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Plan	  de	  la	  présenta4on	  

! De	  la	  géné4que	  à	  la	  génomique	  :	  les	  bases	  

! L’évolu4on	  des	  méthodes	  de	  séquençage	  :	  comment	  
décrypter	  les	  génomes	  toujours	  plus	  vite	  

! Les	  applica4ons	  dans	  la	  caractérisa4on	  des	  génomes	  
et	  de	  leur	  évolu4on	  

! Les	  applica4ons	  du	  séquençage	  à	  la	  compréhension	  
du	  fonc4onnement	  des	  génomes	  



Les	  chromosomes	  le	  support	  de	  l’hérédité	  
Theodor	  Boveri	  -‐	  Walter	  SuHon	  (1902)	  

Par	  l’analyse	  de	  leur	  distribu4on	  dans	  les	  cellules,	  leur	  forme,	  
la	  comparaison	  entre	  les	  ovules	  et	  les	  spermatozoïdes,	  ces	  
deux	  savants	  ont	  proposé	  que	  les	  chromosomes	  étaient	  le	  
support	  de	  l’hérédité.	  
⇒ La	  cytogéné4que	  



•  Les	  chromosomes	  sont	  cons4tués	  d’ADN	  et	  de	  
protéines	  -‐	  quel	  est	  le	  support	  de	  l’hérédité?	  
–  Réponse	  1	  :	  les	  protéines	  –	  des	  molécules	  très	  variées	  
cons4tuées	  de	  20	  acides	  aminés	  

–  Réponse	  2	  :	  l’ADN	  –	  semblait	  au	  départ	  un	  composant	  
structurel	  bien	  moins	  complexe	  cons4tué	  de	  4	  bases	  



L’ADN	  est	  le	  support	  de	  l’hérédité	  
Transforma4on	  du	  pneumocoque	  -‐	  Oswald	  T.	  Avery	  

⇒ L’ADN	  est	  le	  support	  de	  l’hérédité!	  
COMMENT?	  

Souche	  R	  
(+	  protéines	  souche	  S)	  

Souche	  S	  

Souche	  S	  tuée	  
Souche	  R	  +	  

Souche	  S	  tuée	  ou	  ADN	  de	  souche	  S	  



L’ADN	  est	  un	  acide	  nucléique	  double	  brin	  

5’ 

3’ OH 5’ 

3’ OH 

Réplica4on	  de	  l’ADN	  



Le	  code	  géné4que	  
La	  structure	  des	  protéines	  est	  écrite	  dans	  le	  génome	  

Méthionine	  

Thréonine	  

Leucine	  

Acide	  glutamique	  

asparagine	  

Sérine	  

Stop	  



Message	  1:	  
!  L’ADN	  est	  le	  support	  de	  l’hérédité	  

!  Sa	  structure	  lui	  permet	  d’être	  recopié	  et	  transmis	  fidèlement	  à	  
la	  descendance	  

!  L’agencement	  des	  4	  bases	  cons4tue	  un	  texte	  qui	  est	  le	  
programme	  géné4que	  transmis	  de	  généra4on	  en	  généra4on	  

!  Le	  code	  géné4que	  associe	  à	  des	  triplets	  de	  trois	  bases	  un	  des	  
20	  acides	  aminés	  des	  protéines	  



Transcrip4on	  (copie)	  

ADN	  (ACGT)	  

Traduc4on	  (code)	  

Protéine	  	  
(20	  acides	  aminés)	  

ARN	  (ACGU)	  

Disque	  dur	  

Mémoire	  vive	  

Programme	  

L’expression	  géné4que	  et	  	  
les	  technologies	  de	  l’informa4on	  

Informa4que	  



L'expression	  géné4que	  

ARN	  

ADN	  

L'ADN	  est	  recopié	  en	  ARN	  dans	  le	  noyau	  

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

ARN	  polymérase	  



Deux	  autres	  niveaux	  de	  complexité	  de	  
l’expression	  géné4que	  



Les	  gènes	  morcelés	  

Escherichia	  coli	  :	  4000	  gènes	   Homo	  sapiens	  :	  25	  000	  gènes	  

ADN	  

ARN	  

Protéine	  



La	  chroma4ne	  et	  l’épigéné4que	  

(histones)	  

•  L’ADN	  est	  associé	  à	  des	  protéines	  dans	  le	  noyau	  
•  La	  modifica4on	  des	  histones	  affecte	  la	  transcrip4on	  des	  gènes	  
•  La	  méthyla4on	  de	  l’ADN	  modifie	  également	  la	  transcrip4on	  



Message	  2:	  

!  Un	  gène	  code	  pour	  une	  ou	  plusieurs	  protéines	  

!  Le	  fonc4onnement	  du	  génome	  –	  le	  programme	  géné4que	  
assure	  la	  synthèse	  de	  chaque	  protéine	  à	  la	  bonne	  
concentra4on	  –	  on	  parle	  d’expression	  géné4que	  

!  Le	  phénotype	  résulte	  à	  la	  fois	  des	  caractéris4ques	  des	  
protéines	  et	  de	  leur	  quan4té.	  



Le	  séquençage	  des	  acides	  nucléique	  permet	  de	  
caractériser:	  

I.  L’ADN	  

II.  L’ARN	  

III.  La	  traduc4on	  de	  l’ARN	  

IV.  La	  modifica4on	  de	  la	  chroma4ne	  

V.  La	  fixa4on	  de	  régulateurs	  sur	  leur	  cible	  



•  Décrypter	  le	  génome:	  le	  séquençage	  de	  l’ADN	  



1977	  :	  Le	  séquençage	  de	  l’ADN	  

Walter	  Gilber	  -‐	  Université	  d’Harvard	  
Méthode	  chimique	  

Fred	  Sanger	  -‐	  MRC	  Cambridge	  
Méthode	  enzyma4que	  



La méthode de Sanger	


ACGTGGGCTAAGTGCGTATGCATGCGTGCT!
||||||||||||||||||||||!
TGCACCCGATTCACGCATACGT!
TGCACCCGATTCACGCATACG!
TGCACCCGATTCACGCATAC!
TGCACCCGATTCACGCATA!
TGCACCCGATTCACGCAT!
TGCACCCGATTCACGCA!
TGCACCCGATTCACGC!
TGCACCCGATTCACG!

L'ADN est recopié par l'ADN polymérase	


La synthèse se termine à une base connue: A C G T	


Toutes les molécules ont le même début	

Sépara4on	  des	  molécules	  par	  électrophorèse	  

-‐	  

+	  



1977 - 2003	


•  Automa4sa4on	  et	  op4misa4on	  de	  la	  méthode	  de	  Sanger	  

•  Séquençage	  capillaire	  et	  fluorescence	  

X	  300	  



Le	  génome	  humain	  :	  

! Première	  séquence	  du	  génome	  humain	  en	  2001	  

! Coût	  total	  de	  l’ordre	  de	  1	  milliard	  de	  $	  



Les	  nouvelles	  technologies	  de	  séquençage	  

Séquençage	  Sanger	  

1	  ADN	   1	  réac4on	  de	  séquence	   96	  séquences	  800	  bases	  

N	  ADN	  
amplifiés	  

N	  réac4ons	  de	  séquence	  et	  séquençage	  de	  150	  bases	  

Séquençage	  Nouvelle	  Généra4on	  



HiSeq2500	  -‐	  Illumina	  

Clonage	  in	  vitro	   Séquençage	  



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

Fixa4on	  de	  molecules	  
sur	  une	  lame	  de	  verre	  

Chaque	  molécule	  d'ADN	  est	  recopiée	  localement	  
par	  l'ADN	  polymérase	  



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

Le	  processus	  réitéré	  permet	  d'obtenir	  
1000	  molécules	  iden4ques	  

1	  milliard	  de	  "clones"	  
sur	  une	  lame	  



Séquençage	  par	  détec4on	  de	  la	  base	  incorporée	  

ACGTGTGTCAGTGCTA 
TGCACACAGT 
+	  Appp	  Cppp	  Gppp	  Tppp	  

ACGTGTGTCAGTGCTA 
TGCACACAGTC 
+	  Appp	  Cppp	  Gppp	  Tppp	  

Recopier	  une	  base	  bloquée	  

Prise	  d'image	  



Séquençage	  par	  détec4on	  de	  la	  base	  incorporée	  

ACGTGTGTCAGTGCTA 
TGCACACAGTC 

Déblocage	  et	  élimina7on	  de	  l'é7queAe	  fluorescente	  

ACGTGTGTCAGTGCTA 
TGCACACAGTC 
+	  Appp	  Cppp	  Gppp	  Tppp	  

Nouveau	  cycle	  de	  synthèse	  

ACGTGTGTCAGTGCTA 
TGCACACAGTCA 

Prise	  d'image	  



Grands instruments ou usines	


! 	  The	  Beijing	  Genomics	  Ins4tute	  (BGI)	  
! 	  140	  séquenceurs	  
! 	  300	  génomes	  humains	  par	  semaine	  



Quelques	  chiffres	  

!  2	  00	  000	  000	  réac4ons	  en	  parallèle	  
!  250	  bases	  lues	  

!  180	  fois	  le	  génome	  humain	  

!  1	  semaine	  

!  5000	  $	  pour	  un	  génome	  humain	  



Deux	  types	  de	  séquenceur	  

HiSeq	  (Ion	  Proton):	  très	  haut	  débit	  
2	  fois	  500	  Milliards	  de	  bases	  en	  6	  jours	  
⇒ Séquence	  de	  30	  génomes	  humain	  
⇒ Séquence	  de	  20	  000	  Escherichia	  coli	  

MiSeq	  (Ion	  Torrent):	  moyen	  débit	  -‐	  
Flexible	  
Jusqu’à	  15	  Milliard	  de	  bases	  en	  2	  jours	  
⇒ Séquence	  de	  30	  génomes	  d’E.	  coli	  
⇒ Applica4on	  en	  recherche	  et	  dans	  le	  

diagnos4c	  



Le	  séquençage	  de	  3ème	  généra4on	  

•  Molécule	  unique	  sans	  amplifica4on	  
•  Lectures	  longues	  (1000	  nucléo4des)	  
•  Iden4fica4on	  des	  modifica4on	  des	  bases	  

•  …	  



Pacific	  bioscience	  –	  SMRT	  technology	  

Zeptochamber 
Marquage	  fluorescent	  des	  nucléo4des	  tri-‐P	  

Technologie des semi-
conducteurs. 
Visualisation: chambre  
nanophotonique de 20 
zeptolitres (10-21 l) 

Observation d’une polymérase unique ajoutant des nucléotides (1-3 bases / sec) 

La 
polymérase 
est 
immobilisée 





Pacific	  bioscience	  

Spécifica4ons	  
23	  000	  lectures	  

1	  heure	  

>	  5000	  bases	  

Exac4tude:	  90%!	  



Message	  3.	  
!  Le	  séquençage	  de	  l’ADN	  a	  été	  inventé	  il	  y	  a	  36	  ans	  

!  Le	  premier	  génome	  humain	  a	  été	  séquencé	  en	  2001	  

!  De	  très	  nombreuses	  innova4ons	  entrainent	  une	  
augmenta4on	  de	  la	  vitesse	  et	  une	  diminu4on	  des	  couts	  

!  Le	  séquençage	  du	  génome	  humain	  pour	  1000$	  devient	  
une	  réalité	  

!  Les	  étapes	  limitantes	  sont	  l’informa4que	  et	  l’analyse	  des	  
données	  



Evolu4on	  du	  séquençage	  

•  Séquençage	  Sanger:	  produc4on	  de	  données	  et	  
de	  données	  de	  référence	  
– Ces	  données	  sont	  stockées	  dans	  des	  banques	  de	  
séquences	  (Genbank,	  EMBL)	  

•  Séquençage	  nouvelle	  généra4on:	  méthode	  de	  
laboratoire	  d’observa4on	  (sorte	  de	  
microscope	  moléculaire)	  donc	  d’étude	  de	  
mécanismes	  



La	  bioinforma4que	  

•  Le	  séquenceur	  produit	  des	  fichiers	  FASTQ:	  
•  La	  séquence	  nucléo4dique	  
•  Des	  valeurs	  de	  qualité	  pour	  chaque	  base	  

⇒ Fichier	  de	  plusieurs	  millions	  de	  lectures	  
⇒ Les	  logiciels	  u4lisent	  ces	  fichiers	  en	  entrée	  



Séquençage	  génomique	  

Deux	  approches:	  
– Séquençage	  de	  novo:	  assemblage	  de	  toutes	  les	  
séquences	  pour	  obtenir	  la	  séquence	  d’un	  
organisme	  

– Re-‐séquençage:	  alignement	  des	  séquences	  
individuelles	  sur	  une	  référence	  pour	  détecter	  les	  
différences,	  les	  muta4ons,	  les	  recombinaisons,	  les	  
duplica4ons	  …	  



Applica4on	  du	  séquençage	  d’ADN	  



Caractérisa4on	  d’une	  espèce	  vivante	  



Caractérisa4on	  d’une	  espèce	  vivante	  

!  Souche	  d’Escherichia	  coli	  responsable	  	  l’épidémie	  de	  syndromes	  
hémoly4ques	  urémiques	  de	  2011	  en	  Europe.	  

!  Compréhension	  de	  la	  spécificité	  de	  ceHe	  souche,	  de	  sa	  virulence	  et	  de	  sa	  
capacité	  épidémique.	  

!  Mise	  au	  point	  d’un	  ou4l	  de	  diagnos4c	  



Applica4on	  du	  re-‐séquençage:	  
L’évolu4on	  bactérienne	  et	  la	  virulence	  



Le	  streptocoque	  du	  groupe	  A	  

-‐  Bactérie	  commensal	  inoffensive	  

-‐  Infec4ons	  bénignes	  :	  angines	  

Infec4ons	  invasives	  gravissimes:	  

-‐  Fasciite	  nécrosante	  

-‐  Choc	  scep4que	  



Analyse	  de	  la	  transi4on	  	  
commensal	  =>	  pathogène	  invasif	  

•  Séquençage	  de	  groupes	  d’isolats	  d’infec4ons	  
invasives	  ou	  de	  portage	  provenant	  de	  l’entourage	  

•  Génome	  de	  2	  000	  000	  bases	  –	  séquençage	  Illumina	  

•  Deux	  cas	  avec	  une	  seule	  différence	  dans	  un	  gène	  
même	  régulateur	  

=>	  Ces	  muta4on	  entraine	  une	  plus	  forte	  expression	  des	  
gènes	  de	  virulence	  dans	  l’isolat	  de	  portage	  

Coll	  Claire	  Poyart,	  CNR	  des	  streptocoques	  



Répondre	  à	  une	  ques4on	  
d’épidémiologie	  	  

•  	  L’émergence	  des	  infec4ons	  néonatales	  à	  Streptococcus	  
agalac7ae	  	  (streptocoque	  du	  groupe	  B)	  dans	  les	  années	  60	  
en	  Europe	  et	  aux	  Etats-‐Unis	  

•  	  Méthodologie:	  	  
–  séquençage	  complet	  de	  230	  souches	  isolées	  de	  4	  con4nents	  
sur	  plus	  de	  50	  ans.	  

– Assemblage	  de	  novo	  et	  détec4on	  de	  muta4ons	  (re-‐
séquençage)	  

–  Phylogénie	  basée	  sur	  les	  polymorphismes	  entre	  ces	  souches	  



Rela4ons	  phylogéné4ques	  entre	  les	  230	  souches	  

0.02

CC23

CC26

CC6-8-10

CC1
CC19

CC17
Africa
America
Europe
Oceania

Key (Continent)

A

cpsIII	  

cpsIV	  

cpsIII	  

cpsV	  

cpsIa	  

cpsIV	  

⇒ Des	  lignages	  bien	  
définis	  

⇒ Présence	  de	  clones	  
dominants	  dans	  
chaque	  lignage	  très	  
peu	  divers	  

⇒ Les	  branches	  plus	  
longues	  correspondent	  
à	  des	  recombinaisons	  
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Phylogénie	  des	  souches	  
hyper-‐virulentes	  ST17	  

Très	  pe4t	  nombre	  de	  muta4on	  =>	  Origine	  très	  récente	  de	  ces	  lignages	  
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L’analyse	  sta4s4que	  permet	  de	  dater	  l’origine	  de	  ces	  clones	  



•  L’émergence	  des	  infec4ons	  néonatales	  à	  
streptocoque	  B	  correspond	  à	  l’expansion	  d’un	  
pe4t	  nombre	  de	  clones	  

•  Les	  années	  50	  -‐	  60	  correspondent	  à	  la	  
généralisa4on	  de	  l’u4lisa4on	  des	  an4bio4ques	  

•  90%	  des	  souches	  humaines	  de	  S.	  agalac7ae	  	  
sont	  résistantes	  à	  la	  tétracycline	  
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 tet(O)-erm(B) 

* erm(B) 

Tn5801 – 11 

Tn916 – 12 

Tn916 – 16 
 cps IV 

Tn916 - 13 

Tn916 – 14 
Tn916 – 15 

!  Chaque	  clone	  résulte	  de	  l’inser4on	  d’un	  transposon	  codant	  pour	  la	  résistance	  à	  la	  tétracycline	  
!  Ces	  clones	  provenant	  d’une	  seule	  bactérie	  se	  sont	  disséminés	  mondialement	  



Conclusions	  

! L’étude	  génomique	  montre	  que	  l’émergence	  des	  
infec4ons	  néonatales	  à	  S.	  agalac7ae	  est	  réelle	  et	  
non	  la	  conséquence	  d’une	  meilleure	  détec4on.	  

! L’u4lisa4on	  massive	  de	  la	  tétracycline	  dans	  les	  
années	  50	  a	  résulté	  dans	  le	  remplacement	  de	  la	  
popula4on	  par	  quelques	  clones	  résistants	  

! Malgré	  la	  diminu4on	  de	  l’u4lisa4on	  de	  cet	  
an4bio4que	  ces	  clones	  sont	  stables	  



Applica4on	  du	  séquençage	  en	  
microbiologie	  clinique	  

!  Compréhension	  et	  surveillances	  des	  maladies	  
infec4euses	  et	  des	  épidémies	  

!  Surveillance	  des	  maladies	  nosocomiales	  

!  Analyse	  de	  la	  résistance	  aux	  an4bio4ques	  et	  sa	  
dissémina4on	  (an4biogramme	  moléculaire)	  

!  Diagnos4c	  en	  microbiologie	  et	  en	  virologie	  

!  Alerte	  pour	  le	  bio	  terrorisme	  
…	  



Etudes	  des	  maladies	  rares	  

!  Hypothèse:	  une	  muta4on	  est	  responsable	  du	  
syndrome	  

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

!  Difficultés:	  
– Maladies	  très	  rares	  

– Muta4ons	  dans	  différents	  gènes	  responsables	  du	  
même	  syndrome.	  



Exemple d'identification de mutation	


•  Une	  famille	  de	  quatre	  enfants	  sains,	  mais	  trois	  d'entre	  eux	  
perdent	  peu	  à	  peu	  la	  vision	  –	  syndrome	  de	  ré4nite	  
pigmentaire.	  

•  Test	  néga4f	  pour	  plus	  de	  50	  muta4ons	  connues	  associées	  à	  ce	  
syndrome.	  

•  Proposi4on	  du	  géné4cien	  de	  séquencer	  les	  génomes	  au	  sein	  
de	  ceHe	  famille	  

⇒ Iden4fica4on	  d'une	  muta4on	  dans	  le	  gène	  DHDDS	  qui	  ajoute	  
un	  sucre	  à	  la	  rhodopsin	  

⇒ L'inac4va4on	  de	  ce	  gène	  chez	  le	  poisson	  zèbre	  donne	  le	  
même	  phénotype	  



Analyse	  du	  développement	  d’un	  cancer	  

⇒ Principe:	  séquençage	  de	  l'ADN	  de	  tumeurs	  et	  de	  métastases	  

Cellule 
normale 

Cellule tumorale  
initiale 

Clone 
parental 

Sous-clones 
capacité métastat. 

11,7 + 3,1                    6,8 +3,4     2,7 + 1,2 ans 

mutations et expansion Dissémination 

Développement	  d’un	  cancer	  pancréa4que	  



Applica4on	  du	  séquençage	  pour	  la	  
santé	  humaine	  	  

!  Géné4que:	  iden4fica4on	  de	  muta4ons	  responsable	  de	  
maladies	  mais	  aussi	  de	  la	  prédisposi4on	  à	  des	  
pathologies	  

!  Caractérisa4on	  des	  muta4ons	  au	  cours	  du	  processus	  
cancéreux	  

!  Poten4el	  considérable	  de	  la	  médecine	  personnalisée	  
!  Iden4fica4on	  de	  variants	  géné4ques	  associés	  à	  des	  
traits	  phénotypiques:	  taille,	  couleurs	  de	  la	  peau	  …	  
psychologie	  	  

!  Iden4fica4on	  des	  personnes	  pour	  la	  police	  scien4fique	  



Le	  risque	  éthique	  

•  Séquençage	  de	  son	  
génome	  à	  4tre	  privé	  

•  Comment	  u4liser	  les	  
informa4ons	  de	  
«	  prédisposi4on	  »	  

•  Risque	  d’erreur	  dans	  
l’analyse	  des	  données	  

•  Problème	  de	  
confiden4alité	  



Des	  applica4ons	  très	  innovantes	  

Diagnos4c	  de	  la	  trisomie	  et	  de	  
certains	  cancer	  par	  séquençage	  de	  
l’ADN	  circulant	  



Message	  5:	  
L’analyse	  de	  la	  diversité	  géné4que	  des	  individus	  
et	  au	  cours	  du	  processus	  cancéreux	  présente	  un	  
poten4el	  considérable	  en	  recherche	  et	  en	  
médecine	  mais	  doit	  être	  précisément	  encadré.	  



Analyse	  de	  l’ac4vité	  des	  gènes:	  
Expression	  géné4que	  et	  épigéné4que	  



L’expression	  géné4que	  et	  sa	  régula4on	  
les	  bactéries	  

Senseur	  

Régulateur	  

inac4f	  

ac4f	  

ADN	  
inac4f	  

ADN	  
Ac4vité	  faible	  

ADN	  
Ac4vité	  forte	  

!  Le	  séquençage	  permet	  de	  compter	  le	  
nombre	  de	  molécules	  d’ARN	  et	  donc	  
l’ac4vité	  des	  gènes.	  	  

!  Il	  permet	  aussi	  d’iden4fier	  les	  
différentes	  formes	  d’ARN	  



Analyse	  de	  l’expression	  géné4que	  

Très	  nombreux	  protocoles	  en	  fonc4on	  du	  type	  
d’analyse:	  

– Conversion	  de	  l’ARN	  en	  ADNc	  
– Liga4on	  d’adaptateurs	  en	  3’	  et/ou	  en	  5’	  
– Autres	  traitements	  enzyma4ques	  

– Purifica4on	  (déplé4on	  des	  ARN	  ribosomique,	  
purifica4on	  des	  ARN	  polyA)	  



Analyse	  des	  ARNs	  

•  Analyse	  quan4ta4ve	  de	  l’ac4vité	  des	  gènes:	  
comptage	  des	  ARNs	  pour	  chaque	  gène	  
(remplace	  les	  puces	  à	  ADN)	  

•  Iden4fica4on	  du	  début	  des	  ARNs	  et	  donc	  des	  
promoteurs	  

•  Caractérisa4on	  des	  épissages	  alterna4fs	  et	  
quan4fica4on	  des	  iso-‐formes	  

•  Découverte	  et	  analyse	  des	  ARN	  non	  codants	  et	  
des	  pe4ts	  ARN	  (miRNA,	  piRNA	  …)	  



Analyse	  globale	  de	  l’expression	  géné4que	  



Analyse	  de	  la	  chroma4ne	  

L’ADN	  est	  associé	  à	  des	  protéines:	  les	  histones	  

L’ADN	  peut	  être	  méthylé	  sur	  les	  cytosines	  



La	  modifica4on	  des	  histones	  module	  
l’ac4vité	  des	  gènes	  



Détec4on	  de	  site	  de	  liaison	  des	  
protéines	  –	  analyse	  de	  la	  chroma4ne	  

Chromato-‐immunoprécipata4on	  

Fichier	  	  
séquences	  

Séquençage	  

!  Analyse	  des	  sites	  de	  liaison	  d’un	  régulateur	  :	  découverte	  de	  ses	  cibles	  
!  Analyse	  des	  sites	  de	  liaison	  d’histones	  modifiées	  :	  iden4fica4on	  des	  

régions	  de	  la	  chroma4ne	  modifiée	  –	  ac4ve	  ou	  inac4ve	  

ChIP	  seq	  



Intégra4on	  de	  l’ensemble	  des	  informa4ons	  

•  Analyse	  pour	  l’ensemble	  du	  génome:	  
–  Du	  niveau	  d’ac4vité	  des	  gènes	  –	  des	  ARN	  non	  codants	  
–  De	  la	  méthyla4on	  de	  l’ADN	  
–  Des	  modifica4ons	  des	  histones	  



Analyse	  de	  la	  traduc4on	  par	  ribosome	  ‘profiling’	  



Applica4ons	  

!  Analyse	  de	  la	  réponse	  de	  l’hôte	  à	  l’infec4on	  
!  Analyse	  du	  développement	  embryonnaire	  et	  
la	  différencia4on	  des	  cellules	  souches	  

!  Analyse	  du	  développement	  tumoral	  et	  la	  
dédifférencia4on	  cellulaire	  

!  Iden4fica4on	  de	  marqueurs	  de	  pronos4c	  pour	  
les	  cancers	  (bio-‐marqueurs)	  

! U4lisa4on	  en	  médecine	  personnalisée	  	  



Message	  6:	  

Le	  séquençage	  haut	  débit	  permet	  de	  comprendre	  
comment	  fonc4onne	  une	  cellule	  normale,	  comment	  le	  
géné4que	  et	  l’épigéné4que	  interagissent,	  comment	  les	  
cellules	  souches	  se	  différencient	  et	  comment	  une	  
cellule	  devient	  cancéreuse.	  



•  Les	  chromosomes	  sont	  cons4tués	  d’ADN	  et	  de	  
protéines	  quel	  est	  le	  support	  de	  l’hérédité?	  
– Réponse	  1:	  les	  protéines	  
– Réponse	  2:	  l’ADN	  
– Aujourd’hui:	  ce	  n’est	  pas	  si	  simple:	  le	  géné4que,	  
l’épigéné4que	  et	  l’interac4on	  avec	  le	  microbiome	  



Le	  microbiome	  humain	  

•  1014	  bactéries	  (10	  fois	  le	  nombre	  de	  
cellule	  humaine)	  

•  Plus	  de	  1000	  espèces	  
•  Métabolisme	  très	  complexe	  et	  

cri4que	  pour	  la	  nutri4on	  (plus	  d'un	  
million	  de	  gènes	  découverts)	  

•  Interac4on	  complexe	  avec	  le	  système	  
immunitaire	  

•  Modifica4on	  de	  la	  flore	  avec	  l’âge	  

=>	  Comprendre	  l'associa4on	  entre	  type	  
de	  flore	  et	  l'état	  sain	  ou	  pathologique	  
(maladie	  de	  Crohn,	  diabète)	  

Estomac	  

Intes4n	  grêle	  

Colon	  

INRA	  



Caractérisa4on	  du	  microbiome	  
défini4on	  des	  entéro-‐types	  



Caractérisa4on	  du	  microbiome	  
défini4on	  des	  entéro-‐types	  

!  Plus	  de	  1000	  espèces	  bactériennes	  avec	  des	  abondances	  très	  
diverses	  

!  Compréhension	  du	  rôle	  de	  la	  flore	  diges4ve	  et	  des	  
interac4on	  avec	  l’hôte	  

!  Iden4fica4on	  d’espèces	  ou	  d’ac4vités	  liées	  aux	  bénéfices	  ou	  
aux	  pathologies	  associée	  à	  la	  flore	  diges4ve	  

!  Des	  fonc4ons	  mul4ples	  ont	  été	  associées	  au	  microbiote	  
diges4f	  

INRA	  



Conclusions	  

•  Le	  séquençage	  haut	  débit	  apporte	  une	  
nouvelle	  dimension	  en	  recherche	  en	  
permeHant	  de	  transposer	  les	  analyses	  à	  
l’échelle	  du	  génome	  

•  Il	  a	  permis	  des	  découvertes	  fondamentales	  
dans	  de	  mul4ples	  domaines	  

•  Il	  commence	  a	  être	  u4lisé	  dans	  le	  domaine	  de	  
la	  clinique	  	  


