Génetigue médicale et lecture
d’ADN a haut debit

Péche dans
la soupe
des genes
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Effondrement du colt du séguencage!
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Le texte d’ADN ( = le génome) contenu dans une seul e
de nos cellules occupe 50 metres de rayons de bib  liotheque
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Que peut-on lire dans ce roman de la Vie?

1.5 % : les genes proprement dits (-> protéines)!

> 50 % : « déserts » avec éléments de régulation
de I'expression des genes

40% : ADN égoiste, tel que transposons, ADN
satellite (motifs repetes)

microARNSs (longs de 21 a 24 lettres seulement)




recherche de quelgues mutations
ponctuelles par la lecture lente de quelques pages du livre

Séguencage a haut debit : recherche de nombreuses
anomalies géneétiques par la lecture rapide de plusi  eurs
chapitres, et méme du livre entier




Recherche des causes génétigues complexes de maladies

Réponse :

en comparant
de nombreux génomes
entre eux!




Principe du séquencage par la méthode de Sanger:
I'astuce des « terminators »
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Gel de polyacrylamide: tamis moléculaire




1'ere génération de séquencage d’ADN
(méthode de Sanger)
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2¢me génération de séquencage d’ADN:
séquencage capillaire
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Séguencage capillaire
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Séquencage par la méthode de Sanger

1. Primer design Forward.Primer
| ’ Exon | Exon Exon Exon Exon
_ ntron Intron Intron Intron

Reverse Primer

2. PCR 3. Sanger Sequencing (based on terminator di-deoxy nucleotides)

Il A

ITCTCTAG ACG AT ATTTACACGCATG TGC TG AAAGTTGGCGGEGTECCGG AGTEGCGC TCACCGC

4
4

4. Mutation detection



Maladies monogéniques et mutations a impact consider able

mutation
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............. ATGAGCCAGTACCTGTTTAAGGTTCTCATCGTGGGTGAC
ACCGGCGTGGGCAAATCCTCCCTGATGATGCGTTTCACGGAGAAC
AAATTCCTCGAGAACTACGTGTGCACGGTGAGCATGGATATCAGG
GCGAGCTACGTGGAGCTGCTCGAGGGCAAGATGATGCTGGAGGT
CTGGGACACCACCGGCGACGAGCGCTTGAAGTCGGCGATGCCGT
CCTTTTATCGTGGTGCCCATGGCGTACTGCTCGTTTACGACACAAC
GTCGTCCAAAAGTTTCGAAAACATCGGTGGCTGGCTGAAGGAGAT
CATGCGCATGTGTCCGGATAAGCTGAACGTCGTGCTGGTGGGGA
ACAAGTGTGATGATCTGGACCATCGCCAGGTGGACCCTGAGCAG
GCCCTCCAATATGCCCGTCGTCGGGGATTCCACTCTGATGTGGTT

TCCGCCAAGAGTGGCAAGAATGTATATARCTTATTICCGTTICGTTGA
CATTTGACATGCACGATCGTATTGTGLGTCACGGGAGATTCGAGG
ACATTAGAGAGCTACCGGATGAACCAATTAATCCAGCTGACACAGA
TCGCCAGGGGGGCAATGACCCCAATACCTGCTGTGCGGTGGACG
TAGCTTCTACACATACGCAGGAACAGCTATGACCATCTCGAGCAG
ICTGAAGCTCCAATGTGGTGGAATTCTACTTATTAAACCGAACCGAA
TTGACGATGAGCAACTTCCAGTACCTGTTTAAGGTTCTCATCGTGG
GTGACACCGGCGTGGGCAAATCCTCECTGATGATGCGTTTCACGG

AGAACAAATTCCTCGAGAACTACATG/AGCACGGTGAGCTTGGAT
ATCAGGGCGAGCTACGTGGAGCTGCTICGAGGGTAAGATGATGCT
GGAGGTCTGGGACACCACCGGCGACHAGCGCTTGAAGTCGGCGA
TGCCGGCCTTTTATCGTGGTGCCCATGGCGTACTGCTCGTTTACG
ACATAACGTCGTCCAAAAGTTTCG CATCGGTGGCTGGCTGA
AGGAGATCATGCGCATGTGTCCGGATAAGCTGAACGTCGTGCTGG
TGGGGAACAAGTGTGATGATCTGGAC
GAGCAGGCCCTCCAATATGCCCGTCGTCGGGGATTCCACTCTGAT
GTGGTTTCCGCCAAGAGTGGCGAGAATGTATATAACTTATTCCGTT
CGTTGACATTTGACATGCACGATCGTATTGTGCGTCACGGGAGGT
TCGAGGACATTAGAGAGCTACCGGATGAACCAATTAATCCAGCTG
ACACAGATCGCCAGGTGACCACAGATGACCCCAATACCTGCTGTT
AAGCACCGCGACTTCATTTGAATATATGATATCATAATACATTTTAT
AATTTCTATTACACAATAGCACAACAAACTCCGTAAACTTCTTGCCT
AATGAAAAATCAAATATTTGTAATGTGAAACGGGAAGTTTGCGAAA
ATGAACATAAATAAAGTTTCCCAGTTGATGCAGTGAAAGCGCATTT
TGTTACAATTCACGATATATGATGATGTCACTTTGCCCAGTATTCCA
TCCCTCGAAAATACTGATTATTATACCAATGACAAATCATGCGCAT
GTGTAACGTCGTGCTGGTGGGGAACAAGTGTGATGATCTGGACCA
TCGCCAGGTGGACCCTGAGCAGGCCCTCCAATATGCCCGTCGTC

Variation d’'un seul gene
avec effet majeur

Une erreur sur les 3 milliards
de perles de notre genome



Intolérance primaire au lactose

14’000 lettres

* MCM6

C (intolérance)

Tpersistence
de lactase

90% = C/T ou T/T




Gene de I'apolipoprotéine E

Trois variants du gene ( &, &, @l) dans la
population, étant la forme ancestrale!

risque accru de 16 x de maladie
d’Alzheimer a 75 ans

modulation de la reponse immunitaire
risque de paralysie cérebrale

hyperlipoprotéinémie (-> cholestérol,
triglycerides)




L'analyse d’un gene entier est souvent laborieuse
Plusieurs genes sont souvent impligués dans une maladie:

Cancer du c6lon heréditaire (8 genes)
Ataxies (>80 genes)

Vision/cécité (>100 genes)

Retard mental (~500 genes)

Problemes de deétection des variations structurelles (de
grande taille)

Bases genetiques des maladies complexes peu connues

—  pas de test pour beaucoup de maladies monogéniques
—  pas de test pour les maladies complexes



Réve ultime de la génétigue medicale: génome d’un patient
—> —> gene responsable de la pathologie

Cyclic array sequencing
(=1 of reads/array)
Cycle 1 Cycle 2

ooy’ ll 0520 o0 Visualisation de

o ) [c) (C T ] .
tous les variants

Cycle 3

What is base 17 What is base 27 What is base 37

TTAACCCCTTCGAATGCTCATCAAATCGTATCT CCCGAARATGTCTTTTATG
TATCTTACTTCCACCACATAATCTACGAACTAT CAATGTITTATGATGGTCAG
GTTTGTTAACAAGTGATTTGAATCTGATAAT GCGAAGAGT TGCTAATAATGA
GCAAAAAT ACAAAAAATCTTGCATTCTAT CGATAACAGCCGAGGT GCCAATC
TACAAATAAAAACGCTTACTTTGGATACTT T GACAGGT GGACACT CAAAAGAR
TGOGAAGTTATATTAAT GGCAAACGTATTCCT GAGACT GCCAGAGCT GTAAT
TCTATGAATAAARCTGECTTTATTGAAGTACCATCTTACATTT TARACAAGT
TGETTGTCTTTTATAATCACGT TACGAAAGATAACATACT CARAAGT CTTCAR
AAGCTTTTCTAACATATATCAAAACTGATCATAATTCTGAAAATCCTTATAT
GATTTAGCACAGAAGAATGCATATTTAACCTTGGCTCCTAATTTCGGT GATA
APAPAGCAAACGAGGAAGGTGGTTTTGTAACTAT TT GCAGACATCCATCTATC
CTAATATCCAATCTGGTATAATAARRAGAT CAGAAGGGTTTACTATTAACAT
ACAATTTGCACATCTTTT ATGACAATAT
CAAATCCCCATGTGCCAATCTCGAACAAGCTTTGAT TAT GAACT CACGARAAT
AAAATTCTATAACAAGCAATCCAATGTTCGGCTTGGTCCAAGATCAAATACT
AATAAGTTATATAGACGACAAAATTATACATATAACGATGCGTTGGTGATTT
BT B T T T T B B BT A A AR EATMAATTMATA S EEAAAARATATE



La détection de mutations exige une haute resolution de la totalité du
genome : variation de 1 lettre jusqu’a I'absence d’un chapitre entier!
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Draft human
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capillary
sequencer

2002 2003

HapMap Project begins

454 GS-20| Solexa/lllumina
pyrosequencer sequence
analyser

2004 2005

ENCODE Project begins

ABI SOLID Roche/454
sequencer Titanium,

llumina GAIl

2006 2007

1,000 Genomes,
Human Microbiome
projects begin

ENCODE Project

pilot publications

2008

Watson
genome
publication

First tumour:normal
genome publication

lllumina GAlIx,| lllumina Hi-Seq

SOLID 3.0 2000

2009

1,000
Genomes pilot
and HapMap3

publications

Human genetic
syndromes publications

2010




Nombre de genomes complets disponibles

2011: 100 2012: 30°'000
2013: > 100’000 2016: > 5000000
Principaux méga-projets en cours
fles Faroe: 50’000

morts-nés: 15’000

100 centenaires, maladies psychiatriques,
genomes de tumeurs...




De nombreux automates apparaissent....

1.  lllumina GA SbP Fluorescent read length (2x110bp)

2. AB-SOLID SbL Longest ligation reads (2x 70bp)

3. Complete Genomics SbL $2000 genome, colony grid (7x 10bp)

4.  Polonator SbL/P Open-source, $170k device, (2x 30bp)
5.  Roche 454 SbP Long reads (900bp)

6. Helicos SbP — SM High parallelism & quantitation (2x 30bp)
7. lon Torrent (PGM system) SbP $50K, small device, (100bp)

8.  Pacific Bio SbP — SM Long reads (>2kb)

9. Intelligent Bio SbP hexagonal grid (2x 30bp)

10. GnuBio SbP picoliter droplets (ND)

11. Halcyon EM — SM Long reads (ND >Mb)

12. Visigen/StarLite SbP — SM Qdot-Pol-dNTP FRET (ND 500kb)
13. Bionanomatrix SbP — SM Fluorescent mapping (ND)

14. Oxford Nanopore Pore-protein — SM small device (ND)

15. Nabsys Pore-SbH — SM small device

16. IBM Pore Si— SM samll device (ND)

17. Genizon BioSci SbH in situ sequencing (ND)

18. LightSpeed SbL 16x density, 10x speed (ND)

19. ZS Genetics EM — SM lodine labels (ND)

20. Electronic BioSci Pore-protein — SM (ND) !
21. GE Global SbP —SM (ND)



Noél 2011: principaux automates de SPM




séguencage

)

analyse d’images

) .

segments de lecture

alignements

) 4

Détection de variants

) .

Variant prioritaires




De la déetection de photons a celle de protons

Innovation : détection de photons remplacée par détection de
protons de '’ADN natif (lectures de fragments de 40 O lettres)

principe : circuits intégrés de semi-conducteurs

12 millions de puits par puce-> senseurs
détectent variations de H+, liberés par
I’ADN polymérase

Fragments d’ADN-> billes magnétiques-> I
1cm

Lecture de 30 millions de lettres
en 2 heures en 2011!



Lecture et assemblage de séquences par SPM

Assemblage des lectures selon la sequence de référence

S D

Assemblage de lectures de novo

# # SN &



Cartographie et annotations des lectures de séquences

terminal 500kb




ldentification des variants, exemple 1

Génome de référence —

ATCAGAGTGAGATTGATTTATCTGGTGGTGGTGATCAGAGTGAGATTG

GGTGGTGATCA

GGAGATCAGAG

GTGGTGG IlGA

b

—_

Interprétation

3 lectures des positions (toutes uniques)
Variant 1 x ] ! (
ldent. & référence 2 x )
Variant= 33% de la variation




ldentification des variants, exemple 2

Génome de référence

ATCAGAGTGAGATTGATTTATCTGGTGGTGGTGATCAGAGTGAGATTG

GGTGGTIGATCA

GGAGATCAGAG

GTGGTGGTIGA

GTGGTGATCAGA

AGATCAGAGTGA

Interprétation
8 lectures des positions ] *
variant 4 x ! (

Ident. a référence 4 x

' ATCAGAGTGAGTGA
Variant: 50% de la lecture | GATCAGAGTGAGTGAGATTT

## )+ GGITGATCAGAGTGAGAT




ldentification des variants, resultats  par SPM

Identification de sites polymorphiques avec degre de confiance éleve, apres de

nombreux alignements: l
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Interprétation 33 Validation des F=s
variants

Analyse des variants




Séquencage d’exomes — nombre de variants identifiés
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*. jamais identifés localement, absents de la database de SNP



Exomes: filtration & identification des variants prior itaires

2 ( (3 ( 4
e
$ %!&" " #
# #
9. $
< #
{ = +
= | $ I [H >
I # 0] ?:5
5 ) (
@#



Il Seulement 1000 CHF pour un génome, mais bien

davantage pour son interprétation complete !!!







Variants et medecine personnalisée des 2012:
prédiction de risques de nombreuses maladies

Test génétique personnel

Mutations avec effet majeur: excellente valeur prédictive (maladies monogéniques, Alzheimer, dégénération
de la macula...).

Variants avec effet mineurs: utilité controversée en 2012, mais probablement meilleure a partir de 2014.

Test génétique pré-conceptuel ou prénatal
Anomalies recherchées dans le cas de maladies graves (mucoviscidose, chorée de Huntington...).
Options de décision parentale et interruption de grossesse.




Medecine personnalisée:
guelgues exemples de béenéfices pour les patients

Premier enfant sauvé par séquencage de génome: varia  nt dans XIAP-
XLP2 permettant un diagnostic -> transplantation de moelle qui évite
un syndrome lympho-prolifératif

Régime alimentaire, modification de traitement peut sauver des vies:
PKU, CFTR, QT long, diabétes, certains cancers

Diagnostic pré-implantatoire: controversé, mais peu t sauver des vies

Pharmacogénétique: sous-types de cancers, dosages d e médicaments



Exploration des génomes humains: etat des lieux
en novembre 2011

21’070 genes avec mutations
déléteres identifiées...

...dont 12'420 genes sont
associés a des maladies

>120’000 mutations génétiques
formellement décrites




Applications du SMP: nombre de genes incriminés
dans les risques de pathologies complexes

Intolérance au gluten: 26
Cancer de la prostate: 45

Obeésité: 62

Pharmacogéenetiqgue: >70

Vision/cécité: 100

Retard mental: > 500




15 % de la population masculine: risque
relatif accrude 2.4 x( >20% a 75 ans)

1 % de la population masculine: risque

relatifaccrude 4.1 x( >35% a 75 ans)

|dentification de 40'000 hommes en Suisse
avec un risque >35 % a 75 ans




de la population générale: risque
relatif accru de 3 x (>15 % a 75 ans)

de la population masculine: risque

relatif accru de 4.1 x (>20 % a 75 ans)

|dentification de




est symptomatique.

La maladie a une composante genetigue a
50 %

26 genes identifies

vers 2014




Pharmacogénétique
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Variants de susceptibilité




Variants de susceptibilité




Variants de susceptibilité




Phénotype = Génotype x Environement

Composantes génetiques

Facteurs de I'environnement

La clé: compréhension
deS intel’actions i Régime alimentaire, traitement,

meédicaments
T
Prévention et

Intervention |

Expression modulée, mutations



Les et leurs

Corrélations entre variations d’ADN et variables
de I'environnement:
compréhension de l'étiologie des maladies




Faut-il craindre le
séguencage
massif d’ADN ?

Augmentation du risque
détectée ?

Traitement disponible ?

Mesures de prévention ?

| Intégrer 'ensemble du
décor: histoire médicale,

Infos personnelles, AF, fact.
de I'environnement




Merci de votre attention!

d’une seule personne

45’000 x la distance
de la terre a la lune...!

Tempéte de
neigenomes
annoncee pour
2012-2016...




