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1) Présentation technique du séquençage par nanopores 
 
1.1) Principe de détection par nanopores 
 

La détection par nanopore est basée sur l'interaction d'une molécule avec un canal de petite 

taille, un nanopore. L'interaction peut se matérialiser par le passage de la molécule à travers le 

nanopore ou le blocage transitoire de celui-ci. Le nanopore est inséré dans une membrane 

électriquement isolante. Lorsqu'une tension électrique est appliquée de part et d’autre de la 

membrane, un flux ionique se met alors en place à travers le nanopore. Une perturbation du flux, 

et donc du courant électrique, se produit lorsqu’une molécule et le nanopore entrent en contact. Ce 

sont ces perturbations, ces différences de potentiel, qui sont mesurées et qui permettent 

l’identification de l’analyte d'intérêt. 

 

 
Figure 1 : Représentation schématique d’un nanopore et de la perturbation de courant induite  

par l'interaction d’une molécule avec le nanopore. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 

Ce système peut être utilisé pour distinguer les cinq bases standard de l'ADN et de l’ARN 

(G, A, T, C et U), ainsi que les bases modifiées, mais aussi des métaux et des peptides. Un brin 

d'oligonucléotides va induire, lors de son passage séquentiel dans un nanopore, une suite de 

perturbations de potentiel électrique permettant le séquençage de ce brin. 
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1.2) Historique du développement du séquençage de l’ADN par nanopores 
   

Dès 1989, David Deamer imagine la possibilité de séquencer l’ADN via des nanopores (1). 

En effet, il pose les principaux concepts de la détection et l’identification des bases nucléotidiques 

par nanopores (Figure 2).  

 

 
Figure 2 : Schéma originel du concept de séquençage de l’ADN par nanopore  

par David Deamer (1). 
 
 

David Deamer et Dan Branton, basés aux Etats Unis, travaillaient sur des pores impliqués 

dans des mécanismes de biologie cellulaire, notamment de transduction (2). Parallèlement, Hagan 

Bayley, basé au Royaume-Uni, a établi qu'il était possible de détecter des translocations via des 

canaux dans des membranes (3). Mark Akeson, de l’équipe de David Deamer, a mis au point des 

méthodes pour contrôler la vitesse à laquelle l'ADN passe à travers le pore en incorporant des 
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enzymes processives dans le système qui ralentissent le brin d’ADN (4)(5). L’ensemble de ces 

travaux a permis la mise au point d’une méthode de séquençage basée sur les nanopores. 

Oxford Nanopore Technologies Ltd (ONT) est créée en 2005 mais ce n’est qu’en 2014 que 

les premiers MinIONs® ont été distribués en accès anticipé à un nombre restreint d’équipes. Le 

séquençage par nanopores se positionne alors comme une alternative au NGS (Next Generation 

Sequencing) basé sur des technologies d’amplification (Illumina, Ion Torrent). 

 
1.3) Origines et structures des nanopores 
 

Les nanopores sont des canaux de quelques nanomètres de diamètre. Ces pores sont 

retrouvés en biologie cellulaire dans de nombreux organismes, notamment enchâssés dans les 

membranes où ils occupent la fonction de canal ionique. ONT a exploité les caractéristiques 

naturelles des nanopores protéiques et les a couplées avec de plus récentes technologies de micro-

électronique pour développer des plateformes polyvalentes de séquençage. Les nanopores peuvent 

être de différentes natures : 

- biologique : protéine formant un pore dans une membrane amphiphile (bicouche lipidique 

ou équivalent synthétique). 

- synthétique : formé directement dans des matériaux synthétiques solides (nitrure de silicium 

ou graphène). 

- hybride : protéine formant un pore dans un matériau synthétique à l'état solide. 

 
Un nanopore biologique protéique peut avoir un diamètre intérieur de 1 nm. Ce diamètre 

est à la même échelle qu’un simple brin d'ADN. Le nanopore actuel (version R9) est une protéine 

mutée de la lipoprotéine CsgG de E. coli, qui transloque les polypeptides à travers la membrane 

bactérienne. La lipoprotéine CsgG est composée de neuf sous-unités identiques qui forment un 

pore nonamérique (Figure 3). Ce pore a été modifié pour permettre à l'ADN d'être transloqué à 

travers la structure à la place des peptides. 
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Figure 3 : Schéma du nanopore protéique nonamérique. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 

 
 

Les nanopores protéiques peuvent être modifiés au niveau atomique par des techniques 

d'ingénierie des protéines et par des modifications chimiques ciblées. Des modifications 

spécifiques peuvent être imaginées pour augmenter l’affinité du nanopore pour les molécules 

d’ADN. Les modifications peuvent inclure : 

- Des modifications génétiques pour créer ou améliorer des sites de liaisons spécifiques dans 

la cavité du nanopore. 

- Des liaisons de sondes ou de ligands d'affinité (oligos d'ADN, aptamères, biotine, tag 

histidine, sucres…). 

- Des fixations de structures plus volumineuses à l'extérieur du nanopore, comme les 

protéines motrices ou les sites récepteurs. 

L'entrée des nanopores peut également être modifiée pour améliorer la liaison des protéines 

motrices moléculaires, telles que des hélicases. 

 
1.4) Principe du séquençage « long reads »  
 
Si l’on parle de séquençage de “long reads”, abordons d’abord la technologie de séquençage 

Single-molecule real-time sequencing (SMRT)(6) utilisée par Pacific Biosciences. Le séquençage 

en temps réel d'une seule molécule est médié par une ADN polymérase fixée dans un puit. 

Lorsqu'un nucléotide est incorporé par l'ADN polymérase sur un brin, un fluorophore spécifique à 

chaque base est clivé. Cette fluorescence est détectée et permet le séquençage avec une précision 
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médiane d’environ 99% (erreurs aléatoires dues aux fluorophores, facilement détectables et donc 

corrigeables)(6)(7). 

Pour le séquençage par nanopores, les fragments d'ADN simple brin passent à travers les 

nanopores et sont analysés en temps réel, quelles que soient leurs longueurs. L’analyse en temps 

réel entraîne un gain de temps majeur, notamment en infectiologie (8). Cette technologie permet 

d'analyser la molécule d'ADN native sans avoir recours à des méthodes d'amplification, évitant 

ainsi l'introduction de biais (9) et la perte d'informations, telles que les bases modifiées (10)(11). 

Du fait que des grands fragments d’ADN sont séquencés sur toutes leurs longueurs, il est possible 

d’obtenir des reads de plus de 100 kb, permettant le séquençage de grandes régions répétées d’ADN 

ou d’ARN. En technique conventionnelle de NGS (Illumina ou Ion Torrent), la longueur des reads 

est limitée à quelques centaines de paires de bases (12)(13). 

Le séquençage de l’ADN par nanopores est donc réalisé par la mesure de la perturbation 

caractéristique du courant lors du passage de l’ADN simple brin à travers le pore. La vitesse de 

translocation est contrôlée par une protéine motrice. La protéine motrice est un cliquet qui déplace 

le brin d'ADN à travers le nanopore.  La protéine motrice est fixée à un adaptateur complexé à une 

extrémité d’un brin d’ADN double brin. La protéine déshybride l’ADN double brin afin qu’un 

simple brin passe dans le nanopore. La vitesse de translocation peut être contrôlée : plus la vitesse 

de translocation est élevée, plus il y a de données générées par seconde. 

Le nanopore possède une partie étroite, qui abrite le lecteur (Figure 4). Ce lecteur est une 

combinaison d'acides aminés qui entrent en contact et peuvent discriminer différents nucléotides 

présents dans le pore. Au fur et à mesure que l'ADN se déplace dans le pore, le lecteur lit la 

combinaison de nucléotides qui induisent une perturbation caractéristique du courant électrique. 

Cette information peut déterminer l'ordre des bases dans le brin d'ADN. La protéine motrice 

déplace le brin une base à la fois, en contrôlant la vitesse à laquelle le brin passe devant le lecteur. 
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Figure 4 : Représentation du lecteur dans le nanopore. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 
 
 

Actuellement, les flowcells sont en version R9.4.1. La lecture des bases se fait par segment 

de cinq bases, ce qui pose un problème lors du séquençage d’homopolymères ou de régions 

répétées. La version R10 des flowcells a été mise sur le marché courant 2019 pour palier à ce 

problème en augmentant la zone de « sensibilité » avec un second détecteur (Figure 5). 

  

Figure 5 : Comparaison de la précision de séquençage d’homopolymères  
des versions de nanopores R9.4.1 et R10. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
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1.5) Présentation des différents modules du séquenceur  
 
1.5.1) Le MinION® 
 

L’instrument MinION® est un appareil électronique qui assure l'interface entre l’ordinateur 

de pilotage et d’acquisition et la flowcell. En effet, il alimente en électricité le circuit intégré 

spécifique à l'application (ASIC), régule la température, protège le capteur du bruit de fond 

électromagnétique et transfère les données vers l’ordinateur. L’instrument mesure 105 mm x 33 

mm x 23 mm, de la taille d’une grosse clé USB. Le boîtier métallique du MinION® est relié 

électriquement à la terre. La continuité entre le circuit imprimé, le boîtier de l'instrument et le 

couvercle est assurée par des contacts magnétiques et une charnière conductrice. Un blindage 

magnétique est également présent pour réduire davantage les bruits parasites dans le signal. 

L'alimentation et le transfert de données s'effectuent via un seul câble USB 3.0. Il fournit toute la 

puissance nécessaire à l'instrument et à l'ASIC (5 V à 900 mA max). Les taux de transfert de 

données sur USB 3.0 sont suffisants pour traiter simultanément les 512 canaux d'enregistrement 

émettant des données brutes à 33 kHz.  

Le MinION® est adapté au séquençage d’ADN et d’ARN, mais également à d’autres 

applications (métaux, peptides). Il est piloté par le logiciel MinKNOW. 

 

1.5.2) Les flowcells 
 

Les flowcells contiennent le détecteur en lui-même (la membrane avec les nanopores) et 

l’ASIC, nécessaire au séquençage de l’échantillon (Figure 6). Elles s'insèrent dans un MinION® et 

sont donc des consommables pouvant être réutilisées après rinçage. 
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Figure 6 : Photographie d’une flowcell prête à l’emploi. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 

 
 

La flowcell assure l’interface entre la chambre (sensor array) contenant les nanopores et 

l’ASIC, entre la partie fluidique et électronique. La flowcell est composée de différents modules. 

En effet, elle se décompose en un réseau fluidique avec une membrane sélective d’ions, d’un 

réservoir de déchet, d’un joint fluidique, d’un réseau de capteurs communiquant avec l’ASIC et 

d’une carte de circuit imprimé (PCB) (Figure 7). Le réseau de capteurs est composé de plusieurs 

puits de détection, chacun étant conçu pour enregistrer le signal généré par un seul nanopore. 

Jusqu’à 75 μl de librairie peuvent être chargés au goutte à goutte, au-dessus de l'entrée SpotON, 

sur une flowcell. 

 

 

Figure 7 : Schéma d’une flowcell avec ses différents modules. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
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Le sensor array d’une flowcell possède 2048 électrodes de puits actives organisées 

hexagonalement à la surface du réseau. Ces 2048 électrodes correspondent à 2048 nanopores. Ces 

2048 nanopores sont regroupés par 4 pour 512 canaux de mesure (multiplexage MUX). L'ASIC est 

capable d’acquérir les signaux de tous les canaux simultanément. Le choix d'un seul puit pour 

chacun des canaux d'enregistrement est appelé multiplexage : les 512 meilleurs puits sont choisis 

comme premier groupe, pour ensuite créer quatre groupes. Cette sélection, dite de MUX Scan, 

permet d’améliorer le rendement des canaux avec un seul pore viable et d’optimiser la 

consommation générale de réactif sur l’ensemble de la flowcell tout en maintenant une acquisition 

de signal de bonne qualité (Figure 8). Des MUX Scan sont répartis tout au long du run de 

séquençage pour suivre les modifications dues aux stress physico-chimique imposé à la membrane 

(échauffement et voltage).  

 
Figure 8 : Principe du MUX Scan sur les flowcells. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
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1.6) Les différentes kits de préparation de librairie 
 

1.6.1) Ligation Sequencing Kits 
 

La préparation de librairies avec les Ligation Sequencing Kits (LSK) utilise une approche 

par ligation. Ces workflows permettent une préparation de librairie assez rapide, de l’ordre d’une 

heure (Figure 9). Des adaptateurs (dits Y-adapters) sont liés aux molécules d’ADN pendant la 

préparation de librairie. Ainsi, l’adaptateur va se lier au nanopore et insérer dans celui-ci un simple 

brin d’ADN à séquencer. 

 
Figure 9 : Préparation de librairie avec un Ligation Sequencing Kit. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 

 
 
 
1.6.2) Rapid Sequencing Kits 

 
Le Rapid Sequencing Kit (RAD) est un kit de préparation de librairie particulièrement 

adapté au séquençage d’ADN génomique de haut poids moléculaire basé sur une méthode utilisant 

des transposases (Figure 10). Les molécules d'ADN sont fragmentées à l’aide d’une transposase 

qui va également, lors de la fragmentation, ajouter un adaptateur Y. Ce protocole convient aux 

applications où l’échantillon d’ADN possède de longs fragments (>30 kb) et n'est pas recommandé 

pour les amplifiats PCR qui sont en général trop courts pour cette méthode et compromettrait le 

débit. 
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Figure 10 : Préparation de librairie avec un Rapid Sequencing Kit. © 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 
 

Les protocoles de préparation de librairie RAD et LSK ont donc trois différences majeures :  

- Matériel d’entrée : Le protocole RAD nécessite 400 ng d'ADN de haut poids moléculaire, 

contre 1000 ng pour le LSK sans limitation de poids moléculaire.  

- Rapidité : Le protocole RAD est plus rapide que le protocole LSK. Le protocole RAD est 

un protocole en deux étapes de 10 minutes par rapport au protocole en plusieurs étapes de 

70 minutes pour le LSK. 

- Débit : Le kit RAD est optimisée pour la vitesse de séquençage au détriment du débit, et le 

rendement attendu est de 4 à 6 gigabases en 48 heures. Avec les kits LSK, le débit attendu 

est d’environ 20 gigabases en 48 heures.  

 

Le débit de séquençage correspond au volume de données générées à partir du séquençage 

d’une librairie ou d’une flowcell. Ce débit est proportionnel au nombre de canaux, à la vitesse de 

séquençage, au temps de séquençage et à la qualité de l’échantillon. Intuitivement, il convient de 

rechercher des flowcells avec le maximum de nanopores disponibles et de la faire séquencer le plus 

longtemps possible. Une flowcell peut séquencer théoriquement pendant 72 heures. Or, on observe 

souvent une baisse de débit en fonction du temps. Ce ralentissement peut venir d’une diminution 
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de la vitesse de séquençage pendant le run ou d’une perte de canaux disponibles (nanopores 

obstrués, diminution des ressources consommées les protéines motrices).  

 
1.6.3) Barcoding Kits 
 
 

Il est possible de multiplexer plusieurs librairies sur une même flowcell grâce à des 

protocoles de barcodage. L’avantage majeur est évidemment économique puisque l’on peut 

optimiser le coût par analyse en mutualisant les flowcells et réactifs de séquençage. Les barcodes 

sont conçus pour avoir un risque minimisé d’interférence entre eux. Il existe deux types de kits de 

barcodage : 

- Les PCR Barcoding Kit (EXP-PCB), jusqu’à 96 barcodes. 

- Les Native Barcoding Kit (EXP-NBD), jusqu’à 24 barcodes. 

 
Les PCR Barcoding Kit sont par définition basés sur une étape d’amplification PCR (Figure 11).  
 

 
 

Figure 11 : Workflow du Rapid PCR Barcoding Kit pour de l’ADN génomique.  
© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 

 
Les barcodes ont été soigneusement conçus et purifiés afin de minimiser les interférences. 

Le protocole de barcodage peut être adapté pour fonctionner avec de l'ADN génomique, des 

amplifiats PCR ou de l'ADNc. Une version Rapid (transposase) de ce protocole existe, elle ne sera 
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pas détaillée ici. Le second kit de barcodage est basé sur une ligation des barcodes sans PCR, via 

une ligase (Figure 12).  

 
 

 
 

Figure 12 : Workflow du Native Barcoding Kit pour l’ADN génomique. © 2008-2019 Oxford Nanopore 
Technologies 

 
 

Ce kit de barcodage comprend des barcodes qui sont ligaturés aux extrémités des fragments 

d'ADN sans qu'il soit nécessaire d'avoir recours à la PCR. L'absence d'une étape de PCR signifie 

que l'ADN natif peut être séquencé, ce qui élimine le risque de biais d’amplification PCR. 

L’acquisition des données de séquence est similaire à un run de séquençage classique. C’est 

lors du retraitement bio-informatique que les reads vont être démultiplexés en fonction du barcode, 

soit par le basecaller lors du basecalling, soit par un programme indépendant dans un second temps. 

Le fichier de données initial sera divisé en n fichiers en fonction du nombre de barcodes utilisés. Il 

se peut que l’acquisition ne soit pas d’assez bonne qualité pour que le programme de 

démultiplexage assigne une identité à un read. Les reads sans barcode identifié seront classés dans 

un fichier séparé. Les séquences des barcodes utilisés dans ce travail sont détaillées dans la Table 

1. 
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Table 1 : Séquences oligonucléotidiques des barcodes pour l’identification des fragments d’ADN lors du 
multiplexage de plusieurs échantillons de patients différents sur une même flowcell.  

© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 
 
1.7) Différentes chimies de production de reads 1D et 1D2  

 
 

Les kits de préparation de librairie sont légèrement différents en fonction du type de reads 

désirés. En effet, les flowcell sont conçues pour donner des reads 1D (R9.4.1) ou 1D2 (R9.5.1). Il 

convient donc de s’assurer de la compatibilité du kit de séquençage avec sa flowcell avant de 

démarrer une préparation de librairie. La chimie 1D est indiquée pour séquencer de l’ADN 

génomique, de l’ADN complémentaire et des amplifiats PCR (SQK-LSK109) alors que la chimie 

1D2  est préférée pour l’ADN génomique. 

 

 
Figure 13 : Séquençage par nanopores avec les différentes chimies disponibles.  

© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
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La chimie 1D séquence un simple brin d’ADN et remet en suspension le brin 

complémentaire qui sera disponible pour être séquencé par un autre nanopore. Avec la chimie 1D2, 

le brin complémentaire est séquencé immédiatement après le premier brin, dans le même nanopore 

(Figure 13). Ce brin complémentaire sert alors de contrôle au premier brin. Les informations 

combinées des deux brins permettent une plus grande précision lors du basecalling.  La chimie 1D2 

produit donc des reads plus précis (précision de 97 %) que la chimie 1D seule. 

 
1.8) Focus sur quelques réactifs essentiels  
 
1.8.1) Les adaptateurs (AMX) 

 
L'adaptateur Y a pour but de diriger les fragments d'ADN de la librairie vers le nanopore. 

Les adaptateurs sont liés aux fragments d'ADN polyadénylés aux extrémités (Figure 14). 

L'adaptateur Y contient un enzyme qui régule la vitesse de passage de l'ADN dans le nanopore. 

L'enzyme est actif en solution, mais des bases modifiées dans l'adaptateur l’inhibent lorsqu’il n’est 

pas au contact du nanopore. 

 

Figure 14 : Workflow de préparation de libraire d’ADN génomique 1D.  
© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
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1.8.2) Les attaches d'ADN  
 
Pour maximiser le rendement de séquençage des nanopores sans augmenter la quantité 

d’ADN requise, ONT a mis au point une méthode de liaison des fragments d’ADN de la librairie 

à la surface de la membrane (Figure 15).  Ce mécanisme permet de concentrer les fragments d’ADN 

près des nanopores, ce qui augmente considérablement la sensibilité de l'appareil et le débit de 

séquençage. 

 

 
Figure 15 : Principe de concentration des fragments d’ADN près du nanopore.  

© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 
 

Les attaches ont une double fonction : lier le brin d'ADN à la membrane de la cellule 

d'écoulement et réduire la diffusion des brins d'ADN de trois à deux dimensions. Ces fonctions 

améliorent la capture de l'ADN d'environ trois fois par rapport à la capture sans les attaches. 

 
1.9) Le système CRISPR-Cas9  
 

La qualité et donc la préparation de l’échantillon est essentielle pour cette méthode de 

séquençage. Dans l’optique de tirer le meilleur parti du séquençage par nanopores de régions 

génomiques ciblées, il convient de séquencer de l’ADN natif, enrichi au préalable et le moins 

fragmenté possible. Une technique originale d’enrichissement sans amplification PCR en utilisant 

le système Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) - Cas9 a émergé 

avec la technique CATCH en 2017 (14). Plus récemment, ONT a mis à disposition à sa 

communauté d’utilisateurs un protocole optimisé basé sur ce système, pour enrichir de grandes 

régions génomiques à partir du système CRISPR-Cas9 (15)(16). 
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Les systèmes CRISPR-Cas ont été identifiés chez des bactéries et des archées comme des 

systèmes d’immunités contre les virus et les bactériophages (17). Ce sont des endonucléases 

induisant des coupures spécifiques double brin de l’ADN. Ces protéines Cas se comportent comme 

des “ciseaux moléculaires”. Ces endonucléases sont guidées par des CRISPR RNAs (crRNAs), 

compléxés à des trans-activating crRNA (tracrRNA) qui permettent leur appariement à l’enzyme 

(Figure 16). Pour le système CRISPR-Cas9, issu de Streptococcus pyogenes, la séquence d’ARN 

du guide crRNA de 20bp se termine par un protospacer adjacent motif (PAM) supplémentaire qui 

est un “NGG”, N étant n’importe quelle base. La coupure s’effectue trois bases en amont du PAM.   

 

 

Figure 16 : Principe de l’enrichissement d’ADN natif avec CRISPR-Cas9  
© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 

 

La spécificité de la coupure provient d’une part de l’enzyme et d’autre part de la spécificité 

du guide crRNA pour sa cible. En effet, si le crRNA possède d’autres régions complémentaires 

dans le génome, même avec plusieurs mismatchs (séquence qui diffère d’une ou plusieurs paires 

de bases), alors on peut observer des clivages non spécifiques. Dans cette application, seule une 



28 
 
 

baisse de l’enrichissement peut résulter de ces mismatchs. En revanche, en genome engineering, 

induire des cassures double brin non désirées peut avoir des effets délétères (18). 

Son utilisation en enrichissement permet de s’affranchir des réactions PCR. Les régions 

riches en GC, difficilement amplifiables par PCR, se retrouvent alors plus facilement accessibles 

au séquençage, en s’affranchissant de biais d’amplification et en conservant les modifications 

épigénétiques comme la méthylation. 

Le système CRISPR-Cas9 a récemment été très médiatisé, notamment pour l’édition de 

génome avec des perspectives thérapeutiques prometteuses (19)(20) et des problématiques éthiques 

(21). Les potentielles applications sont nombreuses : correction ou induction de mutations 

génétiques causales de pathologies dans des modèles animaux à des fins de recherches, génération 

de biomatériaux à partir d’algues modifiées, modification génétique en agroalimentaire, production 

de biocarburants par des algues ou du maïs modifiées, thérapie génique in vivo et amélioration des 

rendements de productions de biomédicaments (22).  D’autres systèmes utilisant Cas12a ou 

Cascade Cas3 sont actuellement en développement (23). 

 

2) Bio-informatique, partie intégrante du séquençage à haut débit 
 

L’analyse bioinformatique des données peut se faire en temps réel ou dans un second temps 

après le run de séquençage. L’analyse en temps réel requiert des ressources informatiques 

conséquentes ou un MinIT®, ordinateur miniaturisé optimisé pour la bioinformatique 

commercialisé par ONT. Dans notre cas, l’acquisition du signal et son stockage sont suivis d’une 

étape de retraitement de données par différents programmes bioinformatiques. 

L’analyse bio-informatique des données générées par le séquenceur est donc essentielle. En 

effet, toute l'information réside dans le signal électrique acquis puisque c’est le brin même d’ADN 

qui est interrogé par le nanopore. Les données brutes correspondent donc à une mesure directe des 

changements de courant ionique dans le nanopore lorsqu’un brin d’ADN ou d’ARN le traverse. 
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Ces mesures sont enregistrées par MinKNOW. MinKNOW convertit ces mesures en “read”, 

chaque read correspondant à un brin d’ADN ou d’ARN analysé. Ce signal électrique est ensuite 

converti en séquence nucléotidique (Figure 17). 

 
Figure 17 : Traduction du signal électrique brut en séquence nucléotidique. 

© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 

Le processus de traduction de ce signal électrique brut en séquence nucléotidique se nomme 

“basecalling”.  C’est la première étape du processus de retraitement des données. Plusieurs modèles 

de calcul et basecallers se sont succédés depuis 2017, certains basés sur des réseaux neuronaux et 

mis au point par ONT (24). Ainsi, on suit la précision et la vitesse du basecaller, qui s’améliorent 

régulièrement avec les mises à jour. La performance du basecaller a des répercussions sur la qualité 

des résultats de l’analyse. Le score de qualité des reads est exprimé avec un Phred quality score. 

Ce score est calculé ainsi : Q-score = -10 x log(Pe), Pe étant la probabilité d’erreur pour chaque 

base.  

Classiquement et à titre de comparaison, le séquençage Sanger a un taux d’erreur de 0,1% 

par base, le séquençage Illumina environ 0,5% (25)(26) et le séquençage ONT environ 10% (24). 

On arrive aujourd’hui à des précisions par read supérieures à 95% sur les plateformes ONT avec 

les dernières versions de puces et de basecallers (24).  Les erreurs sont en principe lissées par la 
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profondeur de séquençage et l'élimination des reads de mauvaises qualités (diminution du bruit de 

fond). 

Après avoir obtenu des séquences nucléotidiques, une suite d’opérations bio-informatiques 

est à mettre en place pour obtenir des résultats lisibles et interprétables (Figure 18). 

 
Figure 18 : Différentes étapes du pipeline bio-informatique général. 

 

Le développement récent de la bio-informatique dans l’analyse des données de séquençage 

de nouvelle génération et l’émergence de nouveaux et multiples outils posent la question de la 

standardisation des pipelines bio-informatiques. Il est donc nécessaire de sélectionner les outils (la 

plupart libres de droit) qui correspondent à la technique de séquençage utilisée et aux questions 

biologiques à traiter. Des bonnes pratiques ont été publiées à propos de à la structure générale du 

pipeline à respecter (27), par l’équipe GATK software du Broad Institute (Figure 19). 
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 Figure 19 : Pipeline bio-informatique proposé dans les Best Practices de GATK  

(reproduit à partir de https://software.broadinstitute.org/gatk/best-practices/workflow?id=11145). 

 

L’Association National des Praticiens de Génétique Moléculaire (ANPGM) a émis 

également des recommandations générales pour la gestion informatique des données et des 

analyses de séquençage à haut débit pour les laboratoires de diagnostic moléculaire de maladies 

génétiques (28). 

Les différents formats que nous allons utiliser sont les suivants : 

● FASTA : C’est le format le plus simple de séquence. Chaque séquence commence par un 

“>” suivi par l'identification de la séquence. Ce format est adapté aux séquences de 

référence par exemple. 

● FAST5 : C’est le format des données natives brutes issues des séquenceurs ONT. Ces 

fichiers contiennent les signaux électriques brutes (pico ampères) mesurés par les 

nanopores, riches en informations. 

● FASTQ : Ce format se rapproche du FASTA mais avec une information supplémentaire : 

la qualité des reads. Ces fichiers primaires sont générés par les basecallers à partir des 

fichiers FAST5 acquis. Ces fichiers serviront aux retraitements en données secondaires. 
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● BED : Le format BED (Browser Extensible Format) est un format multi-usage. Ici, nous 

allons nous en servir pour définir des coordonnées génomiques à analyser par les différents 

programmes bio-informatiques. 

● SAM : Les fichiers SAM (Sequence Alignment/Map) contiennent les informations de 

mapping des reads (assignation d’une coordonnée génomique de référence au read). Ils sont 

générés par des programmes comme minimap2 ou BWA-MEM.  

● BAM : C’est un format connexe du SAM mais en écriture binaire (plus facile à analyser 

pour une machine) et compressé. Ces fichiers sont souvent très volumineux. 

● BAI : Ces fichiers BAI sont des index des fichiers BAM (BAm Index). Ce sont des fichiers 

qui servent de tables des matières à des fichiers BAM. Leur but est de faciliter l’affichage 

des fichiers BAM dans des logiciels de visualisation.  

● VCF :  Les fichiers VCF (Variant Call Format) contiennent les variants détectés. Ils sont 

générés par les outils de variant-calling comme frebayes, nanopolish ou VarScan. Ces 

fichiers pourront être filtrés et annotés et serviront à l’interprétation biologique. 

 

Plusieurs solutions de calcul sont disponibles. Des sites web offrent des suites d’outils et 

des opérations sur des serveurs distants tel que usegalaxy.org (29). Ensuite, la plupart des outils 

informatiques n’offrent pas de compatibilité avec Windows. Il convient donc de travailler dans des 

environnements informatiques basés sur Linux. Ici aussi, plusieurs solutions existent : un 

environnement virtuel installé sur Windows (https://www.virtualbox.org/), un environnement natif 

installé sur Windows 10 (https://ubuntu.com/) ou un système d’exploitation Linux. 
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3) Pharmacogénomique & problématiques biologiques  
 

La réponse aux médicaments possède une grande variabilité interindividuelle (30)(31). La 

pharmacocinétique et la pharmacodynamie des médicaments peuvent être affectées par des facteurs 

génétiques et environnementaux (32)(33)(34). La pharmacogénétique se propose d’identifier des 

marqueurs génétiques expliquant cette variabilité dans le but de prédire toxicité ou perte de réponse 

d’un médicament (35). La pharmacogénétique s’intègre donc pleinement dans le concept de 

médecine personnalisée (36)(37). De nombreux enzymes et transporteurs sont impliqués dans la 

métabolisation et la distribution des médicaments.   

Récemment, des panels ciblés de séquençage adaptés à la pharmacogénétique ont vu le jour 

(38). Ces panels sont conçus pour rechercher des variants d'intérêt clinique pour lesquels des 

modifications de traitement ou de posologie sont possibles et pour lesquels les fréquences alléliques 

sont suffisamment élevées pour justifier leurs recherches (38).  Le séquençage de gènes entiers 

permet de détecter des variants rares (39), bien qu’encore difficilement interprétables en l'absence 

d’outils de prédiction performants (40). Également, le séquençage nanopore de long reads permet 

un haplotypage natif et l’étude de la méthylation est possible dès lors que l’on séquence de l’ADN 

non amplifié. Ce travail se proposera d’étudier et de séquencer les gènes CYP2D6, CYP3A4 et 

CYP3A5, TPMT, NUDT15 et DPYD dans son intégralité. Attardons-nous sur les différentes 

problématiques biologiques posées par l’étude de ces gènes. 

 
3.1) Le CYP2D6 

 

Le gène CYP2D6 est très polymorphique, avec plus de 90 variants décrits (41) entraînant 

des phénotypes particuliers de cet enzyme (42). Le génotypage du CYP2D6 permet donc 

d'identifier différents phénotypes de métaboliseurs tels que les métaboliseurs lents, intermédiaires, 

rapides et ultra-rapides (43). Le gène CYP2D6 peut être totalement délété ou avoir de multiples 

duplications (copy number variation ou CNV) (43). Les fréquences alléliques sont très variables 
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en fonction de la région géographique d’origine des individus (44)(45). Ainsi, le gène CYP2D6 est 

inclus dans certains assemblages alternatifs du génome. Le CYP2D6 métabolise environ 20% des 

médicaments métabolisés par les cytochromes P450 (46). En psychiatrie, il a récemment été montré 

que le génotype du CYP2D6 avait une influence sur l’exposition à l’aripiprazole et à la rispéridone 

et à la réponse clinique à la rispéridone (47). Un séquençage préalable du gène est donc d’un intérêt 

certain. 

 

3.2) Les CYP3A4 et CYP3A5 
 

Les CYP3A4 et CYP3A5 sont responsables de la métabolisation d’environ 30% des 

médicaments métabolisés par les CYP450 (46). Dans la population caucasienne américano 

européenne, l’allèle le plus fréquent du CYP3A5 est le CYP3A5*3 (rs776746), induisant une perte 

de fonction (création d’un site d’épissage alternatif). La fréquence allélique est de 95% dans la 

population caucasienne et varie de 15% à 35% chez les autres populations (48). On observe donc 

chez la plupart des individus caucasiens une inactivation du CYP3A5. Le tacrolimus est métabolisé 

par les CYP3A4 et CYP3A5 pour être éliminé (Figure 20). Il donc est recommandé d’augmenter 

d’un facteur 1,5 à 2 les doses journalières de tacrolimus chez les patients expresseurs du CYP3A5, 

sur la base de leur génotype (49). 
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Figure 20 : Schéma pharmacocinétique de la ciclosporine et du tacrolimus 
(d’après pharmagkb (https://www.pharmgkb.org/pathway/PA165986114). 

 
 
3.3) Pharmacogénétique des thiopurines et résolution d’haplotype vrai 
 

L’azathioprine, prodrogue de la mercaptopurine, est indiquée dans certaines maladies auto-

immunes (maladie de Crohn, rectocolite hémorragique, polyarthrite rhumatoïde, lupus 

érythémateux disséminé) et en onco-hématologie (leucémie aiguë lymphoïde). La mercaptopurine 

est prise en charge par de nombreux enzymes et transporteurs (Figure 21).  
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Figure 21 : Schéma pharmacodynamique/pharmacocinétique de l’azathioprine  
(d’après pharmagkb (https://www.pharmgkb.org/pathway/PA2040). 

 
 

Chez les patients atteints de maladie inflammatoire chronique de l’intestin, l’administration 

d'azathioprine guidée par un génotype intégrant des variants dans les gènes TPMT, NUDT15 

(50)(51)(52), guanine monophosphate synthase (GMPS) (53) et un haplotype particulier HLA-

DQA1-HLA-DRB1 (54)(55), semble prometteur pour réduire les effets indésirables 

(myélosuppression et pancréatite), et augmenter l’efficacité du traitement.  

La résolution d’haplotype, notamment pour les mutations dans le gène TPMT est un objectif 

majeur de ce travail. En effet, la résolution d’haplotype réel est en principe possible avec cette 

approche de séquençage. La difficulté, avec les techniques actuelles, repose sur la résolution des 

mutations hétérozygotes composites puisqu’elles ne distinguent pas si les mutations se trouvent sur 

le même brin ou non (cis ou trans) (Figure 22). 
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Figure 22 : Schéma représentant la problématique du phasage des haplotypes  
 (adapté d’après Lunenburg et al (56)). 

 

 Chez certains patients, notamment pour TPMT, un haplotype vrai des mutations permet 

d’améliorer la capacité du génotypage à prédire le phénotype de TPMT (57). 

 

3.4) Administration de fluoropyrimidines et dihydropyrimidine déshydrogénase (DPYD)  
 

En France, environ 80,000 patients reçoivent une chimiothérapie contenant des 

fluoropyrimidines chaque année. Les fluoropyrimidines sont une classe pharmacologique 

constituée par le 5-FU et la capécitabine, sa pro-drogue administrée par voie orale.  Les indications 

en oncologie sont variées (côlon, voies aérodigestives, sein...). L’incidence des toxicités est estimée 

aux alentours de 20-25 %, parfois létales, avec une incidence comprise entre 0,1 et 1 % (58).  

 L’élimination du 5-FU est principalement hépatique. Elle est essentiellement sous la 

dépendance de la DPYD, qui métabolise le 5-FU en dihydro-5FU (DHFU) inactif (Figure 23). Un 

déficit d’activité de l’enzyme DPYD induit donc une accumulation de métabolites toxiques.  
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Figure 23 : Voies métaboliques de transformation du 5-FU et de la capécitabine 
(d’après pharmagkb (https://www.pharmgkb.org/pathway/PA150653776). 

 

Certains variants présents dans le gène codant pour la DPYD sont associés à un surrisque 

de toxicité lors de l’administration de 5-FU (59). Récemment, ces données ont motivé la 

formulation de recommandations françaises et internationales en faveur de la recherche préalable 

de certains variants du gène DPYD avant toute administration de 5-FU ou de capécitabine (60) 

(61).  

Les recommandations actuelles de pharmacogénétique préconisent la recherche de 4 

variants pour prévenir l’apparition de toxicité (60) :  DPYD*2A (rs3918290), DPYD*13 

(rs55886062), c.2846A>T (rs67376798) et l’haplotype HapB3 contenant le rs75017182. L'HapB3 

est un haplotype contenant une combinaison de cinq polymorphismes et inclut quatre variants 

introniques et un variant exonique, tous en déséquilibre de liaison complet.  
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Le phénotypage de l’enzyme DPYD est réalisé par le dosage du dihydrouracile et de 

l’uracile plasmatique puis en calculant le rapport dihydro-uracile/uracile. Pour certains patients, les 

résultats de ce génotypage n’expliquent pas l’activité déficitaire de la DPYD mise en évidence par 

le phénotypage de l’enzyme (59). Ainsi, le phénotypage a été préféré au génotypage pour détecter 

les déficits d’activité de l’enzyme DPYD dans les recommandations de l’HAS et de l’INCa (58).   

Se limiter à seulement quatre variants, avec des fréquences alléliques faibles chez les 

patients caucasiens et presque absents chez les patients d’autres ethnies (62) pourrait être l’une des 

causes du manque de sensibilité du génotypage. Pouvoir séquencer l’intégralité du gène permettrait 

d’améliorer la capacité du génotypage à prédire le phénotype de l’enzyme DPYD. De plus, grâce 

aux longs fragments, il est possible d’haplotyper des mutations très éloignées les unes des autres. 

 

4) Objectifs 

En France, les techniques de biologie moléculaire actuellement utilisées en 

pharmacogénétique de routine sont essentiellement des techniques TaqMan® de discrimination 

allélique, de courbes de fusion haute résolution, de séquençage Sanger et de pyroséquençage 

(63)(64). Les méthodes actuelles de séquençage à haut débit sont basées sur du séquençage par 

amplification de panels de gènes ou d’exome (65). Plusieurs inconvénients sont inhérents à 

l’amplification ciblée de courts fragments d’ADN : les variants introniques, structuraux et rares ne 

sont pas ou mal détectés par ces techniques (66), et l’on peut observer des biais d’amplification 

(67).  De plus, il est actuellement difficile de résoudre l’haplotype des patients hétérozygotes 

composites sans l’analyse génétique des parents du patient (68). La prédiction du phénotype du 

patient sur la base de son génotype est alors imparfaite. 

L’utilisation du séquençage par nanopores avec le séquenceur MinION® pourrait être une 

solution à ces différentes problématiques biologiques. Cette technologie innovante a fait l’objet de 

travaux récents dans des domaines d’application divers tels que la bactériologie (69), la virologie 
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(70), la botanique (71), la génomique constitutionnelle (72) (73) (74) et somatique humaine (75). 

Toutefois, l’évaluation et la preuve de concept d’utilisation de cette technique d’enrichissement 

sans amplification restent à faire en pharmacogénomique, tout comme son implémentation dans un 

laboratoire de pharmacogénétique de routine hospitalière. 

L’objectif de ce travail était donc double : i. développer une méthode de séquençage ciblée, 

basée sur la combinaison d’un enrichissement sans amplification médié par le système CRISPR-

Cas9 et d’un séquençage de quatrième génération par nanopores sur séquenceur ONT MinION®, 

des gènes CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6, TPMT, NUDT15 et DPYD, permettant en un seul processus 

le séquençage complet des gènes, le phasage des haplotypes et l’étude de la méthylation et ii. 

développer un pipeline bio-informatique automatisé de retraitement et d’analyse des données. 
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Deuxième partie : Partie expérimentale 
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1) Apprentissage de la technologie 

1.1) Séquençage simplex d’un amplifiat du CYP2D6 

La plateforme GeT-PlaGe de l'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) de 

Toulouse propose une formation technologique au séquençage sur MinION®, sur un modèle 

collaboratif, en accueillant des personnels d’équipe de recherche. Il était nécessaire de se former à 

la préparation de librairie et à l’utilisation du MinION®.  Dans cette optique, nous nous y sommes 

rendus en novembre 2017. 

Dans un premier temps, nous voulions séquencer un amplifiat PCR long de la région 

génomique portant les gènes CYP2D6 et CYP2D7, d’un seul patient, dans la mesure où la 

préparation de librairie était basique. Ainsi, nous avons pu apprendre à réaliser des purifications 

d’ADN avec des billes AMPure XP magnétiques sur des aimants de laboratoire, des mesures de 

concentrations d’ADN sur Qubit et le pipetage des réactifs que requiert la préparation de librairie. 

Enfin, nous avons pu charger une librairie sur une flowcell, moment clé de l’opération de 

séquençage.  

La préparation de cet amplifiat PCR long a été effectué au CHUGA en utilisant l’enzyme 

TaKaRa LA Taq DNA Polymerase avec 10% de DMSO pour faciliter la réaction PCR. Cet 

amplifiat avait une longueur théorique de 22,703 bp. Le programme PCR et les amorces utilisées 

sont en Table 2. 

 

Table 2 : Amorces et conditions PCR pour l’amplifiat de la région génomique portant le CYP2D6. 

Région amplifiée chr22:42122661-42145363

Forward (5'-3') GAGCTCCTGACCTCTTCTCTGTTCTTTCTGGA
Reverse (5'-3') CTGAGCTGGGATCCATGTGACAGCTTTGAG

Etape Température (°C) Temps # de cycles
Dénaturation initiale 94 3min
Dénaturation  98 15s
Elongation 68 15min
Elongation finale 72 10min
Conservation 15 -

30 cycles

Amorces
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In fine, nous avons obtenu un amplifiat à une concentration de 55 ng/μL mesurée par Qubit. 

Les différents contrôles qualité indiquaient un amplifiat de taille attendue (Figure 24). 

 

Figure 24 : Contrôles qualité de l’échantillon : a. Gel agarose à 0,5% des différents réactions PCR, b. Profil de 
migration de notre amplifiat avant (bleu) et après purification (noir) sur Fragment Analyzer (Agilent). 

 

Nous avons utilisé un kit de préparation LSK SQK-108 et chargé notre librairie sur une 

flowcell R9.4. Le workflow de préparation de librairie est détaillé Figure 25. 

 
Figure 25 : Workflow ONT 1D PCR-free gDNA de préparation de librairie.  

© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 

L’acquisition du signal a été faite avec MinKNOW v1.10.11, programme pilote du 

MinION®. Le basecalling a été effectué dans un premier temps par l’équipe de bio-informaticiens 
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de la plateforme avec Albacore v2.0. MinKNOW et Albacore sont des programmes fournis par 

ONT. Nous avons répété le basecalling avec une version plus récente d’Albacore (v2.3.1) au 

CHUGA. En filtrant les résultats de séquençage avec des reads possédant un Q-score supérieur à 

7, le séquençage a généré 3.672 gigabases pour 502,618 reads (4.7% avec un Q-score supérieur 10) 

pour 48h de séquençage (Figure 26). La longueur médiane des reads était de 5,289 bp. Le plus long 

avait une longueur de 87,752 bp.  

 

Figure 26 : Contrôle qualité du séquençage du CYP2D6 par NanoPlot : plot de la longueur des reads  
en fonction de leur qualité de séquençage 

 

La longueur de read “N50” est la longueur de read pour laquelle 50% des nucléotides 

séquencés appartiennent à des reads de longueur supérieure ou égale à cette valeur (Figure 27). 

Cette valeur était de 11,441 bp. 

 

 

Figure 27 : Représentation schématique de la longueur N50. Ici la valeur du N50 des reads est de 400bp alors que la 
longueur médiane des reads est de 200bp. 
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 On peut observer un nuage de reads à 20,000 bp environ sur la figure 26, correspondant à 

notre amplifiat PCR. La profondeur moyenne observée sur la région génomique de notre amplifiat 

du CYP2D6 était de 18,905X (Figure 28). Cette profondeur est amplement suffisante pour 

déterminer avec précision notre génotype. 

 

 

Figure 28 : Représentation du mapping des reads sur la région CYP2D6 et CYP2D7 sur IGV. 

 

1.2) Séquençage multiplex de quatre amplifiats de pharmacogènes liés aux thiopurines 

Dans un second temps, nous voulions répéter les gestes appris à Toulouse de façon 

autonome, avec une manipulation multiplex plus ambitieuse : le séquençage de quatre amplifiats 

PCR de taille différente appartenant à douze patients différents. 

Nous avons sélectionné des échantillons d’ADN de patients sur la base de leurs génotypes 

TPMT particuliers (porteurs de mutations rares, haplotypes à résoudre), obtenus par technique 

Taqman® dans le cadre de l’activité de soins du laboratoire de Pharmacologie, Pharmacogénétique 

et Toxicologie du CHUGA. L’objectif biologique était double : réussir, par le séquençage d’un 

panel de quatre régions génomiques, à génotyper avec précision des mutations décrites dans la 

réponse à l’azathioprine et à la mercaptopurine et à les haplotyper, notamment pour TPMT. 

La préparation d’échantillons se composait de quatre séries de PCR. Les amorces ont été 

dessinées avec Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) sur l’assemblage 

hg38, vérifiées avec les outils UCSC In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) et 
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Oligo Analysis Tool d’Eurofins Genomics (https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools 

/oligo-analysis.aspx). Pour les amplifiats longs des gènes TPMT et NUDT15, l’ADN polymérase 

PrimeSTAR® GXL a été utilisée.  La mise au point de PCR longues peut s’avérer fastidieuse. En 

effet, plusieurs semaines d’expérimentations ont été nécessaires pour optimiser le programme PCR 

afin d’avoir des rendements d'enrichissement satisfaisants. Pour les amplifiats courts des gènes 

GMPS et HLA-DRB1-DQA1, l’ADN polymérase Phusion® a été utilisée. Les différentes amorces 

et programmes PCR utilisés sont décrits dans les tables 3 à 6. 

  

  
 

Tables 3 à 6 : Conditions PCR pour amplifier les gènes TPMT et NUDT15 et des régions des gènes GMPS 
et HLA-DRB1-DQA1, respectivement. 

 
La préparation de librairie associait deux kits : le LSK-SQK109 et le EXP-NBD103. La 

librairie a été chargée sur une flowcell R9.4 et le séquençage a été réalisé sur MinION®. Le 

séquençage a duré 16 heures. Le basecalling a été réalisé une première fois avec Albacore (v2.3.1) 

puis une seconde fois avec guppy (v2.3.7). Les données ci-dessous sont issues du second 

basecalling, plus performant. Les contrôles qualité ont été réalisé avec NanoPlot (v1.20.0). 

Région amplifiée chr6:18129935-18149822

Forward (5'-3') TACCACCAGACGCACTGAAAGTAAT
Reverse (5'-3') GGACCACCTTGAACCCTACTGAAAT

Etape Température (°C) Temps # de cycles
Dénaturation initiale 98 1min
Dénaturation  98 10s
Elongation 68 10min
Conservation 15 -

35 cyles

Amorces
Région amplifiée chr13:48037324-48048989

Forward (5'-3') CCACGCTGATTTGAGCTACAGGGC
Reverse (5'-3') TCCAAGTGGATCGGAAAGAGGCCG

Etape Température (°C) Temps # de cycles
Dénaturation initiale 98 1min
Dénaturation  98 10s
Elongation 68 10min
Conservation 15 -

28 cyles

Amorces

Région amplifiée chr3:155931457-155932105

Forward (5'-3') ACCACTGTGCCCAGCCTAAAT
Reverse (5'-3') CAGATGACTACATTGTGATGAAGAGTC

Etape Température (°C) Temps # de cycles
Dénaturation  98 1min
Primer Annealing 60 15s
Elongation 68 1min
Conservation 15 -

28 cyles

Amorces

Région amplifiée chr6:32713057-32713650

Forward (5'-3') GATATGCTGGTGTGAAACTGTCC

Reverse (5'-3') GGGTTTTTCCTCTTTTGTCTCC

Etape Température (°C) Temps # de cycles

Dénaturation initiale 98 30s

Dénaturation  98 10s

Primer Annealing 74 30s Diminution de

Elongation 72 20s 1°C par cycle

Dénaturation  98 10s 9 cycles

Primer Annealing 65 30s 25 cycles

Elongation 72 20s

Elongation finale 72 10min

Conservation 15 -

Amorces
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Cette fois-ci, nous n’avons pas appliqué de filtre préalable sur la qualité des reads lors du 

basecalling.  Le séquençage MinION® a généré 2.259 gigabases pour 2,426,215 reads (79% avec 

un Q-score supérieur à 7). La longueur médiane des reads était de 726 bp. La longueur de read N50 

était de 846 bp. Le score médian de qualité était de 9.1. Le read le plus long avait une longueur de 

300,203 bp mais était de mauvaise qualité (Q-score de 3.5). On peut observer sur le graphique de 

contrôle qualité (figure 29) la longueur des reads en fonction de leur qualité.  

Il est intéressant de noter la présence de deux nuages aux longueurs des amplifiats longs : 

un à environ 20,000 bp qui correspond à l’amplifiat TMPT et un à 10,000 bp qui correspond à 

l’amplifiat NUDT15. On ne peut en revanche pas distinguer les amplifiats courts dans le dernier 

nuage, leurs tailles étant très proches et “dilués” dans les fragments courts (fragmentation, lecture 

incomplète). 

 

 

Figure 29 : Contrôle qualité du séquençage multiplex avec NanoPlot :  
plot de la longueur des reads en fonction de sa qualité 

 

De façon intéressante, on note une diminution de la qualité des reads en fonction du temps 

de séquençage (Figure 30). Les reads de meilleure qualité profitent donc de meilleures conditions 

initiales de la flowcell (usure, chaleurs, pores saturés). Également, on note une baisse de la vitesse 
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de séquençage et donc du débit au cours du temps ce qui soutient notre hypothèse d’usure des 

flowcells pendant le run de séquençage. 

 

Figure 30 : Contrôle qualité du séquençage multiplex avec NanoPlot : violin plot de la qualité des reads et de la 
vitesse de séquençage au cours du temps. 

 

On peut observer des différences franches dans le volume de données générées pour chaque 

barcode (Figure 31). Ces résultats sont surprenants puisque grâce aux mesures Qubit des différents 

produits PCR et au calcul de stœchiométrie, nous avions préparé des pools d’amplifiats 

équimolaires pour chaque patient.     

      

   

Figure 31 : Proportions du volume de donnée générées de chaque barcode. Le barcode 13 représente la fraction non 
négligeable des données que le programme de démultiplexage n’a pas identifiée. 
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En analysant plus finement les données, on peut observer des différences dans la profondeur 

des différentes régions en fonction des patients, indépendamment de la longueur de l’amplifiat 

(Figure 32). Ces résultats sont concordants avec le volume de données générées. En revanche, on 

note une faible profondeur isolée de l’amplifiat NUDT15 du barcode 10. 

 

Figure 32 : Profondeur moyenne des différentes régions génomiques couvertes par les amplifiats. 

 

On peut aussi observer une différence de profondeur en fonction de la longueur de 

l’amplifiat. Ici, on note que les amplifiats courts GMPS et HLA-DQA1-HLA-DRB1 sont beaucoup 

plus profonds que les amplifiats longs. Cela peut être expliqué par le temps d’occupation des pores 

beaucoup plus faibles pour les petits amplifiats. 

Si l’on s'intéresse à la capacité de génotypage de cette approche, la profondeur de 

séquençage était suffisante pour déterminer les génotypes des patients pour les mutations 

recherchées (Table 7). Pour les mutations sur le gène TPMT et l’haplotype HLA-DQA1-HLA-

DRB1, le génotypage était concordant avec le génotypage Taqman®. Aucun des douze patients ne 

portait la mutation rs61750370 du gène GMPS ni la mutation rs16855232 du gène NUDT15. 
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Table 7 : Tableau des principales mutations décrites retrouvées. 

  

De façon intéressante, le mapping des reads de l’amplifiat HLA-DQA1-HLA-DRB1 était 

incomplet lors de la première séquence de retraitement bio-informatique. Le fait que cette région 

contienne plusieurs d’assemblages alternatifs (versions du génome légèrement différentes) induit 

un mapping sur plusieurs assemblages et donc une profondeur fausse lorsque calculée sur un seul. 

Nous avons, après cette observation, “nettoyé” notre génome de référence des assemblages 

alternatifs. 

1.3) Séquençage d’ADN génomique de Francisella tularensis 

 
 Nous avons travaillé, en collaboration avec le Centre National de Référence des 

Francisella, sur de d’ADN natif de souches de bactéries (Francisella tularensis) au sein de l’Institut 

de Biologie et de Pathologie du Centre Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes (CHUGA). Cela 

nous a permis d’aborder la chimie 1D2, décrite en introduction. Ces travaux de bactériologie ne 

seront pas détaillés dans le cadre de ce mémoire consacré à la pharmacogénomique. 
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2) Mise en application avec enrichissement CRISPR-Cas9 

2.1) Séquençage ciblé du gène TPMT à partir d’ADN génomique enrichi  

 

Nous avons réalisé deux manipulations préliminaires pour affiner notre connaissance du 

système CRISPR-Cas9. En février 2018, nous avons essayé d’élaborer notre propre méthode de 

purification Cas9, sans succès. Les échecs arrivaient à l’étape de purification finale des fragments 

d’ADN clivés. La mise au point a été réalisée sur un amplifiat PCR du gène KDM1B proche du 

gène TPMT. La digestion en elle-même était au point. En effet, on peut voir sur la figure 33, le pic 

électrophorétique de l’amplifiat de 1000 bp, puis l’apparition de deux autres pics de 400 et 600 bp 

correspondants aux deux fragments, puis la disparition du pic à 1000 bp, signant une digestion 

complète. Ici, seule la quantité de Cas9 variait. 

 

 
 

Figure 33 : Profils électrophorétiques sur BioAnalyzer Agilent. Travaux préliminaires d’optimisation de digestion 
CRISPR-Cas9 sur un amplifiat PCR du gène KDM1B. 

 

 

Après ces échecs, nous avons opté pour le protocole optimisé mis à disposition par ONT en 

décembre 2018 à sa communauté d’utilisateurs en accès anticipé. En voici le principe sur la figure 

34. 
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Figure 34 : Principe de la préparation de librairie avec l’enrichissement CRISPR-Cas9  

© 2008-2019 Oxford Nanopore Technologies 
 

Après l’extraction d’ADN, les extrémités 5’ des brins d’ADN sont déphosphrylées pour 

réduire la ligation des adaptateurs de séquençage à des brins d’ADN non ciblés par 

l’enrichissement. Cette “déprotection” est la base de la spécificité de l’enrichissement de cette 

méthode. Les complexes Cas9-tracRNA-crRNA ou ribonucléoprotéines Cas9 (RNPs) sont ajoutés 

à l’ADN génomique déphosphorylé. Les RNPs vont se fixer aux régions d'intérêt et induire des 

cassures double brin. Le clivage double brin révèle des phosphates en 5’ disponibles pour la 

ligation. Tous les fragments d’ADN de l’échantillon sont ensuite polyadénylés, ce qui prépare les 

extrémités des brins à la ligation des adaptateurs. 

Les adaptateurs de séquençage sont liés aux extrémités libérées par la Cas9, qui sont 

polyadénylées en 3’ et phosphorylées en 5’. La librairie est ensuite purifiée pour retirer les 

adaptateurs en excès par des billes AMPure XP. Il est important de noter que les brins non ciblés 
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ne sont pas éliminés. L’éluat est resuspendu dans du sequencing buffer et chargé directement sur 

une flowcell. Une opération de barcodage est possible après la digestion d’ADN. 

La première expérimentation portait sur le gène TPMT avec les premiers guides que nous 

avions dessinés et le protocole “Cas9 mediated PCR-free enrichment protocol” d’ONT. Les 

résultats se sont révélés décevants (profondeur insuffisante et mauvaise orientation des crRNA) 

mais nous ont permis d'avancer sur la problématique de l’orientation des guides (Figure 35).  

 

 
Figure 35 : Visualisation des reads issus de la première préparation d’échantillons sur TPMT. 

 

Sur la figure 35, la digestion a été faite avec deux guides “négatifs”. On voit clairement 

l’orientation des reads, dirigés vers l’extrémité 5’. Il convient donc d’avoir d’une part des guides 

positifs en amont de la région génomique d'intérêt et d’autre part des guides négatifs en aval. Par 

la suite, nous avons intégré quelques modifications, notamment sur le choix des crRNA pour une 

préparation d’échantillon sur les gènes CYP3A4 et CYP3A5.  

2.2) Séquençage ciblé des gènes CYP3A4 et CYP3A5 à partir d’ADN génomique enrichi 

 
Nous avons donc dessiné deux paires de guides crRNA sur CHOP-CHOP v2 et les avons 

commandées chez Integrative DNA Technologies (IDT). Chaque paire ciblait une région 

génomique et associait un guide positif en amont du gène et un guide négatif en aval du gène (Table 

8). 
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Table 8 : Caractéristiques des guides pour l’enrichissement des régions  
portant les gènes CYP3A4 et CYP3A5. 

 
Cette fois-ci les résultats étaient encourageants avec des longueurs de reads correspondant 

aux régions d'intérêt (Figure 36). Les régions d'intérêt avaient des longueurs de 36,633 bp pour le 

CYP3A5 et 30,549 bp pour le CYP3A4. Le séquençage a généré 518.7 megabases avec 43,664 reads 

(80.5% avec un Q-score supérieur 7). Ce débit relativement faible était attendu. La longueur 

médiane des reads était de 11,879 bp et la longueur N50 des reads était de 20,620 bp. Le Q-score 

médian était de 9.3.  La profondeur moyenne sur le gène CYP3A5 était d’environ 20X et de 70X 

pour le CYP3A4, la couverture des deux régions étant totale (Figure 37).  

 

Figure 36 : Contrôle qualité du séquençage NanoPlot : plot de la longueur des reads en fonction de sa qualité et 
violin plot de la longueur et la qualité en fonction du temps. 

 
Figure 37 : Visualisation des reads issus de la seconde préparation d’échantillon 

sur la région génomique CYP3A4-CYP3A5. 
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Les résultats étaient suffisants pour déterminer les génotypes et étaient concordants avec 

les génotypages Taqman pour les génotypes CYP3A5*3, *6, *7 and CYP3A4*22 (Figure 38).  

  

Figure 38 : Capture IGV représentant le variant rs776746 (6986A>G) à l’état hétérozygote.  
 

Cette préparation de librairie nous a permis d’appréhender les coupures non spécifiques, 

appelées “off-target”. Les outils de prédiction in-silico comme CHOP-CHOP v2 ou le logiciel 

propriétaire IDT permettent d’en anticiper une partie. Ici, nous avons une coupure non spécifique 

sur le CYP3A7 (Figure 37), prédite par le programme de prédiction in silico. 

 Sur la base de ces résultats préliminaires, nous pouvions envisager d’atteindre l’objectif 

initial que nous nous étions fixés avec le panel complet de gènes : CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6, 

TPMT, NUDT15 et DPYD. 

 

2.3) Séquençage ciblé des gènes CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6, TPMT, NUDT15 et DPYD à 

partir d’ADN génomique enrichi 

La longueur du gène DPYD (841,948 bp pour 24 exons) nous a obligé à réfléchir à une 

stratégie différente de celle mise en œuvre pour les CYP3A4 et CYP3A5. En effet, enrichir le gène 

avec un couple unique de sgRNA est pour le moment illusoire à cause de sa longueur. Nous avons 

choisi de répartir des guides orientés dans le même sens toutes les 50,000 bp afin de pouvoir 
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séquencer l’intégralité du gène avec des profondeurs satisfaisantes sur les exons. Nous avons donc 

fait un compromis : diminuer la couverture pour diminuer le prix unitaire en réactifs de la méthode. 

2.3.1) Extraction d’ADN de haut poids moléculaire 

 
Jusqu’à présent, nous avons utilisé une méthode d’extraction d’ADN standard sur un robot 

d’extraction d’ADN Perkin Elmer Janus Expanded ou Maxwell 16. Afin d’obtenir des fragments 

d’ADN les plus longs possibles, nous avons opté pour une extraction d’ADN à partir d’un 

échantillon de sang total fraîchement congelé avec un kit Nanobind CBB Big DNA Circulomics® 

(76). Ce kit d’extraction est spécialement conçu pour le séquençage de longs fragments d’ADN. 

L’extraction est réalisée grâce à un disque magnétique unique recouvert d’une nanostructure de 

silice qui lie de grande quantité d’ADN tout en empêchant sa fragmentation. On obtient alors de 

longs fragments d’ADN de très bonne qualité. 

Nous avons extrait 200 µL de sang total. Nous avons suivi le protocole “Whole Blood - 

HMW” proposé par Circulomics®. L’élution finale a été faite dans du Buffer EB (Circulomics®). 

Afin d’optimiser la solubilisation de l’ADN, l’éluat a reposé 24 heures à température ambiante. La 

concentration d’ADN a été mesuré sur Qubit 2.0 avec le kit “dsDNA High Sensitivity”.  La quantité 

d’ADN extrait, prêt pour la digestion, était de 5,4µg. 

 
2.3.2) Enrichissement par CRIPSR-Cas9 et préparation de librairie  

Ce protocole a été adapté du protocole “Cas-mediated PCR free enrichment” optimisé et 

diffusé par ONT. Nous avons créé in silico 28 paires de crRNA, ciblant les régions génomiques 

portant les gènes CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6, TPMT, NUDT15 et DPYD (Tables 9 et 10). Les 

crRNA ont été dessinés avec CHOPCHOP v2 (77) et achetés chez IDT, tout comme les tracrRNA 

et la Cas9.   

Pour une région génomique, il convient de créer au moins une paire de crRNA, un orienté 

sur chaque brin (positif, brin 5’-3’ et négatif, brin 3’-5’). La sélection des crRNA est principalement 
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basée sur la spécificité du guide (le moins possible de off-targets prédits) puis sur son efficacité de 

coupure. 

 

Table 9 : Couples de crRNA et régions génomiques ciblées. 

 

Table 10 : Ensemble des crRNA pour DPYD et régions génomiques ciblées. 

 

La préparation des complexes ribonucléoprotéiques (RNPs) associant la Cas9 et le couple 

crRNA-tracrRNA est réalisée comme suit. Les 28 crRNA sont mis en solution à 100µM dans du 

TE (pH 7,5) et poolés de façon équimolaire. Ensuite, 1 µL du pool de crRNA et 1 µL de tracrRNA 

TCTCTCCACATGAACCTCCTTGG ACTTGGGCTACCAGTATAAAAGG
+ -

chr7:99756787 chr7:99787336

GATACCCTCCTCACCTCACGTGG GGATCAAGTAGGTGTTCACGTGG
+ -

chr7:99647128 chr7:99683761

GATGCACTGAGGCTACCCACAGG GTAAGTACAGGAAGCACGATTGG
+ -

chr22:42110945 chr22:42158185

TATGTACTACAGTTGCGACTTGG AGTCTGTGCAACGAGGTACGGGG
+ -

chr6:18127890 chr6:18155264

AAGAATGTGCAGTGGTGCCGAGG GGTTGGTATGAAATATCCGCAGG
+ -

chr13:48037388 chr13:48055892

CYP3A4 : 30549 bp

CYP3A5 : 36633 bp

CYP2D6 : 47240 bp

TPMT : 27374 bp

NUDT15 : 18504 bp

GTATCAGCTCGCAGAAATAAGGG GCTTTGTCTCATAGAATGGGTGG
+ +

chr1:97877341 chr1:97826125
GAAGTCCTAAAATTACGCCAAGG GAGTCCTCCTTCTACATAAGAGG

+ +
chr1:97776348 chr1:97727854

GATTATGTCCACCCAGCAAAAGG CTATCGGTCTCACTTCTAAATGG
+ +

chr1:97676249 chr1:97629161
CTAGACATAGTTCCCTTTGTGGG GTTTCCTCTGTTATACCTCGTGG

+ +
chr1:97578729 chr1:97527644

CTAGTGACCATGGAAGTCTATGG GGATACTATGACCCAAAAGGAGG
+ +

chr1:97476106 chr1:97427131
TTAAGCAGTGAACCATGCAAGGG GAGAGTATAAGAGTCCAAGCAGG

+ +
chr1:97378756 chr1:97326023

CAATTATGCCAAATACCTGGTGG GAATTCGGTTGGGCAATGAG
+ +

chr1:97278548 chr1:97278548
TGATTTTGGAGGTTGCCAGTGGG CTTATGGATGTGGTATTCAGTGG

+ +
chr1:97177417 chr1:97126178

GATGAGTCCCAACTTTGACAGGG GAGTAGAGCAGGTTATTCAGCGG
+ -

chr1:97076243 chr1:97922604

DPYD
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(tous deux à 100µM) sont dilués dans 8 µL de Duplex Buffer puis incubés à 95°C pendant cinq 

minutes dans un thermocycleur S100 (Bio-Rad). Pour former les RNPs, un mélange de 10 µL de 

couples crRNA-tracrRNA, 10 µL de 1X CutSmart Buffer (NEB), 79,2 µL de Nuclease Free water 

et 0,8 µL de Cas9 HiFi (62µM) est incubé 30 minutes à température ambiante. 

Dans un tube séparé, l'ADN génomique est déphosphorylé : 3 µL de 1X CutSmart Buffer 

(NEB), 24 µL d'ADN génomique et 3 µL de Quick Calf Intestinal Phosphorylase (NEB) ont été 

mélangés et incubés 10 minutes à 37°C puis 2 minutes à 80°C. 

Ensuite, nous avons effectué la digestion Cas9 et la polyadénylation des extrémites. Un 

mélange de 30 µL d'ADN déphosphorylé, de 10 µL de RNP, de 1 µL de dATP (10mM) et 1µL de 

Taq polymerase (NEB) est incubé à 37°C pendant 30 minutes, puis 5 minutes à 72°C. L'échantillon 

était prêt pour la ligation des adaptateurs avec le kit SQK-LSK109 d’ONT. 

Les adaptateurs de séquençage (5µL, AMX) sont ligaturés aux extrémités d’ADN 

phosphorylé à l'aide de 10µL de Quick T4 DNA Ligase (NEB), tampon de ligation (20µL, LNB) 

pendant 10 minutes à température ambiante. Ensuite, une purification à 0.3X avec des billes 

magnétiques AMPure XP, suivie d'un double lavage avec le tampon “long fragments” (250µL, 

LFB) est réalisé sur un aimant Sam and Tom Industrys®.  L'élution est réalisée dans 13µL de 

tampon d'élution (EB). La librairie de séquençage est enfin prête pour être chargée sur une flowcell 

après avoir ajouté 25µL de tampon de séquençage (SQB) et 12µL de billes de chargement (LB) à 

l’éluat. 

 

 
2.3.3) Séquençage par nanopores sur MinION®  

 

Nous avons utilisé une flowcell R9.4.1 stockée à 4°C à partir de sa réception. Le nombre 

de pores actifs a été mesuré, avec le script FC Check de MinKNOW (v3.1.19), à 1726 nanopores 

disponibles. Des Mux Scan réguliers au cours du run ont été effectués (Figure 39). 
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Figure 39 : Évolution du nombre de nanopores disponibles en fonction du temps depuis MinKNOW. 

 

 L'inspection visuelle de la flowcell permet d'éliminer la présence de bulles par l'orifice 

d'amorçage à l'aide d'une pipette à cône de 1000µL. Pour amorcer la flowcell, 800µL d'un mélange 

d'amorçage (Flush Buffer (1170µL, FLB) et Flush Tether (30µL, FLT)) sont chargés et incubés 

pendant 5 minutes. Ensuite, 200µL du mélange d'amorçage ont été chargés par l'orifice d'amorçage 

alors que le SpotON était ouvert. La bibliothèque est ensuite chargée au goutte à goutte via le port 

SpotON, sans introduire de bulle dans la flowcell. Les données (signal électrique brut) acquises 

avec MinKNOW (v3.1.19) sont stockés sur un disque dur SSD en format fast5. Le séquençage a 

duré 13 heures. 

 
 
 
2.3.4) Analyse bio-informatique des données 
 

Les données acquises par MinKNOW lors du séquençage était au format fast5. Le 

basecalling a été fait avec guppy (v2.3.7). Ensuite, les reads ont été mappés sur le génome de 

référence hg38 avec minimap2 (v2.14) (78). Les reads ont ensuite été filtrés et indexés avec 

samtools (v1.9) (79). Le variant calling a été fait avec Freebayes (v1.2.0) (80) et nanopolish 

(v0.10.2) (81). Les variants ont ensuite été phasés avec WhatsHap (v0.18) (82). La profondeur des 
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différentes régions d'intérêt a été déterminé avec samtools. Ces différentes opérations bio-

informatique ont été compilé dans un script automatique en.bash en utilisant les dépendances de 

l’environnement conda (v4.6.7) du channel Bioconda (83). 

Les résultats étaient ensuite visualisés dans Integrative Genome Browser (IGV) (v2.6.0) 

(84). NanoPlot (v1.20.0) (85) a été utilisé pour les contrôles qualités du run de séquençage 

(longueurs et qualité des reads).  

 

2.3.5) Résultats de séquençage 

 

Le séquençage a généré 3,88 Gb avec 247,456 reads (91.6% avec un Q-score supérieur 7). 

La longueur médiane des reads était de 11,085.5 bp et la longueur N50 des reads était de 25,415 

bp. La qualité médiane des reads était de 13.0. Le read le plus long avait une longueur de 189,552 

bp. Les données ont été basecallées avec la version accurate de guppy. On observe des Quality 

Score aux alentours de 15, score non atteint avec les précédentes expérimentations (Figure 40). Les 

performances des différentes versions de basecallers sont détaillées dans la partie 3.3 de ce travail.  

On observe une grande différence de débit par rapport au précédent run de séquençage, 

avec une durée équivalente et une préparation de librairie similaire. Cela peut s’expliquer par la 

qualité de l’ADN (extraction « long read » versus extraction classique) mais aussi par le nombre 

de pores actifs par flowcell (1726 ici versus 978 nanopores initiaux disponibles). 
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Figure 40 : Contrôle qualité du séquençage multiplex Cas9 avec NanoPlot : plot de la longueur des reads en fonction 
de sa qualité 

 

De façon général, les gènes CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, TPMT et NUDT15 sont couverts 

intégralement. On observe une profondeur moyenne sur la région clivée, contenant les gènes 

CYP2D6 et le CYP2D7 de 101X avec un coefficient de variation de 19,6% sur la région. C’est la 

plus grande région ciblée par un couple de crRNA, de 47,420 bp. Une baisse de profondeur est 

observée au milieu de la zone ciblée (Figure 41). On observe une plus grande efficacité de coupure 

pour le crRNA positif avec une surreprésentation des brins forward (Figure 42). 

 
Figure 41 : Profondeur et couverture de la région génomique ciblée  

portant les gènes du CYP2D6 et CYP2D7 sur IGV.  
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Figure 42 : Orientation des brins lors du mapping des reads sur la région portant les gènes CYP2D6 et CYP2D7. 

Pour les gènes CYP3A4 et CYP3A5, le profil de coupure est similaire à la précédente 

expérimentation (Figure 43), en utilisant les mêmes crRNA mais cette fois-ci parmi 24 autres. On 

observe une profondeur supérieure et homogène du gène CYP3A4 (513X avec 9,9% de CV) par 

rapport au CYP3A5 (87X avec 5,8 % de CV). Également, on observe toujours une coupure non 

spécifique en aval du CYP3A7 ce qui pourrait faire penser que les coupures off-target sont elles 

aussi reproductibles. 

 
Figure 43 : Profondeur et couverture de la région génomique ciblée  

portant les gènes du CYP3A4 et CYP3A5 sur IGV. 

 

On observe une profondeur moyenne sur la région contenant le gène NUDT15 de 507X 

avec un coefficient de variation de 9,8% sur la région (Figure 44).  
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Figure 44 : Profondeur et couverture de la région génomique ciblée  

portant le gène NUDT15 sur IGV. 

 

On observe une profondeur moyenne sur la région clivée, contenant le gène TPMT de 

287X avec un coefficient de variation de 11,1% sur la région (Figure 45). 

 
Figure 45: Profondeur et couverture de la région génomique ciblée  

portant le gène TPMT sur IGV. 

 

Les régions ciblées de NUDT15 et TPMT étant plus petites (18,504 bp et 27,374 bp, 

respectivement), l’aspect en “sourire” de la profondeur sur la région cible est moins prononcé. 

L’aspect de profondeur original en “toit d’usine” de la région portant le gène DPYD est dû 

au fait que les crRNA sont tous positifs sauf le dernier en 3’ qui est négatif (Figure 46). On observe 

une profondeur moyenne de 44X avec un coefficient de variation de 59,9%. Du fait des espaces 

inter-coupures d’environ 50 kb, la profondeur est plus élevée au plus proche de la coupure, comme 

nous l’avons vu pour la région génomique du CYP2D6. Également, on observe une franche 

hétérogénéité dans l’efficacité de coupure. 
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Figure 46 : Profondeur et couverture de la région génomique ciblée  

portant le gène DPYD sur IGV. 

 
Si l’on s'intéresse aux exons de DPYD, en effet les profondeurs sont hétérogènes et certains 

insuffisantes (<30X) (Table 11). 

 

Table 11 : Profondeur de séquençage sur les différents exons du gène DPYD. 

Également, on voit ici l’orientation du sens des brins lors du mapping (Figure 47). Il n’est 

pas étonnant d’observer beaucoup de brins « forward » puisque des crRNA positifs sont utilisés à 

l’exception du dernier ou l’on voit une majorité de brins « reverse » pour un crRNA négatif. 

Exon Position sur le chr1 Moyenne Mininum Maximum
ex23_ENSE00001837520 97079146 140 52 147
ex22_ENSE00001067062 97082470 114 88 119
ex21_ENSE00001003444 97098632 59 43 61
ex20_ENSE00001179015 97193248 78 64 80
ex19_ENSE00001248261 97234994 151 115 158
ex18_ENSE00001402719 97305378 54 44 58
ex17_ENSE00001401691 97306297 55 23 58
ex16_ENSE00001293694 97373644 25 16 26
ex15_ENSE00001175939 97382461 18 11 19
ex14_ENSE00001067066 97450223 45 16 47
ex13_ENSE00001175948 97515941 19 10 20
ex12_ENSE00001416589 97549744 31 23 32
ex11_ENSE00001433514 97573970 51 31 52
ex10_ENSE00001431920 97593387 13 5 14
ex9_ENSE00001430871 97595166 14 11 15
ex8_ENSE00001429819 97679182 42 34 44
ex7_ENSE00001428755 97691798 22 15 23
ex6_ENSE00003676911 97699547 16 7 17
ex5_ENSE00001175981 97721671 10 8 10
ex4_ENSE00001337292 97740479 108 88 110
ex3_ENSE00001761942 97828196 92 60 97
ex2_ENSE00003527026 97883374 65 54 67
ex1_ENSE00001844147 97921023 125 89 131

Profondeur
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Figure 47 : Orientation des brins lors du mapping des reads sur la région portant le gène DPYD. 

 

Pour tenter d’expliquer ces différences de profondeur, nous avons voulu étudier les 

paramètres prédits in-silico des différents crRNA par rapport à la profondeur de séquençage des 

zones clivées. Nous allons nous intéresser aux guides utilisés pour DPYD. Nous avons comparé les 

scores d’efficacité et de spécificité avec les profondeurs des zones en aval des coupures. Le score 

de spécificité (de off-target) est calculé comme suit : Score = MM1+MM2/2+MM3/3 où MM1 est 

le nombre de région génomique avec un mismatch, MM2 2 mismatches et MM3 3 mismatches par 

rapport à la région cible. Aucune tendance ne se dégage pour expliquer cette hétérogénéité de 

profondeur avec les paramètres in silico (Figure 48). 
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Figure 48 : Profondeur de séquençage de la zone suivant le crRNA en fonction de son efficacité  

ou de son score de off-target 

 

Intuitivement, la longueur de la région génomique clivée pourrait avoir une influence 

négative sur la profondeur de séquençage. On observe bien une tendance négative si l’on s'intéresse 

aux cinq régions ciblées par des couples de crRNA (Figure 49). 

 

Figure 49 : Profondeur de séquençage moyenne en fonction de la longueur de la région cible. 

 

L’autre aspect essentiel de l’enrichissement par le système CRISPR-Cas9 est la spécificité 

de cet enrichissement. Grâce à des scripts snakemake (86), mis au point par ONT, utilisant les 

différents programmes détaillés en partie 3.1 de ce travail, il est possible d’analyser le “off-target”, 

fragments d’ADN séquencés issus de coupures non spécifiques. 
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Figure 50 : Résumé des résultats du script de calcul de off-target. 

 
Table 12 : Résumé du mapping des reads séquencés par rapport à leur assignation sur les zones cibles, les off-target 

et le bruit de fond. 
 

On s'aperçoit donc que notre enrichissement Cas9 possède un très fort off-target et manque 

donc de spécificité (Table 12 et Figure 50). Seulement 2.23% des reads produits ont été donc 

mappés sur les zones ciblées par notre panel. L’utilisation de la capacité de séquençage de la 

flowcell peut encore être optimisée. 

 
Table 13 : Résumé du mapping sur les zones cibles et de la qualité de séquençage 

Comme précédemment, on peut voir sur la table 13 la cible génomique, la taille de la région 

d’intérêt, la profondeur moyenne avec le nombre de reads et de bases mappées sur la zone. Ensuite, 

on voit la taille moyenne des reads avec la qualité de séquençage et de mapping moyenne de la 

région d’intérêt. La dernière colonne est d’un intérêt tout particulier. En effet, si la coupure est de 
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même efficacité aux deux extrémités de la région, nous devrions observer un pourcentage de reads 

forward de 50% et 50% de reads reverse. Ici, on observe globalement un équilibre lors de la 

digestion Cas9. Pour DPYD, il est normal d’obtenir un pourcentage supérieur de reads forward car 

nous avons utilisé des crRNA positifs sur toute la longueur du gène.  

 
Figure 51 : Localisation des 282 différentes zones de off-target avec une profondeur moyenne supérieure à 22.92. 

On dénombre 282 régions génomiques avec une profondeur de séquençage supérieure à 

22X, réparties sur tous les chromosomes (Figure 51 et Table 14). On observe parfois des 

profondeurs supérieures à nos zones enrichies. 

 

Table 14 : Localisation des 10 zones de off-target avec la plus grande profondeur. 
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Si l’on s'intéresse aux variants d'intérêt pharmacogénétique, il a été détecté deux variants : 

le rs776746, ou CYP3A5*3 à l’état homozygote (Figure 52), et le rs67376798 (p.D949V) sur le 

gène DPYD à l’état hétérozygote (Figure 53), qui est un variant rare.  

 
Figure 52 : Capture IGV représentant le variant rs776746, ou CYP3A5*3 à l’état homozygote. 

 
Figure 53 : Capture IGV représentant variant rs67376798 (p.D949V) du gène DPYD  à l’état hétérozygote. 

 

Le séquençage par nanopores est connu pour avoir des difficultés de séquençage des 

homopolymères ou de régions répétées. Comme le nanopore analyse les bases cinq à cinq, dès lors 

qu’un homopolymère dépasse les 5 bases, il devient difficile pour le détecteur de savoir combien 

de bases sont réellement passés dans la nanopore. Pour illustrer ces difficultés, voici les résultats 

de séquençage de zones dites “à difficulté”. 
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On observe donc une diminution de profondeur sur la région avec un décalage du cadre de 

lecture avec l’apparition de nombreuses fausses délétions (Figure 54). 

 
Figure 54 : Résultats de séquençage de la région génomique portant le gène TPMT avec un homopolymère 

adénosine. 

De même pour les régions répétées, on observe une diminution de la profondeur avec une 

apparition de grandes délétions difficilement interprétables (Figure 55). De nouvelles chimies de 

flowcells avec des nanopores modifiés (R.10) devraient répondre à cette problématique courant 

2019. 

 
Figure 55 : Résultats de séquençage de la région génomique portant le gène DPYD avec un hétéropolymère 

adénine/thymine. 
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3) Développement et résultats bio-informatiques 

3.1) Développement du pipeline bio-informatique 

Dans un premier temps, le basecalling de notre premier séquençage a été en partie réalisé 

par l’équipe de bio-informaticiens de la plateforme GeT-PlaGe à Toulouse. Grâce à des échanges 

à l’IBP, nous avons utilisé des outils bio-informatiques disponibles gratuitement sur le web en open 

source, sur usegalaxy.org (29). L’accessibilité aux outils est intuitive puisqu’une interface 

graphique nous permet de définir les tâches à réaliser. Aussi, l’installation et la compatibilité des 

différents programmes sont assurées par l’équipe de Galaxy.org. Le pipeline que nous avons créé 

est détaillé sur la figure 56.  

 
Figure 56 : Premier pipeline bioinformatique sur usegalaxy.org 

 

Il alliait un alignement de reads sur le génome hg38 (assemblage du génome de référence 

humain de 2013) avec BWA-MEM (87) puis une recherche de variants avec Varscan (88). 

Plusieurs points d’améliorations nous ont motivé à revoir notre stratégie d’analyse bio-

informatique. En effet, BWA-MEM est adapté au mapping de reads courts. Aussi, les délais 

d’analyse étaient parfois très longs (plusieurs jours) et les bugs fréquents. 

Par la suite, nous avons opté pour une solution locale sur un ordinateur disposant des 

ressources suffisantes (processeur Intel Xeon E5-2623 @ 3,00 GHz, 64 Go de RAM et 1 To de 
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disque dur SSD, 2 To de disque dur à plateaux) pour réaliser des analyses bio-informatiques avec 

des délais raisonnables. Les outils informatiques (détaillés ci-après) étaient installés dans un 

environnement virtuel Linux via Oracle VM VirtualBox (https://www.virtualbox.org/). Cet 

environnement virtuel était fonctionnel mais la logistique de stockage des fichiers était très lourde 

(besoin de faire transiter des fichiers de plusieurs centaines de gigaoctets sur plusieurs disques 

durs). A titre d’exemple, on peut voir plus de deux millions de fichiers lors de l'archivage d’une 

des premières expérimentations sur la figure 57. 

 

 

Figure 57 : Archivage et compression des données de séquençage multiplex. 
 

 

Par soucis de praticité, nous avons ensuite fait évoluer notre solution avec Ubuntu for 

Windows 10. En effet, le fait d’avoir un environnement Linux avec un accès libre et total aux 

différentes données de séquençage résolvait le problème de migration des fichiers. 

La principale difficulté provient de l’installation puis de la configuration de 

l'environnement et des dépendances informatiques nécessaires au bon fonctionnement des 

différents programmes du pipeline bio-informatique. Nous avons utilisé l’environnement conda 

depuis Bioconda qui compile les dépendances nécessaires (83). Le pipeline automatisé (via un 

script codé en bash) que nous avons créé est représenté dans la figure 58. 
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La force majeure de cette organisation de retraitement bio-informatique est aussi sa 

principale faiblesse. En effet, ce système est complètement ouvert et entièrement personnalisable 

en fonction des besoins d’analyse. Cette ouverture offre un grand nombre de possibilité et de 

flexibilité au prix d’une certaine austérité et d’un défaut d’accessibilité lors des premières 

utilisations. La familiarisation avec son utilisation est donc longue et difficile. 

Grâce à ces manipulations préliminaires d’apprentissage technique et à la mise en place du 

pipeline bio-informatique, nous étions prêts pour lancer une expérimentation correspondante à nos 

objectifs. 
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Figure 58 : Pipeline bio-informatique mis au point avec les types de fichier d’entrée et de sortie, les programmes 
utilisés et leur fonction. 
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3.2) Haplotypage et étude de la méthylation par analyse bio-informatique 

Nous avons évalué la capacité d’haplotypage de notre méthode avec un trio : un enfant et 

ses deux parents. Ces résultats sont issus du séquençage de la préparation d’échantillons barcodés 

(amplifiats PCR sur les pharmacogènes des thiopurines). 

Les résultats de notre pipeline bio-informatique sont concordants avec le génotypage des 

deux parents (Figure 59).     

 

Figure 59 : Exemple d’haplotypage natif pour un patient porteur du génotype TPMT*1/*3A. 

 

A titre d’exemple, on passe ici des mutations brutes rapportées par le variant-caller pour un 

patient sur le gène NUDT15 à des mutations phasées. On sait dès lors si les mutations sont sur le 

même brin (Table 15). 

 
Table 15 : Variants bruts sur le gène NUDT15 puis phasés par WhatsHap. 

Chrom Position Ref Alt Qualilté Génotype
chr13 48037517 T C 11737 0/1
chr13 48038933 C T 8300.49 0/1
chr13 48040303 G T 4304.3 0/1
chr13 48044034 C T 9837.73 0/1
chr13 48047499 T G 3783.75 0/1
chr13 48047566 C T 1259.8 0/1

chr13 48037517 T C 11737 1|0
chr13 48038933 C T 8300.49 1|0
chr13 48040303 G T 4304.3 1|0
chr13 48044034 C T 9837.73 1|0
chr13 48047499 T G 3783.75 1|0
chr13 48047566 C T 1259.8 0|1

WhatsHap
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Pour l’étude de la méthylation avec nanopolish sur les données brutes, nous avons obtenus 

des fréquences de méthylations par site potentiellement méthylé à partir d’un score de probabilité 

de lecture de base modifiée (Table 16). Ces données sont issues du run de séquençage d’ADN natif 

du paragraphe 2.3. 

 
Table 16 : Fréquence de méthylation par analyse du signal brut par nanopolish  

sur une petite région du gène DPYD. 
 

Dans la mesure où nous n’avons pas de données de méthylation avec un séquençage de 

l’échantillon traité au bisulfite, il sera intéressant de séquencer un ADN de référence pour lequel 

les données de méthylation sont connues. 
3.3) Évaluation et comparaison des performances des versions de basecaller 

 

La qualité de séquençage repose sur la qualité de l’échantillon, le type de flowcell utilisé et 

du basecaller. Il est donc essentiel d’évaluer les capacités et les performances des différentes 

versions de basecallers. Des modifications sont faites via différentes mises à jour qui améliorent la 

qualité globale des reads basecallés (24).  

chromosome start called_sites called_sites_methylated methylated_frequency group_sequence
chr1 97081006 91 89 0.978 AAAGACGACAT
chr1 97081051 55 50 0.909 AATAACGGTTA
chr1 97081863 87 84 0.966 CAACTCGTTGG
chr1 97082273 77 1 0.013 TCTGCCGTAAA
chr1 97082415 74 56 0.757 CTCTACGTTGC
chr1 97082688 85 85 1.000 AAATACGAGAC
chr1 97082773 46 46 1.000 ACACCCGTGTG
chr1 97082897 94 92 0.979 GAATACGAGTG
chr1 97083033 95 92 0.968 TTAATCGCTTA
chr1 97083769 72 66 0.917 CAACACGAACT
chr1 97083816 56 51 0.911 CATTACGATTT
chr1 97083831 84 82 0.976 AATCACGGAGT
chr1 97084149 61 54 0.885 TACCACGCTGG
chr1 97084351 67 47 0.701 CATCTCGAATG
chr1 97084417 72 20 0.278 GAGGACGTGAT
chr1 97084721 60 53 0.883 TACCACGATCA
chr1 97084903 66 3 0.045 GGGTACGCAAA
chr1 97085307 88 88 1.000 AGAAACGTTGT
chr1 97085332 80 79 0.988 TTTTACGTGGA
chr1 97086043 83 82 0.988 GTTGTCGTTGT
chr1 97086083 74 74 1.000 AGTCTCGCTCT
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Nous avons donc, sur le même jeu de données (Séquençage ciblé des gènes CYP3A4 et 

CYP3A5 à partir d’ADN génomique enrichi, paragraphe 2.2), utilisé plusieurs versions de 

basecallers afin de comparer leurs performances et si le gain était substantiel. Les versions évaluées 

étaient guppy 2.3.7, 3,0,3 fast, 3,0,3 accurate et 3.2.2 fast. Les résultats de contrôle qualité par 

Nanoplot sont compilés dans la table 17. 

 

Table 17 : Performances des différentes versions du basecaller guppy d’ONT sur le même jeu de données. 

 

De façon intéressante, on observe un gain réel en qualité avec des qualités médianes qui 

augmente au fur et à mesure de version de basecaller. On observe également une augmentation de 

la longueur des reads (longueur médiane, longueur N50 et reads les plus longs). Pour un même 

read, notamment parmi les plus longs, on voit qu’un read augmente d’environ 7000 bases. D’autre 

2.3.7 3.0.3 fast 3.0.3 accurate 3.3.2 fast
Nombre de reads 43,664,0 43,664.0 43,664.0 43,664.0
Channels actifs 336 336 336 336
Débit total 518796273 546110740 545487746 543620045
Longueur moyenne 11,879.5 12,507.1 12,492.8 12450.1
Qualité moyenne 8.6 8.9 11.0 9.1
Longueur N50 20,260.0 21,454.0 21,489.0 21,381.0
Longueur médiane 7,716.0 8,235.0 8,203.5 8,187.5
Qualité médiane 9.3 9,4 11.7 9.6

>Q5: 39613 (90.7%) 494.8Mb 41228 (94.4%) 524.7Mb 42194 (96.6%) 533.9Mb 40962 (93.8%) 520.7Mb
>Q7: 35128 (80.5%) 449.1Mb 35663 (81.7%) 463.2Mb 38023 (87.1%) 490.0Mb 36143 (82.8%) 467.9Mb
>Q10: 13458 (30.8%) 179.8Mb 15650 (35.8%) 210.9Mb 30606 (70.1%) 401.5Mb 17813 (40.8%) 238.8Mb
>Q12: 103 (0.2%) 0.8Mb 399 (0.9%) 4.0Mb 19403 (44.4%) 260.7Mb 656 (1.5%) 6.6Mb
>Q15: 0 (0.0%) 0.0Mb 0 (0.0%) 0.0Mb 686 (1.6%) 6.7Mb 0 (0.0%) 0.0Mb

1 13.3 (2734) 14.0 (193) 19.5 (543) 15.0 (549)
2 13.2 (588) 13.7 (2745) 19.1 (348) 14.3 (1817)
3 13.1 (2799) 13.5 (2773) 18.2 (2433) 14.2 (348)

1 103718 (6.6) 112279 (5.2) 111148 (7.9) 110784 (5.0)
2 101814 (10.7) 111207 (6.9) 110456 (5.2) 110753 (6.9)
3 97214 (10.9) 102939 (8.9) 103901 (11.1) 102300 (9.0)

Temps en minutes 137,98 119,08 3803,57 117,75
heures 2,3 1,98 63,4 1,96
jours . . 2,6 .

Nombre, pourcentage et débit au dessus des cut-offs de qualité

Top 3 des reads avec la meilleure qualité de séquençage avec leur longueur

Top 3 des reads avec les plus longs avec leur qualité de séquençage
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part, on voit que les reads de meilleure qualité sont courts, avec un rétrécissement d’environ 40 

bases de l’un deux. 

On observe un gain de débit non négligeable, de 4,9% avec un nombre constant de reads. 

On peut imaginer que ce gain vient de l’amélioration de l’algorithme dans la détection des 

homopolymères notamment. 

Le temps de basecalling est aussi un paramètre important. Ici, le volume de données étant 

relativement faible, le basecalling est rapide (environ 2 heures). On observe toutefois un léger gain 

pour la version 3.0.3 et la 3.2.2 en mode fast. Le gain en qualité globale se paie par un délai 

d’analyse beaucoup plus long, de l’ordre de 2 jours et demi. 

Des programmes de polishing tel que medaka sont disponibles. Ces programmes ont pour 

objectif de corriger les erreurs de séquençage et d’améliorer la qualité des reads sur la base des 

difficultés connues de séquençage (homopolymères par exemple) en réinterrogeant les données 

brutes. 

 

3.4) Comparaison des variant-callers freebayes et nanopolish  
 

Freebayes (80) est un variant-caller bayesien (inférence bayésienne), basé sur l’haplotype, 

adapté à l’analyse de fragments courts qui peut détecter des SNPs, des indels et des MNPs. 

Freebayes détecte statistiquement les variants par leur haplotype (quelques bases) par rapport à leur 

séquence de référence. 

Nanopolish (module variants) (73) (70) est un variant-caller adapté à la détection de SNPs 

et d’indels. Nanopolish identifie en premier lieu les potentiels variants en trouvant les mismatchs 

entre les reads alignés et un génome de référence. Ces candidats sont ensuite clusterisé par groupe 

selon leur proximité puisque le nanopore interroge plusieurs bases à la fois. Nanopolish interroge 

ensuite les données brutes de séquençage pour détecter les événements électriques en lien avec le 
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variant. S’il est confirmé, alors le variant est retenu. Ce variant-caller est particulièrement adapté 

au séquençage nanopore. 

Nous avons utilisé ces deux variant-callers sur les données de séquençage issues du run du 

paragraphe 2.3. Afin d’illustrer les différences entre les deux variant-callers, intéressons-nous aux 

variants identifiés dans le gène NUDT15 (Table 18). Un filtrage préalable a été effectué pour retenir 

les variants avec des scores de qualité supérieurs à 1000. 

 
Table 18 : Comparaison des variants détectés par freebayes et nanopolish sur le gène NUDT15. 

 
L’identification des variants basée sur l’haplotype par freebayes donne ici deux variants 

que ne détecte pas nanopolish. Pour le premier variant, sur la position chr13:48038708, il s’agit 

bien d’un SNP sur cette position, confirmé par visualisation sur IGV. Si l’on analyse ce fichier vcf 

avec un outil d’annotation ou d’interprétation, ce variant ne sera pas identifié. Pour le second 

variant, il s’agit d’un variant identifié par freebayes dans un homopolymère. Nanopolish, en 

intégrant les données brutes et en étant adapté au séquençage nanopore, n’a pas retenu ce variant 

artéfactuel. On observe donc un faux positif avec freebayes. Il est donc probable que nanopolish 

soit en effet le variant-caller le plus adapté pour le séquençage par nanopores. 

Il est donc important d’évaluer les différents variant-callers puisqu’ils fonctionnent 

différemment. On pourra citer d’autres variant-callers tels que DeepVariant (89), GATK 4.0 (90) 

et SpeedSeq (91) récemment évalués (92) ou encore clairvoyante (93) et SAMTools (94). Une fois 

#CHROM POS REF ALT #CHROM POS REF ALT
chr13 48038077 GG GA chr13 48038078 G A
chr13 48038933 C T chr13 48038933 C T
chr13 48039499 G A chr13 48039499 G A
chr13 48039624 CTTTTTTTTTTTTTTTT CTTTCTTTTTT,CTTTCTTTT
chr13 48040303 G T chr13 48040303 G T
chr13 48043611 G A chr13 48043611 G A
chr13 48044034 C T chr13 48044034 C T
chr13 48045806 G A chr13 48045806 G A
chr13 48046216 T G chr13 48046216 T G
chr13 48047499 T G chr13 48047499 T G

Freebayes Nanopolish
NUDT15
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le variant-caller choisi, une phase d’optimisation des paramètres de filtrage des variants permet 

d’augmenter sa performance (diminution des faux-positifs) (95). 
 
4) Discussion 

Ce travail apporte la preuve de concept que cette méthode de séquençage polyvalente, 

simple et rapide peut être tout à fait applicable en pharmacogénétique. Cette méthode permet en 

une seule préparation d’échantillon, de séquencer avec précision, d’étudier la méthylation de 

l’ADN et d'obtenir un haplotypage vrai des mutations permettant d’améliorer la prédiction du 

phénotype des patients en pharmacogénétique.  

En génétique humaine, le séquençage ciblé par nanopores a fait l’objet de travaux récents, 

avec des résultats encourageants. Tout d'abord, le séquençage d’amplifiats multiplexés en onco-

hématologie (75) puis en pharmacogénétique a été rapporté (74)(96). Plus récemment, plusieurs 

auteurs ont proposé un séquençage ciblé par nanopores utilisant l'enrichissement Cas9, sans 

amplification PCR, pour différentes applications. Gabrieli et al ont décrit une méthode d’étude de 

BRCA1 (14) puis Gilpatrick et al ont décrit un panel de 10 loci génomiques en oncologie pour un 

total de 177,300 bases avec 26 crRNA (15). Ici, nous avons réalisé un panel de 6 loci pour un total 

de 1,006,661 bases dans cette expérience et 28 guides. Il est théoriquement possible, selon ONT, 

de monter jusqu'à 100 crNA par digestion. Stevens et al ont également utilisé la stratégie CRISPR-

Cas9 pour enrichir de l’ADN génomique avec des régions jusqu’à 36kb (97). 

Nous avons montré que cette approche permettait le phasage natif des haplotypes pour des 

mutations d’intérêt en pharmacogénétique, notamment pour les variants présents dans le gène 

TPMT. Cela représente un avantage certain. En effet, la résolution des génotypes hétérozygotes 

composites est possible sans l’analyse génétique des parents du patients et représente un grand 

intérêt en pratique clinique (98)(99)(100). 
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Grâce à un enrichissement des régions génomiques d'intérêt sans amplifications PCR, il est 

possible d’étudier de façon native la méthylation de l’ADN et plus généralement la présence de 

bases modifiées. L’étude de l’épigénétique est donc rendue plus simple et accessible puisque cette 

méthode ne nécessite pas d’expérimentation supplémentaire (séquençage au bisulfite). La 

pharmaco-épigénétique a été étudié récemment et les résultats sont prometteurs (101).  

La préparation d’ADN par digestion semble plus simple de mise au point que des PCR 

longues pour de grandes régions génomiques. Les PCR se révèlent trop fluctuantes et allongent 

donc les délais de rendu des résultats. De plus, la préparation d’échantillon est plus rapide qu’une 

réaction de PCR longue (une heure versus plus de cinq heures). 

Toutefois les performances obtenues avec cet enrichissement sont en dessous des 

performances annoncées par ONT. En effet, le débit que nous avons obtenu (3,83 Gb) est 

légèrement au-dessus de la fourchette annoncée de 0,5 à 3,5 Gb par run de séquençage, 

certainement à cause de la quantité importante de off-target. D’après les données internes de ONT, 

1 à 10% des données séquencées devraient être générées sur nos régions cibles, avec une 

profondeur de plus de 200X. Ici, 2,31% des reads sont mappés sur des régions cibles et les 

profondeurs moyennes des régions CYP2D6, CYP3A5 et DPYD sont en dessous des 200X. 

Également, l’enrichissement passe par une déplétion du reste du génome d’environ 3000X. Ici, elle 

n’est que de 53.1% ce qui indique un enrichissement insuffisant.  

Concernant l’approche que nous avons utilisée pour enrichir les (841,948 paires de bases 

du gène DPYD, certains aspects sont perfectibles. La couverture du gène DPYD n’est pas totale, 

principalement due à un nombre insuffisant de crRNA. D'autres approches peuvent être imaginées, 

comme la double digestion séparée avec une digestion avec des crRNA + et une digestion avec des 

crRNA – (Figure 60).  
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Figure 60 : Schéma des deux approches de digestion CRISPR-Cas9. La digestion unique a été utilisée 
ico. La digestion double (deux digestions indépendantes avec un pool de crRNAs – et un pool +) sera utilisée 

pour la suite de ces travaux. 

 

Théoriquement, l’ajout de crRNA à la digestion implique d'allonger le temps de digestion 

(données internes ONT) et donc de préparation de librairie. Fractionner la digestion en deux sous 

digestion est donc intéressante dans l’objectif d’optimiser le temps du workflow. Dans cette 

optique, nous avons reconçu sur CHOPCHOP v2, avec la même méthodologie que pour les crRNA 

+, des crRNA cette fois-ci orientés sur le brin – (Table 19). L’aspect en toit d’usine devrait laisser 

place à une profondeur plus homogène. 

 
Table 19 : Extension des crRNA pour DPYD et régions génomiques ciblées. 

AGAGATTTACCAGGGCTACGTGG GCAGGCATCCTTTTTCTGAAGGG
- -

chr1:97077238 chr1:97128140
CTAGGATAAGGCATAAAGCGTGG TAGTTTGGTAGTTCAGTGGAGGG

- -
chr1:97176975 chr1:97229481

TGGCTGTTCCCACTCTAATACGG ACTGCGATAGGTGAGCTGTCAGG
- -

chr1:97329272 chr1:97364898
AGTGACCACACTATTCCTGGCGG TTGCAAGGAGGATTAGGCCAAGG

- -
chr1:97378448 chr1:97475824

GACCCCACGAGGTATAACAGAGG CTGCATCTACTCGTTTCATAGGG
- -

chr1:97527648 chr1:97577304
CAGTGCACAATGGAACACTGGGG ATAAGCATGGCAACAGCAGAGGG

- -
chr1:97627417 chr1:97676287

GGGCAATTACGGCATATAAATGG TGAGAGTATGAGTACGATGAGGG
- -

chr1:97678400 chr1:97728928
GTTAAGAATCGAGAGTAGGGAGG CTTCCCTTGAGGCTGTACTTTGG

- -
chr1:97775596 chr1:97827957

GCTGATACCTAAGTTTTATGAGG
-

chr1:97877326

DPYD
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Il faut également signaler que notre panel de crRNAs génère une quantité massive de off-

target. Cette quantité de off-target a un retentissement négatif sur les résultats : la capacité de 

séquençage de la flowcell n’est pas utilisée de façon optimale et par conséquent la durée de 

séquençage pourrait être raccourcit. Cependant, une piste intéressante de « recyclage » serait 

d’utiliser ces données de séquençage, éparpillées sur de nombreux loci dans le génome, pour 

caractériser l’origine géographique du patient (102), dans le but de mieux interpréter les variants 

rares, parfois population-spécifiques (103). 

L’accessibilité de cette méthode est aussi un de ses points forts. En effet, le séquenceur 

MinION® est très abordable et donc accessible pour un large panel de biologiste médicaux et de 

généticiens grâce à un faible investissement initial (environ 1000 euros pour le MinION® et 3000 

euros pour le MinIT®) et à sa simplicité d’utilisation et d'implémentation dans une plateforme de 

biologie moléculaire. Également, le design des guides crRNA n’est pas plus difficile que le design 

d’amorces PCR classique. Enfin, les pipelines bio-informatiques sont très accessibles car la plupart 

des outils sont disponibles en open sources sur le web. La disponibilité de très bons tutoriels sur le 

web permet aussi de se former en autodidact. Cependant, il sera utile d’évaluer l’ensemble des 

outils bio-informatiques utilisés dans la mesure où des différences peuvent être observées dans les 

résultats finaux. A titre d’exemple, Hwang et al ont évalué trois variant-callers différents 

(Freebayes, Samtools et GATK HC) avec une concordances entre les variants retenus de 91,7% 

(104). 

Des avancées technologiques ont été annoncées cette année au congrès annuel d’ONT 

London Calling 2019. Cette approche est prometteuse car les différentes technologies impliquées 

sont amenées à évoluer comme la chimie utilisée dans la flowcell (105), les algorithmes utilisés 

par les basecallers (106) ou même la bioingénierie de l’enzyme Cas9 (23). Il est raisonnable 
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d'espérer une amélioration de l’enrichissement (plus efficace, plus spécifique), une amélioration de 

l’acquisition du signal et de son retraitement bio-informatique (plus précis, plus rapide). 

 Cependant, cette approche n’échappe pas à quelques limites. En effet, le prix 

demeure la faiblesse majeure de cette méthode, principalement à cause des différents réactifs 

utilisés. Une flowcell coûte actuellement 810€ et un kit de séquençage 539€ pour 6 librairies (juillet 

2019). Néanmoins, des économies d’échelles seront faites dès lors la méthode démocratisée et 

utilisée en routine. Aussi, le prix unitaire par analyse devrait baisser après la commercialisation de 

flowcell possédant une plus faible capacité de séquençage (flongle) et la publication du protocole 

de multiplexage.  Un flongle coûte actuellement 81€ en juillet 2019. 

On peut également constater un léger défaut de qualité de séquençage lors 

d’homopolymères, induisant des erreurs de séquençage, des variants faux positifs et possiblement 

des erreurs d’interprétation. Ce problème est connu, identifié et ONT a récemment mis sur le 

marché une nouvelle chimie de flowcell (R10) permettant de corriger le problème des 

homopolymères. Un autre inconvénient concerne la qualité et la quantité relativement importante 

d’ADN de départ à séquencer. En effet, puisque l’on se passe d’amplification, les quantités 

nécessaires sont bien supérieures aux méthodes conventionnelles. 

L’ensemble de ce travail va permettre de s'intéresser à d’autres régions d'intérêts, la 

pharmacogénétique avec assemblage alternatif comme le HLA, compléter notre panel 

pharmacogénétique, et le séquençage d’ADN de référence.  
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CONCLUSION 
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TITRE : SÉQUENÇAGE À HAUT DEBIT PAR NANOPORES SUR OXFORD NANOPORE 

TECHNOLOGIES MINION® : PREUVES DE CONCEPT EN PHARMACOGÉNOMIQUE. 

 
 

Le séquençage à haut débit par nanopores repose sur le séquençage de longs fragments 

d’ADN via le passage d’un simple brin d’oligonucléotides à travers un nanopore hémisynthétique. 

L’émergence de cette technologie est récente et les potentielles applications, nombreuses. Grâce 

au séquençage de grandes régions génomiques et à l’analyse bioinformatique des données, il est 

possible de réaliser un phasage des haplotypes et d’étudier la méthylation de l’ADN. En 

pharmacogénétique, les techniques actuelles sont prises en défaut pour les patients hétérozygotes 

composites, ne permettant pas de prédire un phénotype correct. L’objectif de ce travail était donc 

de développer une méthode de séquençage ciblée d’un panel de pharmacogènes, permettant en un 

seul processus le séquençage complet des gènes, le phasage des haplotypes et l’étude de la 

méthylation. Cette méthode associe un enrichissement sans amplification médié par le système 

CRISPR-Cas9 et un séquençage par nanopores sur séquenceur Oxford Nanopore Technologies 

MinION®. 

Dans un premier temps, afin de se former à cette technologie, nous avons séquencé un 

amplifiat du gène CYP2D6 d’un patient à l’INRA de Toulouse, puis un panel d’amplifiats de quatre 

pharmacogènes impliqués dans la réponse aux thiopurines (TMPT, NUDT15, GMPS, HLA-DQA1-

HLA-DRB1) en multiplexant douze échantillons de patients sur une même puce, au laboratoire de 

Pharmacologie, Pharmacogénétique, Toxicologie du Centre Hospitalier Universitaire Grenoble 

Alpes. 

Par la suite, nous avons utilisé le système CRISPR-Cas9 qui permet de cliver une région 

génomique avec une grande spécificité, grâce à des guides ARN dirigés contre celle-ci. Ici, cet 
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outil est utilisé pour enrichir nos pharmacogènes d’intérêt : CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6, TPMT, 

NUDT15 et DPYD dans son intégralité. Nous avons également utilisé une méthode originale 

d’extraction d’ADN reposant sur des disques uniques, recouverts de silice. Le séquençage sur 

MinION® a permis d’obtenir une qualité et une profondeur de séquençage satisfaisantes. Le 

pipeline bioinformatique que nous avons mis au point a démontré sa capacité à génotyper 

précisément, à haplotyper les mutations et à étudier la méthylation de l’ADN. 

Cette preuve de concept en pharmacogénomique montre que le séquençage sur MinION® 

est une alternative viable aux méthodes de séquençage haut débit conventionnelle par 

amplification. L’ensemble des atouts de cette technologie en constante évolution, illustrés par ce 

travail, promet une démocratisation de cette approche en biologie moléculaire. 
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Théo Willeman 
 
Séquençage à haut débit par nanopores sur Oxford Nanopore Technologies 
MinION® : preuves de concept en pharmacogénomique.                                                                                                                                          
 
 
Résumé 
 
 

Le séquençage à haut débit par nanopores repose sur le séquençage de longs fragments 
d’ADN via le passage d’un simple brin d’oligonucléotides à travers un nanopore hémisynthétique. 
En pharmacogénétique, les techniques actuelles sont prises en défaut pour les patients 
hétérozygotes composites, ne permettant pas de prédire un phénotype correct. L’objectif de ce 
travail était donc de développer une méthode de séquençage ciblée d’un panel de pharmacogènes, 
permettant en un seul processus le séquençage complet des gènes, le phasage des haplotypes et 
l’étude de la méthylation. Cette méthode associe un enrichissement sans amplification médié par 
le système CRISPR-Cas9 et un séquençage par nanopores sur séquenceur Oxford Nanopore 
Technologies MinION®. 

Dans un premier temps, afin de se former à cette technologie, nous avons séquencé un 
amplifiat du gène CYP2D6 d’un patient, puis un panel d’amplifiats de quatre pharmacogènes 
impliqués dans la réponse aux thiopurines en multiplexant douze échantillons de patients sur une 
même puce. 

Ensuite, nous avons utilisé le système CRISPR-Cas9 pour enrichir les gènes CYP3A4, 
CYP3A5, CYP2D6, TPMT, NUDT15 et DPYD dans son intégralité. Le séquençage sur MinION® 
et le pipeline bio-informatique ont permis d’obtenir une qualité et une profondeur de séquençage 
satisfaisantes, démontrant la capacité de cette méthode à génotyper précisément, à haplotyper les 
mutations et à étudier la méthylation de l’ADN. 

Cette preuve de concept en pharmacogénomique montre que le séquençage sur MinION® 
représente une alternative viable aux méthodes de séquençage haut débit conventionnelle par 
amplification. 
 
 
 
Mots-clé : Pharmacogénomique, Séquençage à haut débit, Nanopores, MinION. 
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