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- Transcriptomique
- RNome
- ‘Gene discovery’
- Petits ARNs nc

- Génomique 
comparative
- Génotypage 
(SNPs)
- WGS

-ChIP-chip
-ChIP-seq

- Îlots CpG
- Methyl-chip

TAG
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SANGER

High speed sequencing
High through-put sequencing
Next generation sequencing
Massively parallel sequencing
Séquençage parallélisé
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Personal Genome Machine® (PGM) Ion Torrent
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Ion Proton (Ion Torrent)
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semiconducteurs
- pas de molécules fluorescentes

- run < 2 heures

- qualité données brutes : Q20

- R&D très active
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Préparation de la matrice

Emulsion

PCR PurificationPurification

Taq pol

Template

Primers
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ADN
AA

Préparation
d’une  librairie 
compatible

BB
Préparation de la librairie

Amplification
Clonale

Isolation Positive Ion 
Sphere™ Particles

Chargement des puces 
et Sequençage

WorkFlow – PGM / Ion Torrent

Ion XpressTM

Préparation
de la matrice

CC

Sequençage
DD

Données 
compatibles
FASTQ

EE
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Polymérisation avec libération de proton
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Observations

Single Well Incorporation Trace

Frames (15 frames = 1 second)

Wash WashNuc
Flow

La donnée brute… le ionogramme 

Cycles : T   A   C   G
420x pour 200 nucl.
850x pour 400 nucl.
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Séquençage et primo-analyse



Fondation 
reconnue 
d’utilité 
publique

- 20 -

Principes généraux
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Personal Genome Machine – Ion Torrent

Puce 316

Puce 314

Puce 318

Adapter le débit de séquences… à une problématique précise
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1998 0.3 106 bases/jour
2008 109 bases/jour

Temps de doublement = 16 mois
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Séquençage du génome humain

Génome humain = 25000 gènes
3,4 milliard de bases
4000 livres de 250 pages

1990-2001
Séquençage du génome humain :

- Débuté en 1990 par Human Genome 
Project (HGP) et Celera

- Publié (ébauche) en 2001 et assemblé 
(99.99%) en 2003

- Coût = 3 milliards de $



Fondation 
reconnue 
d’utilité 
publique

- 24 -



Fondation 
reconnue 
d’utilité 
publique

- 25 -



Fondation 
reconnue 
d’utilité 
publique

- 26 -

Fin 2012
Séquençage du génome humain :

- IonProton (Life Technologies) 
- Durée du run = 1 journée
- Coût = machine : 149000$ ; Consommables : 1000$

Séquençage du génome humain

Chip PI
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adaptation : Renaud Blervaque / biorigami.com
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Adapté du rapport J.P. Morgan : Next Gen Sequencing Survey (2010)

Une plateforme commune pour des champs 
d’applications couvrant tout le spectre des 
études transcriptomiques et génomiques

Pourcentage des différents champs d’applications sollicitant les 
plateformes de séquençage haut-débit (données 2009-2010)
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Séquençage de souches d’E. coli isolées lors  de l’épisode épidémique de 
l’été 2011 dans le Nord

Procédure de validation => Proposition travail 316x (1ère mondiale) 

Intérêts : - Faisabilité (3 j de manipes, 1 semaine d’analyse)
- Souches multiples, 4 groupes différents
- Identification région hypervariable => diag. différentiel testé, validé
- Base pour le développement d’un pipeline d’analyse automatique

Entre le 6 juin et 1er juillet 2011 => 12 cas de syndrome hémolytique et 
urémique (SHU) liés à la consommation de steaks hachés (source InVS)

Le mercredi 29 Juin : réception d’ADN génomique d’un isolat

Le vendredi 1er juillet : séquençage du génome entier sur puce 316 
(100Mb)

�

�

�

�

�

Re-séquençage
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Rencontre ELIVIA lundi 17 octobre 2011 
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SNPs-Indels

Région 
hypervariable

Identification des caractéristiques 
génomiques (/ souches voisines)

Comparaison aux souches répertoriées
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Principe d’analyse d’une nouvelle séquence
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Objectifs du pipeline d’analyse

1 / Identification de 
la souche

3/ Identifier les variations
(SNPs, DIP, HTG, Délétions)

4/ Caractérisation 
automatique des éléments 

nouveaux (HTG)

5/ Assemblage des 
éléments nouveaux 

(HTG)

6/ Design automatique de 
test (oligos pour PCR diag.)  

2/ Replacer la 
souche dans un 

contexte 
phylogénétique 

Processus 
auto-enrichi
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GENOME
Taille 
(bp)

Couverture 
(% taille 
totale) Profondeur

% 
reads 

alignés

Nbr. 
mutations 

ponctuelles

Mut. 
ponctuelles 
intra CDS

Nbr. 
mutations 
codantes

Nbr. 
DIP

Nbr. DIP 
dans les 

CDS

Taux de 
mutations 
normalisés

CB9615 5386352 96.5 16.6 90.9 12908 10616 3706 437 231 0.0026
O111 5371077 87.3 14.6 79.9 78990 70597 13158 1521 519 0.0172
sakai 5498450 95.4 16.3 91.2 6627 5612 2352 423 224 0.0013

TW14359 5528136 95.9 16.3 91.9 7254 6021 2433 425 238 0.0014
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La métagénomique
Principe : Etablir le catalogue des microorganismes présents (microbiote) 
dans un environnement données (microbiome) via une approche de 
séquençage à haut débit

PCR
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La métagénomique

Microbiote Humain 
>1.000.000 genes

Gènes Humain 
~23.000 genes
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La métagénomique – Analyse Biostatistique

Histogramme de diversité

Heatmap de corrélation
de présence
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Tara Oceans
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RNA-seq
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totRNA

Discard of small RNAs (<200 nucl.)
(RNA Clean XP, Agencourt)

Digestion of non primary RNAs with
Terminator-5’-phosphate-dependent exonuclease (Library (+))

Differential RNA-seq : dRNA-seq

P

P

PP

PP P

P Degradation
Internal cut

PPP

PPP P

P

PPP

PPP

TSS

Transcription Starting Sites (TSS)

Library (-)

5’ 3’
RNA

5’ 3’

HexaRandom

P1 B

Ligation

Denaturation

RT-PCR

P
TAP

Tabaco Acid Pyrophosphatase

emPCR

PGM
Ion Torrent
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Primary TSS - Secondary TSS
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Primary TSS - Secondary TSS
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Library (-)

Library (+)

Internal TSS
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Pos. strand

Neg. strand

Library (+)

Antisens TSS
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Next generation sequencing
ChIP-seq
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Adresse :
Institut Pasteur de Lille
1 rue prof. Calmette, LILLE
david.hot@pasteur-lille.fr
Tél. : 03 20 87 72 09
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