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En guise d’introductionEn guise d’introductionEn guise d’introductionEn guise d’introduction

• Une évolution importante des techniques et des couts

• Ce que l’on imaginait mais pensait impossible devient 
possible :
– typage de millions de SNP, 

id ifi i h i d l hi d’ i di id– identification exhaustive du polymorphisme d’un individu

Q ll t l é l ti t h l i ?Quelles sont les évolutions technologiques ?



Les (nouvelles) techniquesLes (nouvelles) techniquesLes (nouvelles) techniques 
de génotypage

Les (nouvelles) techniques 
de génotypaged g o yp gd g o yp g



MicrosatellitesMicrosatellitesMicrosatellitesMicrosatellites

• Coût d'une PCR standardPCR standard + 1 amorce marquéemarquée + 0.10 €
séquenceurséquenceur

• Environ 0.3 0.3 -- 0.5 0.5 €€ / point de consommables + machines

• Prix de 1.35 1.35 €€ / point Labogena (GIE Animal)

• Génome scan 120 marqueurs : 36 à 162 36 à 162 €€ / individu/ individu



Avantage & Inconvénients des µsatAvantage & Inconvénients des µsatAvantage & Inconvénients des µsatAvantage & Inconvénients des µsat

• Quelques avantages :
– Très polymorphespolymorphes
– Assez facile à développer développer (surtout si la séquence est dispo)(surtout si la séquence est dispo)
– Assez facile à typer à moyenne échellemoyenne échelle (jusqu’à 10.000 génotypes yp yy (j q g yp

produits sur la PF / jour)
– Bien adaptés aux étudesétudes familialesfamiliales

• Quelques inconvénients :
– Analyse difficilementdifficilement complètement automatisableautomatisable
– Polymorphisme non causauxnon causaux
– Pas adapté aux études de Déséquilibre de liaisonDéséquilibre de liaison sur populations 

(mutation, densité)(mutation, densité)



D'innombrables techniques …D'innombrables techniques …D'innombrables techniques …D'innombrables techniques …

Vi l Mil S C i t b l E (2002) G t S l lVignal , Milan, San Cristobal, Eggen (2002), Genet Sel evol



D'innombrables techniques …D'innombrables techniques …D'innombrables techniques …D'innombrables techniques …

La technique universelle n’existe pas



Les techniques pour faire quoi …Les techniques pour faire quoi …Les techniques pour faire quoi …Les techniques pour faire quoi …
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AffymetrixAffymetrixAffymetrixAffymetrix

•• HybridationHybridation Allèle spécifique

• Utilisation d'amorces 25 mers25 mers

• Surtout utilisables pour des puces commercialespuces commerciales

Puces à façon surtout pour l'hommePuces à façon surtout pour l'homme•• Puces à façon surtout pour l'hommePuces à façon surtout pour l'homme

• Coût de l'ordre de 160160--313 313 €€ /puce/puce (10 k façon, 1.8 M HSA)

Projet prioritaire de la Plateforme Biopuces de la Génopole



Illumina GoldengateIllumina GoldengateIllumina GoldengateIllumina Goldengate



Infinium II (Illumina)Infinium II (Illumina)Infinium II (Illumina)Infinium II (Illumina)



Infinium : 1 million SNP humainInfinium : 1 million SNP humainInfinium : 1 million SNP humainInfinium : 1 million SNP humain



Une nouvelle technique complémentaireUne nouvelle technique complémentaireUne nouvelle technique complémentaireUne nouvelle technique complémentaire
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Goldengate & VeracodeGoldengate & VeracodeGoldengate & VeracodeGoldengate & Veracode

• Technique Goldengate Goldengate 

• Jeux de 96 ou 38496 ou 384 SNP

• Coûts (labos publics)
– 96 :  0.11 0.11 €€ / génotype/ génotype

384 : 0 050 05 €€ / génotype/ génotype– 384 : 0.05 0.05 €€ / génotype/ génotype

• Première échelle de commande : 480 individus480 individus

Analyse du transcriptome (96 ou 384 gènes)transcriptome (96 ou 384 gènes)• Analyse du transcriptome (96 ou 384 gènes)transcriptome (96 ou 384 gènes)



Typage SNP sur BeadXPressTypage SNP sur BeadXPressTypage SNP sur BeadXPressTypage SNP sur BeadXPress

• Acquisition de la machine (la première livrée en France) en 
octobre 2007octobre 2007

• Analyse de jeux de 96 ou 384 SNP96 ou 384 SNP

• Quatre projets pilotes :
–– HommeHomme (maladie auto immune)

SourisSouris (carto QTL hémochromatose)–– SourisSouris (carto QTL hémochromatose)
–– PoulePoule (QTL portage des salmonelles)
–– PorcPorc (carto fine QTL engraissement)

• 100 % succès pour les marqueurs déjà connus



Les nouvelles techniquesLes nouvelles techniquesLes nouvelles techniques 
de séquençage

Les nouvelles techniques 
de séquençaged s qu ç gd s qu ç g



Les objectifsLes objectifsLes objectifsLes objectifs

• Le génome séquencé pour 1000 $1000 $

• Evolution des coûts de séquençage :
– Génome humain (3 giga bases) : 1 à 3 milliard $1 à 3 milliard $
– Génome mammifère : 2020--40 millions $40 millions $

R éR é 3 Gb f d 10 50 00050 000 €€–– ReséquençageReséquençage : : 3 Gb en profondeur 10 x pour 50 000 50 000 €€



Les nouvelles technologiesLes nouvelles technologiesLes nouvelles technologiesLes nouvelles technologies

• Séquençage massivement parallèle : 
400 000 à 100 M fragments400 000 à 100 M fragments

• Technologies proposées :
– Roche 454

S l (Ill i )– Solexa (Illumina)
– SOLID (Applied Biosystems)



RocheRocheRocheRoche



RocheRocheRocheRoche

Injection consécutive des nucléotides 
(A puis T puis G puis C)

•
(A puis T, puis G, puis C)
L’incorporation du nucléotide injecté
induit une émission lumineuse

•

TT

GG

Identification des puits donnant
un signal (et quantification)

•

GG

u s g a (et qua t cat o )



SolexaSolexaSolexaSolexa



SolexaSolexaSolexaSolexa



SolexaSolexaSolexaSolexa



Comparaison des techniquesComparaison des techniquesComparaison des techniquesComparaison des techniques

R hR h S lS lRocheRoche SolexaSolexa
Taille 150 Mb -> 1 Gb 1 Gb -> 3 Gb

Longueur 250 b > 500 b 35 b > 35 x 2 bLongueur 250 b -> 500 b 35 b -> 35 x 2 b

Données Go To

Couts ++ (8 k€) + (3k€)

SOLIDSOLID (Applied) ~ Solexa



ApplicationsApplicationsApplicationsApplications

•• ReséquençageReséquençage de banques :
– Génomique (microorganismes fragments PCR Long Range)Génomique (microorganismes, fragments PCR Long Range)
– ORFéome

• Etude de transcriptometranscriptome :pp
– SAGE-like
– Séquences promotrices, interactions protéines-ADN

• Séquençage grandegrande profondeurprofondeur :• Séquençage grandegrande profondeur profondeur :
– Mutations cellulaires rares (cancérologie) …
– Epissage alternatif

• Séquençage communcommun (1 Gb = 100 x 10 Mbases)

• Génotypage



ConclusionsConclusionsConclusionsConclusions



Convergence Génotypage Convergence Génotypage --SéquençageSéquençageConvergence Génotypage Convergence Génotypage --SéquençageSéquençage

• Possibilité d’utiliser des techniques d’enrichissement en 
l é i d équelques régions du génome 

– Soit par hybridation (1 ‰ – quelques Mb)
– Soit par l’utilisation de site de restrictionp

• Puis Séquençage systématique (nécessité de jouer sur la 
f d d l t l é t )profondeur de lecture pour assurer le génotypage).

• Génotypage de mutations connues + découvertes de nouveauxGénotypage de mutations connues + découvertes de nouveaux 
polymorphismes inconnus.



Les évolutions dans le génotypageLes évolutions dans le génotypageLes évolutions dans le génotypageLes évolutions dans le génotypage

• Microsatellites : 150 € / animal pour 110 marqueurs

• SNP Goldengate : 150 € / animal pour 4500 SNP

SNP I fi i 165 € / i l 7600 SNP• SNP Infinium : 165 € / animal pour 7600 SNP

• A terme (maintenant pour l’homme) 200 € pour 1 million de SNP

• L’évolution : Plus de données pour un cout stable



Les acquisitions du CPERLes acquisitions du CPERLes acquisitions du CPERLes acquisitions du CPER

• Investissement de 4.3 Millions 4.3 Millions €€
PF Génomique + BioinformatiquePF Génomique + BioinformatiquePF Génomique + Bioinformatique PF Génomique + Bioinformatique 

• Renouvellement du matériel actuel• Renouvellement du matériel actuel
• Acquisition de nouveaux matériels :

– Atelier extraction d'ADN+CQQ
– Séquenceur nouvelle génération (2009)

• 150 Mo à 1 Go pour 1 à 192 ech., 200-500 bp
• Reséquençage séquençage régional• Reséquençage, séquençage régional, 

transcriptome, cancérologie …
– SNP Haut débit Beadstation (2010)

• Puces SNP 1536 SNP Goldengate• Puces SNP 1536 SNP Goldengate
• Puces Infinium 550 k



Quelques questions pour finir …Quelques questions pour finir …Quelques questions pour finir …Quelques questions pour finir …

• Sources de SNP :
– SNP in silico vs SNP validés (source des séquences) 
– Puces commerciales génériques vs puces à façon

– Tests ciblés vs analyses pangénomique

• Convergence Génotypage – Séquençage
– SNP connus vs découverte de nouvelles mutations



Quelques questions pour finir …Quelques questions pour finir …Quelques questions pour finir …Quelques questions pour finir …

• La génomique devient omniprésente voire envahissante :
– Tests des susceptibilités (déclenchement ou intensité) aux maladies 
– Pharmacogénomique (optimisation traitements, nouveaux médicaments)

• A coté des banques d’ADN, les banques de données deviennent 
stratégiques, les méthodes de mining de l’information aussi.

• Dans 10 (?) ans : Les sociétés proposeront pour Noel un cadeau 
tendance : La séquence de VOTRE génome !

Comment anticiper et prévenir les dérives ?


