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> Apres des années de développement, I'utilisa-
tion du nanopore comme sonde pour séquencer
les molécules d’ADN est maintenant une possi-
bilité viable et prometteuse. La détection d’une
seule paire de bases lors du transport de I’ADN
permet d’enregistrer de trés longs fragments de
polynucléotides, avec une parallélisation et des
vitesses élevées. Dans cette revue, les métho-
dologies actuelles fondées sur la détection élec-
trique et les nanopores biologiques seront pré-
sentées de méme que les nouvelles méthodes
utilisant des nanopores a I’état solide, ou la
détection optique. <

Séquencage de I’ADN : méthodes commerciales
actuelles

Les techniques commerciales actuelles (/llumina, lon
Torrent, Pacific Biosciences) de séquencage de I’ADN
sont fondées sur un signal obtenu lors de I"amplification
ou la synthése de molécules individuelles [1-3]. Les
techniques les plus couramment utilisées (/llumina, lon
Torrent) se fondent sur ’amplification de I’ADN par PCR
(polymerase chain reaction) pour amplifier le brin d’ADN
a séquencer, sur une microbille ou une surface fonc-
tionnalisée. Dans le cas d’/llumina, le résultat de cette
étape est ensuite séquencé optiquement par synthese.
L'intérét de cette méthode est sa tres grande capacité
d’analyse en paralléle (parallélisation) (1 a 100 x 10°
lectures [reads] obtenus en 10 a 40 h). Son défaut
principal est la longueur des fragments obtenus (< 300
bases) qui nécessite une étape complexe d’alignement
des fragments séquencés. Elle est actuellement large-
ment utilisée pour le re-séquengage de génomes entiers,
le séquengage de novo, et pour les séquencgages ciblés.
Une autre technique, développée par lon Torrent [4, 5],
est fondée sur la mesure du pH. En pratique, il s’agit
également d’un séquengage par synthése qui détecte
sur un transistor a effet de champ, 'intégration d’une
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paire de bases par la production d’un ion H*. €lle permet, elle aussi,
de réaliser un séquencage a partir de molécules uniques, et de lire des
séquences plus longues (400 bases) que la technique précédente, mais
avec une parallélisation plus faible (1 & 100 x 10° lectures obtenues
en 4 h). Elle est surtout utilisée pour des séquencages ciblés. Enfin, la
technologie développée par Pacific Biosciences utilise ’amplification
optique du signal d’intégration d’une base par ’ADN polymérase afin de
réaliser une détection directe & I’échelle de la molécule unique (voir ci-
dessous). Elle détecte des fragments longs (supérieurs a 10 kilobases
[kb]) mais avec une faible parallélisation (365000 lectures obtenues
par cellule en 10 h). Elle est utilisée pour le re-séquencage de génomes
entiers, le séquengage de novo, et pour le séquencage ciblé.

La difficulté d’obtenir des fragments séquencés de grandes longueurs,
et I’intérét d’une lecture en temps réel, a conduit ces derniéres années
a des recherches sur I'utilisation de nanopores biologiques, ou artifi-
ciels, comme outils de séquengage de I’ADN.

Les nanopores utilisés peuvent étre soit des protéines formant
naturellement des pores au sein de bicouches lipidiques, soit des
ouvertures nanométriques réalisées par gravure dans des membranes
solides ultrafines (par exemple, en nitrure de silicium).

Séquencage par nanopore : mesure et forcage électrique

Uidée d’utiliser un nanopore pour séquencer I’ADN repose sur le fait
qu’il peut étre considéré comme une sonde locale que ’ADN serait
forcé de traverser de maniére séquentielle pour pouvoir étre lu base
par base. Les premieres avancées dans le domaine ont été réalisées par
Kasianowicz, Branton et Deamer [6], qui ont montré qu’une différence
de potentiel appliquée de part et d’autre d’un nanopore biologique (en
’occurrence, I’alpha-hémolysine isolée de la bactérie Staphylococcus
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Figure 1. Séquencage par pore biologique. 'ADN a séquencer est capté par
une enzyme (hélicase ou ADN polymérase, en bleu) qui extrude I’ADN simple brin
d une vitesse réduite. Le nanopore lui-méme (en rouge) constitue une ouverture
dans la membrane lipidique (en vert) dans laquelle le champ électrique (fléches
bleues) force le passage de I’ADN simple brin (en marron). Ce dernier est ralenti
au passage par la constriction du nanopore (encart du bas) et permet I'identi-
fication des bases individuelles par mesure de Iintensité du courant électrique
traversant le pore a un instant donné (encart du haut). Le trait pointillé bleu

représente le courant a vide du nanopore.

aureus) permettait de forcer des macromolécules (ADN et ARN simple
brin) & transiter par cette nano-cavité. €n pratique, c’est le confi-
nement des lignes des champs électriques (Figure I, lignes continues
bleues), & I’intérieur du pore, qui permet d’appliquer les forces suffi-
santes pour aligner et induire la translocation des molécules de tailles
bien plus importantes que celle du pore. La détection du passage de
ces molécules est réalisée par la mesure du courant ionique traversant
le pore: un pore vide correspond @ un courant élevé; La présence
d’une macromolécule, telle que ’ADN, réduit le flux d’ions au travers
du pore, et permet de détecter le passage d’une molécule individuelle
(Figure 1, encart haut).

Cette méthode a, dés lors, été appliquée a la détection d’autres
macromolécules (le polyéthyléne glycol [PEG] [7] ou des protéines
[8, 91), a la caractérisation de la distribution de masse d’un poly-
mere [7], mais aussi a I’étude de la conformation de macromolécules
(structures secondaires et tertiaires [8, 10], nceuds [11], association
spécifique de protéines [12]).

Pour pouvoir identifier chacune des paires de base de la molécule
transportée dans le nanopore, il a fallu résoudre de nombreuses diffi-
cultés techniques et améliorer fortement les performances du systéme.
Pour réduire le bruit de mesure, et augmenter la résolution temporelle
(détection par unité de temps), la surface des membranes a été réduite
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(permettant ainsi une diminution du temps de relaxation
électrique du support). Le dispositif expérimental et, en
particulier I’électrode de mesure, a été directement
intégré au sein d’une puce comportant I’étage de pré-
amplification (ce qui a permis une réduction du bruit
électrique). La vitesse de translocation trop élevée, par
advection électrique' & travers le nanopore biologique, a
été diminuée par le positionnement, en amont du pore,
d’enzymes capables de se lier et de transloquer I’ADN
simple brin processivement (c’est-a-dire sans se déta-
cher avant I'extrémité du fragment) comme les hélicases
ou ’ADN polymérase. Le pore biologique lui-méme a été
modifié génétiquement afin d’augmenter le temps d’in-
teraction entre I’ADN et les acides aminés présents dans
la partie la plus étroite du pore (ou constriction), par
mutagénese dirigée réalisée en particulier sur les génes
codant le pore CsgG de la bactérie Escherichia coli [13]2.
La membrane lipidique a également été remplacée par
une membrane polymérique, plus stable dans le temps.
Enfin, pour obtenir la capacité de discerner chacune des
paires de bases, la réduction de courant ionique induit
par chacune d’elle, ainsi que son temps de résidence au
sein du nanopore, ont été pris en compte et utilisés. Les
modéles d’inférences statistiques (prédiction probabi-
liste) actuels décomposent le signal en unités glissantes
(ou fenétres mobiles) de 5 bases (5-mers) reproduisant
la longueur du fragment piégé dans la constriction (par
des approches statistiques [14] et bioinformatiques
[15, 16]).

A Pissue de ce processus d’amélioration, cette tech-
nique, commercialisée par Oxford Nanopore Technolo-
gies [17, 48] (=») et fondée sur
des pores biologiques et la détec-
tion électrique, permet d’extraire
la séquence de longs fragments
individuels de 10 a 1000 kb, ce qui
autorise la compensation par redondance d’un taux
d’erreur total élevé. Le taux d’erreur brut total est, dans

(=) Voir la Chronique
génomique de
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le meilleur des cas, de 7,5 % pour la lecture d’une base
individuelle chez €. coli, en comptant erreurs, inser-
tions et délétions [18]. €n utilisant des méthodes par
consensus (redondance), la précision progresse jusqu’a
99,5 %, pour une couverture de 30 fois la longueur du
génome chez la bactérie €. coli [19]. La vitesse de lec-
ture est, par nanopore, de 250 a 450 bases par seconde
[13, 18]. La parallélisation est plus faible que celle
obtenue par les techniques d’amplification actuelles
(512 & 144000 pores en paralléle, selon le modéle, et

! entrainement de la molécule sous I’effet des forces électriques.

? (sgG code une lipoprotéine, composant du systéme de sécrétion de type VIII de la
bactérie et qui forme un canal dans la paroi bactérienne.
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jusqu’a 400000 lectures par puce de 512 pores [13]). Le dispositif a
également un colit, d’un millier d’euros, mais un encombrement qui
est similaire & un téléphone portable (pour les systémes a 512 pores).
Cette méthode a permis récemment de réaliser le séquencage, direc-
tement sur site, d’espéces de bactéries sauvages [20, 21], de détecter
et d’identifier des virus in situ (virus de la dengue [22], parvovirus
[23], virus Ebola [24]). €lle a été utilisée pour la détection d’éléments
transposables [25], de méthylation de I’ADN [26], et de mutations
précoces liées & la maladie d’Alzheimer [27]. Grdce a des algorithmes
fondés sur le maximum de vraisemblance, elle a aussi révélé des
isoformes de récepteurs dans des lymphocytes B [28]. Des variants
structuraux et des mutations dans le cancer du pancréas et dans la
leucémie [29, 30] ont pu aussi étre détectés dans des études dans les-
quelles la méthode s’est montrée complémentaire de celles existantes.
Elle a également été testée avec succes pour la détection prénatale
d’aneuploidies dans le sang maternel [31]. Enfin, le séquengage de
novo d’un génome humain a récemment été rapporté sur le site de pre-
print BioRxiv [13]. Des protocoles ont été développés pour augmenter
la reproductibilité de ces mesures [32]. Des comparaisons avec les
autres techniques de séquencage couramment utilisées ont pu montrer
que cette méthode est aujourd’hui compétitive pour le séquencage de
novo et 'analyse de variants [17, 18, 33, 34].

Aujourd’hui, les recherches académiques et industrielles cherchent a
étendre le principe de séquengage par nanopore a d’autres biomolé-
cules, en particulier aux polypeptides [35]. Ce probléme est cependant
notablement plus complexe en raison du grand nombre d’acides ami-
nés, de leurs propriétés physico-chimiques tres variables (hydropho-
bicité, charge, taille), ainsi que de la structure tridimensionnelle des
protéines.

Séquencage par nanopore : pores a I’état solide et détection
optique

Les méthodes développées actuellement par plusieurs équipes de
recherche tendent a utiliser les nanopores a ’état solide. Ces nano-
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Matériau bidimensionnel

Figure 2. Séquencgage par nanopore arti-
ficiel. UADN simple brin (ADNsb en mar-
ron) est entrainé par le champ électrique
(fleches bleues) a travers un nanopore
formé par percage (faisceau d’électrons
issus d’un microscope électronique a
transmission [TEM] ou faisceau d’ions
[FIB]) dans (A) une membrane ultrafine
en nitrure de silicium (SiN), ou (B) un
matériau bidimensionnel (disulfure de
molybdéne [MoS2], graphéne, nitrure de
bore [BN]). Lidentification des bases
se fait par la mesure du courant ionique

traversant le nanopore.

pores sont obtenus par percage de membranes de
nitrure de silicium ou de carbure de silicium ultrafines
(de 1 a 50 nm). La cavité est réalisée par un faisceau
d’électrons focalisés, ou un faisceau d’ions (gallium,
hélium). Le principal intérét de ces structures est de
présenter une géométrie (diamétre, forme du canal) et
une organisation (pore unique, réseau de pore) défi-
nies lors du percage [36]. €n outre, il a été récemment
montré par les groupes de Radenovic [37], Dekker
[38, 39] et Drndic [40], que ces pores pouvaient étre
réalisés dans des membranes bidimensionnelles, c’est-
a-dire dans des matériaux ne comportant qu’une seule
couche atomique (Figure 2). La résolution temporelle
et spatiale de la mesure électrique étant inversement
proportionnelle a I’épaisseur de la membrane, ce
type de membrane permet d’améliorer grandement
la vitesse de lecture des bases et I'identification des
nucléotides individuels [37]. Un probléme récurrent
des nanopores artificiels repose, néanmoins, sur la
difficulté de leur conservation et sur leur robustesse
d’utilisation ; la raison principale étant la réorganisa-
tion des atomes au bord du pore, et I'adsorption non
spécifique de biomolécules sur ses parois. Les derniers
résultats obtenus sur le sujet, proposent d’utiliser des
pores percés avec une plus grande énergie de percage,
via un faisceau d’ions (focalized ion beam, FIB) [41]
et de fonctionnaliser la surface par des lipides (lipo-
somes) afin de limiter les interactions [42]. Une autre
piste de recherche actuelle est d’utiliser des solutions
de liquides ioniques pour remplacer les solutions
salines [37]. Ces solutions ont une forte conductivité
et permettent d’augmenter sensiblement le rapport
signal sur bruit de la méthode. Elles sont aussi trés vis-
queuses et favorisent le ralentissement lors du passage
de biomolécules au sein du pore.
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Figure 3. Séq ge par pore artificiel et détection optique. L'ADN est
entrainé par un champ électrique ou un flux hydrodynamique a I’intérieur d’un
nanopore artificiel. Lorsque qu’une portion de "ADN atteint I'extrémité du pore,
elle est illuminée par un champ électromagnétique évanescent (en vert) qui induit
la fluorescence séquentielle de chacune des paires de bases. Les bases sont alors

identifiées par un marqueur fluorescent spécifique. ADNsb : ADN simple brin.

La détection optique des nucléotides, lors du séquengage par nanopore,
est aujourd’hui en plein développement afin de dépasser les limites
inhérentes a leur détection électrique. L'utilisation de marquage spéci-
fique de chaque base permet, notamment, de multiplexer I'information
et de faciliter 'identification des bases. Les premiers résultats signifi-
catifs sur ce sujet ont été obtenus dans le groupe de Meller, qui a montré
que la conversion chimique locale de la séquence (remplacement de
chaque nucléotide par un groupe de nucléotides prédéfini) permettait
de lire optiquement la séquence de I’ADN en cours de translocation dans
le nanopore [43]. Les recherches actuelles utilisent un effet optique qui
a été découvert par Levene et al., appelé zero-mode waveguide [44] :
si un faisceau laser est focalisé sur un puits métallique de quelques
nanometres de diametre, la lumiére ne peut €tre transmise au sein du
pore (limite de diffraction) mais une onde évanescente est excitée
localement, a I’entrée du nanopore. €n plus de la localisation du champ
électrique, le guide d’onde induit un renforcement du champ électrique
au niveau de I’entrée du pore. Cet effet a été tout d’abord utilisé pour
des nanopuits comportant une ADN polymérase. Dans ce cas, il est pos-
sible de suivre I'intégration de bases fluorescentes et ainsi la synthese
du fragment d’ADN. Ces résultats ont conduit a la constitution d’une
méthode prometteuse de séquencage, portée par la société Pacific
Biosciences [3]. Cependant, pour pouvoir s’affranchir de I'étape de
synthése par I’ADN polymérase, qui limite la vitesse de lecture, de nou-
velles recherches ont adapté le principe du zero-mode waveguide a des
nanopores [45-47] (Figure 3). Dans ce cas, la lecture ne s’effectue pas
par synthese, mais de maniére continue et processive, lors du transport
de la molécule comme lors de la détection électrique. Chaque base est
marquée avec une molécule fluorescente, le passage devant 'onde éva-
nescente permet d’éclairer spécifiquement cette base et de reconstruire
la séquence du fragment.
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L'un des intéréts importants des méthodes optiques pour
le séquencage par nanopore, est la possibilité de réaliser
la mesure avec une trés importante parallélisation. €lles
permettent aussi de découpler de la détection le forgage
de ’ADN au sein du pore. Il est alors possible d’utiliser
des solutions salines moins concentrées, plus compa-
tibles avec de potentielles modifications épigénétiques
de ’ADN, ou avec des peptides.

Conclusion

Les techniques de séquencage par nanopore ont
aujourd’hui atteint une maturité technique suffisante
pour pouvoir étre comparées aux techniques déja exis-
tantes. La nécessité d’augmenter la parallélisation et
de diminuer le taux d’erreur de la mesure est toutefois
un objectif impératif pour pouvoir les remplacer a long
terme et dépasser leur statut actuel de méthode com-
plémentaire dans certaines applications. Les atouts
majeurs de cette méthode sont sa capacité a réaliser la
lecture de longs fragments, ce qui réduit fortement le
travail post-séquencage d’alignement, et aussi la pos-
sibilité de construire des dispositifs expérimentaux a la
fois moins coliteux et portatifs. €lles ouvrent aussi la
voie a des méthodes de séquengage peptidique utilisant
le méme principe. ¢

SUMMARY

DNA sequencing by nanopores: achievements and
prospects

After years of development, the use of nanopore as a
sensor to sequence DNA molecules is now a viable and
promising possibility. Single base pair detection during
DNA transport enables to record ultra-long threads with
high parallelization and rates. | will present in this review
the current methodologies based on electrical detection
and biological nanopores and the new methods based on
solid state nanopores and optical detection. ¢
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