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Le séquençage à haut débit : méthodes et enjeux 
en médecine, pharmacologie et toxicologie 

Version 1 

1. Introduction 

Le séquençage de l’ADN par la méthode de synthèse enzymatique de Sanger (voir 
encadré ci-dessous), a été utilisé pendant plus de 30 ans pour lire le code génétique des 
organismes vivants. La réalisation la plus emblématique de cette approche est sans 
aucun doute le décryptage du génome humain, projet phare de la génétique à la fin des 
années 2000. La dernière génération des séquenceurs à capillaires, utilisant la technique 
Sanger, permet aujourd’hui de lire jusqu’à 2 millions de bases en une demi-journée. 
Cependant en 2007 sont apparus sur le marché des machines dotées de débits de 50 à 
1 000 fois supérieurs. Ces séquenceurs de « nouvelle » génération ont permis de 
s'affranchir d'un certain nombre de biais de la méthode Sanger comme la nécessité de 
cloner l'ADN à séquencer. C'est grâce notamment à la lecture de plusieurs millions de 
séquences en parallèle que ces nouveaux séquenceurs à « haut débit » ont pu 
révolutionner les analyses en génomique (1). 
Avec des coûts en baisse et un champ d'application très étendu, ces méthodes vont dans 
les années à venir complètement modifier la façon dont les scientifiques envisagent les 
études en génomique. En outre, la mise à disposition par les fabricants, d’appareils 
abordables et automatisés, va rendre ces méthodes incontournables. 

Ce document à pour objectif de faire le point sur les différentes méthodes de séquençage 
à haut débit accessibles en France aujourd’hui en routine, de faire le tour des 
applications de ces outils dans le domaine de la médecine, de la pharmacologie, de la 
toxicologie et de voir quelles sont les limites et les difficultés actuelles de ces 
technologies. 
 

Le séquençage de l’ADN par la méthode de Sanger 

Le séquençage de l'ADN consiste à déterminer l'ordre d'enchaînement des nucléotides pour un 
fragment d’ADN donné. Deux méthodes ont été développées dans les années 70, l'une par 
l'équipe de Walter Gilbert, aux États-Unis, et l'autre par celle de Frederick Sanger, au Royaume-
Uni. L'approche de Sanger est une méthode par synthèse enzymatique qui consiste à initier la 
polymérisation de l’ADN à l'aide d'un petit oligonucléotide (amorce) complémentaire à une 
partie du fragment d’ADN à séquencer. L’élongation de l’amorce est réalisée par une ADN 
polymérase dépourvue d’activité exonucléase en présence d’un mélange des quatre désoxy-
ribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) et une faible concentration de quatre 
didésoxynucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP) chacun associé à un marqueur 
fluorescent différent. Une fois incorporés dans le nouveau brin synthétisé, ces 
didésoxynucléotides empêchent la poursuite de l’élongation. Il en résulte un mélange de 
fragments d’ADN de tailles croissantes, qui se terminent à toutes les positions dans la séquence. 
Ces fragments sont ensuite séparés par électrophorèse capillaire sur un gel de polyacrylamide 
ce qui permet ainsi de lire la suite de chacune des bases dans la séquence. Une dernière étape 
de traitement bioinformatique permet alors la reconstruction d’un génome entier à partir de 
tous les fragments séquencés. 
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2. Les techniques actuelles de séquençage à haut débit 

C'est en 2007 qu’est apparue sur le marché la première génération des appareils de 
séquençage à haut débit. Globalement leurs technologies sont assez proches et 
fonctionnent en 3 étapes. La première consiste en la préparation et l'amplification des 
molécules d'ADN à analyser. La seconde permet l'incorporation des bases 
complémentaires du brin à séquencer. Enfin la dernière étape comprend la lecture de la 
séquence proprement dite. Trois technologies sont apparues de façon quasi simultanée : 
le pyroséquençage, le séquençage avec des terminateurs réversibles et le séquençage 
par ligation. Les caractéristiques de chacune de ces méthodes sont décrites dans le 
tableau 1 et détaillées ci-dessous. 

a. Pyroséquencage (Roche) 

Avec cette méthode, l'ADN subit après fragmentation une étape d'amplification par PCR. 
Cette PCR est réalisée en émulsion, ce qui permet d'effectuer plusieurs millions de 
réactions indépendantes dans un seul tube. Le mélange obtenu est ensuite déposé sur 
une plaque ou chaque emplacement ne peut contenir qu'une seule molécule d’ADN 
amplifiée. La réaction de séquençage par synthèse est alors initiée base par base. La 
lecture de chaque base incorporée est révélée à l'aide d'une réaction 
chemoluminescente et détectée par une caméra CCD. 
Cette technologie permet d'obtenir aujourd’hui jusqu'à 1 million de séquences pouvant 
atteindre jusqu'à 400 bases. Les erreurs de séquences détectées sont majoritairement 
des insertions/délétions dues aux régions homopolymères (répétitions identiques de la 
même base). 

b. Séquençage à l'aide de terminateurs réversibles (Illlumina) 

Pour cette technique, l'amplification de l'échantillon à analyser ne s'effectue pas en 
solution mais sur un support solide. La réaction de séquençage est alors réalisée 
directement sur le support où l'ADN a été amplifié. Elle se déroule position après 
position en ajoutant un mélange contenant toutes les bases associées chacune à un 
fluorophore différent. L'extrémité de ces bases est protégée pour empêcher l’addition de 
bases supplémentaires à chaque cycle d’incorporation. Une lecture laser permet alors de 
détecter simultanément toutes les positions incorporées. Le clivage des fluorophores 
permet ensuite l'incorporation de la base suivante. La lecture est effectuée ainsi cycle 
après cycle. 
Cette méthode permet l'acquisition en parallèle de plus de 3 milliards de séquences de 
100 bases de long. Chaque position étant lue l’une après l’autre, les erreurs principales 
de cette technologie sont des erreurs de substitution d’une base par une autre. 

c. Séquençage par ligation (Applied Biosystems) 

La première étape d'amplification de la méthode de séquençage d’Applied Biosystems 
est identique à celle du pyroséquençage. Par contre, les séquences amplifiées sont fixées 
sur un support solide au lieu d'une plaque. La réaction de séquençage s'effectue ensuite 
par un système assez complexe de cycles de ligation et de clivage. Cette technique va 
permettre non seulement la lecture de la séquence mais inclut un système de correction 
des erreurs d’incorporations. 
Grâce à cette méthode, il est possible de lire jusqu'à un milliard et demi de séquences en 
parallèle de 75 bases de long. Le système incorporé de correction d'erreurs associé à 
l'utilisation de la ligase rend cette technologie très fiable. 
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 Pyroséquençage Terminateurs 

réversibles 
Ligation 

Fournisseur Roche Illumina Applied Biosystems 
Appareils 

(Nom commercial) 
454 GS FLX 
454 GS Junior 

Genome Analyzer 
HiSeq 
MiSeq 

SOLiD 5500XL 

Longueur des lectures (pb) 400 2x 150 2x 75 
Nombre de lectures 1 million 3 milliards 3 milliards 
Données produites 600 Mb 600 Gb 600 Gb 
Durée du séquençage 10 heures 11 jours 8 jours 

Tableau 1 : Présentation des caractéristiques des différentes méthodes de 
séquençage accessibles en routine aujourd’hui en France. 

3. Les applications du séquençage à haut débit 

Le champ d’application de ces nouvelles méthodes de séquençage est très vaste. En effet 
à partir du moment où il est possible d’obtenir une molécule d’ADN, le séquençage à 
haut débit peut-être utilisé. Grâce à la capacité de ces machines à fournir de grandes 
quantités de séquences ou de travailler sur un grand nombre d’échantillons en parallèle, 
ces outils permettent de couvrir plusieurs technologies différentes employées jusqu’à 
maintenant comme les puces à ADN, le séquençage classique de Sanger ou la PCR 
quantitative à haut débit. Les applications disponibles avec le séquençage à haut débit 
peuvent globalement se regrouper en 3 grandes catégories : le séquençage de novo, le 
reséquençage et les analyses fonctionnelles. 

a. Le séquençage de novo 

La première application qui a été mise en avant grâce à ces nouvelles technologies de 
séquençage, ce sont leurs capacités à remplacer le séquençage Sanger traditionnel et 
donc à fournir la séquence de génomes inconnus. Pour réussir à obtenir des versions de 
génome de bonne qualité il est souvent nécessaire de combiner plusieurs méthodes. Le 
pyroséquençage permet grâce à des lectures longues de construire une première 
version du squelette du génome quand les méthodes par terminateurs réversibles vont 
corriger les erreurs présentes dans cette première reconstruction pour produire un 
brouillon du génome de qualité. Dans le domaine médical ces outils sont utilisés pour la 
découverte de génomes d’agents pathogènes inconnus ou de nouveaux virus (2).  

b. Le reséquençage 

Toujours dans le domaine où la connaissance de la séquence est importante, le 
reséquençage est utilisé quand la séquence du génome de référence est déjà connue. Le 
séquençage à haut débit est alors employé pour connaître quelles sont les variations 
génomiques de l’échantillon qui est étudié en comparaison avec celui pris comme 
référence. Ces approches sont certainement parmi les plus employées actuellement dans 
le domaine médical. Ces outils ont typiquement pour vocation de remplacer les 
méthodes traditionnelles d’hybridation génomique comparative (CGH) et de permettre 
de préciser les diagnostics soit de façon préventive soit pour caractériser une pathologie 
déjà déclarée. De nombreux articles ont été publiés dans ce domaine et le foisonnement 
des études d’associations en cours démontre de l’engouement réel du monde médical 
pour ces approches. Il est ainsi possible par exemple d’effectuer un diagnostic prénatal 
non invasif pour certaines maladies génétiques (3), de détecter les variants associés à 
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des maladies génétiques (4-8), de typer ou de suivre l’évolution des tumeurs 
cancéreuses chez les patients (9-11). Dans le domaine de la toxicologie, on peut 
imaginer que le séquençage permettra non seulement de suivre les effets mutagènes 
potentiels des molécules thérapeutiques sur les tissus qui ne sont pas les tissus cibles, 
mais on sera également capable de décrire précisément les modifications génomiques 
induites. 
Le reséquençage peut également être utilisé pour caractériser les différentes souches 
d’agents pathogènes. Dans le cas d’études épidémiologiques, le séquençage à haut débit 
va permettre des gains de temps très importants par rapport aux méthodes 
traditionnelles (12), ce qui peut s’avérer crucial en situation d’urgence. L’exemple de la 
découverte de l’origine sud asiatique de la souche de choléra qui a infecté Haïti en 2010 
grâce au séquençage à haut débit, a ainsi mis en évidence que la contamination 
provenait d’une région géographique éloignée probablement due aux activités humaines 
(13). 
Enfin le dernier domaine d’application du séquençage à haut débit, à la frontière entre 
reséquençage et séquençage de novo, concerne la métagénomique. Le but est de 
découvrir dans un mélange complexe l’ensemble des organismes qui le composent 
comme par exemple la flore intestinale (14). On peut ainsi imaginer qu’en séquençant le 
sérum de patients, il sera possible de déterminer quels sont les agents pathogènes qui y 
sont présents et qui sont à l’origine de la pathologie observée. Il pourrait aussi être 
possible d’envisager en toxicologie le suivi de l’incorporation de vecteurs viraux dans 
différents tissus d’un organisme en dehors de ceux ciblés par le vecteur de thérapie 
génique. 

c. Les analyses fonctionnelles 

Le dernier champ d’application des méthodes de séquençage à haut débit concerne la 
génomique fonctionnelle. Dans ce domaine, l’important n’est pas de connaître la 
séquence d’ADN des échantillons, mais plutôt de quantifier le nombre et le type 
d’éléments biologiques présents. Il est par exemple possible de déterminer quelles 
quantités et quels types d’ARN s’expriment dans une cellule (RNA-Seq)(15), voire 
sélectivement les ARNs messagers fixés sur les ribosomes et donc en cours de traduction 
(traductome)(16), de détecter les phénomènes de transcription qui sont utilisés pour la 
régulation à travers les longs ARN non codants et toute la famille des petits ARN (Small 
RNA-Seq), de connaître les régions de l’ADN où se fixent les facteurs de transcription 
(ChIP-Seq)(17) et de déterminer les modifications épigénétiques d’un génome en 
cartographiant ses sites de méthylation (MeDIP-Seq)(18). Ces applications vont 
concurrencer de plus en plus les méthodes traditionnelles basées sur les puces à ADN. 
Le séquençage à haut débit permet en effet de s’affranchir des biais de l’hybridation, il 
dispose d’une gamme dynamique plus grande et la résolution des résultats obtenus est 
disponible à la base près. Ces outils sont donc intéressants pour déterminer les effets 
des molécules thérapeutiques lors de test in vitro sur des cultures de cellules, in vivo sur 
des modèles animaux ou lors des essais cliniques. Le fait de pouvoir soit être exhaustif 
sur l’ensemble de toutes les réponses génomiques possibles, soit de cibler une région 
précise et de passer un grand nombre d’échantillons en parallèle est un atout important 
pour la caractérisation et le criblage de biomarqueurs (19). 
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4. Limitations actuelles des méthodes de séquençage à haut débit 

Les méthodes de séquençage à haut débit de première génération ont maintenant atteint 
la maturité technologique nécessaire à leur adoption large par la communauté 
scientifique et médicale. Les fabricants de matériels ne s’y sont pas trompés, et lancent 
d’ailleurs en 2011 chacun des versions de leurs matériels dédiés aux applications de 
diagnostic. C’est le cas de Roche avec le GS Junior, d’Illumina avec le MiSeq et d’Applied 
Biosystems avec le Ion Personal Genome Machine. Dans le même temps la seconde 
génération d’appareils commence à arriver sur le marché. Elle ambitionne de résoudre 
deux des limitations actuelles des premières générations de machines à haut débit. 
D’une part la nécessité d’amplifier l’échantillon à analyser, les machines de seconde 
génération seront capables de lire directement la séquence d’ADN. D’autre part le temps 
d’acquisition des appareils actuels est assez lent car il se fait par cycle. Les nouveaux 
séquenceurs seront eux capables d’effectuer la lecture de l’ADN en temps réel. 

Cependant face à cette escalade technologique et à l’ébullition autour des applications 
potentielles, il faut garder à l’esprit que le séquençage à haut débit doit faire face encore 
à plusieurs limitations. Tout d’abord, c’est une technologie encore jeune. Il reste de 
nombreuses zones d’ombre en ce qui concerne ces approches. Les biais techniques ne 
sont pour le moment qu’au début de leur caractérisation. On manque encore de recul sur 
les capacités de ces outils à quantifier précisément les événements biologiques 
complexes (épissage alternatif, site de fixation à l’ADN des facteurs de transcription…). 
Ensuite, le séquençage à haut débit produit des quantités très importantes de données 
dont la gestion n’est pas totalement maîtrisée et encore moins automatisée. Les résultats 
générés se chiffrant aujourd’hui en téraoctets, la question de savoir quoi garder et 
pendant combien de temps se pose de façon cruciale. Ce point est d’autant plus 
important que les études sur les effets de molécules thérapeutiques ont lieu pendant 
plusieurs années et qu’elles nécessitent un grand nombre d’expériences. Des questions 
importantes se posent également sur le traitement des résultats obtenus. Si par exemple 
dans le cas des puces à ADN on dispose de plus de 15 ans de recul technologique et de 
méthodologies statistiques bien déterminées pour corriger les données brutes et obtenir 
des résultats fiables, ce n’est pas du tout le cas en ce qui concerne les résultats du 
séquençage à haut débit. Les questions de normalisation ne sont pas tranchées, et les 
modèles statistiques à appliquer aux données ne sont toujours pas déterminés sans 
ambiguïtés. Pour terminer, dans le domaine du séquençage du génome des patients, des 
questions éthiques importantes se posent. Il est maintenant possible d’accéder au 
génome complet d’un individu. Tous les aspects éthiques de ces outils doivent donc être 
envisagés et surtout débattus pour y offrir une réponse appropriée. 

5. Conclusion 

On vient de le voir, les méthodes de séquençage à haut débit sont porteuses de grands 
espoirs en terme d’innovations médicales, pharmacologiques et toxicologiques. 
Cependant, les difficultés soulevées par l’analyse et le traitement des données produites 
sont quasiment aussi importantes et nécessitent une attention particulière de tous les 
décideurs dans le domaine de la santé. Il paraît impératif pour permettre l’adoption de 
ces méthodes dans le domaine du suivi toxicologique de pouvoir répondre dans le futur 
aux questions suivantes. Comment assurer la reproductibilité et la standardisation des 
méthodes d’études face aux évolutions incessantes des technologies ? Quels sont les 
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protocoles d’analyses des données et les contrôles à employer pour garantir la fiabilité 
des résultats proposés ? Enfin, de quelle manière le stockage et la pérennisation des 
données seront-t-ils assurés ? 
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