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- UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
Z2:1 Al
. FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

AR

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1-ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
Pr. DAFIRI Rachida Radiologie




Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA
Gynécologie Obstétrique




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*

OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie




Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA

. BENOMAR ALI
.BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie




Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale



Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HAJJ1 Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EI Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TUAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZ1Z Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie




Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007
Pr. ABIDI Khalid
Pr. ACHACHI Leila

Pédiatrie

Cardiologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardio logie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJIJI Larbi*

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*
MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr

ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie

Pharmacie clinique

Ophtalmologie

Pharmacie galénique

Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation

Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale

Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation

Microbiologie

Réanimation médicale

Radiologie

Pneumo phtisiologie

Hématologique

Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale



Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU El hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L’KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. BOUAITY Brahim*

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie
Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique
Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie



Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem
Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL KHATTABI Abdessadek*
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. MEHSSANI Jamal*

Pr. RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOUR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
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" Le fait que j'ai un risque génétique pour la maladie d'Alzheimer et la
cécité n'est pas une bonne nouvelle. Mais la réalité¢ est que chacun d'entre nous
aura des dizaines de ces risques, et ce que nous devons apprendre est de savoir

comment les traiter. "

Craig Venter

"Les individus ne sont pas des choses stables, ils sont éphémeres. Les
chromosomes aussi sont mélangés dans 1'oubli, comme des mains de cartes peu
aprés qu'ils soient distribués. Mais les cartes elles-mémes survivent au brassage.
Les cartes sont les génes. Les génes ne sont pas détruits par la traversée, ils
changent simplement de partenaires et continuent leur chemin. Bien sir, ils
continuent. C'est leur affaire. Ils sont les réplicateurs et nous sommes leurs
machines de survie. Quand nous avons servi notre but, nous sommes mis de
coté. Mais les genes sont des habitants du temps géologique: les geénes sont

éternels. "

Richard Dawkins, Le géne égoiste

" Au cours de la derniére décennie, nous avons débloqué de nombreux
mysteres concernant I'ADN et I'ARN. Cette connaissance ne se limite pas aux
livres sur les étageres et ne se limite pas aux établis des laboratoires. Nous avons
utilisé ces résultats de recherche pour identifier les causes de nombreuses
maladies. De plus, les scientifiques ont traduit ces connaissances génétiques en
plusieurs traitements et thérapies, ce qui a permis de créer un pont entre le

laboratoire et le patient.”’

Le président Barack Obama Sur la Loi sur la génomique et la médecine
personnalisée (S.976), le 23 mars 2007



I. Introduction




La génomique est I’étude du matériel génétique complet, y compris les
génes et leurs fonctions, de ’organisme. Il se concentre sur 1’obtention et
I’analyse des données du génome, c'est-a-dire, les données au niveau de I’ADN
en essayant de découvrir les modeles spécifiques d’expressions génétiques ou de
molécules biologiques les dits biomarqueurs (molécule de signature et marqueur
moléculaire) qui différencient 1’état maladie de 1’état normal et également
déterminer la variabilit¢ dans la réponse des patients aux médicaments .La
génomique transforme la pratique médicale par [I’individualisation des
traitements médicaux en disposant des données génétiques des patients. La
médecine est individuelle ; Nous ne sommes pas tous les mémes et nos
variations génétique détermine comment une personne réagira a la thérapie. Ces
variations dans la séquence d’un géne peuvent entrainer des différences dans les
enzymes qui métabolisent les médicaments. C’est ce qui explique pourquoi les
enzymes apparaissent sous différentes formes chez les individus. C’est aussi
pourquoi des personnes différentes métabolisent un ou le méme médicament
différemment. Pourquoi une drogue fonctionne efficacement pour certaines
personnes, mais pas pour d’autres ? Pourquoi quelqu'un requiert-il deux fois la
quantit¢ réguliecrement prescrite des mémes médicaments pour fonctionner
efficacement ? Pourquoi certaines personnes ressentent des effets secondaires
des médicaments, mais d’autres ne le font pas ? Pourquoi certaines personnes
vont étre affectés par des cancers /n’importe quelle maladie, mais d’autres pas.
Voici les raisons pour lesquelles la médecine personnalisée et individualisée est

importante pour tous.



Le séquencage des acides nucléiques est le pilier de la recherche
biologique. Il existe plusieurs générations de technologies de séquencage de
I'ADN qui peuvent étre bien caractéris€ées par leur nature et le type de
production qu'elles fournissent. Le séquengage des terminateurs didésoxy
développé par Sanger a dominé pendant 30 ans et a ¢té le cheval de bataille du
projet sur le génome humain. En 2005, le premier séquenceur de 2e génération a
¢été présenté avec des ordres de sortie beaucoup plus élevés que le séquengage de
Sanger et une réduction spectaculaire des cofits. Nous sommes maintenant a
'aube de la 3¢me génération avec des systémes nano pores qui sont en cours de

développement pour le séquencage de 'ADN.

Au cours de la derniere décennie, de hauts fonctionnaires, des dirigeants de
l'industrie, des fournisseurs de soins de santé et le public ont adopté la médecine
génomique et personnalisée. La médecine génomique, qui est l'utilisation de
I'information provenant des génomes et de leurs dérivés (ARN, protéines et
métabolites) pour guider la prise de décision médicale, est un ¢lément clé de la
médecine personnalisée , qui est un domaine de soins de santé en évolution
rapide, qui s'appuie sur les informations cliniques, génétiques, génomiques et
environnementales uniques a chaque personne. Comme la médecine commence
a utiliser des outils génomiques qui permettent une prédiction et un traitement
plus précis, incluant l'interrogation du génome entier sur la variation de
séquence, la transcription, les protéines et les métabolites, les principes de la
médecine génomique et personnalisée nécessiteront le développement, la
standardisation, et l'intégration de plusieurs outils importants dans les systémes
de santé et les flux de travail cliniques. Ces outils comprennent 1'évaluation des

risques pour la santé, les antécédents médicaux de la famille et l'aide a la



décision clinique pour les risques complexes et les informations prédictives.
Conjugués a l'information génomique, ces outils permettront un changement de
paradigme vers une approche globale qui identifiera les risques individuels et
guidera la prise en charge clinique et la prise de décision, qui formeront la base
d'une approche plus efficace et éclairée des soins aux patients. L'évaluation des
risques liés a 'ADN pour la maladie complexe commune, les signatures
moléculaires pour le diagnostic et le pronostic du cancer, la thérapie guidée par
le génome et la sélection des doses sont parmi les exemples les plus importants.
En outre, les informations provenant de génomes individuels, qui constituent un
domaine en évolution rapide dans le domaine du développement technologique,
engendrent une révolution sociale et de l'information parmi les consommateurs
qui affectera sans aucun doute la prise de décision en matiere de soins de santé.
Bien que ces découvertes scientifiques et d'autres fassent leur chemin du
génome a la clinique, L'application intégrale de la médecine génomique et
personnalisée dans les soins de santé exigera des changements radicaux dans les
politiques de réglementation et de remboursement, ainsi que des protections
législatives pour la protection de la vie privée a 1'échelle du systéme. Ainsi, il
existe des défis a la fois scientifiques et politiques pour les soins de santé
personnalisés; Cependant, ils seront confrontés et résolus avec la certitude que la
science derriere la médecine génomique est solide et la pratique de la médecine

qu'elle informe est basée sur des preuves.

L’objectif principal de cette étude est d’examiner les applications et le role

de la génomique dans la médecine personnalisée.



I1. Rappel




1. Définition

L' acide désoxyribonucléique ( I' ADN ) (1) est une molécule qui porte les
instructions génétiques utilisées dans la croissance, le développement, le
fonctionnement et la reproduction de tous les organismes vivants connus et de
nombreux virus. L'ADN et l'acide ribonucléique (ARN) sont des acides
nucléiques ; aux cotés des protéines , des lipides et des glucides complexes (
polysaccharides ), ils constituent I'un des quatre principaux types de
macromolécules essentiels a toutes les formes de vie connues . La plupart des
molécules d'ADN sont constituées de deux brins de bio polymere enroulés 1'un

autour de l'autre pour former une double hélice .

Les deux brins d'ADN sont appelés poly nucléotides car ils sont compos¢€s
d'unités monomeres plus simples appelées nucléotides (2,3). Chaque nucléotide
est composé de I'un des quatre nucléo bases contenant de 1' azote - cytosine (C),
guanine (G), adénine (A) ou thymine (T) - un sucre appelé¢ désoxyribose et un
groupe phosphate . Les nucléotides sont joints les uns aux autres dans une
chaine par des liaisons covalentes entre le sucre d'un nucléotide et le phosphate
du suivant, résultant en une alternance épine dorsale de sucre-phosphate . Les
bases azotées des deux brins poly nucléotidiques séparés sont liées ensemble,
selon les régles d'appariement des bases (A avec T et C avec G), avec des
liaisons hydrogeéne pour former de 'ADN double brin. La quantité totale de
paires de bases d' ADN apparentées sur Terre est estimée a 5,0 x 10 7 et pése 50
milliards de tonnes (4). En comparaison, la masse totale de la biosphere a été

estimée a 4 billions de tonnes de carbone (TtC) (5).



L'ADN stocke des informations biologiques. Le squelette de 1' ADN est
résistant au clivage , et les deux brins de la structure a double brin stockent la
méme information biologique. Cette information est répliquée au fur et a2 mesure
que les deux brins se séparent. Une grande partie de 'ADN (plus de 98% pour
les humains) est non codante , ce qui signifie que ces sections ne servent pas de

modeles pour les séquences protéiques.

Les deux brins d'ADN vont dans des directions opposées 'un a l'autre et
sont donc antiparalleles . Attaché a chaque sucre est I'un des quatre types de
nucléo bases (informellement, bases). C'est la séquence de ces quatre nucléo
bases le long du squelette qui code l'information biologique. Les brins d’ARN
sont créés en utilisant des brins d'ADN comme matrice dans un processus appelé
transcription . Sous le code génétique , ces brins d’ARN sont traduits pour
spécifier la séquence des acides aminés dans les protéines dans un processus

appelé traduction .

Au sein des cellules eucaryotes, 'ADN est organis€ en longues structures
appelées chromosomes . Au cours de la division cellulaire, ces chromosomes
sont dupliqués dans le processus de réplication de I’ADN , fournissant a chaque
cellule son propre ensemble complet de chromosomes. Les organismes
eucaryotes ( animaux , plantes , champignons et protistes ) stockent la plus
grande partie de leur ADN a l'intérieur du noyau cellulaire et une partie de leur
ADN dans des organites , tels que les mitochondries ou les chloroplastes (6). En
revanche, les procaryotes (bactéries et archaea ) ne stockent leur ADN que dans
le cytoplasme . Au sein des chromosomes eucaryotes, les protéines de la

chromatine telles que les histones se concentrent et organisent 'ADN. Ces



structures compactes guident les interactions entre 'ADN et les autres protéines,

aidant a controler quelles parties de I'ADN sont transcrites.

L'ADN a été isolé par Friedrich Miescher en 1869. Sa structure moléculaire
a ¢té identifiée par James Watson et Francis Crick au Laboratoire Cavendish de
I' Universit¢ de Cambridge en 1953, dont les efforts de modélisation ont été
guidés par les données de diffraction des rayons X acquises par Raymond
Gosling , qui était un €tudiant de troisiéme cycle de Rosalind Franklin . L'ADN
est utilisé par les chercheurs comme un outil moléculaire pour explorer les lois
physiques et les théories, telles que le théoreme ergodique et la théorie de
I'¢lasticité. Les propriétés matérielles uniques de 'ADN en ont fait une molécule
attrayante pour les scientifiques et les ingénieurs intéressés par la micro et la
nano fabrication. Parmi les avancées notables dans ce domaine, citons 'ADN

origami et les matériaux hybrides a base d'ADN (7).



2. Propriétés
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Structure chimique de I'ADN; liaisons hydrogéne représentées par des pointillés

L'ADN est un long polymeére fabriqué a partir d'unités répétées appelées
nucléotides (8,9). La structure de I' ADN est dynamique le long de sa longueur,
étant capable de s'enrouler dans des boucles serrées, et d'autres formes (10).
Dans toutes les especes il est composé de deux chaines hélicoidales, liées les
unes aux autres par des liaisons d’hydrogeéne . Les deux chaines sont enroulées
autour du méme axe et ont la méme hauteur de 34 angstroms (3,4 nanometres ).
La paire de chaines a un rayon de 10 angstroms (1,0 nanometre) (11). Selon une
autre ¢€tude, lorsqu'elle est mesurée dans une solution différente, la chaine
d'ADN mesure de 22 a 26 nm de large (2,2 a 2,6 nanometres), et une unité

nucléotidique mesure 3,3 A (0,33 nm) de longueur (12). Bien que chaque unité
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de répétition de nucléotide individuelle soit trés petite, les polymeres d'ADN
peuvent étre de trés grandes molécules contenant des millions a des centaines de
millions de nucléotides. Par exemple, I'ADN du plus grand chromosome
humain, le chromosome numéro 1 , comprend environ 220 millions de paires de

bases et aurait une longueur de 85 mm s'il était redressé (13).

Dans les organismes vivants, I'ADN n'existe généralement pas comme une
seule molécule, mais plutét comme une paire de molécules qui sont maintenues
étroitement ensemble (14,15). Ces deux longs brins s'entrelacent comme des
vignes, dans la forme d'une double hélice . Le nucléotide contient a la fois un
segment du squelette de la molécule (qui maintient la chaine ensemble) et une
nucléo base (qui interagit avec l'autre brin d'ADN dans I'hélice). Une nucléo
base liée a un sucre est appelée un nucléoside et une base liée a un sucre et un ou
plusieurs groupes de phosphate est appelé un nucléotide . Un polymere
comprenant plusieurs nucléotides liés (comme dans I'ADN) est appelé poly

nucléotide (16).

Le squelette du brin d'ADN est fabriqué a partir de résidus de phosphate et
de sucre alternés (17). Le sucre dans I'ADN est le 2- désoxyribose , qui est un
pentose (cing- carbone ). Les sucres sont réunis par des groupes phosphate qui
forment des liaisons phosphodiester entre les troisiéme et cinquiéme atomes de
carbone des anneaux de sucre adjacents. Ces liaisons asymétriques signifient
qu'un brin d'ADN a une direction. Dans une double hélice, la direction des
nucléotides dans un brin est opposée a leur direction dans l'autre brin: les brins
sont antiparalleles. Les extrémités asymétriques des brins d'ADN sont dites
avoir une directionalité de amorce cing (5 ') et amorce trois (3'), avec l'extrémité

5 'ayant un groupe phosphate terminal et l'extrémité 3' un groupe hydroxyle
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terminal. Une différence majeure entre I'ADN et I'ARN est le sucre, avec le 2-

désoxyribose dans I'ADN ¢étant remplacé par l'alternative pentose sucre ribose

dans I'ARN (15).

Une section d'ADN. Les bases se trouvent horizontalement entre les deux brins en

spirale (18).

La double hélice d'ADN est stabilisée principalement par deux forces: les
liaisons hydrogeéne entre les nucléotides et les interactions d'empilement de
bases entre les nucléo bases aromatiques (19) . Dans I'environnement aqueux de
la cellule, les liaisons m conjuguées des bases nucléotidiques s'alignent
perpendiculairement a 1'axe de la molécule d'ADN, minimisant leur interaction
avec l'enveloppe de solvatation . Les quatre bases trouvées dans I'ADN sont
'adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (T). Ces quatre bases
sont attachées au sucre-phosphate pour former le nucléotide complet, comme

indiqué pour l'adénosine mono phosphate. Des paires adénine avec de la
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thymine et des paires guanine avec de la cytosine . Il était représenté par des

paires de bases A-T et des paires de bases G-C (20,21).

3. Fonctions biologiques
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Localisation de ' ADN nucléaire des eucaryotes dans les chromosomes.

L'ADN se présente généralement sous forme de chromosomes linéaires
chez les eucaryotes et de chromosomes circulaires chez les procaryotes .
L'ensemble des chromosomes dans une cellule constitue son génome ; le
génome humain a environ 3 milliards de paires de bases d'’ADN disposées en 46
chromosomes (22). L'information portée par 1'ADN est contenue dans la
séquence de morceaux d'ADN appelés génes .La transmission de l'information
génétique dans les geénes est réalisée via l'appariement de bases
complémentaires. Par exemple, en transcription, lorsqu'une cellule utilise
lI'information dans un geéne, la séquence d'ADN est copiée dans une séquence
d'ARN complémentaire par l'intermédiaire de l'attraction entre I'ADN et les
nucléotides d'ARN corrects. Habituellement, cette copie d'ARN est ensuite
utilisée pour construire une séquence de protéine correspondante dans un

processus appelé traduction , qui dépend de la méme interaction entre les
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nucléotides d'ARN. En variante, une cellule peut simplement copier son
information génétique dans un processus appelé réplication de I'ADN; Ici,
l'accent est mis sur les interactions entre I'ADN et les autres molécules qui

interviennent dans la fonction du génome.
4. Génes et génomes

L'ADN génomique est étroitement et soigneusement emballé dans le
processus appelé condensation de I'ADN , pour s'adapter aux petits volumes
disponibles de la cellule. Chez les eucaryotes, I'ADN est situ¢ dans le noyau de
la cellule , avec de petites quantités dans les mitochondries et les chloroplastes .
Chez les procaryotes, 'ADN est maintenu dans un corps de forme irréguliere
dans le cytoplasme appelé nucléoide (23) .L'information génétique dans un
génome est contenue dans des geénes, et 1'ensemble complet de cette information
dans un organisme est appelé son génotype . Un gene est une unité de I'hérédité
et est une région de I'ADN qui influence une caractéristique particuliere dans un
organisme. Les génes contiennent un cadre de lecture ouvert qui peut étre
transcrit, et des séquences régulatrices telles que des promoteurs et des

amplificateurs , qui controlent la transcription du cadre de lecture ouvert.

Dans de nombreuses especes , seule une petite fraction de la séquence
totale du génome code pour la protéine. Par exemple, seulement environ 1,5%
du génome humain est constitué¢ d'exons codant pour des protéines, avec plus de
50% d'ADN humain constitué¢ de séquences répétitives non codantes (24). Les
raisons de la présence de tant d' ADN non codant dans les génomes eucaryotes
et les différences extraordinaires dans la taille du génome , ou valeur-C , entre
les especes, représentent un puzzle de longue date connu sous le nom « énigme

valeur C » (25). Cependant, certaines séquences d'ADN qui ne codent pas les
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protéines peuvent encore coder pour des molécules ARN fonctionnels non

codants, qui sont impliquées dans la régulation de 1'expression des genes (26).

T7 ARN polymérase (bleu) produisant un ARNm (vert) a partir d'une matrice d'ADN
(orange) (27).

Certaines séquences d'ADN non codantes jouent un role structurel dans les
chromosomes. Les télomeres et les centromeres contiennent généralement peu
de génes mais sont importants pour la fonction et la stabilit¢ des chromosomes
(28). Une forme abondante d'ADN non codant chez les humains est des pseudos
genes , qui sont des copies de genes qui ont été désactivés par mutation (29).
Ces séquences ne sont généralement que des fossiles moléculaires , bien qu'elles
puissent parfois servir de matériel génétique brut pour la création de nouveaux

genes a travers le processus de duplication et de divergence des genes (30) .
5. Transcription et traduction

Un gene est une séquence d'ADN qui contient des informations génétiques
et peut influencer le phénotype d'un organisme. Au sein d'un geéne, la séquence
de bases le long d'un brin d'ADN définit une séquence d'ARN messager , qui
définit alors une ou plusieurs séquences protéiques. La relation entre les

séquences nucléotidiques des geénes et les séquences d'acides aminés des
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protéines est déterminée par les régles de traduction , connues collectivement
sous le nom de code génétique . Le code génétique consiste en des «mots» a

trois lettres appelés codons formés a partir d'une séquence de trois nucléotides

(par exemple, ACT, CAG, TTT).

En transcription, les codons d'un géne sont copiés dans I'ARN messager par
I'ARN polymérase . Cette copie d'ARN est ensuite décodée par un ribosome qui
lit la séquence d'ARN en appariant 'ARN messager par transfert de base , ce qui
porte des acides aminés. Comme il y a 4 bases en combinaisons de 3 lettres, il y
a 64 codons possibles (4 ° combinaisons). Ceux-ci codent pour les vingt acides
aminés standards , donnant a la plupart des acides aminés plus d'un codon
possible. Il existe ¢galement trois codons «stop» ou «non-sens» signifiant la fin

de la région codante; ce sont les codons TAA, TGA et TAG.
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Réplication de I'ADN. La double hélice est déroulée par une hélicase et une topo
isomérase . Ensuite, une ADN polymérase produit la premiére copie de brin . Une autre
ADN polymérase se lie au brin retardant . Cette enzyme produit des segments

discontinus (appelés fragments d'Okazaki ) avant que I' ADN ligase ne les relie.
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6. Réplication

La division cellulaire est essentielle a la croissance d'un organisme, mais,
quand une cellule se divise, elle doit répliquer ' ADN dans son génome de sorte
que les deux cellules filles aient la méme information génétique que leur parent.
La structure double-brin de 1'ADN fournit un mécanisme simple pour la
réplication de I'ADN . Ici, les deux brins sont séparés puis la séquence d'ADN
complémentaire de chaque brin est recréée par une enzyme appelée ADN
polymérase . Cette enzyme construit le brin complémentaire en trouvant la base
correcte par appariement de bases complémentaires et en le liant sur le brin
d'origine. Comme les ADN polymérases peuvent seulement étendre un brin
d'ADN dans une direction 5 'vers 3', différents mécanismes sont utilisés pour
copier les brins antiparalleles de la double hélice (31). De cette facon, la base sur
le vieux brin dicte quelle base apparait sur le nouveau brin, et la cellule finit

avec une copie parfaite de son ADN.

7. Histoire de la recherche sur I'ADN

James Watson et Francis Crick (a droite), co-auteurs du modéle en double hélice, avec

Maclyn McCarty (a gauche).
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Croquis au crayon de la double hélice d'ADN par Francis Crick en 1953

L'ADN a été isolé pour la premiére fois par le physicien suisse Friedrich
Miescher qui, en 1869, a découvert une substance microscopique dans le pus des
bandages chirurgicaux jetés. Comme il résidait dans les noyaux des cellules, il
I'appelait "nucléine" (32,33). En 1878, Albrecht Kossel a isolé¢ le composant
non-protéine de "nucléine", acide nucléique, et a isolé plus tard ses cinq nucléo
bases primaires (34,35). En 1919, Phoebus Levene a identifié la base, le sucre, et
le phosphate de l'unit¢ de nucléotide (36). Levene a suggéré que 1I'ADN
consistait en une chaine d'unités nucléotidiques reliées entre elles par les
groupes phosphate. Levene pensait que la chaine était courte et les bases
répétées dans un ordre fixe. En 1937, William Astbury a produit les premiers
modeles de diffraction des rayons X qui ont montré que 1'ADN avait une

structure réguliere (37).
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En 1927, Nikolai Koltsov a proposé que les traits hérités soient hérités par
une «molécule héréditaire géante» composée de «deux brins miroirs qui se
répliqueraient de manic€re semi-conservatrice en utilisant chaque brin comme
modele» (38,39). En 1928, I’expérience de Frederick Griffithdans a découvert
que les traits de la forme "lisse" de Prneumocoques pourraient étre transférés a la
forme "rugueuse" des mémes bactéries en mélangeant des bactéries "lisses"
tuées avec la forme '"rugueux" vivant ". Ce systtme a fourni la premicre
indication claire que I'ADN porte l'information génétique - I'expérience Avery-
MacLeod-McCarty - quand Oswald Avery, avec ses collégues Colin MacLeod
et Maclyn McCarty, a identifi¢ ' ADN comme le principe de transformation en
1943 (40). Le role de I'ADN dans I' hérédité a été confirmé en 1952 lorsque
Alfred Hershey et Martha Chase dans I' expérience Hershey-Chase ont montré
que I'ADN est le matériau génétique du phage T2 (41) .

A la fin de 1951, Francis Crick a commencé a travailler avec James Watson
au Laboratoire Cavendish de 1I'Universit¢ de Cambridge . En 1953, Watson et
Crick ont suggéré ce qui est maintenant accept¢ comme le premier modele
correct de structure d'’ADN en double hélice dans la revue Nature(l1). Leur
mode¢le moléculaire d'ADN en double hélice était alors basé sur une image de
diffraction des rayons X (appelée " Photo 51 ") (42) prise par Rosalind Franklin
et Raymond Goslingen mai 1952, et l'information que les bases d'ADN sont
appariées. Le 28 février 1953, Crick interrompit I'heure du déjeuner de son
patron au pub The Eagle a Cambridge pour annoncer que lui et Watson avaient

"découvert le secret de la vie" (43).
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Des preuves expérimentales soutenant le modele de Watson et Crick ont été
publiées dans une série de cinq articles dans le méme numéro de Nature (44).
Parmi ceux-ci, l'article de Franklin et Gosling fut la premiére publication de
leurs propres données de diffraction des rayons X et de leur méthode d'analyse
originale qui soutenait en partie le modele de Watson et Crick (45,46) ; ce
numéro contenait également un article sur la structure d'ADN par Maurice
Wilkins et deux de ses collégues, dont I'analyse et les modeles de rayons X de
I'ADN B in vivo ont également soutenu la présence in vivo des configurations
d'ADN double hélice proposé par Crick et Watson pour leur modele moléculaire
double-hélice de 'ADN dans les deux pages précédentes de Nature (47) . En
1962, aprés la mort de Franklin, Watson, Crick et Wilkins ont recu
conjointement le prix Nobel de physiologie ou de médecine (48).les prix Nobel
sont attribués uniquement aux bénéficiaires vivants. Un débat se poursuit sur qui

devrait étre crédité de la découverte (49).

Dans une présentation influente en 1957, Crick exposait le dogme central
de la biologie moléculaire , qui prédisait la relation entre 'ADN, 1'ARN et les
protéines, et articulait «I'hypothése de 1'adaptateur» (50). La confirmation finale
du mécanisme de réplication impliqué par la structure en double hélice suivie en
1958 par l'expérience Meselson-Stahl (51). D'autres travaux de Crick et ses
collegues ont montré que le code génétique était basé sur des triplets de bases
non-chevauchants, appelés codons, permettant a Har Gobind Khorana , Robert
W. Holley et Marshall Warren Nirenberg de déchiffrer le codegénétique (52).

Ces résultats représentent la naissance de la biologie moléculaire (53).
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ITI. Le séquengage
de CADN
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Un document historique publi¢ par Frederick Sanger en 1977 a présenté
une technique de séquengage de 'ADN qui allait devenir 1'étalon-or pour les 30
prochaines années (54). La méthode originale de séquencage de I'ADN du
terminateur didéoxy a été mise en ceuvre avec une ¢lectrophorése sur gel
automatisée et une chimie de terminaison fluorescente, initialement sur gel en
plaque et plus tard sur des systémes a base de gel capillaire (55). La plupart des
améliorations technologiques de cette méthode ont eu lieu lors du projet du
génome humain (HGP) qui a été lancé en 1990 et au cours des 13 prochaines
années, dans un effort international a séquencé le premier génome humain
complet a un cofit proche de trois milliards de dollars (56). Simultanément, une
entreprise privée concurrente a également séquencé un génome humain. En
2001, les premiers résultats de cet effort gargantuesque ont €té publiés (57), et
en 2004 la séquence finie a été publiée (58). Le projet du génome humain a
prouvé que le séquencage complet du génome (WGS) pouvait étre réalisé, mais
a un colt prohibitif a effectuer de facon réguliére. Un effet du HGP a été une
révolution technologique et l'arrivée de ce qu'on appelle le séquengage de
prochaine génération (NGS). Le but de ces technologies était de réduire le
temps, 'effort et le colit de WGS a un niveau ou le génome humain pourrait étre
séquencé de fagcon routiniere pour la recherche et les applications cliniques.
Aujourd'hui, nous pouvons distinguer au moins quatre générations avec des
caractéristiques distinctes. La transition du séquengage d'ADN de premiere
génération a la deuxiéme génération a été perturbante, avec une production
augmentant de plus de 5 ordres de grandeur et une baisse des cofits de plus de 5
ordres de grandeur. Avec les systémes de séquencage de 2¢me génération
actuels, le WGS d'un génome humain a 30* de couverture peut étre atteint en 10

jours pour un colt inférieur a 10 000 $.
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Le développement technologique continue de faire baisser le colit des WGS
humains en dessous de 1000 $. L'incitation supplémentaire de la Fondation X
Prize qui s'est engagée a attribuer 10 millions de dollars a la premiére équipe qui
séquence avec précision le génome entier de 100 sujets en 30 jours pour 1000 $
ou moins par génome a accentué l'intensité des développements technologiques
dans le domaine (http: // genomics.xprize.org/). L'objectif central du séquencgage
de 2¢éme génération est de développer des systémes trés bon marché et tres
rapides avec pour objectif principal de générer de gros volumes de séquences.
En raison de la nature de la chimie, une séquence du génome se compose de
milliards de fragments courts entre 70 et 400 bases de long, ce qui est un
inconvénient et est traité par calcul. La qualité et la quantité des données sont
des problemes majeurs car les systémes produisent maintenant 60 G Bases de
séquences par jour sur un seul séquenceur d'ADN. En conséquence, le calcul
pour l'analyse des données est ce qui fait le plus peser sur le séquencgage de
2¢me génération. L'augmentation de la production de données ne fera
qu'accentuer ce probléme et de nouvelles méthodes de traitement de cette
quantit¢ de données sont en cours d'¢laboration. On peut s'attendre a ce que les
techniques qui seront disponibles a l'avenir fourniront une séquence avec des
caractéristiques nettement différentes de celles de la 2e génération actuelle. Il est
¢galement probable que des outils supplémentaires et raffinés pour certaines
applications de séquencage seront nécessaires pour compléter les données

produites a l'aide de séquenceurs de deuxieme génération.

Méme si le séquencage de deuxiéme génération n'est pas une ancienne
technologie, on annonce des systemes de troisiéme génération qui sont a

nouveau perturbateurs. L'Union européenne a réalis¢ que de nombreux
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problémes dans le domaine du séquencgage de I'ADN doivent étre résolus et un
projet européen intitulé READNA (Approches et outils de conversion pour
l'analyse des acides nucléiques) a été financé avec 12 millions d'euros pour
développer de nouvelles technologies d'analyse des acides nucléiques. La revue
présentera les technologies de 3éme et 4éme génération qui sont développées

dans le cadre de ce projet innovant.
1. Caractéristiques des générations de séquencage de I' ADN

Il existe au moins quatre générations de méthodes de séquencage de 'ADN
qui peuvent étre classées selon les principales caractéristiques distinctives
(tableau 1). D'autres classifications sont utilisées, cependant, nous nous
concentrons sur des caractéristiques particulieres pour cette classification qui

rendent la catégorisation claire.
1.1. Séquencage de 1ére génération

Pour le séquencage de lere génération, des échelles de fragments de la
séquence sont générées soit par extension enzymatique d'une amorce hybridée a
un pool de molécules modeles et en introduisant des terminaisons T, C, G ou A
spécifiques le long du modele (54). Alternativement, des clivages spécifiques a
la base ont été introduits dans une méthode congue par Maxam et Gilbert (59).
Les échelles a fragments sont séparées par ¢électrophorése sur gel. Les produits
sont soit révélés par un marquage radioactif et une exposition a un film ou par
lI'introduction de colorants fluorescents dans la réaction de terminaison et
I'imagerie par fluorescence. Ceci est maintenant réalisé au cours d'une séquence

de séquengage en temps réel.
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Figurel : Séquenceur de 1 ére génération

1.2. Séquencage de 2éme génération

Un changement de paradigme sous-tend le s€équencgage de 2éme génération
(60). Des modeles d'ADN clonal individuels sont générés et tous séquencés en
paralléle en utilisant des micros fluidiques. Les réactions de séquencgage sont
réalisées avec des cycles d'additions de bases et d'imagerie. Pour déterminer la
séquence, des images consécutives sont superposées et des bases sont appelées
aux positions de toutes les molécules modéles. Les additions de base peuvent
étre réalisées par polymérisation ou ligature de 'ADN et la visualisation se fait
par chimiluminescence (Chimie de pyroséquengage utilisée dans l'instrument
Roche FLX), fluorescence (Illumina et Life Technologies 5500) ou avec des
changements de pH (dans l'instrument Ion Torrent). Les caractéristiques clés du
séquengage de 2éme génération sont l'utilisation de nombreux modeles clonaux
en parallele et un processus de détermination de séquence utilisant la réplication

enzymatique.
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Illumina SoLID/ABI-Life Roche 454 Ion Torrent
FASTQ (various flavours)  Colourspace FASTA SFF SFF or FASTQ
EXETER

Figure2 : Séquenceurs de 2¢éme génération

1.3. Séquencage de 2.5 génération

Le séquenceur SMRT de Pacific Biosciences est parfois appelé séquenceur

de 3éme génération, mais il satisfait aux mémes caractéristiques que les
instruments de séquengage de 2¢éme génération en ce que les molécules clonales
individuelles sont séquencées en utilisant un systeme de réplication de modele
enzymatique (61). Cependant, il rompt avec le concept de réseau aléatoire des
systetmes de «deuxiéme génération» «traditionnels». Le systéme enzymatique
polymérase est positionné au fond des puits des guides d'ondes en mode zéro

(62). Les molécules d'ADN mode¢le sont capturées et l'incorporation de base est
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surveillée par clivage du pyrophosphate li¢ au colorant fluorescent dans la

fenétre d'observation limitée en volume.

Figure3 : Le séquenceur SMRT de Pacific Biosciences

1.4. Séquencage de 3éme génération

La troisiéme génération est définie par la lecture directe des molécules
individuelles. Aucun systéme enzymatique de réplication n'est utilis¢ pour
identifier la séquence. Les séquenceurs nano pores (décrits ci-dessous) en sont

des exemples.
1.5. Séquencage de 4éme génération

La quatriéme génération est une méthode qui est actuellement encore tres
expérimentale. Il définit la réalisation d'une expérience de séquencage en
contexte, telle que I'ADN de cellules individuelles dans une coupe histologique,
donc dans leur contexte. Les applications de cette méthode seraient
l'interrogation de séquences d'ADN définies telles que celles qui sont
susceptibles d'avoir subi une mutation somatique, plutot que la génération de

séquences completes de chaque cellule.
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2. Dispositifs de séquencage d'ADN de 2eme et 2.5 génération (63)

2.1. Dispositifs de séquencage d'ADN de 2éme génération qui ont

réussi

Le premier instrument a atteindre le marché était de 454 Corporation (64).
Ce systeme utilise une PCR en émulsion avec des oligonucléotides attachés a
des billes pour l'amplification clonale. La réaction de séquencage est réalisée en
utilisant la chimie de pyroséquencage développée a l'origine par Ronaghi et al.
(65-67). Pour cette méthode, les bases sont ajoutées une a la fois. La libération
de pyrophosphate est convertie en luminescence. La quantit¢ de lumiere émise
correspond au nombre de bases incorporées de ce type (T, C, G ou A). 454
Corporation a ensuite €¢té achetée par Roche et le systéme a évolué vers la Roche
GS FLX et une version miniaturisée appelée Roche GS FLX junior. Le
deuxiéme systéme a atteindre le marché était le systetme 1G de Solexa (68). Ce
systtme utilise la PCR en pont pour l'amplification clonale avec des
oligonucléotides greffés en surface et l'extension d'une seule base d'amorce
(également appelée SBE) pour le séquencgage. Solexa a fusionné avec Illumina et
le systéme a évolué vers I'lllumina HiSeq 2500, avec lequel un génome humain
peut étre séquencé a 30 * en un peu plus d'une journée. Récemment, Illumina a
sorti l'instrument de table MiSeq qui offre des temps d'exécution plus courts
pour des volumes de données plus faibles. Le troisiéme systéme, le SOLID a été
publi¢ par Applied Biosystems en 2007 (69). Dans ce systeme, la PCR en
émulsion est combinée avec la ligature oligonucléotidique pour la détermination
de la séquence. Apres une fusion avec Invitrogen, le systéme est devenu le Life

Technologies 5500. Life Technologies a récemment acquis Ion Torrent qui a
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développé un systeme de séquengage de 2e génération avec un systeme de

détection innovant (voir ci-dessous).

2.2. Dispositifs de séquencage d'ADN de 2e génération qui n'ont

jamais réussi

Il y a plusieurs systémes de séquencage d'ADN de 2¢me génération qui
n'ont pas réussi. Le séquengage des polynomes a été implémenté dans un

'

dispositif " open source " appelé le Polonator (70). Les concepts sous-jacents
sont similaires a la ligature oligonucléotidique du systéeme SOLIiD utilisée pour
la réaction de séquencage (71). L'Heliscope d'Helicos était un dispositif qui
n'appliquait pas l'amplification clonale, mais capturait seulement les molécules
d'ADN individuelles a la surface d'une lame de verre (72). Le séquencage a été
réalis¢é par une extension d'amorce a base unique. Pour contourner les
incorporations de base erronées qui entrainent des erreurs de séquencage si des
molécules isolées sont analysées, le cycle de séquencage complet est répéte,
générant ainsi deux fois la séquence pour chaque molécule d'ADN matrice. Les
différences entre les deux exécutions sont des erreurs de séquencement qui ne
sont pas utilisées pour le traitement en aval. Tous ces systémes utilisent la
détection optique du processus de séquengage avec un systeme d'imagerie a

haute résolution, suivi par un traitement d'image pour déterminer toutes les

séquences individuelles d'une série.
2.3. Méthodes de détection innovantes

Récemment, des systémes de séquencage d'ADN de deuxiéme génération
sont apparus utilisant des systemes de détection alternatifs. lonTorrent utilise

une incorporation de base enzymatique, une a la fois, similaire au systéme
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Roche FLX. Les incorporations de base réussies sont déterminées par les
changements de pH dus a la libération de H + pendant I'incorporation de la base.
Un microsystéme avec plusieurs capteurs de pH en paralléle est utilisé pour
détecter les bases. Complete Genomics utilise un schéma d'amplification
aléatoire pour la préparation des échantillons. Les matrices de clones sont
capturées avec un systeme sonde-ancre et les séquences sont déterminées en
utilisant la ligature oligonucléotidique (73). Complete Genomics ne vend pas ses
systemes mais les utilise exclusivement pour effectuer le séquencage de service.
Pacific Biosciences a développé une technologie qui va au-dela du séquencage
de 2eme génération et de ce que nous avons appelé la génération 2.5. Dans cette
technologie, une ADN polymérase est greffée au fond d'un micro puits. La
détection se fait par le bas en tirant parti d'un principe physique quantique. Le
diameétre du micro puits ne permet pas a la lumiere de pénétrer profondément
dans le puits (guides d'onde de mode zéro) et limite ainsi le volume d'irradiation
(62). L'entrée de la lumicre dans le puits est suffisamment profonde pour exciter
le systéme de séquengage, mais pas les autres composants (fluorescents) qui sont
en solution. Une molécule d'ADN mode¢le est capturée par ' ADN polymérase
attachée au fond du puits. L'incorporation des nucléotides est suivie par la
fluorescence suivante qui est liée au pyrophosphate qui est clivé du nucléotide
dans la réaction de polymérisation. L'incorporation est suivie en temps réel.
Cette technologie permet de séquencer de trés longues bandes d'ADN. Des
longueurs de lecture de plusieurs kb ont été rapportées. Il y a quelques années,
Life Technologies a annoncé qu'elle développait une technologie similaire, sauf
qu'elle n'utilisait pas les guides d'onde a mode zéro, mais qu'elle utilisait plutot
des nano cristaux et un systtme FRET. Cependant, ce systéme tres intéressant

n'a pas encore atteint le marché.
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2.4. L'analyse des données
D¢éfis d'analyse de données associ€s a la 2e génération de s€quencage

Les défis d'analyse de données associés aux résultats de séquencgage de
deuxiéme génération ont trois composantes principales: (1) Appels de base, (2)
Alignement et (3) Appel de variantes. Pour la plupart des systémes, 1'appel de
base est étroitement i€ au systeme de séquencage et est effectu¢ a l'aide d'un
logiciel fourni par le fournisseur du dispositif de séquengage. L'alignement est
une stratégie qui est choisie lorsque I'échantillon en cours d'examen a une
séquence de référence. Les séquences produites sont comparées a la séquence de
référence et la position la plus probable dans le génome pour une lecture donnée
est déterminée. Les séquences qui se lient uniquement au génome et ne
présentent pas de discordances par rapport a la référence sont les plus faciles a
positionner. Evidemment, les séquences qui différent d'un degré acceptable de la
référence sont les plus intéressantes car elles sont utilisées pour identifier la
variabilité. Il y a une batterie de différents outils qui ont été développés pour
faire I'alignement, pour entrer dans les détails des avantages et des inconvénients
peut exploser cette revue. Ce qu'il faut dire, c'est qu'il y a quatre critéres
d'équilibrage dans un aligneur, (a) est-ce qu'un aligneur est déterministe ou non,
(b) est-il exhaustif, (¢) quel pourcentage de lectures est-il capable de mapper a
une référence? (d) quel effort de calcul est requis pour le faire. L'appel de
variantes est intimement li€¢ a l'alignement. Plus I'alignement est fiable, plus la
tache de l'appel de variante est facile. Encore une fois, il existe plusieurs
variantes appelants disponibles et les détailler irait trop loin. De nos jours, la
plupart des aligneurs parviennent assez bien a identifier des variants de

nucléotides simples et de petits indels. Cependant, 1'identification d'indels plus
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importants et de variantes structurelles est plus exigeante et les logiciels pour ce
faire sont encore soumis a de nombreux changements. Il est crucial, en termes
d'effort de calcul, que 1'étape d'alignement soit celle qui nécessite le plus de

ressources de calcul.

Les stratégies d'alignement reposent sur I'hypothése que la position la plus
proche de la référence est l'endroit correct pour une séquence lue. Dans de
nombreux cas, cela sera correct. Cependant, il existe une probabilité résiduelle
que cela puisse €tre faux et que la position correcte soit a un endroit différent
dans le génome ou la correspondance est plus ¢éloignée. Evidemment, cela
influence les résultats. Une stratégie alternative a l'alignement est I'assemblage
de séquence de novo. Plusieurs logiciels pour l'assemblage de novo a partir de
lectures courtes de séquenceurs de 2¢éme génération ont été présentés.
Cependant, ces approches nécessitent des architectures matérielles qui ne sont
pas des produits et du temps de calcul, une sophistication requise et des efforts
considérables. Beaucoup de développement est en cours dans ce domaine. Des
stratégies utilisant une combinaison d'alignement et d'assemblage de novo
pourraient également étre bénéfiques. Dans tous les cas, lorsque la troisieme
génération deviendra disponible avec différentes caractéristiques de lecture, les
stratégies d'analyse des données devront étre adaptées. Ils ne seront pas

nécessairement plus exigeants que pour le séquengage de 2¢me génération.
3. Séquencage de 3éme génération — nano pores

Les seuls systemes notables répondant aux critéres que nous avons définis
ci-dessus pour le séquengage des acides nucléiques de 3¢me génération sont les

nano pores. Les méthodes montrées a ce jour mesurent directement la molécule
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d'ADN sans avoir besoin de la soumettre a un systéme de réplication

enzymatique.

NANOPORE.

ka|l1 |k

WMInION

Figure 4 : Séquenceur ONT

3.1. Introduction aux technologies nano pores :

Le principe général du séquencage d'ADN a base de nano pores est
extrémement simple et a ét¢ démontré pour la premiere fois en 1996 (74).
Essentiellement, le systéme consiste en un nano pore incorporé dans une
membrane (biologique ou synthétique) immergée dans une solution saline. Un
courant est appliqué au systéme qui entraine les ions a travers le nano pore.
L'arrivée d'une biomolécule chargée telle qu'une base d'ADN créera une
résistance dans le flux d'ions qui conduira a des changements dans le courant
¢lectrique qui peut étre mesuré. Des molécules de taille différente bloquent le
nano pore par un degré différent et pour un temps différent (75). Si les quatre
bases d'ADN (T, C, G et A) peuvent étre distinguées lorsqu'elles traversent le
nano pore, cela permettrait de mesurer une séquence d'ADN. En substance, le
principe mis en évidence ci-dessus pointe vers une méthode capable de lectures

d'ADN a lecture longue (> 2 kb) (76). La clé du prix du séquencage des nano
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pores est la taille nanométrique de ces pores, la possibilité de parallélisation et le

faible colit des consommables (77).

Actuellement, deux voies principales sont poursuivies pour le séquengage
des nano pores, la premicre est l'utilisation de nano pores biologiques et la
seconde est l'utilisation de nano pores a I'état solide (78). Ci-dessous l'accent est
mis sur les nano pores biologiques que les entreprises tirant parti des nano pores
biologiques envisagent de commercialiser des plates-formes de séquengage nano

pores en 2012 et 2013 (Oxford Nanopore Technologies (ONT) et Genia).

Actuellement, les nano pores biologiques ont la haute main car deux
articles ont €té publiés qui prouvent que le séquengage de 'ADN est possible en
utilisant soit un pore a-hémolysine (79) soit un pore MsPA (77). L'avantage des
nano pores biologiques est qu'ils ont une taille bien définie, peuvent étre
modifiés trés facilement et produits en masse restant homogene en taille et en
structure. Dans les expériences de nano pores d'a-hémolysine, il faut noter que
pour obtenir un systéme entierement fonctionnel capable de discriminer chacune
des quatre bases d'ADN, le nano pore doit étre génétiquement modifié et en plus
une molécule adaptatrice importante pour ralentir la translocation des bases
d'ADN a travers le nano pore devait étre fixé de maniére non covalente dans le
pore (80). Essentiellement, des expériences de mutagénese ont conclu qu'une
mutation spécifique au sein du béta-baril était nécessaire pour obtenir une
discrimination de base. Il décrit que 1'attachement d'un dérivé de cyclo dextrine
(CD) était essentiel pour la détection continue des bases circulant a travers le
nano pore artificiel (81), en particulier la séparation optimale des bases a été
obtenue en attachant le CD au résidu cystéine L135C dans le canon béta du pore

(82). Les conditions pour la construction d'hémolysine / CD modifiée ont été
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optimisées pour les conditions requises par 1'exonucléase pour étre actives tout
en maintenant la capacité de discrimination de base. En fin de compte, un
équilibre a été recherché entre la tension appliquée et la concentration en sel
utilisée pour s'assurer que l'exonucléase fonctionne correctement et que la
majorité des bases d'ADN circulent a travers le pore (pour éviter les doubles
lectures de bases) a une vitesse non trop rapide pour permettre la détection de
molécules individuelles. Le papier MspA utilise les mémes concepts généraux
mais tire parti du plus petit site de constriction dans le pore MspA (diamétre 1,2
nm et longueur 0,5 nm) comparé a I’a-hémolysine (diamétre 1,5 nm et longueur
5 nm) qui montre un meilleur potentiel de discrimination entre les bases. Un
inconvénient de la méthode est que les molécules d'ADN double brin sont
utilisées pour bloquer la translocation des molécules d'ADN (par rapport a
l'utilisation de la molécule CD dans le travail d'a-hémolysine), 'ADN doit donc
étre converti de fagon a séparer les nucléotides monocaténaires doivent étre
mesurés, ce qui entraine une forte préparation de pré-séquencage de 1'ADN.
Cependant, dans un développement récent, l'intégration de I'ADN polymérase de
bactériophage (DNAP) phi29 dans le pore agit comme un moteur pour tirer le
modele monocaténaire a travers 'ouverture d'un nucléotide a la fois, permettant
a un signal distinct d'étre généré et chacun des nucléotides peut tre mesuré (83).
Un résultat similaire a été publié¢ en utilisant le phi29 avec le pore a-hémolysine

et ce travail a été autorisé par 'ONT (84).

En ce qui concerne les nano pores a 1'état solide, le graphéne est un
matériau qui pourrait étre utilisé dans le futur (85), bien que dans un article
crucial de Hagan Bayley, il reste encore du chemin a parcourir avant que les

nano pores solides et en particulier le graphéne une étape ou ils peuvent étre
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utilisés pour séquencer réguliecrement I'ADN. Il convient de mentionner que la
technologie des nano pores a 1'état solide produira des pores plus stables, dont la
longueur et le diametre peuvent étre controlés, possédent des propriétés de
surface ajustables et présentent un plus grand potentiel d'intégration dans les

dispositifs que des matrices biologiques (86).

A la veille de la commercialisation de deux systémes nano pores (Oxford
Nanopore Technologies et Genia Technologies, Inc.), il semble que de
nombreux défis technologiques ont été résolus, Bien que les résultats attendus
du séquencage de I'ADN soient la seule fagon de décider si le défi des nano
pores a été fissuré, il faudra encore quelques années pour avoir un systeéme de

séquengage de I'ADN qui offre le type de données requis par les chercheurs.
3.2. Acteurs commerciaux clés du séquencage nano poreux

Avant de se concentrer sur READNA et son partenaire ONT, voici une
courte compilation d'entreprises développant des plateformes de séquengage

nano pores.

Genia Technologies Inc. * - Séquencage de nanopores a l'aide de nano
pores biologiques et contrdle électronique pour la détection du pyrophosphate
marqué issu d'un nucléotide triphosphate lors de la réplication avec une

polymérase fixée a I'entrée du nano pore (date de diffusion: 2013).

IBM / Roche * - Le séquencage nano pore a l'aide de nano pores a 1'état
solide et le controle électronique déplace I'ADN a travers des nano pores
intégrés dans une puce de silicium et la détection du courant de tunnel

¢lectronique (pas de date de diffusion).
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NABsys Inc. * - Le séquengage de nano pores utilisant des nano pores a
I'état solide et le contrdle ¢lectronique déplace I'ADN avec des sondes
oligonucléotidiques hybridées a travers des nano pores incorporés dans une puce
de silicium et la détection du courant ionique (aucune date de diffusion).

"

NobleGen Biosciences Inc. * - Plateforme " Optipore " - Nanopores Le
séquengage a l'aide de nano pores a 1'état solide et le controle électronique
déplacent le gabarit d'ADN synthétique avec des balises oligonucléotidiques
hybridées a travers des nano pores dans une puce de silicium, déplacant les

balises et détectant par fluorescence.

Oxford Nanopore Technologies * - Le séquengage des nano pores a l'aide
de nano pores biologiques et d'une enzyme de processus déplace 'ADN a travers

des nano pores incorporés dans une bicouche lipidique et la détection du courant
ionique (2012).

4. READNA et séquencage d'ADN

4.1. Apercu de READNA

Le projet «Approches et dispositifs révolutionnaires pour l'analyse des
acides nucléiques» READNA est un projet financé par le cadre de 'UE 7 qui a
débuté le ler juin 2008. Le consortium READNA comprend des projets visant a
accélérer de nouvelles technologies de séquengage d'ADN révolutionnaires et
des méthodes pour améliorer les méthodes d'analyse des acides nucléiques
existantes. Des informations sur tous les développements de READNA peuvent
étre trouvées sur (http://www.cng.fr/READNA). Le but ultime sera de faire
progresser les technologies permettant le séquencage d'un génome humain entier
pour 1000 $ en moins d'une journée. Ici, nous allons nous concentrer sur une
technologie de séquencage d'ADN de 3¢éme génération qui a été développée par
Oxford Nanopore Technologies au sein de READNA.
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4.2. Séquencage de nano pores d'Oxford (séquencage
d'exonucléases nano poreuses et séquencage de brins de nano

pores) - Séquencage de 3eme génération

Les technologies Nanopore sont développées par plusieurs partenaires
READNA. Nous nous concentrerons ici sur les efforts de deux partenaires
READNA, Oxford Nanopore Technologies (ONT) et 1'Universit¢ d'Oxford
(Professeur Hagan Bayley, ¢galement cofondateur de 'ONT).

Oxford Nanopore Technologies (ONT) poursuit deux types différents de
technologie de 'ADN de troisieme génération basée sur l'utilisation de nano
pores pour séquencer I'ADN, a l'aide d'un nano pore d'exonucléase et d'un
séquengage direct des brins. En février 2012, a 'occasion de la réunion annuelle
Advances in Genome Biology & Technology a Marco Island, 'ONT a annoncé
sa nouvelle plate-forme ADN " GridION " et présent¢ en méme temps une
version jetable de la méme plate-forme. 'Min ION'. La plate-forme MinlON a
suscité beaucoup d'intérét car lorsqu'elle sera commercialisée, elle deviendra le
premier séquenceur jetable miniaturisé aussi petit qu'une clé USB et le cofit sera
d'environ 900 $. L'ONT prévoit commercialiser la «premiére génération» de sa

GridION et de sa MinlON auprés d'un nombre restreint de clients.
4.2.1. Séquencage d'exonucléase de nanopores

Dans la premi¢re méthode, une molécule d'ADN est capturée par une
exonucléase processive qui est attachée de mani¢re covalente a l'entrée du
nanopore. L'exonucléase clive 'ADN base par base et le laisse tomber dans le
nano pore. Les bases sont identifiées lorsqu'elles atteignent un confinement dans

un nano pore d'a-hémolysine a une vitesse assurant une résolution de base
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unique. La vitesse de translocation des bases d'ADN voyageant a travers un
nano pore de 5 nm a été un probléme majeur dans le passé car la résolution de
base unique n'était pas réalisable. Essentiellement, un nano pore d'une longueur
de 5 nm aura entre 10 et 15 nucléotides traversant le nano pore a un moment
donné (76). En outre, la vitesse de translocation est de I'ordre de 1 nucléotide par
ms, ce qui est trop rapide pour résoudre une base individuelle. Pour atteindre la
détection de base unique, la vitesse doit étre de 1'ordre de 1 nucléotide / ms. Une
facon de ralentir le débit est d'utiliser des adaptateurs non covalents et en
particulier la cyclo dextrine (CD) a été l'adaptateur le plus efficace en
combinaison avec le pore de protéine a-hémolysine congu et utilisé par ONT, un
autre est l'adaptation de la concentration en sel (87). La découverte historique
publiée par Clarke et al. montre que CD a ¢ét¢ attaché a des cystéines spécifiques
dans le nano pore pour réaliser l'identification de base (79). Les bases sont
clivées par l'exonucléase et entrent immédiatement en contact avec l'adaptateur
CD, se liant brievement avant de se déplacer sur et a travers le nano pore en
raison d'une différence de concentration en sel. La liaison temporaire crée un
événement de perturbation qui est lu par une puce €lectronique associée au nano
pore permettant de déterminer l'ordre des bases en raison d'un changement de
courant. Les différences de courant sont telles que le systéme est capable de
différencier les quatre bases d'/ADN A, G, C et T et en plus le systéme est
capable de distinguer les bases méthyl cytosine qui sont importantes dans
l'analyse de la méthylation de 'ADN (79). Bien que ce soit une preuve de
principe que les nano pores dans les bonnes conditions (modifications du pore,
ajout d'un adaptateur, modification de la concentration en sel et contrdle de la
température) puissent distinguer les quatre bases, d'autres développements

seront nécessaires 'aréne commerciale. De plus, le débit exigera des réseaux de
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ces nano pores pour s'assurer que le séquencage des nano pores répond aux
attentes actuelles d'une séquence compléte du génome humain en une seule

journée.
4.2.2. Séquencage de brin de nano pores

La deuxiéme méthode en cours de développement par ONT est le
séquengage des brins de nano pores. La différence majeure avec le s€quengage
des exonucléases nano pores est qu'au lieu d'individualiser les bases en utilisant
une enzyme exonucléase pour la détection par le nano pore, la molécule d'ADN
est rendue monocaténaire et transloquée a travers le nano pore. Le probléme qui
doit étre résolu pour que cette approche fonctionne pour le séquencgage est la
résolution d'une base individuelle dans le nano pore. La taille du nucléotide par
rapport a la taille du nano pore résulte en plusieurs bases se trouvant dans la
zone de constriction du nano pore et le courant est bloqué par un groupe de
bases. Lorsque le brin d'ADN transloque a travers les nano pores, il doit étre
traduit en séquence. ONT ont publiquement présenté qu'ils ont réussi a utiliser
cette approche pour séquencer | phage, en déconvoluant les changements de
courant a travers le nanopore en utilisant un algorithme de Viterbi. La méthode a
été privilégiée par ONT car elle est potentiellement plus rapide et plus précise
car chaque base est physiquement attachée a la précédente ce qui permet de lire
correctement l'ordre des bases. Le principal facteur limitant deviendra la
processivité de l'enzyme utilisée, mais si suffisamment de créneaux sont
disponibles, le débit dépassera certainement celui de toute autre plateforme de
séquencage actuellement disponible a un cott espéré de 1000 $ pour un génome
complet. Les ONT doivent encore publier les résultats du séquengage de 'ADN,

mais ont confirmé le séquencage d'un génome viral de 5 kb ayant un taux
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d'erreur d'appel de base de 4%. La sociét¢ vise a avoir un taux d'erreur
maximum de 2% lors de la commercialisation en 2012. Une caractéristique
impressionnante de cette technologie est que les lectures individuelles sont de
l'ordre de 10s de Kbases. Les données de ce type révolutionnent le séquengage

de I'ADN.

4.3. Séquencage in situ (séquencage des cellules individuelles) -

Séquencage de 4¢éme génération

Le séquencage de lere génération a prévalu pendant prés de 30 ans, la
2¢me génération se poursuit depuis 7 ans, la 3¢éme génération est proche et la
4¢me génération est déja a I'horizon. Les cellules voisines dans le contexte de la
tumeur ne sont pas identiques et il deviendra de plus en plus important de
pouvoir mesurer cela. Le groupe de Mats Nilsson a fourni des exemples
d'analyses de transcrits de nombreuses cellules différentes en parallele dans leur
contexte cellulaire (88). Ceci est une preuve de concept du séquencage de 4éme

génération.

4.4. Manipulation de chromosomes complets, techniques de

cartographie optique

En raison des procédures de préparation des échantillons utilisés dans le
séquengage de deuxiéme génération, les informations contextuelles sont
perdues. L'information haplotypique est particulicrement utile dans 1'assemblage
de nouveaux génomes, mais elle est également importante pour les problémes
biologiques. La présence de deux variants mutants sur des chromosomes
identiques ou opposés est biologiquement pertinente. Les méthodes de

prédiction des haplotypes utilisent le contexte familial ou 1'inférence statistique.
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Dans les molécules d'ADN réorganisées aléatoires, telles qu'elles sont
rencontrées dans de nombreuses cellules tumorales, ces stratégies se
décomposent. Cependant, la détermination moléculaire est possible en utilisant
des méthodes telles que la cartographie optique (89). Au sein de READNA,
nous avons consacré beaucoup d'efforts aux techniques de manipulation des
molécules d'ADN individuelles et avons développé des systémes micro- et nano-
fluidiques pour les étirer et les rendre disponibles pour une étude plus

approfondie (90).

En conclusion, le séquengage de I'ADN a atteint un point ou il peut étre
appliqué de maniere holistique. Les transitions entre les générations de
méthodes de séquencage de I'ADN ont perturbé les changements dans les ordres
de grandeur de la production et les changements complets dans la nature du type
de séquence fourni par une méthode et la diminution spectaculaire des colts.
Alors que le séquengage d'ADN de premicre génération a prévalu pendant 30
ans, les derniéres années ont vu une vague de changements avec la 2¢me
génération et déja l'apparition de méthodes d'analyse des acides nucléiques de
3eme et 4éme génération. Chaque nouvelle génération n'a pas remplacé la
précédente. Il existe un chevauchement important de différentes méthodes qui
aident a compléter 1'ensemble d'outils requis pour 'analyse génomique compléte.
La recherche ou la question clinique a portée de main détermine le dispositif
optimal ou son utilisation. La deuxiéme génération qui est 1'état de 1'art actuel et
la méthodologie la plus répandue, par la nature de sa séquence (beaucoup de
lectures courtes) met une pression considérable sur les procédures de calcul et
d'analyse des données. Au fur et a mesure que nous avancons dans le

séquengage de 3¢me génération, avec des lectures plus longues, les demandes de
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calcul vont probablement diminuer. Cependant, en raison de l'augmentation de

la production globale, le traitement bio-informatique en aval des résultats

deviendra encore plus important. Les méthodes d'analyse des acides nucléiques

de quatriéme génération remettront en question les procédures de traitement de

I'i'mage et la résolution qu'elles peuvent atteindre.

TABLE 1
(Overview of sequencing methods and characteristics
Generation  Input  Template Nature of Sequencing chemsry  Detection Particularity Reference
enrichment  sequencing
template
Sanger sequencing 1d DA PCR Pood Primer axtengon, ddeory  Radioactivity, Usad for Human ~ Sanges [1]
erination lluprescence Genome Froject
Maam-Gilbert 1d DA Sufficient Pood Chemical base-spacific Radioactivity Mz Cilbest 6]
(e plale dleavage
required
454-Roche Ind DNA Emdgon PR Amplified Clone Priiries extension one Rea-time Pyiodequenting  Marqubies [11]
biase al & time chemiluminescence
Polonator Ind DNA Emdgon PR Amplified Clone Qligonuckotide ligation Fluorescence imaging Shendure [17]
Solexallumina 2nd DHA  BedoePCR  Amplified Clone Single-hase primer Fluores cance imaging Bantley [15]
EXlErhn
Helices I DRA Mone Indiividual DHA Singlebase primet Fluorscence imaging  Single molecule  Haris |19
molecule extendon
Applied 2nd DA Emdgon PR Amplified Clone Oligonucleotide bgation  Fluorescence imaging  Two-base Mckarman [39]
Blotechnologles-Lfe encoding
Technologles
Complete Genomics 2nd DA Rolingcirde  Amplified Clane Oligonuckotide baation  Fluorescence imaging  Proprietary Dimanac |2)]
replication {ystem
lonTorrent Ind DNA Emdgon PR Amplified Clone Priiries extension one pH meatuement Mon-optical Fothberg [18]
biase al & time if Semicond b
device
Pacific Blosclences 25th DNA  Mone Individual DNA Primas eilendon Reahtime Nuotescence  Zeromode Bd (9]
moleule imaging e guites
Ouford Nanopore 3id DA Hone Individusl DHA Expnisclease digedtion Nanapore Eupisclas s i i
{Exonucle ase) igleculs ETE nangporeich.com
Ouford Nanopore 3id DA Hone Individusl DHA Direct maasurament Nanapore i i
(4trand) iglcule Ranapoieechcom
In situ ith Tisue  dnsturoling  Roling circle amplicon  Primer extension Fluorecence imaging Largson |38]
iecion  Cincke

Tableaul : Vue d'ensemble des méthodes de séquencage et des caractéristiques
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IV. La médecine
personnalisée
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1. Qu’est-ce que la médecine personnalisée ?

La médecine personnalisée est un domaine vaste, a développement rapide
des soins de sant¢ fondé sur des informations uniques de chaque personne
cliniques, génétiques, génomiques et environnementaux. Les soins de santé qui
embrasse la médecine personnalisée est une approche intégrée, coordonnée et
fondées sur des preuves pour 1’individualisation des soins aux patients dans tout
le processus de la état normal a la maladie .La médecine personnalisée utilise
notre compréhension moléculaire de la maladie pour améliorer les stratégies de
soins de santé préventives alors que les gens sont toujours bien et commencent
les traitements médicamenteux dans les premiers stades de la maladie. L’objectif
global de la médecine personnalisé est d’optimiser les soins médicaux et les
résultats pour chaque individu, ce qui entraine une personnalisation sans

précédent des soins aux patients.
1.1. La Médecine Personnalisée et I’Historique de santé familiale

L’Historique de santé familiale (HSF) est un outil simple mais précieux
pour la fourniture de renseignements personnels sur la santé et sur les risques a
certains maladies. Reflétant la combinaison complexe de facteurs partagés
génétiques, environnementaux, et de style de vie, un HSF robuste peut
approximativement donner des  renseignements sur les  risques
génétiques/génomiques et ’intégrent dans les soins aux patients. L’évaluation
du HSF aiderait a identifier les personnes a risque plus ¢élevé de maladie,
permettant des étapes préemptives et préventives, y compris les changements de
style de vie, des projections de la santé, essai et le traitement précoce selon le
cas (voir tableau 2). Par conséquent, HSF détient un énorme potentiel pour

améliorer les soins de santé préventifs parmi les populations larges et
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diversifiées de fagon personnellement Pertinente. Toutefois, 1’évaluation et
intégration de ’HSF n’ont pas ét¢ embrassé par la communauté sanitaire et
demeure une ressource largement inexploitée (91). Le défi de l'intégration de
I’HSF dans la santé du public implique trois composantes essentielles: (a) des
méthodes de collecte standard et accessibles; (b) l'accés du fournisseur de soins

de santé; et (c) des conseils cliniques pour l'interprétation et l'utilisation.

Actuellement, la collecte d’informations de I’HSF peuvent étre incompléte,
peuvent étre difficile a interpréter, et / ou peuvent varier considérablement dans
le contenu entre les fournisseurs de soins de santé du patient. En outre, les
fournisseurs peuvent avoir une connaissance et une formation insuffisante afin
d’interpréter fidelement I’HSF pour déterminer le risque des syndromes

génétiques héréditaires. (92)

Tableau 2 : Risques associés au fait d'avoir un parent au premier degré atteint d'une

maladie (93)
Condition oo Références
prévalence

Diabéte de type 2 2.3-2.8 84, 85

Maladie coronarienne 4.5 186

Cancer du cblon P — 2,6 90

Le cancer du sein 1.6 -2 00

Cancer du poumon 1.7-2,5 90
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1.2. Evaluation du risque de maladie chronique

Un ¢lément fondamental de la médecine personnalisée est une évaluation
standard des risques pour la sant¢ (ERS) visant & évaluer la probabilité qu'un
individu développe les maladies chroniques les plus courantes (ou les
événements pathologiques). Les ERS fondées sur des données probantes
couplées a des modeles prédictifs faciliteront 1'évaluation du risque de maladie
d'un patient et la priorisation des stratégies cliniques pour y remédier. L'un des
ERS les plus largement reconnus est le modeéle de maladie cardiaque
coronarienne de Framingham, développé a partir de 1'étude de Framingham sur
le coeur débuté en 1948 (94). L'évaluation du risque de cancer du sein selon le
modele Gail et ses versions modifiées sont également des outils largement

acceptés (95).

Malgré la valeur prouvée de nombreux outils ERS, ils n'ont généralement
pas été inclus dans I'évaluation formelle des patients en raison du manque de
normes des données cliniques requises ou les algorithmes utilisés, ainsi que le
manque d'intégration dans les syst¢emes de technologie de l'information sur la
santé (96). Cependant, les ERS devraient constituer la base de la prévision et de
la stratification des risques qui sont fondamentales pour les soins de santé
personnalisés. Et & mesure que de nouvelles informations biologiques et des
marqueurs moléculaires prédictifs sont découverts et validés, il est essentiel que
ces nouveaux marqueurs soient évalués itérativement pour leur capacité a
augmenter la capacité prédictive des modeles cliniques existants. S'ils le font, ils
devraient étre incorporés dans la ERS et devenir le point de départ pour des

soins de santé personnalisés.
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1.3. Systéme de soutien a la décision clinique

Pour optimiser I'utilisation de la HSF et des ERS, les systemes de soutien a
la décision clinique (SSD) fournissent aux médecins et aux patients des
connaissances filtrées congues pour orienter et améliorer les soins de santé sur le
lieu des soins (97). Les systeémes SSD informatisés sont de plus en plus utilisés
et des informations spécifiques au patient — poids, médicaments actuels,
antécédents médicaux et méme I'HSF — peuvent étre intégrées dans des

formulaires conviviaux pour aider a gérer le diagnostic et le traitement.

Il a ét¢ démontré que les systemes ERS améliorent les pratiques de
prescription, améliorent les soins préventifs et améliorent le respect des normes
de soins fondées sur des données probantes (98, 99, 100). A mesure que la ERS
s'intégrera aux dossiers de santé ¢lectroniques, l'utilisation des données
personnelles sur la santé deviendra transparente, donnant aux cliniciens acces a
lI'information et aux connaissances des patients pour aider a créer des plans de

sant¢ adaptés aux besoins individuels.
1.4. La médecine personnalisée et le génome humain

La médecine personnalisée est maintenant étayée par l'incorporation
d'informations provenant des génomes, de leurs séquences et de leurs produits
dérivés (tels que I'ARN, les protéines et les métabolites) dans la prise de
décision médicale: les tests de santé basés sur le génome peuvent étre utilisés
pour prédire le risque, dépister les porteurs, établir des diagnostics cliniques et
des pronostics pour les individus, et diriger la gestion clinique (101). Ainsi,
l'information sur le génome humain permet maintenant aux fournisseurs de créer
des plans de soins optimisés a chaque stade d'une maladie, en mettant l'accent

sur les soins de santé réactifs plutot que préventifs (102, 103, 104).
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Tout au long du continuum de la santé a la maladie (figure 1), il existe
maintenant plusieurs moments importants au cours desquels les applications
génomiques personnalisent les soins de santé (105, 106). La susceptibilité a la
maladie et le risque peuvent maintenant étre quantifiés et anticipés pendant la
sant¢ et méme a la naissance en utilisant des évaluations basées sur 'ADN qui
ne changent pas au cours de la vie d'une personne. Les profils de transcription,
les profils d'expression des protéines et les niveaux de métabolites combinés
avec les modalités d'imagerie dynamique peuvent fournir des moyens plus
précis de dépister les personnes a haut risque de développer une maladie des les
premicres manifestations moléculaires alors que la maladie est subclinique.
Cette méme information peut fournir un diagnostic définitif et une classification
moléculaire qui prédit le pronostic. De méme, la pharmacogénomique - I'étude
de la variation génétique et de l'efficacité et de la toxicit¢ des médicaments -
devient un exemple important d'information génomique appliquée a la médecine
clinique (108). La sélection des médicaments peut étre guidée a la fois par la
constitution génétique sous-jacente du patient ainsi que l'architecture
moléculaire de la maladie chez l'individu. Un bon exemple de cette approche
peut étre vu avec le dosage de warfarine, ou les fournisseurs peuvent maintenant
utiliser les systemes de SSD en ligne (http://www.warfarindosing.org) pour
déterminer la dose appropriée basée sur l'information génotypique et clinique

d'un patient (109).
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Figure 5 : Le role de I'information génomique dans le continuum de la santé a la

maladie.(Référence 93)

2. La boite a outils du génome humain

Le tableau 3 présente les principales plateformes technologiques du
génome formant une boite a outils pour I'exploration de I'impact du génome et
de ses produits exprimés sur la santé et les états pathologiques. L'application
clinique de ces technologies constitue la base de soins médicaux personnalisés.

(Référence 103)
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2.1. Variation a I'échelle du génome

La wvariation dans le génome humain provient de plusieurs types
d'altérations de séquence, y compris les mutations ponctuelles impliquant des
changements de paires de bases mono nucléotidiques [polymorphismes mono
nucléotidiques (SNP)] et les réarrangements structurels de la séquence d'ADN

(109, 110).

La plupart de nos connaissances sur la variation du génome humain
proviennent de données de séquences d'ADN. La technologie de séquencgage de
nouvelle génération prend en charge le séquengage a haut débit et réduit les
colits au point ou un génome peut étre séquenceé pour 10 000 $, et on estime que
ces coits seront de 1 000 $ en un an ou deux (111). A ce niveau de prix, le
séquengage du génome d'un patient se situera dans la plage des tests médicaux
standards (112, 113). Le séquencage de nouvelle génération a permis le
reséquencage de plusieurs génomes humains, mettant en évidence I'évolution
des plateformes de séquengage et leur capacité a étendre la couverture de lecture
avec une plus grande résolution (114, 115, 116, 117). Le séquengage de nouvelle
génération est maintenant utilisé pour comprendre plusieurs maladies - par
exemple, le cancer, les maladies génétiques rares et les infections microbiennes -
dans le but d'¢lucider les variantes géniques fonctionnelles sous-jacentes qui
sont peut-étre responsables de 1'état pathologique (118, 119, 120, 121 ,122,123).
L'utilisation du séquencage du génome entier avance a la clinique, ou les
données de séquences d'ADN ont été¢ utilisées pour établir des diagnostics

définitifs et méme guider le traitement (124, 125, 126).

Le projet international HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov), achevé

en 2005, a développé une carte haplotype du génome humain pour détecter les
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régions de déséquilibre de liaison ¢levé et de faible diversité haplotypique,
identifiant les quelques SNP qui sont les variantes causales de la maladie (127,
128,129). Ces données sont a la base des études d'association pangénomique
(GWAS), une stratégie basée sur le génome qui utilise des comparaisons de SNP
entre les populations pathogeénes et témoins et fournit une méthode non biaisée
de relier la variation du génome humain a la maladie clinique. En mai 2011, plus
de 800 GWAS avaient ét¢ publiés sur 150 maladies et caractéres humains,
signalant plus de 2 400 SNP avec des associations et des rapports de cotes
statistiquement significatifs (130, 131). Par exemple, dans la maladie de Crohn,
des études d'association ont découvert 32 variants contribuant a la maladie, avec
des variants dans les génes NOD2 et IL23R associ€és a une augmentation du
risque de maladie (132). Dans le diabéte de type 2, au moins 20 variants ont été
décrits, avec des variants plus récents émergeant de plus grands ensembles de
données GWAS dans le contexte de I'homéostasie du glucose a jeun (133, 134).
De méme, les GWAS dans la maladie coronarienne (CAD) ont identifié plus de
100 variantes pouvant contribuer au risque de coronaropathie (135, 136, 137,
138, 139). Nombre de ces études ont indépendamment vérifié 1'importance du
locus 9p21.3. Les geénes contenus dans cette région codent pour I'ANRIL, un
ARN régulateur non codant supposé réguler le silencage €pigénétique par action
sur le locus p15 / CDKN2B-p16 / CDKN2A-p14 / ARF, et les protéines kinases
jouant un réle inflammatoire induit par le TGF- dans l'athérosclérose (140, 141,
142, 143). D'autres ont suggéré que les SNP dans des amplificateurs distincts
trouvés dans la région affectent la liaison STATI d'une manieére dépendant de
l'interféron y dans les cellules endothéliales vasculaires humaines, reliant la
susceptibilité CAD a la signalisation inflammatoire dans des cellules vasculaires

spécifiques (144). Enfin, une utilisation précoce réussie du développement de
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thérapeutiques basées sur les données GWAS dans la dégénérescence maculaire
liée a l'age ou des thérapeutiques ciblées ont été développées pour les voies

inflammatoires médiées par le complément identifiées par les GWAS (145,146).

Etonnamment, pour la grande majorité des GWAS qui ont été menées, les
rapports de cotes des all¢les associés au phénotype de la maladie ont été <2 et
peuvent ne pas contribuer significativement au risque de maladie. Il y a
cependant quelques exceptions: Dans un GWAS de Ge et al. (147), un
polymorphisme sur le chromosome 19, 3 kb en amont de 1'1L-28B, codant pour
l'interféron lambda- 3, était associ¢ a un changement de deux fois de la réponse
au traitement. Cette découverte a été cliniquement confirmée dans une étude de
Thompson et al. (148) ont génotypé des patients recevant un traitement contre le
virus de 1'hépatite C et ont trouvé que le méme polymorphisme était un bon
prédicteur d'une réponse virologique soutenue (rapport de cotes 5,2, intervalle de
confiance a 95%, 4,1-6,7). Dans l'¢tude SEARCH Collaborative Group, un
polymorphisme localisé¢ sur SLCO1BI1, un gene régulant l'absorption hépatique
des statines, €tait associé a un risque accru de myopathie suite & un traitement
par statine (odds ratio 4,5, intervalle de confiance 95%, 2,6-7,7) (149). Bien que
la pertinence clinique des GWAS ne soit pas aussi répandue que nous l'avions
imagingé, ces €tudes ont révélé de nombreux nouveaux genes contribuant a la
pathogenése qui ont fourni de nouvelles perspectives sur la biologie sous-
jacente, les mécanismes de la maladie et les approches thérapeutiques

potentiellement nouvelles.

53



Tableau 3 : La boite a outils du génome humain (Référence 93)

Table 2 The human genome toolbox

“-omics” approach Generated information Applications Notable examples
Human genome sequence | Whole-genome sequence, SNPs, Disease mechanisms Age-related macular degeneration
(genomics) and CNVs (~10-15 million) Disease diagnosis (120), HCV virologic response
Pharmacogenomics (1), AML (32), warfarin dosing (6)
(Gene expression profiles Microarrays and RNA sequencing Disease mechanisms AML (71), ALL (94), ACS (20),
(transcriptomics) (~25,000 transcripts) Disease diagnosis breast cancer (161)

Disease prognosis
Pharmacogenomics

Proteome (proteomics) Protein profiles of specific protein Discase diagnosis ACS (143)
products
Metabolome Metabolic profiles (~1,000-10,000 Disease mechanisms ACS (182), drug toxicity (44),
(metabolomics) metabolites) Pharmacogenomics cancer profiling (76), CAD (193)

Abbreviations: ACS, acute coronary syndromes; ALL, acute lymphoblastic leukemia; AML, acute myeloid leukemia; CAD, coronary artery discase;

CNV, copy number variation; HCV, hepatitis C virus; SNP, single-nucleotide polymorphism. Table adapted from Reference 66.

2.2. Transcriptomique

La transcriptomique est 1'étude génomique des niveaux d'expression de
I'ARN dans une cellule, un tissu ou un fluide biologique, et comprend un spectre
de molécules allant de 'ARN messager (ARNm) aux ARN non codants. Les
analyses statistiques et la classification des génes coexprimés a l'aide de
méthodes paramétriques ou non paramétriques peuvent €tre appliquées pour
classer la maladie ou prédire les états pathologiques futurs, ou pour comprendre

les mécanismes biologiques sous-jacents de la maladie (150).

Dans le cancer, les données de biopuces ont été utilisées pour le diagnostic,
le pronostic et la réponse au traitement (151,152). Ces données ont révélé des
sous-ensembles discernables de classes moléculaires dans de nombreux cancers,
y compris les cancers du sein, du poumon, du sang et du mélanome (153, 154,
155, 156). Chez les patients atteints de leucémies aigués, ce diagnostic
moléculaire est particuliérement utile pour la prise de décision clinique, ou le

traitement peut différer en fonction du sous-type de maladie en réseau (157).
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L'application de la technologie des micros réseaux a la classification des
maladies a été appliquée dans d'autres maladies complexes, y compris les
maladies cardiovasculaires, les maladies rhumatismales et leurs voies
inflammatoires, et les maladies neurologiques telles que la sclérose en plaques et
les troubles psychiatriques tels que la schizophrénie, dépression (158, 159, 160,
161, 162, 163).

Une caractéristique du transcriptome qui a émergé est l'expression des
profils d'ARN non codants, en particulier les petits ARN interférents (siRNA) et
les microARN (miARN). D'abord identifiés en 1993 chez Caenorhabditis
elegans, les miARN ont généralement une longueur de 22 nucléotides et
inhibent I'expression génique a un niveau post-transcriptionnel en se liant a des
régions non traduites complémentaires des ARNm cibles (164,165). Ils ont joué
un réle dans plusieurs maladies, de la régulation des cancers proliférants au
développement des cardiomyopathies, de la réponse immunitaire et de la
schizophrénie, et méme a la promotion de la réplication du virus de 1'hépatite C
(166, 167, 168, 169, 170, 171). Les modeles de miARN différentiellement
exprimés peuvent étre utilisés cliniquement dans le diagnostic et le pronostic de
la maladie (172, 173,174). Compte tenu de leur role dans la complexité de la
régulation des genes, les miARN et méme les miARN et les siRNA sont testés
(175). Un essai de patients humains avec des tumeurs solides réfractaires a
montré des résultats prometteurs aprés la livraison de siRNA en utilisant un
systetme de nanoparticules ciblées (176). Cependant, l'analyse des miARN peut
étre difficile en raison de leur manque de spécificité, conduisant a des effets hors
cible: En raison de leur petite taille, ils peuvent potentiellement influencer

l'expression de plusieurs ARNm différents (177, 178).
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Enfin, les technologies de nouvelle génération utilisées pour faire
progresser le séquencage du génome entier peuvent étre exploitées pour analyser
les transcriptomes: le séquengage de 'ARN (RNA-Seq), initialement utilisé pour
examiner les courts ARN régulateurs, a été¢ appliqué a I'analyse du transcriptome
humain entier pour continuer notre compréhension de la régulation de la
transcription (179, 180, 181, 182, 183). Par exemple, les transcriptomes liés au
cancer ont été¢ étudiés par RNA Seq, fournissant une nouvelle approche pour
comprendre les événements de fusion et de translocation de genes (184, 185,

186, 187).
2.3. Protéomique

L'é¢tude de la protéomique fait référence a 1'¢tude a grande échelle des
protéines, et le protéome se réfere souvent a I'ensemble complet des protéines et
de leurs divers dérivés. Dans le contexte de la santé et de la maladie, la
protéomique cherche a définir I'ensemble complet des protéines associées a un
¢tat physiologique ou pathologique particulier et continue d'étre un domaine

prioritaire pour la découverte de biomarqueurs et la médecine moléculaire.

Cette zone a ¢ét¢ dominée par des approches isotopiques stables, mais les
méthodes quantitatives sans marqueur récemment développées, qui reposent sur
l'intensité mesurée d'un ion peptidique par rapport a son intensité dans d'autres
¢chantillons, ont l'avantage d'un débit plus élevé et moins d'étapes de
manipulation (188,189). Bien que cette technologie soit relativement immature
dans ses applications a la santé humaine et a la maladie par rapport a I'ADN,
I'ARN et le profil métabolique, ces méthodes, combinées au développement de
la spectroscopie de masse, feront progresser la protéomique dans la
classification des maladies, le diagnostic, le pronostic et la pharmaco génomique

au cours des prochaines années.
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2.4. Métabolomique

La métabolomique utilise la spectroscopie de masse et la spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire pour mesurer les changements dans les petites
molécules non protéiques liées a un état biologique ou physiologique. On estime
que le métabolome humain contient environ 5 000 métabolites discrets de petites
molécules, et l'identification des changements métaboliques associés a la
maladie suggere immédiatement des cibles médicamenteuses enzymatiques.
Cette approche a été appliquée a un certain nombre d'états pathologiques
chroniques, tels que le diabete, I'obésité, les maladies cardiovasculaires, le
cancer et les troubles mentaux (190, 191, 192, 193). Dans le domaine des
maladies cardiovasculaires, deux études distinctes ont défini des profils de
métabolites pour 1'ischémie et la coronaropathie, respectivement (194, 195). Le
profilage métabolomique a également été utilisé directement pour évaluer la

toxicité des médicaments (196, 197, 198)
2.5. Epigénomique

L'épigénomique fait référence a la programmation génétique qui résulte
principalement de la méthylation de I'ADN (199). La base moléculaire de cette
régulation implique la méthylation de la cytosine et est maintenue par une
famille d'ADN méthyltransférases; des quatre bases comprenant I' ADN, seule la
cytosine peut étre méthylée et non méthylée, et seulement dans le contexte des
dinucléotides CpG, qui chevauchent souvent la région promotrice des genes. Les
genes transcrits activement sont généralement dans un état non méthylé, tandis
que les génes qui sont réduits au silence sont fortement méthylés (200, 201).
L'analyse des tumeurs montre une hypométhylation chez les oncogeénes et une

hyperméthylation régionale chez les genes suppresseurs de tumeurs (202, 203,
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204). Des changements de méthylation ont ¢galement ét¢ mis en évidence dans
d'autres maladies telles que le diabéte de type 2, les pathologies
cardiovasculaires et les maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux
disséminé (205, 206, 207, 208). Les Instituts nationaux de la santé ont lancé le
projet Human Epigenome pour identifier, cataloguer et interpréter les profils de
méthylation de I'ADN de tous les génes humains dans tous les principaux tissus,

et ce projet a depuis été étendu au niveau international (209, 210, 211).
2.6. Biologie des systemes et médecine des systémes

La biologie des systemes et son domaine appliqué de la médecine
systémique reposent sur le principe que les mesures de 'information biologique
doivent étre globales. Les différents niveaux d'information génomique doivent
étre ¢tudiés de maniere intégrée et les systemes biologiques fonctionnent
dynamiquement, non comme des événements discrets (212). La santé humaine
et la maladie sont définies par des voies moléculaires interdépendantes qui
peuvent tre définies par le génome, 1'épigénome, le transcriptome, le protéome
et / ou le métabolome. Bien que chacun puisse étre analysé individuellement, le
ceeur de la biologie des systémes est la création d'un modele qui intégre toutes
les données d'expression et ses changements dynamiques. L'analyse des données
de systemes a partir d'un seul échantillon de sang ou de tissu fournit des
informations sur la classification moléculaire et la prédiction pour un état
pathologique particulier ainsi que sur le contexte biologique du développement

de nouvelles cibles thérapeutiques (213, 214, 215, 216).
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3. De ’information de génome a la médecine personnalisée

La traduction d'informations génomiques en médecine clinique nécessite de
répondre aux questions suivantes: Quels sont les facteurs moléculaires
responsables de la pathogenése d'une maladie particuliere? Pouvons-nous
déterminer quels patients développeront une maladie? Comment pouvons-nous
développer un régime thérapeutique qui peut étre adapté a la biologie unique
d'un individu? Le tableau 4 donne des exemples de marqueurs génomiques
utilisés cliniquement aujourd’hui dans le continuum de 1’état normal a I’état
maladie. Beaucoup de ces outils ont été traités dans les sections précédentes, et
cette section mettra en évidence l'utilisation de ces outils dans la pratique

médicale aujourd'hui.
3.1. Tests préconceptionnels et dépistage des hétérozygotes
En France, le dépistage préconceptionnel des couples a risque de maladies

héréditaires monogéniques s’effectue dans le cadre d’un conseil génétique s’il
existe un cas index dans la famille. Mais dans quelques populations présentant
une forte prévalence de certaines affections héréditaires le dépistage des
hétérozygotes est devenu depuis longtemps systématique : B thalassémies dans
les pays méditerranéens et maladie de Tays-Sachs dans la communauté juive
Ashkénase des Ftats-Unis. A Chypre, le dépistage de la P thalassémie a fait
baisser le nombre de cas de 51 en 1974 a simplement 5 entre 1991 et 2001 ;
aucun cas n’a été observé entre 2002 et 2007. Aux Etats-Unis 1379 couples a
risque de Tays-Sachs ont été identifiés (aboutissant soit a la non réalisation de
I’union projetée, soit a un diagnostic prénatal, soit a un diagnostic
préimplantatoire) et I’incidence de la maladie a diminué de 90 % ; dans cette

communauté juive le programme de dépistage a été étendu a 16 autres maladies
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récessives. En Israél, la détection systématique est recommandée pour 8
maladies dont la fréquence des hétérozygotes est supérieure a 1/60 et gratuite
pour 4 d’entre elles (mucoviscidose, Tays-Sachs, dysautonomie familiale,
thalassémie) ; elle est également encouragée pour des maladies dont la
fréquence des hétérozygotes est supérieure a 1/110 (Nieman Pick, glycogénoses,
etc.). Aux Etats-Unis le dépistage des hétérozygotes est recommandé pour des
maladies fréquentes comme la mucoviscidose ou I’amyotrophie spinale ; la
firme « Genzyme genetics » propose ainsi un test pour 98 des mutations les plus

fréquentes du gene CFTR (un couple a risque sur 1 400).

En France, le dépistage néonatal systématique concerne cinq maladies :
mucoviscidose, phénylcétonurie, hypothyroidies, hyperplasies congénitales des
surrénales et drépanocytose ; il s’agit d’un dépistage biologique des
homozygotes. L’apparition des techniques de séquencage a haut débit est
susceptible d’entrainer le passage a un dépistage neonatal génotypique,
identifiant également de ce fait les hétérozygotes et éventuellement étendu a
plusieurs centaines de maladies dont les génes et les mutations pathogeénes sont
connus et ceci pour moins de 400 dollars (217). Les NGS rendent ainsi possible
le diagnostic préconceptionnel généralisé, ce qui souléve de multiples questions
tant éthiques que socio-économiques. Sur un tel marché potentiel se positionnent
des a présent des firmes commercialisant des DTC (Direct Test to Consumer).
Ainsi « Amby Screen » propose le dépistage de 75 maladies pédiatriques a
transmission récessive ou liée a I’X. « 23 and me » offre un test plus étendu
incluant, outre le génotypage de mutations responsables de maladies
monogéniques, la recherche de polymorphismes associé¢s a des maladies dites

plurifactorielles et un profil pharmacogénétique, et cela pour 99 dollars.
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3.2. Diagnostic prénatal et préimplantatoire

Les diagnostics prénataux ne peuvent étre pratiqués en France que dans un
cadre réglementaire strict par des centres pluridisciplinaires et des laboratoires
agréés ; dans le cas du diagnostic préimplantatoire seuls quatre centres sont
autorisés par I’Agence de Biomédecine : Paris, Strasbourg, Montpellier et
Nantes. Les indications diagnostiques sont restreintes puisque la loi n’autorise
I’interruption de grossesse que pour une affection d’une particuliére gravité et
reconnue comme incurable. Le rapport 2010 de I’Agence fait état de 55 000
diagnostics prénataux en cytogénétique (essentiellement recherche de trisomie)
dont prés de 4 000 positifs et de 2 750 en génétique moléculaire dont 544
positifs. Le diagnostic prénatal est effectu¢ sur biopsie de trophoblaste a 12
semaines d’aménorrhée (entrainant 1 a 2 % d’avortements), sur cellules
amniotiques a 16 semaines (0,2 a 0,5 % d’avortements), sur sang foetal aprés 20
semaines (3 %d’avortements) ou sur tissu foetal au troisiéme trimestre de la
grossesse. Un diagnostic préimplantatoire nécessite une stimulation ovarienne
hormonale, la collecte d’ovules suivie d’insémination artificielle, une biopsie
embryonnaire au troisiéme jour (J3), un diagnostic en 24-48 heures (caryotype
avec hybridation in sifu ou recherche d’une mutation) et un transfert in utero de
1 a 3 embryons sains a J4/]5 ; chacune de ces étapes comporte un pourcentage

d’échecs important et en définitive le nombre de grossesses ainsi obtenu est

faible (218).

Les pertes foetales liées aux prélévements invasifs pratiqués pour le
diagnostic prénatal sont estimées entre 300 et 600 par an, d’ou I’intérét majeur
d’un diagnostic non invasif par analyse des acides nucléiques foetaux circulant

dans le sang maternel. La présence d’ADN foetal ou cffDNA (cell free fetal
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DNA) dans le sang maternel a ét¢é démontrée en 1997 et sa concentration
estimée a plus de 10 % de I’ADN total circulant ; il disparait rapidement du sang
maternel apres I’accouchement, contrairement aux cellules mononuclées foetales
qui pourraient persister plusieurs années. Détectable dés 5 a 6 semaines
d’aménorrhée, il a une origine trophoblastique ou placentaire, et provient sans
doute de cellules en apoptose ; il est Bull. Acad. Natle Méd., 2014, 198, no 1,
101-117, séance du 7 janvier 2014 106 constitué majoritairement de petits
fragments dont la taille moyenne est de 143 bases, ce qui correspond a la
longueur d’ADN enroulé¢ sur un nucléosome. La premiére application de
I’analyse de I’ADN foetal du sang maternel a été la détermination du sexe du
foetus et potentiellement des maladies liées a I’X : il s’agit d’un examen inscrit a
la nomenclature des actes de biologie (B500). En 2011 la HAS a également
donné un avis favorable a la prise en charge de la détermination du rhésus foetal
chez les femmes rhésus négatif : actuellement environ 6000 examens par an,
mais 1l s’agit d’'un « marché » potentiel de 160 a 180 000 tests annuels. En
utilisant des « primers » spécifiques il était également possible de faire différents
diagnostics ciblés (B thalassémie, hémophilie A...). L’apparition des techniques
de séquencage a haut débit, en s€quengant a la fois I’ADN circulant maternel et
I’ADN foetal et en déterminant leurs proportions relatives (par détermination
des SNPs pour reconstituer les haplotypes), a ouvert de nouvelles perspectives :
diagnostic des maladies génétiques et surtout des aneuploidies (219, 220). La
recherche d’une trisomie repose sur la mise en évidence d’un petit excés de
matériel provenant de ce chromosome par rapport a I’ADN maternel ; il
implique un séquencage aléatoire des petits fragments d’ADN avec une grande
profondeur suivi d’une analyse bioinformatique complexe. Les premiers

résultats récemment publiés sont trés bons pour la trisomie 21 (sensibilité 100 %
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et 0,1 % de faux positifs) et la trisomie 18 (sensibilit¢ 100 % et 0,3 % de faux
positifs), sensiblement moins performants en cas de trisomie 13 (sensibilité¢ de
91,4 % et 0,9 % de faux positifs). Bien entendu les possibilités offertes par les
NGS dans ce domaine vont se multiplier ; elles devraient pouvoir également
s’appliquer dans I’avenir au diagnostic préimplantatoire, mais aussi a la
détection des petites délétions et des variations du nombre de copies ou CNV («
Copy Number Variation »), restreignant ainsi le champ de la cytogénétique

classique (221).
3.3. Prédiction du risque

L'information génomique change le paysage médical en fournissant des
outils qui transforment la pratique en prévision et en prévention du risque. Par
exemple, les femmes porteuses de mutations dans les génes BRCA1 et BRCA2
a forte pénétrance présentent un risque accru de susceptibilité au cancer du sein
(222). Le dépistage clinique de ces mutations génétiques a conduit a des
mesures préventives standard telles que des interventions chirurgicales ou radio
thérapeutiques pour aider les patients & minimiser leur risque (223). Dans le
cancer colorectal, les méthodes cliniques pour détecter l'instabilité des
microsatellites dans les génes de réparation des mésappariements MLH1 et
MSH2 identifient les patients a risque et permettent aux médecins de les
surveiller de prés grace au dépistage fréquent du cancer du cdlon (224). Des
facteurs de risque génétiques cliniquement utilisables ont également émergé
pour le syndrome du QT long (LQTYS) et le syndrome du QT court (225). LQTS
est hérité selon un schéma autosomique dominant, et la variation du phénotype
de la maladie est associée a des mutations dans 12 geénes différents de

susceptibilité LQTS, ce qui justifie de tester génétiquement les patients pour ces
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mutations (226). Par exemple, les B-bloquants sont un traitement efficace pour
les patients avec LQTS1 (KCNQ1) mais pas pour ceux avec LQTS2 (KCNH2)
ou LQTS3 (SCN5A), démontrant comment le génotypage de ces patients peut
aider a guider le traitement (227). L'utilisation de tests de variation génétique
utilisant le génotypage et le séquengage combinés avec des stratégies
interventionnelles peut retarder la progression de la maladie ou prévenir

completement la maladie.
3.4. Diagnostic de la maladie et caractérisation moléculaire

Une application précoce de la technologie du génome a la médecine
clinique est dans la classification des états pathologiques. Les analyses
génomiques et moléculaires ont révéle des sous-types distincts de la maladie, qui
ont été traditionnellement définis par de larges phénotypes cliniques ou
descriptifs. Parce que la réponse thérapeutique peut différer entre chaque sous-

type, cela a des implications claires pour guider le traitement clinique.

L'oncologie offre de multiples exemples de la facon dont la médecine
génomique a changé la compréhension de la maladie. Plusieurs génomes de
cancer ont €té séquencés, y compris la leucémie myéloide aigué€, le cancer du
poumon non a petites cellules (NSCLC) et le cancer du poumon a petites
cellules (228, 229, 230). L'Atlas du génome du cancer, un effort multi-
institutionnel de 1,5 milliard de dollars sur dix ans, vise a caractériser et a
réaliser une analyse génomique multidimensionnelle du cancer (231). L'un des
premiers cancers ¢étudiés était le glioblastome multiforme (GBM); 206
¢chantillons ont été analysés pour le nombre de copies d'ADN, I'expression des
genes et les états de méthylation de 'ADN. De nouvelles mutations fréquentes

du geéne de la sous-unité régulatrice de la kinase PI3 ont été trouvées ainsi qu'une
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association entre 1'é¢tat de méthylation de MGMT (biomarqueur pour la réponse
au témozolomide) et les mutations de réparation de mésappariement dans le
GBM post-traitement (232). Une autre conclusion importante a tirer de ce projet
est la caractérisation de sous-types distincts de GBM (classique,

mésenchymateuse, pro neurale) basés sur des mutations génétiques causales

dans EGFR, NF1 et PDGFR / IDHI, respectivement (233).

La capacité a trouver plusieurs profils d'expression génique discrets dans
un type de tumeur refléte I'hétérogénéité de la maladie. L'un des premiers
exemples d'utilisation de profils de micro réseaux d'expression génique pour
classer les tumeurs a été utilisé pour distinguer la leucémie myéloide aigué de la
leucémie lymphoblastique aigué (234). Des méthodes similaires ont également
été appliquées avec succes pour caractériser, au niveau moléculaire, une large

gamme de cancers du sein, de cancers du poumon et de lymphomes (235, 236,

237).

L'utilisation de la génomique pour stratifier la maladie n'est pas propre a
I'oncologie. Les syndromes coronariens aigus (SCA) décrit une classe de
maladies impliquant l'occlusion des artéres coronaires, entrainant une lésion
ischémique du cceur. Plusieurs études ont démontré 1'utilité de la métabolomique
et de la protéomique pour distinguer les états SCA de l'infarctus aigu du
myocarde et de l'angor instable (238, 239). Une étude récente du protéome
plaquettaire chez des patients avec et sans sus-décalage du segment ST a mis en
évidence des différences d'activation plaquettaire et, en particulier, des taux
¢levés de la protéine SPARC (240). L'expression du géne du sang périphérique a
¢galement été associée a la sévérité de la coronaropathie, et un test clinique

diagnostique a ¢ét¢ développé sur la base d'observations similaires (CorusTM
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CAD) et validé dans un essai prospectif multicentrique avec des résultats

impressionnants, améliorant la précision de ['évaluation des maladies
coronariennes de 16% -20% (241, 242). Ainsi, un certain nombre de plateformes
de tests génomiques complexes sont utilisées dans la clinique ou sont préparées
pour une utilisation clinique afin d'aider au diagnostic et d'éclairer la prise de

décision thérapeutique.

Tableau 4 : Diagnostics moléculaires disponibles cliniquement sur le continuum de la

santé a la maladie dans le cancer et les maladies cardiovasculaires (référence 105)

Table 3 Clinically available molecular diagnostics along the continuum from health to disease in cancer and cardiovascular

disease
Time point in Cancer Cardiovascular disease
clinical decision
making Test Indication Test Indication
Risk/susceptbility BRCAI, BRCA2 Breast KIFs, 9p21 CAD
HNPCC, MLHI1, MSH2 Colon Familion® 5-gene profile | LQTS
TP53, PTEN Sarcomas
Screening HPV genotypes Cervical Corus™ CAD CAD
Diagnosis Lymphochip Lymphoma Corus CAD CAD
Prognosis Oncotype DX® (21-gene assay) | Breast Tnl, BNP, CRP ACS
MammaPrint® (70-gene assay)
Her2/neu, ER, PR
Pharmacogenomics Her2/neu Herceptin KIFs, SLCO1B1 Statins
UGTIAI Irinotecan Amplichip; DMET Warfarin
KRAS Cetuximab CYP2D6/CYP2C19 Various others
EGFR Erlotinib, gefitinib FKORCI (see Table 2)
Amplichip®; DMETT™ Various others
CYP2D6/CYP2C19 (see Table 2)
Monitoring CTCs Tumor recurrence AlloMap® gene profile Transplant
or progression rejection

Abbreviatons: ACS, acute coronary syndromes; BNP, brain natriuretdc peptide; CAD, coronary artery discase; CRP, C-reactive protein; CTC, circulating

tumor cell; ER, estrogen receptor; HPV, human papillomavirus; LQTS, long QT syndrome; PR, progesterone receptor. Table adapted from

Reference 64,

3.5. Pronostic de 1a maladie

Les modeles de signatures tumeur-expression génique, combinés a des
données cliniquement pertinentes telles que les issues de survie, fournissent 1'un

des exemples les plus clairs de 1'utilisation clinique de 'information génomique
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en tant qu'outils pronostiques (243, 244, 245, 246). MammaPrint R et
Oncotype DXR sont deux de ces tests pronostiques qui sont maintenant
cliniquement disponibles pour une utilisation dans le cancer. L'oncotype DX est
une signature de 21 génes dérivée d'une réaction en chaine de la polymérase en
temps réel d'échantillons inclus dans la paraffine et utilisée pour prédire la
récidive a distance sur une période de 10 ans (247, 248, 249). 1l est actuellement
en cours de validation dans un essai clinique de phase III, mais a une plus
grande signification statistique par rapport aux facteurs de prédiction
histologiques traditionnels (250, 251). MammaPrint, approuvé par la Food and
Drug Administration américaine en 2007, a été développé au Netherlands
Cancer Institute, qui a créé une signature a 70 genes pour discriminer les
patients a haut et faible risque de récidive métastatique dans les cinq ans (252).
Des essais cliniques basés sur cette signature ont depuis €té lancés pour valider
la signature, et les auteurs de ces études ont rapporté une prédiction précise
(253, 254). Une méta-analyse a récemment montré que les informations
pronostiques d'Oncotype DX jouent un role important dans la prise de décision
clinique et ont conduit a une réduction de la chimiothérapie tout en augmentant

les thérapies hormonales adjuvantes (255).

Les approches génomiques ont également contribué au pronostic apres
transplantation rénale. Une étude a ét¢ menée chez des receveurs de greffe de
rein qui n'ont pas rejeté leurs greffes rénales malgré l'arrét du traitement
immunosuppresseur pour analyser les profils d'expression génique des globules
blancs circulants. Cela a conduit a la découverte d'une expression génique
spécifique dans les cellules B qui distinguait les patients tolérants des patients

non tolérants (256). Les résultats de ceci impliquent que des biomarqueurs
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peuvent étre développés qui peuvent prédire quels patients devraient continuer a
recevoir I’immunosuppression des années apres la chirurgie de transplantation et

quels patients peuvent avoir ceci discontinué.
3.6. Pharmacogénomique

La pharmacogénomique est l'utilisation de l'information génomique pour
déterminer ou prédire la réponse a la thérapie. En oncologie, le génome
somatique de la tumeur a été utilisé pour identifier les biomarqueurs qui
prédisent et guident la thérapie pour une réponse optimale. Par exemple, dans la
leucémie lymphoblastique aigu€, environ 20% des patients deviendront
réfractaires au traitement. Deux ¢études utilisant 1'expression génique
différentielle ont montré que les genes impliqués dans la chimiorésistance
¢taient également associés a un pronostic plus sombre, jetant les bases de futures

¢tudes sur les mécanismes de résistance (257, 258).

La thérapie ciblée est souvent synonyme de pharmacogénomique. Le geéne
récepteur du facteur de croissance, le récepteur du facteur de croissance
épithélial humain (HER?2), s'est révélé amplifié dans 25% a 30% des cancers du
sein, et sa surexpression corré¢lée avec un mauvais pronostic (259,260). Le
Trastuzumab, un anticorps monoclonal qui cible HER2, est efficace pour réduire
la charge tumorale, et le dépistage des patients pour 1'expression de HER2 / neu
est devenu une routine et une exigence pour l'utilisation du médicament (261,
262, 263). Dans le CBNPC, les effets antitumoraux ont ét¢ démontrés en
utilisant des inhibiteurs du récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR), un récepteur de surface cellulaire fréquemment muté pour provoquer la
prolifération du cancer (264, 265, 266). Bien que l'essai Iressa de survie au

cancer du poumon - un essai de phase I1I randomisé et contrdlé par placebo - ait
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montré que le gefitinib, un inhibiteur de I'EGFR, ne procurait aucun avantage de
survie a la population générale, un sous-groupe de non-fumeurs asiatiques
mettre en évidence le potentiel de la génomique pour diriger et focaliser la
thérapie (267). Parce que seulement 5% a 15% des patients blancs portent une
mutation somatique EGFR, comparativement a 25% -35% des patients
asiatiques atteints de CPNPC, ces études soulignent le besoin d'un dépistage

génétique supplémentaire avant d'administrer un traitement (268).

Un exemple important de pharmacogénétique concerne la prise en charge
de la warfarine (269). En raison de 1'index thérapeutique étroit du médicament,
diverses complications sont associées a son traitement, méme apreés ajustement
de la dose en fonction de l'age, du sexe, du poids, de 1'état pathologique, du
régime alimentaire et des médicaments concomitants. L'étude des propriétés
pharmacocinétiques de la warfarine a indiqué I'implication de deux génes dans
la détermination de la dose de warfarine. L'un de ces geénes code le CYP2C9,
responsable de la majeure partie de la clairance métabolique (~ 80%) de
I'énantiomere S, plus puissant sur le plan pharmacologique, de la warfarine. Les
deux CYP2C9 * 2 et * 3 provoquent une réduction de la clairance de la S-
warfarine, avec une variation de 10 fois du génotype liée a l'activité la plus
¢levée (CYP2C9 * 1/ * 1) a la plus faible (CYP2C9 * 3 / * 3). De nombreuses
¢tudes ont associé ces génotypes a une sensibilité initiale a la dose, & une
stabilisation retardée de la dose d'entretien, a des retards de sortie de 1'hdpital et
a des complications hémorragiques accrues (270). Le second geéne identifié
comme prédicteur du dosage est la protéine complexe de la vitamine K époxyde
réductase 1 (VKORCI), ciblée par la warfarine. La prise en compte du génotype
VKORCI ou de I'haplotype associé¢ au génotype CYP2C9 et des facteurs tels
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que l'dge et la taille corporelle sont estimés représenter 35% a 60% de la

variabilité des besoins posologiques en warfarine (271).

Malgré le fait que plusieurs groupes indépendants ont reproduit ces
données, des €tudes cliniques prospectives sont nécessaires pour établir si la
dose initiale peut étre adaptée aux patients par le génotypage CYP2C9 et
VKORCI, couplée avec des variables cliniques connues (272). Bien que ces
¢tudes soient actuellement en cours, le comité consultatif de pharmacologie
clinique de la FDA a reconnu l'importance et le potentiel du génotypage du
CYP2C9 et du VKORCI1 durant la phase précoce du traitement par warfarine, et

I'étiquette du médicament a été modifiée en conséquence en aotit 2007.
3.7. Surveillance de la réponse des maladies a la thérapie

Le profil d'expression génique des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) est couramment utilis¢ dans certains centres pour
surveiller 1'é¢tat des greffes apres transplantation d'organes solides, 1'essentiel
¢tant de développer de meilleurs tests pour évaluer le rejet du greffon (273,
274,275). La recherche en transplantation cardiaque, peut-&tre plus que tout
autre organe, a ouvert la voie a la mise au point de nouveaux tests sanguins
permettant de faire la distinction entre la quiescence et le rejet aigu. L'étude
d'observation génique de rejet d'allo greffon cardiaque (CARGO), une étude
multicentrique phare en trois étapes dans le domaine de la transplantation
cardiaque, a montré que le profil d'expression génique des PBMC pouvait étre
utilisé pour distinguer avec précision les patients post-transplantation versus
rejet aigu (276). Ceci a été réalisé en identifiant d'abord un ensemble de 11
genes qui distinguaient le mieux entre le rejet aigu et la quiescence, puis en

utilisant une cohorte indépendante pour valider le schéma de classification dans
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un mode prospectif et aveugle. En utilisant un systéme de notation de 0 a 40,
avec de faibles scores représentant un faible risque de rejet de greffe, les
chercheurs ont utilis¢ un seuil de 30 sur les patients plus d'un an apres la
transplantation et la validation du test a donné une valeur prédictive négative de
99,6% et une valeur prédictive positive de 6,8% pour le rejet aigu .Ce test est
disponible dans le commerce sous le nom AlloMap R (XDx; Brisbane, CA) et
coute environ 3 000 $ par test. Bien que colteuse, l'analyse des colits basée sur
les données de la cohorte CARGO a montré que ce test de profil d'expression
génique est moins cher que la biopsie et permettrait d'économiser jusqu'a 12
millions de dollars en colts de santé par an (277). Pour que cela soit vrai,
cependant, le besoin de biopsie devrait étre évité, et le profil d'expression
génique devrait suffire chez les patients considérés comme présentant un faible
risque de rejet. Un essai prospectif, multicentrique, randomisé mais non aveugle
appelé Atténuation Invasive de Surveillance par Expression Génique (IMAGE)
a montré qu'une stratégie de surveillance non invasive utilisant le profil
d'expression génique n'est pas inférieure a la biopsie endomyocardique pour
diagnostiquer un dysfonctionnement d'allogreffe cardiaque dans le rejet. Les
auteurs ont conclu que l'utilisation de cette stratégie de surveillance du rejet
réduit significativement le nombre de biopsies sans risque accru d'événements
indésirables, faisant de I'étude un exemple clé ou le profil d'expression génique

des PBMC peut étre utilisé pour guider la prise de décision thérapeutique (278).
4. Génomes interactives et microbiomes

Bien que la génomique joue un rdle important dans le diagnostic, le
pronostic, le traitement et la prévention de la maladie, il reste beaucoup a savoir

sur l'interaction humaine avec l'environnement. Des études récentes de la
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réponse de I'hote aux pathogeénes microbiologiques ont démontré des
changements d'expression génique trés spécifiques en réponse a différents virus;
par exemple, une signature d'expression génique basée sur l'hdte a été
récemment identifiée qui pourrait étre utilisée pour la détection précoce d'une
infection virale (279,280) .Les mémes données ont également été utilisées pour
montrer que les profils d'expression génique distinguent les infections
bactériennes et virales (Figure 6) . Les profils d'expression des génes dans les
cellules hotes ont également été modifiés en fonction d'autres facteurs de stress
environnementaux tels que le tabagisme et les états pathologiques comme
l'asthme et la bronchopneumopathie chronique obstructive, et pourraient
permettre de comprendre la pathogenese et la susceptibilité au risque (281, 282,
283). Ainsi, les interactions gene-environnement mesurées en utilisant la
réponse du génome de 1'hdte commencent a fournir de nouveaux biomarqueurs

cliniquement utiles et potentiellement diagnostiques.
4.1. Génomes pathogénes

Les génomes des pathogénes humains sont €galement séquencés dans
l'espoir de fournir des informations pertinentes sur la pathogenese de l'infection
ou des cibles thérapeutiques potentielles. En 1995, le premier génome bactérien
achevé¢ a été séquencé par Haemophilus influenzae (284). Depuis lors, plus de 1
000 génomes bactériens et plus de 3 000 génomes viraux ont ét¢ complétement
séquences (285). Cette information génomique a fourni des données précieuses
pour les outils génomiques comparatifs, en comparant les souches pathogenes
avec les souches non pathogénes pour identifier les protéines qui sont utilisées
pour la pathogenese, conduisant potentiellement a de nouveaux médicaments

avec une toxicité limitée (286). L'analyse protéomique comparative entre les
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phénotypes virulents et avirulents de Rickettsia Prowazekii a révélé des
mutations adaptatives dans huit genes responsables de sa virulence (287). Le
séquengage de génomes bactériens pour des cibles vaccinales telles que les
protéines de surface bactériennes a également connu un grand succes clinique:
Des séquengages vaccinologiques inversés des protéines cibles ont conduit au
développement d'un vaccin prometteur pour le sérogroupe B de Neisseria
meningitidis récemment introduit dans les essais cliniques (288). Une autre
approche pour comprendre comment les pathogénes développent une résistance
a été de suivre les changements génomiques des isolats de Staphylococcus
aureus au cours du temps chez un patient aprés l'exposition au traitement

antibiotique jusqu'a la résistance, une stratégie qui a identifi¢ 35 mutations dans

31 loci (289).
4.2. Le microbiome humain

Les interactions synergiques entre les humains et notre flore corporelle
normale doivent étre comprises, car il y a 10 fois plus de bactéries que le
nombre de cellules humaines dans le corps: Le cdlon humain contient a lui seul
plus de 400 especes bactériennes comprenant environ 1013-1014
microorganismes (290,291). A travers l'étude de la variation génétique, le
microbiome décrit 1'écologie fragile qui existe entre la communauté des
microbes symbiotiques, commensaux et pathologiques et notre espace corporel
partagé. Potentiellement, cette connaissance pourrait étre utilisée pour fournir
des tests de diagnostic rapides, prévoir l'efficacité des antibiotiques et surveiller
les environnements pour les contaminants (292, 293). La microbiomique a été
utilisée pour identifier des infections virales inconnues ou pour diagnostiquer la

résistance aux antibiotiques dans des infections telles que Staphylococcus aureus

73



résistant a la méthicilline (294, 295). De plus, plusieurs maladies ont été
associées a des déséquilibres a grande échelle dans le microbiome intestinal, y
compris la maladie inflammatoire de l'intestin, la diarrhée résistante aux
antibiotiques et l'obésité¢ (296, 297). Le Projet sur le microbiome humain est
congu pour comprendre ces interactions sur le plan physiologique et
pathologique, en créant non seulement une base de données contenant des
pathogenes, mais aussi un ensemble de controle de la flore normale (298). Au
fur et & mesure que notre conscience de 1'équilibre délicat entre I'hote et les
micro-organismes continue de croitre, les applications du microbiome vont

continuer de crofitre.
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Figure 2

Gene expression signatures diagnose influenza and other respiratory viral infections in humans. (#) A
microarray-based gene expression signature can accurately differentate between symptomatic and
asymptomatic individuals following exposure to rhinovirus, respiratory syncytial virus (RSV), and influenza.
In the key, black represents the preinoculation baseline (healthy), red represents symptomatic
postinoculation, and blue represents asymptomatic postinoculation. (#) A microarray-based gene expression
signature can also distinguish individuals with bacterial infection from those with viral infecton. The region
above the black line is where we predict a high probability of viral infection; the region below is where the
probability is low. Figure adapted from Reference 241.

Figure 6 : Les signatures d'expression génique permettent de diagnostiquer la grippe et

d'autres infections virales respiratoires chez les humains. (Référence 280)
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5. Intégration de la génomique dans la pratique clinique

Plus l'information génomique est utilisée pour amplifier nos connaissances
sur le mécanisme et le traitement de la maladie, mieux elle expose ou les lacunes
résident dans la méthodologie, l'infrastructure et la politique pour sa mise en
ceuvre en médecine clinique. L'abondance de la recherche utilisant des outils
génomiques et la prospérité des données dont nous disposons nous obligent a
faire des analyses techniques de ces résultats pour suivre leur production.
Plusieurs suggestions ont été faites pour créer un cadre pour cette analyse, qui
devrait impliquer ce qui suit pour chaque test: capacités techniques et normes
opérationnelles, capacités de diagnostic et impact sur la prise de décision
clinique, méthodes d'intégration comportementale et cognitive des médecins,

rapport colt-efficacité, et les résultats pour la santé (299).

Une méta-analyse récente a révélé des zones de déficience dans le parcours
de la clinique au chevet du patient, en commencant par la main-d'ceuvre en soins
primaires qui est a l'avant-garde de l'interaction avec le patient (300). Les
médecins ne se sentent souvent pas préparés a administrer la médecine
génomique, et les patients eux-mémes ne comprennent pas clairement la valeur
et l'intégration des tests génomiques dans leurs soins médicaux. Ce manque
d'éducation s'accompagne d'un besoin accru d'évaluations des résultats pour les
interventions génomiques, conduisant & une intégration limitée de la médecine
génomique dans la pratique réelle. Avec ces obstacles identifiés, comment

devrions-nous procéder?
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5.1. Education

L'un des principaux obstacles a la traduction de I'information génomique en
pratique clinique est le manque de compréhension de la génomique par le
fournisseur et 1'acceés limité aux outils appropriés. Plusieurs enquétes suggérent
une déficience croissante des connaissances en génétique chez les médecins en
moyenne (301, 302, 303). En plus de se familiariser avec les progres rapides de
la recherche génomique, les fournisseurs doivent également comprendre
comment interpréter les résultats. Un baromeétre direct de ceci est trouvé avec
I'histoire de famille: Malgré le fait que 87% des médecins reconnaissent son
importance, les médecins de premier recours se sont efforcés d'interpréter les
schémas familiaux de la maladie et de mettre en ceuvre l'information sur les
antécédents familiaux dans leurs processus de travail (304, 305). Il est impératif
d'améliorer la formation médicale entourant la médecine génétique et
génomique pour le domaine et son intégration dans la pratique clinique pour

avancer (300).
5.2. Systéme de soutien a la décision clinique

SSD doit étre utilis€ pour promouvoir et intégrer les outils génomiques
dans le flux de travail clinique. Dans les essais contrdlés randomisés, il a été
démontré que les interventions de la SSD amélioraient significativement les
soins prodigués aux patients et pouvaient avoir des implications significatives
pour l'administration de recommandations basées sur la génomique aux
médecins occupés (307, 308, 309). Si elle est élargie pour inclure les prévisions
de risque pour la santé basées sur Il'information génomique, des
recommandations individualisées et en temps réel sur la pharmacogénomique ou

les profils de risque pourraient étre fournies sur la base d'une recherche a jour.
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Le développement d'une infrastructure centrale et nationale pour la SSD et
d'autres ressources génomiques, avec acces a l'information génomique et non
génomique des patients, est essentiel pour toute mise en ceuvre future (309).
L'acces des médecins aux technologies de la SSD sera important pour son
utilisation cohérente. De plus, ces systemes ont eux-mémes besoin de tests
fondés sur des données probantes pour s'assurer qu'ils améliorent la prestation

des soins de santé.
5.3. Vie privée

A mesure que l'information génétique croit dans le contexte de la prise de
décision clinique, les patients s'inqui€tent progressivement de la discrimination
génétique (310, 311). Au niveau fédéral, en 2005, le Congrés américain a adopté
la Loi sur la transférabilité et la responsabilité en matiere d'assurance maladie,
qui prévoyait une protection contre la discrimination génétique pour les régimes
de santé collectifs. La loi de 2008 sur la non-discrimination génétique a ¢été
adoptée pour fournir une protection supplémentaire (312). Plus de 30 états ont
fourni leur propre législation traitant de cette question, créant une mosaique de
protection contre l'utilisation de l'information génétique par les assureurs pour
discriminer les patients (313). Cependant, il faudra également ¢élargir l'acces a
I'éducation pour les patients, y compris des informations sur les composants
génétiques spécifiques de leurs maladies et sur la facon dont ils affectent les
droits au traitement et & la vie privée. Elargir le role des conseillers en génétique
dans I'éducation des patients comblerait ce besoin et allégerait grandement le

fardeau du systéme de soins de santé.
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5.4. Politique réglementaire

La réglementation des produits pharmaceutiques a base de génomique et le
niveau de rigueur auquel ils sont testés constituent un autre domaine de politique
nécessaire (314). Ici, la FDA a été proactive, comme I'illustrent les plus de 200
étiquettes de produits qui pointent vers l'influence de la variation génétique sur
la réponse aux médicaments (315). Ses efforts récents pour influencer les tests
génétiques directement auprés des consommateurs, qui permettent aux
consommateurs d'accéder a la variation génétique au sein de leur génome se
rapportant a la maladie, sont peut-&tre encore plus remarquables (316). Bien que
certains aient fait valoir que la validation adéquate fait défaut, il est clair qu'il
existe un marché pour de telles entreprises (317). Cependant, la valeur clinique
de leurs résultats n'a pas été définie, et la question a laquelle il faut répondre est,
Quelle est la valeur de ces tests pour fournir aux cliniciens des données
utilisables? Pour répondre a ces préoccupations, en juin 2010, la FDA a annoncé
qu'elle commencerait a réglementer les tests directs aux consommateurs en tant
qu'instrumentation médicale (318). Reste a savoir si ces mesures vont freiner le
progreés scientifique ou protéger les consommateurs de la confusion par des

informations cliniquement non pertinentes.
5.5. Normes

La réglementation croissante des outils génomiques dans la recherche et la
clinique souligne le besoin de normes nationales de pratique pour toutes les
infrastructures génomiques, des approches statistiques a la conception d'études
cliniques et méme a une infrastructure de bio banque qui fournit aux chercheurs
des données provenant de multiples études. Les référentiels centralisés et

normalis€és pour le stockage, l'enregistrement et I'annotation d'échantillons
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biologiques sont parmi les ressources les plus favorables a la médecine
génomique (319). Des lignes directrices sur les pratiques exemplaires ont été
publiées depuis 2005 pour orienter les efforts de bio banques, et des efforts ont
déja été déployés au niveau national pour normaliser la collecte d'échantillons
biologiques: Le plan directeur du Réseau national de prélévements biologiques a
¢été proposé en 2005 et piloté par le Programme pilote de réseau national de bio
spécificités du Programme spécialisé de recherche sur la prostate de I’'Institut
National du Cancer pour stocker des échantillons biologiques dans de grandes
bio banques en réseau (320, 321). Les questions d'accessibilit¢ devraient
¢galement étre abordées, en accordant aux chercheurs extérieurs un acces gratuit
a l'information tout en protégeant la propriété originale de I'échantillon.
L'éthique de l'utilisation d'un large consentement du patient pour stocker les
¢chantillons et les utiliser est toujours discutée, mais tous les efforts doivent étre
faits pour protéger la vie privée des patients et séparer les données sur l'identité

des patients des données de chaque échantillon (322).

De plus, des normes communautaires sont nécessaires dans les approches
statistiques et mathématiques des données génomiques. En raison du manque de
grandes populations, des études statistiquement puissantes pour valider les
résultats de la recherche sur les maladies chroniques sont difficiles a concevoir.
Tous les efforts devraient €tre faits pour tester des modeles basés sur la
génomique dans des essais cliniques, congus avec des contrdles appropriés,
avant que ces modeles soient introduits dans la clinique. La reproductibilité des
résultats doit €tre démontrée avant leur mise en ceuvre clinique (323). La
randomisation et l'aveuglement sont également essentiels pour ¢éliminer le biais
des observateurs. Etant donné que le risque de faux positifs est élevé, des
normes de controle et de normalisation doivent étre en place pour chaque étude

respective afin de pouvoir comparer les résultats.
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5.6. Recherche sur 1'efficacité comparative

Etant donné le paysage actuel de la pratique fondée sur des données
probantes, a quelle norme les approches génomiques de la médecine devraient-
elles étre appliquées? Pour résoudre ces problemes, la recherche sur I'efficacité
comparative (REC) est devenue une stratégie pour évaluer systématiquement les
données a mesure que les résultats de la recherche entrent dans la pratique
clinique. En 2009, 1,1 milliard de dollars de 1'American Recovery and

Reinvestment Act ont été affectés a la REC.

La REC est défini par I'Institute of Medicine comme «la génération et la
synthése de preuves qui comparent les avantages et les inconvénients des
méthodes alternatives pour prévenir, diagnostiquer, traiter et surveiller un état
clinique ou pour améliorer la prestation des soins, a la fois au niveau individuel
et au niveau de la population "(324). En substance, la REC comprend une
comparaison directe entre deux approches de soins et leur efficacité dans des
contextes réels (325). Bien que certains ont fait valoir que la REC pourrait étre
utilisé a mauvais escient pour entraver 1'avancement médical, la mise en ceuvre
de la médecine génomique exigera des preuves que la REC peut fournir, ce qui,
nous l'espérons, encouragera l'innovation et réduira les colts des soins de santé
(326, 327). En comparant l'efficacité des outils génomiques dans le diagnostic,
le pronostic, le traitement et la prédiction du risque par rapport aux normes d'or
dans les soins actuels, des preuves peuvent étre générées pour démontrer ou nier

l'efficacité de plusieurs approches.
5.7. Propriété intellectuelle

Le développement rapide des stratégies basées sur la génomique nécessite

un investissement important et une coopération entre les intéréts publics et
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privés. Malheureusement, au fur et & mesure que cette recherche se poursuit,
I'insécurité entoure la propriété intellectuelle. Une question qui a retenu
l'attention des juristes est la capacité des organisations, des entreprises et méme
des gouvernements a détenir des brevets sur des génes nouvellement découverts.
En 2009, un proces a été intenté au nom de I'American Civil Liberties Union et
de la Public Patent Foundation pour invalider les brevets détenus sur les génes
BRCA1 et BRCA2, leur principal argument étant que ces genes sont des
produits de la nature (328). Les plaignants ont soutenu que les brevets (détenus
par Myriad Genetics, 1'Universit¢ de 1'Utah Research Corporation et le
gouvernement des Etats-Unis) entravaient la recherche. Fin mars 2010, un juge
fédéral a révoqué des brevets sur les genes BRCA1 et BRCA2 et potentiellement
invalidé des centaines d'autres, confirmant qu'ils étaient des produits de la nature
et non, comme le soutenaient les compagnies, de 'ADN isolé humain (329). Un
appel a ¢été¢ déposé et ces contestations juridiques posent des questions

intéressantes sur la fagon dont la recherche en génomique devrait se dérouler.
5.8. Remboursement

Si la médecine personnalisée doit étre largement pratiquée, il est essentiel
que les assureurs de santé, privés et gouvernementaux, disposés a fournir une
couverture pour les tests génétiques, se dirigent vers l'intégration (330). A ce
stade, les assureurs-maladie ont refusé¢ de le faire parce qu'ils n'avaient pas regu
d'incitatifs qui les aideraient a obtenir des avantages a long terme en mati¢re de
colits. Cependant, des progrés récents ont été réalisés pour encourager la
médecine personnalisée: De nouveaux modeles ont montré une méthode de
coordination de la prévention avec des résultats de maladie favorables et des

colts réduits (331). Comme les preuves renforcent 1'importance de prévenir la
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maladie en plus de la traiter, un nouveau rdle pourrait émerger pour la médecine
génomique qui pourrait €tre soutenu par les compagnies d'assurance. Le
gouvernement fédéral fournit une motivation supplémentaire, qui a joué¢ un role
accru dans l'introduction d'initiatives législatives visant a encourager l'adoption

de la médecine personnalisée (332).
6. Quand la "médecine personnalisée' est "'médecine "?

Il semble que les principaux obstacles se situent dans trois catégories: la
collecte d'informations adéquates et appropriées sur les patients, le dosage de ces
informations pour qu'elles deviennent cliniquement pertinentes et l'interprétation

de ces tests par les professionnels de la santé en charge des soins aux patients.

Malgré les défis qui nous attendent pour l'intégration complete de la
médecine personnalisée dans la prise de décision clinique, une revue du paysage
de la pratique médicale suggére que la médecine personnalisée est arrivée. Bien
qu'il soit facile de se demander pourquoi les progrés scientifiques de la
recherche génomique ne se sont pas exactement traduits par les résultats
révolutionnaires attendus en médecine, il serait stupide de négliger I'impact
profond qu'elle a déja fait. De plus, I'effet subjectif percu peut étre attribué a des
technologies en retard et a des approches analytiques combinées a une lutte pour
mettre en ceuvre des résultats éprouvés en clinique. Bien que des améliorations
puissent étre apportées a la base de connaissances et a l'infrastructure, il est
¢galement important de garder une perspective historique: Les progres de la
médecine fondés sur une pensée scientifique novatrice prennent beaucoup de
temps et d'investissements. Un rappel important de ce fait est I'histoire de 30 ans
du paclitaxel, qui a débuté en 1962 avec la collecte d'écorce d'arbre et qui n'est

entrée dans les essais cliniques de phase I qu'en 1984 (333). En moyenne, il faut
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17 ans pour que 14% de la recherche scientifique soit incorporée dans la
pratique clinique quotidienne (334, 335). L'utilisation de la génomique pour
comprendre la biologie de la maladie et sélectionner des cibles pour le
développement de médicaments et 1'utilisation de la médecine génomique pour
concevoir des essais cliniques et sélectionner des patients pour des thérapies
ciblées devraient augmenter le taux de réussite et réduire le temps de

développement de médicaments (Figure7).

Comme Kuhn l'affirme clairement, les changements dans la pensée
scientifique ne peuvent se produire que par ce qui doit sembler étre des
exemples disjoints, chacun ayant son propre impact. Mais s'ils sont pris
ensemble, il devient clair que la médecine personnalisée n'était pas une
promesse faite a la hate, ni un objectif inaccessible; l'ensemble des preuves
concernant l'efficacité de l'utilisation de la médecine génomique pour prescrire
un traitement individualisé continue de croitre. Bien que l'investissement dans la
médecine génomique ne soit pas trivial, il fournit la base et les méthodes
systématiques pour les progrés futurs. Plus de travail est nécessaire, plus de
réflexion est nécessaire, et plus de lignes directrices doivent étre établies, mais
nous sommes constamment en train de traverser dans un nouveau paradigme ou
I'optimisation de la pratique médicale peut s'adresser spécifiquement a chaque

patient nécessitant un traitement.
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Figure 3

The pathway for identdfying and validating drug targets for pharmacological therapies, showing a schematic
representation of the process from biomarker discovery to a marketable drug. Genomic studies can
potentially reduce the time it takes for drug discovery through enhanced understanding of the underlying
biology and the discovery of relevant biomarkers; genomic medicine can enable drug development and
improve efficacy and safety by identifying and targeting clinical studies to patent subsets most likely to
respond to the drug.

Figure 7 : La voie pour l'identification et la validation des cibles médicamenteuses pour
les thérapies pharmacologiques, montrant une représentation schématique du processus

de la découverte de biomarqueurs a un médicament commercialisable.
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Alors que les progres technologiques ont accéléré l'identification des
biomarqueurs de la susceptibilité, du traitement et de la progression des
maladies, le défi consiste a transporter ces découvertes vers les soins cliniques.
Si la promesse de la génomique doit étre réalisée, nous devons tester / adopter
des méthodes scientifiques pour documenter comment ces technologies
pourraient améliorer les soins de santé et prévenir les maladies. Les voies par
lesquelles les marqueurs génomiques doivent voyager pour aider les cliniciens
comprennent quatre phases: 1) Découverte, élucidation des voies et réplication
chez les populations indépendantes, 2) Validation de l'efficacité et utilité
clinique chez les populations a risque, 3) Exigences réglementaires pour
l'approbation de la dispensation clinique, et 4) Démonstration de l'impact, de
l'efficacité et des aspects sanitaires 1'intégrité individuelle et la protection contre
la discrimination génomique, inégalement respectée dans de nombreuses

juridictions.

L'établissement de relations entre de nombreux marqueurs génomiques et
des phénotypes cliniques est trés difficile. A grande échelle, les études cliniques
prospectives sont difficiles mais trés nécessaires pour démontrer l'utilit¢ du
génotypage comme base pour la médecine individualisée. I convient toutefois
de noter que les tests génétiques peuvent étre utiles sans une connaissance
complete de la fonction biologique des variants génétiques en question. Une
stratégie innovante qui relie de nombreux résultats cliniques aux marqueurs
génomiques pléiotropiques inclut le PheWAS récemment proposé, une étude
d'association a 1'échelle du phénome utilisée pour découvrir de nouvelles
associations de maladies géniques. Ce qui est essentiel, c'est un programme

multidisciplinaire de recherche en traduction qui englobe des recherches
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cliniques et axées sur la population et le développement d'une collaboration
entre les intervenants pour faciliter la traduction fondée sur des données
probantes et le remboursement des tests. Alors que la médecine personnalisée
entre dans la pratique médicale traditionnelle, les médecins et autres prestataires
de soins devront administrer ou donner des conseils sur l'application d'un
nombre croissant de tests génomiques, de thérapies pharmacogénomiques et de
décisions thérapeutiques basées sur des preuves prédictives et 1'estimation des
risques. Les insuffisances des programmes de génétique dans les écoles de
médecine pourraient entraver l'adoption de nouvelles connaissances génétiques.
Cependant, plusieurs programmes ont récemment vu le jour qui préparent la
prochaine génération de médecins, d'infirmicres, de pharmaciens et d'autres

travailleurs de la santé a la vague de médecine génomique a venir.

La perception du public est également trés importante, car l'adoption
clinique de nombreuses interventions génomiques proposées dépend de la
compréhension du public. La médecine participative est un nouveau scénario ou
les patients deviennent des participants actifs dans leurs propres soins médicaux.
L'environnement, le mode de vie, 'alimentation, les antécédents familiaux et les
observations des patients sur leurs propres symptomes doivent étre combinés
aux données des biomarqueurs pour fournir une vision globale et intégrée des
facteurs influencant le risque, la progression et les résultats du traitement. Les
individus peuvent maintenant obtenir leur information génomique personnelle
par le biais de tests génétiques directement auprés des consommateurs, mais
quel impact, le cas échéant, cela aurait-il sur leur mode de vie et leur santé par
rapport a un effet délétére? Jusqu'a présent, quelques études ont été réalisées,

avec des preuves encourageantes mais limitées suggérant que l'information

88



génétique pourrait entrainer des changements dans les comportements liés a
I'hygiéne de vie, comme l'abandon du tabac. Des études plus approfondies de
cette question sont nécessaires mais, surtout, la réalisation des soins de santé
personnalisés, tout en s'appuyant sur la connaissance génomique de 1'individu,
requiert des informations environnementales tout aussi essentielles et la
compréhension de la capacité¢ de chaque individu a promouvoir sa santé. Tous
ces €¢léments sont importants pour promouvoir les quatre «P» de l'avenir de la

médecine: la médecine prédictive, préventive, personnalis€e et participative.
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Résumé

Titre: Le séquencage de ’ADN et médecine personnalisée
Auteur: Mohamed En-nouali

Most-clés: Génomique- NGS—Médecine individualisée-Médecine personnalisée

L’évolution technique du séquengage des ADN s’est faite avec une rapidité
exponentielle au cours des derniéres années. La diffusion dans les laboratoires
hospitaliers des nouveaux appareils de séquengage a haut débit (ou NGS) permet de
passer de 1’étude ponctuelle d’un géne a une analyse globale portant sur des dizaines
ou centaines de geénes ou sur I’ensemble de I’exome ; elle modifie de ce fait les
concepts médicaux et les conditions d’exercice, notamment en génétique et en
cancérologie.Cette possibilit¢é d’une recherche simultanée de mutations dans la
séquence d’un grand nombre de genes trouve aujourd’hui ses applications dans le
diagnostic, éventuellement néonatal, dans le dépistage systématique des hétérozygotes
et le diagnostic préconceptionnel généralisé.En oncogénétique constitutionnelle, les
NGS réalisent également 1’analyse simultanée des genes impliqués dans les formes «
héréditaires » de cancers. Par ailleurs dans 1’ensemble des affections malignes, les
NGS identifient I’ensemble des anomalies génomiques affectant le tissu malade, en
s’efforcant de faire la distinction entre mutations « drivers » importantes pour la
progression tumorale et mutations « passengers » ou accessoires; en s efforcant
¢galement d’identifier des mutations « druggable » susceptibles de faire 1’objet de
thérapeutiques ciblées. Enfin le séquencage systématique de I’ensemble des geénes
impliqués dans le métabolisme et la réponse aux médicaments est le support d’une
pharmacogénétique individuelle. En définitive, le s€quengage des génomes tumoraux
et constitutionnels,l’identification des mutations somatiques, la détermination des
variants pharmacogénétiques, sont les €éléments déterminants d’une médecine dite
personnalisée. Les premiers résultats de ces indications thérapeutiques ciblées
montrent un gain en termes de durée de rémission et de survie; reste néanmoins posée
la question du colit de ces traitements. Ces énormes capacités de séquencage des
génomes soulévent également un grand nombre de questions réglementaires et

¢thiques.
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Summary

Title: DNA sequencing and personalized medicine
Author: Mohamed En-nouali

Keywords: Genomics—Next Generation Sequencing (NGS)-Individualized medicine—

Personalized medicine.

DNA sequencing technologies have advanced at an exponential rate in recent
years. More and more hospital laboratories are acquiring new high-throughput
sequencing devices, (‘‘ next-generation sequencers ’’, NGS), allowing them to analyze
tens or hundreds of genes, or even the entire exome. This is having a major impact on
medical concepts and practices, especially with respect to genetics and oncology. This
ability to search for mutations simultaneously in a large number of genes is finding
applications in the diagnosis of Mendelian diseases (including at birth), routine
screening for heterozygotes, and preconception diagnosis.Data on multifactorial
diseases are still preliminary, but it should soon be possible to identify ‘‘strong ’’
factors of genetic predisposition that have so far been beyond the scope of genome-
wide association studies (GWAS). In the field of constitutional oncogenetics, NGS can
also be used for simultaneous analysis of genes involved in‘‘hereditary ’’ cancers.
More generally, NGS can identify all genomic abnormalities in a given malignant
tissue (hemopathy or solid tumor), and has the potential to distinguish between

29

important mutations (those that drive tumor progression) from ‘‘bystander or

29

accessory mutations, and also to identify ‘‘ druggable mutations amenable to
targeted therapies. Systematic sequencing of all the genes involved in drug metabolism
and responsiveness will lead to individualized pharmacogenetics (warfarin therapy).
Finally, sequencing of the tumoral and constitutional genomes, identification of
somatic mutations, and detection of pharmacogenetic variants will open up the era of
personalized medicine.The first results of these targeted therapeutic indications show a
gain in the duration of remission and survival, although the cost-effectiveness of these
approaches remains to be determined. Finally, this huge capacity for genome

sequencing raises a number of regulatory and ethical issues.
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Sevment cﬂ?ﬁppamteJ

Au moment d'étre admis a devenir membre de la profession médicale, je

m'engage solennellement a consacrer ma vie au service de ['humanité.

>

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont

dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes

malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [honneur et les nobles

traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes fréres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'interposera entre mon devoir et mon

patient.
Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances médicales d'une

fagon contraire aux lois de ['humanité.

Je m'y engage librement et sur mon honneu.
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Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie
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Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
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Pr
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Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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Pr.
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AHALLAT Mohamed
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CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie
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Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA
Gynécologie Obstétrique
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MAHFOUD Mustapha
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Pr.
Pr.
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ABBAR Mohamed*
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Pr.
Pr.
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Pr.
Pr.
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ZBIR EL Mehdi*
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Anesthésie Réanimation
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Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie




Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*
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BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
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BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
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Gastro-Entérologie
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Traumatologie Orthopédie
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Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
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Ophtalmologie
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Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
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Ophtalmologie
Radiologie
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Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007
Pr. ABIDI Khalid
Pr. ACHACHI Leila

Pédiatrie

Cardiologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardio logie (mise en disponibilité)
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Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie
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a-hémolysine
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ERS
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: Acide désoxyribonucléique
: Alpha-Hémolysine
: Acide ribonucléique

: Coronary artery disease

The Cardiac Allograft Rejection Gene Expression

Observation (L'observation de 1'expression du gene de rejet

de 'allogreffe cardiaque)

: Cyclodextrin
: Evaluation standard des risques pour la santé
: The US Food and Drug Administration

: Genome-wide association studies (études d'association a

I'échelle du génome)

: Human Genome Project (projet du génome humain)

: Historique de santé familiale

: Invasive Monitoring Attenuation Through Gene Expression
: micrornas

: Mycobacterium smegmatis porin A

Next generation sequencing (séquenceur de nouvelle

génération)

: Oxford Nanopore Technologies



PBMC

PheWAS

phi29

READNA

REC
SCA
siRNAs
SNP
SSD
UE

WGS

: Peripheral blood mononuclear cell (Cellule mononucléaire du

sang périphérique)

: Phenome-wide association studies (Etudes d'association a

1'échelle du phenome)

: Bacillus phage phi29

: The REvolutionary Approaches and Devices for Nucleic

Acid analysis

: Recherche sur I'efficacité comparative

: Syndromes coronariens aigus
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: Single-nucleotide polymorphisms

: Systémes de soutien a la décision clinique
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" Le fait que j'ai un risque génétique pour la maladie d'Alzheimer et la
cécité n'est pas une bonne nouvelle. Mais la réalité¢ est que chacun d'entre nous
aura des dizaines de ces risques, et ce que nous devons apprendre est de savoir

comment les traiter. "

Craig Venter

"Les individus ne sont pas des choses stables, ils sont éphémeres. Les
chromosomes aussi sont mélangés dans 1'oubli, comme des mains de cartes peu
aprés qu'ils soient distribués. Mais les cartes elles-mémes survivent au brassage.
Les cartes sont les génes. Les génes ne sont pas détruits par la traversée, ils
changent simplement de partenaires et continuent leur chemin. Bien sir, ils
continuent. C'est leur affaire. Ils sont les réplicateurs et nous sommes leurs
machines de survie. Quand nous avons servi notre but, nous sommes mis de
coté. Mais les genes sont des habitants du temps géologique: les geénes sont

éternels. "

Richard Dawkins, Le géne égoiste

" Au cours de la derniére décennie, nous avons débloqué de nombreux
mysteres concernant I'ADN et I'ARN. Cette connaissance ne se limite pas aux
livres sur les étageres et ne se limite pas aux établis des laboratoires. Nous avons
utilisé ces résultats de recherche pour identifier les causes de nombreuses
maladies. De plus, les scientifiques ont traduit ces connaissances génétiques en
plusieurs traitements et thérapies, ce qui a permis de créer un pont entre le

laboratoire et le patient.”’

Le président Barack Obama Sur la Loi sur la génomique et la médecine
personnalisée (S.976), le 23 mars 2007



I. Introduction




La génomique est I’étude du matériel génétique complet, y compris les
génes et leurs fonctions, de ’organisme. Il se concentre sur 1’obtention et
I’analyse des données du génome, c'est-a-dire, les données au niveau de I’ADN
en essayant de découvrir les modeles spécifiques d’expressions génétiques ou de
molécules biologiques les dits biomarqueurs (molécule de signature et marqueur
moléculaire) qui différencient 1’état maladie de 1’état normal et également
déterminer la variabilit¢ dans la réponse des patients aux médicaments .La
génomique transforme la pratique médicale par [I’individualisation des
traitements médicaux en disposant des données génétiques des patients. La
médecine est individuelle ; Nous ne sommes pas tous les mémes et nos
variations génétique détermine comment une personne réagira a la thérapie. Ces
variations dans la séquence d’un géne peuvent entrainer des différences dans les
enzymes qui métabolisent les médicaments. C’est ce qui explique pourquoi les
enzymes apparaissent sous différentes formes chez les individus. C’est aussi
pourquoi des personnes différentes métabolisent un ou le méme médicament
différemment. Pourquoi une drogue fonctionne efficacement pour certaines
personnes, mais pas pour d’autres ? Pourquoi quelqu'un requiert-il deux fois la
quantit¢ réguliecrement prescrite des mémes médicaments pour fonctionner
efficacement ? Pourquoi certaines personnes ressentent des effets secondaires
des médicaments, mais d’autres ne le font pas ? Pourquoi certaines personnes
vont étre affectés par des cancers /n’importe quelle maladie, mais d’autres pas.
Voici les raisons pour lesquelles la médecine personnalisée et individualisée est

importante pour tous.



Le séquencage des acides nucléiques est le pilier de la recherche
biologique. Il existe plusieurs générations de technologies de séquencage de
I'ADN qui peuvent étre bien caractéris€ées par leur nature et le type de
production qu'elles fournissent. Le séquengage des terminateurs didésoxy
développé par Sanger a dominé pendant 30 ans et a ¢té le cheval de bataille du
projet sur le génome humain. En 2005, le premier séquenceur de 2e génération a
¢été présenté avec des ordres de sortie beaucoup plus élevés que le séquengage de
Sanger et une réduction spectaculaire des cofits. Nous sommes maintenant a
'aube de la 3¢me génération avec des systémes nano pores qui sont en cours de

développement pour le séquencage de 'ADN.

Au cours de la derniere décennie, de hauts fonctionnaires, des dirigeants de
l'industrie, des fournisseurs de soins de santé et le public ont adopté la médecine
génomique et personnalisée. La médecine génomique, qui est l'utilisation de
I'information provenant des génomes et de leurs dérivés (ARN, protéines et
métabolites) pour guider la prise de décision médicale, est un ¢lément clé de la
médecine personnalisée , qui est un domaine de soins de santé en évolution
rapide, qui s'appuie sur les informations cliniques, génétiques, génomiques et
environnementales uniques a chaque personne. Comme la médecine commence
a utiliser des outils génomiques qui permettent une prédiction et un traitement
plus précis, incluant l'interrogation du génome entier sur la variation de
séquence, la transcription, les protéines et les métabolites, les principes de la
médecine génomique et personnalisée nécessiteront le développement, la
standardisation, et l'intégration de plusieurs outils importants dans les systémes
de santé et les flux de travail cliniques. Ces outils comprennent 1'évaluation des

risques pour la santé, les antécédents médicaux de la famille et l'aide a la



décision clinique pour les risques complexes et les informations prédictives.
Conjugués a l'information génomique, ces outils permettront un changement de
paradigme vers une approche globale qui identifiera les risques individuels et
guidera la prise en charge clinique et la prise de décision, qui formeront la base
d'une approche plus efficace et éclairée des soins aux patients. L'évaluation des
risques liés a 'ADN pour la maladie complexe commune, les signatures
moléculaires pour le diagnostic et le pronostic du cancer, la thérapie guidée par
le génome et la sélection des doses sont parmi les exemples les plus importants.
En outre, les informations provenant de génomes individuels, qui constituent un
domaine en évolution rapide dans le domaine du développement technologique,
engendrent une révolution sociale et de l'information parmi les consommateurs
qui affectera sans aucun doute la prise de décision en matiere de soins de santé.
Bien que ces découvertes scientifiques et d'autres fassent leur chemin du
génome a la clinique, L'application intégrale de la médecine génomique et
personnalisée dans les soins de santé exigera des changements radicaux dans les
politiques de réglementation et de remboursement, ainsi que des protections
législatives pour la protection de la vie privée a 1'échelle du systéme. Ainsi, il
existe des défis a la fois scientifiques et politiques pour les soins de santé
personnalisés; Cependant, ils seront confrontés et résolus avec la certitude que la
science derriere la médecine génomique est solide et la pratique de la médecine

qu'elle informe est basée sur des preuves.

L’objectif principal de cette étude est d’examiner les applications et le role

de la génomique dans la médecine personnalisée.



I1. Rappel




1. Définition

L' acide désoxyribonucléique ( I' ADN ) (1) est une molécule qui porte les
instructions génétiques utilisées dans la croissance, le développement, le
fonctionnement et la reproduction de tous les organismes vivants connus et de
nombreux virus. L'ADN et l'acide ribonucléique (ARN) sont des acides
nucléiques ; aux cotés des protéines , des lipides et des glucides complexes (
polysaccharides ), ils constituent I'un des quatre principaux types de
macromolécules essentiels a toutes les formes de vie connues . La plupart des
molécules d'ADN sont constituées de deux brins de bio polymere enroulés 1'un

autour de l'autre pour former une double hélice .

Les deux brins d'ADN sont appelés poly nucléotides car ils sont compos¢€s
d'unités monomeres plus simples appelées nucléotides (2,3). Chaque nucléotide
est composé de I'un des quatre nucléo bases contenant de 1' azote - cytosine (C),
guanine (G), adénine (A) ou thymine (T) - un sucre appelé¢ désoxyribose et un
groupe phosphate . Les nucléotides sont joints les uns aux autres dans une
chaine par des liaisons covalentes entre le sucre d'un nucléotide et le phosphate
du suivant, résultant en une alternance épine dorsale de sucre-phosphate . Les
bases azotées des deux brins poly nucléotidiques séparés sont liées ensemble,
selon les régles d'appariement des bases (A avec T et C avec G), avec des
liaisons hydrogeéne pour former de 'ADN double brin. La quantité totale de
paires de bases d' ADN apparentées sur Terre est estimée a 5,0 x 10 7 et pése 50
milliards de tonnes (4). En comparaison, la masse totale de la biosphere a été

estimée a 4 billions de tonnes de carbone (TtC) (5).



L'ADN stocke des informations biologiques. Le squelette de 1' ADN est
résistant au clivage , et les deux brins de la structure a double brin stockent la
méme information biologique. Cette information est répliquée au fur et a2 mesure
que les deux brins se séparent. Une grande partie de 'ADN (plus de 98% pour
les humains) est non codante , ce qui signifie que ces sections ne servent pas de

modeles pour les séquences protéiques.

Les deux brins d'ADN vont dans des directions opposées 'un a l'autre et
sont donc antiparalleles . Attaché a chaque sucre est I'un des quatre types de
nucléo bases (informellement, bases). C'est la séquence de ces quatre nucléo
bases le long du squelette qui code l'information biologique. Les brins d’ARN
sont créés en utilisant des brins d'ADN comme matrice dans un processus appelé
transcription . Sous le code génétique , ces brins d’ARN sont traduits pour
spécifier la séquence des acides aminés dans les protéines dans un processus

appelé traduction .

Au sein des cellules eucaryotes, 'ADN est organis€ en longues structures
appelées chromosomes . Au cours de la division cellulaire, ces chromosomes
sont dupliqués dans le processus de réplication de I’ADN , fournissant a chaque
cellule son propre ensemble complet de chromosomes. Les organismes
eucaryotes ( animaux , plantes , champignons et protistes ) stockent la plus
grande partie de leur ADN a l'intérieur du noyau cellulaire et une partie de leur
ADN dans des organites , tels que les mitochondries ou les chloroplastes (6). En
revanche, les procaryotes (bactéries et archaea ) ne stockent leur ADN que dans
le cytoplasme . Au sein des chromosomes eucaryotes, les protéines de la

chromatine telles que les histones se concentrent et organisent 'ADN. Ces



structures compactes guident les interactions entre 'ADN et les autres protéines,

aidant a controler quelles parties de I'ADN sont transcrites.

L'ADN a été isolé par Friedrich Miescher en 1869. Sa structure moléculaire
a ¢té identifiée par James Watson et Francis Crick au Laboratoire Cavendish de
I' Universit¢ de Cambridge en 1953, dont les efforts de modélisation ont été
guidés par les données de diffraction des rayons X acquises par Raymond
Gosling , qui était un €tudiant de troisiéme cycle de Rosalind Franklin . L'ADN
est utilisé par les chercheurs comme un outil moléculaire pour explorer les lois
physiques et les théories, telles que le théoreme ergodique et la théorie de
I'¢lasticité. Les propriétés matérielles uniques de 'ADN en ont fait une molécule
attrayante pour les scientifiques et les ingénieurs intéressés par la micro et la
nano fabrication. Parmi les avancées notables dans ce domaine, citons 'ADN

origami et les matériaux hybrides a base d'ADN (7).



2. Propriétés
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Structure chimique de I'ADN; liaisons hydrogéne représentées par des pointillés

L'ADN est un long polymeére fabriqué a partir d'unités répétées appelées
nucléotides (8,9). La structure de I' ADN est dynamique le long de sa longueur,
étant capable de s'enrouler dans des boucles serrées, et d'autres formes (10).
Dans toutes les especes il est composé de deux chaines hélicoidales, liées les
unes aux autres par des liaisons d’hydrogeéne . Les deux chaines sont enroulées
autour du méme axe et ont la méme hauteur de 34 angstroms (3,4 nanometres ).
La paire de chaines a un rayon de 10 angstroms (1,0 nanometre) (11). Selon une
autre ¢€tude, lorsqu'elle est mesurée dans une solution différente, la chaine
d'ADN mesure de 22 a 26 nm de large (2,2 a 2,6 nanometres), et une unité

nucléotidique mesure 3,3 A (0,33 nm) de longueur (12). Bien que chaque unité
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de répétition de nucléotide individuelle soit trés petite, les polymeres d'ADN
peuvent étre de trés grandes molécules contenant des millions a des centaines de
millions de nucléotides. Par exemple, I'ADN du plus grand chromosome
humain, le chromosome numéro 1 , comprend environ 220 millions de paires de

bases et aurait une longueur de 85 mm s'il était redressé (13).

Dans les organismes vivants, I'ADN n'existe généralement pas comme une
seule molécule, mais plutét comme une paire de molécules qui sont maintenues
étroitement ensemble (14,15). Ces deux longs brins s'entrelacent comme des
vignes, dans la forme d'une double hélice . Le nucléotide contient a la fois un
segment du squelette de la molécule (qui maintient la chaine ensemble) et une
nucléo base (qui interagit avec l'autre brin d'ADN dans I'hélice). Une nucléo
base liée a un sucre est appelée un nucléoside et une base liée a un sucre et un ou
plusieurs groupes de phosphate est appelé un nucléotide . Un polymere
comprenant plusieurs nucléotides liés (comme dans I'ADN) est appelé poly

nucléotide (16).

Le squelette du brin d'ADN est fabriqué a partir de résidus de phosphate et
de sucre alternés (17). Le sucre dans I'ADN est le 2- désoxyribose , qui est un
pentose (cing- carbone ). Les sucres sont réunis par des groupes phosphate qui
forment des liaisons phosphodiester entre les troisiéme et cinquiéme atomes de
carbone des anneaux de sucre adjacents. Ces liaisons asymétriques signifient
qu'un brin d'ADN a une direction. Dans une double hélice, la direction des
nucléotides dans un brin est opposée a leur direction dans l'autre brin: les brins
sont antiparalleles. Les extrémités asymétriques des brins d'ADN sont dites
avoir une directionalité de amorce cing (5 ') et amorce trois (3'), avec l'extrémité

5 'ayant un groupe phosphate terminal et l'extrémité 3' un groupe hydroxyle
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terminal. Une différence majeure entre I'ADN et I'ARN est le sucre, avec le 2-

désoxyribose dans I'ADN ¢étant remplacé par l'alternative pentose sucre ribose

dans I'ARN (15).

Une section d'ADN. Les bases se trouvent horizontalement entre les deux brins en

spirale (18).

La double hélice d'ADN est stabilisée principalement par deux forces: les
liaisons hydrogeéne entre les nucléotides et les interactions d'empilement de
bases entre les nucléo bases aromatiques (19) . Dans I'environnement aqueux de
la cellule, les liaisons m conjuguées des bases nucléotidiques s'alignent
perpendiculairement a 1'axe de la molécule d'ADN, minimisant leur interaction
avec l'enveloppe de solvatation . Les quatre bases trouvées dans I'ADN sont
'adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (T). Ces quatre bases
sont attachées au sucre-phosphate pour former le nucléotide complet, comme

indiqué pour l'adénosine mono phosphate. Des paires adénine avec de la
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thymine et des paires guanine avec de la cytosine . Il était représenté par des

paires de bases A-T et des paires de bases G-C (20,21).

3. Fonctions biologiques
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Localisation de ' ADN nucléaire des eucaryotes dans les chromosomes.

L'ADN se présente généralement sous forme de chromosomes linéaires
chez les eucaryotes et de chromosomes circulaires chez les procaryotes .
L'ensemble des chromosomes dans une cellule constitue son génome ; le
génome humain a environ 3 milliards de paires de bases d'’ADN disposées en 46
chromosomes (22). L'information portée par 1'ADN est contenue dans la
séquence de morceaux d'ADN appelés génes .La transmission de l'information
génétique dans les geénes est réalisée via l'appariement de bases
complémentaires. Par exemple, en transcription, lorsqu'une cellule utilise
lI'information dans un geéne, la séquence d'ADN est copiée dans une séquence
d'ARN complémentaire par l'intermédiaire de l'attraction entre I'ADN et les
nucléotides d'ARN corrects. Habituellement, cette copie d'ARN est ensuite
utilisée pour construire une séquence de protéine correspondante dans un

processus appelé traduction , qui dépend de la méme interaction entre les
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nucléotides d'ARN. En variante, une cellule peut simplement copier son
information génétique dans un processus appelé réplication de I'ADN; Ici,
l'accent est mis sur les interactions entre I'ADN et les autres molécules qui

interviennent dans la fonction du génome.
4. Génes et génomes

L'ADN génomique est étroitement et soigneusement emballé dans le
processus appelé condensation de I'ADN , pour s'adapter aux petits volumes
disponibles de la cellule. Chez les eucaryotes, I'ADN est situ¢ dans le noyau de
la cellule , avec de petites quantités dans les mitochondries et les chloroplastes .
Chez les procaryotes, 'ADN est maintenu dans un corps de forme irréguliere
dans le cytoplasme appelé nucléoide (23) .L'information génétique dans un
génome est contenue dans des geénes, et 1'ensemble complet de cette information
dans un organisme est appelé son génotype . Un gene est une unité de I'hérédité
et est une région de I'ADN qui influence une caractéristique particuliere dans un
organisme. Les génes contiennent un cadre de lecture ouvert qui peut étre
transcrit, et des séquences régulatrices telles que des promoteurs et des

amplificateurs , qui controlent la transcription du cadre de lecture ouvert.

Dans de nombreuses especes , seule une petite fraction de la séquence
totale du génome code pour la protéine. Par exemple, seulement environ 1,5%
du génome humain est constitué¢ d'exons codant pour des protéines, avec plus de
50% d'ADN humain constitué¢ de séquences répétitives non codantes (24). Les
raisons de la présence de tant d' ADN non codant dans les génomes eucaryotes
et les différences extraordinaires dans la taille du génome , ou valeur-C , entre
les especes, représentent un puzzle de longue date connu sous le nom « énigme

valeur C » (25). Cependant, certaines séquences d'ADN qui ne codent pas les

14



protéines peuvent encore coder pour des molécules ARN fonctionnels non

codants, qui sont impliquées dans la régulation de 1'expression des genes (26).

T7 ARN polymérase (bleu) produisant un ARNm (vert) a partir d'une matrice d'ADN
(orange) (27).

Certaines séquences d'ADN non codantes jouent un role structurel dans les
chromosomes. Les télomeres et les centromeres contiennent généralement peu
de génes mais sont importants pour la fonction et la stabilit¢ des chromosomes
(28). Une forme abondante d'ADN non codant chez les humains est des pseudos
genes , qui sont des copies de genes qui ont été désactivés par mutation (29).
Ces séquences ne sont généralement que des fossiles moléculaires , bien qu'elles
puissent parfois servir de matériel génétique brut pour la création de nouveaux

genes a travers le processus de duplication et de divergence des genes (30) .
5. Transcription et traduction

Un gene est une séquence d'ADN qui contient des informations génétiques
et peut influencer le phénotype d'un organisme. Au sein d'un geéne, la séquence
de bases le long d'un brin d'ADN définit une séquence d'ARN messager , qui
définit alors une ou plusieurs séquences protéiques. La relation entre les

séquences nucléotidiques des geénes et les séquences d'acides aminés des
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protéines est déterminée par les régles de traduction , connues collectivement
sous le nom de code génétique . Le code génétique consiste en des «mots» a

trois lettres appelés codons formés a partir d'une séquence de trois nucléotides

(par exemple, ACT, CAG, TTT).

En transcription, les codons d'un géne sont copiés dans I'ARN messager par
I'ARN polymérase . Cette copie d'ARN est ensuite décodée par un ribosome qui
lit la séquence d'ARN en appariant 'ARN messager par transfert de base , ce qui
porte des acides aminés. Comme il y a 4 bases en combinaisons de 3 lettres, il y
a 64 codons possibles (4 ° combinaisons). Ceux-ci codent pour les vingt acides
aminés standards , donnant a la plupart des acides aminés plus d'un codon
possible. Il existe ¢galement trois codons «stop» ou «non-sens» signifiant la fin

de la région codante; ce sont les codons TAA, TGA et TAG.
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Réplication de I'ADN. La double hélice est déroulée par une hélicase et une topo
isomérase . Ensuite, une ADN polymérase produit la premiére copie de brin . Une autre
ADN polymérase se lie au brin retardant . Cette enzyme produit des segments

discontinus (appelés fragments d'Okazaki ) avant que I' ADN ligase ne les relie.
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6. Réplication

La division cellulaire est essentielle a la croissance d'un organisme, mais,
quand une cellule se divise, elle doit répliquer ' ADN dans son génome de sorte
que les deux cellules filles aient la méme information génétique que leur parent.
La structure double-brin de 1'ADN fournit un mécanisme simple pour la
réplication de I'ADN . Ici, les deux brins sont séparés puis la séquence d'ADN
complémentaire de chaque brin est recréée par une enzyme appelée ADN
polymérase . Cette enzyme construit le brin complémentaire en trouvant la base
correcte par appariement de bases complémentaires et en le liant sur le brin
d'origine. Comme les ADN polymérases peuvent seulement étendre un brin
d'ADN dans une direction 5 'vers 3', différents mécanismes sont utilisés pour
copier les brins antiparalleles de la double hélice (31). De cette facon, la base sur
le vieux brin dicte quelle base apparait sur le nouveau brin, et la cellule finit

avec une copie parfaite de son ADN.

7. Histoire de la recherche sur I'ADN

James Watson et Francis Crick (a droite), co-auteurs du modéle en double hélice, avec

Maclyn McCarty (a gauche).
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Croquis au crayon de la double hélice d'ADN par Francis Crick en 1953

L'ADN a été isolé pour la premiére fois par le physicien suisse Friedrich
Miescher qui, en 1869, a découvert une substance microscopique dans le pus des
bandages chirurgicaux jetés. Comme il résidait dans les noyaux des cellules, il
I'appelait "nucléine" (32,33). En 1878, Albrecht Kossel a isolé¢ le composant
non-protéine de "nucléine", acide nucléique, et a isolé plus tard ses cinq nucléo
bases primaires (34,35). En 1919, Phoebus Levene a identifié la base, le sucre, et
le phosphate de l'unit¢ de nucléotide (36). Levene a suggéré que 1I'ADN
consistait en une chaine d'unités nucléotidiques reliées entre elles par les
groupes phosphate. Levene pensait que la chaine était courte et les bases
répétées dans un ordre fixe. En 1937, William Astbury a produit les premiers
modeles de diffraction des rayons X qui ont montré que 1'ADN avait une

structure réguliere (37).
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En 1927, Nikolai Koltsov a proposé que les traits hérités soient hérités par
une «molécule héréditaire géante» composée de «deux brins miroirs qui se
répliqueraient de manic€re semi-conservatrice en utilisant chaque brin comme
modele» (38,39). En 1928, I’expérience de Frederick Griffithdans a découvert
que les traits de la forme "lisse" de Prneumocoques pourraient étre transférés a la
forme "rugueuse" des mémes bactéries en mélangeant des bactéries "lisses"
tuées avec la forme '"rugueux" vivant ". Ce systtme a fourni la premicre
indication claire que I'ADN porte l'information génétique - I'expérience Avery-
MacLeod-McCarty - quand Oswald Avery, avec ses collégues Colin MacLeod
et Maclyn McCarty, a identifi¢ ' ADN comme le principe de transformation en
1943 (40). Le role de I'ADN dans I' hérédité a été confirmé en 1952 lorsque
Alfred Hershey et Martha Chase dans I' expérience Hershey-Chase ont montré
que I'ADN est le matériau génétique du phage T2 (41) .

A la fin de 1951, Francis Crick a commencé a travailler avec James Watson
au Laboratoire Cavendish de 1I'Universit¢ de Cambridge . En 1953, Watson et
Crick ont suggéré ce qui est maintenant accept¢ comme le premier modele
correct de structure d'’ADN en double hélice dans la revue Nature(l1). Leur
mode¢le moléculaire d'ADN en double hélice était alors basé sur une image de
diffraction des rayons X (appelée " Photo 51 ") (42) prise par Rosalind Franklin
et Raymond Goslingen mai 1952, et l'information que les bases d'ADN sont
appariées. Le 28 février 1953, Crick interrompit I'heure du déjeuner de son
patron au pub The Eagle a Cambridge pour annoncer que lui et Watson avaient

"découvert le secret de la vie" (43).
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Des preuves expérimentales soutenant le modele de Watson et Crick ont été
publiées dans une série de cinq articles dans le méme numéro de Nature (44).
Parmi ceux-ci, l'article de Franklin et Gosling fut la premiére publication de
leurs propres données de diffraction des rayons X et de leur méthode d'analyse
originale qui soutenait en partie le modele de Watson et Crick (45,46) ; ce
numéro contenait également un article sur la structure d'ADN par Maurice
Wilkins et deux de ses collégues, dont I'analyse et les modeles de rayons X de
I'ADN B in vivo ont également soutenu la présence in vivo des configurations
d'ADN double hélice proposé par Crick et Watson pour leur modele moléculaire
double-hélice de 'ADN dans les deux pages précédentes de Nature (47) . En
1962, aprés la mort de Franklin, Watson, Crick et Wilkins ont recu
conjointement le prix Nobel de physiologie ou de médecine (48).les prix Nobel
sont attribués uniquement aux bénéficiaires vivants. Un débat se poursuit sur qui

devrait étre crédité de la découverte (49).

Dans une présentation influente en 1957, Crick exposait le dogme central
de la biologie moléculaire , qui prédisait la relation entre 'ADN, 1'ARN et les
protéines, et articulait «I'hypothése de 1'adaptateur» (50). La confirmation finale
du mécanisme de réplication impliqué par la structure en double hélice suivie en
1958 par l'expérience Meselson-Stahl (51). D'autres travaux de Crick et ses
collegues ont montré que le code génétique était basé sur des triplets de bases
non-chevauchants, appelés codons, permettant a Har Gobind Khorana , Robert
W. Holley et Marshall Warren Nirenberg de déchiffrer le codegénétique (52).

Ces résultats représentent la naissance de la biologie moléculaire (53).
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ITI. Le séquengage
de CADN
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Un document historique publi¢ par Frederick Sanger en 1977 a présenté
une technique de séquengage de 'ADN qui allait devenir 1'étalon-or pour les 30
prochaines années (54). La méthode originale de séquencage de I'ADN du
terminateur didéoxy a été mise en ceuvre avec une ¢lectrophorése sur gel
automatisée et une chimie de terminaison fluorescente, initialement sur gel en
plaque et plus tard sur des systémes a base de gel capillaire (55). La plupart des
améliorations technologiques de cette méthode ont eu lieu lors du projet du
génome humain (HGP) qui a été lancé en 1990 et au cours des 13 prochaines
années, dans un effort international a séquencé le premier génome humain
complet a un cofit proche de trois milliards de dollars (56). Simultanément, une
entreprise privée concurrente a également séquencé un génome humain. En
2001, les premiers résultats de cet effort gargantuesque ont €té publiés (57), et
en 2004 la séquence finie a été publiée (58). Le projet du génome humain a
prouvé que le séquencage complet du génome (WGS) pouvait étre réalisé, mais
a un colt prohibitif a effectuer de facon réguliére. Un effet du HGP a été une
révolution technologique et l'arrivée de ce qu'on appelle le séquengage de
prochaine génération (NGS). Le but de ces technologies était de réduire le
temps, 'effort et le colit de WGS a un niveau ou le génome humain pourrait étre
séquencé de fagcon routiniere pour la recherche et les applications cliniques.
Aujourd'hui, nous pouvons distinguer au moins quatre générations avec des
caractéristiques distinctes. La transition du séquengage d'ADN de premiere
génération a la deuxiéme génération a été perturbante, avec une production
augmentant de plus de 5 ordres de grandeur et une baisse des cofits de plus de 5
ordres de grandeur. Avec les systémes de séquencage de 2¢me génération
actuels, le WGS d'un génome humain a 30* de couverture peut étre atteint en 10

jours pour un colt inférieur a 10 000 $.
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Le développement technologique continue de faire baisser le colit des WGS
humains en dessous de 1000 $. L'incitation supplémentaire de la Fondation X
Prize qui s'est engagée a attribuer 10 millions de dollars a la premiére équipe qui
séquence avec précision le génome entier de 100 sujets en 30 jours pour 1000 $
ou moins par génome a accentué l'intensité des développements technologiques
dans le domaine (http: // genomics.xprize.org/). L'objectif central du séquencgage
de 2¢éme génération est de développer des systémes trés bon marché et tres
rapides avec pour objectif principal de générer de gros volumes de séquences.
En raison de la nature de la chimie, une séquence du génome se compose de
milliards de fragments courts entre 70 et 400 bases de long, ce qui est un
inconvénient et est traité par calcul. La qualité et la quantité des données sont
des problemes majeurs car les systémes produisent maintenant 60 G Bases de
séquences par jour sur un seul séquenceur d'ADN. En conséquence, le calcul
pour l'analyse des données est ce qui fait le plus peser sur le séquencgage de
2¢me génération. L'augmentation de la production de données ne fera
qu'accentuer ce probléme et de nouvelles méthodes de traitement de cette
quantit¢ de données sont en cours d'¢laboration. On peut s'attendre a ce que les
techniques qui seront disponibles a l'avenir fourniront une séquence avec des
caractéristiques nettement différentes de celles de la 2e génération actuelle. Il est
¢galement probable que des outils supplémentaires et raffinés pour certaines
applications de séquencage seront nécessaires pour compléter les données

produites a l'aide de séquenceurs de deuxieme génération.

Méme si le séquencage de deuxiéme génération n'est pas une ancienne
technologie, on annonce des systemes de troisiéme génération qui sont a

nouveau perturbateurs. L'Union européenne a réalis¢ que de nombreux
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problémes dans le domaine du séquencgage de I'ADN doivent étre résolus et un
projet européen intitulé READNA (Approches et outils de conversion pour
l'analyse des acides nucléiques) a été financé avec 12 millions d'euros pour
développer de nouvelles technologies d'analyse des acides nucléiques. La revue
présentera les technologies de 3éme et 4éme génération qui sont développées

dans le cadre de ce projet innovant.
1. Caractéristiques des générations de séquencage de I' ADN

Il existe au moins quatre générations de méthodes de séquencage de 'ADN
qui peuvent étre classées selon les principales caractéristiques distinctives
(tableau 1). D'autres classifications sont utilisées, cependant, nous nous
concentrons sur des caractéristiques particulieres pour cette classification qui

rendent la catégorisation claire.
1.1. Séquencage de 1ére génération

Pour le séquencage de lere génération, des échelles de fragments de la
séquence sont générées soit par extension enzymatique d'une amorce hybridée a
un pool de molécules modeles et en introduisant des terminaisons T, C, G ou A
spécifiques le long du modele (54). Alternativement, des clivages spécifiques a
la base ont été introduits dans une méthode congue par Maxam et Gilbert (59).
Les échelles a fragments sont séparées par ¢électrophorése sur gel. Les produits
sont soit révélés par un marquage radioactif et une exposition a un film ou par
lI'introduction de colorants fluorescents dans la réaction de terminaison et
I'imagerie par fluorescence. Ceci est maintenant réalisé au cours d'une séquence

de séquengage en temps réel.

24



Figurel : Séquenceur de 1 ére génération

1.2. Séquencage de 2éme génération

Un changement de paradigme sous-tend le s€équencgage de 2éme génération
(60). Des modeles d'ADN clonal individuels sont générés et tous séquencés en
paralléle en utilisant des micros fluidiques. Les réactions de séquencgage sont
réalisées avec des cycles d'additions de bases et d'imagerie. Pour déterminer la
séquence, des images consécutives sont superposées et des bases sont appelées
aux positions de toutes les molécules modéles. Les additions de base peuvent
étre réalisées par polymérisation ou ligature de 'ADN et la visualisation se fait
par chimiluminescence (Chimie de pyroséquengage utilisée dans l'instrument
Roche FLX), fluorescence (Illumina et Life Technologies 5500) ou avec des
changements de pH (dans l'instrument Ion Torrent). Les caractéristiques clés du
séquengage de 2éme génération sont l'utilisation de nombreux modeles clonaux
en parallele et un processus de détermination de séquence utilisant la réplication

enzymatique.
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EXETER

Figure2 : Séquenceurs de 2¢éme génération

1.3. Séquencage de 2.5 génération

Le séquenceur SMRT de Pacific Biosciences est parfois appelé séquenceur

de 3éme génération, mais il satisfait aux mémes caractéristiques que les
instruments de séquengage de 2¢éme génération en ce que les molécules clonales
individuelles sont séquencées en utilisant un systeme de réplication de modele
enzymatique (61). Cependant, il rompt avec le concept de réseau aléatoire des
systetmes de «deuxiéme génération» «traditionnels». Le systéme enzymatique
polymérase est positionné au fond des puits des guides d'ondes en mode zéro

(62). Les molécules d'ADN mode¢le sont capturées et l'incorporation de base est
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surveillée par clivage du pyrophosphate li¢ au colorant fluorescent dans la

fenétre d'observation limitée en volume.

Figure3 : Le séquenceur SMRT de Pacific Biosciences

1.4. Séquencage de 3éme génération

La troisiéme génération est définie par la lecture directe des molécules
individuelles. Aucun systéme enzymatique de réplication n'est utilis¢ pour
identifier la séquence. Les séquenceurs nano pores (décrits ci-dessous) en sont

des exemples.
1.5. Séquencage de 4éme génération

La quatriéme génération est une méthode qui est actuellement encore tres
expérimentale. Il définit la réalisation d'une expérience de séquencage en
contexte, telle que I'ADN de cellules individuelles dans une coupe histologique,
donc dans leur contexte. Les applications de cette méthode seraient
l'interrogation de séquences d'ADN définies telles que celles qui sont
susceptibles d'avoir subi une mutation somatique, plutot que la génération de

séquences completes de chaque cellule.

27



2. Dispositifs de séquencage d'ADN de 2eme et 2.5 génération (63)

2.1. Dispositifs de séquencage d'ADN de 2éme génération qui ont

réussi

Le premier instrument a atteindre le marché était de 454 Corporation (64).
Ce systeme utilise une PCR en émulsion avec des oligonucléotides attachés a
des billes pour l'amplification clonale. La réaction de séquencage est réalisée en
utilisant la chimie de pyroséquencage développée a l'origine par Ronaghi et al.
(65-67). Pour cette méthode, les bases sont ajoutées une a la fois. La libération
de pyrophosphate est convertie en luminescence. La quantit¢ de lumiere émise
correspond au nombre de bases incorporées de ce type (T, C, G ou A). 454
Corporation a ensuite €¢té achetée par Roche et le systéme a évolué vers la Roche
GS FLX et une version miniaturisée appelée Roche GS FLX junior. Le
deuxiéme systéme a atteindre le marché était le systetme 1G de Solexa (68). Ce
systtme utilise la PCR en pont pour l'amplification clonale avec des
oligonucléotides greffés en surface et l'extension d'une seule base d'amorce
(également appelée SBE) pour le séquencgage. Solexa a fusionné avec Illumina et
le systéme a évolué vers I'lllumina HiSeq 2500, avec lequel un génome humain
peut étre séquencé a 30 * en un peu plus d'une journée. Récemment, Illumina a
sorti l'instrument de table MiSeq qui offre des temps d'exécution plus courts
pour des volumes de données plus faibles. Le troisiéme systéme, le SOLID a été
publi¢ par Applied Biosystems en 2007 (69). Dans ce systeme, la PCR en
émulsion est combinée avec la ligature oligonucléotidique pour la détermination
de la séquence. Apres une fusion avec Invitrogen, le systéme est devenu le Life

Technologies 5500. Life Technologies a récemment acquis Ion Torrent qui a
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développé un systeme de séquengage de 2e génération avec un systeme de

détection innovant (voir ci-dessous).

2.2. Dispositifs de séquencage d'ADN de 2e génération qui n'ont

jamais réussi

Il y a plusieurs systémes de séquencage d'ADN de 2¢me génération qui
n'ont pas réussi. Le séquengage des polynomes a été implémenté dans un

'

dispositif " open source " appelé le Polonator (70). Les concepts sous-jacents
sont similaires a la ligature oligonucléotidique du systéeme SOLIiD utilisée pour
la réaction de séquencage (71). L'Heliscope d'Helicos était un dispositif qui
n'appliquait pas l'amplification clonale, mais capturait seulement les molécules
d'ADN individuelles a la surface d'une lame de verre (72). Le séquencage a été
réalis¢é par une extension d'amorce a base unique. Pour contourner les
incorporations de base erronées qui entrainent des erreurs de séquencage si des
molécules isolées sont analysées, le cycle de séquencage complet est répéte,
générant ainsi deux fois la séquence pour chaque molécule d'ADN matrice. Les
différences entre les deux exécutions sont des erreurs de séquencement qui ne
sont pas utilisées pour le traitement en aval. Tous ces systémes utilisent la
détection optique du processus de séquengage avec un systeme d'imagerie a

haute résolution, suivi par un traitement d'image pour déterminer toutes les

séquences individuelles d'une série.
2.3. Méthodes de détection innovantes

Récemment, des systémes de séquencage d'ADN de deuxiéme génération
sont apparus utilisant des systemes de détection alternatifs. lonTorrent utilise

une incorporation de base enzymatique, une a la fois, similaire au systéme
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Roche FLX. Les incorporations de base réussies sont déterminées par les
changements de pH dus a la libération de H + pendant I'incorporation de la base.
Un microsystéme avec plusieurs capteurs de pH en paralléle est utilisé pour
détecter les bases. Complete Genomics utilise un schéma d'amplification
aléatoire pour la préparation des échantillons. Les matrices de clones sont
capturées avec un systeme sonde-ancre et les séquences sont déterminées en
utilisant la ligature oligonucléotidique (73). Complete Genomics ne vend pas ses
systemes mais les utilise exclusivement pour effectuer le séquencage de service.
Pacific Biosciences a développé une technologie qui va au-dela du séquencage
de 2eme génération et de ce que nous avons appelé la génération 2.5. Dans cette
technologie, une ADN polymérase est greffée au fond d'un micro puits. La
détection se fait par le bas en tirant parti d'un principe physique quantique. Le
diameétre du micro puits ne permet pas a la lumiere de pénétrer profondément
dans le puits (guides d'onde de mode zéro) et limite ainsi le volume d'irradiation
(62). L'entrée de la lumicre dans le puits est suffisamment profonde pour exciter
le systéme de séquengage, mais pas les autres composants (fluorescents) qui sont
en solution. Une molécule d'ADN mode¢le est capturée par ' ADN polymérase
attachée au fond du puits. L'incorporation des nucléotides est suivie par la
fluorescence suivante qui est liée au pyrophosphate qui est clivé du nucléotide
dans la réaction de polymérisation. L'incorporation est suivie en temps réel.
Cette technologie permet de séquencer de trés longues bandes d'ADN. Des
longueurs de lecture de plusieurs kb ont été rapportées. Il y a quelques années,
Life Technologies a annoncé qu'elle développait une technologie similaire, sauf
qu'elle n'utilisait pas les guides d'onde a mode zéro, mais qu'elle utilisait plutot
des nano cristaux et un systtme FRET. Cependant, ce systéme tres intéressant

n'a pas encore atteint le marché.
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2.4. L'analyse des données
D¢éfis d'analyse de données associ€s a la 2e génération de s€quencage

Les défis d'analyse de données associés aux résultats de séquencgage de
deuxiéme génération ont trois composantes principales: (1) Appels de base, (2)
Alignement et (3) Appel de variantes. Pour la plupart des systémes, 1'appel de
base est étroitement i€ au systeme de séquencage et est effectu¢ a l'aide d'un
logiciel fourni par le fournisseur du dispositif de séquengage. L'alignement est
une stratégie qui est choisie lorsque I'échantillon en cours d'examen a une
séquence de référence. Les séquences produites sont comparées a la séquence de
référence et la position la plus probable dans le génome pour une lecture donnée
est déterminée. Les séquences qui se lient uniquement au génome et ne
présentent pas de discordances par rapport a la référence sont les plus faciles a
positionner. Evidemment, les séquences qui différent d'un degré acceptable de la
référence sont les plus intéressantes car elles sont utilisées pour identifier la
variabilité. Il y a une batterie de différents outils qui ont été développés pour
faire I'alignement, pour entrer dans les détails des avantages et des inconvénients
peut exploser cette revue. Ce qu'il faut dire, c'est qu'il y a quatre critéres
d'équilibrage dans un aligneur, (a) est-ce qu'un aligneur est déterministe ou non,
(b) est-il exhaustif, (¢) quel pourcentage de lectures est-il capable de mapper a
une référence? (d) quel effort de calcul est requis pour le faire. L'appel de
variantes est intimement li€¢ a l'alignement. Plus I'alignement est fiable, plus la
tache de l'appel de variante est facile. Encore une fois, il existe plusieurs
variantes appelants disponibles et les détailler irait trop loin. De nos jours, la
plupart des aligneurs parviennent assez bien a identifier des variants de

nucléotides simples et de petits indels. Cependant, 1'identification d'indels plus
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importants et de variantes structurelles est plus exigeante et les logiciels pour ce
faire sont encore soumis a de nombreux changements. Il est crucial, en termes
d'effort de calcul, que 1'étape d'alignement soit celle qui nécessite le plus de

ressources de calcul.

Les stratégies d'alignement reposent sur I'hypothése que la position la plus
proche de la référence est l'endroit correct pour une séquence lue. Dans de
nombreux cas, cela sera correct. Cependant, il existe une probabilité résiduelle
que cela puisse €tre faux et que la position correcte soit a un endroit différent
dans le génome ou la correspondance est plus ¢éloignée. Evidemment, cela
influence les résultats. Une stratégie alternative a l'alignement est I'assemblage
de séquence de novo. Plusieurs logiciels pour l'assemblage de novo a partir de
lectures courtes de séquenceurs de 2¢éme génération ont été présentés.
Cependant, ces approches nécessitent des architectures matérielles qui ne sont
pas des produits et du temps de calcul, une sophistication requise et des efforts
considérables. Beaucoup de développement est en cours dans ce domaine. Des
stratégies utilisant une combinaison d'alignement et d'assemblage de novo
pourraient également étre bénéfiques. Dans tous les cas, lorsque la troisieme
génération deviendra disponible avec différentes caractéristiques de lecture, les
stratégies d'analyse des données devront étre adaptées. Ils ne seront pas

nécessairement plus exigeants que pour le séquengage de 2¢me génération.
3. Séquencage de 3éme génération — nano pores

Les seuls systemes notables répondant aux critéres que nous avons définis
ci-dessus pour le séquengage des acides nucléiques de 3¢me génération sont les

nano pores. Les méthodes montrées a ce jour mesurent directement la molécule
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d'ADN sans avoir besoin de la soumettre a un systéme de réplication

enzymatique.

NANOPORE.

ka|l1 |k

WMInION

Figure 4 : Séquenceur ONT

3.1. Introduction aux technologies nano pores :

Le principe général du séquencage d'ADN a base de nano pores est
extrémement simple et a ét¢ démontré pour la premiere fois en 1996 (74).
Essentiellement, le systéme consiste en un nano pore incorporé dans une
membrane (biologique ou synthétique) immergée dans une solution saline. Un
courant est appliqué au systéme qui entraine les ions a travers le nano pore.
L'arrivée d'une biomolécule chargée telle qu'une base d'ADN créera une
résistance dans le flux d'ions qui conduira a des changements dans le courant
¢lectrique qui peut étre mesuré. Des molécules de taille différente bloquent le
nano pore par un degré différent et pour un temps différent (75). Si les quatre
bases d'ADN (T, C, G et A) peuvent étre distinguées lorsqu'elles traversent le
nano pore, cela permettrait de mesurer une séquence d'ADN. En substance, le
principe mis en évidence ci-dessus pointe vers une méthode capable de lectures

d'ADN a lecture longue (> 2 kb) (76). La clé du prix du séquencage des nano
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pores est la taille nanométrique de ces pores, la possibilité de parallélisation et le

faible colit des consommables (77).

Actuellement, deux voies principales sont poursuivies pour le séquengage
des nano pores, la premicre est l'utilisation de nano pores biologiques et la
seconde est l'utilisation de nano pores a I'état solide (78). Ci-dessous l'accent est
mis sur les nano pores biologiques que les entreprises tirant parti des nano pores
biologiques envisagent de commercialiser des plates-formes de séquengage nano

pores en 2012 et 2013 (Oxford Nanopore Technologies (ONT) et Genia).

Actuellement, les nano pores biologiques ont la haute main car deux
articles ont €té publiés qui prouvent que le séquengage de 'ADN est possible en
utilisant soit un pore a-hémolysine (79) soit un pore MsPA (77). L'avantage des
nano pores biologiques est qu'ils ont une taille bien définie, peuvent étre
modifiés trés facilement et produits en masse restant homogene en taille et en
structure. Dans les expériences de nano pores d'a-hémolysine, il faut noter que
pour obtenir un systéme entierement fonctionnel capable de discriminer chacune
des quatre bases d'ADN, le nano pore doit étre génétiquement modifié et en plus
une molécule adaptatrice importante pour ralentir la translocation des bases
d'ADN a travers le nano pore devait étre fixé de maniére non covalente dans le
pore (80). Essentiellement, des expériences de mutagénese ont conclu qu'une
mutation spécifique au sein du béta-baril était nécessaire pour obtenir une
discrimination de base. Il décrit que 1'attachement d'un dérivé de cyclo dextrine
(CD) était essentiel pour la détection continue des bases circulant a travers le
nano pore artificiel (81), en particulier la séparation optimale des bases a été
obtenue en attachant le CD au résidu cystéine L135C dans le canon béta du pore

(82). Les conditions pour la construction d'hémolysine / CD modifiée ont été
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optimisées pour les conditions requises par 1'exonucléase pour étre actives tout
en maintenant la capacité de discrimination de base. En fin de compte, un
équilibre a été recherché entre la tension appliquée et la concentration en sel
utilisée pour s'assurer que l'exonucléase fonctionne correctement et que la
majorité des bases d'ADN circulent a travers le pore (pour éviter les doubles
lectures de bases) a une vitesse non trop rapide pour permettre la détection de
molécules individuelles. Le papier MspA utilise les mémes concepts généraux
mais tire parti du plus petit site de constriction dans le pore MspA (diamétre 1,2
nm et longueur 0,5 nm) comparé a I’a-hémolysine (diamétre 1,5 nm et longueur
5 nm) qui montre un meilleur potentiel de discrimination entre les bases. Un
inconvénient de la méthode est que les molécules d'ADN double brin sont
utilisées pour bloquer la translocation des molécules d'ADN (par rapport a
l'utilisation de la molécule CD dans le travail d'a-hémolysine), 'ADN doit donc
étre converti de fagon a séparer les nucléotides monocaténaires doivent étre
mesurés, ce qui entraine une forte préparation de pré-séquencage de 1'ADN.
Cependant, dans un développement récent, l'intégration de I'ADN polymérase de
bactériophage (DNAP) phi29 dans le pore agit comme un moteur pour tirer le
modele monocaténaire a travers 'ouverture d'un nucléotide a la fois, permettant
a un signal distinct d'étre généré et chacun des nucléotides peut tre mesuré (83).
Un résultat similaire a été publié¢ en utilisant le phi29 avec le pore a-hémolysine

et ce travail a été autorisé par 'ONT (84).

En ce qui concerne les nano pores a 1'état solide, le graphéne est un
matériau qui pourrait étre utilisé dans le futur (85), bien que dans un article
crucial de Hagan Bayley, il reste encore du chemin a parcourir avant que les

nano pores solides et en particulier le graphéne une étape ou ils peuvent étre
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utilisés pour séquencer réguliecrement I'ADN. Il convient de mentionner que la
technologie des nano pores a 1'état solide produira des pores plus stables, dont la
longueur et le diametre peuvent étre controlés, possédent des propriétés de
surface ajustables et présentent un plus grand potentiel d'intégration dans les

dispositifs que des matrices biologiques (86).

A la veille de la commercialisation de deux systémes nano pores (Oxford
Nanopore Technologies et Genia Technologies, Inc.), il semble que de
nombreux défis technologiques ont été résolus, Bien que les résultats attendus
du séquencage de I'ADN soient la seule fagon de décider si le défi des nano
pores a été fissuré, il faudra encore quelques années pour avoir un systeéme de

séquengage de I'ADN qui offre le type de données requis par les chercheurs.
3.2. Acteurs commerciaux clés du séquencage nano poreux

Avant de se concentrer sur READNA et son partenaire ONT, voici une
courte compilation d'entreprises développant des plateformes de séquengage

nano pores.

Genia Technologies Inc. * - Séquencage de nanopores a l'aide de nano
pores biologiques et contrdle électronique pour la détection du pyrophosphate
marqué issu d'un nucléotide triphosphate lors de la réplication avec une

polymérase fixée a I'entrée du nano pore (date de diffusion: 2013).

IBM / Roche * - Le séquencage nano pore a l'aide de nano pores a 1'état
solide et le controle électronique déplace I'ADN a travers des nano pores
intégrés dans une puce de silicium et la détection du courant de tunnel

¢lectronique (pas de date de diffusion).
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NABsys Inc. * - Le séquengage de nano pores utilisant des nano pores a
I'état solide et le contrdle ¢lectronique déplace I'ADN avec des sondes
oligonucléotidiques hybridées a travers des nano pores incorporés dans une puce
de silicium et la détection du courant ionique (aucune date de diffusion).

"

NobleGen Biosciences Inc. * - Plateforme " Optipore " - Nanopores Le
séquengage a l'aide de nano pores a 1'état solide et le controle électronique
déplacent le gabarit d'ADN synthétique avec des balises oligonucléotidiques
hybridées a travers des nano pores dans une puce de silicium, déplacant les

balises et détectant par fluorescence.

Oxford Nanopore Technologies * - Le séquengage des nano pores a l'aide
de nano pores biologiques et d'une enzyme de processus déplace 'ADN a travers

des nano pores incorporés dans une bicouche lipidique et la détection du courant
ionique (2012).

4. READNA et séquencage d'ADN

4.1. Apercu de READNA

Le projet «Approches et dispositifs révolutionnaires pour l'analyse des
acides nucléiques» READNA est un projet financé par le cadre de 'UE 7 qui a
débuté le ler juin 2008. Le consortium READNA comprend des projets visant a
accélérer de nouvelles technologies de séquengage d'ADN révolutionnaires et
des méthodes pour améliorer les méthodes d'analyse des acides nucléiques
existantes. Des informations sur tous les développements de READNA peuvent
étre trouvées sur (http://www.cng.fr/READNA). Le but ultime sera de faire
progresser les technologies permettant le séquencage d'un génome humain entier
pour 1000 $ en moins d'une journée. Ici, nous allons nous concentrer sur une
technologie de séquencage d'ADN de 3¢éme génération qui a été développée par
Oxford Nanopore Technologies au sein de READNA.
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4.2. Séquencage de nano pores d'Oxford (séquencage
d'exonucléases nano poreuses et séquencage de brins de nano

pores) - Séquencage de 3eme génération

Les technologies Nanopore sont développées par plusieurs partenaires
READNA. Nous nous concentrerons ici sur les efforts de deux partenaires
READNA, Oxford Nanopore Technologies (ONT) et 1'Universit¢ d'Oxford
(Professeur Hagan Bayley, ¢galement cofondateur de 'ONT).

Oxford Nanopore Technologies (ONT) poursuit deux types différents de
technologie de 'ADN de troisieme génération basée sur l'utilisation de nano
pores pour séquencer I'ADN, a l'aide d'un nano pore d'exonucléase et d'un
séquengage direct des brins. En février 2012, a 'occasion de la réunion annuelle
Advances in Genome Biology & Technology a Marco Island, 'ONT a annoncé
sa nouvelle plate-forme ADN " GridION " et présent¢ en méme temps une
version jetable de la méme plate-forme. 'Min ION'. La plate-forme MinlON a
suscité beaucoup d'intérét car lorsqu'elle sera commercialisée, elle deviendra le
premier séquenceur jetable miniaturisé aussi petit qu'une clé USB et le cofit sera
d'environ 900 $. L'ONT prévoit commercialiser la «premiére génération» de sa

GridION et de sa MinlON auprés d'un nombre restreint de clients.
4.2.1. Séquencage d'exonucléase de nanopores

Dans la premi¢re méthode, une molécule d'ADN est capturée par une
exonucléase processive qui est attachée de mani¢re covalente a l'entrée du
nanopore. L'exonucléase clive 'ADN base par base et le laisse tomber dans le
nano pore. Les bases sont identifiées lorsqu'elles atteignent un confinement dans

un nano pore d'a-hémolysine a une vitesse assurant une résolution de base
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unique. La vitesse de translocation des bases d'ADN voyageant a travers un
nano pore de 5 nm a été un probléme majeur dans le passé car la résolution de
base unique n'était pas réalisable. Essentiellement, un nano pore d'une longueur
de 5 nm aura entre 10 et 15 nucléotides traversant le nano pore a un moment
donné (76). En outre, la vitesse de translocation est de I'ordre de 1 nucléotide par
ms, ce qui est trop rapide pour résoudre une base individuelle. Pour atteindre la
détection de base unique, la vitesse doit étre de 1'ordre de 1 nucléotide / ms. Une
facon de ralentir le débit est d'utiliser des adaptateurs non covalents et en
particulier la cyclo dextrine (CD) a été l'adaptateur le plus efficace en
combinaison avec le pore de protéine a-hémolysine congu et utilisé par ONT, un
autre est l'adaptation de la concentration en sel (87). La découverte historique
publiée par Clarke et al. montre que CD a ¢ét¢ attaché a des cystéines spécifiques
dans le nano pore pour réaliser l'identification de base (79). Les bases sont
clivées par l'exonucléase et entrent immédiatement en contact avec l'adaptateur
CD, se liant brievement avant de se déplacer sur et a travers le nano pore en
raison d'une différence de concentration en sel. La liaison temporaire crée un
événement de perturbation qui est lu par une puce €lectronique associée au nano
pore permettant de déterminer l'ordre des bases en raison d'un changement de
courant. Les différences de courant sont telles que le systéme est capable de
différencier les quatre bases d'/ADN A, G, C et T et en plus le systéme est
capable de distinguer les bases méthyl cytosine qui sont importantes dans
l'analyse de la méthylation de 'ADN (79). Bien que ce soit une preuve de
principe que les nano pores dans les bonnes conditions (modifications du pore,
ajout d'un adaptateur, modification de la concentration en sel et contrdle de la
température) puissent distinguer les quatre bases, d'autres développements

seront nécessaires 'aréne commerciale. De plus, le débit exigera des réseaux de
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ces nano pores pour s'assurer que le séquencage des nano pores répond aux
attentes actuelles d'une séquence compléte du génome humain en une seule

journée.
4.2.2. Séquencage de brin de nano pores

La deuxiéme méthode en cours de développement par ONT est le
séquengage des brins de nano pores. La différence majeure avec le s€quengage
des exonucléases nano pores est qu'au lieu d'individualiser les bases en utilisant
une enzyme exonucléase pour la détection par le nano pore, la molécule d'ADN
est rendue monocaténaire et transloquée a travers le nano pore. Le probléme qui
doit étre résolu pour que cette approche fonctionne pour le séquencgage est la
résolution d'une base individuelle dans le nano pore. La taille du nucléotide par
rapport a la taille du nano pore résulte en plusieurs bases se trouvant dans la
zone de constriction du nano pore et le courant est bloqué par un groupe de
bases. Lorsque le brin d'ADN transloque a travers les nano pores, il doit étre
traduit en séquence. ONT ont publiquement présenté qu'ils ont réussi a utiliser
cette approche pour séquencer | phage, en déconvoluant les changements de
courant a travers le nanopore en utilisant un algorithme de Viterbi. La méthode a
été privilégiée par ONT car elle est potentiellement plus rapide et plus précise
car chaque base est physiquement attachée a la précédente ce qui permet de lire
correctement l'ordre des bases. Le principal facteur limitant deviendra la
processivité de l'enzyme utilisée, mais si suffisamment de créneaux sont
disponibles, le débit dépassera certainement celui de toute autre plateforme de
séquencage actuellement disponible a un cott espéré de 1000 $ pour un génome
complet. Les ONT doivent encore publier les résultats du séquengage de 'ADN,

mais ont confirmé le séquencage d'un génome viral de 5 kb ayant un taux
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d'erreur d'appel de base de 4%. La sociét¢ vise a avoir un taux d'erreur
maximum de 2% lors de la commercialisation en 2012. Une caractéristique
impressionnante de cette technologie est que les lectures individuelles sont de
l'ordre de 10s de Kbases. Les données de ce type révolutionnent le séquengage

de I'ADN.

4.3. Séquencage in situ (séquencage des cellules individuelles) -

Séquencage de 4¢éme génération

Le séquencage de lere génération a prévalu pendant prés de 30 ans, la
2¢me génération se poursuit depuis 7 ans, la 3¢éme génération est proche et la
4¢me génération est déja a I'horizon. Les cellules voisines dans le contexte de la
tumeur ne sont pas identiques et il deviendra de plus en plus important de
pouvoir mesurer cela. Le groupe de Mats Nilsson a fourni des exemples
d'analyses de transcrits de nombreuses cellules différentes en parallele dans leur
contexte cellulaire (88). Ceci est une preuve de concept du séquencage de 4éme

génération.

4.4. Manipulation de chromosomes complets, techniques de

cartographie optique

En raison des procédures de préparation des échantillons utilisés dans le
séquengage de deuxiéme génération, les informations contextuelles sont
perdues. L'information haplotypique est particulicrement utile dans 1'assemblage
de nouveaux génomes, mais elle est également importante pour les problémes
biologiques. La présence de deux variants mutants sur des chromosomes
identiques ou opposés est biologiquement pertinente. Les méthodes de

prédiction des haplotypes utilisent le contexte familial ou 1'inférence statistique.
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Dans les molécules d'ADN réorganisées aléatoires, telles qu'elles sont
rencontrées dans de nombreuses cellules tumorales, ces stratégies se
décomposent. Cependant, la détermination moléculaire est possible en utilisant
des méthodes telles que la cartographie optique (89). Au sein de READNA,
nous avons consacré beaucoup d'efforts aux techniques de manipulation des
molécules d'ADN individuelles et avons développé des systémes micro- et nano-
fluidiques pour les étirer et les rendre disponibles pour une étude plus

approfondie (90).

En conclusion, le séquengage de I'ADN a atteint un point ou il peut étre
appliqué de maniere holistique. Les transitions entre les générations de
méthodes de séquencage de I'ADN ont perturbé les changements dans les ordres
de grandeur de la production et les changements complets dans la nature du type
de séquence fourni par une méthode et la diminution spectaculaire des colts.
Alors que le séquengage d'ADN de premicre génération a prévalu pendant 30
ans, les derniéres années ont vu une vague de changements avec la 2¢me
génération et déja l'apparition de méthodes d'analyse des acides nucléiques de
3eme et 4éme génération. Chaque nouvelle génération n'a pas remplacé la
précédente. Il existe un chevauchement important de différentes méthodes qui
aident a compléter 1'ensemble d'outils requis pour 'analyse génomique compléte.
La recherche ou la question clinique a portée de main détermine le dispositif
optimal ou son utilisation. La deuxiéme génération qui est 1'état de 1'art actuel et
la méthodologie la plus répandue, par la nature de sa séquence (beaucoup de
lectures courtes) met une pression considérable sur les procédures de calcul et
d'analyse des données. Au fur et a mesure que nous avancons dans le

séquengage de 3¢me génération, avec des lectures plus longues, les demandes de
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calcul vont probablement diminuer. Cependant, en raison de l'augmentation de

la production globale, le traitement bio-informatique en aval des résultats

deviendra encore plus important. Les méthodes d'analyse des acides nucléiques

de quatriéme génération remettront en question les procédures de traitement de

I'i'mage et la résolution qu'elles peuvent atteindre.

TABLE 1
(Overview of sequencing methods and characteristics
Generation  Input  Template Nature of Sequencing chemsry  Detection Particularity Reference
enrichment  sequencing
template
Sanger sequencing 1d DA PCR Pood Primer axtengon, ddeory  Radioactivity, Usad for Human ~ Sanges [1]
erination lluprescence Genome Froject
Maam-Gilbert 1d DA Sufficient Pood Chemical base-spacific Radioactivity Mz Cilbest 6]
(e plale dleavage
required
454-Roche Ind DNA Emdgon PR Amplified Clone Priiries extension one Rea-time Pyiodequenting  Marqubies [11]
biase al & time chemiluminescence
Polonator Ind DNA Emdgon PR Amplified Clone Qligonuckotide ligation Fluorescence imaging Shendure [17]
Solexallumina 2nd DHA  BedoePCR  Amplified Clone Single-hase primer Fluores cance imaging Bantley [15]
EXlErhn
Helices I DRA Mone Indiividual DHA Singlebase primet Fluorscence imaging  Single molecule  Haris |19
molecule extendon
Applied 2nd DA Emdgon PR Amplified Clone Oligonucleotide bgation  Fluorescence imaging  Two-base Mckarman [39]
Blotechnologles-Lfe encoding
Technologles
Complete Genomics 2nd DA Rolingcirde  Amplified Clane Oligonuckotide baation  Fluorescence imaging  Proprietary Dimanac |2)]
replication {ystem
lonTorrent Ind DNA Emdgon PR Amplified Clone Priiries extension one pH meatuement Mon-optical Fothberg [18]
biase al & time if Semicond b
device
Pacific Blosclences 25th DNA  Mone Individual DNA Primas eilendon Reahtime Nuotescence  Zeromode Bd (9]
moleule imaging e guites
Ouford Nanopore 3id DA Hone Individusl DHA Expnisclease digedtion Nanapore Eupisclas s i i
{Exonucle ase) igleculs ETE nangporeich.com
Ouford Nanopore 3id DA Hone Individusl DHA Direct maasurament Nanapore i i
(4trand) iglcule Ranapoieechcom
In situ ith Tisue  dnsturoling  Roling circle amplicon  Primer extension Fluorecence imaging Largson |38]
iecion  Cincke

Tableaul : Vue d'ensemble des méthodes de séquencage et des caractéristiques
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IV. La médecine
personnalisée
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1. Qu’est-ce que la médecine personnalisée ?

La médecine personnalisée est un domaine vaste, a développement rapide
des soins de sant¢ fondé sur des informations uniques de chaque personne
cliniques, génétiques, génomiques et environnementaux. Les soins de santé qui
embrasse la médecine personnalisée est une approche intégrée, coordonnée et
fondées sur des preuves pour 1’individualisation des soins aux patients dans tout
le processus de la état normal a la maladie .La médecine personnalisée utilise
notre compréhension moléculaire de la maladie pour améliorer les stratégies de
soins de santé préventives alors que les gens sont toujours bien et commencent
les traitements médicamenteux dans les premiers stades de la maladie. L’objectif
global de la médecine personnalisé est d’optimiser les soins médicaux et les
résultats pour chaque individu, ce qui entraine une personnalisation sans

précédent des soins aux patients.
1.1. La Médecine Personnalisée et I’Historique de santé familiale

L’Historique de santé familiale (HSF) est un outil simple mais précieux
pour la fourniture de renseignements personnels sur la santé et sur les risques a
certains maladies. Reflétant la combinaison complexe de facteurs partagés
génétiques, environnementaux, et de style de vie, un HSF robuste peut
approximativement donner des  renseignements sur les  risques
génétiques/génomiques et ’intégrent dans les soins aux patients. L’évaluation
du HSF aiderait a identifier les personnes a risque plus ¢élevé de maladie,
permettant des étapes préemptives et préventives, y compris les changements de
style de vie, des projections de la santé, essai et le traitement précoce selon le
cas (voir tableau 2). Par conséquent, HSF détient un énorme potentiel pour

améliorer les soins de santé préventifs parmi les populations larges et
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diversifiées de fagon personnellement Pertinente. Toutefois, 1’évaluation et
intégration de ’HSF n’ont pas ét¢ embrassé par la communauté sanitaire et
demeure une ressource largement inexploitée (91). Le défi de l'intégration de
I’HSF dans la santé du public implique trois composantes essentielles: (a) des
méthodes de collecte standard et accessibles; (b) l'accés du fournisseur de soins

de santé; et (c) des conseils cliniques pour l'interprétation et l'utilisation.

Actuellement, la collecte d’informations de I’HSF peuvent étre incompléte,
peuvent étre difficile a interpréter, et / ou peuvent varier considérablement dans
le contenu entre les fournisseurs de soins de santé du patient. En outre, les
fournisseurs peuvent avoir une connaissance et une formation insuffisante afin
d’interpréter fidelement I’HSF pour déterminer le risque des syndromes

génétiques héréditaires. (92)

Tableau 2 : Risques associés au fait d'avoir un parent au premier degré atteint d'une

maladie (93)
Condition oo Références
prévalence

Diabéte de type 2 2.3-2.8 84, 85

Maladie coronarienne 4.5 186

Cancer du cblon P — 2,6 90

Le cancer du sein 1.6 -2 00

Cancer du poumon 1.7-2,5 90
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1.2. Evaluation du risque de maladie chronique

Un ¢lément fondamental de la médecine personnalisée est une évaluation
standard des risques pour la sant¢ (ERS) visant & évaluer la probabilité qu'un
individu développe les maladies chroniques les plus courantes (ou les
événements pathologiques). Les ERS fondées sur des données probantes
couplées a des modeles prédictifs faciliteront 1'évaluation du risque de maladie
d'un patient et la priorisation des stratégies cliniques pour y remédier. L'un des
ERS les plus largement reconnus est le modeéle de maladie cardiaque
coronarienne de Framingham, développé a partir de 1'étude de Framingham sur
le coeur débuté en 1948 (94). L'évaluation du risque de cancer du sein selon le
modele Gail et ses versions modifiées sont également des outils largement

acceptés (95).

Malgré la valeur prouvée de nombreux outils ERS, ils n'ont généralement
pas été inclus dans I'évaluation formelle des patients en raison du manque de
normes des données cliniques requises ou les algorithmes utilisés, ainsi que le
manque d'intégration dans les syst¢emes de technologie de l'information sur la
santé (96). Cependant, les ERS devraient constituer la base de la prévision et de
la stratification des risques qui sont fondamentales pour les soins de santé
personnalisés. Et & mesure que de nouvelles informations biologiques et des
marqueurs moléculaires prédictifs sont découverts et validés, il est essentiel que
ces nouveaux marqueurs soient évalués itérativement pour leur capacité a
augmenter la capacité prédictive des modeles cliniques existants. S'ils le font, ils
devraient étre incorporés dans la ERS et devenir le point de départ pour des

soins de santé personnalisés.
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1.3. Systéme de soutien a la décision clinique

Pour optimiser I'utilisation de la HSF et des ERS, les systemes de soutien a
la décision clinique (SSD) fournissent aux médecins et aux patients des
connaissances filtrées congues pour orienter et améliorer les soins de santé sur le
lieu des soins (97). Les systeémes SSD informatisés sont de plus en plus utilisés
et des informations spécifiques au patient — poids, médicaments actuels,
antécédents médicaux et méme I'HSF — peuvent étre intégrées dans des

formulaires conviviaux pour aider a gérer le diagnostic et le traitement.

Il a ét¢ démontré que les systemes ERS améliorent les pratiques de
prescription, améliorent les soins préventifs et améliorent le respect des normes
de soins fondées sur des données probantes (98, 99, 100). A mesure que la ERS
s'intégrera aux dossiers de santé ¢lectroniques, l'utilisation des données
personnelles sur la santé deviendra transparente, donnant aux cliniciens acces a
lI'information et aux connaissances des patients pour aider a créer des plans de

sant¢ adaptés aux besoins individuels.
1.4. La médecine personnalisée et le génome humain

La médecine personnalisée est maintenant étayée par l'incorporation
d'informations provenant des génomes, de leurs séquences et de leurs produits
dérivés (tels que I'ARN, les protéines et les métabolites) dans la prise de
décision médicale: les tests de santé basés sur le génome peuvent étre utilisés
pour prédire le risque, dépister les porteurs, établir des diagnostics cliniques et
des pronostics pour les individus, et diriger la gestion clinique (101). Ainsi,
l'information sur le génome humain permet maintenant aux fournisseurs de créer
des plans de soins optimisés a chaque stade d'une maladie, en mettant l'accent

sur les soins de santé réactifs plutot que préventifs (102, 103, 104).
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Tout au long du continuum de la santé a la maladie (figure 1), il existe
maintenant plusieurs moments importants au cours desquels les applications
génomiques personnalisent les soins de santé (105, 106). La susceptibilité a la
maladie et le risque peuvent maintenant étre quantifiés et anticipés pendant la
sant¢ et méme a la naissance en utilisant des évaluations basées sur 'ADN qui
ne changent pas au cours de la vie d'une personne. Les profils de transcription,
les profils d'expression des protéines et les niveaux de métabolites combinés
avec les modalités d'imagerie dynamique peuvent fournir des moyens plus
précis de dépister les personnes a haut risque de développer une maladie des les
premicres manifestations moléculaires alors que la maladie est subclinique.
Cette méme information peut fournir un diagnostic définitif et une classification
moléculaire qui prédit le pronostic. De méme, la pharmacogénomique - I'étude
de la variation génétique et de l'efficacité et de la toxicit¢ des médicaments -
devient un exemple important d'information génomique appliquée a la médecine
clinique (108). La sélection des médicaments peut étre guidée a la fois par la
constitution génétique sous-jacente du patient ainsi que l'architecture
moléculaire de la maladie chez l'individu. Un bon exemple de cette approche
peut étre vu avec le dosage de warfarine, ou les fournisseurs peuvent maintenant
utiliser les systemes de SSD en ligne (http://www.warfarindosing.org) pour
déterminer la dose appropriée basée sur l'information génotypique et clinique

d'un patient (109).
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Figure 5 : Le role de I'information génomique dans le continuum de la santé a la

maladie.(Référence 93)

2. La boite a outils du génome humain

Le tableau 3 présente les principales plateformes technologiques du
génome formant une boite a outils pour I'exploration de I'impact du génome et
de ses produits exprimés sur la santé et les états pathologiques. L'application
clinique de ces technologies constitue la base de soins médicaux personnalisés.

(Référence 103)
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2.1. Variation a I'échelle du génome

La wvariation dans le génome humain provient de plusieurs types
d'altérations de séquence, y compris les mutations ponctuelles impliquant des
changements de paires de bases mono nucléotidiques [polymorphismes mono
nucléotidiques (SNP)] et les réarrangements structurels de la séquence d'ADN

(109, 110).

La plupart de nos connaissances sur la variation du génome humain
proviennent de données de séquences d'ADN. La technologie de séquencgage de
nouvelle génération prend en charge le séquengage a haut débit et réduit les
colits au point ou un génome peut étre séquenceé pour 10 000 $, et on estime que
ces coits seront de 1 000 $ en un an ou deux (111). A ce niveau de prix, le
séquengage du génome d'un patient se situera dans la plage des tests médicaux
standards (112, 113). Le séquencage de nouvelle génération a permis le
reséquencage de plusieurs génomes humains, mettant en évidence I'évolution
des plateformes de séquengage et leur capacité a étendre la couverture de lecture
avec une plus grande résolution (114, 115, 116, 117). Le séquengage de nouvelle
génération est maintenant utilisé pour comprendre plusieurs maladies - par
exemple, le cancer, les maladies génétiques rares et les infections microbiennes -
dans le but d'¢lucider les variantes géniques fonctionnelles sous-jacentes qui
sont peut-étre responsables de 1'état pathologique (118, 119, 120, 121 ,122,123).
L'utilisation du séquencage du génome entier avance a la clinique, ou les
données de séquences d'ADN ont été¢ utilisées pour établir des diagnostics

définitifs et méme guider le traitement (124, 125, 126).

Le projet international HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov), achevé

en 2005, a développé une carte haplotype du génome humain pour détecter les
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régions de déséquilibre de liaison ¢levé et de faible diversité haplotypique,
identifiant les quelques SNP qui sont les variantes causales de la maladie (127,
128,129). Ces données sont a la base des études d'association pangénomique
(GWAS), une stratégie basée sur le génome qui utilise des comparaisons de SNP
entre les populations pathogeénes et témoins et fournit une méthode non biaisée
de relier la variation du génome humain a la maladie clinique. En mai 2011, plus
de 800 GWAS avaient ét¢ publiés sur 150 maladies et caractéres humains,
signalant plus de 2 400 SNP avec des associations et des rapports de cotes
statistiquement significatifs (130, 131). Par exemple, dans la maladie de Crohn,
des études d'association ont découvert 32 variants contribuant a la maladie, avec
des variants dans les génes NOD2 et IL23R associ€és a une augmentation du
risque de maladie (132). Dans le diabéte de type 2, au moins 20 variants ont été
décrits, avec des variants plus récents émergeant de plus grands ensembles de
données GWAS dans le contexte de I'homéostasie du glucose a jeun (133, 134).
De méme, les GWAS dans la maladie coronarienne (CAD) ont identifié plus de
100 variantes pouvant contribuer au risque de coronaropathie (135, 136, 137,
138, 139). Nombre de ces études ont indépendamment vérifié 1'importance du
locus 9p21.3. Les geénes contenus dans cette région codent pour I'ANRIL, un
ARN régulateur non codant supposé réguler le silencage €pigénétique par action
sur le locus p15 / CDKN2B-p16 / CDKN2A-p14 / ARF, et les protéines kinases
jouant un réle inflammatoire induit par le TGF- dans l'athérosclérose (140, 141,
142, 143). D'autres ont suggéré que les SNP dans des amplificateurs distincts
trouvés dans la région affectent la liaison STATI d'une manieére dépendant de
l'interféron y dans les cellules endothéliales vasculaires humaines, reliant la
susceptibilité CAD a la signalisation inflammatoire dans des cellules vasculaires

spécifiques (144). Enfin, une utilisation précoce réussie du développement de
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thérapeutiques basées sur les données GWAS dans la dégénérescence maculaire
liée a l'age ou des thérapeutiques ciblées ont été développées pour les voies

inflammatoires médiées par le complément identifiées par les GWAS (145,146).

Etonnamment, pour la grande majorité des GWAS qui ont été menées, les
rapports de cotes des all¢les associés au phénotype de la maladie ont été <2 et
peuvent ne pas contribuer significativement au risque de maladie. Il y a
cependant quelques exceptions: Dans un GWAS de Ge et al. (147), un
polymorphisme sur le chromosome 19, 3 kb en amont de 1'1L-28B, codant pour
l'interféron lambda- 3, était associ¢ a un changement de deux fois de la réponse
au traitement. Cette découverte a été cliniquement confirmée dans une étude de
Thompson et al. (148) ont génotypé des patients recevant un traitement contre le
virus de 1'hépatite C et ont trouvé que le méme polymorphisme était un bon
prédicteur d'une réponse virologique soutenue (rapport de cotes 5,2, intervalle de
confiance a 95%, 4,1-6,7). Dans l'¢tude SEARCH Collaborative Group, un
polymorphisme localisé¢ sur SLCO1BI1, un gene régulant l'absorption hépatique
des statines, €tait associé a un risque accru de myopathie suite & un traitement
par statine (odds ratio 4,5, intervalle de confiance 95%, 2,6-7,7) (149). Bien que
la pertinence clinique des GWAS ne soit pas aussi répandue que nous l'avions
imagingé, ces €tudes ont révélé de nombreux nouveaux genes contribuant a la
pathogenése qui ont fourni de nouvelles perspectives sur la biologie sous-
jacente, les mécanismes de la maladie et les approches thérapeutiques

potentiellement nouvelles.
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Tableau 3 : La boite a outils du génome humain (Référence 93)

Table 2 The human genome toolbox

“-omics” approach Generated information Applications Notable examples
Human genome sequence | Whole-genome sequence, SNPs, Disease mechanisms Age-related macular degeneration
(genomics) and CNVs (~10-15 million) Disease diagnosis (120), HCV virologic response
Pharmacogenomics (1), AML (32), warfarin dosing (6)
(Gene expression profiles Microarrays and RNA sequencing Disease mechanisms AML (71), ALL (94), ACS (20),
(transcriptomics) (~25,000 transcripts) Disease diagnosis breast cancer (161)

Disease prognosis
Pharmacogenomics

Proteome (proteomics) Protein profiles of specific protein Discase diagnosis ACS (143)
products
Metabolome Metabolic profiles (~1,000-10,000 Disease mechanisms ACS (182), drug toxicity (44),
(metabolomics) metabolites) Pharmacogenomics cancer profiling (76), CAD (193)

Abbreviations: ACS, acute coronary syndromes; ALL, acute lymphoblastic leukemia; AML, acute myeloid leukemia; CAD, coronary artery discase;

CNV, copy number variation; HCV, hepatitis C virus; SNP, single-nucleotide polymorphism. Table adapted from Reference 66.

2.2. Transcriptomique

La transcriptomique est 1'étude génomique des niveaux d'expression de
I'ARN dans une cellule, un tissu ou un fluide biologique, et comprend un spectre
de molécules allant de 'ARN messager (ARNm) aux ARN non codants. Les
analyses statistiques et la classification des génes coexprimés a l'aide de
méthodes paramétriques ou non paramétriques peuvent €tre appliquées pour
classer la maladie ou prédire les états pathologiques futurs, ou pour comprendre

les mécanismes biologiques sous-jacents de la maladie (150).

Dans le cancer, les données de biopuces ont été utilisées pour le diagnostic,
le pronostic et la réponse au traitement (151,152). Ces données ont révélé des
sous-ensembles discernables de classes moléculaires dans de nombreux cancers,
y compris les cancers du sein, du poumon, du sang et du mélanome (153, 154,
155, 156). Chez les patients atteints de leucémies aigués, ce diagnostic
moléculaire est particuliérement utile pour la prise de décision clinique, ou le

traitement peut différer en fonction du sous-type de maladie en réseau (157).
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L'application de la technologie des micros réseaux a la classification des
maladies a été appliquée dans d'autres maladies complexes, y compris les
maladies cardiovasculaires, les maladies rhumatismales et leurs voies
inflammatoires, et les maladies neurologiques telles que la sclérose en plaques et
les troubles psychiatriques tels que la schizophrénie, dépression (158, 159, 160,
161, 162, 163).

Une caractéristique du transcriptome qui a émergé est l'expression des
profils d'ARN non codants, en particulier les petits ARN interférents (siRNA) et
les microARN (miARN). D'abord identifiés en 1993 chez Caenorhabditis
elegans, les miARN ont généralement une longueur de 22 nucléotides et
inhibent I'expression génique a un niveau post-transcriptionnel en se liant a des
régions non traduites complémentaires des ARNm cibles (164,165). Ils ont joué
un réle dans plusieurs maladies, de la régulation des cancers proliférants au
développement des cardiomyopathies, de la réponse immunitaire et de la
schizophrénie, et méme a la promotion de la réplication du virus de 1'hépatite C
(166, 167, 168, 169, 170, 171). Les modeles de miARN différentiellement
exprimés peuvent étre utilisés cliniquement dans le diagnostic et le pronostic de
la maladie (172, 173,174). Compte tenu de leur role dans la complexité de la
régulation des genes, les miARN et méme les miARN et les siRNA sont testés
(175). Un essai de patients humains avec des tumeurs solides réfractaires a
montré des résultats prometteurs aprés la livraison de siRNA en utilisant un
systetme de nanoparticules ciblées (176). Cependant, l'analyse des miARN peut
étre difficile en raison de leur manque de spécificité, conduisant a des effets hors
cible: En raison de leur petite taille, ils peuvent potentiellement influencer

l'expression de plusieurs ARNm différents (177, 178).
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Enfin, les technologies de nouvelle génération utilisées pour faire
progresser le séquencage du génome entier peuvent étre exploitées pour analyser
les transcriptomes: le séquengage de 'ARN (RNA-Seq), initialement utilisé pour
examiner les courts ARN régulateurs, a été¢ appliqué a I'analyse du transcriptome
humain entier pour continuer notre compréhension de la régulation de la
transcription (179, 180, 181, 182, 183). Par exemple, les transcriptomes liés au
cancer ont été¢ étudiés par RNA Seq, fournissant une nouvelle approche pour
comprendre les événements de fusion et de translocation de genes (184, 185,

186, 187).
2.3. Protéomique

L'é¢tude de la protéomique fait référence a 1'¢tude a grande échelle des
protéines, et le protéome se réfere souvent a I'ensemble complet des protéines et
de leurs divers dérivés. Dans le contexte de la santé et de la maladie, la
protéomique cherche a définir I'ensemble complet des protéines associées a un
¢tat physiologique ou pathologique particulier et continue d'étre un domaine

prioritaire pour la découverte de biomarqueurs et la médecine moléculaire.

Cette zone a ¢ét¢ dominée par des approches isotopiques stables, mais les
méthodes quantitatives sans marqueur récemment développées, qui reposent sur
l'intensité mesurée d'un ion peptidique par rapport a son intensité dans d'autres
¢chantillons, ont l'avantage d'un débit plus élevé et moins d'étapes de
manipulation (188,189). Bien que cette technologie soit relativement immature
dans ses applications a la santé humaine et a la maladie par rapport a I'ADN,
I'ARN et le profil métabolique, ces méthodes, combinées au développement de
la spectroscopie de masse, feront progresser la protéomique dans la
classification des maladies, le diagnostic, le pronostic et la pharmaco génomique

au cours des prochaines années.
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2.4. Métabolomique

La métabolomique utilise la spectroscopie de masse et la spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire pour mesurer les changements dans les petites
molécules non protéiques liées a un état biologique ou physiologique. On estime
que le métabolome humain contient environ 5 000 métabolites discrets de petites
molécules, et l'identification des changements métaboliques associés a la
maladie suggere immédiatement des cibles médicamenteuses enzymatiques.
Cette approche a été appliquée a un certain nombre d'états pathologiques
chroniques, tels que le diabete, I'obésité, les maladies cardiovasculaires, le
cancer et les troubles mentaux (190, 191, 192, 193). Dans le domaine des
maladies cardiovasculaires, deux études distinctes ont défini des profils de
métabolites pour 1'ischémie et la coronaropathie, respectivement (194, 195). Le
profilage métabolomique a également été utilisé directement pour évaluer la

toxicité des médicaments (196, 197, 198)
2.5. Epigénomique

L'épigénomique fait référence a la programmation génétique qui résulte
principalement de la méthylation de I'ADN (199). La base moléculaire de cette
régulation implique la méthylation de la cytosine et est maintenue par une
famille d'ADN méthyltransférases; des quatre bases comprenant I' ADN, seule la
cytosine peut étre méthylée et non méthylée, et seulement dans le contexte des
dinucléotides CpG, qui chevauchent souvent la région promotrice des genes. Les
genes transcrits activement sont généralement dans un état non méthylé, tandis
que les génes qui sont réduits au silence sont fortement méthylés (200, 201).
L'analyse des tumeurs montre une hypométhylation chez les oncogeénes et une

hyperméthylation régionale chez les genes suppresseurs de tumeurs (202, 203,
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204). Des changements de méthylation ont ¢galement ét¢ mis en évidence dans
d'autres maladies telles que le diabéte de type 2, les pathologies
cardiovasculaires et les maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux
disséminé (205, 206, 207, 208). Les Instituts nationaux de la santé ont lancé le
projet Human Epigenome pour identifier, cataloguer et interpréter les profils de
méthylation de I'ADN de tous les génes humains dans tous les principaux tissus,

et ce projet a depuis été étendu au niveau international (209, 210, 211).
2.6. Biologie des systemes et médecine des systémes

La biologie des systemes et son domaine appliqué de la médecine
systémique reposent sur le principe que les mesures de 'information biologique
doivent étre globales. Les différents niveaux d'information génomique doivent
étre ¢tudiés de maniere intégrée et les systemes biologiques fonctionnent
dynamiquement, non comme des événements discrets (212). La santé humaine
et la maladie sont définies par des voies moléculaires interdépendantes qui
peuvent tre définies par le génome, 1'épigénome, le transcriptome, le protéome
et / ou le métabolome. Bien que chacun puisse étre analysé individuellement, le
ceeur de la biologie des systémes est la création d'un modele qui intégre toutes
les données d'expression et ses changements dynamiques. L'analyse des données
de systemes a partir d'un seul échantillon de sang ou de tissu fournit des
informations sur la classification moléculaire et la prédiction pour un état
pathologique particulier ainsi que sur le contexte biologique du développement

de nouvelles cibles thérapeutiques (213, 214, 215, 216).
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3. De ’information de génome a la médecine personnalisée

La traduction d'informations génomiques en médecine clinique nécessite de
répondre aux questions suivantes: Quels sont les facteurs moléculaires
responsables de la pathogenése d'une maladie particuliere? Pouvons-nous
déterminer quels patients développeront une maladie? Comment pouvons-nous
développer un régime thérapeutique qui peut étre adapté a la biologie unique
d'un individu? Le tableau 4 donne des exemples de marqueurs génomiques
utilisés cliniquement aujourd’hui dans le continuum de 1’état normal a I’état
maladie. Beaucoup de ces outils ont été traités dans les sections précédentes, et
cette section mettra en évidence l'utilisation de ces outils dans la pratique

médicale aujourd'hui.
3.1. Tests préconceptionnels et dépistage des hétérozygotes
En France, le dépistage préconceptionnel des couples a risque de maladies

héréditaires monogéniques s’effectue dans le cadre d’un conseil génétique s’il
existe un cas index dans la famille. Mais dans quelques populations présentant
une forte prévalence de certaines affections héréditaires le dépistage des
hétérozygotes est devenu depuis longtemps systématique : B thalassémies dans
les pays méditerranéens et maladie de Tays-Sachs dans la communauté juive
Ashkénase des Ftats-Unis. A Chypre, le dépistage de la P thalassémie a fait
baisser le nombre de cas de 51 en 1974 a simplement 5 entre 1991 et 2001 ;
aucun cas n’a été observé entre 2002 et 2007. Aux Etats-Unis 1379 couples a
risque de Tays-Sachs ont été identifiés (aboutissant soit a la non réalisation de
I’union projetée, soit a un diagnostic prénatal, soit a un diagnostic
préimplantatoire) et I’incidence de la maladie a diminué de 90 % ; dans cette

communauté juive le programme de dépistage a été étendu a 16 autres maladies
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récessives. En Israél, la détection systématique est recommandée pour 8
maladies dont la fréquence des hétérozygotes est supérieure a 1/60 et gratuite
pour 4 d’entre elles (mucoviscidose, Tays-Sachs, dysautonomie familiale,
thalassémie) ; elle est également encouragée pour des maladies dont la
fréquence des hétérozygotes est supérieure a 1/110 (Nieman Pick, glycogénoses,
etc.). Aux Etats-Unis le dépistage des hétérozygotes est recommandé pour des
maladies fréquentes comme la mucoviscidose ou I’amyotrophie spinale ; la
firme « Genzyme genetics » propose ainsi un test pour 98 des mutations les plus

fréquentes du gene CFTR (un couple a risque sur 1 400).

En France, le dépistage néonatal systématique concerne cinq maladies :
mucoviscidose, phénylcétonurie, hypothyroidies, hyperplasies congénitales des
surrénales et drépanocytose ; il s’agit d’un dépistage biologique des
homozygotes. L’apparition des techniques de séquencage a haut débit est
susceptible d’entrainer le passage a un dépistage neonatal génotypique,
identifiant également de ce fait les hétérozygotes et éventuellement étendu a
plusieurs centaines de maladies dont les génes et les mutations pathogeénes sont
connus et ceci pour moins de 400 dollars (217). Les NGS rendent ainsi possible
le diagnostic préconceptionnel généralisé, ce qui souléve de multiples questions
tant éthiques que socio-économiques. Sur un tel marché potentiel se positionnent
des a présent des firmes commercialisant des DTC (Direct Test to Consumer).
Ainsi « Amby Screen » propose le dépistage de 75 maladies pédiatriques a
transmission récessive ou liée a I’X. « 23 and me » offre un test plus étendu
incluant, outre le génotypage de mutations responsables de maladies
monogéniques, la recherche de polymorphismes associé¢s a des maladies dites

plurifactorielles et un profil pharmacogénétique, et cela pour 99 dollars.
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3.2. Diagnostic prénatal et préimplantatoire

Les diagnostics prénataux ne peuvent étre pratiqués en France que dans un
cadre réglementaire strict par des centres pluridisciplinaires et des laboratoires
agréés ; dans le cas du diagnostic préimplantatoire seuls quatre centres sont
autorisés par I’Agence de Biomédecine : Paris, Strasbourg, Montpellier et
Nantes. Les indications diagnostiques sont restreintes puisque la loi n’autorise
I’interruption de grossesse que pour une affection d’une particuliére gravité et
reconnue comme incurable. Le rapport 2010 de I’Agence fait état de 55 000
diagnostics prénataux en cytogénétique (essentiellement recherche de trisomie)
dont prés de 4 000 positifs et de 2 750 en génétique moléculaire dont 544
positifs. Le diagnostic prénatal est effectu¢ sur biopsie de trophoblaste a 12
semaines d’aménorrhée (entrainant 1 a 2 % d’avortements), sur cellules
amniotiques a 16 semaines (0,2 a 0,5 % d’avortements), sur sang foetal aprés 20
semaines (3 %d’avortements) ou sur tissu foetal au troisiéme trimestre de la
grossesse. Un diagnostic préimplantatoire nécessite une stimulation ovarienne
hormonale, la collecte d’ovules suivie d’insémination artificielle, une biopsie
embryonnaire au troisiéme jour (J3), un diagnostic en 24-48 heures (caryotype
avec hybridation in sifu ou recherche d’une mutation) et un transfert in utero de
1 a 3 embryons sains a J4/]5 ; chacune de ces étapes comporte un pourcentage

d’échecs important et en définitive le nombre de grossesses ainsi obtenu est

faible (218).

Les pertes foetales liées aux prélévements invasifs pratiqués pour le
diagnostic prénatal sont estimées entre 300 et 600 par an, d’ou I’intérét majeur
d’un diagnostic non invasif par analyse des acides nucléiques foetaux circulant

dans le sang maternel. La présence d’ADN foetal ou cffDNA (cell free fetal
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DNA) dans le sang maternel a ét¢é démontrée en 1997 et sa concentration
estimée a plus de 10 % de I’ADN total circulant ; il disparait rapidement du sang
maternel apres I’accouchement, contrairement aux cellules mononuclées foetales
qui pourraient persister plusieurs années. Détectable dés 5 a 6 semaines
d’aménorrhée, il a une origine trophoblastique ou placentaire, et provient sans
doute de cellules en apoptose ; il est Bull. Acad. Natle Méd., 2014, 198, no 1,
101-117, séance du 7 janvier 2014 106 constitué majoritairement de petits
fragments dont la taille moyenne est de 143 bases, ce qui correspond a la
longueur d’ADN enroulé¢ sur un nucléosome. La premiére application de
I’analyse de I’ADN foetal du sang maternel a été la détermination du sexe du
foetus et potentiellement des maladies liées a I’X : il s’agit d’un examen inscrit a
la nomenclature des actes de biologie (B500). En 2011 la HAS a également
donné un avis favorable a la prise en charge de la détermination du rhésus foetal
chez les femmes rhésus négatif : actuellement environ 6000 examens par an,
mais 1l s’agit d’'un « marché » potentiel de 160 a 180 000 tests annuels. En
utilisant des « primers » spécifiques il était également possible de faire différents
diagnostics ciblés (B thalassémie, hémophilie A...). L’apparition des techniques
de séquencage a haut débit, en s€quengant a la fois I’ADN circulant maternel et
I’ADN foetal et en déterminant leurs proportions relatives (par détermination
des SNPs pour reconstituer les haplotypes), a ouvert de nouvelles perspectives :
diagnostic des maladies génétiques et surtout des aneuploidies (219, 220). La
recherche d’une trisomie repose sur la mise en évidence d’un petit excés de
matériel provenant de ce chromosome par rapport a I’ADN maternel ; il
implique un séquencage aléatoire des petits fragments d’ADN avec une grande
profondeur suivi d’une analyse bioinformatique complexe. Les premiers

résultats récemment publiés sont trés bons pour la trisomie 21 (sensibilité 100 %
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et 0,1 % de faux positifs) et la trisomie 18 (sensibilit¢ 100 % et 0,3 % de faux
positifs), sensiblement moins performants en cas de trisomie 13 (sensibilité¢ de
91,4 % et 0,9 % de faux positifs). Bien entendu les possibilités offertes par les
NGS dans ce domaine vont se multiplier ; elles devraient pouvoir également
s’appliquer dans I’avenir au diagnostic préimplantatoire, mais aussi a la
détection des petites délétions et des variations du nombre de copies ou CNV («
Copy Number Variation »), restreignant ainsi le champ de la cytogénétique

classique (221).
3.3. Prédiction du risque

L'information génomique change le paysage médical en fournissant des
outils qui transforment la pratique en prévision et en prévention du risque. Par
exemple, les femmes porteuses de mutations dans les génes BRCA1 et BRCA2
a forte pénétrance présentent un risque accru de susceptibilité au cancer du sein
(222). Le dépistage clinique de ces mutations génétiques a conduit a des
mesures préventives standard telles que des interventions chirurgicales ou radio
thérapeutiques pour aider les patients & minimiser leur risque (223). Dans le
cancer colorectal, les méthodes cliniques pour détecter l'instabilité des
microsatellites dans les génes de réparation des mésappariements MLH1 et
MSH2 identifient les patients a risque et permettent aux médecins de les
surveiller de prés grace au dépistage fréquent du cancer du cdlon (224). Des
facteurs de risque génétiques cliniquement utilisables ont également émergé
pour le syndrome du QT long (LQTYS) et le syndrome du QT court (225). LQTS
est hérité selon un schéma autosomique dominant, et la variation du phénotype
de la maladie est associée a des mutations dans 12 geénes différents de

susceptibilité LQTS, ce qui justifie de tester génétiquement les patients pour ces
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mutations (226). Par exemple, les B-bloquants sont un traitement efficace pour
les patients avec LQTS1 (KCNQ1) mais pas pour ceux avec LQTS2 (KCNH2)
ou LQTS3 (SCN5A), démontrant comment le génotypage de ces patients peut
aider a guider le traitement (227). L'utilisation de tests de variation génétique
utilisant le génotypage et le séquengage combinés avec des stratégies
interventionnelles peut retarder la progression de la maladie ou prévenir

completement la maladie.
3.4. Diagnostic de la maladie et caractérisation moléculaire

Une application précoce de la technologie du génome a la médecine
clinique est dans la classification des états pathologiques. Les analyses
génomiques et moléculaires ont révéle des sous-types distincts de la maladie, qui
ont été traditionnellement définis par de larges phénotypes cliniques ou
descriptifs. Parce que la réponse thérapeutique peut différer entre chaque sous-

type, cela a des implications claires pour guider le traitement clinique.

L'oncologie offre de multiples exemples de la facon dont la médecine
génomique a changé la compréhension de la maladie. Plusieurs génomes de
cancer ont €té séquencés, y compris la leucémie myéloide aigué€, le cancer du
poumon non a petites cellules (NSCLC) et le cancer du poumon a petites
cellules (228, 229, 230). L'Atlas du génome du cancer, un effort multi-
institutionnel de 1,5 milliard de dollars sur dix ans, vise a caractériser et a
réaliser une analyse génomique multidimensionnelle du cancer (231). L'un des
premiers cancers ¢étudiés était le glioblastome multiforme (GBM); 206
¢chantillons ont été analysés pour le nombre de copies d'ADN, I'expression des
genes et les états de méthylation de 'ADN. De nouvelles mutations fréquentes

du geéne de la sous-unité régulatrice de la kinase PI3 ont été trouvées ainsi qu'une
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association entre 1'é¢tat de méthylation de MGMT (biomarqueur pour la réponse
au témozolomide) et les mutations de réparation de mésappariement dans le
GBM post-traitement (232). Une autre conclusion importante a tirer de ce projet
est la caractérisation de sous-types distincts de GBM (classique,

mésenchymateuse, pro neurale) basés sur des mutations génétiques causales

dans EGFR, NF1 et PDGFR / IDHI, respectivement (233).

La capacité a trouver plusieurs profils d'expression génique discrets dans
un type de tumeur refléte I'hétérogénéité de la maladie. L'un des premiers
exemples d'utilisation de profils de micro réseaux d'expression génique pour
classer les tumeurs a été utilisé pour distinguer la leucémie myéloide aigué de la
leucémie lymphoblastique aigué (234). Des méthodes similaires ont également
été appliquées avec succes pour caractériser, au niveau moléculaire, une large

gamme de cancers du sein, de cancers du poumon et de lymphomes (235, 236,

237).

L'utilisation de la génomique pour stratifier la maladie n'est pas propre a
I'oncologie. Les syndromes coronariens aigus (SCA) décrit une classe de
maladies impliquant l'occlusion des artéres coronaires, entrainant une lésion
ischémique du cceur. Plusieurs études ont démontré 1'utilité de la métabolomique
et de la protéomique pour distinguer les états SCA de l'infarctus aigu du
myocarde et de l'angor instable (238, 239). Une étude récente du protéome
plaquettaire chez des patients avec et sans sus-décalage du segment ST a mis en
évidence des différences d'activation plaquettaire et, en particulier, des taux
¢levés de la protéine SPARC (240). L'expression du géne du sang périphérique a
¢galement été associée a la sévérité de la coronaropathie, et un test clinique

diagnostique a ¢ét¢ développé sur la base d'observations similaires (CorusTM
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CAD) et validé dans un essai prospectif multicentrique avec des résultats

impressionnants, améliorant la précision de ['évaluation des maladies
coronariennes de 16% -20% (241, 242). Ainsi, un certain nombre de plateformes
de tests génomiques complexes sont utilisées dans la clinique ou sont préparées
pour une utilisation clinique afin d'aider au diagnostic et d'éclairer la prise de

décision thérapeutique.

Tableau 4 : Diagnostics moléculaires disponibles cliniquement sur le continuum de la

santé a la maladie dans le cancer et les maladies cardiovasculaires (référence 105)

Table 3 Clinically available molecular diagnostics along the continuum from health to disease in cancer and cardiovascular

disease
Time point in Cancer Cardiovascular disease
clinical decision
making Test Indication Test Indication
Risk/susceptbility BRCAI, BRCA2 Breast KIFs, 9p21 CAD
HNPCC, MLHI1, MSH2 Colon Familion® 5-gene profile | LQTS
TP53, PTEN Sarcomas
Screening HPV genotypes Cervical Corus™ CAD CAD
Diagnosis Lymphochip Lymphoma Corus CAD CAD
Prognosis Oncotype DX® (21-gene assay) | Breast Tnl, BNP, CRP ACS
MammaPrint® (70-gene assay)
Her2/neu, ER, PR
Pharmacogenomics Her2/neu Herceptin KIFs, SLCO1B1 Statins
UGTIAI Irinotecan Amplichip; DMET Warfarin
KRAS Cetuximab CYP2D6/CYP2C19 Various others
EGFR Erlotinib, gefitinib FKORCI (see Table 2)
Amplichip®; DMETT™ Various others
CYP2D6/CYP2C19 (see Table 2)
Monitoring CTCs Tumor recurrence AlloMap® gene profile Transplant
or progression rejection

Abbreviatons: ACS, acute coronary syndromes; BNP, brain natriuretdc peptide; CAD, coronary artery discase; CRP, C-reactive protein; CTC, circulating

tumor cell; ER, estrogen receptor; HPV, human papillomavirus; LQTS, long QT syndrome; PR, progesterone receptor. Table adapted from

Reference 64,

3.5. Pronostic de 1a maladie

Les modeles de signatures tumeur-expression génique, combinés a des
données cliniquement pertinentes telles que les issues de survie, fournissent 1'un

des exemples les plus clairs de 1'utilisation clinique de 'information génomique
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en tant qu'outils pronostiques (243, 244, 245, 246). MammaPrint R et
Oncotype DXR sont deux de ces tests pronostiques qui sont maintenant
cliniquement disponibles pour une utilisation dans le cancer. L'oncotype DX est
une signature de 21 génes dérivée d'une réaction en chaine de la polymérase en
temps réel d'échantillons inclus dans la paraffine et utilisée pour prédire la
récidive a distance sur une période de 10 ans (247, 248, 249). 1l est actuellement
en cours de validation dans un essai clinique de phase III, mais a une plus
grande signification statistique par rapport aux facteurs de prédiction
histologiques traditionnels (250, 251). MammaPrint, approuvé par la Food and
Drug Administration américaine en 2007, a été développé au Netherlands
Cancer Institute, qui a créé une signature a 70 genes pour discriminer les
patients a haut et faible risque de récidive métastatique dans les cinq ans (252).
Des essais cliniques basés sur cette signature ont depuis €té lancés pour valider
la signature, et les auteurs de ces études ont rapporté une prédiction précise
(253, 254). Une méta-analyse a récemment montré que les informations
pronostiques d'Oncotype DX jouent un role important dans la prise de décision
clinique et ont conduit a une réduction de la chimiothérapie tout en augmentant

les thérapies hormonales adjuvantes (255).

Les approches génomiques ont également contribué au pronostic apres
transplantation rénale. Une étude a ét¢ menée chez des receveurs de greffe de
rein qui n'ont pas rejeté leurs greffes rénales malgré l'arrét du traitement
immunosuppresseur pour analyser les profils d'expression génique des globules
blancs circulants. Cela a conduit a la découverte d'une expression génique
spécifique dans les cellules B qui distinguait les patients tolérants des patients

non tolérants (256). Les résultats de ceci impliquent que des biomarqueurs
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peuvent étre développés qui peuvent prédire quels patients devraient continuer a
recevoir I’immunosuppression des années apres la chirurgie de transplantation et

quels patients peuvent avoir ceci discontinué.
3.6. Pharmacogénomique

La pharmacogénomique est l'utilisation de l'information génomique pour
déterminer ou prédire la réponse a la thérapie. En oncologie, le génome
somatique de la tumeur a été utilisé pour identifier les biomarqueurs qui
prédisent et guident la thérapie pour une réponse optimale. Par exemple, dans la
leucémie lymphoblastique aigu€, environ 20% des patients deviendront
réfractaires au traitement. Deux ¢études utilisant 1'expression génique
différentielle ont montré que les genes impliqués dans la chimiorésistance
¢taient également associés a un pronostic plus sombre, jetant les bases de futures

¢tudes sur les mécanismes de résistance (257, 258).

La thérapie ciblée est souvent synonyme de pharmacogénomique. Le geéne
récepteur du facteur de croissance, le récepteur du facteur de croissance
épithélial humain (HER?2), s'est révélé amplifié dans 25% a 30% des cancers du
sein, et sa surexpression corré¢lée avec un mauvais pronostic (259,260). Le
Trastuzumab, un anticorps monoclonal qui cible HER2, est efficace pour réduire
la charge tumorale, et le dépistage des patients pour 1'expression de HER2 / neu
est devenu une routine et une exigence pour l'utilisation du médicament (261,
262, 263). Dans le CBNPC, les effets antitumoraux ont ét¢ démontrés en
utilisant des inhibiteurs du récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR), un récepteur de surface cellulaire fréquemment muté pour provoquer la
prolifération du cancer (264, 265, 266). Bien que l'essai Iressa de survie au

cancer du poumon - un essai de phase I1I randomisé et contrdlé par placebo - ait
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montré que le gefitinib, un inhibiteur de I'EGFR, ne procurait aucun avantage de
survie a la population générale, un sous-groupe de non-fumeurs asiatiques
mettre en évidence le potentiel de la génomique pour diriger et focaliser la
thérapie (267). Parce que seulement 5% a 15% des patients blancs portent une
mutation somatique EGFR, comparativement a 25% -35% des patients
asiatiques atteints de CPNPC, ces études soulignent le besoin d'un dépistage

génétique supplémentaire avant d'administrer un traitement (268).

Un exemple important de pharmacogénétique concerne la prise en charge
de la warfarine (269). En raison de 1'index thérapeutique étroit du médicament,
diverses complications sont associées a son traitement, méme apreés ajustement
de la dose en fonction de l'age, du sexe, du poids, de 1'état pathologique, du
régime alimentaire et des médicaments concomitants. L'étude des propriétés
pharmacocinétiques de la warfarine a indiqué I'implication de deux génes dans
la détermination de la dose de warfarine. L'un de ces geénes code le CYP2C9,
responsable de la majeure partie de la clairance métabolique (~ 80%) de
I'énantiomere S, plus puissant sur le plan pharmacologique, de la warfarine. Les
deux CYP2C9 * 2 et * 3 provoquent une réduction de la clairance de la S-
warfarine, avec une variation de 10 fois du génotype liée a l'activité la plus
¢levée (CYP2C9 * 1/ * 1) a la plus faible (CYP2C9 * 3 / * 3). De nombreuses
¢tudes ont associé ces génotypes a une sensibilité initiale a la dose, & une
stabilisation retardée de la dose d'entretien, a des retards de sortie de 1'hdpital et
a des complications hémorragiques accrues (270). Le second geéne identifié
comme prédicteur du dosage est la protéine complexe de la vitamine K époxyde
réductase 1 (VKORCI), ciblée par la warfarine. La prise en compte du génotype
VKORCI ou de I'haplotype associé¢ au génotype CYP2C9 et des facteurs tels
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que l'dge et la taille corporelle sont estimés représenter 35% a 60% de la

variabilité des besoins posologiques en warfarine (271).

Malgré le fait que plusieurs groupes indépendants ont reproduit ces
données, des €tudes cliniques prospectives sont nécessaires pour établir si la
dose initiale peut étre adaptée aux patients par le génotypage CYP2C9 et
VKORCI, couplée avec des variables cliniques connues (272). Bien que ces
¢tudes soient actuellement en cours, le comité consultatif de pharmacologie
clinique de la FDA a reconnu l'importance et le potentiel du génotypage du
CYP2C9 et du VKORCI1 durant la phase précoce du traitement par warfarine, et

I'étiquette du médicament a été modifiée en conséquence en aotit 2007.
3.7. Surveillance de la réponse des maladies a la thérapie

Le profil d'expression génique des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) est couramment utilis¢ dans certains centres pour
surveiller 1'é¢tat des greffes apres transplantation d'organes solides, 1'essentiel
¢tant de développer de meilleurs tests pour évaluer le rejet du greffon (273,
274,275). La recherche en transplantation cardiaque, peut-&tre plus que tout
autre organe, a ouvert la voie a la mise au point de nouveaux tests sanguins
permettant de faire la distinction entre la quiescence et le rejet aigu. L'étude
d'observation génique de rejet d'allo greffon cardiaque (CARGO), une étude
multicentrique phare en trois étapes dans le domaine de la transplantation
cardiaque, a montré que le profil d'expression génique des PBMC pouvait étre
utilisé pour distinguer avec précision les patients post-transplantation versus
rejet aigu (276). Ceci a été réalisé en identifiant d'abord un ensemble de 11
genes qui distinguaient le mieux entre le rejet aigu et la quiescence, puis en

utilisant une cohorte indépendante pour valider le schéma de classification dans

70



un mode prospectif et aveugle. En utilisant un systéme de notation de 0 a 40,
avec de faibles scores représentant un faible risque de rejet de greffe, les
chercheurs ont utilis¢ un seuil de 30 sur les patients plus d'un an apres la
transplantation et la validation du test a donné une valeur prédictive négative de
99,6% et une valeur prédictive positive de 6,8% pour le rejet aigu .Ce test est
disponible dans le commerce sous le nom AlloMap R (XDx; Brisbane, CA) et
coute environ 3 000 $ par test. Bien que colteuse, l'analyse des colits basée sur
les données de la cohorte CARGO a montré que ce test de profil d'expression
génique est moins cher que la biopsie et permettrait d'économiser jusqu'a 12
millions de dollars en colts de santé par an (277). Pour que cela soit vrai,
cependant, le besoin de biopsie devrait étre évité, et le profil d'expression
génique devrait suffire chez les patients considérés comme présentant un faible
risque de rejet. Un essai prospectif, multicentrique, randomisé mais non aveugle
appelé Atténuation Invasive de Surveillance par Expression Génique (IMAGE)
a montré qu'une stratégie de surveillance non invasive utilisant le profil
d'expression génique n'est pas inférieure a la biopsie endomyocardique pour
diagnostiquer un dysfonctionnement d'allogreffe cardiaque dans le rejet. Les
auteurs ont conclu que l'utilisation de cette stratégie de surveillance du rejet
réduit significativement le nombre de biopsies sans risque accru d'événements
indésirables, faisant de I'étude un exemple clé ou le profil d'expression génique

des PBMC peut étre utilisé pour guider la prise de décision thérapeutique (278).
4. Génomes interactives et microbiomes

Bien que la génomique joue un rdle important dans le diagnostic, le
pronostic, le traitement et la prévention de la maladie, il reste beaucoup a savoir

sur l'interaction humaine avec l'environnement. Des études récentes de la
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réponse de I'hote aux pathogeénes microbiologiques ont démontré des
changements d'expression génique trés spécifiques en réponse a différents virus;
par exemple, une signature d'expression génique basée sur l'hdte a été
récemment identifiée qui pourrait étre utilisée pour la détection précoce d'une
infection virale (279,280) .Les mémes données ont également été utilisées pour
montrer que les profils d'expression génique distinguent les infections
bactériennes et virales (Figure 6) . Les profils d'expression des génes dans les
cellules hotes ont également été modifiés en fonction d'autres facteurs de stress
environnementaux tels que le tabagisme et les états pathologiques comme
l'asthme et la bronchopneumopathie chronique obstructive, et pourraient
permettre de comprendre la pathogenese et la susceptibilité au risque (281, 282,
283). Ainsi, les interactions gene-environnement mesurées en utilisant la
réponse du génome de 1'hdte commencent a fournir de nouveaux biomarqueurs

cliniquement utiles et potentiellement diagnostiques.
4.1. Génomes pathogénes

Les génomes des pathogénes humains sont €galement séquencés dans
l'espoir de fournir des informations pertinentes sur la pathogenese de l'infection
ou des cibles thérapeutiques potentielles. En 1995, le premier génome bactérien
achevé¢ a été séquencé par Haemophilus influenzae (284). Depuis lors, plus de 1
000 génomes bactériens et plus de 3 000 génomes viraux ont ét¢ complétement
séquences (285). Cette information génomique a fourni des données précieuses
pour les outils génomiques comparatifs, en comparant les souches pathogenes
avec les souches non pathogénes pour identifier les protéines qui sont utilisées
pour la pathogenese, conduisant potentiellement a de nouveaux médicaments

avec une toxicité limitée (286). L'analyse protéomique comparative entre les
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phénotypes virulents et avirulents de Rickettsia Prowazekii a révélé des
mutations adaptatives dans huit genes responsables de sa virulence (287). Le
séquengage de génomes bactériens pour des cibles vaccinales telles que les
protéines de surface bactériennes a également connu un grand succes clinique:
Des séquengages vaccinologiques inversés des protéines cibles ont conduit au
développement d'un vaccin prometteur pour le sérogroupe B de Neisseria
meningitidis récemment introduit dans les essais cliniques (288). Une autre
approche pour comprendre comment les pathogénes développent une résistance
a été de suivre les changements génomiques des isolats de Staphylococcus
aureus au cours du temps chez un patient aprés l'exposition au traitement

antibiotique jusqu'a la résistance, une stratégie qui a identifi¢ 35 mutations dans

31 loci (289).
4.2. Le microbiome humain

Les interactions synergiques entre les humains et notre flore corporelle
normale doivent étre comprises, car il y a 10 fois plus de bactéries que le
nombre de cellules humaines dans le corps: Le cdlon humain contient a lui seul
plus de 400 especes bactériennes comprenant environ 1013-1014
microorganismes (290,291). A travers l'étude de la variation génétique, le
microbiome décrit 1'écologie fragile qui existe entre la communauté des
microbes symbiotiques, commensaux et pathologiques et notre espace corporel
partagé. Potentiellement, cette connaissance pourrait étre utilisée pour fournir
des tests de diagnostic rapides, prévoir l'efficacité des antibiotiques et surveiller
les environnements pour les contaminants (292, 293). La microbiomique a été
utilisée pour identifier des infections virales inconnues ou pour diagnostiquer la

résistance aux antibiotiques dans des infections telles que Staphylococcus aureus
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résistant a la méthicilline (294, 295). De plus, plusieurs maladies ont été
associées a des déséquilibres a grande échelle dans le microbiome intestinal, y
compris la maladie inflammatoire de l'intestin, la diarrhée résistante aux
antibiotiques et l'obésité¢ (296, 297). Le Projet sur le microbiome humain est
congu pour comprendre ces interactions sur le plan physiologique et
pathologique, en créant non seulement une base de données contenant des
pathogenes, mais aussi un ensemble de controle de la flore normale (298). Au
fur et & mesure que notre conscience de 1'équilibre délicat entre I'hote et les
micro-organismes continue de croitre, les applications du microbiome vont

continuer de crofitre.
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Figure 2

Gene expression signatures diagnose influenza and other respiratory viral infections in humans. (#) A
microarray-based gene expression signature can accurately differentate between symptomatic and
asymptomatic individuals following exposure to rhinovirus, respiratory syncytial virus (RSV), and influenza.
In the key, black represents the preinoculation baseline (healthy), red represents symptomatic
postinoculation, and blue represents asymptomatic postinoculation. (#) A microarray-based gene expression
signature can also distinguish individuals with bacterial infection from those with viral infecton. The region
above the black line is where we predict a high probability of viral infection; the region below is where the
probability is low. Figure adapted from Reference 241.

Figure 6 : Les signatures d'expression génique permettent de diagnostiquer la grippe et

d'autres infections virales respiratoires chez les humains. (Référence 280)
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5. Intégration de la génomique dans la pratique clinique

Plus l'information génomique est utilisée pour amplifier nos connaissances
sur le mécanisme et le traitement de la maladie, mieux elle expose ou les lacunes
résident dans la méthodologie, l'infrastructure et la politique pour sa mise en
ceuvre en médecine clinique. L'abondance de la recherche utilisant des outils
génomiques et la prospérité des données dont nous disposons nous obligent a
faire des analyses techniques de ces résultats pour suivre leur production.
Plusieurs suggestions ont été faites pour créer un cadre pour cette analyse, qui
devrait impliquer ce qui suit pour chaque test: capacités techniques et normes
opérationnelles, capacités de diagnostic et impact sur la prise de décision
clinique, méthodes d'intégration comportementale et cognitive des médecins,

rapport colt-efficacité, et les résultats pour la santé (299).

Une méta-analyse récente a révélé des zones de déficience dans le parcours
de la clinique au chevet du patient, en commencant par la main-d'ceuvre en soins
primaires qui est a l'avant-garde de l'interaction avec le patient (300). Les
médecins ne se sentent souvent pas préparés a administrer la médecine
génomique, et les patients eux-mémes ne comprennent pas clairement la valeur
et l'intégration des tests génomiques dans leurs soins médicaux. Ce manque
d'éducation s'accompagne d'un besoin accru d'évaluations des résultats pour les
interventions génomiques, conduisant & une intégration limitée de la médecine
génomique dans la pratique réelle. Avec ces obstacles identifiés, comment

devrions-nous procéder?
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5.1. Education

L'un des principaux obstacles a la traduction de I'information génomique en
pratique clinique est le manque de compréhension de la génomique par le
fournisseur et 1'acceés limité aux outils appropriés. Plusieurs enquétes suggérent
une déficience croissante des connaissances en génétique chez les médecins en
moyenne (301, 302, 303). En plus de se familiariser avec les progres rapides de
la recherche génomique, les fournisseurs doivent également comprendre
comment interpréter les résultats. Un baromeétre direct de ceci est trouvé avec
I'histoire de famille: Malgré le fait que 87% des médecins reconnaissent son
importance, les médecins de premier recours se sont efforcés d'interpréter les
schémas familiaux de la maladie et de mettre en ceuvre l'information sur les
antécédents familiaux dans leurs processus de travail (304, 305). Il est impératif
d'améliorer la formation médicale entourant la médecine génétique et
génomique pour le domaine et son intégration dans la pratique clinique pour

avancer (300).
5.2. Systéme de soutien a la décision clinique

SSD doit étre utilis€ pour promouvoir et intégrer les outils génomiques
dans le flux de travail clinique. Dans les essais contrdlés randomisés, il a été
démontré que les interventions de la SSD amélioraient significativement les
soins prodigués aux patients et pouvaient avoir des implications significatives
pour l'administration de recommandations basées sur la génomique aux
médecins occupés (307, 308, 309). Si elle est élargie pour inclure les prévisions
de risque pour la santé basées sur Il'information génomique, des
recommandations individualisées et en temps réel sur la pharmacogénomique ou

les profils de risque pourraient étre fournies sur la base d'une recherche a jour.
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Le développement d'une infrastructure centrale et nationale pour la SSD et
d'autres ressources génomiques, avec acces a l'information génomique et non
génomique des patients, est essentiel pour toute mise en ceuvre future (309).
L'acces des médecins aux technologies de la SSD sera important pour son
utilisation cohérente. De plus, ces systemes ont eux-mémes besoin de tests
fondés sur des données probantes pour s'assurer qu'ils améliorent la prestation

des soins de santé.
5.3. Vie privée

A mesure que l'information génétique croit dans le contexte de la prise de
décision clinique, les patients s'inqui€tent progressivement de la discrimination
génétique (310, 311). Au niveau fédéral, en 2005, le Congrés américain a adopté
la Loi sur la transférabilité et la responsabilité en matiere d'assurance maladie,
qui prévoyait une protection contre la discrimination génétique pour les régimes
de santé collectifs. La loi de 2008 sur la non-discrimination génétique a ¢été
adoptée pour fournir une protection supplémentaire (312). Plus de 30 états ont
fourni leur propre législation traitant de cette question, créant une mosaique de
protection contre l'utilisation de l'information génétique par les assureurs pour
discriminer les patients (313). Cependant, il faudra également ¢élargir l'acces a
I'éducation pour les patients, y compris des informations sur les composants
génétiques spécifiques de leurs maladies et sur la facon dont ils affectent les
droits au traitement et & la vie privée. Elargir le role des conseillers en génétique
dans I'éducation des patients comblerait ce besoin et allégerait grandement le

fardeau du systéme de soins de santé.
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5.4. Politique réglementaire

La réglementation des produits pharmaceutiques a base de génomique et le
niveau de rigueur auquel ils sont testés constituent un autre domaine de politique
nécessaire (314). Ici, la FDA a été proactive, comme I'illustrent les plus de 200
étiquettes de produits qui pointent vers l'influence de la variation génétique sur
la réponse aux médicaments (315). Ses efforts récents pour influencer les tests
génétiques directement auprés des consommateurs, qui permettent aux
consommateurs d'accéder a la variation génétique au sein de leur génome se
rapportant a la maladie, sont peut-&tre encore plus remarquables (316). Bien que
certains aient fait valoir que la validation adéquate fait défaut, il est clair qu'il
existe un marché pour de telles entreprises (317). Cependant, la valeur clinique
de leurs résultats n'a pas été définie, et la question a laquelle il faut répondre est,
Quelle est la valeur de ces tests pour fournir aux cliniciens des données
utilisables? Pour répondre a ces préoccupations, en juin 2010, la FDA a annoncé
qu'elle commencerait a réglementer les tests directs aux consommateurs en tant
qu'instrumentation médicale (318). Reste a savoir si ces mesures vont freiner le
progreés scientifique ou protéger les consommateurs de la confusion par des

informations cliniquement non pertinentes.
5.5. Normes

La réglementation croissante des outils génomiques dans la recherche et la
clinique souligne le besoin de normes nationales de pratique pour toutes les
infrastructures génomiques, des approches statistiques a la conception d'études
cliniques et méme a une infrastructure de bio banque qui fournit aux chercheurs
des données provenant de multiples études. Les référentiels centralisés et

normalis€és pour le stockage, l'enregistrement et I'annotation d'échantillons
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biologiques sont parmi les ressources les plus favorables a la médecine
génomique (319). Des lignes directrices sur les pratiques exemplaires ont été
publiées depuis 2005 pour orienter les efforts de bio banques, et des efforts ont
déja été déployés au niveau national pour normaliser la collecte d'échantillons
biologiques: Le plan directeur du Réseau national de prélévements biologiques a
¢été proposé en 2005 et piloté par le Programme pilote de réseau national de bio
spécificités du Programme spécialisé de recherche sur la prostate de I’'Institut
National du Cancer pour stocker des échantillons biologiques dans de grandes
bio banques en réseau (320, 321). Les questions d'accessibilit¢ devraient
¢galement étre abordées, en accordant aux chercheurs extérieurs un acces gratuit
a l'information tout en protégeant la propriété originale de I'échantillon.
L'éthique de l'utilisation d'un large consentement du patient pour stocker les
¢chantillons et les utiliser est toujours discutée, mais tous les efforts doivent étre
faits pour protéger la vie privée des patients et séparer les données sur l'identité

des patients des données de chaque échantillon (322).

De plus, des normes communautaires sont nécessaires dans les approches
statistiques et mathématiques des données génomiques. En raison du manque de
grandes populations, des études statistiquement puissantes pour valider les
résultats de la recherche sur les maladies chroniques sont difficiles a concevoir.
Tous les efforts devraient €tre faits pour tester des modeles basés sur la
génomique dans des essais cliniques, congus avec des contrdles appropriés,
avant que ces modeles soient introduits dans la clinique. La reproductibilité des
résultats doit €tre démontrée avant leur mise en ceuvre clinique (323). La
randomisation et l'aveuglement sont également essentiels pour ¢éliminer le biais
des observateurs. Etant donné que le risque de faux positifs est élevé, des
normes de controle et de normalisation doivent étre en place pour chaque étude

respective afin de pouvoir comparer les résultats.
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5.6. Recherche sur 1'efficacité comparative

Etant donné le paysage actuel de la pratique fondée sur des données
probantes, a quelle norme les approches génomiques de la médecine devraient-
elles étre appliquées? Pour résoudre ces problemes, la recherche sur I'efficacité
comparative (REC) est devenue une stratégie pour évaluer systématiquement les
données a mesure que les résultats de la recherche entrent dans la pratique
clinique. En 2009, 1,1 milliard de dollars de 1'American Recovery and

Reinvestment Act ont été affectés a la REC.

La REC est défini par I'Institute of Medicine comme «la génération et la
synthése de preuves qui comparent les avantages et les inconvénients des
méthodes alternatives pour prévenir, diagnostiquer, traiter et surveiller un état
clinique ou pour améliorer la prestation des soins, a la fois au niveau individuel
et au niveau de la population "(324). En substance, la REC comprend une
comparaison directe entre deux approches de soins et leur efficacité dans des
contextes réels (325). Bien que certains ont fait valoir que la REC pourrait étre
utilisé a mauvais escient pour entraver 1'avancement médical, la mise en ceuvre
de la médecine génomique exigera des preuves que la REC peut fournir, ce qui,
nous l'espérons, encouragera l'innovation et réduira les colts des soins de santé
(326, 327). En comparant l'efficacité des outils génomiques dans le diagnostic,
le pronostic, le traitement et la prédiction du risque par rapport aux normes d'or
dans les soins actuels, des preuves peuvent étre générées pour démontrer ou nier

l'efficacité de plusieurs approches.
5.7. Propriété intellectuelle

Le développement rapide des stratégies basées sur la génomique nécessite

un investissement important et une coopération entre les intéréts publics et
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privés. Malheureusement, au fur et & mesure que cette recherche se poursuit,
I'insécurité entoure la propriété intellectuelle. Une question qui a retenu
l'attention des juristes est la capacité des organisations, des entreprises et méme
des gouvernements a détenir des brevets sur des génes nouvellement découverts.
En 2009, un proces a été intenté au nom de I'American Civil Liberties Union et
de la Public Patent Foundation pour invalider les brevets détenus sur les génes
BRCA1 et BRCA2, leur principal argument étant que ces genes sont des
produits de la nature (328). Les plaignants ont soutenu que les brevets (détenus
par Myriad Genetics, 1'Universit¢ de 1'Utah Research Corporation et le
gouvernement des Etats-Unis) entravaient la recherche. Fin mars 2010, un juge
fédéral a révoqué des brevets sur les genes BRCA1 et BRCA2 et potentiellement
invalidé des centaines d'autres, confirmant qu'ils étaient des produits de la nature
et non, comme le soutenaient les compagnies, de 'ADN isolé humain (329). Un
appel a ¢été¢ déposé et ces contestations juridiques posent des questions

intéressantes sur la fagon dont la recherche en génomique devrait se dérouler.
5.8. Remboursement

Si la médecine personnalisée doit étre largement pratiquée, il est essentiel
que les assureurs de santé, privés et gouvernementaux, disposés a fournir une
couverture pour les tests génétiques, se dirigent vers l'intégration (330). A ce
stade, les assureurs-maladie ont refusé¢ de le faire parce qu'ils n'avaient pas regu
d'incitatifs qui les aideraient a obtenir des avantages a long terme en mati¢re de
colits. Cependant, des progrés récents ont été réalisés pour encourager la
médecine personnalisée: De nouveaux modeles ont montré une méthode de
coordination de la prévention avec des résultats de maladie favorables et des

colts réduits (331). Comme les preuves renforcent 1'importance de prévenir la
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maladie en plus de la traiter, un nouveau rdle pourrait émerger pour la médecine
génomique qui pourrait €tre soutenu par les compagnies d'assurance. Le
gouvernement fédéral fournit une motivation supplémentaire, qui a joué¢ un role
accru dans l'introduction d'initiatives législatives visant a encourager l'adoption

de la médecine personnalisée (332).
6. Quand la "médecine personnalisée' est "'médecine "?

Il semble que les principaux obstacles se situent dans trois catégories: la
collecte d'informations adéquates et appropriées sur les patients, le dosage de ces
informations pour qu'elles deviennent cliniquement pertinentes et l'interprétation

de ces tests par les professionnels de la santé en charge des soins aux patients.

Malgré les défis qui nous attendent pour l'intégration complete de la
médecine personnalisée dans la prise de décision clinique, une revue du paysage
de la pratique médicale suggére que la médecine personnalisée est arrivée. Bien
qu'il soit facile de se demander pourquoi les progrés scientifiques de la
recherche génomique ne se sont pas exactement traduits par les résultats
révolutionnaires attendus en médecine, il serait stupide de négliger I'impact
profond qu'elle a déja fait. De plus, I'effet subjectif percu peut étre attribué a des
technologies en retard et a des approches analytiques combinées a une lutte pour
mettre en ceuvre des résultats éprouvés en clinique. Bien que des améliorations
puissent étre apportées a la base de connaissances et a l'infrastructure, il est
¢galement important de garder une perspective historique: Les progres de la
médecine fondés sur une pensée scientifique novatrice prennent beaucoup de
temps et d'investissements. Un rappel important de ce fait est I'histoire de 30 ans
du paclitaxel, qui a débuté en 1962 avec la collecte d'écorce d'arbre et qui n'est

entrée dans les essais cliniques de phase I qu'en 1984 (333). En moyenne, il faut
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17 ans pour que 14% de la recherche scientifique soit incorporée dans la
pratique clinique quotidienne (334, 335). L'utilisation de la génomique pour
comprendre la biologie de la maladie et sélectionner des cibles pour le
développement de médicaments et 1'utilisation de la médecine génomique pour
concevoir des essais cliniques et sélectionner des patients pour des thérapies
ciblées devraient augmenter le taux de réussite et réduire le temps de

développement de médicaments (Figure7).

Comme Kuhn l'affirme clairement, les changements dans la pensée
scientifique ne peuvent se produire que par ce qui doit sembler étre des
exemples disjoints, chacun ayant son propre impact. Mais s'ils sont pris
ensemble, il devient clair que la médecine personnalisée n'était pas une
promesse faite a la hate, ni un objectif inaccessible; l'ensemble des preuves
concernant l'efficacité de l'utilisation de la médecine génomique pour prescrire
un traitement individualisé continue de croitre. Bien que l'investissement dans la
médecine génomique ne soit pas trivial, il fournit la base et les méthodes
systématiques pour les progrés futurs. Plus de travail est nécessaire, plus de
réflexion est nécessaire, et plus de lignes directrices doivent étre établies, mais
nous sommes constamment en train de traverser dans un nouveau paradigme ou
I'optimisation de la pratique médicale peut s'adresser spécifiquement a chaque

patient nécessitant un traitement.
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Figure 3

The pathway for identdfying and validating drug targets for pharmacological therapies, showing a schematic
representation of the process from biomarker discovery to a marketable drug. Genomic studies can
potentially reduce the time it takes for drug discovery through enhanced understanding of the underlying
biology and the discovery of relevant biomarkers; genomic medicine can enable drug development and
improve efficacy and safety by identifying and targeting clinical studies to patent subsets most likely to
respond to the drug.

Figure 7 : La voie pour l'identification et la validation des cibles médicamenteuses pour
les thérapies pharmacologiques, montrant une représentation schématique du processus

de la découverte de biomarqueurs a un médicament commercialisable.

85



V. Conclusion

86




Alors que les progres technologiques ont accéléré l'identification des
biomarqueurs de la susceptibilité, du traitement et de la progression des
maladies, le défi consiste a transporter ces découvertes vers les soins cliniques.
Si la promesse de la génomique doit étre réalisée, nous devons tester / adopter
des méthodes scientifiques pour documenter comment ces technologies
pourraient améliorer les soins de santé et prévenir les maladies. Les voies par
lesquelles les marqueurs génomiques doivent voyager pour aider les cliniciens
comprennent quatre phases: 1) Découverte, élucidation des voies et réplication
chez les populations indépendantes, 2) Validation de l'efficacité et utilité
clinique chez les populations a risque, 3) Exigences réglementaires pour
l'approbation de la dispensation clinique, et 4) Démonstration de l'impact, de
l'efficacité et des aspects sanitaires 1'intégrité individuelle et la protection contre
la discrimination génomique, inégalement respectée dans de nombreuses

juridictions.

L'établissement de relations entre de nombreux marqueurs génomiques et
des phénotypes cliniques est trés difficile. A grande échelle, les études cliniques
prospectives sont difficiles mais trés nécessaires pour démontrer l'utilit¢ du
génotypage comme base pour la médecine individualisée. I convient toutefois
de noter que les tests génétiques peuvent étre utiles sans une connaissance
complete de la fonction biologique des variants génétiques en question. Une
stratégie innovante qui relie de nombreux résultats cliniques aux marqueurs
génomiques pléiotropiques inclut le PheWAS récemment proposé, une étude
d'association a 1'échelle du phénome utilisée pour découvrir de nouvelles
associations de maladies géniques. Ce qui est essentiel, c'est un programme

multidisciplinaire de recherche en traduction qui englobe des recherches
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cliniques et axées sur la population et le développement d'une collaboration
entre les intervenants pour faciliter la traduction fondée sur des données
probantes et le remboursement des tests. Alors que la médecine personnalisée
entre dans la pratique médicale traditionnelle, les médecins et autres prestataires
de soins devront administrer ou donner des conseils sur l'application d'un
nombre croissant de tests génomiques, de thérapies pharmacogénomiques et de
décisions thérapeutiques basées sur des preuves prédictives et 1'estimation des
risques. Les insuffisances des programmes de génétique dans les écoles de
médecine pourraient entraver l'adoption de nouvelles connaissances génétiques.
Cependant, plusieurs programmes ont récemment vu le jour qui préparent la
prochaine génération de médecins, d'infirmicres, de pharmaciens et d'autres

travailleurs de la santé a la vague de médecine génomique a venir.

La perception du public est également trés importante, car l'adoption
clinique de nombreuses interventions génomiques proposées dépend de la
compréhension du public. La médecine participative est un nouveau scénario ou
les patients deviennent des participants actifs dans leurs propres soins médicaux.
L'environnement, le mode de vie, 'alimentation, les antécédents familiaux et les
observations des patients sur leurs propres symptomes doivent étre combinés
aux données des biomarqueurs pour fournir une vision globale et intégrée des
facteurs influencant le risque, la progression et les résultats du traitement. Les
individus peuvent maintenant obtenir leur information génomique personnelle
par le biais de tests génétiques directement auprés des consommateurs, mais
quel impact, le cas échéant, cela aurait-il sur leur mode de vie et leur santé par
rapport a un effet délétére? Jusqu'a présent, quelques études ont été réalisées,

avec des preuves encourageantes mais limitées suggérant que l'information
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génétique pourrait entrainer des changements dans les comportements liés a
I'hygiéne de vie, comme l'abandon du tabac. Des études plus approfondies de
cette question sont nécessaires mais, surtout, la réalisation des soins de santé
personnalisés, tout en s'appuyant sur la connaissance génomique de 1'individu,
requiert des informations environnementales tout aussi essentielles et la
compréhension de la capacité¢ de chaque individu a promouvoir sa santé. Tous
ces €¢léments sont importants pour promouvoir les quatre «P» de l'avenir de la

médecine: la médecine prédictive, préventive, personnalis€e et participative.
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Résumé

Titre: Le séquencage de ’ADN et médecine personnalisée
Auteur: Mohamed En-nouali

Most-clés: Génomique- NGS—Médecine individualisée-Médecine personnalisée

L’évolution technique du séquengage des ADN s’est faite avec une rapidité
exponentielle au cours des derniéres années. La diffusion dans les laboratoires
hospitaliers des nouveaux appareils de séquengage a haut débit (ou NGS) permet de
passer de 1’étude ponctuelle d’un géne a une analyse globale portant sur des dizaines
ou centaines de geénes ou sur I’ensemble de I’exome ; elle modifie de ce fait les
concepts médicaux et les conditions d’exercice, notamment en génétique et en
cancérologie.Cette possibilit¢é d’une recherche simultanée de mutations dans la
séquence d’un grand nombre de genes trouve aujourd’hui ses applications dans le
diagnostic, éventuellement néonatal, dans le dépistage systématique des hétérozygotes
et le diagnostic préconceptionnel généralisé.En oncogénétique constitutionnelle, les
NGS réalisent également 1’analyse simultanée des genes impliqués dans les formes «
héréditaires » de cancers. Par ailleurs dans 1’ensemble des affections malignes, les
NGS identifient I’ensemble des anomalies génomiques affectant le tissu malade, en
s’efforcant de faire la distinction entre mutations « drivers » importantes pour la
progression tumorale et mutations « passengers » ou accessoires; en s efforcant
¢galement d’identifier des mutations « druggable » susceptibles de faire 1’objet de
thérapeutiques ciblées. Enfin le séquencage systématique de I’ensemble des geénes
impliqués dans le métabolisme et la réponse aux médicaments est le support d’une
pharmacogénétique individuelle. En définitive, le s€quengage des génomes tumoraux
et constitutionnels,l’identification des mutations somatiques, la détermination des
variants pharmacogénétiques, sont les €éléments déterminants d’une médecine dite
personnalisée. Les premiers résultats de ces indications thérapeutiques ciblées
montrent un gain en termes de durée de rémission et de survie; reste néanmoins posée
la question du colit de ces traitements. Ces énormes capacités de séquencage des
génomes soulévent également un grand nombre de questions réglementaires et

¢thiques.
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Summary

Title: DNA sequencing and personalized medicine
Author: Mohamed En-nouali

Keywords: Genomics—Next Generation Sequencing (NGS)-Individualized medicine—

Personalized medicine.

DNA sequencing technologies have advanced at an exponential rate in recent
years. More and more hospital laboratories are acquiring new high-throughput
sequencing devices, (‘‘ next-generation sequencers ’’, NGS), allowing them to analyze
tens or hundreds of genes, or even the entire exome. This is having a major impact on
medical concepts and practices, especially with respect to genetics and oncology. This
ability to search for mutations simultaneously in a large number of genes is finding
applications in the diagnosis of Mendelian diseases (including at birth), routine
screening for heterozygotes, and preconception diagnosis.Data on multifactorial
diseases are still preliminary, but it should soon be possible to identify ‘‘strong ’’
factors of genetic predisposition that have so far been beyond the scope of genome-
wide association studies (GWAS). In the field of constitutional oncogenetics, NGS can
also be used for simultaneous analysis of genes involved in‘‘hereditary ’’ cancers.
More generally, NGS can identify all genomic abnormalities in a given malignant
tissue (hemopathy or solid tumor), and has the potential to distinguish between

29

important mutations (those that drive tumor progression) from ‘‘bystander or

29

accessory mutations, and also to identify ‘‘ druggable mutations amenable to
targeted therapies. Systematic sequencing of all the genes involved in drug metabolism
and responsiveness will lead to individualized pharmacogenetics (warfarin therapy).
Finally, sequencing of the tumoral and constitutional genomes, identification of
somatic mutations, and detection of pharmacogenetic variants will open up the era of
personalized medicine.The first results of these targeted therapeutic indications show a
gain in the duration of remission and survival, although the cost-effectiveness of these
approaches remains to be determined. Finally, this huge capacity for genome

sequencing raises a number of regulatory and ethical issues.
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Sevment cﬂ?ﬁppamteJ

Au moment d'étre admis a devenir membre de la profession médicale, je

m'engage solennellement a consacrer ma vie au service de ['humanité.

>

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont

dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes

malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [honneur et les nobles

traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes fréres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'interposera entre mon devoir et mon

patient.
Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances médicales d'une

fagon contraire aux lois de ['humanité.

Je m'y engage librement et sur mon honneu.
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