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Comment déterminer l’ordre des 
nucléotides sur l’ADN? 

Présentateur
Commentaires de présentation
Deux brins antiparralele relié par des ponts hydrogenes: AGCT Nt et base



1)Le point de départ: la méthode de 
Sanger

Prix Nobel de chimie 
en 1958  
et en 1980



Outil N°1: l’ADN polymérase de E coli 
(fragment de Klenow)

Présentateur
Commentaires de présentation
Definition Triphosphate



Outil n°2: la synthèse d’oligonucléotides
et l’hybridation moléculaire

Amorce



Outil N°3: les dideoxynucléotides
empoisonneurs de polymérases

**



Et l’electrophorèse sur polyacrylamide à 
haute résolution



La méthode de séquencage d’ADN de 
Sanger en trois versions



2 jours de travail= 1 gel:  24 
puits: 6x 4 réactions de 
séquencage
6x500 nuc= 3 kb



Nécessité de séquencer les deux 
brins,  et de corriger les erreurs:

<0.5 kb/jour



1977 premier génome complet par le laboratoire de 
F Sanger:  

5375 nucléotides d’ADN double brin.

Assemblage manuel des séquences. 



1985‐1990: AppliedBiosystems développe les premiers 
séquenceurs automatiques



1985‐1990: AppliedBiosystems développe les premiers 
séquenceurs automatiques

Les clés du succès: 
‐ Utilisation de 4 ddNTP marqués avec 4 fluorophores
différents dans un même tube de réaction. 

‐ La lecture laser du gel remplace l’autoradiographie
‐ L’ADN polymérase Taq thermostable remplace la 
polymérase de Klenow et permet d’effectuer 25 
« cycles » de séquencage pour amplifier le signal

‐ Possibilité de charger 96 colonnes capillaires
‐ Lecture possible de 500 à 1000 nucléotides
‐ Une personne avec une machine produit 96x500 bp 3 
fois par jour: 150 Kb/j (70 kb d’ADN double brin)



1€/nucléotide



Les limites:
‐ La pureté des ADN
‐La résolution de l’electrophorèse
‐ la « processivité » de la polymérase
‐ les séquences à problèmes

Parfait

Ca se gate
C G A

A la poubelle



1990: début du projet du génome humain.



Comment résoudre le probleme de l’assemblage?
La réponse de Craig Venter: »Shotgunsequencing »

=  En confiant tout le travail à des ordinateurs



Le problème des 
séquences répétées



Comment résoudre le probleme de l’assemblage?
L a réponse du NIH « Paired‐endsequencing » de BAC.



15 Février 2001: Publication du premier brouillon, qui aura couté 300 000 dollars à 
Celera et 3 milliards de dollars aux contribuables qui financent le NIH (70% du 
génome couvert, en moyenne chaque région est couverte 7 fois)

2006: fin officielle du programme: 

Aujourd’hui:
‐3,272,480,989 nucléotides connus en 2010 (98% génome)
‐ Taux d’erreur <10‐4  : soit encore plus de 30000 erreurs….
‐22,258 genes (?) 
‐183 328 782 « TRACES » dans les banques de données publiques





Des banques de données publiques en 
croissance permanente

• http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/inde
x.html

• http://www.ensembl.org/index.html

• 190 milliards de nucléotides  (il faudrait 100 
millions de pages pour imprimer 
l’ensemble, soit 10 kilomètres de rayonnage 
dans une bibliothèque)

Présentateur
Commentaires de présentation
Soit à 80 caractère par ligne 500 millions de kilomètres soit plus de 3 fois la distance de la terre au soleil. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.ensembl.org/index.html


Tout ne s’est pas arrété en 2001: 

Le génome humain séquencé intégralement à nouveau en 2009: 
Taux d’erreur 0.2%  couverture moyenne x28

mais: 
Avec une seule machine, par deux employés, en un mois, 

et pour 50 000 dollars au lieu de 3 milliards



• « Nextgenerationsequencing »

= le séquencage d’aujourd’hui
454 Roche

Solexa Illumina
SOLID AppliedBiosystems

Helicos
Pacific Biosciences



Pyroséquencageà haut débit: le séquenceur 454 de chez Roche



Principe du pyroséquencage



Mix DNA Library
& capture beads
(limited dilution)

Emulsion Based Clonal Amplification

“Break micro‐reactors”
Isolate DNA containing beads 

• Generation of millions of clonally amplified sequencing templates on each bead
• No cloning and colony picking

Create 
“Water‐in‐oil” 
emulsion 

+ PCR Reagents 

+  Emulsion Oil 

Perform emulsion PCR 

Adapter carrying 
library DNA

A

B
Micro‐reactors 



Centrifuge Step

Load Enzyme 
Beads

44 μm

Load beads into 
PicoTiter™Plate 

Depositing DNA Beads into the PicoTiter™Plate



Pyroséquencage 454 Roche





NB: la hauteur du pic 
renseigne sur le nombre de 
répétitions successives du 
nucléotide (jusqu’à n=4)

Flow Order

454 Sequencing: BaseCalling

T
A
C
G

1‐mer

2‐mer

3‐mer

4‐mer

KEY (TCAG)

Measures the presence or 
absence of each nucleotide at 
any given position



GS Evolution

GS Evolution Genome Sequencer 20 Genome Sequencer FLX Genome Sequencer FLX

2008

Read length 100 bases >200 bases > 400 bp

# of clonal reads >200,000 > 400,000 > 2,000,000

System throughput /8hr 

shift

20-30mb 100mb 1gb

Cost $6,000-9,000.00 $3,000-9,000 $10,000

Accuracy 99.99% 99.99% 99.99%



Méthode Solexa Illumina



1) PCR in situ



8.0 h 7.5 h4.5 h and 10.5 h

DNA library preparation and titration Amplification Sequencing

Sequencing Workflow 
Sequencing-by-synthesis (Illumina)

Présentateur
Commentaires de présentation
The next step is to sequence and acquire data. 
Again, there are two strategies for sequencing and data acquisition. 
One is sequencing by synthesis.  
Illumina labels A,T,G,C with different florescent dyes and apply all four of them at once so that each will find its complemented template and bind to them.
Upon binding, different florescence will be produced and tells us which nt is binding.
For example, green C, blue A, red T, ….. So the seq is ….




Read LengthRun Time  Output
1 x 35 bp ~1.5 days 26‐35 Gb
2 x 50 bp ~4 days 75‐100 Gb
2 x 100 bp ~8 days 150‐200 Gb



SOLID AppliedBiosystems



Sequencing Workflow 
Sequencing-by-ligation (SOLiD)

8.0 h 7.5 h4.5 h and 10.5 h

DNA library preparation and titration Amplification Sequencing

Présentateur
Commentaires de présentation
In the first round, a primer of length n is used to start the reaction by pairing with the adapter sequence.
Then the all 16 types of oligo will be added and whatever paired to the next position will be ligated by ligase.
Once ligated, the fluorescence will be produced and then the last 3 bases together with the dye are cut off.
After repeating this for 10 cycles, you will have a seq like this with gaps.



Sequencing Workflow 
Sequencing-by-ligation (SOLiD)

8.0 h 7.5 h4.5 h and 10.5 h

DNA library preparation and titration Amplification Sequencing

Présentateur
Commentaires de présentation
To fill in the gaps, the previous produced strand is dissociated and a second round starts with a primer of length n-1.
This will allow a one base shifting in the readouts and will help to fill in one base in the gap.
Usually, this primer reseting processing will be performed 5 times to ensure coverage and accuracy.




Sequencing Workflow 
Sequencing-by-ligation (SOLiD)

Présentateur
Commentaires de présentation
Another strategy is seq by ligation, which is used by SOLiD(Sequencing by OligonucleotideLigation and Detection).
It is a little more complicated than seq by synthesis.
It uses a 8 nt long oligo with first two bases known and next three unknown but will be incorporated and the last three will be cleaved.
There will be 16 combinations of the di-nt but only be labeled with four colors.
The color labeling rules are shown here.




Helicos: séquencage de molécules 
individuelles

• Repose sur la spFRET: une méthode de 
microscopie qui permet de voir des sources de 
lumière de 5 nm (50x plus petites que la limite 
de résolution théorique d’un microscope)



42

Pas d’amplification: utilisation de la 
transferase pour ajouterune “queue polyA”

C
G
T
G
C
T
A
T
C
G
A
C

Capture
Sequence

‘n’ Bases to 
be 
Sequenced

3’

5’

3’
Dye



Helicos
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Position

G C A G T C A 1 2 3

G--

-CC

AA-

-GG

T--

--C

AAA

Cycle:

Présentateur
Commentaires de présentation
Actual tSMS Image from 1/4  images from a single FOV.  Each image uses a CCD camera in the HeliScope (~7,500 strands)



Une machine qui n’est plus commercialisée mais utilisée uniquement 
chez Helicos

Lecture de 35 nucléotides maximum (ou 2x35)

Taux d’erreur de 0.5%

1Gb/heure

(soit 100 heures pour un génome humain avec une profondeur de 
séquencage de x30)



c Biosciences promet de séquencer un génome 
humain en 15 minutes dès 2013  



Suivi de réactions individuelles en temps réel
Lecture de milliers de nucléotides en direct. 





Le séquencage de nouvelle génération: un domaine en constante évolution

Prochaines étapes:  1000 génomes humains et le génome à 1000 dollars



Préparez vous au déluge!
2008: 100 Gb dans Genebank
1 machine nouvelle génération: 10 Gb par jour
Des centaines de machines vendues en 2009
1000 genomes à 1000 $?  

100 0000

100000

10000

1000

100

?

1998 2008 2018

Janvier 2011
1000 génomes bactériens, 
628 espèces animales ou 
végétales dont: 
39 génomes complets
256 « brouillons » assemblés
333 en cours d’assemblage



Multiplexage Souplesse et baisse des prix

AGC
TCG

Echantillon d’ADN 1

AAC
TTG

Echantillon d’ADN 2

TGC
ACG
.
.
.

Echantillon d’ADN 3

« code barre »

‐ Amplification par PCR
‐mélange (jusqu ’à 96 banques)
‐Séquencage massif
‐Utilisation du code barre pour séparer les données

NNN
NNN

Echantillon d’ADN n



Le séquencagehaut‐débit ne sert pas 
seulement à séquencer des génomes:

Epigénome
Métagénome
Transcriptome



2) ChipSeq: localiser les sites de fixation des protéines dans le génome



Exemple de localisation d’un site de 
fixation génomique

Taille moyenne des fragments





3) Métagénome

Analyse de la biodiversité des profondeurs océaniques par séquencage de l’ADN 
extrait des fonds océaniques:
‐Description de nouvelles especes de microorganismes
‐Estimation de la composition des populations de microorganismes



Analyse des bactéries 
du rumen de la 

vache:
260 Gb

15 nouveaux génomes assemblés
27 755 genes induits par les 

carbohydrates
Hess  Science 331, 463 (2011)



Le transcriptome

Présentateur
Commentaires de présentation
Si on tapait le génome humain à la machine, il faudrait une ligne aussi longue que le trajet paris new york



Les ARN messagers: 1% du génome



Northernblotting

1) Un débit très faible 
(une dizaine de 
mesures par jour)

2) Une sensibilité
limitée

3) Une information 
imprécise sur la 
taille et 
l’abondance des 
ARN



• Howard Temin 

• David Baltimore Prix 
Nobel 1975  



La RT‐PCR quantitative:

1) Extraction de l’ARN
2) Transcription inverse
3) PCR « en temps réél »

Ct: cycle de PCR à partir 
duquel l’ADN amplifié 
devient détectable



Les plaques microfluidiquesAppliedBiosystems: 384 mesures en deux heures pour 384 €



Les microarrays: mesurer l’abondance de 25000 ARNm
en 24 heures par hybridation moléculaire





Principal problème: réactions croisées et 
hybridation non spécifiques



Bilan sur les microarrays

• Une méthode:
• Haut débit
• Sensible
• Pour une quantification relative
• Mais: 
• Orientée vers des séquences connues
• Peu précise
• Coûteuse
• Difficile
• Peu fiable
• Sans avenir



RNAseq

La fréquence avec laquelle un 
fragment d’un gène est retrouvé ne 
dépend que:
‐De l’efficacité de la transcription 
inverse (qu’on suppose constante)
‐De la taille du gène
‐ de l’abondance de l’ARNm dans 
les cellules au départ. 





Protocole

• Culture de cellules souches dans un milieu assurant leur 
autorenouvellement ou pendant 24 heures dans un milieu 
déclenchant leur différenciation (expérience tripliquée)

• extraction des ARNm (6 échantillons)

• Synthèse d’ADNc simple brin

• Synthèse deuxieme brin (amorce 5’adapteur2GGGGGGG3’)

• Amplification PCR (amorces complémentaires adapteur 1 +  
2)(nombre de cycles=20)

• PCR en émulsion sur billes

• Séquencage (SOLID) >300 millions de séquencesx35 nt= 10Gb

ARNm 5’ AAAAAAAAA 3’

3’CCCCCCC                             NNNNNNadapteur1 5’



Analyse des données

1) Séquencage 35 nt

Step1) Contrôle de 
qualité= accepter si
moins de 5 nucléotides 
illisibles. Sinon 
élimination des 5 
derniers nucléotides 

Step2) Comptage des 
« tags » identiques. 

Step3) Blast refseq. Si = 
>100 sites éliminer

Step4) identification des 
jonctions



Reste 187 millions de séquences (60% des données) 
exploitables pour mesurer  le niveau d’expression



25 à 60 millions de « tag » utilisables par échantillons:
Une couverture complète du génome.



Analyse de la variabilité intraclasse et interclasse

Cellules
Différenciées

Cellules
Non
Différenciées



1136 gènes avec une niveau d’expression significativement 
modifié par la différenciation



Plus sensible que les microarrays. Seuil 50 tags: 11436 genes détectés
(7000 pour les microarrays)

Corrélé aux résultats de Q‐RT‐PCR meme quand le niveau d’expression est faible. 



100 000

10 000

1 000

100

10

1
13%

26%

31%

27%

2%

0.04%

Tag counts

% of total RNA

Invisible 
à l’aide de microarrays

RNA seq:  pour voir la partie immergée de l’iceberg



Des bases de données qui s’enrichissent rapidement



Les prix à la baisse

• Reséquencage du génome humain: 8000 €

• ChipSeq pour un facteur de transcription: 1500€

• Génome bactérien: 1000 €

• RNAseq tissu humain: 1000 €

• Digital gene expression: 400 €

• Et des logiciels libres pour analyser les données



Hiseq2000 Solexa
ProfilExpert IFR neurosciences

JoelLachuer
109reads/run

30‐100 bases/read

Roche 454 Junior 
Plateau Palgene ENS Lyon

Catherine Hänni
105reads/run
500 bases/read
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