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ainsi révélés rendent la démarche de 
recherche de mutations particulière-
ment délicate et nécessitant donc une 
méthodologie adaptée.
Récemment, un consortium américain 
baptisé Exome Project a été créé afin 
de développer une approche centrée sur 
le séquençage exclusif de l’« exome » 
correspondant à l’ensemble des parties 
codantes du génome. Bien qu’il n’en 
représente qu’environ 1 % (soit près 
de 28 Mb selon la base CCDS [consen-
sus coding DNA sequence project] du 
NCBI [National center for biotechno-
logy information]), l’exome contient 
à lui seul 85 % des mutations mises 
en cause dans les maladies généti-
ques [6]. Une équipe de l’université de 
Washington impliquée dans ce consor-
tium a donc isolé les 180 000 régions 
génomiques correspondantes par une 
technique de capture sur puce à ADN. 
Ces régions ont ensuite été amplifiées 
puis séquencées à l’aide d’une plate-
forme Solexa d’Illumina [7]. Dans un 
premier temps, ces chercheurs ont étu-
dié l’exome de huit personnes origi-
naires de 3 populations différentes 
(4 Africains Yoruba, 2 Asiatiques et 
2 Caucasiens) dont la séquence avait 

pour next generation sequencing) [1] 
ouvre de nouvelles perspectives pour 
le diagnostic des maladies génétiques. 
Jusqu’à présent, en raison du coût 
important du séquençage convention-
nel, seuls quelques privilégiés comme 
le prix Nobel James Watson [2] co-
découvreur de l’ADN avec Francis Crick, 
ou encore Craig Venter [3], pionnier du 
séquençage du génome humain, ont vu 
leur génome entièrement séquencé. Ces 
nouvelles technologies, qui permettent 
une lecture massivement parallèle de 
plusieurs Gb par semaine, ont permis 
de réduire considérablement ces coûts 
et vont donc faciliter le séquençage 
complet de génomes à haut débit. Cette 
technologie a donc logiquement été 
retenue dans le cadre du 1 000 genomes 
project qui prévoit le séquençage du 
génome de 1 000 individus afin d’établir 
une nouvelle base de données plus com-
plète des polymorphismes du génome 
humain [4, 5]. Malgré l’avancée signi-
ficative apportée par le NGS, ces tech-
niques restent encore trop onéreuses 
pour envisager le séquençage à grande 
échelle du génome entier d’individus 
atteints d’une même maladie génétique. 
De plus, les millions de polymorphismes 

> Avec plus de 6 000 pathologies réper-
toriées, les maladies génétiques consti-
tuent un grand problème de santé 
publique affectant plus de 6 % de la 
population mondiale dont 25 millions 
d’Européens. La prise en charge de ces 
maladies demeure compliquée en rai-
son de la difficulté tant du diagnostic 
que du développement de thérapies 
pour ces pathologies qui regroupent peu 
de malades. Actuellement, le diagnos-
tic génétique est principalement fondé 
sur la recherche d’anomalies cytogé-
nétiques, la mise en œuvre d’analyses 
de liaison génétique ou encore le re-
séquençage de gènes candidats. Mal-
heureusement, l’identification des gènes 
en cause s’avère très difficile en raison 
de la diversité des mutations à mettre 
en évidence parmi les 3 milliards de 
bases qui composent le génome humain. 
Ainsi, beaucoup trop de patients restent 
sans diagnostic moléculaire bien que ce 
soit nécessaire à la prise en charge des 
familles, à la mise en place d’un dia-
gnostic prénatal et que cela constitue 
une étape indispensable à l’élaboration 
de stratégies thérapeutiques.
L’émergence des technologies de séquen-
çage de nouvelle génération (dites NGS 
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gènes variants en commun à 53. Ensuite, 
les gènes ne contenant que des variants 
identifiés lors du séquençage exomi-
que des 8 individus HapMap ont aussi 
été rejetés. À l’issue de cette dernière 
étape, il ne restait alors qu’un seul gène, 
le gène MYH3, présentant chez chaque 
patient un variant (mutation causale) 
qui n’était répertorié ni dans la dbSNP, ni 
parmi les 8 exomes HapMap. L’approche 
par séquençage d’exome permet donc 
de retrouver la mutation causale déjà 
connue pour cette affection.
Plus récemment, cette même équipe a 
publié des travaux similaires basés sur 
le séquençage exomique du génome 
de 4 patients atteints du syndrome 
de Miller2 [10] pour lequel aucune 
mutation n’avait encore été décrite. 
En appliquant la même stratégie de 
criblage des gènes communs aux mala-
des, le gène en cause, appelé DHODH 
(codant la dihydroorotate dehydro-
genase), a pu être identifié et validé 
[11]. La méthode se montre donc 
capable de révéler le gène impliqué 
dans une pathologie en l’absence de 
toute indication préalable.

2 Syndrome de Miller : dysostose acrofaciale (DAF) post-
axiale. Les DAF constituent un groupe hétérogène d’affec-
tions associant des anomalies des membres et du dévelop-
pement facial/mandibulaire (site Orphanet).

les nouveaux polymorphismes identifiés 
chez ces individus renforcent de manière 
significative le catalogue de la dbSNP.
Dans un second temps, les chercheurs 
ont étudié l’exome de 4 patients non 
apparentés atteints du syndrome de 
Freeman-Sheldon (SFS)1 [7], une mala-
die héréditaire dominante rare causée 
par des mutations du gène MYH3 (codant 
l’embryonic myosin heavy chain) [9]. Ils 
ont alors mis en place une stratégie de 
criblage des gènes afin de voir s’il était 
possible de retrouver le gène MYH3 muté 
chez ces patients. Ce criblage repose sur 
l’examen des différents variants portés 
par chacun des gènes et identifiés lors 
du séquençage exomique (Figure 1). La 
première étape consiste à rechercher 
les gènes qui présentent au moins un 
cSNP non synonyme, une indel ou un 
variant affectant l’épissage chez tous 
les patients. Ainsi, 2 479 gènes ont été 
sélectionnés à partir des 20 000 gènes 
codés par l’exome. Les gènes ne conte-
nant que des polymorphismes déjà 
décrits dans la dbSNP ont été écartés, 
ce qui a permis de réduire le nombre de 

1 Le syndrome de Freeman-Sheldon (SFS), aussi connu 
comme « syndrome de la face du siffleur », est un syndrome 
congénital rare caractérisé par une dysmorphie combinant 
des anomalies osseuses et des contractures articulaires avec 
un faciès typique (extrait du site Orphanet).

déjà fait l’objet  d’investigations dans 
le cadre du projet HapMap [8].
Au total, 6,4 Gb de séquences ont été 
générées par individu, ce qui a per-
mis d’obtenir une excellente couverture 
moyenne d’environ 50, correspondant 
au nombre de fois qu’une position don-
née du génome a été séquencée. Ainsi, 
plus de 96 % des positions génomiques 
séquencées présentent une couverture 
supérieure à 8 fois, jugée suffisante 
pour une bonne fiabilité de lecture. La 
 comparaison de la séquence des 8 exo-
mes d’individus de référence avec les 
variations identifiées dans le cadre 
du projet HapMap permet d’observer 
99,94 % de concordance pour les géno-
types homozygotes et 99,57 % pour les 
hétérozygotes, reflétant un faible taux 
d’erreur.
En comparant avec la séquence de réfé-
rence du génome humain, les auteurs 
ont retrouvé 56 240 SNP codants (cSNP) 
dont 13 347 non décrits dans la base 
de données de SNP du NCBI (dbSNP). 
Concernant les autres types de polymor-
phismes, chaque individu présente en 
moyenne 17 positions variantes situées 
sur des sites responsables de l’épissage 
et 166 insertions ou délétions (indels) 
codantes dont respectivement 30 % et 
37 % non annotées dans la dbSNP. Ainsi, 

Figure 1. Stratégie de criblage du génome de 
patients atteints du syndrome de Freeman-
Sheldon. La pyramide inversée représente 
le nombre de gènes variants communs aux 
4 patients au cours de l’application de diffé-
rents filtres. En partant de plus de 20 000 gènes 
(l’exome), seuls les gènes ayant au moins un 
cSNP non synonyme, un variant touchant un 
site responsable de l’épissage, ou encore une 
indel sont sélectionnés. Un second filtre est 
appliqué afin d’exclure parmi ces variants ceux 
présents dans la dbSNP et dans l’exome des 8 
individus HapMap. Finalement, l’unique gène 
restant correspond au gène MYH3, responsable 
du syndrome de Freeman-Sheldon.
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De qualité équivalente au séquençage 
conventionnel mais à moindre coût, 
l’approche du séquençage de l’exome 
s’avère très efficace pour identifier le 
gène et les mutations responsables de 
maladies monogéniques. La puissance 
de cette démarche s’appuie sur la qua-
lité des bases de données des polymor-
phismes humains comme la dbSNP, la 
plus prometteuse étant celle en cours 
d’élaboration par le « 1 000 genomes 
project » [5]. Sachant que sur les 
6 000 maladies génétiques connues 
seuls 1 600 gènes responsables ont été 
identifiés, l’émergence de ces nouvel-
les technologies est porteuse d’un réel 
espoir pour plus de 75 % des patients 
atteints de maladies génétiques chez 

lesquels aucun diagnostic génétique 
n’est  possible à ce jour. ‡
Exome sequencing applied 
to monogenic disorders
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Les cellules du muscle 
chantent en chœur une 
berceuse pour cellules souches
Rana Abou-Khalil, Terry Partridge, Bénédicte Chazaud
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Cellules satellites, 
précurseurs myogéniques 
et cellules de réserve dans le muscle
Le muscle strié squelettique adulte peut 
se régénérer grâce à une population de 
précurseurs, les cellules satellites. Dans 
le muscle adulte normal, les cellules 
satellites sont quiescentes et logées le 
long des fibres musculaires [1]. Leur 
capacité à assurer à la fois le renou-
vellement continu des noyaux des fibres 
musculaires et la régénération muscu-
laire suggère l’existence de mécanismes 
qui permettent de maintenir un réservoir 
de cellules satellites tout au long de la 
vie [2]. In vivo, la preuve de l’autore-
nouvellement des cellules satellites a 

été obtenue après greffe de fibres iso-
lées [3] ou de populations de cellules 
satellites quiescentes [4]. Des études 
ex vivo faites sur des fibres isolées qui 
étaient en phase de prolifération ont 
montré qu’un petit nombre des cellules 
précurseurs myogéniques (mpc) issues 
de la division des cellules satellites ne 
s’engagent pas dans la différenciation 
terminale mais constituent une réserve 
des cellules progénitrices sans qu’on 
puisse, dans ces conditions expérimen-
tales de manipulation de fibres isolées, 
les nommer cellules satellites [5]. En 
culture, on observe également cette pro-
priété d’autorenouvellement, puisqu’une 
sous-population des mpc constitue les 
« cellules de réserve » (RC) : ces cel-
lules qui ne sont pas engagées dans le 
cycle cellulaire et sont indifférenciées 
peuvent donner naissance à des cellu-

les différenciées et à de nouvelles RC 
dès lors qu’elles sont réensemencées et 
activées ; elles expriment plusieurs des 
caractéristiques des cellules satellites1. 
Les cellules mpc en phase de proliféra-
tion coexpriment les facteurs de trans-
cription Pax7 et MyoD. Puis elles suivent 
deux destins : la majorité d’entre elles 
sort du cycle cellulaire et s’engage dans 
la différenciation myogénique termi-
nale (que caractérisent la répression de 
Pax7 et la surexpression de MyoD) pour 
fusionner en myotubes. Une minorité 
sort du cycle cellulaire pour entrer en 
quiescence, réprime l’expression de MyoD 
et surexprime Pax7, arborant une signa-
ture caractéristique des cellules satel-

1 On ne peut toutefois pas les qualifier de cellules satellites, 
cette appellation reposant sur l’existence d’une localisation 
anatomique précise le long d’une fibre musculaire. 

Le titre de cet article est la traduction du commentaire de 
S. Duguez et T. Partridge publié dans Cell Stem Cell [12] : 
Skeletal muscle sings a choral stem cell lullaby. 
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