A/G ; A/T ; G/C ; G/T ; C/T.

Un grand nombre d’individus possèdent en commun certains de ces SNP, mais aucun individu ne possède exactement les mêmes variations qu’un autre, à l’exception des jumeaux monozygotes. Certaines de ces variations peuvent prédisposer un individu à une maladie ou expliquer la variabilité de réponse à certains médicaments, ce qui permet de les utiliser pour les études d’associations.


II.2.5. Les études d’associations

Les études d’association testent si un allèle particulier est présent avec une fréquence plus importante chez les individus visiblement atteints par la maladie. Ces méthodes statistiques étudient ainsi les corrélations au sein de différentes populations ; en général une population d’individus malades (« les cas ») qui est opposée à une population de même origine ethnique mais où les individus sont apparemment sains (« les contrôles »). Les études d’associations portent à la fois sur l’étude univariée de marqueurs (1 SNP à la fois) et multivariée (étude haplotypique : combinaison de plusieurs SNP en même temps).

II.2.6. Les conséquences

Si pour conduire une étude pharmacogénétique nous avons besoin de 300 ADN « cas » et 300 ADN « contrôles » et que nous devons étudier 20 SNP, le nombre de tests à réaliser sera de 20 x 600 soit 12 000 tests. Ce schéma standard est utilisé classiquement pour les études mises en place à Genset. Le besoin pour l’année 2002 est ainsi estimé à 3 millions de génotypes ce qui, avec la technique utilisée en production prendrait plus de 3 ans et demi. Il était donc indispensable d’améliorer la méthode de génotypage afin de réduire les coûts et les délais imputables à la réalisation de ces génotypes.

III. Principe du génotypage et des réactions utilisées


III.1. La technique de génotypage utilisée à GENSET

Pour réaliser la détection de SNP, Genset utilise depuis 1997 la technique de Miniséquençage (MIS) ou allongement de l’amorce par un seul nucléotide (Single Nucleotide Primer extension).

Après avoir déterminer par la base de données CELERA l’ensemble des sites polymorphes permettant d’étudier le gène désiré, chaque séquence de 500 bases contenant un site de SNP à étudier est amplifiée par Polymerase Chain Reaction (PCR) puis la réaction MIS est réalisée. Cette dernière peut être décrite comme une réaction de séquençage où l’amorce ne serait allongée que d’une seule base complémentaire au site d’intérêt. 

La procédure de génotypage nécessite 5 étapes :

· Une PCR permettant d’amplifier le site d’intérêt ;

· Une purification pour éliminer les amorces et les dNTP en excès ;

· Une réaction MIS pour incorporer les ddNTP fluorescents complémentaires au polymorphisme étudié ;

· Une purification afin d’éliminer les ddNTP fluorescents et les sels en excès ;

· La détection des fragments fluorescents par séparation de taille sur gel d’électrophorèse.

III.1.1. Amplification de l’ADN par PCR

L'amplification de l’ADN par PCR a été réalisée pour la première fois en 1987 pour amplifier une séquence d’ADN. C’est aujourd’hui l’une des techniques les plus communément utilisées dans les laboratoires de biologie moléculaire pour amplifier exponentiellement de l’ADN.

La PCR est une succession de 3 étapes répétées cycliquement (Cf. Figure n°1 : « Amplification de l'ADN par Polymerase Chain Réaction ») :

Etape 1 : Dénaturation du brin d’ADN à 94°C. Les liaisons hydrogènes permettant de relier les 2 brins disparaissent, libérant ces derniers. Les simples brins deviennent alors disponibles pour les amorces.

Etape 2 : Hybridation des amorces entre 50 et 65°C. Ces dernières vont s’hybrider à leur séquence complémentaire sur l’ADN selon une température optimale d’hybridation appelé Tm (Melting Temperature pour Température de fusion) , propre à chaque couple d’amorces.

Etape 3 : Elongation des amorces par incorporation des dNTP à 72°C grâce à une enzyme : la Taq Polymerase. Cette enzyme résistante à l’ébullition et active à 75-80 °C provient de Thermophilus aquaticus, une bactérie thermophile des sources chaudes du parc de Yellowstone (Californie). Cette DNA polymérase (Taq polymérase) est dépourvue d'activités d'édition (5'->3' exonucléase et 3'->5' exonucléase). La température donnée correspond à la température optimale à l’activité de la Taq polymerase.

Ces trois étapes sont répétées entre 20 et 40 fois. A chaque cycle la quantité d’ADN doit théoriquement doubler. L’amplification suit une loi exponentielle : Après 30 cycles on aura théoriquement 230 copies de la séquence à amplifier.

Lorsque l’on réalise des PCR pour le génotypage, la longueur de la séquence à amplifier varie entre 70 et 700 bases.

L’équilibre des concentrations des réactifs est crucial afin d’obtenir une grande production de produits spécifiques et d’éviter ceux non spécifiques et indésirables, ainsi :

· L’échantillon d’ADN est présent entre 102 de 105 copies ce qui correspond à 1µg d’ADN génomique.

· Les amorces sont de petits fragments simple-brins de 20 à 30 nucléotides synthétisées de sorte qu’elles puissent s’hybrider de part et d’autre de la région à amplifier. Celles-ci sont dessinées en fonction de plusieurs règles :

· La première est de choisir des amorces ne possédant qu’une séquence unique et encadrant la région à amplifier. 

· Les amorces ne doivent pas être complémentaires l’une de l’autre. 

· Les températures de fusion (Tm)  de chaque amorce doivent être le plus proche possible l’une de l’autre afin que l’hybridation sur le brin d’ADN puisse se faire simultanément.

· La séquence ne doit pas être « en épingle à cheveux », c’est à dire posséder en 3’ la séquence complémentaire de celle en 5’. Elle ne doit pas non plus être une séquence palindromique, c’est à dire une séquence d'ADN pouvant se lire de la même façon dans les deux sens par rapport à un point central, soit sur le même brin (exemple : ATTGC. CGTTA), soit sur les deux brins (AACGTT et TTGCAA).

· Le pourcentage de base GC ne doit pas être trop important (optimum à 50%) afin de faciliter l’hybridation des amorces aux brins d’ADN ainsi que leur séparation.

· Les dNTP sont les constituants de l’ADN à synthétiser. Chaque dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) est présent à des concentrations allant de 50 à 200 µM. Une trop forte concentration provoque une mauvaise incorporation par l’enzyme et une amplification non spécifique de l’ADN. 

· Le chlorure de magnésium est la source des ions Mg2+, cofacteurs de la Taq polymerase (enzyme réalisant l’incorporation des dNTP). Il est présent à des concentrations comprises entre 1 et 4 mM, dépendant de la concentration des dNTP et de l’enzyme.

· Le tampon est indispensable pour optimiser le pH (pH=8) de la réaction à celui de l’enzyme. Il contient 50 mM de KCl et 10mM de Tris-HCl. Dans plusieurs cas, d’autres réactifs sont présents, ils ont tous pour rôle d’optimiser l’activité de l’enzyme.

· La Taq polymérase est une enzyme qui synthétise un double brin d’ADN à partir d’un simple brin d’ADN. L’hybridation de l’amorce à l’ADN permet à la Taq polymérase de s’accrocher elle-même à la molécule d’ADN. Cette ADN polymérase est résistante à la chaleur, il est ainsi possible d’effectuer plusieurs cycles d’amplification sans avoir à rajouter de l’enzyme à chaque fois. La concentration d’enzyme nécessaire est comprise entre 0,5 et 1,75 unités mais celle-ci dépend fortement du fournisseur. Une grande concentration de Taq polymerase peut induire des produits non spécifiques.

Le mélange réactionnel est placé dans un thermocycleur, où les températures, les temps et le nombre de cycles sont pré-programmés.

III.1.2. Purification enzymatique

Après la réaction de PCR, les amorces ainsi que les dNTP en excès dans la réaction doivent être éliminés. En effet, si ces derniers ne l’étaient pas avant la réaction de Miniséquençage (MIS), ils pourraient s’incorporer à la suite de l’amorce MIS, créant de la séquence. De même si les amorces de PCR n’étaient pas éliminées, elles  pourraient s’hybrider sur le produit de PCR et générer des réactions aspécifiques en présence des ddNTP complémentaires. Ces deux réactions auraient pour effet de produire des produits non spécifiques, parasitant le signal recherché lors de la détection des fragments fluorescents.

C’est pourquoi nous utilisons une exonucléase (EXO I) qui va dégrader par l’extrémité 3’ les simples brins présents en solution (les amorces de PCR) produisant  des dNTP. Ces dNTP ainsi que ceux non utilisés pendant la réaction de PCR seront déphosphorylés en dNMP par une enzyme possédant une activité phosphatase, la Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP). Les dNMP ne peuvent être incorporés par aucune enzyme possédant une activité polymerase.

III.1.3. Miniséquençage (MIS)

Le miniséquençage a pour principe d’incorporer sur l’amorce positionnée en n-1 du site d’intérêt un nucléotide terminateur fluorescent complémentaire à ce dernier.

Les réactifs de la réaction sont les suivants :

· le produit de PCR purifié ;

· 2 ddNTP (nucléotides terminateurs fluorescents) marqués par deux fluorophores différents et complémentaires au site du SNP étudié ;

· le tampon ;

· la thermosequenase, enzyme permettant l’incorporation sur l’amorce des ddNTP marqués.

Tout comme la PCR, c’est une succession de 3 étapes répétées cycliquement (Cf. Figure n°2 « Réaction de Miniséquençage ») :

Etape 1 : Dénaturation du brin d’ADN à 94°C. Les liaisons hydrogènes permettant de relier les 2 brins disparaissent, libérant ces derniers. Les simples brins deviennent alors disponibles pour l’amorce MIS.

Etape 2 : Hybridation de l’amorce vers 55°C. Cette dernière va s’hybrider à sa séquence complémentaire sur les produits de PCR. La température optimale d’hybridation dépend du Tm de l’amorce.

Etape 3 : Elongation des amorces par incorporation de l’un des deux ddNTP à 72°C. La température donnée correspond à la température optimum pour la thermosequenase.

Ainsi, si l’on recherche le polymorphisme C/T. L’amorce aura la possibilité d’incorporer soit un ddGTP-fluorescent soit un ddATP-fluorescent respectivement complémentaire au dCTP ou au dTTP présent sur le produit de PCR. Les nucléotides terminateurs marqués possèdent chacun un fluorophore de longueur d’onde d’excitation et d’émission différentes. Une rhodamine, R110, pour une base (représentée conventionnellement en bleue) et une fluorescéine, Tamra, pour l’autre base (représentée conventionnellement en jaune). 

Lors de la détection trois cas peuvent se produire :
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·   la fluorescence révélée est jaune, nous sommes en présence d’un échantillon homozygote TT ayant incorporé pour les allèles 1 et 2 un ddATP-Tamra (fluorescence jaune) ;

· la fluorescence révélée est bleue, nous sommes en présence d’un échantillon homozygote CC ayant incorporé pour les allèles 1 et  2  un ddGTP-R110 (fluorescence bleue) ;

· la fluorescence révélée est jaune et bleue, nous sommes en présence d’un échantillon hétérozygote CT ayant incorporé pour l’allèle 1, un ddATP-Tamra et, pour l’allèle 2 un ddCTP-R110 ;

III.1.4. Elimination des sels et ddNTP marqués en excès

Cette étape est réalisée par précipitation des produits d’extension (amorces marquées par les fluorophores) à l’éthanol-MgCl2.

La réaction MIS terminée, les produits d’extension sont précipités par un mélange de MgCl2 qui augmente la force ionique et facilite la précipitation à l’éthanol des amorces fluorescentes. Par élimination du surnageant et lavages à l’éthanol à 70% les échantillons seront débarrassés des sels et des ddNTP fluorescents. Cette étape est indispensable avant de charger les échantillons sur le gel d’électrophorèse. En effet les sels présents en solution lors de la préparation des échantillons sont néfastes lors de la séparation électrophorétique des produits. Quant aux ddNTP libres fluorescents, étant en excès lors de la réaction de MIS, ils sortiraient dans les premiers, parasitant le signal recherché.

III.1.5. Préparation des échantillons pour le dépôt sur gel

Les échantillons purifiés sont ensuite resuspendus par un mélange de fushine et de formamide. La fushine permet d’observer le dépôt des échantillons sur le gel. La formamide joue un rôle de dénaturant et permet de séparer les amorces fluorescentes des brins d’ADN amplifiés.

III.2. Le processus de production de génotypages

Le processus de production de génotypages (Cf. Figure n°3 « Processus du génotypage »)  est une succession d’interactions entre différents services de la société :

· Le département de Recherche Médicale et Ressources Génomiques réceptionne les échantillons de sang. Ils effectuent l’extraction des ADN qui sont stockés dans une banque  avant d’être envoyés au département d’Analyse Génomique ;

· Parallèlement le service de bio-statistiques commande les génotypes à rechercher et saisit, dans une base de données, les informations nécessaires pour suivre chaque échantillon ;

· Le service de production de génotypages réalise les réactions de génotypages avant d’envoyer les données au service d’Analyse du Signal ;

· Le service d’Analyse du Signal  travaille à l’aide d’un logiciel, « ANAMIS », développé au sein de Genset. Ce logiciel attribue automatiquement un statut à chaque individu typé : "homozygote-1", "homozygote-2", "hétérozygote", "ambigu" ou "non typés". Avant d’être introduits dans la base de données, les génotypages concernant le marqueur étudié sont consolidés, c’est à dire vérifiés et validés ou invalidés, puis ils sont mis à la disponibilité du service de Bio-statistiques ;

· Le service de Bio-statistiques réalisera des études d’associations et déterminera si le SNP étudié est potentiellement impliqué dans la maladie étudiée.

III.3. Capacité, temps et coût de la technique utilisée à GENSET

Le temps nécessaire pour effectuer le processus de génotypage à partir de l’ADN extrait jusqu’à l’envoi des génotypes aux services de bio-statistique est d’au minimum 12 heures. 

Le typage d’un échantillon par la technique d’électrophorèse sur gel coûte environ 1 $.

Lors du démarrage de ce travail, nous avions, grâce à 4 séquenceurs ABI377, une capacité journalière maximale de génotypage de 4512 échantillons.

III.4. Les autres techniques de génotypage

De nombreuses techniques de mise en évidence des SNP sont présentes sur le marché de la génomique. (Cf. Réf. Bibliographie n°2: WEAVER T. (12/2000) - High-throughput SNP discovery and typing for genome-wide genetic analysis, New technologies for life science, 36-42. Et Ref. Bibliographie n°3 : Anonyme (03/2001) - Genotyping Tools Galore, Genome Technology, 34-35)

A Genset, depuis 1997 et jusqu’en juin 2001, le génotypage a été basé sur le principe de miniséquençage (MIS) détecté par électrophorèse sur gel. Cette méthode permet de détecter au maximum 4.500 génotypages par jour grâce à 4 séquenceurs « ABI PRISM 377 ».  Le débit moyen que nous devions atteindre pour honorer nos contrats et respecter les délais impartis devait augmenter dans un premier temps à 20.000 génotypages par jour. Nous avions alors le choix entre investir dans de nouvelles machines et du personnel, ou utiliser des techniques plus récentes permettant un investissement moins important et surtout la réduction du temps et du coût de génotypage. C’est pourquoi nous avons décidé d’évaluer d’autres techniques de détection du signal, tout en conservant le principe d’extension de l’amorce (MIS) :

La discrimination par taille à haute résolution :

Ces techniques permettent de détecter les fragments à 1 base près.

· Séparation par électrophorèse sur gel et détection par marquage fluorescent :

· Séquenceur ABI PRISM377 de Applied Biosystems ;

· Séquenceur capillaire Megabace de Amersham Pharmacia Biotech.

· Séparation par spectrométrie de masse sans marquage fluorescent :

· MALDI-TOF de Sequenom.
La discrimination par taille à faible résolution :

Cette technique permet de détecter les fragments à 20 bases près.

· Détection par marquage fluorescent et détection par fluorescence polarisée :

· Lecteur de fluorescence ANALYST HT de LJL Biosystem.
Mesure quantitative de la fluorescence :

Les échantillons ne sont pas séparés grâce à leur taille.
· Détection par marquage fluorescent et quantification de la fluorescence obtenue :

· Lecteur de fluorescence ANALYST HT de LJL Biosystem.

Le tableau n°1, « Avantages et inconvénients des différentes techniques envisagées à Genset afin d’augmenter la capacité et de réduire le coût des génotypages  montre les avantages et les inconvénients de chacune des techniques envisagées, ainsi que l'investissement nécessaire et la capacité de génotypage pour chaque technologie envisagée.

Le séquenceur Megabace était rapide mais il ne permettait pas de réduire le coût du génotypage ; nous avons décidé de ne pas l’utiliser. 

La technique de spectrométrie de masse aurait permis de réduire suffisamment le coût du génotypage. Mais l’investissement étant trop important pour GENSET, à l’époque où nous nous sommes intéressés à cette technique, il avait été décidé de laisser momentanément de côté ce principe de détection. 

C’est ainsi que nous nous sommes intéressés au lecteur de fluorescence ANALYST HT de LJL Biosystem. Cet appareil permettait d’étudier deux principes différents de détection des SNP et de réaliser une transition de la technologie actuelle « électrophorèse sur ABI 377» à la détection par fluorescence polarisée en passant par la détection par fluorescence directe de manière relativement douce et judicieuse. En effet, ces deux techniques permettent de conserver le principe de miniséquençage. L’investissement induit par ce choix était l’un des plus faibles et la réduction des coûts de génotypage semblait facilement réalisable.

IV. Principes de détection

IV.1.Rappels sur la fluorescence

IV.1.1. Théorie

La fluorescence est le résultat d'un processus en trois étapes se produisant dans certaines molécules appelées fluorophores ou marqueurs fluorescents. 

Une sonde fluorescente est un fluorophore conçu pour localiser une région spécifique d'un spécimen biologique, ou répondre à un stimulus spécifique. Le processus responsable de la fluorescence de ce marqueur est illustré selon le diagramme d’énergie de Jablonski observé dans la Figure n°4.
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Etape 1 : Excitation

Lorsque la molécule absorbe un photon d’énergie hνEX , l’un des électrons de la molécule passe d’un état fondamental (S0) à un état excité (S1').

Etape 2 : Dissipation de l’énergie

La molécule reste dans un état excité durant 1 à 10 ns. Pendant ce temps, le fluorophore subit des changements de conformation, il est aussi soumis à une multitude d'interactions avec son environnement moléculaire. 

Par rotation, vibration des molécules et dissipation thermique, l'énergie S1' diminue laissant la molécule dans un état relaxé (S1).

Etape 3 : Emission de fluorescence

L’électron du fluorophore retourne à son état fondamental (S0) en émettant un photon de fluorescence d’énergie : hνEM. 
En raison de la dissipation d’énergie durant l’état excité du fluorophore (sa durée de vie), l’énergie du photon émis (h(EM) est inférieure à celle du photon d'excitation (h(EX) ; par conséquent la longueur d’onde d’émission est supérieure à la longueur d’onde d’excitation. La différence d'énergie (h(EX - h(EM) ou de longueur d’onde est appelée décalage de Stokes. Le décalage de Stokes est un paramètre fondamental pour le réglage de la sélectivité des techniques de fluorescence : plus il est important et moins on observe de « contamination » de l’émission de fluorescence par la lumière d’excitation.

IV.1.2. Le spectre de fluorescence

La fluorescence est un phénomène cyclique. A moins que le fluorophore ne soit irréversiblement détruit à l’état excité (par un important phénomène de « photo-bleaching ») un même fluorophore peut être à plusieurs reprises excité et détecté.

Pour des molécules polyatomiques dans une solution, les transitions électroniques discrètes représentées par h(EX et h(EM dans la Figure n°4 sont remplacées par de larges spectres d'énergie appelés respectivement le spectre d'excitation et le spectre d'émission de fluorescence. La largeur des bandes de ces spectres est un paramètre particulièrement important pour les applications dans lesquelles deux fluorophores différents ou plus sont simultanément détectés. L’excitation d’un fluorophore à différentes longueurs d’ondes ne change pas le profil d’émission mais produit des variations d’intensité dans le spectre de fluorescence correspondant, à l’amplitude du spectre d’excitation (Cf. Figure n°5).
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IV.1.3. Détection de la fluorescence

Il y a 4 éléments essentiels dans les systèmes de détection par fluorescence :

· La source d’excitation ;

· Le  fluorophore ;

· La longueur d’onde des filtres d’excitation et d’émission ;

· Le type de détecteur qui transforme généralement les photons émis en signal électrique.

IV.1.4. Paramètres influençant la fluorescence

Les fluorophores employés actuellement comme sondes fluorescentes offrent des gammes de longueurs d'onde suffisantes (décalage de Stokes et largeur de bande spectrale) pour satisfaire aux exigences imposées par l'instrumentation. Cela permet une flexibilité dans la conception d’expériences utilisant des marqueurs de couleurs différentes (Cf. Figure n°6). 

Pour nos expériences nous utilisons deux fluorophores, R110 et Tamra, dont les spectres d’excitation  et d’émission sont suffisamment éloignés pour éviter une contamination de fluorescence par l’un des deux marqueurs. Ainsi, seul un des deux fluorophores est excité à sa longueur d’onde d’excitation et un seul des deux fluorophores est capté par le détecteur de l’appareil à sa longueur d’onde d’émission. (Cf. Figure n°6 bis)

La fluorescence dépend de l'efficacité avec laquelle le marqueur impliqué absorbe et émet des photons ainsi que de sa capacité à subir des cycles d'excitation/émission répétés. L'absorption et l'efficacité d'émission sont évaluées quantitativement par le coefficient d'extinction de molaire (ε) pour l'absorption et par le rendement quantique (QY) pour la fluorescence. Tous les deux sont constants dans des conditions environnementales spécifiques (pH, polarité du solvant…). 

IV.1.5. La dégradation des fluorophores ou photobleaching

Dans des conditions d'intensité d'illumination élevée, la destruction irréversible (ou  photobleaching ) du fluorophore excité devient le facteur limitant de la détection de la fluorescence. 

Un des moyens de lutter efficacement contre le photobleaching est d’optimiser la sensibilité de détection, ce qui évite une intensité d’excitation trop élevée. La sensibilité de détection est augmentée par des dispositifs de détection comme des caméras CCD, des photomultiplicateurs ou par utilisation de filtres à larges bandes passantes compatibles avec l'isolement d’un signal spécifique.

(Cf. Ref. bibliographique n°5 : Haugland R.P, (1996) - Handbook of Fluorescent Probes and Research Products, Molecular Probes Sixth Edition, U.S.A. 680p. [en ligne]. (Consulté le 10/04/02) Adresse URL : http://www.probes.com/handbook/)

IV.1.6. Facteurs environnementaux  intervenant sur la fluorescence

Plusieurs facteurs environnementaux influencent les propriétés de fluorescence. Les deux plus communs sont :

· la polarité du solvant 

· le pH du solvant

IV.2. Détection des SNP par discrimination de taille :

Principe de l’électrophorèse sur gel vertical 

IV.2.1. Généralités

Le but de la détection des SNP par migration sur gel d’électrophorèse est de faire migrer sur un gel d’acrylamide/bis-acrylamide la ou les molécules à identifier qui auront été préalablement marquées par un ou plusieurs fluorophores. Ces derniers étant caractérisés par leur longueur d’onde d’excitation et d’émission. Il est ensuite nécessaire d’éliminer l’excès de marqueurs fluorescents afin de ne détecter que les molécules marquées. Le gel étant fixé sur un séquenceur ABI-PRISM377, lors de la migration les molécules marquées passent devant un laser qui les excite à une la longueur d’onde d’excitation appropriée (488 nm et 514,5nm). L’émission de fluorescence est captée par une caméra CCD qui transforme la fluorescence en signal électrique. Les données sont ensuite interprétées par un logiciel (Genescan®) développé par le constructeur du séquenceur ABI-PRISM377.

IV.2.2. L’électrophorèse

L’électrophorèse est une méthode d’analyse séparative basée sur la migration différentielle de particules chargées électriquement à travers un champ électrique continu et de direction constante (excepté pour l’électrophorèse sous champ pulsé dans lequel le champ électrique s’inverse périodiquement). 

Le champ électrique a pour effet d’appliquer aux molécules des forces proportionnelles à leur charge qui produisent une vitesse distincte pour chaque substance ou molécule. 
De plus, la force électrique étant proportionnelle à la charge de la molécule et les forces de friction étant proportionnelles au coefficient de friction de la molécule, autrement dit à sa taille, on a :




force électrique
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Pour que la migration s’effectue à une vitesse constante il faut que l’accélération A soit nulle (A = 0). Ceci n’est possible que lorsque les forces électriques (Fel) sont égales aux forces de friction (Ffr).

Ainsi, lorsque Fel = Ffr, on a :

E.Q = k.η.r.V 

d’où 
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équation (1)
V
: la vitesse m.s-1
E
: champ électrique en Volt. m-1
Q
: charge de la molécule en Coulombs 

k
: facteur de correction du coefficient de friction ( f  ≈ k.η.r ) 


r
: la taille de la molécule en mètre

η
: la viscosité du milieu en Poiseuille

D’après l’équation (1) on observe que la vitesse de migration d’une molécule dépend de 4 facteurs principaux :

· Elle est directement proportionnelle à la charge de la molécule Q ;

· Elle est directement proportionnelle au champ électrique E auquel elle est soumise ;

· Elle est inversement proportionnelle à la taille de la molécule r ;

· Elle est inversement proportionnelle à la viscosité du milieu k. η
IV.2.3. Le support

L’électrophorèse des protéines et des acides nucléiques est réalisée dans une matrice ou gel. Le plus souvent, le gel se présente sous la forme d'un bloc mince, possédant des puits permettant d’y déposer les échantillons. Il est immergé dans un tampon d'électrophorèse qui fournit les ions pour porter le courant et pour maintenir le pH à une valeur relativement constante et adaptée aux molécules.

L’influence du support est surtout relative à la taille de ses pores. Des pores larges facilitent la migration de molécules mais favorisent également la diffusion. Le gel est composé d’agarose ou de polyacrylamide, dont chacun a des propriétés appropriées aux types de séparation à réaliser.

L’agarose est classiquement utilisé à des concentrations de 0,5 à 2 %. Plus sa concentration est élevée plus le gel est « rigide » et permet la discrimination des petits fragments, et inversement. Les gels d’agarose ont une grande gamme de séparation, mais possédant des pores larges (entre 50 et 100nm), la résolution est relativement faible. Des fragments d'ADN de 200 à 50.000 paires de bases peuvent être séparés sur ce type de support.

Le polyacrylamide est un polymère de l’acrylamide. La concentration du monomère va définir la taille des pores. La concentration d'acrylamide employée est comprise entre 3,5 et 20 %. Les gels de polyacrylamide sont plus fastidieux à préparer que des gels d’agarose ; on doit les couler entre deux plaques de verre afin d’empêcher l’oxygène de ralentir le processus de polymérisation. 

Les gels de polyacrylamide ont une plus petite gamme de séparation, mais un très haut pouvoir résolutif car les pores de ces gels sont petits (quelques nm). Dans le cas d'ADN, le polyacrylamide est employé pour séparer les fragments de moins de 700 paires de bases. Ils permettent la séparation d’acide nucléique à une base près. 

IV.2.4. Influence du tampon

L’utilisation d’un tampon est indispensable pour  véhiculer le courant électrique et maintenir un pH constant dans le milieu de séparation.

Les solutions tampon utilisées en électrophorèse ont généralement une force ionique de compromis ; c’est à dire assez faible pour limiter le passage du courant dans le gel tout en permettant d’appliquer un voltage important en évitant un échauffement trop intense, mais suffisant pour maintenir une réelle efficacité de tampon.

Il importe aussi que les ions n’interagissent pas avec les molécules.

La charge de la molécule Q dépend de l’ionisation des groupes basiques ou acides, elle est donc fonction du pH du milieu, d’où l’importance du choix du pH du tampon utilisé.

IV.3. Détection des SNP sans discrimination de taille : 

La fluorescence Directe

IV.3.1. Généralités

Le but de la fluorescence directe est de marquer la ou les molécules à identifier par un ou plusieurs fluorophores. Ces derniers sont caractérisés par leur longueur d’onde d’excitation et d’émission. Il est ensuite nécessaire d’éliminer l’excès de marqueur fluorescent afin de ne détecter que les molécules marquées. C’est l’indispensable phase de purification. On excite chaque fluorophore par la longueur d’onde d’excitation appropriée ; la fluorescence émise sera captée par des filtres d’émission spécifiques à la sonde fluorescente.

IV.3.2. Loi sur l’intensité de fluorescence
L'intensité de fluorescence dépend quantitativement des mêmes paramètres que l'absorbance, définis par la loi de Beer-Lambert : c’est à dire le produit du coefficient d'extinction molaire, par la longueur du trajet optique et la concentration de la molécule en solution. Elle dépend également du rendement quantique de fluorescence du marqueur, de l'intensité de la source d'excitation et de l'efficacité de détection de fluorescence de l'instrument. Dans des solutions diluées ou des suspensions, l'intensité de fluorescence est linéairement proportionnelle à ces paramètres.

La relation entre l’intensité de fluorescence et la concentration de la molécule fluorescente peut être décrite par l’équation (2) suivante :
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équation (2)

F : Mesure de l’intensité de fluorescence en coups par secondes (cps)

k : Facteur géométrique de l’instrument

QE : Rendement quantique (photons émis / photons absorbés)

P0 : Puissance de la source d'excitation

ε : Coefficient d’extinction molaire en cm-1. mol-1.L

l : Longueur du trajet optique en cm

C : Concentration de la molécule fluorescente en mol.L-1
La relation est valable pour de faibles concentrations (<10-5 M) et montre que l’intensité de fluorescence est proportionelle à la concentration de la molécule.

La technique de génotypage par cette méthode est basée sur la formation de nuages de points liée à l'incorporation d'un des deux marqueurs pour les échantillons homozygotes ou des deux marqueurs pour les échantillons hétérozygotes.

Prenons un exemple de recherche de polymorphisme A/G :

Les bases complémentaires marquées par les fluorphores sont les suivantes :

ddUTP-R110 complémentaire au A

ddCTP-Tamra complémentaire au G

Lors de la réaction de miniséquençage, l'amorce d'extension incorpore uniquement le ddUTP-R110 pour les individus homozygotes AA ; inversement pour les individus homozygotes GG l'amorce s'hybridant sur chacun de leurs allèles n'incorpore que le ddCTP-Tamra. Les individus hétérozygotes AG possèdant un allèle différent, l'amorce d'extension incorpore du ddUTP-R110 et du ddCTP-Tamra.
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Les résultats obtenus sur un groupe d'individus dont on recherche le même polymorphisme seront représentés comme dans la Figure n°7 :

IV.4. Détection des SNP par discrimination de taille : La fluorescence polarisée

IV.4.1. Généralités

La fluorescence polarisée a été décrite par Perrin en 1926. (Cf. Réf. Bibliographique n°8 : Cyberlab, - Principles of FP)  Cette méthode ne nécessite pas de purification. Elle est très utilisée pour détecter les interactions ligand-protéine notamment pour le dosage des antigènes-anticorps.

IV.4.2. Loi sur la fluorescence polarisée

Elle est basée sur le concept de rotation et de mouvement Brownien des molécules. Une lumière polarisée excite préférentiellement les molécules fluorescentes dont le moment dipolaire est parallèle à l’axe de polarisation. Suivant la taille des molécules excitées, celles-ci tourneront plus ou moins vite sur elles-mêmes entre le moment de leur excitation  par la lumière polarisée et le moment de leur émission de fluorescence.

Si 
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correspond au champ électrique de la lumière polarisée d’excitation dans lequel le fluorophore absorbe préférentiellement la lumière, et que cette direction de polarisation de la lumière est parallèle au moment dipolaire 
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 du fluorophore, alors on peut considérer que la direction d’observation de l’énergie d’émission du fluorophore, nommé
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, représente le moment dipolaire d’émission 
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de la molécule fluorescente relaxée. Mesurer l’angle γ de rotation entre 
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 revient à mesurer l’angle de rotation de la molécule fluorescente polarisée entre
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Le taux de polarisation de la lumière émise, P, dépend de l’angle γ qui correspond à l’angle de rotation entre le moment dipolaire d’une molécule fluorescente 
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 excitée et le moment dipolaire d’émission 
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 de cette même molécule relaxée.

Perrin décrit la polarisation à l’aide de la relation suivante :
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Selon les molécules et la viscosité de la solution, 
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 peut varier entre 0° et 90 °,  on obtient alors les valeurs théoriques Pmin et Pmax de la polarisation :
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IV.4.3. Influence de la taille des molécules pour un solvant donné

Plus la taille de la molécule est élevée, plus son mouvement de rotation est faible, donc plus l’angle de rotation de la molécule est faible. 
[image: image16.wmf]g

a tendance à se rapprocher de 0° donc d’après l’équation (3) la polarisation, P, tend vers Pmax.

Inversement, plus la taille de la molécule est petite, plus les mouvements de rotation de la molécule seront importants, plus l’angle de rotation se rapproche de 90°, la lumière est donc davantage dépolarisée, P tend vers Pmin.

IV.4.4. Influence de la viscosité d’un solvant pour une molécule donnée

Une molécule se trouvant dans un milieu très visqueux n’a pas le temps de changer de position pendant l’état excité, du fait de sa faible durée de vie. De ce fait l’angle 
[image: image17.wmf]g

 est très faible et P tend vers sa borne supérieure : Pmax.

Par contre, dans un milieu peu visqueux, les phénomènes de rotation sont très importants. Entre la phase d’absorbtion et celle d’émission, la molécule a tourné, dépolarisant complètement la lumière. La dépolarisation est quasi totale, P tend vers Pmin.
IV.4.5. Application au génotypage

Le calcul du taux de polarisation de la lumière émise permet de différencier les petites molécules des grosses, les espèces fluorescentes libres des espèces fluorescentes liées ou, notamment dans le cadre du génotypage, de discriminer les ddNTP fluorescents libres de ceux incorporés à l’amorce lors de la réaction de miniséquençage. Et donc de déterminer quelle base marquée par l’un des deux fluorophores s’est incorporé sur l’amorce lors de la réaction de miniséquençage.

La lumière d’excitation est polarisée dans un sens grâce à un polariseur P. Elle va exciter le fluorophore dans un sens de polarisation. A l’état excité le fluorophore va se relaxer en tournant d’un angle 
[image: image18.wmf]g

, provoquant un changement de polarisation de la lumière émise d’un même angle 
[image: image19.wmf]g

. Pendant l’état excité, l’émission de fluorescence de la molécule est captée par un photomultiplicateur se trouvant derrière un polariseur P’ puis un polariseur P’’ qui se substitue à P’. 

Le polariseur P’ laisse passer la lumière polarisée qui sera parallèle à celle de l’excitation. On obtient une valeur d’intensité de fluorescence I (( exprimée en coups par secondes.
Le polariseur P’’ laisse passer une direction de polarisation de la lumière qui sera perpendiculaire à celle de l’excitation. On obtient une valeur d’intensité de fluorescence I ( exprimée en coups par secondes. Cf. Figure n°8.

Pratiquement, Perrin définit la fluorescence polarisée par l’équation (5) suivante :
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équation (5)






I (( + I (
I (( : l’intensité de fluorescence (en coups par secondes) mesurée parallèlement à la direction de la lumière polarisée incidente;

I( : l’intensité de fluorescence (en coups par secondes) mesurée perpendiculairement à la direction de la lumière polarisée incidente;

P : correspond au taux de polarisation. C’est une entité sans unité qui est indépendante de l’intensité de la lumière émise ainsi que de la concentration du fluorophore, c’est l’avantage fondamental de la FP. Elle s’exprime en mP (P x 1000 = mP). 

Prenons l'exemple de recherche du polymorphisme A/G dont les bases complémentaires marquées par les fluorphores sont les suivantes :

ddUTP-R110 complémentaire au A

ddCTP-Tamra complémentaire au G

L'incorporation de ddNTP fluorescent est réalisée de la même manière qu'en fluorescence directe. En pratique on obtient aussi 4 nuages de points (Cf. Figure n°9 ci-contre : « Nuages théoriques d'individus typés par la technique de  Fluorescence Polarisée ») :

· Les homozygotes AA : les valeurs de fluorescence polarisée pour le ddUTP-R110 sont élevées et celles pour ddCTP-Tamra sont faibles, reflétant ainsi une incorporation significative du ddUTP-R110 et pas d'incorporation de ddCTP-Tamra durant la réaction d'extension. 

· Inversement, pour les homozygotes GG, où le ddCTP-Tamra a été incorporé majoritairement.

· Pour les individus hétérozygotes AG, les valeurs de polarisation obtenues pour R110 et Tamra sont fortes dans les 2 cas, car l'amorce a incorporé les deux types de ddNTP fluorescents (un sur chaque allèle).

· Les individus non typés possèdent de faibles valeurs de polarisation en R110 et Tamra, l'amorce n'a incorporé aucun des deux marqueurs fluorescents, les ddNTP fluorescents sont libres en solution, la lumière est plus dépolarisée que dans les autres cas, les valeurs de polarisation sont faibles.

a) Cas d’une incorporation totale des ddNTP fluorescents sur les amorces
Dans le protocole, les ddNTP-fluorescents sont en excès par rapport aux amorces d'extensions. Si ces derniers s’incorporent tous aux amorces, le mouvement du fluorophore accroché est lent à cause de la taille importante du complexe. Le changement d’orientation durant l’état excité de la molécule est petit et la dépolarisation est donc faible ;  I (  est faible, P tend vers Pmax.
b) Cas d’une incorporation faible :

Dans le cas où très peu de ddNTP fluorescents, voire aucun, s’incorporent à une amorce, les ddNTP restent libres en solution et peuvent se réorienter dans toutes les directions pendant la durée de l’état excité. Dans ce cas, la dépolarisation de l’excitation est très importante ; I ( tend vers I (( donc P tend vers Pmin.

c) Cas d’incorporation partielles des ddNTP fluorescents – Loi de mélange

Dans le cas où un nombre non négligeable de ddNTP est incorporé aux amorces, la polarisation du mélange suit la loi théorique :
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IddNTP 
 : Signal de fluorescence du ddNTP

PddNTP
 : Polarisation du ddNTP

Io
 : Signal de fluorescence de l’amorce marquée

Po
 : Polarisation de l’amorce marquée
La décroissance de la polarisation est très rapide et l’on considère que pour un rapport (ddNTP-marqués / amorces-marquées) supérieur à 3 la différence entre les valeurs de polarisation du mélange et celle des ddNTP marqués non incorporés, ne permet plus de génotyper les individus par cette technique (Cf. Figure n°9 bis). Cela signifie aussi que le rendement de la réaction d’extension (MIS) n’est pas optimum et que beaucoup de ddNTP marqués n’ont pas été incorporés à l’amorce. 
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Image tirée de Réf. Bibliographique n°8 : OLIVIER C., (2001) – Réalisation d’un banc d’imagerie sur micro-canaux pour réactions de génotypage, Mémoire du Diplôme de Recherche Technologique de l’Université Joseph Fourier. CEA Grenoble. 81 pages

B) Matériels et méthodes

I. La Polymerase Chain Reaction

Les PCR sont réalisées en plaque (Perkin-Elmer) 96 puits sous 15 µL pour la détection sur gel d’électrophorèse et en plaque (COSTAR) 384  puits pour la détection par fluorescence directe et polarisée.

3µL d’ADN génomique dilué à 5 ng/µL sont déposés au fond des puits.

12µL d’un mix contenant les réactifs suivant sont ajoutés dans chaque puits :

· 1,5 µL de tampon 10X (1mM Tris –HCl, 1mM EDTA, pH 7,5)

· 0,3 µL de MgCl2 dilué à 100mM  (SIGMA)

· 1,2 µL de dNTP dilué à 2,5 mM (Roche Diagnostics GmbH)

· 0,15 µL d’amorce « Forward » à 30µM  (Genset Oligos)

· 0,15 µL d’amorce « Reverse » à 30µM  (Genset Oligos)
· 0,06µL d’enzyme polymerase Ampli Taq Gold® à 5U/µL  (Perkin Elmer Applied Biosystem)

· 8,64 µL d’eau milliQ à 18MegaOhms

La plaque 96 puits est centrifugée à 700g pendant 30 secondes afin de faire tomber le liquide au fond des puits.

Puis elle est introduite dans un thermocycleur (MJ-Research) et le programme suivant est lancé.

94°C pendant 10 minutes
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94°C pendant 30 secondes

55°C pendant 1 minute

72°C pendant 30 secondes

72°C pendant 7 minutes

10°C pour conservation

II. Quantification des produits de PCR 
2µL de produit de PCR de chaque puits sont transférés dans une plaque 384 puits (NUNC) de 100µL.

48 µL de Picogreen® (Molecular Probes), une molécule fluorescente s’intercalant dans les doubles brins d’ADN,  dilué au 1/400ème dans du Tampon TE 1X (1mM Tris –HCl, 1mM EDTA, pH 7,5) sont ajoutés.

En parallèle on réalise une gamme de dilutions de 0 à 15 ng/µL de phage Lambda à 500 ng/µL. 2 µL de chaque point de la gamme sont transférés dans une nouvelle plaque 384 (NUNC) dans laquelle on rajoute 48 µL de Picogreen®.

Les  plaques sont incubées à température ambiante et dans l’obscurité pendant 3 minutes.

La mesure de fluorescence est réalisée sur le lecteur de fluorescence Fluoroskan Ascent  (Labsystems)  avec un filtre d’excitation à 502 nm et d’émission à 523 nm.

Le fichier brut de fluorescence est analysé par une macro sous Excel qui permet, à partir de la droite de régression formée par les points de la gamme du phage lambda, de calculer pour chaque position de la plaque la concentration en ng/µL de produits d’amplification double brins présents dans chaque puits.

Un seuil relatif est déterminé afin d’éliminer toute plaque dont plus de 10% des échantillons possèdent une concentration en ADN double brins inférieure à 2 ng/µL.

III. Purification des produits de PCR

5 µL de produits de PCR  sont transférés dans une plaque 96 (ABgene® - si la détection des génotypes se fait sur gel d’électrophorèse ou par fluorescence directe) ou dans une plaque 384 (ABgene® [Réf. : TF-0384/K] si la détection est réalisée par fluorescence polarisée).

5µL d’un « mix » contenant les produits ci-dessous sont distribués dans chaque puits contenant les 5 µL de produits de PCR :

· 1µl de tampon SAP 10X (200mM Tris-HCl, pH=8,0 ; 100mM MgCl2)  (Amersham Pharmacia Biotech)

· 2µL de Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)  à  1U/µL  (Amersham Pharmacia Biotech)

· 0,2 µL d’Exonuclease à 10 U  (Amersham Pharmacia Biotech)
· 1,8 µL d’eau MilliQ 18MOhms

La plaque est centrifugée puis thermocyclée à 37°C pendant 30 minutes, à 94°C pendant 10 minutes puis elle est refroidie pendant un temps illimité à 10°C.

Ensuite, soit elle est stockée à –20°C, soit elle passe directement à l’étape suivante : la réaction de MiniSéquençage (MIS).

IV. Réaction de miniséquençage
IV.1. Génotypage par détection sur gel d’électrophorèse

IV.1.1. Réaction de miniséquençage (MIS)

La réaction de miniséquençage est réalisée en format de plaque 96 puits.

Un « mix » de réactions est préparé pour délivrer dans chaque puits de la plaque 10µL de produit réactionnels contenant par puits :

· 1,25 µL de tampon de réaction 16X  (Amersham Pharmacia Biotech)

· 1 µL de ddNTP-R110 dilué à 180 nM  (Dupont de Nemours)
· 1 µL de ddNTP-Tamra dilué à 70 nM  (Dupont de Nemours)
· 0,125 µL de thermosequenase à 8U  (Amersham Pharmacia Biotech)
· 0,33 µL d’amorce à 30 µM  (Genset Oligos)
· 6,295 µL d’eau MilliQ 18,2 Mega-Ohms

Le programme suivant est lancé sur un thermocycleur (MJ Research®) :

94°C pendant 1 minute
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Après thermocyclage la plaque est centrifugée puis conservée à –20°C.

IV.1.2. Purification de la réaction MIS par précipitation

Le mélange qui suit est ajouté dans chaque puits de la plaque 96 puits à purifier :

· 72,4 µL d’éthanol 74%

· 1,6 µL de MgCl2 à 25mM

La plaque est fermée hermétiquement, puis homogénéisée par retournements successifs, elle est ensuite incubée à température ambiante pendant 15 minutes et centrifugée à 1900 g pendant 15 minutes à 4°C.

L’adhésif est retiré, la plaque est retournée plusieurs fois, renversée et disposée dans des réceptacles spéciaux, pour être centrifugée pendant 2 minutes à 16 g.

Elle est ensuite séchée au Speed-Vac® system AES2010 (Savant) pendant 5 minutes, puis elle est scellée.

La plaque est stockée à –20°C ou préparée pour être déposée sur le gel d’électrophorèse.

IV.1.3. Dépôt sur gel d’électrophorèse

10µL de tampon de resuspension (0,25 % de fuschine w/v ; oligonucléotide de 10mers marqué par le fluorophore JOE à 0,01M, formamide 80%) sont ajoutés dans chaque puits.

La plaque est homogénéisée pendant 5 minutes sur un agitateur puis déposée sur un gel d’Acrylamide-bisacrylamide 19:1 de 96 pistes.

Les 48 premiers échantillons sont déposés dans les puits impairs, les 48 derniers échantillons dans les puits pairs. La migration est réalisée sur un séquenceur ABI PRISM 377  (Applied Biosystem) selon les conditions de migration suivantes :

· Voltage : 750 volts

· Courant : 60 mA

· Puissance : 200W

· Température : 51°C

· Puissance du laser : 40 mW

· Temps : 1h30

Les échantillons sont traités sur le logiciel Genescan (Perkin Elmer), puis les données sont transférées dans la base de données et analysées sur un logiciel créé par Genset et nommé ANAMIS (pour ANAlyse de MIniSéquençage).

IV.2. Génotypage par détection en fluorescence directe

IV.2.1. Réaction de miniséquençage 

Les conditions de la réaction sont identiques à celles utilisées lors de la détection des génotypes sur gel d’électrophorèse. (Cf. « IV.1.1 Réaction de miniséquençage » page 23)

Seuls 2 paramètres sont modifiés : 

· les réactions sont réalisées en plaque 384 puits (ABgene TF 0384/K).

· la concentration des ddNTP-R110 est de 1000 nM, celle des ddNTP-Tamra est de 450 nM.

IV.2.2. Purification des produits de miniséquençage
La purification est réalisée sur une résine d’exclusion (Millipore G50-super fine).

A l’aide d’une plaque de chargement (loader Millipore), 45µL de poudre de G50 sont déposés dans une plaque à filtre 96 puits Millipore (Millipore MAGNV22). La poudre est réhydratée par 300µL de tampon TE 1X, l’hydratation se fait en 3 heures à température ambiante.  La plaque à filtre est déposée sur une plaque 96 puits (Perkin Elmer) dite "poubelle" afin de récupérer l’éluat lors d’une centrifugation de 3 minutes à 700g. Un lavage des colonnes est réalisé par ajout de 100µL de tampon TE 1X dans chaque puits contenant les colonnes de purification. L’éluat est récupéré dans la plaque poubelle durant la centrifugation de 3 minutes à 700g.

Les 20µL d’échantillons de chaque puits de la plaque 384 contenant les produits de miniséquençage ainsi que les marqueurs et les sels en excès sont déposés au centre des colonnes d’exclusion de 4 plaques de purification G50. Une plaque neuve, (Perkin Elmer) annotée avec le n° de production et le polymorphisme étudié, est déposée sous la plaque de filtration puis alignée de sorte que chaque puits de la plaque de filtration corresponde bien au puits de la plaque de récupération de l’éluat. L’ensemble est centrifugé 5 minutes à 700g. Puis 20µL de tampon TE 1X sont ajoutés sur chaque colonne de purification pour être de nouveau centrifugé 5 minutes à 700g.

Les plaques d’échantillons purifiés sont ensuite séchées au Speed-Vac® pendant  1h20.

Elles sont ensuite resuspendues par 5µL du tampon DEA 1X, homogénéisées puis transférées dans une plaque de lecture 384 puits (LJL Biosystems). Les plaques sont centrifugées une trentaine de secondes à une vitesse maximum de 700g avant la lecture sur l’appareil de détection.

IV.2.3. Lecture des échantillons par fluorescence directe

La plaque est lue sur un système de détection de fluorescence nommé ANALYST HT (LJL Biosystems) dans les conditions suivantes :

Mode de détection : fluorescence directe en SMARTREAD

Excitation en continue par une lampe au xénon

Focalisation du rayon lumineux à 1mm du fond

1 lecture par puits

Temps d’intégration par puits : 0,5 seconde maximum

Filtre double dichroïque : FL 505 – Rh 561

Filtre d’excitation  R110 : 485 ± 20 nm 

Filtre d’émission  R110 : 535 ± 25 nm

Filtre d’excitation  Tamra : 550 ± 10 nm 

Filtre d’émission  Tamra : 580 ± 30 nm

Les données brutes sont transférées dans la base de données où un logiciel développé par Genset, ANADREAM-FD (ANAlyse Direct REAding Measures - Direct Fluorescence), permet d’analyser les échantillons.

IV.3. Génotypage par détection en fluorescence polarisée

IV.3.1. Réaction de miniséquençage 

Les conditions de la réaction sont identiques à celles utilisées lors de la détection des génotypes par fluorescence directe. (Cf. « IV.2.1 Réaction de miniséquençage » page 24)

Seule la concentration du ddNTP-Tamra a été augmentée à 1000 nM.

IV.3.2. Lecture des échantillons par fluorescence polarisée

La lecture en fluorescence polarisée ne nécessite pas de purification.

Après la réaction au thermocycleur, la plaque est centrifugée pendant quelques secondes à 700g puis elle est lue sur l’ANALYST HT de LJL Biosystems dans les conditions suivantes :

Mode de détection : Fluorescence polarisée en SMARTREAD

Excitation en continue par une lampe au xénon

Focalisation du rayon lumineux à 1mm du fond

1 lecture par puits 

Temps d’intégration par puits : 0,1 seconde maximum

Filtre polariseur d’excitation : s (vertical)

Filtre polariseur d’émission mobile: s/p (vertical et horizontal)

Filtre simple dichroïque R110 : FL 505 

Filtre simple dichroïque Tamra :  Rh 561

Filtre d’excitation  R110 : 485 ± 20 nm 

Filtre d’émission  R110 : 535 ± 25 nm

Filtre d’excitation  Tamra : 550 ± 10 nm 

Filtre d’émission  Tamra : 580 ± 30 nm

Les données brutes sont transférées dans la base de données où ANADREAM-FP (ANAlyse Direct REAding Measures - Polarisation Fluorescence), un autre logiciel développé par Genset, permet d’analyser les échantillons.

V. Présentation de l’ANALYST™ HT de LJL Biosystem

V.1. Présentation et conception de la machine

L'ANALYST™ HT est conçu pour être utilisé dans des laboratoires de criblage à haut débit. Le  système peut lire aussi bien les formats de microplaques 96 que 384 puits.

La machine est composée de 2 tours permettant de stocker 20 plaques 384 puits ou 10 plaques 96 puits. Il possède sur la droite une trappe permettant de changer aisément les filtres de lecture. (Cf. photo n°1)

C’est une machine très complète puisqu’elle permet de lire dans sept modes de lecture :

· Intensité de fluorescence (FD)

· Haute efficacité de fluorescence polarisée (HEFP™)

· Fluorescence résolue dans le temps 

· Luminescence

· Luminescence focalisée

· Absorbance

· Epi-Absorbance

[image: image36.wmf]22

20

4

3

2

1

3

5

16

18

0

5

10

15

20

25

Nombre d'oligos 

concernés

0%

1-80%

80-85%

85-90%

>90%

% de points par plaque

Répartition des SNPs en fonction du % de points typés par 

plaque

LJL-FD

LJL-FP

 EMBED MSPhotoEd.3  
[image: image21.png]




Les deux modes utilisés lors de notre étude sont l’intensité de fluorescence ou « Fluorescence Directe » (FD) et la Haute efficacité de fluorescence polarisée (HEFP™) ou « Fluorescence Polarisée » (FP)

L'appareil utilise le SmartOptics™, un système de sources lumineuses flexibles, possédant de nombreux filtres d’émission, d’excitation, dichroïques ou polariseurs, ainsi que des détecteurs qui permettent une très grande sensibilité de détection lors de l'utilisation de microplaques. Ce système permet de focaliser la lumière en un point à l’intérieur du puits limitant les interférences et le bruit de fond et permettant de travailler avec de très faibles volumes réactionnels dans les puits. (Cf Figure n°10)


Les parties optiques et électroniques de l'instrument sont très performantes pour chaque mode de détection, et le système mécanique est simple ce qui confère à la machine une grande robustesse et donc peu de maintenance.

La lampe, élément crucial de tout détecteur de fluorescence, détermine en grande partie tant la sensibilité de l’échantillon que la vitesse de lecture. Les lecteurs de microplaques traditionnels utilisent généralement des ampoules du type projecteur halogène de tungstène d’une puissance relativement basse. Ces ampoules ne peuvent pas livrer l'énergie lumineuse exigée pour certaines classes d’échantillons, de plus elles sont assez fragiles. L'appareil utilise une ampoule de 175 Watts au xénon permettant d’obtenir une détection optimale dans une microplaque (< 5pM de fluorescéine détectés en intensité de fluorescence).

Cette lampe a une durée de vie vingt fois plus longue (2000 heures environ) que celles des ampoules traditionnelles.

L'appareil possède deux types de détecteurs de fluorescence :

· Le détecteur "digital" : il a une dynamique plus limitée que le détecteur SmartRead, mais il permet d’atteindre une très grande sensibilité avec des signaux très faibles. 

Le circuit du détecteur digital compte simplement les impulsions électriques produites par chaque photon qui frappent le photomultiplicateur (PMT). Les limitations de ce type de détecteur d'impulsion mènent à une saturation de ce dernier à environ un million de coups par secondes.

· Le détecteur "SmartRead" : il est moins sensible que le précédent pour des signaux de faibles intensités mais peut accommoder des intensités de signaux plus importantes et offre une  dynamique plus grande. Les impulsions électriques générées par le PMT sont stockées dans un condensateur (un composant du circuit électronique). Si le condensateur n’est pas rempli à la fin du temps d’intégration (le temps de lecture) spécifié par l’opérateur, le détecteur  utilise une partie du courant accumulé dans le condensateur pour déterminer le nombre de coups par seconde. S'il est rempli avant la fin du temps d’intégration spécifié, le détecteur détermine le temps pris pour remplir totalement le condensateur et utilise cette mesure pour déterminer le nombre de coups par seconde. Dans ce cas, le nombre de coups sera constant pour chaque lecture. La saturation produit une moyenne de coups par seconde beaucoup plus importante qu’avec le détecteur digital (typiquement 1 milliard de coups par secondes) causée par la saturation réelle du PMT. Cela diffère du détecteur digital où la réponse non-linéaire est due aux limitations du détecteur d'impulsion électrique du détecteur digital. 

V.2. Principe de détection des échantillons en fluorescence directe sur l’ANALYST HT

La lumière émise (Linc) par la lampe au xénon traverse un filtre d’excitation donnant une longueur d’onde spécifique à cette dernière (Lex inc).

Cette longueur d’onde, inférieure au seuil de transmission du filtre dichroïque, est réfléchie par ce dernier dans le puits de la microplaque.

Le rayon lumineux va alors exciter les molécules fluorescentes qui vont diffuser un rayon lumineux d'une longueur d’onde supérieure à celle du rayon incident (Lem). Cette longueur d’onde sera supérieure au seuil de transmission du filtre dichroïque et traversera ce dernier, pouvant ainsi poursuivre son chemin jusqu’au filtre d’émission qui ne laissera passer que la longueur d’onde spécifique du fluorophore recherché. Le rayon sortant viendra frapper un photomultiplicateur (PMT) qui transformera le nombre de photons captés en signal électrique et donnera une intensité de fluorescence en coups par seconde.

La figure n°11 ci-dessous permet de suivre le trajet des rayons lumineux.


V.3. Principe de détection des échantillons en fluorescence polarisée par l’ANALYST HT

La lumière émise par la lampe au xénon (Linc.) traverse un filtre d’excitation, spécifique du fluorophore recherché,  la lumière d’excitation incidente (Lex.inc.) possède alors une longueur d’onde spécifique. Puis Lex.inc. traverse un filtre polarisé statique (P) donnant un sens à la lumière qui deviendra polarisée (Lex.pol.). Lex.pol. possédant une longueur d’onde inférieure au seuil de transmission du filtre dichroïque, est réfléchie par ce dernier dans le puits de la microplaque.

Le rayon lumineux va alors exciter les molécules fluorescentes qui vont diffuser un rayon lumineux polarisé pour les grosses molécules (amorces marquées) et dépolarisés pour les petites molécules (ddNTP marqués libres). Cette longueur d’onde supérieure à celle du rayon incident et supérieure au seuil de transmission du filtre dichroïque traverse ce dernier, pouvant ainsi poursuivre son chemin jusqu’aux filtres polariseurs dynamiques d’émission.

Dans un premier temps, le filtre polariseur d’émission P ne laissera passer que les rayons parallèles au sens de la lumière incidente (Lex.pol P), donc la fluorescence des molécules qui n’auront pas été dépolarisées. Cette lumière passera à travers le filtre d’émission spécifique du fluorophore recherché et les photons provenant de la lumière polarisée parallèle (Lex.pol P) seront captés par le photomultiplicateur.

Quelques nanosecondes plus tard, le filtre polariseur d’émission P sera remplacé automatiquement par le filtre polariseur d’émission S qui ne laisse passer que les rayons perpendiculaires au sens de polarisation de la lumière incidente initiale (Lex.pol P). La lumière polarisée S d’émission, donc la fluorescence des molécules qui auront été dépolarisées, suivra le même trajet optique que précédemment et les photons seront captés par le PMT. (Cf. Figure n°12)



C) RESULTATS et DISCUSSIONS

Pour des raisons liées à la stratégie de développements et de mise en place des nouvelles optimisations, nous nous sommes dirigés dans un premier temps vers la technique de génotypage par fluorescence directe. Puis  nous nous sommes intéressés à la technique de détection par fluorescence polarisée.

Les premières expériences réalisées ont eu pour but de tester la machine en vérifiant les caractéristiques ainsi que les différentes options disponibles de l’ANALYST HT. La plupart des expériences préliminaires ne seront pas décrites dans ce rapport. Par la suite, nous avons dû adapter le protocole déjà existant à la technique de détection par fluorescence directe (FD). Puis, afin de valider nos protocoles, nous avons génotypé plusieurs  dizaines de SNP en la comparant à notre technique de référence : l'électrophorèse sur gel. Les résultats ont été soigneusement analysés afin de savoir si la nouvelle technique de détection était fiable et prête pour être utilisée en production. 

Cette nouvelle technique de détection étant maîtrisée, nous avons pu ensuite aborder la fluorescence polarisée dont le principe de détection est beaucoup plus complexe à comprendre. Comme précédemment, afin de valider les tests réalisés, nous avons dû confirmer nos résultats sur un nombre représentatif de SNP que nous avons comparé à la Fluorescence Directe devenue notre technique de référence.

I. Mesure quantitative de la fluorescence ou Fluorescence Directe

I.1. Sensibilité de l’ANALYST HT pour R110 et Tamra

But : 

Déterminer la sensibilité de l’appareil sur les fluorophores utilisés lors de nos réactions.

Protocole : 

Nous avons utilisé une gamme de ddNTP-R110 et ddNTP-Tamra diluée de 100nM à 0,001nM puis nous avons distribué ces mélanges dans une plaque de lecture. La lecture a été réalisée selon deux options faisant appel aux deux détecteurs disponibles sur la machine : le détecteur "digital" et le détecteur "SmartRead" : 

Résultats :

	Limite basse de détection
	ABI
	ANALYST HT

Mode de lecture : Digital
	ANALYST HT

Mode de lecture : SmartRead

	ddNTP-R110
	Entre 0,12 et 0,24 nM
	0,06 nM
	0,03 nM

	ddNTP-Tamra
	Entre 0,98 et 1,95 nM
	0,06 nM
	0,04 nM


Conclusions :

Le seuil de détection détectable sur l’ANALYST HT est plus faible que celui obtenue par électrophorèse. L'ANALYST HT est donc plus sensible que l'ABI377. De plus la sensibilité est meilleure en mode de lecture "SmartRead" qu’en mode de lecture "Digital". Nous utiliserons donc le mode de lecture "SmartRead" pour réaliser nos lectures.

I.2. Choix des filtres d’excitation et d’émission pour la lecture sur l’ANALYST HT

But :

Choisir les filtres d'excitation et d'émission permettant d'utiliser les fluorophores R110 et Tamra dans nos réactions.

Protocole :

Nous avons réalisé une gamme d’oligonucléotide-R110 puis une gamme d’oligonucléotide-Tamra.

Puis pour chaque fluorophore nous avons testé 2 filtres d’excitations et 2 filtres d’émissions différents dans les conditions décrites dans le tableau n°3.

	Tableau n°3

	Fluorophores
	R110
	Tamra

	Filtres disponibles sur la machine
	Filtres d’excitation
	Filtres d’émission
	Filtres d’excitation
	Filtres d’émission

	
	485(20 nm

500(10 nm
	535(25 nm

530(30 nm
	550(10 nm

555(10 nm
	580(30 nm

580(10 nm

	Combinaisons réalisées pour les tests
	485-20/535-25

485-20/530-30

500-10/535-25

500-10/530-30
	550-10/580-30

550-10/580-10

555-10/580-30

555-10/580-10


Trois critères semblent importants à étudier pour répondre à nos exigences :

· L’intensité du signal : il ne faut pas que cette dernière soit trop faible car la différence d’intensité entre les échantillons homozygote 1, homzygote2 et hétérozygote nous permettra de les séparer correctement. Ce critère nous permettra aussi de juger si le rendement de la réaction de génotypage est suffisant pour séparer correctement les échantillons non typés, qui se trouveront proche des témoins, des échantillons typés.

· La résolution du filtre : elle est calculée en divisant l’intensité du signal spécifique par l’intensité du solvant de lecture (bruit de fond du DEA). Plus la résolution du filtre est grande plus le signal est séparé du bruit de fond et donc plus les échantillons seront séparés des témoins lors de nos expériences.

· La spécificité du filtre : c’est la capacité que possède un filtre à n'exciter ou à ne capter que le fluorophore spécifique de ce filtre. Elle est calculée en divisant le signal spécifique par le signal aspécifique. Plus cette valeur est grande et plus le signal est "propre". Il permet de vérifier qu’en présence des deux fluorophores le signal obtenu après lecture d’un des deux fluorophores n’est pas parasité par le second, et donc que les filtres d’excitation et d’émission jouent correctement leur rôle.

Résultats pour R110 :
Cf. Graphique n°1 (« Choix des filtres d’excitation et d’émission pour la lecture sur l’ANALYST HT »)

· Graphique n°1-a : De 0 à 3 nM, les filtres donnant des intensités maximales sont les combinaisons 500-10/535-25 et 500-10/530-30 puis 485-20/535-25 et 485-20/530-30 mais les valeurs de témoins sont en moyenne 75 fois supérieures aux deux derniers filtres.

De 10 à 100 nM les filtres donnant des intensités maximales sont les combinaisons 485-20/530-30 et 485-20/535-25 puis 500-10/535-25 et 500-10/530-30.

La gamme de concentration nous intéressant pour nos futurs tests se situe entre 10 et 100  nM, nous observons alors que ce sont les combinaisons de filtres d’excitation/émission utilisant le filtre d’excitation à 485(20 nm qui donnent les intensités les plus fortes. Si l’on compare les résultats obtenus en conservant ce filtre d’excitation et en faisant varier le filtre d’émission (535(25 nm ou 530(25 nm) on s’aperçoit que les différences d’intensité sont très légèrement supérieures pour le filtre d’émission à  535(25 nm.

· Graphique n°1-b : Au niveau de la résolution, les combinaisons de filtres d’excitation/émission utilisant un filtre d’excitation à 485(20 nm donnent une résolution beaucoup plus importantes que celles utilisant un filtre d’excitation à 500(10 nm. Le premier possède une résolution de 70 à 150 fois plus importante que le second.

Les combinaisons de filtres d’excitation/émission utilisant un filtre d’émission à 535(25 nm donnent des résultats légèrement meilleurs que celle utilisant un filtre d’émission à 530(25 nm, et ce surtout pour les concentrations faibles en oligonucléotides marqués par R110.

· Graphique n°1-c : Pour la spécificité, les combinaisons utilisant le filtre d’excitation à 485(20 nm donne une meilleure spécificité que celles utilisant le filtre à 500(10 nm, cette observation est d’autant plus vraie que les concentrations sont faibles. Ce qui signifie que pour des concentrations de 0,1 à 3 nM le signal spécifique de R110 est à peu près égal au signal aspécifique de Tamra. Donc que le filtre d’excitation 500(10 nm excite le fluorophore Tamra et que les filtres d’émissions captent cette fluorescence. Ce qui n’est pas recommandé pour notre application.

Résultats pour Tamra :

Cf. Graphique n°1 (« Choix des filtres d’excitation et d’émission pour la lecture sur l’ANALYST HT »)

· Graphique n°1-d : De 0 à 100 nM, les combinaisons de filtres donnant les intensités maximales sont par ordre de préférence : 550-10/580-30, 555-10/580-30, 550-10/580-10, et enfin 555-10/580-10.

Les valeurs observées pour le tampon sont quasi identiques sauf pour la troisième combinaison où le tampon possède une intensité environ 2 fois supérieures aux trois autres.

Il est intéressant de noter que les combinaisons de filtres utilisant le filtre d’émission avec une plus large bande passante (580(30 nm) possèdent toutes les deux les intensités les plus fortes. En effet,  grâce à sa bande passante le filtre doit laisser passer plus de signal vers le détecteur.

· Graphique n°1-e : Sur toutes les concentrations d’oligonucléotides marqués par Tamra la meilleure résolution est obtenue grâce à la combinaison de filtre 550-10/580-30 ; la différence de résolution entre les filtres est plus nette sur les faibles concentrations.

· Graphique n°1-f : La meilleure spécificité est obtenue sur la combinaison 555-10/580-30 bien qu’elle ne soit pas très différente des autres ; la plus faible étant 550-10/580-10.

Il est intéressant de noter que la spécificité du signal Tamra est plus importante que celle de R110.

Conclusions :

· Fluorophore R110 : 

Afin d’obtenir les meilleurs résultats pour les critères que nous avions choisis, la combinaison de filtre dépend donc essentiellement du filtre d’excitation du fluorophore R110. Le filtre d’excitation à utiliser est donc 485(20 nm. 

Pour le filtre d’émission, les deux filtres testés sont à peu près équivalents avec pour les 3 critères étudiés une préférence pour le filtre 535(25 nm.

La combinaison de filtres utilisée pour lire les produits réactionnels dans le canal R110 sera donc : 485-20/535-25.

Remarque : il est étrange que la combinaison 500-10/535-25 n’ait pas donné de bons résultats et que ces mauvais résultats résident dans l’utilisation du filtre d’excitation à 500-10. En effet le fluorophore R110 possède une absorbance maximale à 497 nm à pH 9. Le filtre à 500 nm est donc plus proche de l'absorbance maximale du R110 puisqu’il couvre la zone de 495 nm à 505 nm alors que le filtre 485(20 nm couvre la zone de 475nm à 495 nm.

On peut émettre l’hypothèse que la longueur d’émission maximale du fluorophore varie en fonction du résidu auquel il est attaché. Ainsi la présence d’une ou plusieurs bases sur le fluorophore modifierait la longueur d’onde du fluorophore. 

· Fluorophore Tamra :

Sur les différents critères étudiés les deux combinaisons utilisant le filtre d’émission à large bande passante 580(30 nm  donnent de meilleurs résultats que celles utilisant le filtre à 580(10 nm. Néanmoins les différences de résultats des deux meilleures combinaisons étant faibles sur les critères d’intensité du signal et de spécificité, c’est le critère « résolution » qui nous a permis de choisir la combinaison 550-10/580-30 qui paraît la mieux adaptée pour le fluorophore Tamra.

I.3. Mise au point d’un logiciel d’analyse automatique pour la Fluorescence Directe

Aucun logiciel d’analyse n’avait été fourni avec l’ANALYST HT par la société LJL.

Au départ, l’analyse des signaux s’est donc faite d’une façon relativement subjective. Cette méthode consistait à définir les 3 populations de génotypages ainsi que les témoins négatifs à partir d’un graphique Microsoft-Excel:

· Homozygotes marqués par R110 : « HMZ-R110 » ;

· Homozygotes marqués par Tamra : « HMZ-Tamra » ; 

· Hétérozygotes marqués par  R110 et Tamra : « HTZ » ;

· Echantillons traités dans les mêmes conditions que les autres puits de la plaque mais ne contenant pas d’ADN : « Témoins ADN » ;

· Echantillons ne contenant pas l’amorce d’extension : « Témoins sans oligo ». 

En collaboration avec le service informatique, un logiciel a été conçu pour permettre l’analyse directe d’une plaque 384 puits, après configuration du schéma de plaque dans la base de donnée, sur le principe d’une définition automatique de 4 populations (HMZ-R110, HMZ-Tamra, HTZ et les témoins négatifs) calculée grâce à des algorithmes.

Le logiciel donne la possibilité de réaliser des corrections manuelles en faisant varier des paramètres permettant à l’analyste de typer des échantillons qui étaient statués "Ambigus" par le logiciel ou inversement, de passer des échantillons typés au statut "Ambigus", donc d'effectuer un contrôle qualité sur les résultats rendus.

Le logiciel travaille à partir de la base de données de Genset. Cela permet de relier directement les résultats produits par l’ANALYST HT aux commandes de génotypages des biostatisticiens, après une consolidation manuelle des résultats par les analystes. Le logiciel ANADREAM a ensuite été ajusté par l’augmentation des résultats dans la base. Il permet aujourd'hui le typage quasi-automatique des plaques de production.

I.4. Optimisation de la concentration des fluorophores

But :

Tester différentes concentrations de ddNTP fluorescents afin de savoir si les concentrations utilisées pour le génotypage sur ABI377 sont suffisantes pour typer correctement les échantillons ou s'il est nécessaire d’augmenter la concentration des ddNTP marqués par R110 et Tamra.

Protocoles :

L’étude a été effectuée en dupliquat sur une plaque « qualité » (plaque MPQ) dans 4 conditions de concentrations différentes, répertoriées dans le tableau n°4.

	Tableau n°4

	Conditions
	1 

(témoin ABI377)
	2
	3
	4

	ddNTP-R110
	4 nM
	9 nM
	15 nM
	22,5 nM

	ddNTP-Tamra
	9 nM
	9 nM
	15 nM
	22,5 nM


Une plaque MPQ, au format 96 puits, permet de génotyper 12 individus (et 4 témoins de réactions) sur les 6 polymorphismes existant en utilisant une amorce d’extension par polymorphisme. Le typage des échantillons a été déterminé auparavant sur ABI377.

Les 16 échantillons génotypés pour chaque polymorphisme sont : 

· 4 individus homozygotes R110 (HMZ-R110) ;

· 4 individus homozygotes Tamra (HMZ-Tamra) ;

· 4 individus hétérozygotes R110-Tamra (HTZ) ;

· 2 témoins sans ADN ;

· 2 témoins sans oligo.

A partir d'une PCR de 30 µL réalisée sur la plaque MPQ, suivie d'une purification post PCR standard, une réaction de miniséquençage a été réalisée d’après le protocole standard en faisant varier la concentration des fluorophores comme indiqué dans le tableau n°4.

Les sels et les dNTP fluorescents libres en solution ont été éliminés sur des colonnes d’exclusion G50.

Remarque : Cette technique possède l’avantage d’éliminer beaucoup plus de ddNTP fluorescents libres que par précipitation à l’éthanol. Après une purification par précipitation, la faible présence de fluorophores non incorporés pouvant subsister dans les réactions, et qui étaient déposés sur gel d’acry-bis-acrylamide ne parasitait pas le signal. Il avait donc été décidé pour des raisons financières que la technique de purification par gel d’exclusion ne serait pas utilisée pour les dépôts sur les séquenceurs ABI.

Dans les premiers tests il nous a donc semblé important de s’assurer que toute la fluorescence parasite serait éliminée, d’autant plus que la concentration des ddNTP pour la condition 4 était 3,8 fois plus élevée que dans le protocole standard de production.

La lecture sur l’ANALYST HT a été réalisée dans les conditions définies dans le point précédent « I.2. Choix des filtres d'excitation et d'émission pour la lecture sur l’ANALYST HT» 

Résultats :

Les 24 graphes représentant les 6 polymorphismes testés dans les 4 conditions de concentrations en ddNTP fluorescents sont représentés dans l’annexe A.

Sur le graphique n°2 (« Influence de la concentration des fluorophores sur la séparation des nuages de points ») nous pouvons observer 1 polymorphisme représentatif de l’influence de la concentration des fluorophores sur le typage des échantillons.

Condition 1 - 4nM de ddNTP-R110 / 9nM de ddNTP-Tamra (Graphique n°2-a) : 

Cette condition correspond à la concentration de ddNTP fluorescents utilisés lors de la réaction de miniséquençage pour un dépôt sur gel. On s’aperçoit que les échantillons sont mélangés et qu’il n’est pas possible de typer un seul échantillon, les HMZ et HTZ étant trop proches les uns des autres. De plus les témoins sans oligo se retrouvent dans le nuage des échantillons qui devraient être typés positivement. Or ces témoins représentant des échantillons négatifs n'ayant incorporés ni ddNTP-R110, ni ddNTP-Tamra, on peut donc penser que dans ce cas l'incorporation n'est pas visible ou n'a pas eu lieu par manque de concentration en ddNTP-fluorescents.

Condition 2 - 9nM de ddNTP-R110 / 9nM de ddNTP-Tamra (Graphique n°2-b) :

Les échantillons ne sont toujours pas différenciés des témoins sans oligo.

Condition 3  - 15nM de ddNTP-R110 / 15nM de ddNTP-Tamra (Graphique n°2-c) :

Les 3 nuages (HMZ-R110, HMZ-Tamra, HTZ) sont séparés, les témoins sans oligo sont positionnés au croisement de la médiane verticale du nuage des HMZ-Tamra et de la médiane horizontale des HMZ-R110. Ils correspondent bien à notre point d’origine donc à des échantillons négatifs. Le typage de chaque échantillon est possible mais les nuages de points restent assez proches les uns des autres.

Condition 4 - 22,5nM de ddNTP-R110 / 22,5nM de ddNTP-Tamra (Graphique n°2-d) :

L'intensité des échantillons est encore plus élevée tandis que celle du témoin sans oligo augmente peu. La séparation des nuages est meilleure.

On remarque en regardant tous les graphes que même si les nuages sont très bien séparés, le nuage HTZ est beaucoup plus proche du nuage des HMZ-R110 que des HMZ-Tamra. Il se peut que l’incorporation de ddNTP-R110 soit moins importante que celle de ddNTP-Tamra. De plus, nous avons vu lors des tests de spécificité des filtres que l'appareil était plus sensible pour le fluorophore Tamra que pour R110.

Les deux histogrammes (graphique 2-e et 2-f : « Influence de la concentration en fluorophore  sur la spécificité du signal ») sont une représentation assez fiable de l’influence de la concentration en fluorophore sur la séparation des nuages par rapport aux différents témoins.

En effet nous savons que pour avoir une représentation correcte et donc un typage efficace il faut que les échantillons soient suffisamment éloignés du bruit de fond représenté par les témoins sans ADN ; mais aussi que si l’intensité des échantillons augmente pour favoriser la séparation des nuages, les témoins sans oligo doivent augmenter proportionnellement moins que les échantillons. Si les témoins sans oligo suivaient proportionnellement l’augmentation du signal des échantillons nous déplacerions nos axes de lecture mais les points ne seraient pas mieux typés. Il faut donc que la distance entre les témoins sans oligo et les nuages de points augmente. C'est ce qui est représenté sur ces 2 graphes. 

Sur le premier, on peut voir que plus la concentration en ddNTP fluorescents augmente plus les intensités moyennes des nuages augmentent sans que le témoin sans ADN ne varie significativement.

On observe aussi que la distance « témoin ADN – HMZ-R110 » est moins importante que la distance « témoin sans oligo – HMZ-Tamra ». Dans tous les cas, cette distance est la plus grande dans la condition 4. 

Dans le second graphe, on s’aperçoit que le phénomène est le même que précédemment. Nous confirmons que si l’intensité des échantillons augmente en fonction de la concentration en fluorophore, celle des témoins sans oligo n’augmente pas proportionnellement, ce qui permet de séparer de mieux en mieux les nuages de points.

Conclusions :

La condition 4 donne les plus fortes intensités mais aussi la meilleure discrimination des nuages. Nous utiliserons donc 22,5 nM de ddNTP-R110 et 22,5 nM de ddNTP-Tamra pour réaliser les génotypages en fluorescence directe.

Tous les typages attendus sont corrects. Il n’y a donc pas de discordances, il n’existe à priori avec cette condition aucun doute sur le typage de l’individu.

Il est à noter aussi, que la purification par colonne d’exclusion a très bien fonctionné puisque aucun point homozygote ne s'est retrouvé hétérozygote de part la présence de ddNTP fluorescents libres qui auraient décalé les échantillons par cet excès de fluorescence non éliminée.

 I.5. Faisabilité de la technique sur 77 SNP

But : 

Afin de valider la technique de détection, les options de lecture, le protocole de miniséquençage et de purification ainsi que le logiciel d’analyse développé parallèlement par les informaticiens, nous devions réaliser une étude comparative entre le typage d’échantillons obtenus sur ABI377 et celui d'échantillons obtenus sur l’ANALYST HT par fluorescence directe.

Réalisation : 

77 SNP ont été testés sur les 6 polymorphismes en tenant compte de leur fréquence rencontrée en condition de production. 
	Polymorphismes
	C/T
	A/G
	G/C
	A/C
	A/T
	G/T
	Total

	Nombre de SNP (sites) étudiés
	33
	27
	6
	6
	3
	2
	77


· Nous avons étudié par SNP : 43 échantillons, 2 témoins ADN, 2 témoins sans oligo ; soit 3311 échantillons typables  ou 3619 échantillons avec les témoins ;
· Une plaque 96 puits contenait 2 SNP ;

· Pour chaque SNP nous avons réalisé une PCR de 30 µL afin de tester, à partir de la même PCR, les échantillons en conditions de production (dépôts sur séquenceur ABI PRISM 377) et en Fluorescence Directe sur l’ANALYST HT (LJL-FD).

· La
concentration des ddNTP marqués utilisés en F.D. était : 22,5 nM R110 / 22,5 nM Tamra

· Filtres de lecture utilisés :
485-20 / 535-25 pour le fluorophore R110

550-10 / 580-30 pour le fluorophore Tamra

Les résultats ont été analysés :

· Par échantillon, sur les 3311 échantillons typables ; 
· Par SNP, sur les 77 sites étudiés ;

· Par polymorphisme.

Résultats :

Les résultats sont représentés dans les tableaux 5, 6-a, 6-b, 7-a et 7-b.

Remarque : en production, toute plaque inférieure à 90% de points typés est considérée comme rejeté (NO), inversement, toute plaque supérieure ou égale à 90% de points typés est acceptée (YES) pour être envoyées au service d’analyses statistiques. Ces seuils ont été définis en accord avec le service de Bio-statistique.

· L’analyse par échantillon a montré les résultats suivants  (Cf. Tableau n°5) : 

L’analyse par point à mis en évidence qu’il y a 7% de points typés en plus en ABI377 qu’en fluorescence directe. (72% de typés en LJL-FD contre 79% en ABI377)

71% des échantillons possèdent un statut équivalent (typés ABI377 / typés LJL-FD et non typés ABI377 / non typés LJL-FD). Soit 2354/3311 échantillons. 

Sur 2008 échantillons typés sur ABI377 et typés en FD, 28 points ne possèdent pas le même typage. Soit 1,4% de discordances entre les deux techniques. Un échantillon est discordant s’il est typé dans les deux techniques de détection et si ses deux typages sont différents. Exemple : un A/T sur LJL-FD typé A/A sur ABI377. (Cf. Tableau 7-b : « Répartition des discordances LJL-FD/ABI377 par polymorphisme »)

Sur l’ensemble des discordances observées (1,4%), parmi les échantillons typés à la fois en LJL-FD et en ABI377, on notera que les erreurs inhérentes à l’ANALYST HT sont réparties de la manière suivante :

· 4 % seulement correspondent à un homozygote pris pour un autre,

· 20% correspondent à un hétérozygote identifié comme un homozygote 

· 76% correspondent à un homozygote identifié comme un hétérozygote

Pour analyser les causes de ces discordances nous avons déposé sur séquenceur ABI377 les échantillons des plaques de la technique FD qui étaient discordants. Ces discordances se répartissent selon les causes suivantes :

· 4% (1/28) sont dues à un problème de séquence parasite.

· 11% (3/28) sont dues à un bruit de fond excessif entraînant un pic parasite.

· 25% (7/28) ne sont pas expliquées.

· 28% (8/28) sont dues à un problème technique sur une plaque (problème de purification sur G50).

· 32% (9/28) sont dues à un problème de R110 dont les intensités sont trop faibles.

Il est à noter que la cause prépondérante de discordances est un signal trop faible en R110 (généralement inférieur à 100.105 cps) et qu’il n’existe pratiquement aucun problème lié à la présence de séquence.

· L’analyse par SNP a montré les résultats suivants :

Cf. Tableaux n°6-a

Seul 35% des sites étudiés en FD sont acceptés pour l’analyse bio-statistique contre 52% en ABI377. La technique de fluorescence directe nous fait perdre 17% des sites. Il est important de noter que le pourcentage de plaques acceptées en ABI377 est très largement inférieur à ce que l’on obtient en condition de production où la casse est habituellement proche de 20%.

· 22% des SNP (17/77) analysés sont YES à la fois sur ABI et LJL-FD ;

· 35% des SNP (27/77) sont NO dans les deux conditions ;

· 30% des SNP (23/77) sont YES sur ABI et NO sur LJL ;

· 13% des SNP (10/77) sont NO sur ABI et YES sur LJL ;

Au total, 57% (44/77) des SNP testés ont été statués de manière équivalente sur ABI et LJL-FD. Parmi ces SNP, 39% (17/44) des SNP sont analysés YES à la fois sur ABI et sur LJL-FD et 61% (27/44) sont NO à la fois sur ABI et sur LJL-FD. Ce pourcentage est faible et montre que la reproductible entre les deux techniques n’est encore pas acceptable.

(Cf. Tableaux n°6-b) 

Parmi les 27 sites « NO » obtenus dans les deux techniques, l’analyse détaillée des SNP donne les résultats suivants :

· 74% (20/27) ont un pourcentage de typages rendus équivalents dans les deux techniques

· 22% (6/27) ont plus de typages rendus sur ABI que sur LJL- FD

· 4% (1/27) ont plus de typages rendus sur LJL-FD que sur ABI

On observe aussi que 29 sites sur 77 ont plus d’échantillons typés en ABI377 qu’en LJL-FD tandis que seulement 11 sites sur 77 ont plus d’échantillons typés en LJL-FD qu’en ABI377.

Parmi les 34% (26/77)de SNP « NO » possédant entre 90 et 100% d’échantillons non typés sur LJL-FD, on note que 73% d’entre eux présentaient un signal moyen en R110  proche de 70.105 cps et 11,5% un signal moyen inférieur à 100.105 cps. A l’inverse, 95 % des SNP YES avaient un signal moyen en R110 supérieur à 100.105 cps. (Cf. Graphiques n°3).

Parmi les 65% de SNP possédant entre 10 et 100% de non typés, 30% (23/77) sont récupérés YES après dépôts sur séquenceur ABI377. Cela signifie que la réaction d’extension a fonctionné mais que la détection sur l’ANALYST HT n’est pas assez sensible ou que l’analyse par le logiciel ANADREAM-FD n’est pas au point.

· L’analyse par polymorphisme :

L’analyse par polymorphisme pourrait laisser apparaître un problème de casse plus important dans le cas du polymorphisme G/T où l’on a 100% de points non typés. Néanmoins, vu le faible échantillonnage de SNP G/T disponibles (2/77), il est probable que ceci ne soit guère significatif. (Cf. Tableau 7-a : « Répartition de la casse par polymorphisme »)

Du point de vue des discordances, aucune corrélation n’a été faite entre le nombre de discordants par polymorphisme et le polymorphisme lui-même. (Cf. Tableau 7-b : « Répartition des discordances LJL-FD/ABI377 par polymorphisme »)

Conclusions de la faisabilité :

Le pourcentage de non typés (ou casse) est l'élément négatif de cette faisabilité, avec près de 65% de SNP NO sur l’ANALYST HT, contre 48% en ABI377, soit une casse supplémentaire de 17%. On notera que le pourcentage de non typés par SNP que l’on nomme « casse » est supérieur à 20%, valeur obtenue couramment avec la production de génotypes sur ABI377.

Il est intéressant de noter que 30% des SNP NO en LJL-FD deviennent YES (exploitables pour les tests bio-statistiques) après avoir été déposées sur le séquenceur ABI377. Ce problème est essentiellement lié à des signaux d’intensités trop faibles pour R110, induisant une mauvaise séparation des nuages et donc un doute au niveau de l’analyse des échantillons sur le logiciel ANADREAM-FD. (Cf. Graphique n°3 : « Influence du signal R110 sur le typage automatique des échantillons par ANADREAM-FD » Un signal R110 inférieur à 100.105 cps est responsable en moyenne de 2/3 de la casse observée par SNP. 

Il est donc indispensable d’augmenter l’intensité des signaux de fluorescence.

I.6. Facteurs permettant d’augmenter l’intensité des signaux.

Les études d'optimisation ont montré que le problème majeur inhérent à la lecture sur l’ANALYST HT résidait dans la faible intensité des signaux. Dans le paragraphe "I.4. Optimisation de la concentration des fluorophores" nous avons montré que l’intensité des signaux pouvait être considérablement améliorée par l’augmentation de la concentration des fluorophores pendant la réaction de miniséquençage. Mais cette augmentation n’est pas négligeable sur le coût du génotypage puisqu’elle multiplie déjà par 3,8 le coût en ddNTP fluorescent. C’est pourquoi nous avons essayé d’améliorer le signal en essayant d’augmenter le rendement de la réaction de miniséquençage. Tous les tests qui suivent ont été réalisés en duplicat à partir d’une même PCR sur plaque « qualité ».

I.6.1. Augmentation du nombre de cycles de la réaction MIS

Le protocole classique utilisait 20 cycles, mais pouvait être augmenté jusqu’à 35 cycles compte tenu de la nature même de la thermosequenase. La réaction MIS en 15/15nM (15nM de R110 et 15nM de Tamra) et en 22,5/22,5nM  a donc été testée sur 20 cycles et 35 cycles. 

L’augmentation du nombre de cycles n’a apporté aucune amélioration quant à l’intensité des signaux et donc la séparation des nuages homozygotes et hétérozygotes.

I.6.2. Augmentation des temps de « paliers température » de la réaction MIS

Le programme de thermocyclage de la réaction MIS utilisé dans le protocole classique était le suivant :

5 secondes à 55°C

15 secondes à 72°C

30 secondes à 94 °C

Afin de favoriser l'incorporation des ddNTP fluorescents lors de la réaction d'extension nous avons augmenté de 15 secondes le temps d’hybridation et le temps d’élongation.

L’augmentation du temps de paliers température n’a apporté aucune amélioration quant à l’intensité des signaux.

I.6.3. Augmentation de la taille de l’amorce d’extension 

La réaction MIS était réalisée dans le protocole standard avec des amorces MIS spécifiques de 19 mers (bases). De façon à améliorer le taux d’hybridation de ce dernier sur la PCR et de favoriser l’élongation, nous avons testé parallèlement des amorces de 23 mers. Après avoir redessiné les amorces spécifiques nous avons testé en parallèle les amorces 19 et 23 mers.

Les résultats n’ont pas été concluants puisque l’intensité des signaux était identique voire un peu plus faible sur certains polymorphismes avec les amorces 23 mers.

I.6.4. Technique de purification des échantillons

But :

Nous avons vu dans le paragraphe « I.5. Faisabilité de la technique sur 77 SNP » que la purification sur gel d’exclusion G50 permettait de purifier correctement les ddNTP-fluorescents non incorporés lors de la réaction de miniséquençage. Mais cette technique n’est réalisable qu’en format de plaque 96 puits et rajoute un coût important à la technique. De plus, elle est plus longue et plus délicate à réaliser qu’une précipitation à l’éthanol. 

Nous avons alors testé une autre méthode : des plaques à filtre 384 puits « Multiscreen TM 384 – SNP » de chez Millipore dont le principe est inverse de celui de la G50 ; c’est à dire qu’après dépôts des échantillons sur la membrane filtrante, le vide est fait et les échantillons sont filtrés. La membrane possède une porosité permettant de laisser passer les molécules inférieures à 15 mers. Ce qui permet d’éliminer, entre autres, les ddNTP-fluorescents et de conserver sur la membrane les amorces allongées par les ddNTP fluorescents. Cette technique était plus coûteuse que la précipitation mais moins que la technique de gel filtration. 

Nous avons donc décidé de tester parallèlement la purification par précipitation à l’éthanol qui reste la technique la moins chère et que nous n’avions pas utilisé lors de la faisabilité sur les 77 SNP.

Protocoles :

Une PCR de 50µL a été préparée pour génotyper 91 individus (14 HMZ-Tamra, 33 HMZ-R110 et 44 HTZ).

Après purification des produits de PCR nous avons réalisé 4 réactions de MIS (22,5nM de R110 / 22,5nM de Tamra) sur ce SNP. Les 4 réactions ont ensuite été mélangées puis redistribuées dans 3 plaques différentes pour subir 3 types de purifications :

· Purification 1 : par précipitation à l’éthanol, technique utilisée en routine pour le typage sur séquenceur ABI377 ;

· Purification 2 : par chromatographie d’exclusion (ou gel filtration) sur G50 en format 96 puits ;

· Purification 3 : par la filtration sur membrane sur les plaques « Multiscreen TM 384 – SNP » de chez Millipore en format 384 puits.

Après purification, les échantillons ont été séchés puis resuspendus dans le tampon de lecture et lus en fluorescence directe sur l’ANALYST HT.

Les résultats ont été analysés grâce à la première version d’ANADREAM-FD (Graphique n°4 « Représentation sur le logiciel ANADREAM-FD des tests lus en fluorescence directe sur LJL »).

Résultats :

· Après purification par précipitation (Cf. Graphique n°4-a) on remarque que les nuages de points ne sont pas très bien séparés. Cinq points ont un statut ambigu et la valeur des autres échantillons est assez importante dans le canal R110. On peut supposer que ce type de purification n’est pas la plus efficace puisqu’il reste de la fluorescence en R110 pour les échantillons HMZ-Tamra et HTZ. De plus, les nuages de chaque catégorie de points typés sont très épars. Enfin, les témoins ADN, non contaminés lors de la PCR se retrouvent au milieu du nuage R110 et les témoins sans oligo sont peu éloignés des 3 nuages de points.

· Après purification sur la plaque « Multiscreen TM 384 – SNP » (Cf. Graphique n°4-b), l’intensité des nuages est moins importante qu’après une purification par la G50. Cette différence provient du fait que les produits purifiés restent sur la membrane et sont élués par la suite par du tampon, puis aspirés par l’automate. Or quelques microlitres de produits réactionnels purifiés nous sont impossibles à prélever par la machine.

Les nuages  de points sont très étalés et la distance entre les témoins sans oligo et les nuages HMZ-R110 et HMZ-Tamra est beaucoup plus faible que celle observée après une purification sur G50-96.

De plus, lors des différents tests réalisés sur ce consommable nous avons pu observer des défauts d’aspiration sur les bords de la plaque. 

Enfin, la nécessité de réaliser plusieurs rinçages afin d'éliminer totalement les fluorophores en excès augmente considérablement le temps de purification et de manipulation de l’opérateur. 

· Après purification sur G50-96 (Cf. Graphique n°4-c) les nuages de points sont très bien séparés entre eux et sont éloignés des témoins sans oligo. Cette condition donne des résultats favorables au typage automatique des échantillons par le logiciel ANADREAM-FD.

Conclusions : 

La technique de purification sur G50-96 est plus coûteuse qu’une purification par précipitation mais elle paraît la plus efficace pour purifier correctement les produits d’extension. En effet, si les ddNTP-fluorescents non incorporés ne sont pas éliminés convenablement, l’appareil détecte cet excès de fluorescence et les typages des échantillons, réalisés par le logiciel d’analyse, peuvent être erronés ou douteux.

I.6.5. Optimisation des rapports R110 et Tamra

But : 

Lors de la faisabilité 77 SNP, nous nous sommes aperçus qu’en moyenne 2/3 des SNP qui n’avaient pas été typés (avec un statut NO) possédaient une intensité faible du signal R110. Nous avons vu aussi que l’ANALYST HT détectait mieux le Tamra que le R110. De ce fait le R110 semble être le facteur limitant pour la réaction MIS. D’autre part, d’après les derniers tests effectués nous avons pu voir que l’intensité des signaux n’avait pas été améliorée. 

Le but est donc d’étudier l'effet d'un déséquilibre entre la concentration de R110 et Tamra sur le typage des échantillons.

Protocole : 

Sur une plaque qualité dont on connaît les typages de chaque échantillon, deux concentrations différentes de combinaisons R110–Tamra ont été testées parallèlement à partir d’une même PCR et après une purification post-PCR.

Concentration 1 : R110 22,5 nM / Tamra 22,5 nM (22,5-22,5)

Concentration 2 : R110 50 nM / Tamra 22,5 nM (50-22,5)

Nous avons étudié le rapport Signal sur bruit (valeur du Témoin sans oligo)

Résultats :

Sur le graphique n°5 représentant les 6 polymorphismes nous pouvons voir que l’augmentation de la concentration de R110 augmente significativement le signal dans le canal R110 pour les HMZ-R110 ainsi que pour les HTZ, tandis que le témoin sans oligo ne varie pas beaucoup.

Pour chacun des polymorphismes, on remarque que le rapport signal sur bruit du fluorophore Tamra n’est pas influencé par l’augmentation du rapport signal sur bruit du fluorophore de R110. (Cf. Graphiques n°5-g et 5-h « ratio : signal / bruit »)

Sur les graphiques n°5-i et 5-j représentants le gain obtenu (gain = "rapport du signal / bruit _ 50-22,5" sur le "rapport signal / bruit _ 22,5-22,5"), on observe que ce dernier est nul ou négligeable sur Tamra, donc l’augmentation de la concentration du fluorophore R110 n’a pas d’influence sur Tamra. Mais le gain sur le fluorophore R110 varie pour les différents polymorphismes de 1,2 à 1,5 sur les HMZ-R110 et de 1,3 à 1,5 sur les HTZ-R110.

Remarque : dans ce test les intensités du signal R110 de la condition 22,5-22,5 n’ont pas été inférieures à 100.105 cps comme certains SNP précédemment cités dans « I.5. Faisabilité de la technique sur 77 SNP ». Nous n’avons pas non plus obtenu de nuages HTZ très proches des nuages HMZ-R110, ne nous permettant pas de typer les échantillons de façon sûre. Mais d’après les résultats de ce test, nous avons vu que l’augmentation de la concentration de R110 permettait d’augmenter les intensités R110 pour les HMZ-R110 et les HTZ. Nous pouvons donc penser que nous résolverons notre problème en utilisant une concentration en ddNTP-R110 égale 50 nM lors de prochains tests.

L’étape suivante consiste à tester un grand nombre de SNP avec cette chimie afin de valider le protocole et de passer le plus rapidement en production.

I.7.Faisabilité sur 99 sites à génotyper par Fluorescence Directe

But :

Cette faisabilité a pour but de tester les améliorations apportées à la technique de génotypage par fluorescence directe sur un nombre d’échantillons important. Ces changements portent principalement sur l’augmentation de la quantité de ddNTP-R110 dans la réaction et sur l’amélioration du logiciel de typage ANADREAM FD. 

Ainsi 99 sites représentatifs de la production ont été génotypés par la technique de fluorescence directe parallèlement à la technique de production.

Réalisation :

Un SNP (amorce) testé, par plaque 96 puits, sur 91 ADN, 1 pool d’ADN, 2 témoins sans oligo et 2 témoins sans ADN.

Pour chaque site nous avons réalisé une PCR utilisée pour les deux techniques de MIS testées. Après purification des produits de PCR nous avons effectué une réaction de miniséquençage sous deux conditions :

· MIS en conditions de production puis dépôt des échantillons sur séquenceur ABI377 ;

· MIS en conditions de développement (Cf. « I.6.5. Optimisation des rapports R110 et Tamra » page 42) puis lecture des échantillons sur l’ANALYST HT.

Les résultats obtenus par les deux techniques ont été analysés :

· par nombre d’échantillons typés ou non typés ;

· par site validé ou non validé pour l’analyse bio-statistique. 

Nous avons étudié l'influence du rendement de la PCR sur les résultats ;

Nous avons analysé les discordances obtenues entre les 2 méthodes en déposant sur ABI377 les points discordants des échantillons lus sur l’ANALYST HT afin de comprendre leur provenance.

Résultats :

Rappel : - Un SNP dont le nombre de points typés est supérieur à 90% est dit « YES » . Les génotypages pourront être envoyés pour l’analyse bio-statistique.

- Un SNP dont le nombre de points typés est inférieur à 90% est dit « NO ». Les génotypages ne seront pas envoyés pour l’analyse bio-statistique.

- Les points ayant un statut « ambigus » sont considérés comme non typés.

· Analyse par échantillon :

99 SNP ont été testés sur 91 individus soit 9009 échantillons génotypés dans les deux techniques.

La répartition par points selon les deux techniques de génotypages est montrée dans le tableau n°8 :

	Tableau n°8
	
	ABI377

	
	Nombre d’échantillons :
	Typés (T)

88%
	Non Typés (NT)

12%

	LJL-FD
	Typés (T)

85%
	7078/9009

79%
	580/9009

6%

	
	Non Typés (NT)

15%
	850/9009

9%
	501/9009

6%


L’analyse par point a montré les résultats suivants :

· Il y 3% d’échantillons supplémentaires typés par la technique ABI377 (85% de points typés en LJL-FD contre 88% en ABI377). Les pourcentages de points typés dans les deux techniques sont représentatifs des résultats que l’on a habituellement en production. L’analyse par SNP nous permettra de savoir si les 3% en plus d’échantillons typés sur ABI377 permettent de rendre exploitable plus de SNP que par la détection en FD.

· 85% des échantillons possèdent un statut équivalent (typés ABI377 / typés LJL-FD et non typés ABI377 / non typés LJL-FD). Soit 7579/9009 échantillons. Ce qui signifie que nous avons augmenté la reproductibilité de la technique de détection FD par rapport à la première faisabilité que nous avions réalisé. (Cf. « I.5. Faisabilité de la technique sur 77 SNP » page 37)

Sur 7078 échantillons typés dans les deux techniques de détection, 81 points sont discordants. Soit 1,1% de discordances entre les deux techniques.

· Analyse des discordances entre les deux techniques : 

Le nombre total de discordances entre les deux techniques est de :

· 64/7078 points typés dans les 2 techniques soit 0,9 % sur les 99 sites étudiés ;

· 32/4497 points typés dans les 2 techniques soit 0,7 % sur les sites validées YES (54/99 sites).

Le tableau n°9 répertorie le nombre de discordances obtenues par polymorphisme :

	Tableau n°9 :

	Polymorphisme

(Bases incorporées)
	Nombre

de SNP
	Nombre de SNP concernés par les discordances
	Discordances

par nombre de points typés
	Nombre moyen de discordances / SNP
	Nombre maximum de discordance / SNP

	A/G

(Tamra-C/R110-U)
	30
	11/30
	1,2 %

(32/2730)
	2,9*
	14*

	C/T

(Tamra-A/R110-G)
	29
	7/29
	0,5 %

(14/2639)
	2
	2

	A/C

(Tamra-U/R110-G)
	14
	5/14
	0,7 %

(9/1274)
	1,8
	3

	G/C

(Tamra-C/R110-G)
	14
	2/14
	0,2 %

(3/1274)
	1,5
	2

	G/T

(Tamra-A/R110-C)
	6
	2/6
	0,4 %

(2/546)
	1
	1

	A/T

(Tamra-A/R110-U)
	6
	2/6
	0,7 %

(4/546)
	2
	3


*Ces 14 discordances ne sont présentes que sur un seul SNP.

On peut voir que les discordances ne sont pas influencées par la nature des bases incorporées.

Grâce aux dépôts des échantillons discordants sur ABI377, nous avons pu déterminer 4 causes pour lesquelles ces points étaient discordants, plus une qui n’a pas été identifiée. Ces dernières sont représentées dans le graphique n°6 : 


[image: image22]
· 39% des discordances sont dues à des problèmes de séquence, c’est à dire qu’après dépôts des échantillons « LJL-FD » sur le séquenceur ABI377, nous avons pu observer de la séquence parasite derrière le signal spécifique. Cette séquence est due à une mauvaise purification post PCR. La présence de fluorophore non spécifique au typage recherché a donc produit un parasitage du signal spécifique et créé un discordant. Ce type de problème peut mener un HMZ-Tamra ou un HMZ-R110 sur ABI377 à être HTZ sur LJL-FD.

· 19% sont liées à des problèmes d’extra pics, eux mêmes dus à la dégradation ou à la mauvaise synthèse de l'amorce d’extension en 3'. La base incorporée est alors complémentaire à celle se trouvant à la position n-1 du site à génotyper. Ce cas ne peut se produire que si la base n-1 est complémentaire d'un des deux fluorophores. L'extra-pic sera donc un pic de même couleur sur tous les génotypes étudiés sur un SNP. L’amorce est donc allongée par l’un des fluorophores mais pas au niveau du site recherché. L’HMZ se retrouve HTZ sur LJL-FD.

· 12% sont dues à des contaminations non spécifiques, c’est à dire dans la plupart des cas à la présence de ddNTP-fluorescents non incorporés lors de la réaction d’extension et qui n’ont pas été complètement éliminées lors de la purification sur G50. La présence de ces fluorophores parasite plus ou moins le signal spécifique en fonction de l’excès de ddNTP-fluorescents restant et du rendement d’incorporation de ces derniers dans la réaction d’extension. Toutes les combinaisons de discordances sont alors possibles. (HMZ-R110 au lieu de HMZ-Tamra ou HTZ, HMZ-Tamra au lieu HMZ-R110 ou HTZ, HT au lieu d'HMZ-R110 ou d'HMZ-Tamra)

· 3% ont été causées par un problème d’incorporation d’un des deux fluorophores. Cela peut se produire quand l’un des deux fluorophores est mieux incorporé à l’amorce que l’autre. Généralement des HTZ se retrouvent HMZ.

· Mais 27% des discordances sont restées inexpliquées. Néanmoins ce pourcentage correspond à un très faible nombre d’échantillons.

Nous avons ensuite regardé le type de discordances qui avaient été générées :

En général 86 % des HMZ sur ABI377 étaient HTZ sur LJL contre 14 % pour le cas inverse.

En particulier nous avons pu détailler la provenance de ces discordances :

79,7% (51 / 64) des discordants étaient HMZ R110 sur ABI377 et HTZ en LJL dont :

· 24 dus à un problème de séquences parasites ;

· 12 dus à des extra-pics ;

· 7 n’ayant aucune explication ;

· 6 dus à des contaminations spécifiques ;

· 1 dû à un problème d’incorporation des ddNTP-fluorescents ;

· 1 dû à une mauvaise analyse sur le logiciel ANADREAM.

6,3% (4/64) des discordants étaient HTZ sur ABI377 et HMZ-R110 en LJL dont :

· 2 dus à une mauvaise analyse sur le logiciel ANADREAM ;

· 2 n’ayant aucune explication.

7,7% (5/64) des discordants étaient HMZ-Tamra sur ABI377 et HTZ en LJL dont :

· 4 n’ayant aucune explication ;

· 1 dû à une mauvaise analyse sur le logiciel ANADREAM.

6,3% (4/64) des discordants étaient HTZ sur ABI377 et HMZ-Tamra en LJL dont :

· 1 dû à un problème d’incorporation des ddNTP-fluorescents ;

· 1 dû à une mauvaise analyse sur le logiciel ANADREAM ;

· 1 dû à des contaminations spécifiques ;

· 1 dû à un problème de séquence parasite.

· Influence du rendement de PCR sur les résultats de typages des échantillons :

Nous avons étudié les rendements de produits PCR obtenus en réalisant une quantification de la plaque PCR. (Cf. « II. Quantification des produits de PCR » page 22)

Sur le graphique n°7 (« Pourcentage d’échantillons par classes de concentration PCR ») ci-contre on observe qu’en deçà d’une concentration de produits de PCR de 3 ng/µL, le pourcentage de points non typés est très important (72% en moyenne). 

De plus, nous pouvons observer que le pourcentage de points ambigus ne varie pas en fonction des concentrations de produits de PCR. D’autre part, le pourcentage de points non typés, dans les autres catégories de concentrations de produits de PCR, reste toujours plus élevé en LJL-FD qu’en ABI377.

Sur le graphique n°8 (« Nombre d’échantillons en LJL par classes de concentrations PCR ») ci contre, on observe qu’à partir de 3 ng/µL le nombre de points non typés est très largement inférieur au nombre de points typés, alors qu’en dessous de ce seuil l’inverse est observé.

Néanmoins, le nombre de points inférieurs à cette limite (3 ng/µL) ne correspond qu’à 2,8% de la totalité des échantillons typés.

Le seuil critique fixé en condition de production était de 2 ng/µL. N’ayant pas de recul sur ce paramètre c’est ce seuil que nous avons utilisé lors de notre étude pour accepter ou rejeter les plaques PCR avant de réaliser les réactions MIS. De ce fait, si une plaque PCR quantifiée au Picogreen® possédait plus de 5 échantillons inférieurs à 2ng/µL, cette dernière était rejetée et la PCR était refaite. Nous avons alors étudié le nombre de plaques qui auraient été refusées et refaites en PCR si nous avions utilisé un critère de concentration de produits de PCR égal à 3ng/µL et non à 2 ng/µL. 

Zone de rejet d’une plaque PCR

	Nombre de points inférieurs au seuil
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	10
	12
	15

	Nombre de plaques

possédant x nombre de points inférieurs au seuil :
	Si seuil < 2 ng/ µL
	50
	20
	10
	5
	3
	11
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	Si seuil < 3 ng/µL
	30
	24
	11
	10
	5
	3
	5
	3
	2
	4
	1
	1


Nous nous sommes aperçus que 16 plaques supplémentaires auraient été rejetées à l’issue de la PCR si le seuil de validation de la PCR avait été de 3 et non 2 ng/µL. Ces 16 plaques auraient alors été refaites en PCR. Et si le nombre d’échantillons de produits de PCR inférieur à 3ng/µL avait été inférieur à 6, on peut penser que ces 16 plaques auraient pu être typées avec succès en LJL-FD.

· Analyse par SNP :

Les résultats par SNP sont rendus dans le tableau n°10 :

	Tableau n°10
	
	ABI377

	
	Nombre de SNP validés :
	YES (72%)
	NO  (28%)

	LJL-FD
	YES (72%)
	54/99 
	17/99

	
	 NO  (28%)
	17/99
	11/99


67% des SNP possèdent le même statut pour les deux techniques.

Mais 34,3% des SNP ne possèdent pas le même statut pour les 2 techniques.

La graphique n°9 compare la répartition des sites en pourcentage de points typés par plaque dans les deux techniques.

On note qu’il y a autant de SNP validés sur ABI377 que sur LJL-FD soit 72%( Cf. Tableau n°10 et Graphique n°9). Le nombre de SNP NO est donc équivalent mais il est réparti différemment suivant les techniques de génotypages. Ainsi 19 SNP possèdent entre 80 et 90 % de points typés sur ABI377 contre 10 avec la technique de fluorescence directe. Il y a 9 SNP de plus en fluorescence directe qu’en ABI377 qui ont entre 1 et 80% de points typés.

Le nombre de SNP contenant 100% de points non typés est légèrement plus important (1%) sur LJL-FD que sur ABI. 

· Analyse des SNP NO en LJL-FD :

28 sites (28% des SNP) sont validés NO à l’issue de l’analyse par le logiciel ANADREAM-FD.

4 raisons justifient leur rejet :

(1)  le nombre de points non typés (NT) est supérieur à 10% : 10/28 (36% des SNP NO) ;

(2) le nombre de NT est supérieur à 10% et les nuages de points sont mal séparés : 8/28 (28% des SNP NO) ; 
(3) le nombre de NT est supérieur à 10% et l’intensité des signaux est faible : 5/28 (18% des SNP NO) ;

(4) les nuages de points ne sont pas définis et l’intensité des signaux est faible  : 5/28 (18% des SNP NO).

Les 10 plaques rejetées pour la raison (1) correspondent à la totalité des plaques NO limite (80-90% de points typés), dont 70 % des NT ont une concentration des produits de PCR inférieure à 3ng/µL.

Les 5 plaques rejetées pour la raison (4) sont des SNP qui ont été systématiquement validés NO sur ABI377. De plus, d’après le profil des graphes, on peut émettre l’hypothèse qu’il n’y a pas eu d’incorporation des ddNTP fluorescents à l’amorce puisque les témoins sans oligo se trouvent au milieu du nuage de points.

· Analyse des rendements d’incorporation des fluorophores R110 et Tamra :

Grâce à une moyenne de gammes d’amorces marquées en 5’ soit par R110 soit par Tamra, nous avons pu calculer la quantité d’amorce marquée par les deux fluorophores présents dans les puits. Nous en avons ensuite déduit le rendement d’incorporation grâce à la quantité connue de ddNTP fluorescent ajouté lors de la réaction d’extension.

Ces rendements calculés (Cf. Tableau n°11) correspondent aux rendements de la réaction d’extension donc de l’incorporation des fluorophores mais aussi aux rendements de la purification sur G50 et de la lecture sur ANALYST HT. Il s'agit donc plus d'un rendement réactionnel.

	Tableau n°11

	Polymorphismes 

(Bases Incorporées)
	Nombre de SNP
	Rendements réactionnels HMZ-R110
	Rendements réactionnels HMZ-Tamra

	A/C

(Tamra-U / R110-G)
	14
	38% ( 18%
	44% ( 19%

	A/G

(Tamra-C / R110-U)
	30
	38% ( 15%
	38% ( 18%

	C/T

(Tamra-A / R110-G)
	29
	32% ( 22%
	43% ( 23%

	G/T

(Tamra-A / R110-C)
	6
	28% ( 12%
	39% ( 10%

	A/T

(Tamra-A / R110-U)
	6
	26% ( 22%
	34% ( 20%

	G/C

(Tamra-C / R110-G)
	14
	21% ( 7%
	28% ( 13%


On remarque, dans le tableau ci-dessus que malgré, le doublement de la concentration de R110 dans la réaction d’extension (50nM ddNTP-R110 contre 22,5nM de ddNTP-Tamra) pour chaque polymorphisme, l’incorporation ou le rendement réactionnel du ddNTP-Tamra est plus important que celui du ddNTP-R110. 

On observe aussi que les écart-types entre R110 et Tamra sont à peu près identiques pour le polymorphisme considéré. Ces derniers sont aussi très élevés. On peut penser que cette variation est due à la variation d’incorporation des fluorophores selon les échantillons et les SNP étudiés.

Dans le tableau n°12, nous avons étudié les rendements réactionnels en fonction du pourcentage d’échantillons typés par plaque :

	Tableau n°12

	% de points 

typés / SNP
	Nombre de

SNP
	Rendements réactionnels

 HMZ R110
	Rendements réactionnels HMZ Tamra

	90-100 %
	71
	36,1 % ( 16,7
	42,5 % ( 18,8

	80-90 %
	10
	29,5 % ( 10,9
	35 % ( 11,3

	70-80 %
	7
	15,8 % ( 6,2
	26,5 % ( 8,4

	60-70 %
	3
	12,5 % ( 1,5
	32 % ( 3,3

	0-60 %
	6
	9 % ( 1,7
	20 % ( 3,5


On peut noter que plus le pourcentage d’échantillons typés par SNP est élevé, plus les rendements réactionnels sont élevés en R110 et Tamra. On remarque que le rendement réactionnel peut-être jusqu'à 4 fois plus faible en R110 pour les plaques contenant entre 0 et 60% d’individus typés.

Le manque d’incorporation de R110 induit beaucoup plus d’échantillons non typés que celui de Tamra.

Conclusions : 

Les résultats obtenus lors de cette étude sont très encourageants puisque le nombre de points typés ainsi que le nombre de SNP envoyés aux bio-statisticiens pour réaliser leurs études d’associations sont identiques en utilisant l’une ou l’autre technique de détection. 

Les 3% d’échantillons typés en plus sur ABI ne permettent pas de valider plus de SNP qu’en FD. Ainsi 54 SNP sont validés YES dans simultanément des deux techniques, leur nombre de points typés est relativement proche : 94% en LJL-FD  (4633/4914 échantillons) et 95% sur ABI (4669/4914 échantillons). Les Bio-statisticiens possèderaient donc le même nombre de sites pour réaliser leurs études d'associations.

Un certain nombre de SNP n’ont pas été validés pour des problèmes liés à l’incorporation des ddNTP-fluorescents sur l’amorce. Mais la plupart de ces SNP étaient communs aux deux techniques. Nous sommes aperçus quelques mois plus tard que la qualité de synthèse et la concentration des amorces  ne respecter pas nos critères de qualité et pouvait être à l’origine de la casse rencontrée en production.

L’étude des concentrations de produits de PCR nous a permis de fixer un critère de qualité lors de la quantification de ces derniers. Ce critère permettra de limiter le nombre de SNP validés NO puisque les plaques seront refaites en PCR si au moins 6 échantillons sont inférieurs à 3 ng/µL de produits de PCR.

Le nombre de discordants observés sur les points typés par l’une et l’autre méthode est de 32, soit 0,7% (32/4497) de discordances entre les deux techniques. La moitié des discordants observés sont présents dans les SNP YES. Mais si la détection des génotypes sur ABI377 permet d’observer tous les problèmes de séquences parasites, d’extra-pics ou de synthèse d’amorce la technique de génotypage par fluorescence directe est incapable de fournir ces renseignements puisque cette technique ne permet pas d’être précise à la base comme sur ABI377. C’est le principal inconvénient de la fluorescence directe.

Ces résultats étant satisfaisants, nous avons livré la technique de détection à l’équipe de production afin de remplacer progressivement la technique de génotypage sur gel d’électrophorèse par la fluorescence directe.

I.8. Protocole réactionnel optimisé pour le génotypage en Fluorescence Directe

PCR :

La réaction PCR est réalisée en plaque 384 puits, utilisable dans les thermocycleurs, sous un volume final de 15 µL. Les réactifs et le protocole réactionnel sont identiques à ceux utilisés pour le génotypage sur séquenceur ABI377.

Purification des produits de PCR :

Les réactifs, les concentrations et les conditions de "thermocyclage" sont identiques à ceux utilisés pour le génotypage sur séquenceur ABI377 mais la réaction se fait dans une plaque 384 puits thermocyclable.

Quantification des produits de PCR :

2µL de produit de PCR sont quantifiés par fluorescence à l'aide d'intercalent, le Picogreen.

Si plus de 6 échantillons possèdent une concentration inférieure à 3ng/µL la plaque est refaite en PCR sinon elle continue le processus de production.

Réaction de miniséquençage (MIS) :

Le mix contient les mêmes réactifs aux mêmes concentrations que dans le protocole de production, seule la concentration finale des ddNTP varie, 50nM ddNTP-R110 et 22,5nM ddNTP-Tamra. (Cf. « IV.2.1.    Réaction de miniséquençage » page 24)

Purification des fluorophores libres sur G50 :

Cette purification nécessite la préparation de colonnes d'exclusion, ces dernières sont préparées dans les conditions décrites dans le paragraphe : IV.2.2. Purification des produits de miniséquençage (page 25).

Resuspension des échantillons :

Resuspendre les échantillons dans 5 µL de DEA 1X et homogénéiser

Transférer les échantillons dans une plaque de lecture 384 puits LJL.

Eliminer les bulles par une centrifugation rapide

Lecture des échantillons sur l'ANALYST HT :

Mode de lecture : 

SmartRead

Filtre dichroïque R110 : 
Fl505

Filtre dichroïque Tamra : 
Rh 561

Filtre d'excitation R110 :  
485-20

Filtre d'émission R110 : 
535-25

Filtre d'excitation Tamra : 
550-10

Filtre d'émission Tamra : 
580-30

Analyse des résultats :

Après lecture, les fichiers bruts sont transférés dans une base de données et les plaques sont analysées par le logiciel ANADREAM-FD. L'analyste peut effectuer les modifications de typages qu'il juge nécessaire permettant ainsi de rattraper des échantillons ou d'éliminer des échantillons qu'il juge trop douteux.

Par SNP, si plus de 90% des points sont typés, les typages sont envoyés aux bio-statisticiens qui peuvent réaliser les études d’associations. Dans le cas contraire le site passe une nouvelle fois dans le processus de production.

I.9. Capacité et analyse des coûts

Cette analyse est nécessaire afin de savoir si nous avons atteint nos objectifs :

· Augmenter la capacité de génotypage ;

· Diminuer les coûts de production d’un génotypage.

I.9.1 Capacité de génotypage par jour

Comparons les temps nécessaires à la lecture et à l’analyse de 384 échantillons avec l’une ou l’autre des techniques (Cf. Tableau n°13) :

Tableau n°13
	
	LJL-FD
	ABI377

	PCR (manips + cycleur)
	120 minutes

	SAP-EXO (manips + cycleurs)
	65 minutes

	MIS (manips + cycleurs)
	75 minutes

	Purification post MIS
	50 minutes

(Colonnes d’exclusion G50)
	25 minutes

(Précipitation éthanol)

	Préparation des échantillons avant détection
	95 minutes

(Evaporation de l’éluat + resuspension des échantillons)
	10 minutes

(Séchage des échantillons +

resuspension des échantillons)

	Préparation des machines avant détection
	5 minutes

(Préchauffage de la lampe)
	100 minutes

(Préparation des gels + installation des gels + préchauffage du séquenceur)

	Détection des échantillons
	~5 minutes

(sur 1 machine)
	70 minutes 

(sur 4 séquenceurs ABI PRISM 377)

	Analyse des signaux

et transfert des données brutes
	Automatique
	40 minutes

(10 minutes / gel)

	Analyses des génotypes générés par le logiciel d’analyse
	3 à 10 minutes
	20 à 60 minutes

(5 à 15 minutes / gel )

	Total 
	~ 7h à 7h10
	~ 8h40 à 9h25


On observe dans le tableau ci-dessus, que jusqu’à la réaction MIS le temps nécessaire pour réaliser les différentes étapes est identique, puis il est multiplié par 4, pour le processus génotypage par fluorescence directe, lorsque l’on doit purifier les échantillons sur colonnes d’exclusion. Cela est du non seulement à la préparation de ces colonnes mais aussi au temps nécessaire à l’évaporation de l’éluat (40µL) avant la resuspension des échantillons. Au niveau du protocole expérimental, celui de la fluorescence directe est plus long d'environ deux heures. Par contre, le temps perdu est largement compensé par la détection des échantillons, et par l’analyse du signal et des génotypes qui prennent environ 10 fois moins de temps en fluorescence directe qu’avec le processus de production.

Le temps du processus de production peut-être diminué d’environ 22%.

Au cours d’une journée de 9 heures nous pouvons passer sur l’ANALYST HT environ 60 plaques, soit 22.560 typages par jour à l’aide d’une machine. Alors qu’avec les séquenceurs ABI377 il faut 4 machines, sur chaque machine un technicien peut lancer par jour 4 « runs » et sur chaque « run » on peut déposer 3 plaques de 96 échantillons, soit 4512 génotypages par jour.

Nous pouvons donc multiplier par 5 notre capacité quotidienne de détection de génotypage avec un nombre de techniciens identique et une seule machine.

I.9.2 Analyse des coûts de la fluorescence directe

Les graphiques n°10 (« Analyse des paramètres intervenants dans les coûts de production de génotypes en fonction de la technique de détection utilisée ») montrent l’évolution des différents paramètres intervenant dans les coûts de production d’un génotype en fonction de la technique utilisée.

Sur le processus de production entier (graphiques 10-a et 10-b) on observe deux grands changements entre les techniques. Tout d’abord une augmentation très importante de la partie « réactifs » détaillée par la suite dans les graphiques 10-c et 10-d. On remarque que cette augmentation est liée à deux paramètres principaux qui sont la réaction de miniséquençage et la purification post-MIS. On observe ensuite une diminution assez conséquente de la partie « coûts technicien ».

Le graphique 10-b représente la part de réduction des coûts liés à l'utilisation de la Fluorescence Directe en routine. Cette part est de 13%.

Dans les graphiques 10-e et 10-f, on observe la diminution ou l’augmentation des coûts pour chacun des paramètres cités plus hauts.

Ainsi, le coût lié aux réactifs a augmenté de 56%. L’augmentation de ce paramètre est principalement liée à la réaction de miniséquençage, dans laquelle nous utilisons environ 6 fois plus de ddNTP fluorescents, ainsi qu’à la purification sur G50 qui est étroitement liée au précédent paramètre. En effet, cette technique de purification est très efficace mais elle est 4,5 fois plus coûteuse qu’une précipitation utilisée dans le génotypage sur ABI377. Les diminutions des coûts de la PCR, de la purification post-PCR et de la détection sont liées principalement à l’utilisation de consommables 384 puits qui coûtent au final moins cher que 4 consommables 96 puits, mais aussi à l’utilisation d’automates de pipetage ne nécessitant plus la consommation de cônes couramment utilisés dans le processus ABI377.

Les paramètres liés aux machines et aux techniciens ont diminué respectivement de 69% et 63%. La baisse des coûts « machines » est essentiellement due au fait qu’une seule machine suffit à réaliser un nombre de génotypages supérieur à 4 séquenceurs ABI377. De plus, la fragilité de ces derniers augmente les interventions de maintenance et donc le coût de la machine. Ensuite, l’amortissement d’un ANALYST HT est réalisé plus rapidement que celui d’un séquenceur ABI377. 

D’autre part la baisse des coûts liés aux techniciens est due aux différents  paramètres du process de fluorescence directe. Premièrement les réactions enzymatiques sont réalisées en format de plaque 384 puits ce qui permet de gagner du temps, et le plus important gain de temps se trouve au moment de la détection, il n’y a plus de gel d’acrylamide à préparer, pas de séquenceurs à faire « chauffer » et de plaque à déposer, nous ne sommes plus contraints par les temps de migration des échantillons sur les gels et l’analyse et le transfert des données et très rapide.

Ces deux derniers paramètres font pencher la balance du bon côté et permettent de diminuer le coût global du processus de génotypage de 13%.

Nous avons donc réussi non seulement à multiplier par 5 notre capacité de génotypage par jour mais aussi à en diminuer légèrement les coûts.

I.10. Conclusions sur la fluorescence directe

L’ANALYST HT ainsi que le logiciel d’acquisition des données sont simples et facilement utilisables. C’est aussi un appareil moins fragile et qui demande moins de maintenance que les séquenceurs ABI377. De faible encombrement, il peut être installé à n’importe quel endroit du laboratoire contrairement au séquenceur ABI377.

Les options de lecture de l’ANALYST HT ont été optimisées avec succès afin d’obtenir un maximum de signal spécifique avec un minimum de bruit de fond.

La comparaison des génotypages obtenus sur ABI377 et en LJL-FD montre qu'ils sont quasiment identiques. Des discordances de typages existent mais sont très faibles (inférieurs à 1 %) et acceptables dans notre chaîne de production. La reproductibilité entre les deux méthodes est correcte puisque le nombre de SNP validés dans l’une ou l’autre méthode est identique.

La technique de détection est suffisamment sensible et le logiciel de typage développé en interne permet de génotyper facilement les échantillons et d’éliminer les échantillons douteux. 

Un certain nombre d’avantages par rapport à la technique de référence en production ont été mis en évidence :

· La lecture directe dans les puits évite la préparation de gel d’acrylamide, et la présence indispensable d’un technicien pour faire le dépôt des échantillons.

· Le logiciel ANADREAM-FD est semi-automatique contrairement au logiciel ANAMIS qui ne l’est pas, cela réduit donc le nombre de plaques à analyser ainsi que le temps d’analyse.

· La capacité journalière de génotypage peut-être augmentée par 5.

· Le coût total du génotype est diminué de 13 %.

Nous avons cessé les optimisations de la technique de détection en fluorescence directe à ce stade. En effet, de nouvelles contraintes liées essentiellement aux coûts de production nous ont conduit à développer la fluorescence polarisée pendant que la technologie de fluorescence directe était transférée en production.

II. La fluorescence polarisée

II.1. Détermination de la Loi de mélange

But :

Déterminer la loi de polarisation d’un mélange oligonucléotide-R110/ddNTP-R110 et oligonucléotide-Tamra/ddNTP-Tamra, c'est à dire, étudier la polarisation que l'on obtiendra en fonction de l'incorporation des ddNTP fluorescents sur l'amorce.

Protocole :

Pour chacun des deux fluorophores, nous avons testé deux concentrations en fluorophores : 50nM et 20nM. Puis nous avons réalisé des mélanges de ddNTP-fluorescent et d'amorces (oligonucléotides) fluorescentes de sorte que le rapport de l'un sur l'autre varie de 1 à 10.

Ces mélanges ont été reproduits 6 fois.

Résultats :
D’après les graphiques n°11 et 12 nous avons pu déterminer les valeurs de polarisation d'oligonucléotides fluorescents et de ddNTP-fluorescents qui sont regroupés dans le tableau n°14 :

	Tableau n°14

	Fluorophores 
	R110
	Tamra

	Concentrations 
	50 nM
	20 nM
	50 nM
	20 nM

	Polarisation en mP

ddNTP-fluorescent
	57 ± 3
	59 ± 3
	70 ± 3
	82 ± 2

	Polarisation en mP

Oligo-fluorescent
	165 ± 2
	171 ± 3
	230 ± 8
	240 ± 9


Pour les fluorophore R110 et Tamra, les valeurs de polarisation sont légèrement plus faibles avec 50 nM qu'avec 20nM de fluorophores.

La valeur de polarisation d'une amorce marquée par R110 est environ 30 % moins importante que celle d'une amorce marquée par Tamra, de plus la polarisation d'un ddNTP-R110 est 23% moins importante que celle marquée par Tamra. Ceci peut s'expliquer par le phénomène suivant :

- Si l'on observe les deux structures chimiques des fluorophores représentées en annexe B, on peut voir que celle du fluorophore Tamra possède une masse moléculaire plus importante que celle du R110. Or nous savons que, d'après le principe de polarisation, plus une molécule est importante plus sa valeur de polarisation l'est. Car de part sa conformation et sa masse molaire, à un instant " t ", plus une molécule est grande et moins elle dépolarisera la lumière. Donc si l'on considère que le radical fixé au fluorophore est le même (comme dans notre expérience), la masse molaire de nos produits marqués ne varie donc que par la présence du fluorophore R110 ou du fluorophore Tamra. Le fluorophore R110 est environ 15 % moins lourd que celui de Tamra.

Il était aussi intéressant d’étudier l’évolution de la polarisation en fonction du rapport ddNTP-fluorescent libres en solution sur oligonucléotide-fluorescent. On peut ainsi observer sur les graphiques n° 11 et 12 la loi de polarisation des fluorophores.

Ce test a été reproduit 2 fois et les résultats présentés dans les graphiques ont été confirmés.

· Tout d'abord nous observons que les valeurs de polarisation décroissent rapidement lorsque le rapport ddNTP-fluorescents / oligonucléotides-fluorescents est supérieur à 1, c'est à dire lorsque 50% des ddNTP-fluorescents sont incorporés à l'amorce.

· Dans le cas où tous les ddNTP ont été incorporés à l'amorce, il n'y a plus, théoriquement de ddNTP libres permettant de dépolariser la lumière polarisée incidente. L’angle  de dépolarisation 
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est très proche de 0. Donc P devrait être proche de 500mP (Cf. PRESENTATION SCIENTIFIQUE – IV.4.2. Loi sur la fluorescence polarisée page 18)

Les valeurs obtenues lors de cette expérience sont 2 à 3 fois plus faibles que celles attendues, elles ne correspondent pas aux valeurs théoriques attendues.

Nous pouvons expliquer ce résultat de la manière suivante : nous utilisons une amorce marquée chimiquement par un fluorophore. Si cette amorce-fluorescente est dégradée, il est possible que des molécules de fluorophores soient libres en solution. Ces dernières ont pu dépolariser la lumière incidente modifiant ainsi les valeurs de polarisation attendues.

· Au-delà d’un rapport ddNTP-fluorescents / oligonucléotides-fluorescents égale à 2, la valeur de polarisation n'est pas assez forte pour différencier les amorces marquées des ddNTP libres. Il ne sera donc pas sérieusement possible de typer nos échantillons.

· Lors des tests sur la fluorescence directe nous avons vu que le rendement de la réaction pouvait varier entre 20 et 50%. Grâce à ce mode de détection nous allons observer si ces rendements, plutôt faibles, sont liés à une perte du signal durant la purification sur G50 ou à un manque d'incorporation lors de la réaction de miniséquençage.

Pour un même SNP typés en FD puis en FP :

· si les valeurs de polarisation des échantillons de FP sont distinctement séparées des témoins sans oligo (ddNTP-fluorescents/amorces-fluorescentes < 1) et si les valeurs d’intensité de fluorescence obtenues en FD sont faibles, nous pourrons alors conclure que le faible rendement réactionnel provient de la perte du signal fluorescent lors de la purification G50.

· D’autre part, si les valeurs de polarisation restent proches des témoins sans oligo, (ddNTP-fluorescents/amorces-fluorescentes>1) et si en FD les intensités de fluorescences sont faibles cela signifie que le faible rendement réactionnel est dû à un rendement d'incorporation médiocre des ddNTP fluorescents sur l'amorce. (Inférieur à 50%).

II.2. Optimisation de la concentration de fluorophores

Les données observées dans la bibliographie nous incitaient à penser que le protocole mis au point pour la fluorescence directe, et si coûteux en fluorophores, ne fonctionnerait pas en fluorescence polarisée avec si peu de fluorophores. (Genome Research 9:492-498 May1999 «Fluorescence Polarization in Homogeneous Nucleic Acid Anlysis X. Chen, L. Levine, P-Y. Kwok »). Nous avons donc voulu vérifier si les concentrations en fluorophores utilisées en fluorescence directe permettaient de typer des échantillons en fluorescence polarisée.

But : 

Déterminer les concentrations en ddNTP-fluorescents adaptées à la réaction de miniséquençage afin d'obtenir la meilleure séparation possible des nuages de points après lecture des échantillons en fluorescence polarisée.

Protocole : 

Les 6 polymorphismes existants ont été testés sur une plaque qualité MPQ.

Une PCR a été réalisée sur cette plaque qualité.

Trois concentrations différentes de ddNTP-fluorescents ont été utilisées pour réaliser la réaction d'extension  après une purification des produits de PCR : 

· Condition 1 : 50nM ddNTP-R110 / 22,5nM ddNTP-Tamra 
(50-22,5)

· Condition 2 : 22,5nM ddNTP-R110 / 50nM ddNTP-Tamra 
(22,5-50)

· Condition 3 : 50nM ddNTP-R110 / 50nM ddNTP-Tamra 
(50-50)

Pour réaliser la lecture nous avons dilué au ½ les échantillons dans du tampon contenant 8% de glycérol, puis ils ont été transférés dans une plaque de lecture LJL –384 puits.

Remarque : L'ajout de tampon contenant du glycérol permet d'augmenter la viscosité du milieu réactionnel et permet de diminuer les mouvements browniens et de rotation des petites molécules permettant de différencier les amorces marquées des ddNTP-fluorescents non incorporés. (Cf. Réf. Bibliographique n°8 et 15)

La lecture en fluorescence polarisée a été réalisée dans les conditions préconisées par le constructeur et avec les filtres d'excitation et d'émission utilisée en fluorescence directe.

Les échantillons ont été préalablement typés sur la technologie ABI. Nous avons comparé les résultats pour chaque polymorphisme. 

Résultats :

Les résultats sont représentés sur le graphique n°13 : « Influence de la concentration en ddNTP-fluorescent sur le typage des échantillons en fluorescence polarisée ».

Nous n'avons observé aucune différence de typage entre l'ANALYST HT et le séquenceur ABI377. Le polymorphisme A/C n’est typé dans aucune des deux techniques. Les échantillons faibles ou non typés avec la technique sur séquenceur ABI377 possèdent le même profil en fluorescence polarisée. 

Sur les 3 conditions de concentration nous pouvons observer le même nombre de points typés. Pour ce test la concentration des ddNTP fluorescents n'influence pas le typage des points. Mais notre but est de déterminer la condition qui nous permettra d'obtenir la meilleure séparation de points pour tous les SNP étudiés.

Pour déterminer laquelle des 3 conditions permettra de mieux différencier les nuages de points, l’utilisation d’un test statistique aurait été adaptée, mais compte tenu du faible nombre d’échantillons par site, les tests statistiques classiques n’ont pas été utilisés. 

La méthode qui suit consiste à calculer l’aire (ou IFL) représentant les distances des 2 nuages homozygotes aux témoins sans oligo. Ainsi, plus les nuages de points seront éloignés les uns des autres plus l’IFL sera élevé. Cela permettra une analyse plus facile des résultats par le logiciel (ANADREAM-FP) destiné à traiter les données bruts provenant de la lecture sur l’ANALYST-HT.

Cette aire nommée Indice de Fenêtre de Lecture (IFL) est calculée par la formule suivante et représenté dans la figure n°13 (page suivante) et:

IFL = [(MR110 – ToR110) x (MTamra – ToTamra)] – [(MnR110 – ToR110) x (MnTamra – ToTamra)]


 A
  B
 C


MR110  
= Moyenne du signal spécifique des échantillons R110 ;

MTamra 
= Moyenne du signal spécifique des échantillons Tamra ;

MnR110
= Moyenne du signal non spécifique des échantillons R110 ;

MnTamra
= Moyenne du signal non spécifique des échantillons Tamra ;

ToR110 
= Moyenne dans le canal R110 des témoins sans oligo ;

ToTamra
= Moyenne dans le canal Tamra des témoins sans oligo ;

A : distance du nuage R110 au témoin sans oligo ;

B : distance du nuage Tamra au témoin sans oligo ;

A x B = fenêtre de lecture du signal spécifique ;

C : fenêtre du signal non spécifique.
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Les résultats obtenus dans les 3 conditions et pour chaque polymorphisme sont représentés dans le tableau n°15 :

	Tableau n°15
	Indice des Fenêtres de Lecture - IFL

	Polymorphismes testés
	Condition 1

(50-22,5)
	Condition 2

(22,5-50)
	Condition 3

(50-50)

	C/T
	557
	848
	1030

	A/C
	-
	-
	-

	G/C
	3669
	3741
	5042

	A/T
	1420
	1849
	1892

	A/G
	10538
	9903
	12726

	G/T
	7812
	12441
	14035


La condition 1 possède des IFL plus faibles que dans les deux autres conditions. Cela est lié aux témoins sans oligo qui possèdent des valeurs de polarisation plus fortes en R110 et en Tamra dans cette condition que dans les deux autres (12% en plus que la condition 3 en R110 et 22% en plus que la condition 3 en Tamra).

La condition 3 possède des IFL supérieures aux deux autres conditions. Elle augmente de 21 à 85 % la séparation des nuages par rapport à la condition 1. Ce qui permet de mieux séparer les nuages de points entre eux pour des SNP qui donneraient des résultats faibles. 

Conclusions :

Il s'est avéré qu'en augmentant les concentrations de ddNTP-Tamra de 22,5 à 50nM la séparation des nuages de point était augmentée. 

Dans nos prochains tests nous utiliserons les concentrations en ddNTP-fluorescents suivantes :

50 nM de ddNTP-R110 et 50 nM de ddNTP-Tamra.

II.3. Etude des tampons du mix MIS

But :

Incorporer le glycérol à 8% (en concentration finale) lors de la réaction d'extension afin d'éliminer l'étape de dilution des produits de réaction avant la lecture des échantillons en fluorescence polarisée.

Protocole :

Les deux polymorphismes les plus difficiles à caractériser (G/T et G/C) ont été testés en réalisant des réactions sur 92 individus, 2 témoins sans ADN et 2 témoins sans oligo.

Deux réactions d'extension ont été réalisées en parallèle à partir de chacune des deux plaques PCR purifiées :

· Condition 1 : condition normale (sans glycérol)

· Condition 2 : avec 8 % final de glycérol dans le tampon de réaction de MIS. 

A la fin de la réaction d'extension nous avons dilué avec du tampon glycérol les produits d'extension de la condition 1 (8% de glycérol final dans la réaction) puis nous les avons transférés dans une plaque de lecture LJL 384 puits. Pour la condition 2, nous avons transféré directement nos produits de réaction dans une autre partie de la plaque de lecture LJL-384 puits.

Après lecture en fluorescence polarisée des échantillons réalisés dans les deux conditions, nous les avons comparés afin de savoir si le tampon glycérolé influençait de manière négative la réaction d'extension donc les typages. Cette comparaison a été réalisée comme dans le test précédent en calculant les IFL de chaque condition.

Résultats :

Les résultats sont représentés dans le tableau n°16 ainsi que sur les graphiques n°14 « Evolution de la séparation des nuages en fonction des conditions réactionnelles et de lecture testées ».

	Tableau n°16 
	IFL

Plaque 1 G/T
	IFL

Plaque 2 G/C

	Condition 1

Réaction MIS sans glycérol
	4887
	1777

	Condition 2

Réaction MIS avec 8% glycérol final
	5440
	2593

	Gain sur la séparation des nuages

entre la condition 1 et 2
	+ 11%
	+ 45 %


Conclusions :

Le test est concluant puisque les nuages sont mieux séparés dans la condition 2 que dans la condition 1 et ce pour les deux polymorphismes testés.

Le glycérol n'inhibe pas la réaction il se pourrait même qu'il la favorise. En effet en augmentant la viscosité du milieu réactionnel, les mouvements browniens tendent à diminuer, ce qui pourrait favoriser l’hybridation des amorces aux produits de PCR et l’incorporation des ddNTP-fluorescents aux amorces. Mais cela n'est qu'une hypothèse.

II.4. Lecture des échantillons directement dans la plaque de réaction d'extension

But : 

Lire en fluorescence polarisée directement dans la plaque de réaction d'extension afin d'éviter un transfert des échantillons vers la plaque de lecture LJL-384. En effet ce transfert est susceptible d’être une source d'erreur dans des conditions de production et une perte de temps importante. 

Protocole :

Ce test a été réalisé sur les deux polymorphismes utilisés dans le test du paragraphe précédent à l'aide des mêmes produits de PCR.

· Condition 3 : Réaction d'extension en conditions normales (sans glycérol), puis dilution au ½ avec du tampon glycérol à 8% final et lecture en FP dans la plaque réactionnelle ;

· Condition 4 : Réaction d'extension avec 8% final de glycérol dans le tampon de réaction et lecture en FP dans une plaque réactionnelle.

Résultats :

Les résultats sont représentés dans le tableau n°17 ainsi que sur le graphique n°14 page suivante :

	Tableau n°17
	IFL

Plaque 1 G/T
	IFL

Plaque 2 G/C

	Condition 1

Réaction MIS sans glycérol
+ transfert et lecture en plaque LJL384 
	4887
	1777

	Condition 2

Réaction MIS avec 8% glycérol final
	5440
	2593

	Condition 3

Réaction MIS sans glycérol 
 + dilution + lecture dans la plaque réactionnelle
	4314
	1136

	Condition 4

Réaction MIS avec 8% glycérol final 

+ lecture dans la plaque réactionnelle
	5140
	2837

	Gain sur la séparation des nuages

entre la condition 1 et 3
	- 12%
	- 36%

	Gain sur la séparation des nuages

entre la condition 1 et 4
	+ 5%
	+ 37 %


Si l'on compare les conditions ne contenant pas de glycérol lors de la réaction d'extension (conditions 1 et 3) on remarque que le fait de lire les échantillons directement dans la plaque de réaction est néfaste à la séparation des échantillons.

Remarque : Si l'analyse avait été réalisée grâce au logiciel ANADREAM-FP développé pour la fluorescence polarisée la plaque 2 en condition 3 aurait été rejetée car les nuages étaient trop proches.

Nous pouvons remarquer que les réactions réalisées avec du glycérol dans le milieu réactionnel (conditions 2 et 4) permettent de mieux séparer les nuages de points que les réactions n’ayant pas de glycérol dans leur meilleur réactionnel (conditions  1 et 3). 

Maintenant si nous comparons le protocole de lecture initiale (condition 1) avec celui que nous désirons adopter (condition 4), la séparation des nuages entre eux est légèrement meilleure.

Conclusions :

Nous pouvons réaliser les réactions d'extension avec du glycérol 8% puis effectuer les lectures directement dans les plaques de réactions. Cela nous permet de gagner un temps assez important et d'éviter les erreurs de transfert (perte d’un peu de milieu réactionnel lors du transfert ou mauvais positionnement d’échantillon dans les nouvelles plaques de lecture).

Après la sortie des plaques réactionnelles du thermocycleur les techniciens n’auront plus à intervenir sur les échantillons. Ces dernières seront seulement centrifugées, descellées puis lues en fluorescence polarisée.

II.5. Optimisation de la combinaison des ddNTP-fluorescent  en fonction

du polymorphisme recherché

But : 

Le but de ce test est d’observer, sur les 6 polymorphismes existants, si l’inversion du fluorophore fixé au ddNTP a une incidence sur la séparation des nuages de points.
 (Exemple : En ABI et en FD, pour le polymorphisme C/T les bases incorporées sont A/G ; le ddGTP est fixé au R110 et le ddATP est fixé au Tamra. La séparation des nuages sera-t-elle meilleure si le ddATP est fixé au R110 et le ddGTP est fixé au Tamra.)

Protocole :

L’étude a été réalisée sur les 6 polymorphismes existants. 2 SNP ont été testés par polymorphisme. Sur chaque SNP nous avons typé 92 individus + 2 témoins sans oligo et 2 témoins sans ADN.

Pour chaque SNP testé nous avons réalisé une PCR qui a été purifiée. A partir de ces mêmes produits de PCR purifiés nous avons réalisé la réaction MIS avec les combinaisons ddNTP-fluorescents habituellement utilisées (combinaisons qui avaient été optimisées lors de la mise au point des technologie précédente, notamment pour ABI377) et en parallèle avec des combinaisons de ddNTP-fluorescents inverses à celles habituellement utilisées. Cf. tableau n°18 :

	Tableau n°18

	Bases Incorporées
	Combinaisons usuelles

(Utilisée en F.D. et ABI)
	Combinaisons inverses

	A/T
	R110-U / Tamra-A
	R110-A / Tamra-U

	A/G
	R110-G / Tamra-A
	R110-A / Tamra-G

	C/T
	R110-U / Tamra-C
	R110-C / Tamra-U

	G/T
	R110-G / Tamra-U
	R110-U / Tamra-G

	A/C
	R110-A / Tamra-C
	R110-C / Tamra-A

	C/G
	R110-G / Tamra-C
	R110-C / Tamra-G


La lecture a été faite en fluorescence polarisée et nous avons comparé la séparation des nuages en fonction de la combinaison des fluorophores utilisés.

Résultats :

Comme dans les tests précédents nous avons calculé l'IFL. Les résultats sont représentés sur les graphiques en annexes C1, 2, 3 , ainsi que sur le tableau n°19 :

	Tableau n°19

	Bases Incorporées

(Polymorphisme)
	IFL

Combinaisons usuelles
	IFL

Combinaisons inverses
	Combinaison retenue
	Gain par rapport à la combinaison la plus mauvaise

	A/T 
SNP 1

(A/T)
SNP 2
	1023

1832
	2554

2491
	Inverse

R110-A / Tamra-U
	+ 150 %

+ 36 %

	A/G 
SNP 1

(C/T)
SNP 2
	15575

6239
	13106

3074
	Usuelle

R110-G / Tamra-A
	+ 19 %

+103 %

	C/T 
SNP 1

(A/G)
SNP 2
	650

222
	2035

2460
	Inverse

R110-C / Tamra-U
	+ 213 %

+101 %

	G/T 
SNP 1

(C/A)
SNP 2
	4955

6554
	2319

2817
	Usuelle

R110-G / Tamra-U
	+ 114 %

+ 133 %

	A/C 
SNP 1

(G/T)
SNP 2
	2947

6065
	2066

5610
	Usuelle

R110-A / Tamra-C
	+ 43 %

+ 8 %

	C/G 
SNP 1

(C/G)
SNP 2
	367

12496
	1980

13044
	Inverse

R110-C / Tamra-G
	+ 439 %

+ 4 %


Sur 6 combinaisons testées, 3 donnent une meilleure séparation des nuages en inversant les fluorophores des ddNTP habituellement utilisés. Ce sont les polymorphismes A/T, A/G et C/G.

On remarque que 2 des 3 combinaisons "utilisent" le fluorophore Tamra pour incorporer le ddUTP. Apparemment, l'incorporation ou la détection est meilleure lorsque que le ddUTP est incorporé par ce fluorophore.

Sur le polymorphisme A/G l'inversion de la combinaison permet d'améliorer nettement le nombre d'échantillons typés. En effet, vu la séparation des nuages dans la combinaison utilisée usuellement, ces 2 SNP n'auraient pas été typés par le logiciel ANADREAM-FP. Mais en inversant les fluorophores liés aux ddNTP cela a permis de typer plus de 90% des points. 

Il en est de même pour le SNP 1 du polymorphisme G/C.

Sur le polymorphisme A/T l'inversion  de combinaisons permet de limiter le nombre de points ambigus, considérés comme non typés.

Conclusions :

Pour la détection en fluorescence polarisée, les combinaisons retenues pour réaliser les réactions d'extension sont donc les suivantes :

	Polymorphismes 
	Fluorophore

R110
	Fluorophore

Tamra

	C/T
	G
	A 

	A/G
	C
	U

	C/G
	C
	G

	G/T
	A
	C

	A/C
	G
	U

	A/T
	A
	U


II.6. Faisabilité sur 47 sites pour le passage en production de la Fluorescence Polarisée

But : 

Tester la technique de génotypage en Fluorescence Polarisée lors d'une étude sur 47 SNP représentatifs du génotypage en production, parallèlement à la technique de Fluorescence Directe (FD), devenue la technique de référence.

Réalisation :

Les 6 polymorphismes existant sont testés. Chaque plaque de réaction contient un SNP testé sur 91 individus, 2 témoins sans ADN et 2 témoins sans oligo. Les 47 sites ont été génotypés par les deux méthodes de détection citées précédemment.

Les PCR sont réalisées en plaques 384 puits sous 15 µL suivant le protocole standard et sont communes aux deux méthodes. (Afin d’éviter les biais liés à l’étape de PCR.)

4 SNP sont présents par plaque 384.

Les résultats obtenus sur les deux techniques ont été analysés :

· par site validé (YES) ou non validé (NO) dans l'une et l'autre méthode ;

· par nombre d'échantillons typés ou non typés dans l'une ou l'autre méthode ;

Nous avons aussi étudié la provenance des discordances obtenues entre les deux méthodes de génotypage.

Résultats :

· Analyse par SNP :

Les résultats par site sont représentés dans le tableau n°20 :

	Tableau n°20
	
	LJL-FD

	
	Nombre de SNP validés :
	YES

34%
	NO

66%

	LJL-FP
	YES

38%
	10/47

21%
	8/47

17%

	
	NO

62%
	6/47

13%
	23/47

49%


70 % des sites testés sont validés de manière identique sur les deux techniques.

Mais 17 % sont mieux typés en FP qu'en FD et 13 % sont mieux typés en FD qu'en FP. Ce qui représente 2 sites supplémentaires validés en FP par rapport à la FD.

Nous avons de nouveau une casse importante sur les deux techniques de détection. 49% des SNP sont rejetés dans les deux techniques. Ces résultats étaient probablement liés à des problèmes de qualité d’amorces. Cette hypothèse n’a pas été vérifiée car à l’époque des tests nous n’avions aucun doute sur la qualité de ces dernières.

Au total 38% des sites ont été validés YES en FP contre 34% en FD.

Le graphique n°15 compare la répartition des sites en fonction du pourcentage de points typés par SNP.

La répartition des sites en fonction du pourcentage de points typés montre que les deux méthodes sont assez reproductibles puisque l’on retrouve à peu près le même nombre de SNP par catégorie. Il semble que la FP ait donné plus de points typés qu’en FD.

· Analyse des SNP NO en LJL-FP :

29 sites, soit 60% des SNP ont été validés NO à l'issue de l'analyse par le logiciel ANADREAM-FP.

Cinq raisons justifient leur rejet :

· le nombre de points non typés est supérieur à 10 % : 2/29 soit 7 % des SNP NO. Le logiciel a typé des échantillons OK comme étant ambigus. Le typage manuel récupère ces 2 SNP qui permet de passer respectivement de 82% de points typés à 95% et de 87% à 93%. 

· le nombre de points non typés est supérieur à 10 % : 6/29 soit 21 % des SNP NO.

· le nombre de points typés est supérieur à 10 % car les nuages n'ont pas été correctement définis par le logiciel ANADREAM-FP : 7/29 soit 24% des SNP NO.

· le nombre de points non typés est égal à 100 % pour un problème réactionnel (pas d'incorporation de ddNTP fluorescents à l'amorce : 6/29 soit 21 % des SNP NO.

Ces SNP ont été aussi invalidés en FD avec 100% d'échantillons non typés.

· le nombre de points non typés est égal à 100% du fait d’une trop grande proximité des nuages. 8/29 soit 27 % des SNP NO. Ces sites ont été aussi validés NO en FD.

Ceci est sans doute lié à un problème d'incorporation des ddNTP fluorescents.

61 % des sites validés NO, communs en FP et en FD, le sont pour des problèmes réactionnels liés à une mauvaise incorporation de ddNTP-fluorescents. Il a été prouvé pour la suite que la qualité des amorces utilisées influençait le résultat. Un problème de synthèse ou la faible concentration de certaines amorces d’extension peut expliquer les problèmes liés à la mauvaise incorporation des ddNTP-fluorescents observés simultanément dans les deux techniques de détection.

· Analyse par échantillon :

47 SNP ont été testés sur 91 individus représentant au total 4277 échantillons.

Le nombre d'échantillons typés et non typés dans chacune des techniques est représenté dans le tableau n°21 : 

	Tableau n°21
	Nombre de points

TYPES
	Nombre de points

NON TYPES

	LJL-FD
	47 % (2004)
	53 % (2273)

	LJL-FP
	52 % (2201)
	48 % (2076)

	Points discordants 

entre les 2 techniques
	0,4 % (18)


5% d'échantillons sont typés en plus en FP qu'en FD.

Sur les 10 SNP validés YES, communs aux deux techniques, il y a 4% d'échantillons typés en plus en FP. Lorsque les sites sont validés en FP, le pourcentage de points typés est supérieur à celui obtenu en FD. Le nombre de points discordants a diminué et reste tout à fait acceptable (<1%).

· Analyse des discordants générés :

Le nombre de discordants observé sur la totalité des points typés est de 18/4277 soit 0,4%. Celui observé sur les points typés des plaques validées YES en FD et en FP est de 10 soit 1,2%.

Après dépôts sur séquenceurs ABI des échantillons de FD discordants à ceux de FP nous avons pu trouver la cause de ces discordances :

· 4 échantillons possédaient de faibles pics de séquences en R110 et ont été typés hétérozygotes en FD au lieu de "HMZ-Tamra" 

· 1 échantillon possédait de faibles pics de séquence en Tamra et a été typé hétérozygote en FD au lieu de "HMZ-R110" 

· 2 échantillons ont été typés "HMZ Tamra" en FD car ils  possédaient des signaux faibles en R110 alors qu'en FP ils sont incontestablement hétérozygotes. Ces 2 échantillons provenaient du même site.

· 1 échantillon a été typé "HMZ R110" en FD car il possédait des signaux faibles en Tamra alors qu'en FP il est incontestablement hétérozygote.

· 2 échantillons ont été typés hétérozygotes en FP alors qu'il n'y a ni séquence ni extra-pic lors du dépôt de l'échantillon typé en FD. On peut supposer qu'il s'agit d'une contamination importante liée à la séquence parasite produite lors d'une mauvaise purification post-PCR.

Sur ces 10 discordances provenant des SNP validés YES dans les deux techniques, 8 auraient été générées par la technique de détection en fluorescence directe. Soit 80% des échantillons discordants.

50% des discordances ont été générées par la présence de faibles pics de séquence en FD. La fluorescence polarisée est moins sensible à la présence de pics de séquence car la polarisation d'une molécule marquée telle qu'une amorce d'extension n'est pas sensible à quelques bases près (une dizaine environ). Alors que la fluorescence directe reflète directement la présence d'incorporation non spécifique de ddNTP-fluorescents lors de la réaction d'extension.

Conclusions :

Lors de cette faisabilité la "casse" liée à des problèmes réactionnels a été très importante aussi bien en fluorescence directe qu'en fluorescence polarisée. Peu de sites ont été validés YES, mais le pourcentage de réussite en FP a été supérieur à celui obtenu en FD.

De plus, beaucoup de sites n'ont pas été validés car le logiciel d'analyse n'arrivait pas à classifier correctement les nuages, du fait de la proximité de ces derniers. En effet les écarts obtenus en FP entre les témoins sans oligo et les nuages de points sont beaucoup plus faibles que ceux que l'ont peut obtenir en FD ; par contre les nuages sont beaucoup plus regroupés et nous pensions que cela suffirait au logiciel pour typer correctement les échantillons.

Après avoir modifié les seuils de calcul du logiciel nous avons décidé de refaire deux autres faisabilités de 19 et 20 SNP afin de tester les nouveaux paramètres du logiciel mais aussi afin d'obtenir des résultats en nombre de sites validés beaucoup plus similaires à ceux générés habituellement en production.

Les résultats obtenus sur les 2 faisabilités réalisées par l'équipe de production ont montré que :

· 75% des sites ont été validés YES dans les 2 techniques ;

· 89 % des échantillons ont été typés de manière identique en FP et en FD


(non typés FD = non typés FP, et typés FD = typés FP)

· 86 % des échantillons ont été typés en FP et 79% en FD

· le pourcentage de discordances était de 0,2% sur les points typés.

Les résultats obtenus sont donc très corrects.

Nous avons remarqué que grâce à la fluorescence polarisée le nombre de points ambigus avaient diminué grâce au regroupement plus important des points dans un même nuage ce qui explique que moins de sites ont été rejetés. Par contre, même si le logiciel d'analyse a été optimisé, lorsque les nuages sont trop rapprochés en FP il ne nous est pas possible de typer les échantillons et nous perdons des sites. Cela correspond à 50% des sites validés NO lors des deux dernières faisabilités. (Voir l’exemple ci-contre : Graphique n°16 « Comparaison d'un site ayant 3 nuages rapprochés ne permettant pas le typage des échantillons »  )

II.7. Protocole réactionnel optimisé pour le génotypage en Fluorescence Polarisée

PCR :

Les réactifs et le protocole réactionnel de la réaction PCR sont identiques à ceux utilisés en routine pour le génotypage sur Séquenceur ABI377 ou par Fluorescence Directe.

Les réactions se font dans des plaques 384 puits "thermocyclable", sous un volume final de 15µL. 

Purification des produits de PCR :

Les réactifs, les concentrations et les conditions de "thermocyclage" sont identiques à ceux utilisés pour le génotypage ABI377 et par Fluorescence Directe mais la réaction se fait dans une plaque 384 puits thermocyclable.

Quantification des produits de PCR :

2µL de produit de PCR sont quantifiés par fluorescence à l'aide d'intercalent, le Picogreen.

Au-delà de 5 échantillons ayant une concentration inférieure à 3ng/µL, la plaque est refaite en PCR.

Réaction de miniséquençage (MIS) :

La réaction est réalisée dans une plaque 384 puits thermocyclable noire. Le mélange réactionnel contient les mêmes réactifs aux même concentrations que dans le protocole de production initiale, seule la concentration finale des ddNTP varie : elle est de 50 nM pour les ddNTP-R110 et ddNTP-Tamra. Le mélange réactionnel contient aussi 8% final de glycérol.

Pour les polymorphismes A/T, A/G et C/G les combinaisons de ddNTP-fluorescents ont été inversées par rapport à celles utilisées lors du génotypage sur ABI377 ou en fluorescence directe.

Lecture des échantillons sur l'ANALYST HT :

Après la réaction d'extension la plaque est sortie du thermocycleur, centrifugée et lue directement en fluorescence polarisée avec les mêmes filtres que ceux utilisés en fluorescence directe.

Mode de lecture : 

SmartRead

Filtre dichroïque R110 : 
Fl505

Filtre dichroïque Tamra : 
Rh 561

Filtre d'excitation R110 :  
485-20

Filtre d'émission R110 : 
535-25

Filtre d'excitation Tamra : 
550-10

Filtre d'émission Tamra : 
580-30

Analyse des résultats :

Après lecture, les résultats bruts sont transférés dans une base de données et les plaques sont analysées par le logiciel ANADREAM-FP. L'analyste peut effectuer les modifications de typages qu'il juge nécessaire permettant ainsi de « rattraper » des échantillons ou d'éliminer des échantillons qu'il juge trop douteux.

Si plus de 90% des points d'un même site sont typés, les échantillons sont envoyés aux biostatisticiens qui peuvent réaliser les études d’associations. Dans le cas contraire le site passe de nouveau dans le processus de production.

II.8. Capacité et analyse des coûts

Comme pour la Fluorescence Directe cette analyse permet de savoir si nous avons atteint les objectifs fixés :

· Augmenter la capacité de génotypage ;

· Diminuer les coûts de production d’un génotypage.

II.8.1. Capacité de génotypage quotidienne

Dans le tableau n°22, nous comparons les temps nécessaires à la lecture et l’analyse de 384 échantillons avec les trois techniques étudiées.

Tableau n°22 

	
	LJL-FP
	LJL-FD
	ABI377

	PCR (manips + cycleur)
	120 minutes

	SAP-EXO (manips + cycleurs)
	65 minutes

	MIS (manips + cycleurs)
	75 minutes

	Purification post MIS
	-
	50 minutes

(Colonnes d’exclusions)
	25 minutes

(Précipitation éthanol)

	Préparation des échantillons avant détection
	-
	95 minutes

(Evaporation de l’éluat + resuspension des échantillons)
	10 minutes

(Séchage des échantillons +

resuspension des échantillons)

	Préparation des machines avant détection
	5 minutes

(Préchauffage de la lampe
	5 minutes

(Préchauffage de la lampe)
	100 minutes

(Préparation des gels + installation des gels + préchauffage du séquenceur)

	Détection des échantillons
	~5 minutes

(sur 1 machine)
	~5 minutes

(sur 1 machine)
	70 minutes 

(sur 4 séquenceurs ABI 377)

	Analyse des signaux

et transfert des données brutes
	Automatique
	Automatique
	40 minutes

(10 minutes / gel)

	Analyses des génotypes générés par le logiciel d’analyse
	3 à 10 minutes
	3 à 10 minutes
	20 à 60 minutes

(5 à 15 minutes / gel )

	Total 
	~ 4h40
	~ 7h à 7h10
	~ 8h40 à 9h25


On observe dans le tableau ci-dessus, que jusqu’à la réaction d’extension le temps nécessaire pour réaliser les différentes étapes est identique. Le fait que la lecture en fluorescence polarisée soit réalisée en phase homogène, c'est à dire sans purification des ddNTP fluorescents non incorporés, permet de réduire le temps de traitement des échantillons.

Nous gagnons 2h25 sur des échantillons qui auraient été passés en FD et environ 4h30 pour des échantillons qui auraient été traités par la technologie ABI377.

Avec la technique de FP nous réduisons de 34% le temps du processus par rapport à la FD et de 48% le temps du processus par rapport à ABI. Ce qui permet de libérer du temps technicien et d’augmenter la capacité journalière de la production. 

Au niveau de la capacité de lecture, nous obtenons le même gain qu'en fluorescence directe, c'est à dire que nous multiplions par 5 la capacité quotidienne de détection de génotypes avec un nombre de techniciens identique et un seul appareil (ANALYST HT) contre 4 pour la technique de détection sur gel d’électrophorèse (ABI377).

II.8.2. Analyse des coûts de la fluorescence polarisée

Le graphique n°17 (« Pourcentages des coûts de production du génotypage en fonction de la technique de détection utilisée ») montre l’évolution des différents paramètres intervenant dans les coûts de production d’un génotype en fonction de la technique utilisée. Le graphique n°18 (« Variations des coûts de production de la Fluorescence Polarisée par rapport à la Fluorescence Directe et au Séquenceur ABI 377du génotypage en fonction de la technique de détection utilisée ») permet de suivre les gains ou les pertes, par étape réactionnel, des coûts de production en génotypant en FP.

Sur le processus de production entier (graphiques n°17 a,b et c) on observe trois changements importants :

· Augmentation du paramètre « réactifs »

Cette augmentation est moins importante pour la FP que pour la FD.

Les graphiques 17 d, e et f, détaillent l’augmentation de ce paramètre.

En FP, la réaction de miniséquençage est l’étape réactionnelle qui fait augmenter le plus fortement ce paramètre. En effet, pour le génotypage en fluorescence polarisée, nous utilisons 8 fois plus de ddNTP-fluorescents qu'en génotypant par la technique de détection par électrophorèse et 1,4 fois plus de ddNTP-fluorescents qu’en génotypant par la fluorescence directe. Bien que nous augmentions le coût de la réaction MIS le paramètre « réactifs » est réduit de 18% par rapport à la FD grâce à l’élimination de la purification post-MIS. Mais il reste 22% plus élevé qu’en utilisant la détection surABI377. (Cf. graphique n°18 a et b)

Les coûts liés à la PCR, la quantification PCR, la purification post-PCR ainsi que la détection ne varient pas entre la FP et la FD. Par contre comme pour la FD, la PCR et la purification post-PCR sont réduites respectivement de 23% et de 20% par rapport à ABI377. Cette réduction de coût est liée au remplacement des consommables 96 puits utilisés pour le génotypage par électrophorèse, par des consommables 384 puits moins onéreux. De plus les pipetages réalisés à la main à l'aide de cônes sont remplacés par une distribution semi-automatisée par des robots à aiguilles.

Pour la purification post-MIS nous gagnons 100% sur le coûts de ce paramètre par rapport à ABI377 et à la FD puisque cette étape a été retirée en FP.

Au total, en FP, nous économisons 17% sur le coût total des « réactifs + détection » par rapport à la FD. Tandis que si nous comparons avec le séquenceur ABI377 nous dépensons pour ce même paramètre 6% de budget en plus.

· Diminution du paramètre « machine »

Le budget « machine » est réduit de 7% par rapport à la FD soit un gain de 71% par rapport à la détection ABI377. La différence entre en FD et FP est liée simplement au fait que l’élimination de la purification post-MIS en FP permet de réduire l’utilisation de centrifugeuse ainsi que de l’évaporateur de plaque (Speed-Vac). Tandis que la réduction entre ABI377 et FP incluse aussi le changement de machine pour la détection. En effet, une seule machine de détection est utilisée en FP et en FD au lieu de 4 en détection électrophorétique. La maintenance de l'ANALYST HT est beaucoup moins lourde comparée aux séquenceurs ABI377 qui sont assez fragiles lors d'une utilisation intense. De plus il n'est plus nécessaire de fabriquer les gels d'acry-bisacrylamide et de préparer les tampons.

· Diminution du paramètre « techniciens »

Le budget « techniciens » est réduit de 13% par rapport à la FD et de 63% par rapport à la détection électrophorétique. Cette réduction est directement liée au fait que le temps de traitement des échantillons est moins long en FD qu’en FD ou qu’en ABI377. Ce qui permet de traiter plus d’échantillons en FP qu’en FD ou en ABI377 dans une journée de travail.

Grâce à la fluorescence polarisée, l’augmentation du budget « réactifs » est fortement compensée par la réduction des budgets « techniciens » et « machines » permettant de réduire le coût total du génotype de 23% par rapport à la technique de détection sur séquenceurs ABI377.

Les trois variations observées précédemment permettent de réduire de 14% le coût total du génotype en FP par rapport à celui de la FD et de 23% par rapport à celui du séquenceur ABI377.

II.9. Conclusions sur la Fluorescence Polarisée

Lorsque nous avons débuté les développements  sur cette technique de détection, une équipe du CEA de Grenoble travaillait en collaboration avec d'autres personnes de l'équipe de Recherche et Développement de GENSET sur un système de détection de SNP en fluorescence polarisée par micro-fluidique. Cela nous a permis de déterminer plus rapidement les conditions réactionnelles pour la détection des SNP par fluorescence polarisée sur l'ANALYST HT. 

Contrairement à nos craintes, en fluorescence polarisée il est intéressant de noter que les produits de PCR non spécifique, qui peuvent être générés suite à une mauvaise purification, ne parasitent pas ou peu le typage rendu. En effet, cette technique n'est discriminative qu'à une dizaine de bases près.

D'après les valeurs de polarisation que nous avons obtenues au cours des différents tests, nous pouvons conclure que les rendements réactionnels compris entre 20 et 50% en fluorescence directe étaient liés à une perte des amorces marquées lors de la purification post-MIS et non à une mauvaise incorporation des ddNTP fluorescents à l'amorce lors de la réaction d'extension. Si cela avait été le cas nous aurions eu un rapport ddNTP-fluorescent sur amorce-fluorescente supérieur à 1 et donc des valeurs de polarisation inférieures à 100 mP pour une amorce marquée par R110 et à 140 mP pour une amorce marquée par Tamra.

Cette technique de détection permet d'obtenir des nuages moins dispersés qu'en fluorescence directe puisque les valeurs de polarisation ne sont pas directement proportionnelles aux concentrations des amorces marquées. Mais les nuages des échantillons homozygotes ou hétérozygotes sont plus rapprochés des témoins sans oligo. Les informaticiens ont été contraints de passer plus de temps pour optimiser le logiciel de typage automatique ANADREAM-FP.

Grâce à l'élimination de la purification post-MIS, le traitement des échantillons est beaucoup plus rapide et moins contraignant en fluorescence polarisée qu'en fluorescence directe.

Les objectifs que nous nous étions fixés sont donc atteints :

· Les résultats des dernières faisabilités sont concordants avec une utilisation en routine. En effet, le pourcentage de SNP rejetés et donc d'échantillons non typés n'a été pas augmenté par la détection en fluorescence polarisée. La reproductibilité entre les deux techniques est comprise entre 70% et 89%. Et le nombre de SNP validés en FP est toujours supérieur à ceux validés en FD.

· Le processus de génotypage par cette méthode nous a permis de réduire d'environ 50% le temps de traitement des échantillons comparativement à la détection par électrophorèse mais aussi d'augmenter le nombre de génotype détecté quotidiennement. Cela permet, comme en fluorescence directe de multiplier par 5 notre capacité journalière de génotypages.

· Cette technique permet aussi de réduire le coût du génotype de 23% par rapport à la détection sur séquenceur ABI377 ce qui est 10% supérieur à ce que nous avions obtenu par la technique de génotypage par fluorescence directe.

CONCLUSIONS

Les objectifs que nous nous étions fixés pour la mise en production de la détection des SNP par fluorescence directe et par fluorescence polarisée ont été atteints. Grâce à ces deux méthodes de détection nous avons réussi à augmenter d’un facteur 5 la capacité journalière des génotypages, tout en réduisant de 13% en FD puis de 23% en FP le coût d'un génotype.

Même si ces deux techniques de génotypages sont moins résolutives que la détection des polymorphismes sur gel d’électrophorèse, la qualité des résultats que nous avons obtenus est identique voire meilleure que celle obtenue par la technique ABI.

Ce travail de mise au point de techniques de détection m'a permis d'aborder des disciplines pour lesquelles je n'étais pas préparé. De par ma formation il m’a été plus facile d’accéder à la compréhension des réactions biochimiques qu’aux aspects de la physique optique ou de la chimie organique. Ces dernières disciplines étant parfois indispensables à la compréhension des problèmes rencontrés.

Ces deux années de mise au point des techniques de génotypages, m'ont permis d'acquérir une autonomie pour la mise en place et la réalisation de tests. Cette expérience m'a permis non seulement, d'approfondir mes connaissances scientifiques, mais aussi de faire évoluer ma manière d'analyser les résultats.

En janvier et juillet 2001, lors de la mise en routine de la fluorescence directe puis de la fluorescence polarisée j'ai eu une profonde satisfaction d'avoir mené à leur terme ces deux projets. Même si j'ai le regret de savoir que certaines expériences intéressantes sur la Fluorescence Polarisée n'ont pas pu être réalisées par faute de temps et du fait de choix stratégiques.

Après la validation de la fluorescence polarisée pour la production nous avions envisagé, afin de réduire davantage les coûts, d'effectuer d'autres optimisations :

· L’amélioration de la séparation des nuages de points grâce à l’ajout de protéines permettant de former des complexes fluorescents plus important, diminuant la dépolarisation de la lumière.

· La réduction de 10 à 20% des ddNTP fluorescents qui contribuent fortement au coût d'un génotype.

· La mise en place d'un système de multiplexage, permettant grâce à la présence dans la réaction de 4 fluorophores différents de réaliser le typage de 2 SNP dans un même puits en conservant les mêmes concentrations de réactifs.

· La réduction des concentrations des réactifs PCR.

Mais au cours de l'année 2001, la détection par fluorescence polarisée n’est devenue qu’une alternative de génotypage en attendant la réception d'une technologie avant-gardiste permettant un débit 2,7 fois plus élevé et des coûts 2,5 fois moins importants que la fluorescence polarisée.

En juillet 2001, nous avons donc fait l’acquisition d’une technologie de génotypage par spectrométrie de masse par MALDI-TOF. Elle repose sur la méthode de « primer extension » qui génère des produits ayant une masse spécifique pour chaque allèle. Les allèles se distinguent par leur différence de masse, facile à interpréter automatiquement par ordinateur. Cette approche permet de génotyper en série des SNP sans utiliser de marqueurs fluorescents. Après la mise en routine de la fluorescence polarisée, les optimisations en cours ont été stoppées au profit de la mise en place de cette nouvelle technique qui permet de typer 61.440 individus par jour, pour 0,15€ le génotype. Depuis cette date, grâce à l'expérience acquise précédemment nous mettons en place cette technique de génotypage des SNP par spectrométrie de masse.
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ABBREVIATIONS

ABI377 : ce terme correspond à la technique utilisée en routine depuis 5 ans pour la détection des polymorphismes. Elle utilise le principe de migration des amorces marquées par fluorescence sur des gels d’électrophorèse grâce à un séquenceur automatique ABI PRISM 377 de la marque Applied Biosystem.

ANADREAM-FD : c’est un logiciel de traitement du signal développé à Genset et permettant d’analyser les données brutes et d’attribuer un génotype aux échantillons traités par la technique de Fluorescence Directe.

ANADREAM-FP : c’est un logiciel de traitement du signal mis au point à Genset et permettant d’analyser les données brutes et d’attribuer un génotype aux échantillons traités par la technique de Fluorescence Polarisée.

ANAMIS : c’est un logiciel de traitement du signal développé à Genset permettant d’analyser  les données brutes et d’attribuer un génotype aux échantillons traités par la technique ABI377.

Caméra CCD (Charge Coupled Devises) : C’est une caméra hyper-sensible permettant de réduire considérablement le temps d’acquisition des données du séquenceur. Elle utilise une matrice en silicone composée d'une myriade de petites cellules carrées, appelées Pixels. La matrice CCD reçoit les photons de lumière fluorescente et transforme ceux-ci en électrons. Par la suite, ces électrons sont transformés en une valeur numérique jusqu'à l'ordinateur. Ce dernier convertit alors cette valeur en image. Il est par la suite aisé d’utiliser cette image, grâce à des logiciels.

dNMP : 2’déoxyriboNucléotide 5’ MonoPhosphate

dNTP : 2'-déoxyriboNucléotide 5'-TriPhosphates

dATP : 2'-déoxyAdénosine 5'-TriPhosphate

dCTP : 2'-déoxyCytidine 5'-TriPhosphate

dGTP : 2'-déoxyGuanosine 5'-TriPhosphate

dTTP : 2'-déoxyThymidine 5'-TriPhosphate

ddNTP : 2'-3'-di-déoxyriboNucléotide 5’-TriPhosphates

ddATP : 2'-3'-di- déoxyAdénosine 5'-TriPhosphate

ddCTP : 2'-3'-di- déoxyCytidine 5'-TriPhosphate

ddGTP : 2'-3'-di- déoxyGuanosine 5'-TriPhosphate

ddTTP : 2'-3'-di- déoxyThymidine 5'-TriPhosphate

EDTA : Ethylène-DiAmine-Tétra-Acétate
HMZ : Homozygote

HTZ : Hétérozygote

LJL-FD : technique de lecture des échantillons par fluorimétrie utilisant les options et le principe de lecture de la Fluorescence Directe sur l’ANALYST-HT de LJL-Biosystem.
LJL-FP : technique de lecture des échantillons par fluorimétrie utilisant les options et le principe de lecture de la Fluorescence Polarisée sur l’ANALYST-HT de LJL-Biosystem.

MIS (MiniSéquençage) : Il a pour principe d’incorporer sur l’amorce positionnée en n-1 du site d’intérêt un ddNTP fluorescent complémentaire à ce dernier. La séparation se fait par électrophorèse sur gel.

P (taux de Polarisation) : C’est une unité de mesure sans dimension qui est indépendante de l’intensité de la lumière émise ainsi que de la concentration du fluorophore. Elle est exprimée en mP (P x 1000 = mP). 

PCR (Polymerase Chaine Reaction) : Amplification génique. Technique permettant de recopier de manière exponentielle un fragment d'ADN grâce à l'utilisation d'une enzyme (polymérase) et de dNTP.

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) : Mutation ponctuelle isolée : polymorphisme d'un seul nucléotide. Variation stable de la séquence d'ADN génomique, portant sur une seule base affectant au moins 10% de la population. Beaucoup de SNP n'ont pas d'implications fonctionnelles mais ils définissent un locus unique dans le génome et sont polymorphes. 

SAP-EXO : Purification enzymatique post PCR à l’aide de la Shrimp Alkaline Phosphatase et de l’EXOnuclease.

TE : Tampon Tris-EDTA

ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES

Sciences de la Vie et de la Terre

DEVELOPPEMENTS et MISE AU POINT 

de La détection DES REACTIONS DE GENOTYPAGE

 par fluorescence directe et par fluorescence polarisee

Emmanuel LOUIS

11 octobre 2002

RESUME

Le service d’Analyse Génomique a pour mission l’étude de polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP). La technique de génotypage utilisée en routine à Genset est une réaction de microséquencage ; c’est à dire l’extension d’une amorce d’ADN spécifique du SNP à étudier par deux ddNTP-fluorescents différents. Le nombre de SNP à étudier augmentant sans cesse, l’étape de détection par électrophorèse fut très vite limitante tant au niveau du temps que des coûts liés à cette technique de détection. Le but de ce travail a donc été de mettre au point deux techniques de détection des réactions de génotypage permettant d’augmenter la capacité du service de production de génotypage tout en réduisant ses coûts. Nos optimisations ont été réalisées à l’aide du fluorimètre ANALYST-HT (LJL Biosystem) en conservant le principe réactionnel de base utilisé en routine.

La détection des réactions de microséquencage par fluorescence directe nécessite l’élimination des marqueurs fluorescents en excès. Les réactions de génotypage sont ensuite détectées sur l’appareil. Les amorces étant marquées par un ou deux fluorophores, la fluorescence émise lors de la lecture en fluorescence directe est proportionnelle à la quantité des amorces marquées lors de la réaction d’extension. Après analyse, la présence d’un des deux fluorophores indique que l’individu est homozygote 1 ou homozygote 2, la présence des deux fluorophores indique que l’individu est hétérozygote.

La détection par fluorescence polarisée ne requiert pas l’élimination de l’excès de ddNTP-marqués,  essentiels pour effectuer la détection des échantillons. Les amorces marquées et les ddNTP-fluorescents libres en solution sont excités par une lumière polarisée. Les ddNTP-fluorescents, petits donc mobiles, dépolarisent la lumière de fluorescence alors que les amorces marquées, plus grosses, conservent la polarisation. L’analyse de la fluorescence polarisée sur une direction de polarisation parallèle à l’excitation, puis une direction de polarisation perpendiculaire à l’excitation, permet de mesurer le taux de polarisation de l’échantillon.  Cette valeur dépend de sa composition en ddNTP-fluorescents et en amorces-fluorescentes.

Le développement de la fluorescence directe a permis de réaliser une transition entre la mise en place de la fluorescence polarisée et l’ancienne technique de génotypage par électrophorèse sur séquenceur ABI PRISM 377 (Perkin Elmer). La mise en routine de ces deux techniques de détection permettrait d’augmenter la capacité de génotypages par cinq et de réduire de 23% les coûts de production.

Mots clés : polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP), génotypage, fluorescence directe, fluorescence polarisée, taux de polarisation, ANALYST-HT (LJL Biosystem).
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Figure n°12
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Figure n°11
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Lampe continue





Lampe flash





Roue à filtre pour l'excitation








Mirroirs dichroïques 





Filtre polariseur d'émission





Filtre polariseur d'excitation





Tête optique haute et basse











Roue à filtre pour l'émission





PMT pour la Fluorescence
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Figure n°10
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Figure n° 9 bis





Polarisation du mélange 








Polarisation des ddNTP-marqués








Loi de mélange de ddNTP-Tamra et d’amorces marquées par Tamra





Polarisation en mP





Rapport (ddNTP marquées / amorces marquées) 





Figure n°7





Points non typés :


- Pas d'incorporation des fluorphores


- Témoins négatifs 





Nuage des échantillons Hétérozygotes R110-Tamra : A/G








Nuages des échantillons Homozygotes R110 : A/A








Nuage des échantillons Homozygotes Tamra : G/G








Intensités en coups par seconde obtenues  pour Tamra


























Purification des produits de PCR sur plaque Millipore « MANU030 » + MIS 15/15nM 20µL















































Graphique n°9
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Graphique n°6 :
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Graphique n°15 :


Répartition des SNP en fonction du pourcentage de points typés 





Intensités en coups par seconde obtenues
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Purification des produits de PCR sur plaque Millipore « MANU030 » + MIS 15/15nM 20µL





Spectre 


d’émission





Spectre 


d’excitation





Longueurs d’onde





Figure n°5
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Figure n°4
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Résultats obtenus par migration sur gel d’électrophorèse





Graphique n°13
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Bilan FPvsFD

										Typés														Non Typés												Ambigus												Validation plaque				Différences de typages  FP/FD

		n° FP		n° FD		Oligo		plq				% Typés FP				% typés FD		T/T		FP-FD		FP-FD %				% NT FP				% NT FD		FP-FD		FP-FD %				% Ambigus FP				% Ambigus FD		FP-FD		FP-FD %		Validation FP		Validation FD				% de différence				% de discordances		Pos 96		Typage FP		Typage FD		Redépot FD sur ABI		Commentaires

		DEV1139		MIS21001		18-338/305 G/A A 96		6		80		85%		87		93%		77		-7		-7%		8		9%		3		3%		5		5%		6		6%		4		4%		2		2%		NO (>10 pts NT)		YES		13		14%		0		0%

		DEV1095		MIS21026		19-28/136 G/T B 96		6		87		93%		85		90%		78		2		2%		5		5%		0		0%		5		5%		2		2%		9		10%		-7		-7%		YES		YES		16		17%		0		0%

		DEV1066		MIS21030		19-28/136 G/T B 96		10		85		90%		85		90%		75		0		0%		0		0%		0		0%		0		0%		9		10%		9		10%		0		0%		YES		YES		18		19%		0		0%

		DEV1164		MIS21040		19-46/322 G/A B 96		10		92		98%		85		90%		83		7		8%		0		0%		1		1%		-1		-1%		2		2%		8		9%		-6		-7%		YES		YES		8		9%		1		1%		B04		TT		CT		CT		Séquence R110 et Tamra (plus faible)

		DEV1091		MIS21041		19-56/140 C/T B 96		6		91		97%		89		95%		86		2		2%		3		3%		0		0%		3		3%		0		0%		5		5%		-5		-5%		YES		YES		9		10%		1		1%		A11		GG		AG		GG		Séquence pic R110

		DEV1063		MIS21055		19-9/45 C/T A 96		10		92		98%		87		92%		83		5		5%		0		0%		0		0%		0		0%		2		2%		7		8%		-5		-5%		YES		YES		9		10%		0		0%

		DEV1127		MIS21065		99-28788/300 G/A A 96		10		77		82%		85		90%		69		-8		-9%		0		0%		0		0%		0		0%		17		18%		9		10%		8		9%		NO (>10 pts NT)		YES		20		21%		0		0%

		DEV1059		MIS21071		99-32065/303 A/C B 96		6		92		98%		85		90%		80		7		7%		0		0%		0		0%		0		0%		2		2%		9		10%		-7		-7%		YES		YES		14		15%		3		3%						TT		TT		Pas de Tamra + beaucoup de séquence R110

		DEV1064		MIS21075		99-32065/303 A/C B 96		10		88		93%		85		90%		76		3		3%		0		0%		0		0%		0		0%		6		7%		9		10%		-3		-3%		YES		YES		14		15%		3		3%

		DEV1131		MIS21080		99-32121/242 G/A A 96		10		94		100%		87		92%		83		7		8%		0		0%		0		0%		0		0%		0		0%		7		8%		-7		-8%		YES		YES		9		10%		2		2%		E03/H11		AA		AG		AA		Séquence R110

		DEV1132		MIS21085		99-32131/312 C/T A 96		10		90		96%		88		93%		82		2		2%		0		0%		0		0%		0		0%		4		4%		6		7%		-2		-2%		YES		YES		10		11%		0		0%

		DEV1129		MIS21090		99-32148/315 C/G A 96		10		82		87%		85		90%		71		-3		-3%		0		0%		0		0%		0		0%		12		13%		9		10%		3		3%		NO		YES		19		20%		2		2%		D01/G04		CC		GC		GC		Séquence R110

		DEV 1111		MIS21091		99-54279/152 G/C B 96		6		0		0%		90		96%				-90		-96%		94		100%		0		0%		94		100%		0		0%		4		4%		-4		-4%		NO		YES		90		96%		0		0%

		DEV1114		MIS21094		99-54279/152 C/G B 96		9		0		0%		87		93%				-87		-93%		94		100%		1		1%		93		99%		0		0%		6		6%		-6		-6%		NO		YES		87		93%		0		0%

		DEV1130		MIS21095		99-54279/152 G/C B 96		10		0		0%		86		91%				-86		-91%		94		100%		0		0%		94		100%		0		0%		8		9%		-8		-9%		NO		YES		84		89%		0		0%

		DEV1107		MIS21096		99-62531/351 C/T A 96		6		85		90%		87		93%		77		-2		-2%		1		1%		1		1%		0		0%		8		9%		6		6%		2		2%		YES		YES		16		17%		0		0%

		204 (5%) typés en + FP qu'en FP

		175 (4%) non typés en - en FP qu'en FD

		29 (1%) ambigus en - en FP qu'en FD

		1372 (31%) différences de typages sans discordances entre FP et FD

		0,4% de discordances entre FP et FD

		1,2 % de discordances entre FP et FD typés

		33% de typages équivalent (FD=FP)

		12/18 HMZ en FP passent HTZ en FD

		5/18 HTZ en FP passent HMZ en FD

		1/18 HMZ1 en FP passent HMZ2 en FD

		Les discordances sont dues principalement à la présence de séquence ainsi qu'à la mauvaise incorporation de l'un des deux marqueurs





Bilan FPvsFD suite

										Typés														Non Typés												Ambigus												Validation plaque				Différences de typages  FP/FD

		n° FP		n° FD		Oligo		plq				% Typés FP				% typés FD		T/T		FP-FD		FP-FD %				% NT FP				% NT FD		FP-FD		FP-FD %				% Ambigus FP				% Ambigus FD		FP-FD		FP-FD %		Validation FP		Validation FD				% de différence				% de discordances		Pos 96		Typage FP		Typage FD		Redépot FD sur ABI		Commentaires

		DEV1139		MIS21001		18-338/305 G/A A 96		6		80		85%		87		93%		77		-7		-7%		8		9%		3		3%		5		5%		6		6%		4		4%		2		2%		NO (>10 pts NT)		YES		13		14%		0		0%

		DEV1140		MIS21109		18-338/305 G/A A 96		7		55		59%		85		90%		50		-30		-32%		0		0%		1		1%		-1		-1%		39		41%		8		9%		31		33%		NO (>10 pts NT)		YES		40		43%		0		0%

		DEV1141		MIS21110		18-338/305 G/A A 96		8		70		74%		85		90%		64		-15		-16%		3		3%		1		1%		2		2%		21		22%		8		9%		12		13%		NO (>10 pts NT)		YES		31		33%		0		0%

		DEV1142		MIS21111		18-338/305 G/A A 96		9		43		46%		85		90%		41		-41		-44%		1		1%		0		0%		1		1%		50		53%		9		10%		40		43%		NO (>10 pts NT)		YES		46		49%		0		0%

		DEV1095		MIS21026		19-28/136 G/T B 96		6		87		93%		85		90%		78		2		2%		5		5%		0		0%		5		5%		2		2%		9		10%		-7		-7%		YES		YES		16		17%		0		0%

		DEV1066		MIS21030		19-28/136 G/T B 96		10		85		90%		85		90%		75		0		0%		0		0%		0		0%		0		0%		9		10%		9		10%		0		0%		YES		YES		18		19%		0		0%

		DEV1164		MIS21040		19-46/322 G/A B 96		10		92		98%		85		90%		83		7		8%		0		0%		1		1%		-1		-1%		2		2%		8		9%		-6		-7%		YES		YES		8		9%		1		1%		B04		TT		CT		CT		Séquence R110 et Tamra (plus faible)		x

		DEV1091		MIS21041		19-56/140 C/T B 96		6		91		97%		89		95%		86		2		2%		3		3%		0		0%		3		3%		0		0%		5		5%		-5		-5%		YES		YES		9		10%		1		1%		A11		GG		AG		GG		Séquence pic R110		x

		DEV1063		MIS21055		19-9/45 C/T A 96		10		92		98%		87		92%		83		5		5%		0		0%		0		0%		0		0%		2		2%		7		8%		-5		-5%		YES		YES		9		10%		0		0%

		DEV1127		MIS21065		99-28788/300 G/A A 96		10		77		82%		85		90%		69		-8		-9%		0		0%		0		0%		0		0%		17		18%		9		10%		8		9%		NO (>10 pts NT)		YES		20		21%		0		0%

		DEV1099		MIS21106		99-32061/304 A/G A		6		0		0%		85		90%		0		-85		-90%		94		100%		1		1%		93		99%		0		0%		0		0%		0		0%		NO		YES		84.6		90%		0		0%

		DEV1059		MIS21071		99-32065/303 A/C B 96		6		92		98%		85		90%		80		7		7%		0		0%		0		0%		0		0%		2		2%		9		10%		-7		-7%		YES		YES		14		15%		3		3%						TT		TT		Pas de Tamra + beaucoup de séquence R110		x

		DEV1064		MIS21075		99-32065/303 A/C B 96		10		88		93%		85		90%		76		3		3%		0		0%		0		0%		0		0%		6		7%		9		10%		-3		-3%		YES		YES		14		15%		3		3%												x

		DEV1131		MIS21080		99-32121/242 G/A A 96		10		94		100%		87		92%		83		7		8%		0		0%		0		0%		0		0%		0		0%		7		8%		-7		-8%		YES		YES		9		10%		2		2%		E03/H11		AA		AG		AA		Séquence R110		x

		DEV1144		MIS21117		99-32131/312 C/T A 96		7		70		74%		86		91%		66		-16		-17%		11.28		12%		4		4%		8		8%		13		14%		4		4%		9		10%		NO		YES		26		28%		0		0%

		DEV1145		MIS21118		99-32131/312 C/T A 96		8		74		79%		88		94%		69		-14		-15%		14.1		15%		1		1%		13		14%		6		6%		5		5%		1		1%		NO		YES		24		26%		0		0%

		DEV1146		MIS21119		99-32131/312 C/T A 96		9		60		64%		87		93%		58		-27		-29%		0.94		1%		0		0%		1		1%		33		35%		7		7%		26		28%		NO		YES		31		33%		0		0%

		DEV1132		MIS21085		99-32131/312 C/T A 96		10		90		96%		88		93%		82		2		2%		0		0%		0		0%		0		0%		4		4%		6		7%		-2		-2%		YES		YES		10		11%		0		0%

		DEV1129		MIS21090		99-32148/315 C/G A 96		10		82		87%		85		90%		71		-3		-3%		0		0%		0		0%		0		0%		12		13%		9		10%		3		3%		NO		YES		19		20%		2		2%		D01/G04		CC		GC		GC		Séquence R110

		DEV 1111		MIS21091		99-54279/152 G/C B 96		6		0		0%		90		96%		0		-90		-96%		94		100%		0		0%		94		100%		0		0%		4		4%		-4		-4%		NO		YES		90		96%		0		0%

		DEV1114		MIS21094		99-54279/152 C/G B 96		9		0		0%		87		93%		0		-87		-93%		94		100%		1		1%		93		99%		0		0%		6		6%		-6		-6%		NO		YES		87		93%		0		0%

		DEV1130		MIS21095		99-54279/152 G/C B 96		10		0		0%		86		91%		0		-86		-91%		94		100%		0		0%		94		100%		0		0%		8		9%		-8		-9%		NO		YES		84		89%		0		0%

		DEV1107		MIS21096		99-62531/351 C/T A 96		6		85		90%		87		93%		77		-2		-2%		1		1%		1		1%		0		0%		8		9%		6		6%		2		2%		YES		YES		16		17%		0		0%

		par point		NT FP		T FP																																T FP		NT FP

		NT FD		1222		757																														T FD		12		6

		T FD		477		1575FP / 1505FD																														NT FD		9		21

																		1128

		204 (5%) typés en + FP qu'en FP

		175 (4%) non typés en - en FP qu'en FD

		29 (1%) ambigus en - en FP qu'en FD

		1372 (31%) différences de typages sans discordances entre FP et FD

		0,4% de discordances entre FP et FD

		1,2 % de discordances entre FP et FD typés

		33% de typages équivalent (FD=FP)

		12/18 HMZ en FP passent HTZ en FD

		5/18 HTZ en FP passent HMZ en FD

		1/18 HMZ1 en FP passent HMZ2 en FD

		Les discordances sont dues principalement à la présence de séquence ainsi qu'à la mauvaise incorporation de l'un des deux marqueurs





Bilan FPvsFD suite (2)

										Typés														Non Typés												Ambigus												Validation plaque				Différences de typages  FP/FD

		n° FP		n° FD		Oligo		plq				% Typés FP				% typés FD		T/T		FP-FD		FP-FD %				% NT FP				% NT FD		FP-FD		FP-FD %				% Ambigus FP				% Ambigus FD		FP-FD		FP-FD %		Validation FP		Validation FD				% de différence				% de discordances		Pos 96		Typage FP		Typage FD		Redépot FD sur ABI		Commentaires

		DEV1139		MIS21001		18-338/305 G/A A 96		6		80		85%		87		93%		77		-7		-7%		8		9%		3		3%		5		5%		6		6%		4		4%		2		2%		NO (>10 pts NT)		YES		13		14%		0		0%

		DEV1095		MIS21026		19-28/136 G/T B 96		6		87		93%		85		90%		78		2		2%		5		5%		0		0%		5		5%		2		2%		9		10%		-7		-7%		YES		YES		16		17%		0		0%

		DEV1066		MIS21030		19-28/136 G/T B 96		10		85		90%		85		90%		75		0		0%		0		0%		0		0%		0		0%		9		10%		9		10%		0		0%		YES		YES		18		19%		0		0%

		DEV1164		MIS21040		19-46/322 G/A B 96		10		92		98%		85		90%		83		7		8%		0		0%		1		1%		-1		-1%		2		2%		8		9%		-6		-7%		YES		YES		8		9%		1		1%		B04		TT		CT		CT		Séquence R110 et Tamra (plus faible)		x

		DEV1091		MIS21041		19-56/140 C/T B 96		6		91		97%		89		95%		86		2		2%		3		3%		0		0%		3		3%		0		0%		5		5%		-5		-5%		YES		YES		9		10%		1		1%		A11		GG		AG		GG		Séquence pic R110		x

		DEV1063		MIS21055		19-9/45 C/T A 96		10		92		98%		87		92%		83		5		5%		0		0%		0		0%		0		0%		2		2%		7		8%		-5		-5%		YES		YES		9		10%		0		0%

		DEV1127		MIS21065		99-28788/300 G/A A 96		10		77		82%		85		90%		69		-8		-9%		0		0%		0		0%		0		0%		17		18%		9		10%		8		9%		NO (>10 pts NT)		YES		20		21%		0		0%

		DEV1059		MIS21071		99-32065/303 A/C B 96		6		92		98%		85		90%		80		7		7%		0		0%		0		0%		0		0%		2		2%		9		10%		-7		-7%		YES		YES		14		15%		3		3%						TT		TT		Pas de Tamra + beaucoup de séquence R110		x

		DEV1064		MIS21075		99-32065/303 A/C B 96		10		88		93%		85		90%		76		3		3%		0		0%		0		0%		0		0%		6		7%		9		10%		-3		-3%		YES		YES		14		15%		3		3%												x

		DEV1131		MIS21080		99-32121/242 G/A A 96		10		94		100%		87		92%		83		7		8%		0		0%		0		0%		0		0%		0		0%		7		8%		-7		-8%		YES		YES		9		10%		2		2%		E03/H11		AA		AG		AA		Séquence R110		x

		DEV1145		MIS21118		99-32131/312 C/T A 96		8		74		79%		88		94%		69		-14		-15%		14.1		15%		1		1%		13		14%		6		6%		5		5%		1		1%		NO		YES		24		26%		0		0%

		DEV1132		MIS21085		99-32131/312 C/T A 96		10		90		96%		88		93%		82		2		2%		0		0%		0		0%		0		0%		4		4%		6		7%		-2		-2%		YES		YES		10		11%		0		0%

		DEV1129		MIS21090		99-32148/315 C/G A 96		10		82		87%		85		90%		71		-3		-3%		0		0%		0		0%		0		0%		12		13%		9		10%		3		3%		NO		YES		19		20%		2		2%		D01/G04		CC		GC		GC		Séquence R110

		DEV 1111		MIS21091		99-54279/152 G/C B 96		6		0		0%		90		96%		0		-90		-96%		94		100%		0		0%		94		100%		0		0%		4		4%		-4		-4%		NO		YES		90		96%		0		0%

		DEV1114		MIS21094		99-54279/152 C/G B 96		9		0		0%		87		93%		0		-87		-93%		94		100%		1		1%		93		99%		0		0%		6		6%		-6		-6%		NO		YES		87		93%		0		0%

		DEV1130		MIS21095		99-54279/152 G/C B 96		10		0		0%		86		91%		0		-86		-91%		94		100%		0		0%		94		100%		0		0%		8		9%		-8		-9%		NO		YES		84		89%		0		0%

		DEV1107		MIS21096		99-62531/351 C/T A 96		6		85		90%		87		93%		77		-2		-2%		1		1%		1		1%		0		0%		8		9%		6		6%		2		2%		YES		YES		16		17%		0		0%

		par point		NT FP		T FP																																T FP		NT FP

		NT FD		1222		757																														T FD		12		6

		T FD		477		1575FP / 1505FD																														NT FD		9		21

																		1128

		204 (5%) typés en + FP qu'en FP

		175 (4%) non typés en - en FP qu'en FD

		29 (1%) ambigus en - en FP qu'en FD

		1372 (31%) différences de typages sans discordances entre FP et FD

		0,4% de discordances entre FP et FD

		1,2 % de discordances entre FP et FD typés

		33% de typages équivalent (FD=FP)

		12/18 HMZ en FP passent HTZ en FD

		5/18 HTZ en FP passent HMZ en FD

		1/18 HMZ1 en FP passent HMZ2 en FD

		Les discordances sont dues principalement à la présence de séquence ainsi qu'à la mauvaise incorporation de l'un des deux marqueurs





Liste oligos

		SNP		GENE		primers PCR		conc validation		protocole PCR		Oligo's name		Direction		Size		Expected Polymorphism		Incorpored Base		Storage_Position

		99-28788/300		NET		99-28788_0		16		standard		99-28788/300/A23		A		23		A/G		A/G		BOX 63 F8

		99-32061/304		NET		99-32061_0		10		standard		99-32061/304/A23		A		23		A/G		A/G		BOX 66 E4

		99-32121/242		NET		99-32121_0		7		standard		99-32121/242/A23		A		23		A/G		A/G		BOX 66 E3

		99-32148/315		NET		99-32148_1		9.3		standard		99-32148/315/A19		A		19		G/C		G/C		BOX 112 B1

		19-56/140		NET		19-56_1		13		standard		19-56/140/B19		B		19		A/G		C/T		BOX 1 E7

		19-28/136		NET		19-28_0		17.4		standard		19-28/136/B19		B		19		A/C		G/T		BOX 1 H5

		19-29/303		NET		19-29_1		15		5% DMSO		19-29/303/A19		A		19		C/T		C/T		BOX 1 B6

		19-46/322		NET		19-46_0		10.7		standard		19-46/322/B19		B		19		C/T		A/G		BOX 1 B5

		99-32065/303		NET		99-32065_0		10		standard		99-32065/303/B19		B		19		G/T		A/C		BOX 70 A7

		99-32131/312		NET		99-32131_0		6		standard		99-32131/312/A23		A		23		C/T		C/T		BOX 66 C3

		19-58/162		Gbeta3		19-58_1		6.5		standard		19-58/162/A19		A		19		C/T		C/T		BOX 1 E6

		19-9/45		Gbeta3		19-9_0		10		standard		19-9/45/A19		A		19		C/T		C/T		BOX 1 A3

		18-355/67		Gbeta3		18-355_0		11		standard		18-355/67/B23		B		23		C/T		A/G		BOX 1 H7

		18-353/267		Gbeta3		18-353_0		5		standard		18-353/267/B19		B		19		C/T		A/G		BOX 1 G7

		18-338/305		Gbeta3		18-338_0		7		standard		18-338/305/A19		A		19		A/G		A/G		BOX 1 E7

		19-17/188		WFS1		19-17_0		11.6		standard		19-17/188/A19		A		19		A/G		A/G		BOX 1 F1

		19-19/174		WFS1		19-19_1		23.2		standard		19-19/174/B19		B		19		C/T		A/G		BOX 1 H1

		24-243/346		WFS1		24-243_1		15.5		standard		24-243/346/A19		A		19		C/T		C/T		BOX 2 D7

		99-62531/351		WFS1		99-62531_0		10.7		standard		99-62531/351/A19		A		19		C/T		C/T		BOX 111 H5

		99-54279/152		WFS1		99-54279_0		7		standard		99-54279/152/B19		B		19		G/C		G/C		BOX 106 B6





Redépots
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Bilan1

				RECAPITULATIF PNU

		1er envoi de 56 plaques

		47 plaques refaites en Fluorescence Directe												LJL-FD		LJL-FP

												0%		22		20

		12 plaques YES FP / YES en FD										1-80%		4		3

		20 plaques NO FP / NO en FD										80-85%		2		1

		9 plaques YES FP / NO en FD										85-90%		3		5

		6 plaques NO FP / YES en FD										>90%		16		18

		47 plaques x 94 échantillons soit 4418 points

		51,5 % typés en FP				47 % typés en FD

		43,1 % Non typés en FP				47 % Non typés en FD

		5,4 % Ambigus en FP				6 % Ambigus en FD

		32 % de différences de typages						(Ambigu ou NT => Typés)

								( Typés => Ambigu ou NT)

		33 % de typés FP / typés FD (1471/4418)

		0,41 % de discordances sur la totalité des points (18/4418)

		1,2 % de discordances sur les points typés (18/1471)

		12 / 18 points sont HMZ en FP et HTZ en FD

		5 / 18 points sont HTZ en FP et HMZ en FD

		1 / 18 points sont HMZ1 en FP et HMZ2 en FD

		15 PCR refaites en 30µL						99-32131/312

								99-32061/304

								18-353/267

								18-338/305

		Au total : 67 plaques envoyées

		9 marqueurs complets sur les 5 plaques ADN

		4 marqueurs OK sur 4 plaques ADN

		3 marqueurs OK sur 2 plaques ADN





Bilan1
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Bilan2
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envoi1
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envoi2

				RECAPITULATIF PNU

		* 5 envois soit 67 plaques au total

		l		9 marqueurs complets sur les 5 plaques ADN

		l		4 marqueurs OK sur 4 plaques ADN

		l		3 marqueurs OK sur 2 plaques ADN

		* 53 plaques refaites en Fluorescence Directe et comparées à la Fluorescence Polarisée

				53 plaques x 94 échantillons soit 4982 points

		l

		l

		l

		l

		l		53,1 % typés en FP				53,6 % typés en FD						0,5 % de points typés en moins en FP qu'en FD

		l		38,8 % Non typés en FP				40,1 % Non typés en FD						1,3 % de non typés en moins en FP qu'en FD

		l		8,1 % Ambigus en FP				6,2 % Ambigus en FD						1,9% d'ambigus en plus en FP qu'en FD

		l												(Typés FP- Typés FD ou Non typés FP-Non typés FD)

		l		85,4 % de typés FP - typés FD (963/1128) sur les plaques YES FP /YES FD

		l												(Ambigu ou NT FD => Typés FP OU Typés FD => Ambigu ou NT FP)

		l		1,06 % de discordances sur la totalité des points (12/1128) sur les plaques YES FP /YES FD

				7 / 12 points sont HMZ en FP et HTZ en FD						dont 4 sont dus à la présence de séquence R110 observé lors du dépôt FD sur ABI

										dont 2 sont dus à la présence d'un faible pic tamra dans le signal spécifique R110 observé lors du dépôt FD sur ABI

										dont 1 faible incorporation du tamra mais n'expliquant pas la discordance (séquence ???) observée lors du dépôt FD sur ABI

				4 / 12 points sont HTZ en FP et HMZ en FD						dont 2 sont dus à la présence de séquences R110 observées lors du dépôt FD sur ABI

										dont 2 sont dus à la faible incorporation de R110 observées lors du dépôt FD sur ABI

				1 / 12 points sont HMZ1 en FP et HMZ2 en FD						pas de Tamra mais reste inexpliqué

				Conclusions

				Il existe très peu de différences significatives entre la FD et la FP

				J'aurai tendance à dire que les discordances sont générées par la FD la plupart du temps à cause

				de pics R110 non spécifiques.

		*		On remarque donc que le nombre de typés en FD est légèrement supérieur à celui de FP.

		*		Par contre le nombre de points non typés est supérieur en FD qu'en FP.

				Ceci peut être dues : soit à une meilleur incorporation des dyes en FP qu'en FD

				soit plus probablement au fait que le nombre de manipulations est plus réduite en FP qu'en FD. (pas transferts et plus purification en FP)

		*		Mais les points sont plus facilement influençables par de la fluorescence parasite en FP ce qui augmente le nombre d'ambigu

				De point de vue observation des résultats sur les 2 logiciels on peut dire que les nuages de points

				sont plus regroupés généralement en FD qu'en FP mais étant donné que l'échelle de lecture est plus faible

				en FP qu'en FD un écart faible d'un échantillon se verra plus en FP qu'en FD

				et ce point sera rejeté plus facilement





envoi3

		

												AVAILABLE PLATES

						NET		19-56/140				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

								19-28/136				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

								99-32065/303				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

								99-32148/315				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

						Gbeta3		19-9/45				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

								18-355/67				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9

						WFS1		19-17/188				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

								99-62531/351				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9

								99-54279/152								18-PL8





envoi4

		

												AVAILABLE PLATES_2

						NET		99-32121/242				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

								99-28788/300				18-PL6		18-PL7		18-PL8		18-PL9		18-PL10

								99-32131/312				18-PL6								18-PL10

								19-46/322				18-PL6								18-PL10

								99-32061/304												18-PL10

						Gbeta3		18-353/267												18-PL10

								18-338/305				18-PL6





envoi5

		

												AVAILABLE PLATES_3

				NET		99-28788/300												18-PL10

				Gbeta3		18-338/305				18-PL6

				WFS1		99-54279/152				18-PL6						18-PL9		18-PL10

		More typings than before





		

												AVAILABLE PLATES_4

				NET		99-32131/312						18-PL7		18-PL8		18-PL9





		

												AVAILABLE PLATES_5

				NET		99-32061/304				18-PL6

				Gbeta3		18-353/267				18-PL6		Only 84 % typed

						18-338/305						18-PL7		18-PL8		18-PL9
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