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Introduction

Introduction

La génomique représente un domaine de la biologie contemporaine. L’avancement des
technologies de séquencage a rendu possible le séquencage et I’analyse de différents organismes
étudiés séparément. Le génome représente la totalité du matériel génétique d’un individu ou d’une
espece qui est codé dans son ADN. La génomique fait référence a I’analyse des génomes. Elle se
rapporte au séquencage intégral du code génétique (ADN) des étres vivants. Il s’agit d’une

discipline qui étudie la fagon dont I’intégralité du génome interagit avec le milieu environnant.

Dans ce contexte, L’analyse génomique consiste a séquencer d’immenses volumes d’ADN et
par conséquent, elle génére une quantité considérable de données qui peuvent étre stockées,
structurées et accessibles. L’émergence des techniques de séquengage de nouvelle génération a
marqué le début d’une autre révolution. Le développement du domaine technique de la bio-
informatique, qui implique I’utilisation de la science et de la technologie informatiques pour gérer

I’information biologique, est largement attribuable aux progrés dans le domaine de la génomique.
La génomiques se séparé en deux branches distinctes :

» La génomique structurale : I’analyse de la séquence et de structure des composants du
génome, tels que les genes, les régulateurs et les ¢léments mobiles, est appelée génomique
structurale. I’objectif de la génomique structurale est d’approfondir notre compréhension
fondamentale des macromolécules biologiques tout en réduisant les colits moyens associés a

la détermination de leur structure.

» La génomique fonctionnelle est un domaine qui englobe des recherches en biologie
moléculaire et cellulaire, et se concentre sur la totalité de la structure, la fonction et le controle
d’un geéne. La génomique fonctionnelle se concentre sur I’analyse a grande échelle du génome
pour comprendre la fonction de I’ADN (y compris les genes). Elle s’appuie sur des données
génomiques pour examiner I’expression des genes et des protéines a une €chelle globale, ainsi

que leurs réles fonctionnels. (1)

D’autre part, Le séquencage a haut débit pan génomique facilite I’identification des variations
codants (destinées au séquencage de I’exome) et/ou non codants (liées au séquencage du génome)
sur la totalité du génome. C’est un instrument d’une efficacité remarquable pour le diagnostic des
maladies mono géniques, qui a transformé I’approche du diagnostic des pathologies génétiques
rares. Si la maitrise des outils techniques est acquise, pour I’heure, dans I’interprétation des
nombreux variants identifiés et dans 1’exploitation des données générées. Effectivement, chaque

¢tude produit des dizaines de milliers de variations génétiques pour chaque individu. Bien que
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certaines soient a l’origine de maladies, la grande majorité n’est pas responsable de telles

affections, mais met en évidence la diversité interindividuelle propre a I’espéce humaine. (2)

Ces cinq dernieres années, le séquengage du génome complet (WGS) et le séquencage de
I’exome complet (WES) ont progressivement gagné en popularité pour établir le diagnostic
étiologique dont on soupconne des maladies génétiques. Le WGS et le WES, en autorisant
I’analyse simultanée de la majorité ou de la totalité des génes du diagnostic différentiel, offrent la
possibilité d’établir un diagnostic exhaustif et rapide (3). De plus, les avancées technologiques en
maticre de séquengage de nouvelle génération (NGS) ont considérablement simplifi¢ le diagnostic
de ces maladies monogéniques. Au fil de derniére décennie, les technologies du génome ont
progressé¢ mathématiquement et les méthodes de séquencage nouvelle génération sont maintenant
couramment employées pour diagnostiquer les maladies héréditaires a un seul gene et a plusieurs
genes. Le taux de diagnostic du NGS entre 20 et 60 % selon divers éléments, y compris la
génétique et ’hétérogénéité allélique de la pathologie, les critéres de sélection des patients, 1’aspect
cliniques, les technologies de séquencage employées ainsi que le processus analytique du

laboratoire. (4)

Ainsi, en ’espace d’une dizaine d’années, le NGS a permis I’identification de plus de 6000
genes causant autant de maladies génétiques « rares », rendant possible le diagnostic extrémement
précis de pathologies autrefois non déterminées. Plus le cause de la maladie sont identifiées et plus

le patient pourra bénéficier d’une pris en charge adaptée. (5)

Ce travail vise a analyser ’ensemble de I’exome en utilisant les techniques de séquencgage de
nouvelle génération (NGS), dans le but d’identifier les variants génétiques impliqués dans les

maladies rares et d’en étudier I’intérét dans le diagnostic en cadre médicale.
La partie theorique organisee en trois chapitres:

- Le premier : presente le génome humain , sa strucutre et son organisation.

- Le deuxiéme : présente les maladies héréditaires , leurs origines , les types des mutations
et le traitement propose.

- Le troisiéme : décrit les principales techniques de séquengage , en concentre sur les
techniques de seéquencage de nouvelle génération (NGS) , leurs principes et leurs

applications dans différents domaines .
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1. Le génome Humain
1.1. Définition

Le génome humain est défini a fois comme " I’ensemble complet des genes de chaque individu
au double sens de matériel génétique (molécules d’ADN) et d’information génétique et comme
I’ensemble des genes qui constituent I’espece humain”. Par conséquent, le génome humain est au
sens large le génome collectif de I’espéce humaine, et comprend a la fois le matériel génétique et
les données génétiques (1). En effet, il se trouve principalement dans le noyau de chaque cellule,
réparti sur 46 chromosome composés de la molécule d’ADN (2). Les 46 chromosomes sont
répartis en 23 paires. Pour chaque paire, un chromosome provient de la mere et 1’autre du pere.
Seuls les gametes, qui sont les cellules reproductrices, possedent un nombre réduit de 23

chromosomes (une seule copie de chaque paire). (3)

Cette ADN est formée par I’agencement des quatre bases (ou lettre) de I’alphabet génétique (A,
T, G, C), qui sont interprétées en « mots » de trois lettres. Il contient approximativement 20000
couples de genes. Il est a la fois profondément similaire (nous avons tous les mémes genes situé
sur les mémes chromosomes) et profondément varie d’un individu a I’autre, car pour chaque géne,
il y a des centaines de variations différentes. Ces variations sont a 1’origine de I'unicité génétique

de chaque individu (I’exception des jumeaux monozygotiques). (2)
1.1.1. Le génome nucléaire

Le noyau des cellules renferme I’ADN nucléaire, qui est de nature linéaire et se structure en
chromatine a 1’aide de protéines (histones). Comme indiqué précédemment, ces protéines sont
impliquées dans 1’emballage et la régulation des longues chaines d’ADN. C’est a la condensation
de cette chromatine que I’on obtient la structure allongée et compacte des chromosomes. L homme
n’est pas 'organisme avec I’ADN le plus étendu. Effectivement, certaines especes de plantes

possedent jusqu’a trente fois plus d’ADN que I’étre humain. (4)
1.1.2. Le génome mitochondrial humain

L’ ADN mitochondrial (ADN-m) représente une partie du génome de ’homme, I’ADN-m est
une petite molécule circulaire d’ADN double brin extranucléaire qui se transmet uniquement par
vois maternelle (5). La mitochondrie contient son propre génome, qui est un ADN circulaire et
bicaténaire. En quantité¢ absolue, I’ADN mitochondrial constitue approximativement 1% de
I’ensemble de I’ADN cellulaire (environ 1000 a 10 000 reproductions par cellule). On observe une

variation de 5 a 10 copies par mitochondrie. Chez I’humain, cet ADN se compose de 16 569 paires
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de bases (Pb) et ne présente aucun intron. La séquence est totalement identifiée. Il est possible de
distinguer les deux brins physiquement en un brin lourd (H) qui contient une grande quantité de
bases puriques (G et A) et un brin léger (L) qui est riche en bases pyrimidiques (C et T). L’ADN
mitochondrial abrite 37 génes qui codent pour 13 protéines, 22 ARN de transfert et les ARN

ribosomaux. (6)

2. Organisation et composition du génome humain
2.1. Organisation structurale du génome humain

2.1.1. Génes

Le geéne est I'unité fondamentale et fonctionnelle de la transmission héréditaire. Les génes
représentent des séquences d’ADN. Quelques genes fonctionnent comme des modeles pour
générer des molécules qui ressemblent a des protéines. Toutefois, bien que la majorité des genes
soient identiques au sein d’une méme espece, une minorité de génes peut varier (moins de 1% du
total). On désigne sous le terme d’alleles les différentes versions d’un méme gene. Ces variations

subtiles participent aux attributs physiques uniques a chaque individu. (7)

chromosome

— telomere

centromere

cellule . télomere

nucléosomes

double brins

Figure N° 1 : Organisation de ’ADN dans la cellule humain.

Source: https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-adn-87.
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2.1.2. Chromatine

La chromatine est une structure macromoléculaire composée d’ ADN, de protéines histones et
de protéines non histones. Elle facilité 1’agencement de la molécule d’ADN et le contrdle de

I’expression des geénes dans les cellules eucaryotes. (8)
2.1.3. nucléosome

Eléments fondamentaux de la chromatine, se composent d’un octameére d’histones (comportant
deux exemplaires de chaque histone H2A, H2B, H3 et H4) et enveloppent environ 147 paires de
bases d’ADN autour de 1’octamére. (8)

2.1.4. Chromosome

Les chromosomes sont formés d’une longue molécule de deux brins d’ADN enroulés en
structure hélicoidale (3). Ainsi, le chromosome est une entité spécifique. L’ADN déplié mesure
environ un metre, tandis que sa taille ans le noyau se situe autour du pm. Cela signifie donc qu’il
faut compacter la molécule d’ADN fondamentale pour qu’elle puisse s’adapter au noyau de la

cellule. (4)

2.2. Composition du génome

2.2.1. les séquences codantes
> Les exons

Un exon est la portion du géne qui subsiste dans I’ARN (9) qui renferme les données essentielles
pour la constitution de la protéine. L’exon fait référence a la partie du géne généralement codante,
préservée lors de 1’épissage, qui peut subir diverses modifications comme des rétentions ou des
sauts susceptibles de modifier son contenu. mature, ce processus esr appelé « épissage de ’ARNm

». (10)
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Figure N° 2 : Chéma représentative des exones et les introns.
Source:https://www.zmescience.com/medicine/genetic/intron-retention cancer 25012016.
2.2.2. Les séquences non codantes
2.2.2.1. Les introns

Un intron est une portion du gene qui sera éliminée lors de la transformation des ARN

prémessagers nucléaires en ARN mature, ce processus esr appelé « épissage de ’ARNm ». (9)
2.2.2.2. Séquences régulatrices

Les séquences régulatrices sont des segments non codants de I’ADN qui ont un impact sur le

niveau de transcription des génes. Elle contient : (8)
e Promoteur

e Enhancers

2.2.3. Sequences répétées

On distingue deux sortes de séquences répétées : les séquences répétées en tandem et les
séquences dispersées, selon que les répétitions de 1’¢lément répété sont contigu€s ou éparpillées.
Les premiéres étant subdivisées en satellites, minisatillites et microsatellites selon la dimension du
motif et le nombre de répétitions. Les VNTR (répétitions en tandem de nucléotides) sont formées
de répétitions en tandem d’un motif unitaire dont a taille varie d’une paire de bases a plusieurs

milliers de paires de bases et qui se répctent un nombre variable n. Un all¢le est défini par chaque
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valeur de n (11). Pour I’étre humain, la totalité des séquences répétées couvre approximativement

40% du génome (Genoscope). (12)
2.2.3.1. Microsatellites

Les microsatellites se référent généralement a des séquences de moins de 9 nucléotides répétées

entre 2 et 50 fois. (11)
2.2.3.2. Mini satellites

Les mini satellites représentent une catégorie spécifique de séquences répétées en tandem. Il
s’agit de structures qui se composent de la répétition en tandem d’un motif élémentaire dont la
longueur varie entre une dizaine et une centaine de nucléotides : de 7 a 100 paires de bases 10 et

50 paire de bases un mini satellite présente une dimension d’environ un kilo base. (12)
2.2.3.3. Satellites

La séquence a satellite, qui peut étre répétée sur des longueurs atteignant plusieurs Mb, contitue
la majorité de la famille, a ce groupe s’ajoutent les satellites P/y, ainsi que les satellites 1, 2, 3.

13)
2.2.4. Séquences mobiles

Les ¢léments transposables (TEs) sont des séquences d’ADN capables de modifier leur position
dans le génome (14) et constituent des répétitions dispersées qui représentent une fraction
importante du génome chez les organismes supérieurs. L’apport des éléments transposables dans
le génome humain a été révis¢€ a au moins 50% en utilisant les versions récentes du séquencage du

génome de référence et des annotations TE. (15)
2.2.4.1. Transposons

Les transposons ADN se déplacent par un mécanisme de « coupé et collé » controlé par la cellule

elle-méme et qui fait intervenir des enzymes codé par le méme génome. (16)
2.2.4.2. Rotrotransposons

Les rétro transposons se déplacent grace a un mécanisme de copié-collé semblalbe a celui des
transposons via un intermédiaire ARN, un processus de rétro-transposition intervient pour

reproduire un ADN a partir de fragments d’ARN. (16)

10
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3. L’Exome

L’exome fait référence a I'intégralité des parties codantes du génome, également appelées
exons. Ces régions codantes ne constituent que 1a 2%du génome global, ce qui représente environ
62 Mb d’information génétique, impliquées directement dans la physiopathologie des maladies

génétiques. (17)

Ainsi, en raison de leur importance biologique et clinique, le séquencage de tout ’exome (WES)
implique la capture, le séquencage et I’analyse de tous les exons des génes codant pour des
protéines dans le génome humain. Plutét que d’examiner I’ensemble du génome qui compte
environ 3 milliards de paires de bases, le séquencage cible (WES) se concentre sur les quelque 30
millions de paires de bases traduites en protéines fonctionnelles, ou les mutations ont le plus

chances d’entrainer des conséquences phénotypiques séveres directes. (18)

11
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1. Les maladies Génétique

Les maladies génétiques sont des affections dues a des irrégularités dans les génes ou les
chromosomes. Il est possible de transmettre certaines anomalies génétiques a la descendance, ce
qui fait que ces affections sont considérées comme des maladies familiales. Il s’agit de pathologies
rares pouvant se manifester des la naissance (ou éventuellement plus tard dans 1’existence. On peut
identifier ces anomalies génétiques a travers I’annotation du génome et I’évaluation du risque de
contracter une maladie (1). Ces anomalies peuvent étre dues a simple changement de base, de
petites insertions ou suppressions, des défauts d’épissage ou des variations de nombre de copies
plus importantes qui pourraient étre des translocation, des duplications ou des suppressions plus
grandes (supérieures a 1 Mo). Cela pourrait méme étre une addition ou une suppression d’un
chromosome entier ou d’une partie de chromosome. La perte de ce matériel génétique provoque
des désordres spécifiques ou complexes, générés par les variations dans I’ADN individuel. Les
anomalies peuvent étre des phénotypes. Ainsi, I’héritage des caractéristique d’une génération a
I’autre suit certaines lois proposées par George Mendel, communément appelées héritage

mendélien. (2)

Les maladies génétiques, bien que rares, comptent plusieurs milliers d’individus et touchent
globalement plus de 3% de la population. Elles sont le fruit d’'une anomalie dans le capital
génétique. Certaines se révelent trés tot dans la vie (a partir de la phase embryonnaire si 1I’on parle
de malformations), tandis que d’autres surgiront plus ou moins tot durant I’enfance, ou a ’age
adulte(3). De plus a I’échelle internationale, environ 6% des nouveau-nés présentent des
anomalies génétique. Ces anomalies sont le résultat de mutations génomique. Néanmoins, les
mutations qui ne sont pas présentes a la naissance peuvent également tre a I’origine de maladies

génétiques. (4)

Les maladies génétiques présentent une grande diversité de manifestations cliniques, c’est-a-
dire une importante variabilité clinique ou phénotypique. Elles peuvent se manifester par de
I’hypotonie, un développement psychomoteur retardé, une déficience intellectuelle, 1’épilepsie, la
neuro- régression, des anomalies congénitales, la petite taille, la microcéphalie, les
immunodéficiences primaires, la schizophrénie, les troubles du comportement, le trouble
déficitaire de D’attention avec hyperactivité, la démence, les mouvements anormaux et le
cancer On trouve méme des entités, comme la paralysie cérébrale infantile, pour laquelle un
facteur génétique n’avait pas été identifié auparavant et il est désormais estimé que jusqu’a 20%
des cas ont une origine génétique. Il est essentiel de souligner que les maladies génétiques peuvent

se manifester a n’importe quelle étape de la vie, de la période prénatale jusqu’a I’age adulte. (5)
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2. Les types des maladies génétiques

Actuellement, on dénombre plus de 7000 maladies génétiques a I’échelle mondiale. Ces

affections sont classées de maniére différente en fonction des mutations qui les induisent. (4)
2.1. Maladies mono géniques (mutation d’un seul géne)

La maladie monogénique implique une mutation dans un seul géne (4), les maladies
monogéniques peuvent découler de mutations sporadiques (de novo) ou de modifications dans la
séquence d’ADN transmises par I’un ou les deux parents. Le génotype a I’emplacement concerné

a un role significatif.

Ainsi, siune seule version de 1’alléle altéré suffit a provoquer la maladie, on parle d’effet dominant.
En revanche, si deux copies de I’allele muté sont requises pour manifester le phénotype, on parle

d’un effet récessif. (6)

Par ailleurs, Les troubles monogénitiques présentent diverses modalités d’hérédité génétique,
parmi lesquelles : I’hérédité autosomique dominante, ou seule une copie du geéne défectueux
(provenant de 1I’un ou I’autre parent) est essentielle pour provoquer la condition ; 1’hérédité
autosomique récessive, qui nécessite deux copies du géne défectueux (une provenant de chaque
parent) pour engendrer la condition, et I’hérédité liée a X, ou le géne défectueux est situé sur le
chromosome X de la mére. L hérédité liée au chromosome X peut étre dominante ou récessive.
Parmi les troubles mono géniques, on peut citer la fibrose kystique, I’alpha et la béta-thalassémie,
I’anémie falciforme, le syndrome de Marfan, le syndrome du X fragile, la maladie de Huntington

et I’hémochromatose. (2)
2.2. Les maladies polygéniques (combinaison de génes et de facteurs environnementaux)

La maladie polygénique, de loin la plus fréquente, implique des mutations dans plusieurs génes.
L’étiologie des maladies polygéniques, maintenant préférentiellement désignées comme maladies
multifactorielles, s’avere fréquemment difficile a établir en raison de leur dépendance a 1’égard de
mutations multiples affectant divers genes, ainsi que de I’influence de facteurs environnementaux.
Le diabete, ’asthme, les maladies cardiovasculaires et neurologiques, ainsi que certains cancers,

peuvent étre cités a titre d’exemples de maladies polygéniques. (4)
2.3. Les maladies chromosomiques (anomalie dans les chromosomes)

La maladie chromosomique, qui se manifeste par une irrégularit¢ dans la structure d’un
chromosome ou par I’existence d’un chromosome supplémentaire (ou a I’inverse, un chromosome

manquant), est associée a une mutation chromosomique. La trisomie 21, qui est la maladie la plus
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connue de ce groupe, résulte de la présence de trois chromosomes 21 au lieu des deux habituels.
C))

Lors d’un trouble chromosomique, on observe généralement une anomalie quantitative du
matériel génétique, plutét qu’une anomalie qualitative. Il y a une surcharge ou un manque de
chromosome ou de segment de chromosome, ce qui entraine une quantité incorrecte de geénes qu’il
contient. Cela entralne des ralentissements ou des accélérations de certaines fonctions

métaboliques, généralement plusieurs fonctions seront affectées simultanément. (7)
3. La transmission des maladies génétique

Le type de transmission des maladies génétiques différe en fonction de la mutation et de sa
présence ou absence dans le patrimoine génétique des deux parents. Effectivement, 1’enfant
obtient, pour chaque paire de chromosomes, un chromosome du pére et un chromosome de la
mere. Par conséquent, il peut hériter ou non d’une mutation en fonction des chromosomes qu’il
recoit. En outre, une mutation peut étre transmise par le génome des parents ou bien étre de
nouvelle apparition. C’est une mutation de dite « de novo », aucun des génomes parentaux ne porte
la mutation et celle-ci se manifeste de manicre aléatoire. Il faut donc souligner qu’une maladie
génétique n’est pas forcément héréditaire. Effectivement, si les gametes (cellules reproductrices)
ne sont pas touchés par la mutation génétique, comme c’est le cas pour les maladies causées par

des mutations induites, la maladie ne pourra étre transmise. (4)
4. Diagnostique des maladies génétiques

On distingue plusieurs types au niveaux de diagnostic pour les troubles génétiques, parmi

lesquels : clinique, biochimique, génétique (moléculaire ou cytogénétique).

Le diagnostic génétique débute généralement par I’examen de I’historique familial.
L’accumulation d’un trouble au sein des familles indique une cause génétique, bien que certaines
maladies infectieuses puissent également se regrouper dans les familles pour des raisons
environnementales. Les maladies causées per une mutation dans un gene spécifique donnée
(comme les syndromes de cancer familial, I’hémophilie ou les troubles de I’hémoglobine) suivent
généralement des schémas d’hérédité classiques (Mendelien), ce qui permet de diagnostiquer une

maladie héréditaire méme en I’absence de tests de laboratoire appropriés.

Un diagnostic génétique nécessite une confirmation génétique de I’affection de I’individu en
identifiant 1’anomalie génétique (variant de séquence, variant du nombre de copies ou défaut

d’imprédiction) a I’origine du trouble. Cela peut étre un diagnostic moléculaire, généralement
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signifiant un diagnostic effectué¢ par le biais d’une analyse de géne unique ou d’un diagnostic

cytogénétique bassé sur une microarray ou un caryotype. (8)

L’utilisation du séquencage de I’ADN dans le diagnostic médical a subi une transformation
significative au fil des derni¢res décennies. L’émergence du séquencage de nouvelle génération
(NGS) a grandement accéléré la procédure en rendent possible 1’analyse simultanée de milliers,
voire de millions de fragments d’ADN. Cette progression a permis d’aboutir a des diagnostics

plus exacts et adaptés a chaque individu. (9)
5. Analyse de I’exome :

L’analyse de I’exome « Whole Exome Analysis / WES » est une technique de séquencage a
haut débit qui repose sur I’étude simultanée de toutes les séquences codantes (et les régions
introniques adjacentes) de I’ensemble des génes du génome (environ 20 000), ce qui représente
approximativement 1% du génome, soit prés de 180 000 exons et 30 millions de paires de
bases(10). Cette méthode ciblant les régions codantes des protéines a permis d’identifier la
défaillance sous-jacente, notamment chez les petites familles ou les patients uniques ou I’analyse
de liaison traditionnelle s’avére difficile. L’approche de séquengage paralléle en utilisant le NGS
pour séquencer exomes, loci spécifiques ou génomes a permis d’explorer I’implication des variants

rares dans différentes caractéristiques pathologiques. (11)

L’analyse de I’exome entier comprend plusieurs étapes, commengant par la collecte
d’échantillons, le processus en laboratoire, le séquencage des courtes lectures et I’analyse bio-
informatiques. Pour obtenir des données plus solides et reproductibles sur les échantillons, il est

essentiel d’optimiser I’ensemble du processus de travail. (12)
6. Le traitement des maladies génétiques

Un nombre restreint des maladies génétiques peut étre suffisamment bien traité pour permettre
I’éducation, I’emploi, le mariage et parfois méme la reproduction. Cependant, cela nécessite
généralement une gestion cotliteuse, onéreuse et a long terme, comme ¢’ est le cas pour les troubles

de I’hémoglobine, la phénylcétonurie ou la fibrose kystique. (13)

Les thérapies géniques peuvent cibler les cellules germinales (spermatozoides ou ovules) ou les
cellules somatiques. La durée de I’expression du géne transféré est liée a la nature de la pathologie.
Par exemple, dans le cas des maladies mono géniques, il faudrait prolonger la durée alors que pour
les maladies multifactorielles (comme le cancer ou les maladies infectieuses), une durée plus

courte serait préférable.
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On distingue deux formes de transfert génétique : le « in vivo » et «I’ex-vivo». La premicre
implique que le géne est administré directement a un tissu, tandis que dans seconde, les cellules
sont prélevées chez le patient, le géne est introduit puis réinséré dans I’individu affecté. On peut
classer les types de thérapie génique en ceux qui utilisent la thérapie médiée par des virus, les
nanoparticules, et 1’édition génique (5). En provoquant une rupture de I’ADN double brin prés du
lieu ou se situe une mutation, ces nucléases peuvent inciter la cellule a réparer les dommages par
le biais d’une réparation par modele en s’appuyant sur un ADN template distinct contenant la

séquence souhaitée.(14)

Aujourd’hui, il existe de nombreux exemples de thérapie génique (principalement en utilisant
des vecteurs viraux pour administrer un acide nucléique thérapeutique dans les cellules d’un

patient) qui peuvent adopter divers approches :
1. Complémentation d’un gene défectueux (in vivo ou ex vivo).

2. Suppression ou correction d’un géne défectueux directement au sein de la cellule, techniques

connues sous le nom d’édition génomique.
3. Injection de préparations d’ARNm pour la production d’une protéine fonctionnelle. (9)
7. Les limites de traitement des maladies génétiques

Bien que des progrés notables soient déja réalisés, les chercheurs demeurent prudents
concernant 1’application de la thérapie génique et le risque potentiel d’effets secondaires a long
terme. Il est essentiel d’assurer un suivi a long terme des patients sous traitement pour approfondir
la compréhension des modes d’action et de I’efficacité de ces médicaments sur une durée étendue,
dans le but d’assurer leur sécurité. Il y a donc un manque de recul dans I’observation de ces

traitements. (9)
8. Les mutations génétiques

Une mutation désigne une modification de la séquence nucléotidique d’une petite portion du
génome. La mutation, (un terme inventé par Hugo de Vries en 1900, en redécouvrant les principes
de Mendel) désigne a la fois le processus par lequel un géne ou un chromosome se modifie

structurellement et le résultat final de ce processus. (15)

Les mutations d’un organisme, issues du latin « Mutare », signifiant « Changer », se référent a
des modifications des séquences génétiques standards de son ADN. Ces erreurs sont dues a

I’intervention d’agents physiques, chimiques ou a des fautes de réplication. Les maladies
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génétiques héréditaires et le cancer ont pour cause les mutations, qui peuvent toucher I’ADN aussi

bien mitochondrial que génomique.

Il existe deux types de mutations. En fonction de 1’’étendue de la séquence affectée, cela peut
représenter une mutation ponctuelle ou une mutation de grande envergure. Seules les mutations
qui se produisent dans les séquences codantes ou de régulation peuvent avoir un impact sur le

phénotype. (16)
8.1. Les différents types des mutations
8.1.1. Mutation ponctuelles

On entend généralement par mutations ponctuelles des modifications relatives a des paires de
bases individuelles de I’ADN ou a un petit ensemble de paires de bases contigués. Selon leur
nature moléculaire, les mutations ponctuelles sont classées. On distingue trois types de mutations

ponctuelles : (16)
A. Substitutions des bases

Une base est ajoutée de maniere incorrecte lors de la réplication et substitue la paire dans la

position correspondant sur le brin complémentaire. (15)

+ Transition : consiste a substituer une base par une autre de la méme classe chimique, c’est-
a-dire, remplacer une purine par une autre purine ou une pyrimidine par une autre

pyrimidine.

« Transvertion : consiste a substituer une base d’une catégorie, c’est-a-dire, la substitution

d’une pyrimidine par une purine ou vice versa. (16)
B. Délétion de base

Lors de la réplication, un ou plusieurs nucléotides sont souvent « omis » ou excisés, ce qui

entraine généralement un décalage du cadre de lecture.
C. Addition de base

Des nucléotides supplémentaires sont insérés dans I’ADN en cous de réplication, ce qui entraine

souvent un décalage du cadre de lecture. (15)

8.1.2. Mutations spontanées et induites

Les modifications dans le génome peuvent se produire de maniére spontanée ou étre provoquée.
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Ces mutation surviennent suite a l’intervention de certains agents, connus sous le nom de

mutagenes, qui rechaussent la fréquence d’apparition des mutations.
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1.3. Mutations somatiques et germinales

« Mutation somatique : Autrement dit, les cellules qui ne sont pas sexuelle prendront fin au

plus tard lors du déces de I’individu. Ainsi, elles ne sont pas héritées par la progéniture.
Toutefois, si 1’entité se reproduit par voie asexuée, une mutation somatique peut étre, a

condition que la cellule mutée contribue a la formation de ce nouvel organisme.

% Mutation germinales : Autrement dit, les mutations qui surviennent dans les cellules a

I’origine des gameétes sont a I’inverse, descendants de 1’individu. Elle devient donc héréditaire.

(16)
8.1.4. Mutations chromosomiques
A. Aberrations portant sur un chromosome
Inversion : une zone d’un chromosome est retournée et réinsérée.

Délétion : une portion d’un chromosome est supprimée, entrainant I’absence de tous les genes

dans cette zone.

Duplication : réplication d’un chromosome est répétée, ce qui entraine une augmentation de la

quantité de génes dans cette zone.
Translocation : une région d’un chromosome est anormalement liée a un autre chromosome.
B. Aberration portant sur deux chromosomes

Amplification génique : ’augmentation du nombre de copies en tandem d’un locus est

observée.

Répétition de tri-nucléotides en expansion : le nombre habituel de séquences de triplets

nucléotidiques est augmenté. (15)
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Partie 1 Chapitre 03 : Le Séquencage de ’ADN

» Généralité sur le séquencage de ’ADN

Le séquengage de I’ADN est une méthode biochimique employée pour définir la disposition
précise des quatre €léments chimiques connus sous le nom de bases adénine(A), thymine(T),
cytosine(C) et guanine(G) dans la séquence d’ADN (acide désoxyribonucléique). Ainsi, le
séquengage de I’ADN délivre des données génétiques contenues dans un fragment d’ADN
spécifique, ce qui contribue a approfondir notre compréhension du secteur agricole, des relations
évolutives entre les especes, ou encore du diagnostic de maladies induites par des facteurs

génétiques...(1)

Grace aux avancées technologiques et aux outils informatiques contemporains, déterminer la
séquence d’un acide nucléique est désormais d’une simplicité remarquable. Le séquencage
complet de plusieurs génomes a été¢ accompli, et nous connaissons actuellement plus de 90% du
génome humain (qui compte environ 3,5 milliards de paires de bases) (2). Par ailleurs, I’initiative
de séquencage du génome humain a commencé en 1990 en tant qu’effort international financé,
visant a séquencer le génome humain et ceux de divers organismes modeles de la génétique (3).
De plus, le séquengage de I’ADN est indispensable a la caractérisation des variants génétiques du

génome humain. Le séquengage de Sanger a longtemps constitué¢ la méthode standard. (4)

Aujourd’hui, diverses techniques de séquencage de I’ADN son en place pour établir 1’ordre
linéaire des bases A, C, G et T qui le constituent. souvent classées en deux catégories en fonction

du débit de séquences produite : Haut et bas débit. (5)
1. Le séquencage bas débit
1.1. La technologie de « Sanger »

La méthode de Sanger est une technique de séquencage de I’ADN par synthése enzymatique,
qui repose sur ’emploi de didéoxynucleotides ddNTP (qui sont des analogues des nucléotides
dATP, dCTP, dGTP, dTTP comportant un atome d’hydrogéne H a la place du groupement
hydroxyle OH sur le carbone 3 du ribose) ou terminateurs de chaine (6). Cette technique permettant
la détermination de I’ordre des quatre nucléotides au sein d’un fragment d’ADN. Ce séquencage
a permis aux scientifiques de séquencer une vaste gamme d’organisme et constituait la méthode
privilégiée avant ’avénement des séquenceurs de nouvelle génération (7). Plus précisément la
méthode de Sanger utilise ’ADN polymérase pour réaliser une extension d’amorce en incorporant
des nucléotides radio-marqués dépourvus de groupe 3’-OH, appelés didéoxynucléotides, dont

I’incorporation interrompt 1’allongement de I’ADN. (8)
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La technique de séquencage par méthodes de Sanger a transformé la génétique médicale en
déchiffrant et identifiant les sources génétiques de diverses maladies et cancers. Cette méthode,
qualifiée de premicre génération de séquencage, a facilité 1’identification d’un grand nombre de
genes responsables de maladies héréditaires, suite aux analyses de liaison génétique. Cette

méthode, a la fois robuste et rentable, continue d’étre largement employée dans les laboratoires.
€)
1.1.1. Les étapes de la technologie de « Sanger »

1. de I’ADN cible pour le séquengage ; génération d’un grand nombre de répliques de séquence

d’ADN sélectionnée. Ensuite, I’ADN est dénaturé par la chaleur.

2. Réaction de séquence proprement dite : Consiste a utiliser, dans le mix réactionnel, un mélange
de nucléotides normaux (ANTP) et de nucléotides dépourvus de terminaison 3’-OH (ddNTP)
marqués par un fluorochrome. Ces derniers provoquent 1’arrét de la polymérisation une fois

intégrés, générant ainsi des fragments d’amplicons de différentes tailles.

3. Nous procédons ensuite a la séparation des fragments synthétisés par électrophorese capillaire

en fonction de leur taille ( les plus petits migrent plus rapidement ).

4. Un détecteur capte la fluorescence au bout du capillaire, ce qui permet de révéler 1’ordre des
fragments synthétisés. Pour la lecture,un logiciel retrace le chromatogramme permettant la
lecture des séquences. L’ innovation du marquage par les fluorophores a permis le séquengage

d’un plus grand nombre de brins d’ADN. (7)
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Figure N° 3 : principe de technologie sanger.

Source : Estevezj. (2012). Sanger sequencing. [llustration]. Wikimedia Commons.
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1.2. La technolohie de « pyroséquencage »

Le pyroséquencage est une technique de séquengage qui repose sur l’identification du
pyrophosphate libéré lors de la réaction de polymérisation de I’ADN. Les nucléotides sont
incorporés successivement suivant un ordre préétabli. Quand un nouveau nucléotide est incorporé,
I’ATP sulfurylase va exploiter le pyrophosphate libéré pendant la polymérisation pour produire de
I’ATP. La luciférase se servira de cet ATP pour oxyder la luciférine en oxyluciférine et produire

de la lumicre. (10)

La méthode implique initialement la division de I’ADN en segment de 300 a 800 Pb. Par la
suite, un fragment unique est attaché a une bille et une amplification par PCR en émulsion est

effectuée pour générer des séquences identiques de maniére clonale. (11)
1.2.1. Le principe de « pyroséquencgage »

La synthése du brin complémentaire commence a 1’emplacement de 1’amorce de ’ADN
polymérase, avec le soutien de divers nucléotides introduits progressivement. Quand le nucléotide
ajoute correspond au nucléotide prévu, il est intégré au segment d’ADN en cours de création par
la polymérase et un groupement pyrophosphate ppi est libéré. Une ATP sulfurylase utilise ce
groupement pour la synthése de ’ATP. L’ ATP généré est par la suite décomposé par une luciférase
en présence de luciférine pour produire de I’oxyluciférine et un signal lumineux, qui est enregistré

en temps réel par une caméra. (7)

Cette technologie a I’avantage de produire de longues séquences (330 bases en moyenne), qui

facilitent I’assemblage de novo de génome sans utiliser de séquence de référence. (12)

e e M
DNA fraagrments

Emulsion PCR ~ ¥ 3.
: v

i

Break emulsions and deposit
beads into picotiter plate ‘

Orderaed flow of dANTPs

Boads with clonally amplified template DNAs and sequencing enzymes

‘ Polymermse

Template A

oo ><> DT
<INTE aNnTe

e er
PP, and APS

ATP-sulfurylase

Pyrosequencing
__

Figure N° 4 : principe de technologie de pyroséquencage.

27



Partie 1 Chapitre 03 : Le Séquencage de ’ADN

Source : Voelkerding, K. V., Dames, S. A., & Durtschi, J. D. (2009). Next-generation sequencing:

from basic research to diagnostics .
2. Le séquencage a haut débit (NGS)

Le séquencage de nouvelle génération (NGS) est la méthode utilisée pour identifier les
séquences d’ARN et d’ADN grace aux technologie et procédés contemporains (1). Le séquencage
NGS représente une série de technique de séquencage qui ont vu le jour dans la premiere moitié
des années 2000. Ces méthodes de lecture d’ADN de maniére massives et parallele, capables de

séquencer simultanément des centaines de milliers de fragments. (4)

Aujourd’hui, plusieurs entreprises de biotechnologies proposent des plateformes de séquencage
de nouvelles générations, parmi les quelles : Illumina, Life Technologie , Nanopore Oxford et
MGI. Le séquencage de nouvelle génération, permet une production rapide de données en
séquengant d’énormes quantités d’ADN en parall¢le. Cette parallélisation a permis d’accélérer la

vitesse de séquencage et de réduire les cofits. (6)
Trois étapes communes caractérisent les technologies NGS :

e La constitution de banques de fragments d’ADN ou (librairies) : elles sont réalisées en
fragmentant de facon aléatoire I’ADN en petits segments d’environ 150 a 600 paires de bases.
I’utilisation d’endonucléases ou de sonication permet de réaliser cette fragmentation. Des
oligonucléotides liés aux extrémités du fragment d’ADN sont utilis€¢ pour I’adaptation avec

des séquences d’amorces et des parqueurs.

e L’amplification : la banque est amplifiée grace a la PCR ou a des méthodes d’amplification
clonale, comme I’amplification en pont utilisée par la plateforme illumina et I’amplification

employée par la plateforme ion torrent.

e Le séquencage : ’ADN est séquencée en fonction de la technologie (plateformes) employée,

en utilisant diverses approches. (13)
2.1. Les technologies les plus utilisées actuellement
2.1.1. La technologie « Illumina »

La technologie de séquengage par syntheése d’illumina, qui repose sur la détection de signaux
lumineux lors de I’incorporation successive de nucléotides, permet la production massive de
données de séquencage. Le séquencage se réalise a 1’aide d’instruments de type MySeq ou

NovaSeq d’illumina (14), dans cette technologie, les erreurs majeures proviennent souvent de la
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substitution d’une base par une autre, dans cette méthode, I’amplification a examiner ne se fait pas
en milieu liquide, mais sur un substrat solide. Cette technologie utilise une amplification en pont
des fragments a séquencer (PCR en phase solide) sur une surface de verre connue sous le nom de

flow Cell.(8)

2.1.1.1. Le principe de « Illumina »

Dans cette technique, I’amplification de I’échantillon a examiner ne se fait pas en milieu liquide,
mais sur un substrat solide. On effectue alors la réaction de séquengage directement sur le support
oul’ADN a été amplifié. en incorporant un mélange qui contient toutes les bases, chacune associée
a un fluorophore distinct. Pour éviter I’ajout de bases supplémentaires a chaque cycle
d’incorporation, I’extrémité de ces bases est protégée. Ainsi, une lecture laser permet de repérer
en méme temps toutes les positions intégrées. L’ incorporation de base suivante est alors réalisée a

la séparation des fluorophores. La lecture se fait de cette maniére, cycle apres cycle. (15)

A | I \’ o

o cllo c f:\ [A
L % o .3 |- i | | | , |

@ Une molécule simple 2 Un brin complémen- 3 La molécule d'origine @ L'extrémité libre ® Un brin complémen-
brin s’hybride a un oligo- taire (C) est synthétisé, (O) est enlevée. s'hybride. taire est synthétisé.
nucléotide fixé a la

cellule de flux.

® Les deux brins, @ Les extrémités libres ® Nouvelle synthése ® Dénaturation suivie @ Seuls les brins
attachés de facon s'hybrident. des brins complémen- par l'enléevement des identiques a la molécule
covalente a la cellule de taires. brins complémentaires a d'origine restent et se-

flux, sont séparés par la molécule d'origine. ront séquenceés.
dénaturation.

B ® e

Hh :
Ll (T, / <8 &
N @
ol B |

Figure N° 5 : principe de technologie illumina

(A). Amplification on pont des fragments d'’ADN sur la cellule de flux.
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(B). Amplification simultanée de plusieurs fragments d'ADN.

(C). Réaction de séquengage par synthése avec incorporation de nucléotides fluorescents et

détection par imagerie.

Source : Van Dijk, E., & Thermes, C. (2021, 8 janvier). La révolution de la génomique : les

nouvelles méthodes de séquencage et leurs applications. Planet-Vie ENS.
2.1.2. Technologie « Oxford Nano pore»

La technologie de séquencgage mise au point par Oxford Nanopore Technologie (ONT) se base
sur I’idée d’une lecture directe de I’ADN natif, en temps réel. Cela s’opére via la détection des
variations de courant ionique produites lors du mouvement des nucléotides a travers un nanopore,
qui est intégré dans une membrane électroniquement chargée. Chaque association de plusieurs
bases génére une « signature » perturbation du courant électrique, qui est par la suite transformée

en séquence grace a des algorithmes de base calling. (16)

La technologie de séquencgage par nanopores est pleine d’espoir, car elle offre la possibilité
d’identifier une séquence ADN a la résolution du nucléotide sans amplification préalable grace a
une lecture directe. Il est possible de déterminer les bases et leur statut de méthylation en temps
réel avec une précision élevée (99,8%) et a moindre coft, car aucun systéme optique n’est requis
et le traitement des données est minimal. La durée de lecture est également moins longue que celle

des autres technologies. (17)
2.1.2.1. Le principe de « Oxford Nano pore»

Certaines molécules peuvent provoquer un signal électrique distinct lorsqu’elles interagissent
avec des nanopores. Ces nanopores incorporés dans des membres hybrides polymeres-lipidiques
permettent a I’ADN introduit de les traverser, générant un signal électrique distinct qui est ensuite
analysé par un séquenceur (7). Ainsi, une seule molécule d’ADN passe a travers un pore crée par
une protéine intégrée dans une bicouche lipidique sous I’influence d’un potentiel électrique. Une
exonucléase découpe chaque nucléotide a I’entrée du nanopore, ce qui permet de les détecter
¢lectroniquement. Cette méthode n’exige aucune annotation préalable et nécessite seulement de

petites quantités d’ADN. (17)
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Nanopore Sequencing

Figure N° 6 : principe de technologie de Oxford Nano pore .
Source : Glencross, F. (2025). Nanopore. Sequencing. BioRender.
2.1.3. Technologie «SOLID»

Depuis 2007, SOLID (sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) représente la
troisieme plateforme de séquencage de nouvelle génération mise sur le marché par Applied
Biosystems, aujourd’hui connus sous le nom de Life Technologies. La technologie s’appuie aussi
sur une PCR en émulsion sur billes. Le séquencage se réalise non pas par synthése, comme ¢’était
le cas sur les précédentes plateformes, mais par ligation (7). Ainsi, cette technique permet la
lecture de jusqu’a un milliard et demi de séquences paralleles comportant 75 bases chacune.
L’utilisation de la ligase couplée au systeme intégré de correction d’erreurs confére une grande

fiabilité a cette technologie. (18)
2.1.3.1. Le principe de «SOLID»

La technologie Solid utilise une procédure d’amplification comparable a celle de Roche 454,
cependant la méthode de séquencage adoptée differe. Des billes sont placées sur une lamelle de
verre et I'ordre est établi grace a une hybridation et une ligation séquentielle quasi aléatoire
d’oligonucléotides, chaque paire de bases étant détectable par un fluorophore(19). Le séquencage
Solide se distingue par sa technique de « double correction de base » pour les réactions de ligation,
qui permet d’identifier chaque base a deux reprises. De plus, ’emploi des ligases et la modification
de I’amorce de séquencage réduisent considérablement le risque d’erreurs de séquencage, faisant
du Solid la plateforme la plus précise parmi les technologies de séquencage nouvelle génération.

(20)
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Figure N° 7 : principe de technologie de solide .

Source : Voelkerding, K. V., Dames, S. A., & Durtschi, J. D. (2009). Next-generation

sequencing: from basic research to diagnostics.

2.1.4. Technologie « MGI (DNB SEQ) »

La technologie MGI DNBSEQ a été utilisée dans le cadre pratique de ce travail.

DNBSEQ est une technologie NGS qui utilise I’amplification par cycle déroulant pour produire

des DNB ou DNA Nano balls. Ces DNBs sont chargés sur un réseau structuré et fortement

photographiés grace a un systeéme de microscopie a fluorescence a trés haute résolution. Le débit

de DNBSEQ est influencé a la fois par la densit¢ des DNB sur la puce (Flow Cell), et le cott

temporel de chaque étape du flux de travail congu. (21)

2.1.4.1. Le principe de la technologie MGI (DNB SEQ)

Selon MGI Tech, 1’¢laboration de la librairie DNBSEQ implique de convertir I’ADN en

fragments simple brin circulaire (ssCirDNA), suivi d’une amplification en cercle roulant (RCA,

pour Rolling Circle Amplification) qui requiert une polymérase et une amorce produisant une

séquence continue et stable. Cette séquence géneére une pelote d’ADN clonale nommée

DNB « DNB Nano Ball », contenant environ 300 a 500 copies dérivées d’une seule copie initiale.
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Des milliers de DNB sont simultanément insérés dans la puce de séquengage afin d’hybrider a des
zones spécifiques de 220 nm de large espacées tous les 715 nm. Ces zones sont enrichies chacune
par un DNB. Par la suite, I’identification des bases des séquences sera effectuée par ligation,
incluant a chaque cycle I'intégration de INTP fluorescents et de terminateurs qui seront stimulés

par un laser afin déterminer la séquence. (11)

DNA Nanoball (DNB)

Ad-inserted
ss DNA
circle

oA > EESRE

- - \ SN TS
= \ " e " - >
- i\ »

Figure N° 8 : Principe de génération des DNB dans la technologie DNBSEQ.

Source : MGI Tech, DNBSEQ™ Technology, https://global-mgitech.com.
3. Les applications liées au séquencage de ’ADN

L’analyse de la séquence d’un brin d’ADN, qui est propre et distincte a chaque individu, offre
la possibilité¢ d’examiner les données biologiques associées a chaque individu qu’elle recéle. Le
séquengage possede donc de multiples applications dans le secteur médical. Parmi les nombreux
exemples, on peut citer le diagnostic, les analyses génétiques (par exemple, les tests de paternité),

ou encore la criminologie. (5)

3.1. Les applications médicales
e recherche sur les maladies complexes, en particulier le cancer.
e Analyse du statut mutationnel.
e Identification des variations du nombre de copies.

e Identification de plusieurs variations génétiques dans un seul test, offrant une perspective

plus large du génotype.

e Analyse épigénétique.
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e Prévention et détection précoce du cancer (22)
- profilage génomique des individus porteurs de syndromes de susceptibilité au cancer
héréditaire.
- méthodes basées sur la biopsie liquide pour la détection précoce du cancer. (23)
3.2. Applications techniques

e Découverte de variants par le séquengage de régions ciblées ou de génomes complets.

e Assemblage de novo de génomes bactériens et de génomes bactériens et d’organismes

eucaryotes inférieurs.

e Profilage a I’échelle du génome des marques €épi génétiques et de la structure de la

chromatine en utilisant :
- Chip-seq

- Me¢éthyl-séquencage
- DNase-seq

e Classification des espéces et / ou découverte de genes par des études métagénomiques. (24)

3.3. Les applications on microbiologie

e découverte de médicaments ces modifications auront un impact bénéfique sur toutes les
applications de la technologie du séquengage dans la découverte de médicaments basée sur

les oligonucléotides.

e Les TGSTs pourraient également revétir une importance particuliére dans 1’étude des
mécanismes d’action des antibiotiques, de leurs effets sur les patients et de la résistance

aux antibiotiques grace au séquencage complet du génome microbien. (25)
3.4 Application métagénomique

e [’analyse méta génomique des organismes dans un environnement spécifique, comme le
microbiome intestinale, a d’immenses répercussions. Des recherches ont été menées pour
déterminer le lien entre le microbiome intestinal et de nombreuses maladies telles que le

diabete, le syndrome de ’intestin irritable, 1’obésité, ...
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On peut recourir au séquencage de nouvelle génération ciblé de la région du cluster 16s-
23s RNA pour caractériser les bactéries a partir d’échantillons cliniques, permettant ainsi

la détection et 1’analyse de I’ensemble de la population microbienne présente dans un

¢chantillon clinique. (26)
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1. Matériel et Méthodes:
¢ Instruments
e Séquenceur d’ADN NGS : DNB seq G99, MGI
e Spectrophotométre a fluorescence : QUBIT4, Thermofisher scientific
e Thermocycleur : NEOS 48 q PCR, LINEAR
e Sonicateur : M220 Focused-ultrasonicator, COVARIS
e PSM 080 : TMLab
e Rack magnétique : MagSorb 16, BIOSAN
2. Méthodes

La préparation de la librairie de I’ADN pour le séquencage passe par plusieurs étapes

représentées par le schéma suivant :

Fragmentation Adaptor ligation Library amplification Library quantitation

Figure N° 9 : Schéma des étapes de préparation de la librairie d’ADN pour le séquencage NGS.

Une sélection des séquences cibles est ensuite réalisée par hybridation et capture :
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Hybrid Capture Target Enrichment Workflow
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Figure N° 10 : Schéma du processus d’enrichissement des régions cibles par capture hybride

(Hybrid Capture) en séquengage NGS.
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Une fois les fragments cibles sélectionnés, vient 1’étape de la formation des DNBs (DNA nano-

bals), leur charge sur les puces et le séquencage comme indiqué sur le schéma suivant :

1. Library preparation 2. DNB making 3. DNB loading & sequencing

(G ¢
Q.C

@S¢

Library sscirDNA

Figure N° 11 : Schéma des étapes du séquengage NGS par technologie DNBSEQ (préparation

de la librairie, formation des DNBs et séquencage)
En pratique, voici les étapes réalisées depuis 1’échantillon et jusqu’au séquencage final :
e Echantillon biologique :

3-5 mL de sang total de patient sont prélevés dans un tube hépariné. Le sans est centrifugé pendant
10 min a 1000g. 200pL de la couche correspondant aux cellules lymphocytaires est récupérée dans

un tube eppendorf.
2.1. Extraction et purification de PADN
L’extraction est réalisée a partir de 200pL d’échantillon biologique humain.

Lyse cellulaire : Les cellules sont lysées a 1’aide de tampons contenant des agents chaotropiques

et des détergents (ex. : guanidinium thiocyanate + Triton X-100).

Ajout des billes magnétiques : Les billes sont ajoutées au lysat. L’ADN s’y fixe en présence du sel

chaotropique.

Séparation magnétique : L’échantillon est placé a proximité d’un aimant. Les billes (avec ’ADN

1ié) sont attirées contre la paroi du tube. Le surnageant est éliminé.

Lavages : Les billes sont lavées plusieurs fois avec des tampons d’éthanol pour éliminer les

impuretés (protéines, sels, détergent).

Elution de ’ADN : L’ ADN est ensuite libéré des billes en utilisant un tampon faiblement salin ou

de I’eau ultra-pure, les billes sont retirées a 1’aide de I’aimant.
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2.2. Fragmentation de ’ADN

Le sonicateur Covaris M 220 est utilisé pour fragmenter un volume de 55 pLL d’échantillon d'ADN

génomique. Les fragments produits ont une taille comprise entre 300 et 500 pb.
2.2.1. Sélection des Fragments d’ADN en fonction de leurs tailles :

La sélection de la taille des fragments d’ADN est réalisées par billes magnétiques et ce en jouant
sur la proportion des billes par rapport au volume de 1’échantillon d’ADN. Deux sélections
successives permettent d’isoler les fragments a taille souhaitées. Le tableau N°01 montre la taille
des fragments isolés a partir de 100uL. d’ADN fragmenté en fonction de la quantité¢ de billes

magnétiques :

Tableau N° 1 : la taille des fragments isolés a partir de 100pnL. d’ADN fragmenté en fonction

de la quantité de billes magnétiques

Taille cible (ADN pb) 180 230 280 335 420 550
14 selections par billes mag 100 90 80 70 60 50
28me gelections par billes mag 50 20 20 20 20 20

Dans notre cas, nous avons ciblé des fragments de 420 pb ce qui correspond a un mix de 100uL
d’échantillons + 60 uL de billes pour la premiere sélection, et 100puL d’échantillon + 20 pL de

billes pour la seconde sélection.
2.2.2. Etapes de la sélection des fragments :

Transférer I’ADN fragmenté dans un nouveau tube 1.5mL puis centrifuge brievement. Compléter

jusqu’a 100puL avec du tampon TE.

Ajouter 60 uL de billes magnétiques dans le tube a échantillon. Mélanger au vortex jusqu'a ce que

toutes les billes soient en suspension.
Incuber a pendant 5 minutes.

Centrifuger briévement le tube et le placer sur le support magnétique jusqu'a ce que le liquide
soit clair. Transférer ensuite délicatement le surnageant dans un nouveau tube a centrifuger de 1,5

ml. Conserver le surnageant et jeter les billes.
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Ajouter des billes d'ADN propres au tube a centrifuger contenant le surnageant. Mélanger au
vortex jusqu'a ce que toutes les billes soient en suspension. Incuber a température ambiante pour

Sminutes.

Centrifuger briévement le tube et le placer sur le support magnétique jusqu'a ce que le liquide soit

clair. Retirer et éliminer soigneusement le surnageant.

Tout en maintenant le tube a centrifuger sur le support magnétique, ajoutez de 1'éthanol a 80%
dans chaque tube pour laver les billes et la paroi du tube. Attendez. Retirez et jetez soigneusement

le surnageant.
Répétez I’étape et essayez de retirer tout le liquide du tube.

Conservez le tube sur le support magnétique. Ouvrez le bouchon du tube et laissez sécher les billes
a l'air libre jusqu'a ce qu'elles ne soient plus humides ni brillantes. Aucune fissure ne doit apparaitre

a la surface des billes.

Retirez le tube du support magnétique et ajoutez 32 uL de TE pour éluer I'ADN. M¢élanger au

vortex jusqu'a ce que toutes les billes soient en suspension.
Incuber le tube température ambiante pour 5 minutes.

Centrifuger brievement le tube et le placer sur le support magnétique pendant 2 a 5 minutes jusqu'a
ce que le liquide soit clair. Transférer délicatement. 30 pL. du surnageant dans un nouveau tube a

centrifuger de 1,5 ml.

¢ Quantification de ' ADN

La Quantification est réalisée avec le spectro-fluoromeétre Qubit.

2.3. Réparation de l'extrémité des fragments et ajout de la queue « A »

Transférez I'échantillon d'ADN dans un nouveau tube PCR de 0,2 ml et ajoutez du tampon TE

pour un volume total de 39,5 pL.

Préparez le mélange de réparation d'extrémité et de queue A sur la glace :
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Tableau N° 2 : mélange pour la réparation d'extrémité et de queue A

Composants Volume
1 ERAT Buffer 6 uL
2 Mélange d’enzyme ERAT 4,5 uL
Total 10,5 pLL

Transfert 10,5 uLL. du mélange dans le tube PCR de 0,2 ml de 1'étape précédente. Vortexer 3 fois

et centrifuger bri¢vement.

Placez le tube PCR de 0,2 ml dans le thermocycleur et exécutez le programme.

Température Temps
1 Couvercle chauffant (105°C) Oui
2 4°C 30 minutes
3 65°C 15minutes
4 20 °C Pause

Centrifuger brievement pour recueillir la solution au fond du tube.
2.4. Ligature de I'adaptateur

Ajouter 5 pL de l'adaptateur UDB au tube d'échantillon. Mélangez 3 fois au vortex, centrifuger

brievement et placer sur la glace.

Préparez le mélange de ligature de I'adaptateur. Agiter 6 fois au vortex puis centrifuger briévement

et placer sur la glace.

Tableau N° 3 : Le mélange de ligature de I'adaptateur

Composant Volume
1 ADN ligase 4U1
2 Tampon de ligature 21ul
Total 25ulL
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2.4.1. Mélange de ligature d'adaptateur

Pipeter lentement 25 pL du mélange de ligature de 1'adaptateur dans le tube d'échantillon. Vortexer

6 fois, centrifuger brievement et placer sur la glace.
Le mélange de ligature de l'adaptateur est trés visqueux. Pipeter lentement et avec précaution.

Placez le tube PCR dans le thermocycleur. Exécutez le programme dans les conditions suivantes.

Température Temps
1 Couvercle chauffant (50 C°) Oui
2 23 C° 30 minutes
3 4C° Pause

2.4.2. Programme de ligature d'adaptateur
Une fois le programme terminé, centrifugez brievement le tube PCR et placez-les sur la glace.

Ajouter 20 pL Tampon TE, pour un volume total de 100 pL et transférer dans un nouveau tube a

centrifuger de 1,5 ml.
2.4.3. Nettoyage de I'ADN ligaturé par un adaptateur

Ajouter 50 pL de billes magnétiques propres dans chaque tube a échantillon. Mélanger au vortex

jusqu'a ce que toutes les billes soient en suspension.
Incuber le tube a échantillon a température ambiante pendant 5 minutes

Centrifuger brievement le tube a échantillon et le placer sur le support magnétique pendant 2 a 5

minutes jusqu'a ce que le liquide soit clair. Retirer et éliminer soigneusement le surnageant.

Gardez le tube sur le support magnétique, ajoutez 200 pL d'éthanol a 80 % dans le tube pour laver

les billes et 1a paroi du tube. Attendre 30 secondes puis retirez et jetez soigneusement le surnageant.

Répétez 1'étape de lavage une fois. Essayez d'éliminer tout le liquide du tube. S'il reste du liquide
sur la paroi du tube, centrifugez-le brieévement et placez-le sur le support magnétique pour

séparation. Eliminez tout le liquide a I'aide d'une pipette a faible volume.
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Laissez le tube sur le support magnétique. Ouvrez le bouchon du tube et laissez sécher les billes
a l'air libre. Température ambiante jusqu'a ce qu'il n'y ait plus d'humidité ni de brillance a la surface

des perles. Aucune fissure ne doit apparaitre a la surface des perles.

Retirez le tube du support magnétique et ajoutez 40 pL de tampon TE pour éluer ' ADN. Mélanger

au vortex jusqu'a ce que toutes les billes soient en suspension.
Incuber le tube a température ambiante pour 5 minutes.

Centrifuger brievement le tube et le placer sur le support magnétique pendant 2 a 5 minutes jusqu'a
ce que le liquide soit clair. Transférer délicatement 38 pL du surnageant dans un nouveau tube

PCR de 0,2 mL.
2.5. Amplification par PCR
Réaliser le mélange selon le tableau suivant :

Tableau N° 4 : le mélange Amplification par PCR

Composants Volume
1 produit de ligature 38 ul
2 Meélange d'enzymes PCR 50 ul
3 M¢élange d'amorces PCR UDB 12 uL
Total 100 pL

Placez le tube PCR dans le thermocycleur. Exécutez le programme dans les conditions suivantes :
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Température Temps Cycles
1 Couvercle chauffant 105°C Oui
2 95°C 3 min 1
3 98°C 20 sec %20
4 60°C 15 sec %20
5 72°C 30 sec %20
6 72°C 10 minutes 1
7 4°C

Une fois le programme terminé, centrifugez bri¢vement le tube et transférez-le dans un nouveau

tube a centrifuger de 1,5 ml
2.5.1. Nettoyage du produit PCR

Ajouter 100 pL de billes magnétiques dans chaque tube d'échantillon. Mélanger avec un vortex

jusqu'a ce que toutes les billes soient en suspension.
Incuber le tube a échantillon a Température ambiante pour 5 minutes.

Centrifuger brievement le tube a échantillon et le placer sur le support magnétique pendant 2 a 5

minutes jusqu'a ce que le liquide soit clair. Retirer et éliminer soigneusement le surnageant.

Gardez le tube sur le support magnétique, ajoutez 200 pL d'éthanol a 80 % dans chaque tube pour
laver les billes et la paroi du tube. Attendre 30 secondes, puis retirez et jetez soigneusement le

surnageant.

Répétez 1'étape de lavage une fois. Essayez d'éliminer tout le liquide du tube. S'il reste du liquide
sur la paroi du tube, centrifugez-le briévement et placez-le sur le support magnétique pour

séparation.
Eliminez tout le liquide a 'aide d'une pipette a faible volume.

Laissez le tube sur le support magnétique. Ouvrez le bouchon du tube et laissez sécher les billes a
l'air libre a température ambiante jusqu'a ce qu'il n'y ait plus d'humidité ni de brillance a la surface

des billes. Aucune fissure ne doit apparaitre a la surface des billes.
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Retirez le tube du support magnétique et ajoutez 32 pL de tampon TE pour éluer ' ADN. Mélanger

au vortex jusqu'a ce que toutes les billes soient en suspension.
Incuber le tube a température ambiante pour 5 minutes.

Centrifuger brievement le tube et le placer sur le support magnétique pendant 2 a 5 minutes jusqu'a
ce que le liquide soit clair. Transférer délicatement. 30 uLL du surnageant dans un nouveau tube a

centrifuger de 1,5 ml.

Quantifier 'ADN double brin avec le kit d'analyse Qubit dsDNA-HS. Le rendement des produits

PCR doit étre supérieur a 1 pmol.
2.6. Hybridation et capture

Cette étape permet de sélectionner (hybridation) et d’isoler (capture) les fragments d’ADN

correspondant aux séquences exomiques.
Préparation du mélange d’hybridation :
Préparer le mélange suivant dans un tube a PCR de 0,2 mL :

Tableau N° S : Préparation du mélange d’hybridation

Composant Volume
Hyb Buffer 1 10pL
Hyb Buffer 1 0,4uL
Hyb Buffer 3 4uL
Hyb Buffer 4 5,6uL

Total 20

Incuber le mélange a 65°C pendant 5 minutes.

Préparation du mélange de capture :

Préparer le mélange de capture suivant dans un nouveau tube 0.2 mL.
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Tableau N° 6 : Préparation du mélange de capture

Composant Volume
NF water 1,5ul
BLOCK 5 0,5uL
MGI Exome V5Probe SuL
Total TuL

Placer le mélange dans un thermocyleur avec le

programme suivant :

Température Time
105°C Heated lid On

65°C 2min

65°C Hold

Hybridation et capture

Materiel et methodes

Les deux meélanges (Hybridation et capture) doivent étre gardés a une température de 65°C

Transférer 20uL du mélange d’hybridation aux 7 L. du mélange de capture. Mélanger a 1’aide

d’une pipette.

Placer le tube dans le thermocyleur et lancer le programme suivant pendant 24 heures :

Temperature Time
105°C On
65°C 2min
65°C Hold
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2.7. Elution

Pour la réaction d’hybridation, ajouter 1,8mL de Wash Buffer II dans un nouveau tube de 2mL.
Placer le mélange dans le thermo-mixeur réglé a 65°C. Puis ajouter S0uL de Billes magnétiques

et mélanger 1’ensemble.

Ajouter 200uL de Binding buffer au tube contenant le mélange. Placer le tube contre le rack

magnétique pour 2-5 minutes et jeter le liquide transparent.
Ajouter 200pL de Binding buffer et resuspendre les billes.

Placer le mélange dans un agitateur rotatif et faire pivoter pendant 30 minutes a température

ambiante.

Placer a nouveau les tubes contre un rack magnétique, laisser agir pendant 2-5 minutes et éliminer

le surnageant.
Réaliser un lavage avec 500 pL de Wash Buffer.

Réaliser un second lavage avec le Wash Buffer II préchauffé a 65°C. M¢élanger a 1’aide de

I’agitateur magnétique (1000rpm) pendant 10 secondes. Incuber a 65°C pendant 7 minutes.
Placer contre le rack magnétique et éliminer le surnageant.
Répéter cette étape une seconde fois.

Ajouter 44uL. de NF water au tube et re-suspendre le mélange et transférer le mélange (avec les

billes magnétiques) dans un nouveau tube 0,2 mL.
2.7.1. PCR Post-Capture :

Ajouter 65uL de mixture PCR au tube de I’étape précedente (44uL avec billes magnétiques), bien

mélanger et lancer la PCR avec le programme suivant :

Temperatur Time Cycles
105°C Heatide lid On -
95°C 3min 1
98°C 20sec x
60°C 15sec x
72°C 30sec x
72°C 10min 1
4°C Hold -
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A T’issu de la PCR, placer le tube contre le rack magnétique et récupéré le surnageant dans une

nouveau tube 1,5mL .

2.8. Dénaturation et circularisation simple brin

Le kit de circularisation MGIEasy (réf. : 1000020570) est utilisé pour la préparation des DNB.
2.8.1. Dénaturation

En fonction de la concentration des produits PCR, ajoutez 300 ng des produits PCR dans un
nouveau tube PCR de 0,2 ml. Si le volume est inférieur a 48 pL, ajoutez du tampon TE pour obtenir

un volume total de 48 pL.

Placez le tube PCR dans le thermocycleur. Exécutez le programme dans les conditions suivantes:

Temperature Temps
1 Couvercle chauffant a 100°C Oui
2 95°C 3 mintes
3 4°C 10 mintes

Apres la réaction, centrifuger briévement le tube et placer sur la glace .
2.8.2. Circularisation monocaténaire

Préparez le mélange de réaction de circularisation dans un nouveau tube PCR de 0,2 mL sur la

glace. Vortexez 3 fois puis centrifuger bri¢vement et placer sur la glace :

Tableau N° 7 : le mélange de réaction de circularisation

Réactif Volume

1 Tampon d’attelle a doubles code-barres 11,6 uL
2 Ligase rapide d’ADN 0,5ulL
Total 12,1 pL

Ajouter 12,1 uL du mélange réactionnel de circularisation dans le tube a échantillon. Vortexer 3

fois puis centrifuger bri¢vement et placer sur la glace.
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Placez le tube PCR dans le thermocycleur et exécutez le programme dans les conditions suivantes:

Températures Temps
1 Couvercle chauffant 42¢° Oui
2 37C° 10 Minutes
3 4C° Pause

Une fois le programme terminé, placez le tube PCR sur la glace puis centrifuger briévement et

passer immédiatement a I’étape suivante.
2.8.3. Digestion

Préparer le mélange de digestion dans un tube PCR de 0,2 mL sur la glace . Vortexez 3 fois,

centrifuger briévement et placer sur la glace.

Ajouter 4 uL du mélange de digestion dans le tube a échantillon. Vortexer 3 fois, centrifuger

brievement, puis placer sur la glace.

Placez le tube PCR dans le thermocycleur. Exécutez le programme dans les conditions suivantes:

Température Temps
1 Couvercle chauffant 42C° Oui
2 37Ce 10 minutes
3 4C° Pause

Une fois le programme terminé, centrifugez bri¢vement le tube et ajoutez immédiatement 7,5uL
de tampon d'arrét de digestion dans le tube a échantillon. Mélanger au vortex 3 fois puis centrifuger

brieévement et placer sur la glace.
2.8.4. Nettoyage du produit de digestion

M¢élangez soigneusement les billes magnétiques de nettoyage d'ADN. Ajoutez 130 pL de billes
d'ADN propres dans le tube a échantillon. Mélanger au vortex jusqu'a ce que toutes les billes soient

en suspension.

Incuber a température ambiante pour 5 minutes.
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Centrifuger brievement le tube et le placer sur le support magnétique pendant 5 minutes jusqu'a ce

que le liquide soit clair. Retirer et jeter soigneusement le surnageant.
Réaliser un nettoyage avec 160 uL d'éthanol a 80 %.

Placez-le sur le support magnétique pour séparation. Eliminez tout le liquide a 1'aide d'une pipette

a faible volume.

Conservez le tube sur le support magnétique. Ouvrez le bouchon du tube et laissez sécher les billes
a l'air libre a température ambiante jusqu'a ce qu'elles ne présentent plus d'humidité ni de brillance.

Aucune fissure ne doit apparaitre a la surface des billes.

Retirez le tube du support magnétique et ajoutez 25 pLL de tampon TE pour ¢éluer 'ADN. M¢élanger

au vortex jusqu'a ce que toutes les billes soient en suspension.
Incuber a température ambiante pour 5 minutes.

Centrifuger briévement le tube et le placer sur le support magnétique pendant 5 minutes jusqu'a
ce que le liquide soit clair. Transférer délicatement 24 puL. du surnageant dans un nouveau tube a

centrifuger de 1,5 mL.
2.8.5. Controle qualité du produit de digestion

Quantifier le ssCir avec le kit d'analyse Qubit ssDNA. Les produits finaux de la digestion
enzymatique (ssDNA,ng) / les produits d'entrée de la PCR (dsADN, 300 ng) doivent étre >
7%.

3. Séquencage sur la plateforme MGI

Les DNBs sont chargés sur des flow cells spécifiques au séquenceur MGI G-99.

Le séquencage est réalisé en utilisant la technologie DNBSEQ, qui repose sur la synthése d'ADN
par ancrage de sondes combinatoires. Cette méthode permet une lecture efficace et précise des

séquences d'ADN.
4. Données brutes : fichiers FASTQ

Les données de séquencage sont initialement générées sous forme de fichiers FASTQ, qui
contiennent les séquences d'ADN lues ainsi que les scores de qualité associés a chaque base. Ces

fichiers sont essentiels pour les analyses bioinformatiques ultérieures.
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5. Analyse bioinformatique
5.1. Alignement des lectures

Les lectures des fichiers FASTQ sont alignées sur un génome de référence (GRCh38) en utilisant
un outils interne au serveur du séquenceur équivalent a BWA ou Bowtie2. Cette étape génére des

fichiers BAM, qui contiennent les informations d'alignement.en.mgi-tech.com
5.2. Appel des variants (Variant Calling)

Les fichiers BAM sont ensuite utilisés pour identifier les variations génétiques (SNPs, indels, etc.)
par rapport au génome de référence. Cette étape est réalisée avec un outils interne au serveur du
séquenceur équivalent 8 GATK, Sentieon ou DeepVariant. Les résultats sont enregistrés dans des

fichiers VCF (Variant Call Format).
5.3. Fichiers VCF

Les fichiers VCF contiennent des informations détaillées sur les variants identifi€s, y compris
leur position dans le génome, le type de variant, la qualit¢ de l'appel et d'autres annotations

pertinentes. Ces fichiers sont essentiels pour les analyses ultérieures et la recherche clinique.
6. Analyse diagnostique
6.1. Annotation des variants

Les variants identifiés sont annotés pour déterminer leur impact potentiel sur les genes et les
protéines. Des outils comme SnpEff ou VEP (Variant Effect Predictor) sont utilisés pour cette

annotation.
6.2. Interprétation clinique

Les variants annotés sont ensuite interprétés en fonction de leur pertinence clinique, en se référant
a des bases de données telles que ClinVar ou gnomAD. Cette étape est cruciale pour identifier les
variants pathogenes potentiels et établir des liens avec des phénotypes ou des maladies spécifiques.

L’annotation des variants et I’ interprétation clinique sont pris en charge par 1’équipe médicale.
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1. Résultats

1.1. Matériel biologique de départ
Extrait d’ADN, sang humain hépariné :
Concentration : 25 ng/pL,
Quantit¢ totale : 0,7 pug
1.2. Préparation de la librairie
Quantité d’ADN utilisée : 50ng
Kit de préparation : MGIEasy Fast FS Exome Library Prep
1.3. Parametre de séquencage
2x100 pb

Controle qualité du séquencage : Q30 =92,03 %

'} Read 1

Number of Reads [9%]
et e e g e e g e |

Read length [nt]

Figure N° 12 : Tailles des séquences lues (Reads) apreés « Trimming »

La figure n°12 indique que plus de 98% des séquences lues ont une taille comprise entre 98 et

102nt.
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Figure N° 13 : Nombre moyen de lectures (reads) par base

La figure n°13 montre que plus de 80% des bases ont été lues 34-37 fois en moyenne.
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Figure N° 14 : %GC des lectures (reads)

La figure n°14 montre une distribution gaussienne du pourcentage GC des séquences lues centrée
a 50%.

1.4. Analyse bioinformatique

Le démultiplexage des séquences et 1’ajustage des adaptateurs (trimming) ont été réalisé avec un

module associé au serveur interne du séquenceur G-99.
1.5. Données brutes : fichiers FASTQ

Les données de séquencage sont initialement générées sous forme de fichiers FASTQ, qui

contiennent les séquences ADN lues ainsi que les scores de qualité associés a chaque base.
Ces fichiers sont essentiels pour les analyses bioinformatiques ultérieures.

Taille de fragments lus (reads) : 43,05 Millions
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Nombre de bases lues : 16,278 Gb
1.6. Alignement des lectures

Les lectures des fichiers FASTQ sont alignées sur un génome de référence (GRCh38) via un
module interne au serveur du séquenceur G-99. Cette étape génere un fichier BAM (Binary

Alignment Map) contenant les informations d’alignement.
1.7. Appel des variants (Variant Calling)

Les fichiers BAM sont ensuite utilisés pour identifier les variations génétiques (SNPs, indels et
CNVs) par rapport au génome de référence. Des outils tels que GATK, Sentieon ou DeepVariant
sont couramment utilisés pour cette étape. Les résultats sont enregistrés dans des fichiers VCF

(Variant Call Format).
Un logiciel interne au serveur du séquenceur G-99 a été utilisé pour la détection des variants.
Appel des variants a été effectué dans les régions cibles avec +/- 30 paires de bases.

Les variants ont été annotés a partir de diverses bases de données publiques. Les variations du
nombre de copies (CNV ou copy number variations) ont ét¢ détectées en comparant le nombre de
lectures chevauchant les régions génomiques cibles « Coverage » avec le nombre attendu dans une
cohorte échantillons de référence. Pour analyser les CNVs sur les chromosomes X et Y, le sexe du
patient (si non spécifié par le client) a été estimé a partir de la couverture afin de déterminer le

nombre attendu de copies.

La qualité des fichiers FASTQ a été analysée avec FastQC (version 0.11.5-cegat) (Andrews 2010).
Les tracés ont été créés avec ggplot2 (Wickham 2009) dans R (version 3.6.1) (R Core Team 2015).

Les résultats de cette étape d’analyse sont les suivants :
Nombre SNVs : 48604

Nombre d’Indels : 9528

Nombre de CNVs : 491

1.8. Annotation des variants

Les variants identifiés sont annotés pour déterminer leur impact potentiel sur les geénes et les

protéines. Les outils SnpEff et VEP (Variant Effect Predictor) sont utilisés pour cette annotation.
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1.9. Fichiers VCF

A T’issu de I’analyse bioinformatique, des fichiers VCF (Variant call format) sont générés
contenant des informations détaillées sur les variants identifiés, y compris leur position dans le
génome, le type de variant, la qualité de appel et autres annotations pertinentes. Les fichiers VCF
peuvent étre consultés avec un outil d’édition de texte tels que bloc note ou Word et peuvent

contenir un nombre de variants allant de 50000 jusq’a 10000.

Ces fichiers sont essentiels pour les analyses ultérieures et la recherche clinique. Un exemple d’un

fichier VCF est annexé a ce manuscrit.
1.10. Interprétation clinique

Cette partie de I’analyse est réalisée par le médecin généticien. Les variants annotés sont
interprétés en fonction de leur pertinence clinique, en se référant a des bases de données telles que
ClinVar ou gnomAD. Cette étape est cruciale pour identifier les variants pathogénes potentiels et

¢tablir des liens avec des phénotypes ou des maladies spécifiques.

60



Partie 3 Reésultats et discussion

2. Discussion

L’analyse de ’exome est un test important pour le diagnostic de nombreuses maladies rares et
héréditaires. Dans de nombreux cas, les informations fournies par ce test suffisent pour poser le

diagnostic et permettent I’établissement d’un conseil génétique adéquat.

Dans ce travail, nous avons réalisé le séquencage d’un exome dans le but de fournir au médecin
généticien une liste de variants génétiques susceptibles d’étre a I’origine de la pathologie du

malade.

L’ADN extrait a partir d’un prélévement sanguin du malade a subit une séri¢ de modifications afin
de le préparer pour le séquencage dans la plateforme MGI G-99. Les différents points de controle

qualité réalisés autorisent le passage d’une étape a la suivante.

La quantité d’ADN de départ (0,7 pg) et sa qualité évaluée par le Qubit sont satisfaisantes pour la

suite des expérimentations.

Le score finale du séquencage (Q30=93,03%) est supérieur au seuil de validation des résultats fixé

par le fabriquant MGI qui est de ’ordre de 90%.

Le nombre de « reads » (43,05M) et de bases lues (16,278Gb) correspond a la moyenne observée
habituellement avec la technologie utilisée. Plus de 80% des bases ont été lues a plus de 34x ce

qui est considéré comme acceptable.

La courbe de distribution du contenu en %GC est également dans les normes avec une forme

gaussienne centrée a 50%.

Le nombre de variantes totaux (60k) est comparable au nombre obtenu habituellement par des

analyses WES similaires.

L’ensemble des analyses bioinformatiques ont été réalisés au sein du serveur intégré au séquenceur

G-99.

Le fichier VCF final contenant une liste de variants de plus de 55000 variants a été livré au médecin
généticien qui prendra en charge la dernicre étape de L’analyse et établir un compte rendu final.
Tout le travail technique a été effectué sous la supervisons du médecin généticien compte tenu de

I’aspect médical de I’analyse.
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Conclusion

Ce travail s’inscrit dans le domaine de la génomique et du diagnostic moléculaire, et a pour
objectif le séquengage d’un exome humain dans un cadre médical a la recherche de variants
responsables d’une maladie héréditaire a 1’aide des technologies de séquencage de nouvelle
génération (NGS), une approche moderne devenue incontournable pour 1’analyse des variations

génétiques impliquées dans les maladies héréditaires.

Ce travail a permis de décrire de maniere globale les différentes étapes du processus de séquencage
de ’exome, depuis la préparation des échantillons d’ADN et la construction des librairies, jusqu’au
séquencage et a I’analyse bioinformatique des données obtenues. Cette démarche met en évidence
I’importance de I’intégration entre les techniques de biologie moléculaire et les outils

informatiques dans 1’étude du génome humain.

Le séquencage de I’exome représente aujourd’hui un outil essentiel en génétique médicale,
permettant de cibler les régions codantes du génome et de faciliter la détection des variations
génétiques responsables de nombreuses pathologies, ce qui contribue au développement du

diagnostic moléculaire et de la médecine de précision.

Cependant, cette technologie présente encore certaines limites, notamment liées a la complexité
des données générées et aux difficultés d’interprétation de certains variants, ce qui nécessite une

analyse rigoureuse et multidisciplinaire.

En perspective, I’évolution continue des technologies de séquengage et des outils bioinformatiques
devrait permettre d’améliorer la précision des analyses et d’¢élargir davantage les applications

cliniques du séquengage de 1’exome.
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Annexe — Pipeline bioinformatique pour I’analyse du séquencage de I’exome

(WES)

5 Objectif :

Analyser les données brutes issues du séquencage (fichiers FASTQ) pour obtenir des fichiers de

variants annotés (VCF), interprétables pour le diagnostic.

Etapes du pipeline :

Etape Outil Commande / Description
1. Controle qualité des FastQC fastqc sample R1.fastq sample R2.fastq
lectures
2. Nettoyage des lectures Trimmomatic trimmomatic PE sample R1.fastq sample R2.fastq [...]
(trimming)
3. Alignement au génome de BWA-MEM bwa mem -t 8 hg38.fa sample R1 trimmed.fq
référence (hg38) sample R2 trimmed.fq > sample.sam
4. Conversion SAM — BAM Samtools samtools view -Sb sample.sam > sample.bam
5. Tri et indexation des BAM Samtools samtools sort sample.bam -o sample sorted.bamsamtools
index sample sorted.bam
6. Marquage des duplicats Picard picard MarkDuplicates I=sample sorted.bam
O=sample_dedup.bam M=metrics.txt
7. Appel de variants GATK gatk HaplotypeCaller -R hg38.fa -I sample dedup.bam -O
HaplotypeCaller sample raw.vef
8. Filtrage des variants GATK gatk VariantFiltration -R hg38.fa -V sample _raw.vcf-O
VariantFiltration sample_filtered.vcf[...]
9. Annotation des variants ANNOVAR / VEP table_annovar.pl sample_filtered.vef humandb/ -buildver

hg38 -out sample annotated
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Structure des fichiers en sortie :

e Sample fastqc.html : rapport qualité

e Sample sorted.bam / .bai : fichier aligné

e Sample filtered.vef : fichier de variants filtrés

e Sample annotated.txt : variants annotés cliniquement
Remarque :

e Le pipeline est généralement automatisé via un script shell ou un workflow (Snakemake,

Nextflow).

e I est essentiel d’utiliser une base de données de référence a jour (ClinVar, gnomAD) pour

I’interprétation clinique.

Exemple fichier VCF :
##tfileformat=VCFv4.2
#H#ALT=<ID=* Description="Represents allele(s) other than observed.">

#H#FILTER=<ID=HARDTOVALIDATE,Description="QD < 2.0 || FS>60.0 | | MQ < 40.0 | | HaplotypeScore > 13.0 | |

MappingQualityRankSum < -12.5 | | ReadPosRankSum < -8.0">

##FILTER=<ID=LOWQUAL,Description="Set if not true: %QUAL>10">

##tsamtoolsVersion=1.12+htslib-1.12

##tsource=HaplotypeCaller



#CHRO POS
M

chrM 73
chrM 195
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ID

REF

ALT

G

C

QUAL FILTER

15853.10 PASS

36371.10 PASS

INFO

AB=0;ABP=0;AC=6;AC1=2;AF=1.00;AF1=1;A
N=6;A0=683;CIGAR=1X;DP=1785;DP4=0,0,
319,1;DPB=683;DPRA=0;EPP=35.4425;EPPR
=0;ExcessHet=3.0103;FQ=-
281.989;FS=0,GQ_MEAN=1481;GTI=0;LEN=
1;MEANALT=1;MLEAC=2;MLEAF=1;MQQOF=
0.0106762;MQM=54.757;MQMR=0;MQSB=
1;NCC=0;NS=1;NUMALT=1;0DDS=951.444;
PAIRED=0.814056;PAIREDR=0;PAO=0;PQA=
0;PQR=0;PRO=0;QA=24174;QD=32.09;QR=
0;REGION=.;RO0=0;RPL=217;RPP=200.131;R
PPR=0;RPR=466;RUN=1;SAF=379;SAP=20.8
939;SAR=304;SGB=-
0.693147;SOR=1.089;SRF=0;SRP=0;SRR=0;T
YPE=snp;VDB=7.48586e-

13;set=Intersection;technology.illumina=1

AB=0;ABP=0;AC=6;AC1=2;AF=1.00;AF1=1;A
N=6;A0=1475;BaseQRankSum=2.214;CIGA
R=1X;DP=4200;DP4=0,0,689,154;DPB=1479
;DPRA=0;EPP=4.81373;EPPR=7.35324;Exces
sHet=3.0103;FQ=-
281.989;FS=0;GQ_MEAN=3777;GTI=0;LEN=
1;MEANALT=2;MLEAC=2;MLEAF=1;MQ=60;
MQOF=0.000722022;MQM=59.9675;MQM
R=60;MQRankSum=0;MQSB=0.99208;NCC=
0;NS=1;NUMALT=1;,0DDS=2036.78;PAIRED
=0.935593;PAIREDR=1;PAO=0;PQA=0;PQR=
0;PRO=0;QA=49984;QD=27.74;QR=21;REGI
ON=.;RO=2;RPL=820;RPP=43.0905;RPPR=3.
0103;RPR=655;RUN=1;ReadPosRankSum=-
0.807;SAF=756;SAP=5.02572;SAR=719;SGB

0.693147;SOR=0.257;SRF=1;SRP=3.0103;SR
R=1;TYPE=snp;VDB=0.0101606;set=Intersec

tion;technology.illumina=1

FOR
MAT

GT:A
D:AO
:DP:G
Q:PL:
QA:Q
R:RO

GT:A
D:AO
:DP:G
Q:PL:
QA:Q
R:RO

6332746
5 S33.F
REEBAYE
S

1/1:0,68
3:683:68
3:.:2062

9,2056,0
:24174:0
:0

1/1:2,14
75:1475:
1479:.:4
4951,44
28,0:499
84:21:2

633274 63327465
65_5S33. _S33.SAM
GATK TOOLS

1/1:0,4 1/1:....:320
94:.:49  :99:255,2
4:99:15 55,0
867,148

1,0

1/1:1,1  1/1:...:843
310:.:1  :99:255,2
311:99: 55,0
36385,3

777,0
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chrl 1451 . T C 21.04 PASS AC=1;AC1=1;AF=0.500;AF1=0.499998;AN=2 GT:D ./. A 0/1:8:54:5
674 ;BQB=0.450401;DP=12;DP4=3,2,0,3;FQ=24. P:GQ: 1,0,167
0321;MQ=60;MQOF=0;MQB=0.900802;MQ PL
SB=0.900802;PV4=0.196429,0.104859,1,1;
REGION=.;RPB=0.150134;SGB=-
0.511536;VDB=0.0295886;s5et=SAMTOOLS

chrl 1451 . G T 39.64 PASS AB=0.555556;ABP=3.25157;AC=2;AC1=1;AF GT:A 0/1:4,55:. ./. 0/1:...:8:7
703 =0.500;AF1=0.5;AN=4;A0=5;BQB=0.372138 D:AO 5:9:.:111 5:72,0,93

;CIGAR=1X;DP=18;DP4=1,3,0,4;DPB=9;DPR  :DP:G ,0,101:1
A=0;EPP=13.8677;EPPR=5.18177;FQ=44.98 Q:PL: 50:139:4
1;GTI=0;LEN=1;MEANALT=1;MQ=60;MQOF QA:Q
=0;MQB=0.992367;MQM=60;MQMR=60;M R:RO
QSB=1;NS=1;NUMALT=1;0DDS=9.12696;PA
IRED=1;PAIREDR=1;PAO=0;PQA=0;PQR=0;P
RO=0;PV4=1,0.157798,1,1;QA=150;QR=139
;REGION=.;RO=4;RPB=0.124046;RPL=0;RPP
=13.8677;RPPR=11.6962;RPR=5;RUN=1;SAF
=0;SAP=13.8677;SAR=5;SGB=-
0.556411;SRF=1;SRP=5.18177;SRR=3;TYPE=
snp;VDB=0.0320192;set=FREEBAYES-
SAMTOOLS;technology.illumina=1

chrl 1451 . G GAG 171.60 PASS AC=1;AF=0.500;AN=2;BaseQRankSum=- GT:A /. 0/1:1,5: ./.
703 GGA 0.253;DP=9;ExcessHet=3.0103;FS=0;,GQ_M D:DP: 6:29:17
GGG EAN=29;MLEAC=1;MLEAF=0.5;MQ=60;MQ  GQ:P 9,0,29
CCG RankSum=0;NCC=0;QD=28.6;REGION=.;Rea L
GTG dPosRankSum=-0.21;SOR=2.303;set=GATK
TTG
GTG
AGG
GCG
TCTG
GTC
GTCC
GT
chrl 1453 . G A 570.50 PASS AB=0.731707;ABP=22.1298;AC=2;AC1=1;AF GT:A 0/1:11,3 ./. 0/1:.:.:51:
199 =0.500;AF1=0.5;AN=4;A0=30;BQB=0.95282 D:AO 0:30:41:. 99:242,0,
1;,CIGAR=1X;DP=125;DP4=14,11,19,7,DPB=  :DP:G :669,0,1 109

41;DPRA=0;EPP=26.4622;EPPR=7.94546;FQ Q:PL: 04:1006:
=82.0157;GTI=0;LEN=1;MEANALT=1;MQ=2 285:11
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5;MQOF=0.511905;MQB=0.0199485;MQM  QA:Q
=35.2667;MQMR=34.6364;MQSB=0.84928 R:RO
2;NS=1;NUMALT=1;0DDS=5.1341;PAIRED=
1;PAIREDR=1;PAO=0;PQA=0;PQR=0;PRO=0;
PV4=0.249161,1,1,1;QA=1006;QR=285;REG
ION=.;RO=11;RPB=0.368424;RPL=14;RPP=3
.29983;RPPR=3.20771;RPR=16;RUN=1;SAF=
14;SAP=3.29983;SAR=16;SGB=-
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Résumé

Le séquencage de I’exome constitue une approche essentielle en génomique et en diagnostic
moléculaire, ciblant les régions codantes du génome qui contiennent la majorité¢ des variants
pathogenes. Cette approche permet 1’identification précise des variations génétiques responsables
de nombreuses maladies héréditaires, ce qui en fait un outil indispensable en pratique clinique. Les
avancées des technologies de séquencage de nouvelle génération (NGS) ont considérablement

amélioré la rapidité, la précision et 1’accessibilité de cette méthode. Dans ce contexte, ce travail
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vise a analyser I’exome par les techniques NGS afin d’identifier des variants génétiques associés

aux maladies héréditaires a des fins diagnostiques.

Cette étude s’inscrit dans le domaine de la recherche biomédicale et du diagnostic génétique,
et repose sur le séquencage complet de I’exome a 1’aide de la technologie NGS sur la plateforme
MGI DNBSEQ G99. Le protocole comprend 1’extraction de I’ADN, suivie de sa fragmentation et
de la préparation des librairies (réparation des extrémités, ligation des adaptateurs et amplification
par PCR), puis une étape d’enrichissement des régions exoniques par hybridation spécifique. Les
fragments obtenus sont ensuite circularisés pour former des DNBs (DNA Nanoballs), puis

séquencés et analysés afin d’identifier et d’annoter les variants génétiques.

Les résultats du séquencage de I’exome chez le patient ont montré des données de haute qualité,
avec un score Q30 supérieur a 92 %, 43,05 millions de lectures et une couverture suffisante de la
majorité des régions exoniques. Les analyses de qualité ont également montré une conformité aux
standards de référence en termes de longueur des reads et de contenu GC. L’analyse a permis
d’identifier un nombre important de variants génétiques (SNPs, Indels et CNVs), ce qui est
cohérent avec les résultats attendus pour ce type d’analyse. Ces résultats indiquent la présence de
variants génétiques chez le patient, potentiellement liés a sa pathologie, nécessitant une
interprétation clinique par un spécialiste. Ces données confirment ’efficacit¢ du NGS dans la
détection des variations génétiques et son importance dans le diagnostic moléculaire, tout en

soulignant la nécessité d’une interprétation clinique complémentaire.

Mots-clés

Séquengage de I’exome, séquencage de nouvelle génération (NGS), variants génétiques, maladies
héréditaires, diagnostic moléculaire, analyse bioinformatique, plateforme MGI DNBSEQ G99,
SNPs, Indels, CNVs, fichiers VCF, médecine de précision.
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Abstract

Exome sequencing is a fundamental approach in genomics and molecular diagnostics, focusing
on the coding regions of the genome that contain the majority of pathogenic variants. This
approach enables the precise identification of genetic variations responsible for many hereditary
diseases, making it an essential tool in clinical practice. Advances in next-generation sequencing
(NGS) technologies have significantly improved the speed, accuracy, and accessibility of this
method. In this context, this work aims to analyze the exome using NGS technologies to identify

genetic variants associated with hereditary diseases for diagnostic purposes.

This study is part of the field of biomedical research and genetic diagnosis, and is based on
whole exome sequencing using NGS technology on the MGI DNBSEQ G99 platform. The
protocol includes DNA extraction, followed by fragmentation and library preparation (end repair,
adapter ligation, and PCR amplification), then an enrichment step targeting exonic regions through
specific hybridization. The resulting fragments are then circularized to form DNA Nanoballs

(DNBs), which are subsequently sequenced and analyzed to identify and annotate genetic variants.

The results of exome sequencing in the patient showed high-quality data, with a Q30 score
above 92%, 43.05 million reads, and sufficient coverage of most exonic regions. Quality analyses
also showed compliance with reference standards in terms of read length and GC content. The
analysis identified a significant number of genetic variants (SNPs, Indels, and CNVs), which is
consistent with expected results for this type of analysis. These findings indicate the presence of
genetic variants in the patient that may be related to the disease condition, requiring clinical
interpretation by a specialist. These results confirm the effectiveness of NGS in detecting genetic
variations and its importance in molecular diagnosis, while highlighting the need for

complementary clinical interpretation.
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Keywords

Exome sequencing, next-generation sequencing (NGS), genetic variants, hereditary diseases,
molecular diagnosis, bioinformatics analysis, MGI DNBSEQ G99 platform, SNPs, Indels, CNVs,

VCEF files, precision medicine.
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