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Plan de la présentation

» De |la génétique a la génomique : les bases

» L'évolution des méthodes de séquencage : comment
décrypter les génomes toujours plus vite

» Les applications dans la caractérisation des génomes
et de leur évolution

» Les applications du séquencage a la compréhension
du fonctionnement des génomes



Les chromosomes le support de I’'hérédité
Theodor Boveri - Walter Sutton (1902)

TR TR
13 20 21 a2 X Y

Par I'analyse de leur distribution dans les cellules, leur forme,
la comparaison entre les ovules et les spermatozoides, ces
deux savants ont proposé que les chromosomes étaient le
support de I'hérédité.

=> La cytogénétique
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* Les chromosomes sont constitués d’ADN et de
protéines - quel est le support de I'hérédité?
— Réponse 1 : les protéines — des molécules tres variées
constituées de 20 acides aminés

— Réponse 2 : 'ADN — semblait au départ un composant
structurel bien moins complexe constitué de 4 bases



LUADN est le support de I’hérédité

Transformation du pneumocoque - Oswald T. Avery

(+ protéines souche S)

Souche R +
Souche S tuée Souche S tuée ou ADN de souche S

=L’ ADN est le support de I’ hérédité!
COMMENT?



LADN est un acide nucléique double brin

OH

H
3 Réplication de I ADN



Le code génétique
La structure des protéines est écrite dans le génome

A
U Codon 1 Méthionine

G=

A , .

g Codon 2 Thréonine

G— . .

A | Codon3 Acide glutamique
G__

c— .

U Codon 4 Leucine

U-

c .

G Codon 5 asparagine

G_J

A— 7 .

G Codon 6 Sérine

C_|

o=

A Codon 7 Stop

G

Ribonucleic acid



Message 1:

>

LADN est le support de I’hérédité

Sa structure lui permet d’étre recopié et transmis fidelement a
la descendance

'agencement des 4 bases constitue un texte qui est le
programme génétique transmis de génération en génération

Le code génétique associe a des triplets de trois bases un des
20 acides aminés des protéines



L’ expression génétique et
les technologies de |'information

Informatique
ADN (ACGT) Disque dur
‘ Transcription (copie)
ARN (ACGU) Mémoire vive

‘ Traduction (code)

Protéine Programme
(20 acides aminés)




L'expression génetique

L'ADN est recopié en ARN dans le noyau

Grosse
sous-unité
ribosomique

, Polypeptide

ARN
messager

etite sous-unité
ribosomique

S 4

L'ARN est "traduit" en protéines
dans le cytoplasme



Deux autres niveaux de complexité de
I'expression génetique



Les genes morcelés

Escherichia coli : 4000 genes Homo sapiens : 25 000 génes

ADN s

I s e e
(|
I I
Protéine “




La chromatine et I'épigénétique

chromatin fiber

O

 LADN est associé a des protéines dans le noyau
* La modification des histones affecte la transcription des genes
* La méthylation de ’'ADN modifie également la transcription



Message 2:
> Un gene code pour une ou plusieurs protéines

> Le fonctionnement du génome — le programme génétique
assure la synthese de chaque protéine a la bonne
concentration — on parle d’expression génétique

> Le phénotype résulte a la fois des caractéristiques des
protéines et de leur quantité.



Le séquencage des acides nucléique permet de
caractériser:

. LADN

II. UARN

. La traduction de I'’ARN

Iv. La modification de la chromatine

V. La fixation de régulateurs sur leur cible



* Décrypter le génome: le séquencage de ’ADN



1977 : Le séquencage de 'ADN

Walter Gilber - Université d’ Harvard Fred Sanger - MRC Cambridge
Méthode chimique Méthode enzymatique



LLa méthode de Sanger

QAT O

ACGTGGGCTAAGTGCGTATGCATGCGTGCT

TGCACCCGATTCACGCATACGT
TGCACCCGATTCACGCATACG

GCAGTT T16C 4380

TGCACCCGATTCACGCATAC “AexCCUIIES e
TGCACCCGATTCACGCATA ot TTTTA 40
TGCACCCGATTCACGCAT R T
TGCACCCGATTCACGCA L oonC aam
TGCACCCGATTCACGC fiiicuc s
TGCACCCGATTCACG e

> S ccc =
L'ADN est recopié par ' ADN polymérase arE " aa 4280

e 1A
La synthese se termine a une base connue: ACG T _— 5:(“ S
+ -

Toutes les molécules ont le méme début

Séparation des molécules par électrophorese



1977 - 2003

* Automatisation et optimisation de la méthode de Sanger
e Sequencage capillaire et fluorescence

X 300

590 600 610 620 630
‘"AATGCACTGTTTTATACAGCAACAACTACTTTTTTATT T TAAA

T s
700 710 720

80 690

CT TATAAT TAACAAGATGT TATAGTTCTAGACATTTTTGATAT




Le génome humain :

» Premiere séquence du génome humain en 2001
» Co(t total de I'ordre de 1 milliard de S



Les nouvelles technologies de séquencage

Séguencage Sanger

1 ADN 1 réaction de séquence 96 séquences 800 bases

Séquencage Nouvelle Génération

N ADN N réactions de séquence et séquencage de 150 bases
amplifiés




HiSeq2500 - lllumina

Clonage in vitro Séguencage



Le clonage in vitro: le recopiage de molécules d'ADN

‘s‘(((((‘((

Eﬁcccccccc.

F((c((((((

t CCCTTTTTTe

§—<cccccccce
<

Fixation de molecules Chague molécule d'ADN est recopiée localement
sur une lame de verre par I'ADN polymérase



les d'ADN
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Le processus rei

1000 molécules identiques

1 milliard de "clones"

sur une lame



Séquencage par détection de la base incorporée

ACGTGTGTCAGTGCTA
TGCACACAGT

+ Appp Cppp Gppp Tppp
Recopier une base bloquée

ACGTGTGTCAGTGCTA
TGCACACAGTC

+ Appp Cppp Gppp Tppp

Prise d'image



Séquencage par détection de la base incorporée

ACGTGTGTCAGTGCTA
TGCACACAGTC

ACGTGTGTCAGTGCTA
TGCACACAGTC

+ Appp Cppp Gppp Tppp

ACGTGTGTCAGTGCTA
TGCACACAGTCA

Déblocage et élimination de I'étiquette fluorescente

Nouveau cycle de synthese

Prise d'image



Grands 1nstruments ou usines
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> The Beijing Genomics Institute (BGlI)
> 140 séguenceurs
> 300 génomes humains par semaine



Quelques chiffres

» 2 00 000 000 réactions en parallele nature |
» 250 bases lues e

» “
W . 9
,'_-" "..

» 180 fois le génome humain ‘IISIEES‘

ar e e

» 1 semaine v

R
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; |
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» 5000 S pour un génome humain




Deux types de séquenceur

HiSeq (lon Proton): tres haut débit

2 fois 500 Milliards de bases en 6 jours
=> Séquence de 30 génomes humain
=> Séquence de 20 000 Escherichia coli

MiSeq (lon Torrent): moyen débit -

Flexible

Jusqu’a 15 Milliard de bases en 2 jours

=>Séquence de 30 génomes d’E. coli

=> Application en recherche et dans le
diagnostic



Le séguencage de 3¢Me génération

Molécule unique sans amplification
Lectures longues (1000 nucléotides)
ldentification des modification des bases



Pacific bioscience — SMRT technology

&)
Technologie des semi- ey
conducteurs. vo__~_o._o 7
Visualisation: chambre @ @ oy
nanophotonique de 20 ~ P e
ZeptOIItreS (1 0-21 I) | triphosphate ;jeoc:(};ri:osé

Marquage fluorescent des nucléotides tri-P

La
polymérase
est
immobilisee

Intensity

Observatiomri d'une polymérase unique ajoutant des nucléotides (1-3 bases / sec)
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Pacific bioscience

Spécifications
23 000 lectures
1 heure

> 5000 bases
Exactitude: 90%!




Message 3.

>

>

>

Le sequencage de I'ADN a été inventé il y a 36 ans
Le premier génome humain a été séquencé en 2001

De tres nombreuses innovations entrainent une
augmentation de la vitesse et une diminution des couts

Le séquencage du génome humain pour 1000S devient
une réalité

Les etapes limitantes sont I'informatique et I'analyse des
données



Evolution du séquencage

* Séquencage Sanger: production de données et
de données de référence

— Ces données sont stockées dans des banques de
séequences (Genbank, EMBL)

e Séguencage nouvelle génération: méthode de
laboratoire d’observation (sorte de
microscope moléculaire) donc d’étude de
meécanismes



La bioinformatique

@MB1626 : 70 : ABAADAAPA-AGELZ :1:1101 114394 :1725 1:N:0:5
GCACGATTACTTGCTCTACGCTCTTTACGACGCTTTTCATCAACTTTCCATTGAATTTTTTTCTTGTAACCTGGTTTTATTTTTTTCTTTTTCTTTTTCACAAGTCCAATCATT
TCTGTATCTAATTTTTGTTAGGACTTTTCACGGTTATTACGACGATCACGGTCGTATGTATCTTGAAATTCACCGTTT

N
13111>>1BDD1AFEF1A11AAAFG3EA0ABBAAABF 2FF 21 AABBBAZADL11DF GDEAEADALD1 2DF EABBEAF 2BF FGHGECFF GFGF GGHHHF 2:210B=11BB1EF
BBF2B2BBF 21FGHEL<BB21-ABBGHHF 2@/ /77 /QF 22/ / </ # +F JB st = u o/ =Bcc=BB B=DHOA 1= . 1 . 2

@MB1626 : 70 : ABAADARPA-AGELZ :1:1101 :15308:1737 1:N:0:5
TTCAATACAAGAGCCCCTTACTTCCTTTTTCTATACCTTTTTCCGTAATTTCCATAATCGCCGTAAGTAGCAACAGATTCATTAACTTTATTAAGATTAATACCTAAGAACTTT
GAACCACTTTGTTCCATCTGTTCTTTTGCTTTTTCAACATAATTACGTTTTATTCTGCCTGCTTGGGTTACTAAAATAAAACCATCCCAACCATTAGCGCTTATTGCGGCATCA
ACAACTAAACCAATCGTTTGAGTATCCATGTTAATTTAAACATCGGACATCCCACCCCCTTCCCCCCCTCOD

+

~A411D3BB1111 AFEAAF 1 AAFEAFEGGHCF 3D3B2DF GGHGFBBA, ADBFF 2F21F 2/ /A /4 / /0D22BA1BAABABELDF 2DF GGG2@D2@112BB1F 2FCF11811FFGF
121B707BFG1F GFF 2BBB1BFFGGFHFB=GGHFB22F 1<D1BG2BA<GFF 2GGFH2@G1ACG1A/AF /1@1111711F1D . 228 .15 .2, DDB/ c-sc = 1 1— 3 - 1/0
@:@..;9COCFA.// ;. . .=0. ;00 ;00000000 //9/9///9-9--9/7 19/ = j———/—- 19—}

@MA1626 : 70 : ABARBAREA-AGELZ :1:1101 :16123:1748 1:N:0:5

* Le séquenceur produit des fichiers FASTQ:

* La séquence nucléotidique

e Des valeurs de qualité pour chaque base
=> Fichier de plusieurs millions de lectures
=> Les logiciels utilisent ces fichiers en entrée



Séquencage géenomique

Deux approches:

— Séquencage de novo: assemblage de toutes les

sequences pour obtenir la séquence d’un
organisme

— Re-séquencage: alignement des séquences
individuelles sur une référence pour détecter les
différences, les mutations, les recombinaisons, les
duplications ...




Application du séquencage d’ADN



Caractérisation d’'une espece vivante
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Spider genomes provide insight into composition
and evolution of venom and silk




Caractérisation d’'une espece vivante

The NEW ENGLAND JOURNAL ¢f MEDICINE

‘ ORIGINAL ARTICLE ‘

Origins of the E. coli Strain Causing an Outbreak
of Hemolytic-Uremic Syndrome in Germany

> Souche d’Escherichia coli responsable I'épidémie de syndromes
hémolytiques urémiques de 2011 en Europe.

> Compréhension de la spécificité de cette souche, de sa virulence et de sa
capacité épidémique.
> Mise au point d’un outil de diagnostic



Application du re-séquencage:
'évolution bactérienne et la virulence



Le streptocoque du groupe A

gue %

. _ , Infections invasives gravissimes:
- Bactérie commensal inoffensive
_ o , - Fasciite nécrosante
- Infections bénignes : angines
- Choc sceptique



Analyse de la transition
commensal => pathogene invasif

e Sequencage de groupes d’isolats d’infections
invasives ou de portage provenant de I'entourage

* Génome de 2 000 000 bases — séquencage lllumina

* Deux cas avec une seule différence dans un gene
méme régulateur

=> Ces mutation entraine une plus forte expression des
genes de virulence dans l'isolat de portage

Coll Claire Poyart, CNR des streptocoques



Répondre a une question
d’épidémiologie

« L'émergence des infections néonatales a Streptococcus
agalactiae (streptocoque du groupe B) dans les années 60
en Europe et aux Etats-Unis

* Meéthodologie:

— séquencage complet de 230 souches isolées de 4 continents
sur plus de 50 ans.

— Assemblage de novo et détection de mutations (re-
sequencage)

— Phylogénie basée sur les polymorphismes entre ces souches



Relations phylogénétiques entre les 230 souches
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=>Des lignages bien
définis

=>Présence de clones
dominants dans
chaque lignage tres
peu divers

=>Les branches plus
longues correspondent
a des recombinaisons



Phylogénie des souches
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'analyse statistique permet de dater l'origine de ces clones



* 'émergence des infections néonatales a
streptocoque B correspond a I'expansion d’un
petit nombre de clones

* Les années 50 - 60 correspondent a la
généralisation de 'utilisation des antibiotiques

* 90% des souches humaines de S. agalactiae
sont résistantes a la tétracycline
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» Chague clone résulte de I'insertion d’un transposon codant pour la r

» Ces clones provenant d’une seule bactérie se sont d



Conclusions

» L'étude génomique montre que I'émergence des
infections néonatales a S. agalactiae est réelle et
non la conséquence d’'une meilleure détection.

» L'utilisation massive de la tétracycline dans les
années 50 a résulté dans le remplacement de |la
population par quelques clones résistants

» Malgré la diminution de ['utilisation de cet
antibiotique ces clones sont stables



Application du séquencage en
microbiologie clinique

» Compréhension et surveillances des maladies
infectieuses et des épidémies

> Surveillance des maladies nosocomiales

> Analyse de |a résistance aux antibiotiques et sa
dissémination (antibiogramme moléculaire)

> Diagnostic en microbiologie et en virologie

> Alerte pour le bio terrorisme



Ftudes des maladies rares

» Hypothese: une mutation est responsable du
syndrome

» Analyse familiale, étude de grandes familles,
étude de familles consanguines

> Difficultés:
— Maladies tres rares

— Mutations dans différents genes responsables du
méme syndrome.



Exemple d'identification de mutation

 Une famille de quatre enfants sains, mais trois d'entre eux
perdent peu a peu la vision — syndrome de rétinite
pigmentaire.

* Test négatif pour plus de 50 mutations connues associées a ce
syndrome.

* Proposition du généticien de séquencer les génomes au sein
de cette famille

=> |dentification d'une mutation dans le gene DHDDS qui ajoute
un sucre a la rhodopsin

=> | 'inactivation de ce gene chez |le poisson zebre donne le
méme phénotype



Analyse du développement d’un cancer

=> Principe: sequengage de 'ADN de tumeurs et de métastases

Sous-clones
capacité métastat.

Liver

Cellule tumorale Clone /

initiale parental .
Cellule _;' . . .
normale "’. \‘ \‘ ,

mutations et expansion

A

Dlssemlnatlon

L Y J\ Y ||_'_,
11,7 + 3,1 6,8+3,4 2,7+ 1,2ans

Développement d’un cancer pancréatique



Application du séquencage pour la
santé humaine

Génetique: identification de mutations responsable de
maladies mais aussi de |a prédisposition a des
pathologies

Caractérisation des mutations au cours du processus
cancéreux

» Potentiel considérable de |la médecine personnalisée
» ldentification de variants génétiques associés a des

traits phénotypiques: taille, couleurs de la peau ...
psychologie

|dentification des personnes pour la police scientifique



Le risque éthique

Séquencage de son
génome a titre privé
Comment utiliser les

informations de
« prédisposition »

Risque d’erreur dans
‘analyse des données

Probleme de
confidentialité

Mygenome.com

personal control over private




Des applications tres innovantes

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

EDITORIALS

Michael F. Greene, M.D., and Elizabeth G. Phimister, Ph.D.

Screening for Trisomies in Circulating DNA P G D

Personal Genome Diagnostics ABOUT PGDx TECHNOLOGY CLINICAL

Committed to bringing genomic
innovation to cancer research and

Diagnostic de la trisomie et de .
clinical care

certains cancer par séguencage de
H T —
I’ADN circulant

Home » Research Services: Circulating Tumor DNA »

Circulating Tumor DNA (ctDNA) Analyses



Message 5:

'analyse de la diversité genétique des individus
et au cours du processus cancéreux presente un
potentiel considérable en recherche et en
meédecine mais doit étre précisément encadré.



Analyse de l'activité des genes:
Expression génétique et épigénétique



LU'expression génétique et sa régulation
les bactéries

ADN

Régulateur l )*”i ADN

actif

» Le séquencage permet de compter le ADN
nombre de molécules d’ARN et donc
I'activité des genes.

» |l permet aussi d’identifier les
différentes formes d’ARN

inactif
N 5500000000

Activité faible

vVvYy I

Activité forte
N 15000000 N
3




Analyse de I'expression génétique

Tres nombreux protocoles en fonction du type
d’analyse:

— Conversion de ’'ARN en ADNc

— Ligation d’adaptateurs en 3’ et/ou en 5’

— Autres traitements enzymatiques

— Purification (déplétion des ARN ribosomique,
purification des ARN polyA)



Analyse des ARNs

Analyse quantitative de l'activité des genes:
comptage des ARNs pour chaque gene
(remplace les puces a ADN)

ldentification du début des ARNs et donc des
promoteurs

Caractérisation des épissages alternatifs et
guantification des iso-formes

Découverte et analyse des ARN non codants et
des petits ARN (miRNA, piRNA ...)



Analyse globale de I'expression génétique

PO TR {,‘5|

e T R AT



Analyse de la chromatine

20m § SOOI
ADN
Octamére
d'histones
NH, NH NUCLEOSOME
1Inm
CH; 4D
el

o/’LN o)\N 30"'"I
300nm I

LADN peut étre méthylé sur les cytosines
700nmI

K CHROMOSOME

LADN est associé a des protéines: les histones



La modification des histones module
I"activité des genes

Acétylation

HAT | | HDAC
(histone acétyl fransfémse)lT(hisfone désacétylase)




Détection de site de liaison des
protéines — analyse de |la chromatine

Antibody
Binding sites
/\ Fichier

G » II[I B cquences

Chromato-immunoprécipatation Séquencage

ChIP seq

» Analyse des sites de liaison d’un régulateur : découverte de ses cibles

> Analyse des sites de liaison d’histones modifiées : identification des
régions de la chromatine modifiée — active ou inactive



Intégration de I'ensemble des informations

Segmentations

Signal tracks

Chr22: 11 461000001 46200000 | 463000001 464000001 46500000 |
GENCODE v7 genes m ! H—H it + -t » — ——— - ——
HVM N B N EEEEEEEEEEEEEEE | D D D N 1] ImEe __J§ & | | L I = .
SEgW (B IR | | I Hl HIEED IO RINE AR PIRD TP ERIDIED/N IER 0D 01 ] I | EEERE HWuroa Il mu (U RGNS H B I .
oo o AFI | - T ——— b R M TR T T THToTT o R T BT 1™ AT =
GM1Z28/7/8 WE
combined CTCE 1 1 1" o1 I i
185 b ! I I " TR |J hy
UW DNase i s b ik I. n M a a

FAIRE bttt s snathanitn oottt ot e s s st Bt mltals e ol it kit o B it
H3K4me1 __.‘.h_n.u‘n‘_.-__n____l__b- - " tsnall el ke R .Fn.‘_‘.______L.J_‘__h

H3K4me3 l

HaK27ac Ls .14 . P P 5
H3K36me3 w i a Sl

* Analyse pour I'ensemble du génome:
— Du niveau d’activité des genes — des ARN non codants
— De la méthylation de 'ADN
— Des modifications des histones



Analyse de la traduction par ribosome ‘profiling’
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Applications

» Analyse de |la réponse de I’hdte a I'infection

» Analyse du développement embryonnaire et
la différenciation des cellules souches

» Analyse du développement tumoral et |la
dédifférenciation cellulaire

» ldentification de marqueurs de pronostic pour
es cancers (bio-marqueurs)

» Utilisation en médecine personnalisée



Message 6:

Le séquencage haut débit permet de comprendre
comment fonctionne une cellule normale, comment le
genetique et I'épigénétique interagissent, comment les
cellules souches se difféerencient et comment une
cellule devient cancéreuse.
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* Les chromosomes sont constitués d’ADN et de
protéines quel est le support de I'héredité?
— Réponse 1: les protéines
— Réponse 2: ’ADN
— Aujourd’hui: ce n'est pas si simple: le génétique,
I"épigénétique et l'interaction avec le microbiome



Le microbiome humain

e 10%* bactéries (10 fois le nombre de
cellule humaine)

* Plus de 1000 especes

 Métabolisme tres complexe et
critique pour la nutrition (plus d'un
million de genes découverts)

* |nteraction complexe avec le systeme
SSlomac immunitaire

Intestin gréle  ®  Modification de la flore avec I'age

Colon => Comprendre |'association entre type
de flore et |'état sain ou pathologique
(maladie de Crohn, diabéte)

INRA



Caracteérisation du microbiome
définition des entéro-types
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Caractérisation du microbiome
définition des entéro-types

> Plus de 1000 especes bactériennes avec des abondances tres
diverses

» Compréhension du role de la flore digestive et des
interaction avec I’'hote

» |dentification d’especes ou d’activités liees aux bénéfices ou
aux pathologies associée a la flore digestive

» Des fonctions multiples ont été associées au microbiote
digestif

s SR

‘- SECOND GENOME

THE MICROBIOME COMPANY

INRA



Conclusions

* Le séquencage haut débit apporte une
nouvelle dimension en recherche en
permettant de transposer les analyses a
I"échelle du génome

* || a permis des découvertes fondamentales
dans de multiples domaines

* || commence a étre utilisé dans le domaine de
la clinique



