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Comment a-t-il été séquencé?

Que nous apprend la séquence?

Et aprés?
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* 23 paires de
chromosomes
*3 300 000 000
paires de bases

Thymine (T)
Adérene ()
Cytosine (C)
[ Guanine (G)

Désoumyribose (sucre)
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Les efforts de plusieurs laboratoires
seéquencage total du génome humain

Les 3 étapes du projet de séquencage du génome humain
par le consortium public:
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ATTTGCCCGGTAAAATTGGGGCCGCGGTCTGCGCAAATGCGGAATTCGATGCCGTTTTAAAGCAAAGCTT

séquencage LTI ETTCULUEECOAL RO TR EEEP ORI
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Le privé s’attaque aussi au
séguencage du genome humain
avec une nouvelle stratégie
le séquencage a la
“mitraillette” !l

D. Locker Muséum 13 mai 2009

Stratégie de C. Venter Société Celera
«Shot-gun» = Séquencage aléatoire puis
assemblage des séquences

Strategie du Consortium public
«Sequence-ready» = Production de
cartes physiques prétes a séquencer

F. Collins
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AEFZ}C;MTCCATAGTI‘I’GTATGTI‘I’GGCACGCCAGCG ACATACCCGTGATC 'ITI'GTATGAAAGTAACAGGCCAﬁﬁﬁ
TRTAAQGCCTTTTCCCACCAC™ ™+~ ="~ i "TCAGCAACACTAATTCTACCAAC
TATAACGACTCTCTTCGCGCT » CACAGTCCAACGCAACGCAACGCARACKHC
ATTTATCCGCCCGTTTGGAT FAATTCAATTCATTCGTTGTTGGTACGAGCGG
CGCGCGAACCAACCTCATATA _ GTGCTGTGTACTGTGTACTGTATAGCATATA
TACCATACCACACCAACAAAA: B & 7 . AGCGCTGTTTGTTTATTTTTTACAAGCTAAA
TACAAACGACAAAACAAATCC ; =5 Ty CAAATAAAATCAAACAACAAATAAGCGAAAA
AGGCCTAGACAAAAAAAAAGA g - . @ ICGAATTTCATTTCGAAGTTTTGGCTTGTGC
CGTGTTCCTTTTTTTCCTTGT. | " 'ACATACATGCAATAATCAATACAATACGACG
GTACAACAAACTGCGTAGAAC ! - AGACTCGACTCCAATTTGCGTTGGTGTGCGT
ATTACATACATACGTACTTGT = 3 h 5 ] AAGTGAAAGATATAGAACGGAAATCCCAGTA
GCCAATCCACGATTGAAACAT o u . g p ATCAAATACAGGTAAGCTGTGTGCAGGTATA
CGGCGTTTTATTTAAAACACA A 3 é A 3 GCACAACACACATACAATCATGGGCGCGTTT
ATGTATAGGTTGCCGCGTTTT. L€ cote Ob?CUI dufgénome AAGCCAGGCACCTATTATTTATTATTTATTT
GGATATTTCGGCACCTGATTGC 1 1 1€ 1CAGUUGLAG I GGAAACT T T IUIb/-V-\I/-\I/-“I-\TCTGCATACATACTACTACGTAGTACATGCAA
GCGCTGTACATCCATTGCGTCTCGCTTTTGTTTTTAGTTATTAAGTAAATCGGCATGTTACTAAATGCAAAAAGTGTACGCCTATGTATGTG
CAAGTATGCATACAAACAAAAAAGCGACGCTGTACAATCAAAATTGTATTTTGCGTGCGCATCCAAGTCCGCCATTTTTCTTATTAGTTTGT
ATAAATATACAAATATGTACATTTATACCAAGAATCGTGAATGCCTTGATGTAAACGGTAACCGCATTGCTTTTCGTTCTTATGAAATATGC
TGGCAAAATGCGATCACGTTTTTTTGCATGCCGENOMEATTACGTAAATAGATCAATGTGCAAAAATAAGGAAAATATGTACATAAAAAAAA
CATACACATATAAAAACCTGTATATGAAAAGACCCAAATCACAGGCTTGCGTAATCCGAAATTGGCTTATTTTTATCCATGTGTGCATAAAA
TACAAATGAAGGCTGTGCAAACACTTGGCTATCAAATATTTATGCGCACATGTATATTTCTGTGGTTACATACATATGTATCCCCACGTAAA
TGGCTCTAATATTTATTTATTTATTTTTTTTTTTTGGCAGTTGTAGGAAAGTGTATTTTGCTTTTTCATAATTGGCATGCAGGATGGGGCTA
TTTTCGGCAAAAAGAATGGTTCTTCATGTTTTGTAACTGTGGCGCCCTGGTTTTGCACTTTAAGCCCTGGAATCGGAATCGAAATGAAGACA
ATCCAATCCGATTCACAAAACCGGAACCGGTGCTACTCGCTCTGCTTCTTCTTTCTCCAACATAGTTCCACTCTCTTGCCCGTTCATGTAAA
AAAGCTTTTTATCTATGGGTTAACAGCTGGTGCTATTATTACTATTACTTTGTAAACAAAACAAGCTAGATTATTGACATTGAAATTCCGCG
TTCAATGGGAAACAAGAGAATTCACTTTGGACAGGATTTAGTATTATATTGTGTGGTATTGACATCAATTTATCGGTATCTGTAGATAACGA
GTATCTACATATTTATTTACATGGAAAGTAAATAAAAAGGATAACGCCCCAGTTCCAACAGATCCTTTTTTTTAGAAGTATTAATTATGAAG
GAGATTTTAGAATGCTATTTAAGCTCTTTGTTTTAGGCAACAATATTTTTCACACTTAATAAATAATTTAAAGAAGCTTAGCTTAGCATACT
AAAATTCAGTTTTACCAGTGTAGAACTGTTAAATATTTTAACAAATCAGCAATGTGTAAACGCAATGTAGAGAAAATCGCTGCATTCGGTAT
TTATTTATTTAGTCATTTTGTGAGCAAGTAGTCAACAAAAACATCAGGCACTCATTAAACCGCATAACTCACAAACAAAAAATGCACAGTTT
TCACTTTCGTTAGTATTAAGGACATCTTAGTGGTTAGTGCGATGCCAGACATCGAGGTCAAGCCAAATGATTGTAGTGTATTGTTGTAGCCC
ATCGACTGGCATCCGCCACTAATAAT( TGAACTCATCAACCAACTATI'GATCAGCAAACAATTCAACACTGGG'I'I'AATI'GC%GJ_TTGGG
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fonctions :
séquence

Il faut identifier tous les genes et leurs

c’est I'étape d’annotation de la
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ACF&C'MTCCATAGTITGTATGTITGGCACGCCAGCGTI'I'ATGTACATACCCGTGATCGTA TWGTATGAAAGTAACAGGCCAM
T{i’ AAQGCCTTTTCCCACCACGTGTATGTACATATGTATGTATATGACACTGAGCGCTCTCTCAGCAACACTAATTCTACCAAC)
TATAACGACTCTCTTCGCGCTCTCGCTCTCCCGCACACACGCACACCAGCAAAGAAT TGCGCACACAGTCCAACGCAACGCAACGCARACC
ATTTATCCGCCCGTTTGGATTTGGAAGCACAGTGAGAAGGTAAGGCAGAGACGGCAATTCAATTCAATTCATTCGTTGTTGGTACGAGCGG
CGCGCGAACCAACCTCATATATTGTATTTTCCGCATTCGCATTGATACGATACCATACCGTGTGCTGTGTACTGTGTACTGTATAGCATATA
TACCATACCACACCAACAAAACACAAGCGATACGATACGATACAATAAACTCAGCGTATGCAGCGCTGTTTGTTTATTTTTTACAAGCTAAA
TACAAACGACAAAACAAATCCGCAAAGCCGCCCGCGTTTCGCGTTTTCCCAACCAAAAAAACAAATAAAATCAAACAACAAATAAGCGAAAA
AGGCCTAGACAAAAAAAAAGAAAGTACAAAAAACAACGTGCATTGTGAAATTGTTAAATTTTCGAATTTCATTTCGAAGTTTTGGCTTGTGC
CGTGTTCCTTTTTTTCCTTGTAACGTGCATCATACATTCGCATTTGTGTCCGTACATGCATACATACATGCAATAATCAATACAATACGACG
GTACAACAAACTGCGTAGAACAGTATTAAAAAAAAGGAAAACAGACAAAAAAACTGGCTTAAGACTCGACTCCAATTTGCGTTGGTGTGCGT
ATTACATACATACGTACTTGTGCTAAAACTAAATATATATGCT TTAACCATTTAGGAATAAAAGTGAAAGATATAGAACGGAAATCCCAGTA
GCCAATCCACGATTGAAACATTCGGACTAGATCCGAAATCTCACAGTTATGGAACACTTTCATCAAATACAGGTAAGCTGTGTGCAGGTATA
CGGCGTTTTATTTAAAACACACACGCACGCACACACAAACACACATTTATATACACTCATGGCACAACACACATACAATCATGGGCGCGTTT
ATGTATAGGTTGCCGCGTTTTAATCATTTTCCCGCCAAACGACAATGTATAATTAACAAAAAAGCCAGGCACCTATTATTTATTATTTATTT
GGATATTTCGGCACCTGATTGCTTTTCTCAGCCGCAGTGGAAACTTTTTGTGAATATATATCTGCATACATACTACTACGTAGTACATGCAA
GCGCTGTACATCCATTGCGTCTCGCTTTTGTTTTTAGTTATTAAGTAAATCGGCATGTTACTAAATGCAAAAAGTGTACGCCTATGTATGTG
CAAGTATGCATACAAACAAAAAAGCGACGCTGTACAATCAAAATTGTATTTTGCGTGCGCATCCAAGTCCGCCATTTTTCTTATTAGTTTGT
ATAAATATACAAATATGTACATTTATACCAAGAATCGTGAATGCCTTGATGTAAACGGTAACCGCATTGCTTTTCGTTCTTATGAAATATGC
TGGCAAAATGCGATCACGTTTTTTTGCATGCGENOME A\TTACGTAAATAGATCAATGTGCAAAAATAAGGAAAATATGTACATAAAAAAAA
CATACACATATAAAAACCTGTATATGAAAAGACCCAAATCACAGGCTTGCGTAATCCGAAATTGGCTTATTTTTATCCATGTGTGCATAAAA
TACAAATGAAGGCTGTGCAAACACTTGGCTATCAAATATTTATGCGCACATGTATATTTCTGTGGTTACATACATATGTATCCCCACGTAAA
TGGCTCTAATATTTATTTATTTATTTTTTTTTTTTGGCAGTTGTAGGAAAGTGTATTTTGCTTTTTCATAATTGGCATGCAGGATGGGGCTA
TTTTCGGCAAAAAGAATGGTTCTTCATGTTTTGTAACTGTGGCGCCCTGGTTTTGCACTTTAAGCCCTGGAATCGGAATCGAAATGAAGACA
ATCCAATCCGATTCACAAAACCGGAACCGGTGCTACTCGCTCTGCTTCTTCTTTCTCCAACATAGTTCCACTCTCTTGCCCGTTCATGTAAA
AAAGCTTTTTATCTATGGGTTAACAGCTGGTGCTATTATTACTATTACTTTGTAAACAAAACAAGCTAGATTATTGACATTGAAATTCCGCG
TTCAATGGGAAACAAGAGAATTCACTTTGGACAGGATTTAGTATTATATTGTGTGGTATTGACATCAATTTATCGGTATCTGTAGATAACGA
GTATCTACATATTTATTTACATGGAAAGTAAATAAAAAGGATAACGCCCCAGTTCCAACAGATCCTTTTTTTTAGAAGTATTAATTATGAAG
GAGATTTTAGAATGCTATTTAAGCTCTTTGTTTTAGGCAACAATATTTTTCACACTTAATAAATAATTTAAAGAAGCTTAGCTTAGCATACT
AAAATTCAGTTTTACCAGTGTAGAACTGTTAAATATTTTAACAAATCAGCAATGTGTAAACGCAATGTAGAGAAAATCGCTGCATTCGGTAT
TTATTTATTTAGTCATTTTGTGAGCAAGTAGTCAACAAAAACATCAGGCACTCATTAAACCGCATAACTCACAAACAAAAAATGCACAGTTT
TCACTTTCGTTAGTATTAAGGACATCTTAGTGGTTAGTGCGATGCCAGACATCGAGGTCAAGCCAAATGATTGTAGTGTATTGTTGTAGCCC
ATCGACTGGCATCCGCCACTAATAATGCTAATGAACTCATCAACCAACTATTGATCAGCAAACAATTCAACACTGGGTTAATTGC! 3]
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Les surprises du dénombrement des genes

Lors de l'annotation du génome humain, on trouve
seulement 23-28 000 génes au lieu des 100 000 attendus

C. elegans 18 200 genes
D. melanogaster 14 000 génes
H. sapiens 23-28 000 genes.
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*Seulement 1% du génome code des protéines

*1l'y a de 23 a 28 000 génes dans le génome humain

*Les exons représentent ~5% de chacun des géenes

*Les génes représentent ~25% du génome humain

*~60% des genes présentent une possibilité d’épissage

alternatif ; ils peuvent coder ~60 000 proteines différentes.

*Les séquences répétées constituent plus de 50% de notre
patrimoine génétique. Ce sont surtout des transposons non
fonctionnels.

*Dans les chromosomes, de grandes régions sont dupliquées

plusieurs fois.
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Quelles sont les retombées du séquencage du génome humain?

Des retombées positives:

1) Dans le domaine médical, découverte de
nouveaux genes impliqués dans des maladies

2) Etudes des caractéres quantitatifs

~ 3) Mise en place de la médecine prédictive

4) Apport d'informations importantes sur

I'évolution
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Les retombées négatives des résultats du
séquencage du génome humain:

1) Le typage des individus
2) Le brevetage des genes
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A la recherche des genes impliqgués dans les
maladies humaines en utilisant le polymorphisme
de 'ADN : exemple des SNP

ATGGTAAGCCTGAGCTGACTTAGCGT-AT
ATGGTAAACCTGAGTTGACTTAGCGTCAT
T T T
SNP SNP indel

el T ERAL s
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| GWA (Genome Wide Association) ou la ruée vers l'or

i@ bour-die- force demormbra tion of feaaibli®y, & consortium of 50 research tesms wses 500,000 genetic
Frarkerg freem aach of 17,000 ndividuahs Lo idestily 24 penetic riak lacicn b 7 commsn humae ditad s

Etude de la distribution de 500 000
SNP dans 17 000 cas correspondant a
7 maladies, comparaison avec 3000
individus témoins

12
Platfarm of 500,000 SNPs,
each with two alleles

Healthy contrals Disease cases

bl

Alleles

Wol 4477 June F007 deb10. 1030, nature 05971
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Des améliorations techniques importantes vont
permettre le séquencage des génomes individuels pour un

faible colt. On pourra ainsi prédire certaines maladies
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La technique initiale : le séquencage
par la méthode de Sanger

amorce

Fragment & séquencer
A

Préparation des réactifs I
spécifigues aux nucléotides /” ’:\\

TYVLE,
ALaE

Fragments dADM 5 Séparation des
isolés d fragments sur gel
N d*électrophorése

D. Locker 30 septembre 2009

Premiére amélioration technique de la méthode de Sangér
vers 1990 : I'éléctrophorese capillaire

—————

Automatisation de la méthode :

— Ajout sur les nucléotides de fluorochromes de différentes
couleurs.

— Lecture par un laser des fragments qui migrent sur le gel.
— Stockage des données dans la mémoire de l'ordinateur.

Lecture des séquences d’/ADN avant I'électrophorese capillaire

—
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Une nouvelle méthode : le séquencage en masse
par pyroséquengage
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>

Une caméra reliée a un
ordinateur lit
simultanément la
lumiere émise par
plusieurs millions de
billes. Ainsi un génome
bactérien est séquencé
en 7h.
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2009 les dernieres nouveautés: le séquencage des
molécules uniques d’ADN

Principe:
L'’ADN polymérase et un nucléotide marqué par fluorescence (C, G, A ou T)
sont ajoutés aux molécules uniques d’ADN.

Lecture de la fluorescence

Coupure du groupement fluorescent

Le processus se poursuit avec les trois autres bases.

e L L e g ]
e T ¢ v of i) R mee ke T
e 3 fr S w G SUCRRODK I R TR
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Diminution tres rapide du colt du
séquengage des génomes

2001 premier génome humain séquencé par la technique de Sanger
co(t 500 millions de $(Personnel : consortium de laboratoires)

2007 la société 454 Life Sciences séquence le génome de
J.D. Watson par la technique du pyroséquencage colt 1 million de
$(Personnel : 200 personnes)

= En 2009 la société Heliscope séquence le génome de S. Quake par la
technique du séquencage de molécules uniques d’/ADN, co(t 50 000
$(2 personnes)

Prédiction pour 2013 un colt de 1000 $ pour le séquencage d'un
génome individuel avec 1 appareil automatisé
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Médecine prédictive _

Table 3 | Mumber of alleles identified that increase the risk to specific
complex diseases

Teaits Asspciatpd Asseriatpg Pradispasing alleles in YH
RErHS ShFs —_—

Mumber Par cent

Al zhEimer's 7 16 9 56.3
Diabetes. 26 Af 7 15.2
Hypertension B 10 1 10,0
QObesity 6 Fil 1 a7
Parkinsan's 7 11 1 91
Hypolactasia 1 2z a 0.0
Alcohol addiction 3 3 ! 0.0
Tobacco addiction 7 19 53.2

Nature Vol 456|6 November 2008

31
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Les génes impligués dans le cancer, exemple de la leucémie
avec la découverte de 8 nouveaux genes impliqués dans la
maladie

i s AML 1ample

L Lavsmmgnters & T R T L LT (=
T i T i

Nature Vol 456]6 November 2008
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m La pharmacogénétique

Single-molecule sequencing of an individual human genome

Apres séquencage du génome d'un chercheur :
Mauvaise nouvelle, risque de maladie cardiaque augmenté

Bonne nouvelle, prédisposition a bien réagir aux statines, une classe
de médicaments destinés a faire baisser le taux de cholestérol.

Le séquencage de son génome indique aussi qu'il est porteur d'un géne
impliqué dans la dégradation du caractere au fil des ans. Commentaire
- du chercheur «Ce nest pas une révélation ma femme aurait pu vous le

Nature Biotechnology 10 august 2009

Nature Vol 460|20 August 2009
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A la maternité dans un futur proche

WT'S A Boy!., \‘I!TH WIKETY PERCENT EERWWDFME mmmmn.ss
TENDENCIES FoR SUBNORMAL ACATEMC SKILLS , OBESITY AMD BAD BREATH,
m.uswmrmumamwumnmmﬂﬁm COVGRATYLATIONS !
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