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Une nouvelle organisation de la
génétique médicale



Génome et génomique




Génomes nucléaire et mitochondrial

Génome nucléaire (¥6 Gb: diploide ; ~3Gb:haploide)
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Le génome nucléaire et le génome mitochondrial ne partagent pas le méme code génétique




Codage de l'information génétique

« 0110111001011011100101011111001011.....

= nombres

« images
- vidéos
= musique

« GAAGGGAGGAAGTGCCTGA....
= protéines
= signaux de régulation de I'expression des génes




' AUNIVERS!

Structure de ’ADN et compaction de la chromatine

A : Adénine
T : Thymine
G : Guanine
C : Cytosine

La métaphase est I'étape du cycle cellulaire ou la chromatine est la plus condensée



http://tiscali.medicdirect.co.uk/virtual_body/images/vbodyman.jpg

Les chromosomes ne sont pas repartis au hasard mais occupent chacun un volume
délimité appelé territoire chromosomique

Chromosomes 7

Chromosomes 11

Chaque chromosome en interphase occupe un territoire dédié




La complexité d’un organisme n’est pas liée a la taille de son génome

Arabidopsis thaliana Mus musculus Homo sapiens
~125 Mb, ~25 000 génes ~2,5 Gb, ~ 22 000 genes ~3 Gb, ~ 20 000 géenes

—

LE CORPS HUMAIN .

La complexité d’un organisme n’est pas liée a son nombre de génes
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\ Séquencage des génomes du monde vivant

Vue générale du transcrit NM_000425.5 (L1CAM) L1CAM - L1 cell adhesion molecule | GRCh37 (Chr X) | gnomAD SCORES OMIM®
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@ T | GéneHomo sapiens L1 cell adhesion molecule (L1CAM), transcript variant 1, mRNA.

La conservation nucléotidique et la conservation en acides-aminés au
cours de I’évolution sont des arguments pour l'interprétation des
variants en génétique médicale




1990-2003 : 13 ans de travail et 3 milliards de dollars pour parvenir a établir la 1¢¢
séquence du génome humain (92%)
NB : séquence d’un pool de plusieurs génomes
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Human Genome Genome  Genome  Genome
Genome deJames individuel individuel individuel
Project = Watson 15 jours ?
13 ans 2 mois de 3 000 3 jours 1h

'>3ms | 2ms  s5000° 1000  100°

James Watson Craig Venter




Séquencage de génomes individuels
SeqOIA

Plan France Médecine Génomique 2025 (PFMG2025) T

Séquencage de génomes de patients au titre du diagnostic

Objectif : réduire I'’errance et I'impasse diagnostiques

1 an apres la consultation avec le médecin spécialiste

Chaque patient devra avoir un diagnostic confirmé au maximum &

Le tsunami de données générées

Le défi est l'interprétation des données générées

=>» Importance de la qualité des données cliniques
=>» Importance de la stratégie : privilégier les approches en trio : le sujet malade et ses parents



Séquencage du génome : surprises !

ADN codant pour des protéines: 1a2 %
(~20 000 genes codants)

!

98 a 99%: ADN non codant. La « matiere noire » du génome.
(précédemment décrite comme « ADN poubelle » - junk DNA)



Séquencage de I'exome

Exome :

ensemble des exons des 20 000 genes du génome humain
36 Mb

~ 200 000 exons




Séquencage de I'exome

analyse en solo analyse en trio

x> ADN %~

1 Analyse de 1¢™ intention pour

le diagnostic des déficiences
Capture des régions exoniques intellectuelles

Séquencage

1 Filtration bioinformatique

23000 variations génétiques
1600 variations rares < 1%
non présentes dans les bases de données de populations contréles
110-330 variations rares prédites déléteres

Interprétation médicale

* Identification des variations causales
* Identification des variations génétiques non associées a la maladie
mais d’intérét médical (Secondary /incidental findings )




Brin codant / sens

+l, Initiation transcription

AATAAA

TAG J. Fin transcription
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l Principales caractéristiques d’un gene codant une protéine .

Site d’initiation de la
transcription

Site d’épissage 5 Site d’épissage 3’

+1 Site de
- polyadénylation

5 EXON EXON |

TAG
@B // @ CPromoteur ) prc INTRON e

\ / | TAA
‘ Codon stop

Régions de contréle d’expression
proximales et distales : enhancers

Initiation de la
traduction



M Exon 4

Transcription et Epissage alternatif

( l 1 W 4 |AAAA

Noyau
e ‘
s e e | e e e | o
Export et Traduction en protéine Cytoplasme

IsoformeD

Grace a l'inclusion alternative des exons, un seul pré-ARNm peut ainsi produire
plusieurs ARNm matures codant pour différentes isoformes protéiques
structurellement et fonctionnellement distinctes.

Plus de 95% des genes sont soumis a transcription, épissage, maturation 3’ alternatifs.
- ~ 20 000 génes mais ~ 155 000 transcrits codant des protéines




Notion de cadre de lecture

Chaque codon est composé de 3 nucléotides.
Chague codon code pour un acide aminé selon le code génétique.

/ DISQUESAMESTTONAMI \
Cadre de lecture 1 DIS QUE SAM EST TON AMI

Cadre de lecture 2 D ISQ UES AME STT ONA Ml

\Cadre de lecture 3 DI SQU ESA MES TTO NAM I /

Cadre de lecture 1 ATG CAT ATA GAT AAC

Cadre de lecture 2 A TGC ATA TAG

Cadre de lecture 3 AT GCA TAT AGA TAA



' AUNIVERS!

’ P UFR Santé .
\ Notion de cadre de lecture

Gene DMD
Exon 42 Exon 43 Exon 44
c.6110 c6117+1 118-10 c.6118 c.6280 c5290+1 1-10 c 6291 =
SAGTCTCTGAAGGTAAAACCA § \TATTACAGAATATAAAAGAT SGACCGACAAGGGTAGGTAA L ACCTGCAGGCGATTTGAC
E s | L] K] // ENENEaEN // IEEEEEE 6| R F | D]
2039 2040 2005 2 2097 2100
1
52
Exon 50 Exon 51 Exon 52
c.7300 c.7309+1 c.7310-10 c.7310 c.7 530 C.7542+1 C.7543 C.7550
ATTGGAGCCTGTAAGTA AATATTTTAGCTCCTACTCAGY W TCAAGCAGAAGGTATGAGA. TACAGGCAACAATGCAG!
[ Lo L ls // CEEEaKE // ST // O
e o 2437 244 2514 2515



Génome non codant

98 a 99%: ADN non codant. La « matiére noire » du génome.
(précédemment décrite comme « ADN poubelle » - junk DNA)
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i Séquencage du génome

THE DARK SIDE OF THE
HUMAN GENOME

Scientists are uncovering the hidden switches in our genome that dial gene expression up
and down, but much work lies ahead to peel back the many layers of regulation.

11 OCTOEER 016 | VOL 538 | NATURE | 275

La compréhension de la complexité du génome passe par la réponse a la question :
comment ces 1 a 2% sont-ils régulés par ces 98-99% restants de “matiere noire” ?




Génome non codant : séguences répétées

ADN répété: ~50%




Génome non codant : séguences répétées

Séquences répétées en tandem (~5%)

Séquences répétées dispersées (~45%)



Séquences repétées en tandem | RUNIVERS
au centromere et aux télomeres

ADN répété aux télomeres,
ex: (TTAGGG)n

(alpha satellite)

Les transcrits alpha satellite sont impliqués dans la structure du centromere et jouent un
role dans la ségrégation chromosomique
Mais du fait de la difficulté de séquencage, ces régions restent peu connues

~

Les anomalies de ségrégation des chromosomes sont la cause
d’anomalies chromosomiques
au cours de la méiose = anomalies du développement

au cours de la mitose = cancer
PATHOLOGIE \_ J




Séquences répétées en tandem (~5%)

Séquences répétées dispersées (~45%)




AUNIVERS!

4 N Séquences répétées dispersées :
éléments mobiles du génome

| |

Transposition/mobilité par Transposition/mobilité par
I’intermédiaire d’un ARN: I’intermédiaire d’un ADN:
rétro transposons (fréquent) transposons (rare)
Mécanisme de « copier/coller » Mécanisme de « couper/coller »

SINE Short Interspersed Element
LINE Long Interspersed Element
HERV Human Endogenous Retrovirus

REVIEW ARTICLE

Mobile DNA in Health and Disease

Haig H. Kazazian, Jr., M.D., and John V. Moran, Ph.D.

The insertion of mobile elements into the

DNA of gametes or the early embryo can disrupt genes, leading to sporadic cases

PATHOLOGIE of disease, and their insertion into the DNA of somatic cells may contribute to
cancers and neuropsychiatric disease.  Clearly, mobile DNA has been instrumental

in shaping the structure, function, and evolution of the human genome.

N Engl | Med 2017:377:361-70.
DOI: 10.1056/NEJMral 510092




Variabilité du génome

Variabilité du génome humain:
un genome « type »

~3Gb

~4 a5 millions de variants
par comparaison au
« génome de référence »

~ 20 000 variants exoniques

~ 155 000 transcrits
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Chromosome TAD

territories

A compartments

B compartments

TADs
LADs

Nuclear lamina — =

TAD '

TAD « domaines topologiquement associés »

Frontieres de TAD

H3K27ac aa A 24 u AL AL

ATAC-seq L4 I\

[ | A |

|  Gene .. Regulatory elements ) Boundary




Le génome 3D : les TAD

Cohésine Formation des TAD:
le modeéle de « Loop extrusion »

Séquence CTCF

Liaison de la cohésine a la fibre
chromatinienne a I'aide de NIPBL

« extrusion »

Blocage

« Relargage »




Enhancer s
(activateur) B

Enhancer
(activateur) A

@b : facteur de transcription

Un méme gene peut s’associer a différents enhancers (activateurs)
L L'activation d’un gene peut étre tissu spécifique

J

Un méme enhancer (activateur) peut réguler différents genes, a des
L stades différents du développement et de fagon tissu spécifique

N




™ Transcription ON i Transcription OFF @) Regulatory Element [l Gene ./~ RNA

Les enhancers régulent I'expression durant le développement,
mécanisme clé de la différenciation cellulaire




' AUNIVERS!

\ Les altérations du génome 3D

peuvent étre responsables de pathologies

A ,~*«.  TAD structure
- S 3 %, HiC(hESC)
Prvg. & U N PR N e PNy SRR ORI
Cen ' gre0-sae-s-sess ] s tel
‘"WNT6 IHH ' EPHA4 ' PAX3 ¢
B | ' Brachydactyly
: : | | PAX3
— e Deletion B1 Ao ! J
— G —————— Deletion B2 . i T ——B—i—"
—asspemasE—______ DeletonB3 f ___..i—g#u
c o |
; =~ Inversion F1:---~ |
A e 8 :
WNT6 ; 5
Y ] R 3 :
‘ Duplication F2 | W S
D ! Duplication P1 E + Polydactyly
e e ' :
P e g
L IHH | : :
PATHOLOGIE : Dbf deletion 5 P A



Le monde fascinant des ARN




\ Les transcrits

Gene Transcript
CassetteExon [ ——{E—{ e B
Transcript2 ::]
Mutually Exclusive [} =3 } == Transcriptt [ [N
Exons Transcript2 I - l
Intron Retention [ ] ronscipe ([ ]
Alternative5'or ¥ [ —— 1 81 e T T

Splice Sites

Transcript2 . I | .

> L=
Alternative Promoters (I——— - +— oo @]

ARAA AAAA

Alternative Splicing [} [ — Transeriper [ TR
and Polyadenylation ranserip2 [ R




Les transcrits

ARN

v v
ARN codant ARN non codant l
ARN ribosomique

ARN de transfert

ARNmM (ARN messager)

! !

Petits ARN non codants longs ARN non codants
<200 nucléotides > 200 nucléotides
(snc RNA: small non coding RNA) (Inc RNA: long non coding RNA)

l

miARN (micro ARN) : dégradation de transcrits codants, inhibition de la traduction
SiARN (small interfering RNA) : inhibition de la traduction

snoARN (petits ARN nucléolaires ) : maturation de 'ARNm
PIARN (PIWI-interacting RNA) : inhibition de I'expression des transposons, role en épigénétique




Le génome transcrit

~ % de notre génome est transcrit
Le r6le de ces régions non exoniques reste a découvrir

155 000 transcrits
Les rbles de ces innombrables transcrits sont a décrypter

Expression tissu-spécifique
Importance des projets internationaux visant a estimer

I’expression de chaque isoforme dans chaque tissu
\_ J

4 . . )
Expression spatio-temporelle

Importance de nouvelles méthodes visant a détecter ces
transcrits sur cellule unique




Analyse des transcrits — notion de transcriptomique

4 )
Analyse de 'ADN a— Génomique

Analyse de 'ARN — Transcriptomique
\§ J

Analyse de I'’ARN — dans quel but ?

* Pour les variants introniques, caractériser une anomalie d’épissage
 Démontrer une altération de l'expression d’un gene
 Démontrer 'expression mono-allélique (expression d’un seul des deux alleles)

Genome

DNA
sequencing

RNA 3
sequencing g

L'exploration de I’ARN est complémentaire de I’'analyse de '’ADN




Analyse des transcrits — notion de transcriptomique

Choix du tissu d’ou seront extraits les ARN

Sujets et controles appariés en age et en sexe

Echantillon 1 Echantillon 2
= _/W “»7---»7""—— /\/\_/
(s~~~ ) fp A aVYa,
s - ___,-——»"f..; AN "*-;,77‘_-_7‘— _77__»774_.-"‘
) Extraction de I'ARN
v
Conversion de I'ARN en banques d'ADNc
Y
Séquencgage
A4
Alignement sur la séquence de référence
A v N
Expression différentielle Nouveaux transcripts Détection de variants
Génel Géne2 Géne Gene4 Gene1 Geéne2 Géne3 Géne4 Géne1 Géne2 Géne3 Géned
e SFEE 3REE s5E S === ===
ES)

i
!



LU'épigénétique




' AUNIVERS!

\ Epigénétique

La méthylation des cytosines dans les promoteurs est associée a une répression de la
transcription des genes

TSS Transcriptional
activation

TSS | Transcriptional
repression




Epigénétique

Méthylation des cytosines dans les promoteurs
- compaction de la chromatine

- inaccessibilité aux facteurs de transcription
- répression transcriptionnelle

HATs
h

HDACs

Role de la méthylation des promoteurs
dans la régulation
de I'expression des genes

\_

(Epigénétique : étude des changements

\

d’expression des genes
indépendamment de changements
dans la séquence de I'ADN y

RNA
POL I

(¥

T Chromatin regulators

Promoter Repressed transcription

O H3HaKac (D H3Kame3 () H3K36me3



\ Epigénétique

@ Germcells
Pollution
Environmental
2 . ™y Normal
toxins L'feStyle non-genetic
Exercise " marks
DngS- Altered
Chemicals non-genetic
ﬂ marks

Radiation

Stress /—\ BGBBEE

*
Traumatic experiences § 5 2
Diet Aﬁ

[Rﬁle de I'environnement dans la régulation de lI'expression de nos genes. }

Lexpression des genes de jumeaux monozygotes est identique a 3 ans mais
différente a 50 ans.



La variabilité du génome humain
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\ Variabilité du génome humain-le génome de référence

gnomAD browser

Single nucleotide variant: 5-36985576-G-A(GRCh37)

Population Allele Count Allele Number Number of Homezygotes Allele Freguency
v Ashkenazi Jewish 20 10288 0 0.001944

¥ European (non-Finnish) 132 127708 0 0.001034

» Other 5 7178 0 0.0006966
¥ European (Finnish) 7 25120 0 0.0002787
b Latino/Admixed American 2 35246 0 0.00005674
v African/African American 0 24704 0 0.000

» East Asian 0 19902 0 0.000

» South Asian 0 30546 0 0.000

XX 70 128056 0 0.0005466
XY 96 152636 0 0.0006289

Total 166 280692 0 0.0005914



Single Nucleotide Variation (SNV) et Copy Number Variation (CNV) :

c Mécanisme clef de I'adaptabilité d’Homo sapiens a I'environnement
- Infections (10 000 ans +++)
- Modification des comportements alimentaires...

La plupart des variations sont survenues dans les 30 000 dernieres années
La majorité des SNVs déléteres sont récents (<10 000 ans)




AUNIVERS!

’ UFR Santé . ale, ¢ / 7 .
\ Variabilité de la séquence du génome humain !

~6000 individus de 12 populations européennes
~120.000 SNPs parmi >300.000 avec MAF>0.10 et r?<0.5
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Component 1 : gradient Est-Ouest

Heath et al., Eur J Hum Genet, 2008
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Différences de frequences alléligues de SNP communs :  THREERE

Miroir de la géographie européenne

0.12

O 18=
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006§

0.045%

0.02

-0.02

-0.04
h 500
L —

& hittpefrhistgeo.

ai—aix—marseille.fr

-0.06
-0.03

-0.02

-0.M 0 0.01 0.02 0.03 0.04

Heath et al., Eur J Hum Genet, 2008



L'interprétation d’un variant repose sur plusieurs familles d’arguments

Concordance ,

| Données
avelc € cliniques ‘
phénotype - -

* Fréquence du variant
* Analyse de la ségrégation

Effet prédit du
variant sur la
fonction de la
protéine
Résultats de tests
fonctionnels

|

Plus un variant est fréquent en population générale, plus la probabilité qu’il }

soit pathogene est faible
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Variations sans lien avec .
la pathologie )

Variations en lien avec
la pathologie

Pas d’utilisation pour le conseil génétique

Conseil génétique
Diagnostic prénatal




\ Conclusions

* Conjonction des progres phénoménaux en nanotechnologies et en informatique
=>» Développement de nouveaux outils
=>» Explosion des connaissances

=>» Des résultats inattendus ouvrent de nouvelles questions !

* Le séquencage du génome ouvre des possibilités de diagnostic des maladies rares

=» Saut quantique dans la médecine : médecine génomique

=>» L'étape d’apres : les maladies communes : médecine de précision

* Le génome est loin d’avoir livré tous ses secrets

=>» Rigueur dans l'utilisation des données



