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Formulaire de contact

séquençage à haut débit – RNA-seq et CHIP-SEQ

Le but de ce formulaire est de nous permettre d’identifier vos besoins en génomique afin que nous puissions préparer une offre de service qui soit adaptée à votre demande. Nous vous proposerons une réunion en retour de ce formulaire.
Ce formulaire complété doit être renvoyé à l’adresse suivante : genomique@bio.ens.psl.eu.
Projet

Titre du projet :
Acronyme (caractères alphanumériques et tiret uniquement) :
Nom du porteur de projet :
Fonction du porteur de projet :
Courrier électronique du porteur de projet :
Laboratoire/unité du porteur de projet :
Tutelle(s) (université, EPST…) :
Adresse du laboratoire :
Financement du projet :
Ressources humaines dédiées au projet (nombre homme x mois) :
Courte description du projet
Implication de notre plateforme

· À quel niveau souhaitez-vous obtenir l’aide de la plateforme GenomiqueENS ?
Remplacer le caractère « ☐ » par « X » pour cocher une case.
☐ Préparation des banques RNA-seq

☐ Préparation des banques ChIP-seq

☐ Séquençage de banques et contrôle qualité des séquences

· Démultiplexage et génération des fichiers FASTQ
· Rapport qualité du run et des échantillons séquencés
☐ Illumina : analyse bioinformatique* automatisée incluse (ChIP-seq, RNA-seq) :

· RNA-seq (rognage des adaptateurs, alignement des lectures, comptage et analyse différentielle) sur des dessins expérimentaux simples (comparaisons deux à deux)
· ChIP-seq (rognage des adaptateurs et alignement des lectures)
· Soumission des résultats dans les dépôts publics (GEO, NCBI) avant publication
☐ Illumina : analyse bioinformatique* accompagnée par un·e bioinformaticien·ne (RNA-seq uniquement, en plus ou en remplacement des analyses Illumina incluses) :

· Utilisation de génomes et annotations non disponibles dans la base de données Ensembl
· Projet effectué sur plusieurs runs à regrouper
· Dessins expérimentaux complexes
· Paramètres d’analyse différents de ceux par défaut
☐ Nanopore : analyse bioinformatique* accompagnée par un·e bioinformaticien·ne (RNA-seq uniquement) :

· RNA-seq (alignement des lectures, comptage et analyse différentielle)
· Soumission des résultats dans les dépôts publics (GEO, NCBI) avant publication
· Utilisation de génomes et annotations non disponibles dans la base de données Ensembl
· Projet effectué sur plusieurs runs à regrouper
· Paramètres d’analyse différents de ceux par défaut
· Appel de base pour recherche de méthylations (m6A)
· Recherche des isoformes
* : Seules les banques réalisées et séquencées sur la plateforme GenomiqueENS sont acceptées pour une analyse bioinformatique.
Dessin expérimental

· Sur quel organisme eucaryote le projet va-t-il être effectué ?
· Quel est le pourcentage en GC de son génome ?
· Quel est le nombre d’échantillons à séquencer ?
· Quel est le dessin expérimental de votre expérience ? Celui-ci doit détailler les différentes conditions à analyser, le type d’échantillon, les comparaisons envisagées…
Exemple : souris sauvage contre knock-out à 2 étapes X1 et X2 du développement dans des extractions du cerveau complet.
· Quel est le nombre de réplicats par condition ?
Nous recommandons un minimum de 3 réplicats si vous souhaitez une analyse statistique robuste.
· Quelle est votre expérience en matière de séquençage à haut débit ?
Exemple : protocoles déjà utilisés pour la préparation des échantillons, des banques, formations suivies, connaissance des méthodes d’analyse, êtes-vous déjà passé par un fournisseur (privé ou public), si oui lequel…).
Projet RNA-seq uniquement

· Quelles sont les comparaisons à réaliser si l’analyse bioinformatique est demandée ?
Exemple : KO vs WT (la seconde condition sera la condition de référence, ici WT).
· Quels sont les moyens de validation des cibles sorties à l’aide du séquençage à haut débit ?
Projet ChIP-seq uniquement

· Quelles sont les méthodes que vous avez utilisées pour valider l’enrichissement de l’immuno-précipitation en ChIP-seq ?
Exemple : enrichissement d’une cible par PCR quantitative.
Protocoles proposés par notre plateforme

Préparation des banques

· Séquences courtes : Illumina
· RNA-seq
· Petites quantités ARNm (10 pg – 10 ng) – Pas de conservation du sens des transcrits
· Purification des ARNm polyA+ (25 ng – 1 µg)
· ChIP-seq
· Cellules uniques (un autre formulaire est dédié à cette technologie)
· Séquences longues : Oxford Nanopore Technologies
· RNA-seq
· Purification des ARNm polyA+ (10 pg – 10 ng) – Pas de conservation du sens des transcrits
· ARN direct polyA+ (500 ng)
· Autres protocoles : n´hésitez pas à nous contacter, nous sommes ouvert à la discussion.
· Y a-t-il un protocole de préparation de banque du catalogue ci-dessus que vous préférez utiliser et pourquoi ?
Exemples : Limitation de la quantité de matériel, conservation du sens des transcrits, étude des ARN non codant, étude des isoformes…
Type de séquençage

· Séquences courtes : NextSeq 2000 – Illumina
· FlowCell P1 (≈ 100 millions de lectures par run)
· Kit 300 cycles (ex : 2 × 150 bases)
· FlowCell P2 (≈ 400 à 450 millions de lectures par run)
· Kit 100 cycles (ex : 1 × 100 bases ou 2 × 50 bases)
· Kit 200 cycles (ex : 1 × 200 bases ou 2 × 100 bases)
· Kit 300 cycles (ex : 1 × 300 bases ou 2 × 150 bases)
· FlowCell P3 (≈ 1100 millions de lectures par run)
· Kit 50 cycles (ex : 1 × 50 bases ou 2 × 25 bases)

· Kit 100 cycles (ex : 1 × 100 bases ou 2 × 50 bases)
· Kit 200 cycles (ex : 1 × 200 bases ou 2 × 100 bases)
· Kit 300 cycles (Ex : 1 × 300 bases ou 2 × 150 bases

· Séquences longues : MinION – Oxford Nanopore Technologies
· PCR cDNA (transcrits jusqu’à la pleine longueur, 7 millions de lectures par run en moyenne)
· ARN direct (longueur moyenne de 1000 bases, 1 million de lectures par run en moyenne)
· Y a-t-il un type de séquençage du catalogue ci-dessus que vous préférez utiliser et pourquoi ?
Réalisation du projet

· Quelles sont les personnes impliquées dans le projet ?
La personne responsable du projet doit être indiquée en premier. Décrivez également à quelle étape du projet chacune de ces personnes va intervenir (préparation des échantillons, réalisation des banques, analyse des données, validation des résultats).
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· À quelle date pensez-vous pouvoir apporter les échantillons à notre plateforme ?
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