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Introduction

1) Obésité et maladies métaboliques : des maladies complexes et fréquentes

L’obésité se définie par une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire
a la santé!. Elle est, aujourd’hui, considérée comme une pandémie. Depuis 1997, I’obésité est
reconnue par I’Organisation mondiale de la santé (OMS) comme étant une maladie en raison de ses
répercussions sanitaires et économiques et de son incidence mondiale. Elle concerne aujourd’hui la
quasi-totalité de la planéte, y compris de nombreux pays émergents : selon ’OMS, 35 % des adultes
dans le monde sont atteints d’obésité¢ ou de surpoids. Les complications associées, en particulier le
diabete et les maladies cardiovasculaires, entrainent le décés d’au moins 2,8 millions de personnes
chaque année. En France, I’obésité concerne 17 % des adultes?, contre seulement 6,1 % en 1980
(OBEPI-Roche). Lors du Congrés européen sur 1’obésité a Prague en 2015, I’OMS a rendu publics
les chiffres prédictifs de 1’obésité de 1’adulte, en Europe, en 2030. Il est estimé que 1’obésité
concernera 28 % des femmes et 24 % des hommes en France. Ces chiffres sont la conséquence de
I’épidémie d’obésité infantile observée entre 1980 et 2000. L'obésité est devenue la premiére maladie
non infectieuse de I'Histoire. C'est une véritable épidémie qui frappe aussi bien les pays industrialisés
que les pays en voie de développement. L'Organisation Mondiale de la Santé place actuellement sa

prévention et sa prise en charge comme une priorité dans le domaine de la pathologie nutritionnelle.
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ALIMENTATION PLUS D'UN ADULTE SUR DIX EST OBESE DANS LE MONDE

La population mondiale selon son IMC*

Hommes Femmes
3,2% des hommes étaient obéses 6,4 % des femmes étaient obéses
en 1975, 10,8% le sonten 2014 en 1975, 14,9% le sont en 2014
100 - - 35 et plus (obésité sévére) _‘,—} 100
75 s A 75

18,5 a moins
—— de 20 (maigreur) — |

0_ — Moins de 18,5 (dénutrition) —| FO
13,8% étaient sous-alimentés 14,6 % étaient sous-alimentées
en 1975, 8,8% en 2014 en 1975, 9,7% en 2014
Les 10 pays ol il y a le plus d'obéses En millions en 2014
41 2 ——————e - ) Chine Chine IEEEG—EE 46 4
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Figure 1 : L'obésité touche aujourd’hui pres de 650 millions d'adultes, soit 13% de la population mondiale adulte, un

pourcentage qui pourrait atteindre 20% d'ici 2025. (Visactu)

En pratique clinique 1'obésité est définie par un Indice de Masse Corporelle (IMC) ou Body Mass
Index (BMI). L'IMC est calculé en divisant le poids de la personne par le carré de sa taille (Kg / m?).
L’IMC permet de définir plusieurs catégories de poids:

Tableau 1 : Valeurs de référence de I’IMC (OMS 2004)

Dénutrition Normalité Surpoids - Obésité
Varie en fonction de I’age et du IMC > 97%m¢ percentile sur la
Enfants IMC < 3™ percentile sur la sexe. courbe.
courbe. Associé aux courbes de Distinction entre obésité de grade
corpulence (carnet de santé). 1 ou 2 selon I’intensité.
25 <IMC £ 29,9 : surpoids.
Adultesde ] 1MC < 18,5 - dénutition. 1655 IMC 2249 30<MC <34,9 : obésité modérée.
ans IMC < 16,5 : dénutrition sévére. T B 35 <IMC < 39,9 : obésité sévére.
IMC > 40 : obésité morbide.
Adultes de
plus de 70 IMC < 21 : dénutrition. 21 >IMC= 30 IMC > 30 : obésité.
ans
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Néanmoins, cet indice est imparfait car il ne rend pas toujours compte de la quantité de masse grasse
(exemples du sportif, de la femme enceinte, du sujet agé), ni de sa répartition, ni de la qualité du tissu

adipeux (altération inflammatoire ou métabolique par exemple).

Il existe également d'autres indicateurs de surpoids : le rapport tour de taille/tour de hanches. Il doit
étre inférieur a 1 chez I'homme et a 0,85 chez la femme. Le diamétre du cou (ou Tour de cou) peut
donner un indice fiable d'TMC anormalement élevé chez I'enfant de plus de 8 ans. Il est également

associé a I'apnée obstructive du sommeil, au diabéte et a I'hypertension chez les adultes.

Les deux grands facteurs — « the Big Two »* — traditionnellement impliqués dans le développement

de I'obésité sont la consommation alimentaire et la dépense énergétique :

- L'apport énergétique quotidien est la somme des calories apportées par les principaux
macronutriments présents dans 1’alimentation : les glucides, les lipides, les protéines. La prise
alimentaire est un comportement régulé finement par des mécanismes biologiques complexes et
redondants permettant un apport adapté en nutriments nécessaire a la vie. Des modifications de la
prise alimentaire, en termes de structure ou de composition alimentaire, peuvent aboutir a une prise
de poids. Parmi les modifications de la prise alimentaire, on retrouve des modifications quantitatives,
telles que 1I’augmentation de la densité calorique de I’alimentation et des modifications qualitatives,
comme la diminution de la consommation de glucides complexes (féculents, fibres), I’augmentation

de I’apport lipidique et la déstructuration des rythmes alimentaires.

- La dépense énergétique totale est constituée de trois composantes, variables d’un individu a
’autre, contribuant de fagon déterminante au bilan énergétique. Ces trois composants sont :

* La dépense énergétique de repos, variable selon 1’age, le sexe et la composition corporelle
notamment la masse musculaire : notre organisme consomme 60 % de la dépense énergétique
quotidienne pour assurer la circulation du sang via 1’activité cardiaque, la respiration, les fonctions
gastro-intestinales et rénales ainsi que la thermorégulation de notre corps.

* La thermogenése post-prandiale : 10 % de la dépense énergétique quotidienne représente le cotit
de la digestion, du transport et du stockage des nutriments.

* La dépense énergétique lice a I’activité physique (DEAP), qui est trés variable d’un individu a

’autre, utilise 30 % de la dépense énergétique quotidienne chez un individu « moyen ».
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Dans ce cadre d'analyse, le maintien d'un poids-santé est une question de comptabilité énergétique.
Lorsque 1'organisme regoit plus qu'il ne dépense, il stocke une partie de I'apport, sous forme de
graisses dans le tissu adipeux. Cependant le métabolisme, trés différent selon les individus, joue un
role important, et certaines personnes vont donc plus facilement devenir obéses que d'autres. La prise
en compte des deux grands facteurs, I’apport et la dépense énergétiques, n'explique pas complétement
l'explosion de 1'obésité contemporaine. Il y a eu bien d'autres périodes d'abondance alimentaire dans
I'histoire qui n'ont pas été accompagnées d'obésité. Il faut donc prendre en compte des déréglements
de la régulation qui peuvent étre de différentes origines combinées entre elles : hormonales
(hyperinsulinisme), psychologiques (boulimie par exemple), métaboliques (perturbateurs
endocriniens), alimentaires (aliments nouveaux a l'échelle historique, comme le sucre, les sodas, les
jus de fruits, le chocolat, les crémes glacées, les produits transformés), déstructuration des repas,
grignotage, environnementales (sédentarité, chauffage, automobile, marketing, télévision, publicité,

stress, manque de sommeil, phénoménes inhérents a la vie moderne).

Il existe un autre déterminant de I’obésité qui est d’ordre génétique ou héréditaire. La contribution de

I'hérédité a 1'obésité peut étre schématisée a ce jour de deux fagons* :

* soit par des mutations uniques dans certains genes expliquant a elles seules le développement de
'obésité (obésité monogénique ou syndromiques). Ces obésités sont rares, trés séveres et débutent

généralement dans l'enfance ;

* soit par l'interaction de plusieurs variants géniques avec un environnement a risque (obésité
polygénique). Dans ce cas, chaque gene de susceptibilité pris individuellement aurait de faibles effets
sur le poids, et la contribution cumulative de ces variants ne deviendrait significative qu'en interaction
avec des facteurs environnementaux prédisposant a leur expression phénotypique (suralimentation,

baisse de I'activité physique). C'est le cas des obésités dites communes.
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Figure 2 : Facteurs impliqués dans le développement de I’0bésité
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Les risques liés a 1’obésité dépendent de I’importance du tissu adipeux et de sa répartition
particuliérement abdominale et péri viscérale. Un excés de masse grasse a ces niveaux définit
I’obésité « androide » avec un tour de taille supérieur ou égale a 80 centimetres chez la femme ou a
90 centimetres chez ’homme, et qui a pour conséquences une augmentation de la prévalence des
maladies métaboliques et cardiovasculaires alors que la répartition du tissu adipeux au niveau des

hanches et des cuisses définit I’obésité « gynoide » qui expose moins a ces risques.

Obésité androide

Figure 3 : Différentes localisation de la masse adipeuse®.
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Les connaissances sur la physiologie et la physiopathologie du tissu adipeux se sont considérablement
accrues ces derniéres années. De par ses fonctions métaboliques et son réle endocrine avéré, le tissu
adipeux est apparu comme un organe central de 1’homéostasie énergétique et métabolique. Les
adipocytes s’hypertrophient (augmentent de volume) au fur et a mesure qu’ils accumulent des lipides.
Lorsqu’ils ont atteint leur volume maximal, ils ont la capacité de recruter de nouvelles cellules, les
pré-adipocytes, qui se différencient en adipocytes matures capables de se charger de triglycérides lors
de I’adipogénése (Fig. 2). Ainsi, la masse du tissu adipeux peut s’accroitre non seulement par
I’augmentation du volume des adipocytes (hypertrophie), mais aussi par I’augmentation du nombre
d’adipocytes qui le compose (hyperplasie). Une altération de I’adipogénése, sous 1’influence par
exemple de certains nutriments, d’agents infectieux ou de polluants, de facteurs nerveux ou

hormonaux, peut contribuer a I’expansion de la masse grasse.

Lorsque les capacités de stockage du tissu adipeux sous-cutané sont dépassées, les acides gras sont
stockés dans des dépdts ectopiques du tissu adipeux au niveau viscéral (graisse omentale), mais
¢galement au niveau d’organes multiples tels que le muscle, le cceur (épicarde), le pancréas, les
vaisseaux, et le foie (stéatose hépatique). Ces dépots ectopiques de tissu adipeux sont responsables
de comorbidités qui font de I’obésité une maladie chronique. Bien qu’il existe des variations entre
individus, les problémes de santé commenceraient a se manifester apres environ dix ans d’exces de
poids, en particulier chez les individus atteints d’obésité sévere ou morbide. Ainsi, de nombreuses
¢tudes ont mis en évidence une étroite corrélation entre I’IMC et la mortalité associée a de multiples

pathologies’.

L’obésité sévere ou morbide est un facteur important de risque de maladies métaboliques et
chroniques telles que les maladies hépatiques, la résistance a 1’insuline, le diabéte de type 2 (DT2),
I’hypertension artérielle, 1’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, et méme plusieurs types de

cancers®. Ces pathologies sont couramment appelées « comorbidités » associées a 1’obésité.

Les complications respiratoires sont dominées par le syndrome d’apnées du sommeil, retrouvé dans
25 240 % des cas d’obésité massive et dans 10 % des cas d’obésité commune. Il peut étre responsable

de problémes respiratoires et cardiaques, voire de mort subite’.

L’obésité est également a 1’origine de différentes perturbations endocriniennes : hypercestrogénie,

hypofertilité et troubles de 1’ovulation chez la femme, hypogonadisme chez I’homme.
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On distingue également le « syndrome métabolique » ou (MetS). C’est un regroupement de facteurs
qui reflétent la surnutrition, le mode de vie sédentaire et 'exces d'adiposité. Il en existe plusieurs, qui
ont varié dans le temps et selon les organismes de santé ou les pays mais il on s’accorde a parler de
« syndrome métabolique » dans les cas ou au moins trois des problémes suivants sont associés chez
la méme personne!? :

- hypercholestérolémie avec un faible taux de cholestérol HDL (le « bon » cholestérol) inférieur a
1,04 mmol/l pour les hommes, 1,29 mmol/l (46 mg/dl) pour les femmes.

- hypertension (>140 mmHg de pression systolique (maxima) et/ou >90 mmHg de pression
diastolique (minima)).

- exces de poids surtout s'il s'agit d'une obésité abdominale (tour de taille supérieur a 90 cm pour les
hommes, et a 80 cm pour les femmes).

- hyperglycémie, c'est-a-dire un taux excessif de sucres dans le sang (triglycérides sanguins supérieurs
a 1,6 ou 1,7 mmol/l (ou 150 mg/dl) et/ou glycémie a jeun supérieure ou égale a 6,1 mmol/l (ou 110

mg/dl).

Le MetS est associ¢ a d'autres comorbidités, y compris 1'état prothrombotique, ['état
proinflammatoire, la stéatose hépatique non alcoolique et les troubles de la reproduction'!. La
prévalence des MetS augmente a des proportions épidémiques non seulement aux Etats-Unis et dans
le reste du monde urbanisé, mais aussi dans les pays en développement. Bien qu'il ne soit pas clair
s'il existe un mécanisme physiopathologique unificateur entrainant le MetS, l'adiposité abdominale

et la résistance a l'insuline semblent étre au centre de ce syndrome et de ses composantes.
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Complications médicales de l'obésité

Maladie pulmonaire

Hypertensionintracranienne

Fonctionnement anormal idiopathique
Apnée obstructive du sommeil Attaque cérébrale
Syndrome d’hypoventilation Cataractes

Maladie cardiaaue coronarienne

Foie gras non alcoolique . Diabéte
Stéatose - Dyslipidémie
Stéatohépatite 3
chkiass > Hypertension

Maladie de la vésicule biliaire Pancréatitesévére

Anomalies gynécologiques
Menstruations anormales
Infertilité

Syndrome ovarien polykystique

* Cancer
Sein, utérus, col de l'utérus,
colon, cesophage, pancréas,
rein, prostate

Ostéoarthrite
Phlébite

Peau Stase veineuse

Goutte

Figure 4 : Les complications de l'obésité sont fréquentes, les plus graves étant cardio-vasculaires et respiratoires.’’

La prise en charge des patients obéses est nécessairement multidisciplinaire, faisant intervenir des
compétences médicales et paramédicales, permettant le diagnostic, le traitement et la prévention de
’obésité et des pathologies associées. La chirurgie de 1’obésité ne doit étre envisagée que lorsqu’il y
a un échec patent d’un traitement médical associant une restriction calorique, une augmentation de
I’activité physique, une thérapie comportementale et un traitement pharmacologique. La prise en
charge de ces patients est fonction de 'IMC. Quand I’obésité est de classe 1 (surpoids récent, 30<MC
<34,9 en I’absence de comorbidité) avec absence de prise en charge médicale bien conduite d’au
moins une année, le patient est alors pris en charge médicalement avec recherche de facteurs de
comorbidité, prise en charge endocrinologique, diététique, comportementale, pharmacologique et
suivi psychologique individuel. Lorsque I’obésité est sévere, alors I’indication chirurgicale pourrait

se justifier.'?

Il existe de nombreuses techniques de chirurgie bariatrique et d’aussi nombreuses variantes. Elles
sont basées sur deux principes : techniques de malabsorption qui réduisent la longueur fonctionnelle
ou la surface d’absorption de I’intestin gréle et interventions visant a réduire la capacité gastrique.

On distingue :

- La gastroplastie verticale calibrée. C’est la technique de référence. Développée initialement par

Mason'4, elle consiste a créer une petite poche gastrique de 20 a 30 millilitres par une incision de la
paroi de I’estomac. L’estomac est ensuite agrafé de fagon a délimiter une petite poche verticale. (Fig.

9
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5). Un anneau est ensuite placé au niveau du tube ainsi généré. Cet anneau va empécher que le
montage réalisé ne se relache. Il va également contrdler le diamétre de I'orifice d'entrée vers 1'estomac.
Les aliments vont donc mettre plus de temps a passer dans l'estomac et donner au patient une
sensation de satiété. Apres ce type d’intervention, les patients doivent modifier leurs habitudes
alimentaires. Les risques possibles sont : fissure de I'anneau et rupture de la ligne d'agrafes. Cette

technique a été abandonnée

Figure 5 : Gastroplastie verticale calibrée selon Masson®.

- Les anneaux de gastroplastie ajustables. La technique consiste a placer un anneau de diamétre

modifiable autour de la partie supérieure de I'estomac, délimitant ainsi une petite poche. Les aliments
vont s'écouler trés lentement selon le principe du sablier (Fig. 6). L'anneau est relié par un petit tube
a un boitier de contrdle placé sous la peau. Il s’agit d’une technique assez ancienne mais dont la
diffusion est plus récente. Cette technique chirurgicale restrictive diminue le volume de I'estomac en
le réduisant a une petite poche de 15 a 20 millilitres et ralentit le passage des aliments sans perturber
la digestion des aliments. L’anneau est a la fois ajustable et réversible. Ces anneaux sont le plus
souvent implantés par voie ceelioscopique sans aucune ouverture du tube digestif, améliorant ainsi le

confort péri et postopératoire.

6\
&
/

Figure 6 : Anneau de gastroplastie modulable'3.

10
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- Le court-circuit gastrique ou by-pass gastrique. C’est une intervention associant une réduction

gastrique et un défaut d’absorption intestinale. L'intervention consiste a réduire, par ccelioscopie, le
volume de I'estomac et a modifier le circuit alimentaire. Cette technique, dite dérivation Roux-en-Y
du nom de son inventeur César Roux, consiste a faire une transsection verticale de I'estomac créant
une poche proximale de capacité restreinte dans laquelle arrivent les aliments, reliée directement au
jéjunum (par une anse en Y) (Fig. 7). Les aliments ne passent plus par l'estomac et la partie supérieure
du tube digestif, ils vont directement dans la partie moyenne de l'intestin gréle. L’amaigrissement est
probablement en grande partie en rapport avec une réduction de la prise alimentaire mais également
a un degré de malabsorption. C’est I’intervention la plus efficace, donnant une perte de I’excés de
poids respectivement de 55 a 70 % en un et cing ans,'® mais elle reste associée a un risque de carences
en fer, folates et vitamine B12, de complications anastomotiques imposant des ré-interventions et des

complications digestives (ulcérations, nausées ou vomissements).

Figure 7 : Dérivation gastrique®.

-_La sleeve gastrectomie. C’est une gastroplastie verticale calibrée avec résection gastrique.

Autrement dit, il s’agit de retirer définitivement une partie de la poche que forme 1’estomac pour
former un tube (d’ou le terme anglophone « sleeve » qui en francais signifie « manche ») (Fig. 8).
Les aliments ingérés s’engagent dans ce tube. Ils sont ralentis puis évacués treés rapidement vers
I’intestin gréle. La poche de 1’estomac est réduite de deux tiers. La sleeve gastrectomie agit sur
I’obésité grace a deux mécanismes qui, en se combinant, donnent de probants résultats en termes de
perte de poids. Comme la gastroplastie, le premier processus est une restriction et un niveau de satiété
facilement atteint. Le second entraine une diminution du taux de ghréline qui est une hormone de la

faim.

Figure 8 : La sleeve gastrectomie'’
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Toutefois, pour comprendre entiérement 1'obésité, c'est certainement l'environnement d'un individu

dans son ensemble qu'il faudrait prendre en compte.

Des travaux récents ont permis de montrer que la qualité de la flore intestinale ou microbiote intestinal
peut étre associée a une susceptibilit¢é plus ou moins importante a développer des maladies
métaboliques liées a 1’obésité. Les études menées chez les souris axéniques (dépourvues de
microbiote intestinal) ont clairement démontré le rdle important du microbiote intestinal dans
I’homéostasie énergétique de 1’hote!®. De plus, les souris axéniques (comparativement aux souris
pourvues en microbiote intestinal) sont protégées de 1’obésité induite par un régime a haute teneur en
graisses, mais ¢galement des désordres métaboliques associés comme I’intolérance au glucose et le
diabéte de type 2'°. Le transfert du microbiote de souris obéses induit une obésité chez les souris
minces (alors que la prise alimentaire de ces derniéres n’est pas modifiée)?°.

Chez I’homme, des données récentes suggerent également un lien entre microbiote, homéostasie
énergétique (métabolisme glucido-lipidique) et homéostasie inflammatoire. Il a ét¢ démontré que le
diabéte de type 2 est associé a la présence d’espeéces bactériennes différentes (en comparaison avec

des sujets non diabétiques)?!.

On savait déja que les proportions des différentes grandes lignées bactériennes n’étaient pas les
mémes chez les sujets minces et chez les sujets obéses. On a constaté par la suite et dans plusieurs
¢tudes, que pour une partie des sujets obeses, la diversité bactérienne était réduite, une diminution
qui a été associée a des dysfonctionnements métaboliques plus marqués comparativement a des sujets
obeses dont la diversité bactérienne est préservée. Parmi ces dysfonctionnements : une insulino-
résistance et un taux de triglycérides sanguins plus élevés. Notre équipe a retrouvé cette perte de
diversité du microbiote chez 40% des patients en surpoids ou obese et chez 75% des sujets

massivement ob&ses2.

Dans une étude menée en 2013 par notre équipe, 49 patients obeses et en surpoids ont été soumis a
un régime réduit en calories pendant six semaines (pauvre en graisses mais enrichi en fibres, protéines
et glucides a faible index glycémique), suivi de six semaines de stabilisation?*. Sur I’ensemble des
sujets, une perte de poids moyenne de 5% du poids initial a été constatée, ainsi qu’une amélioration
des parametres métaboliques et inflammatoires comme attendu lors de ce type d’intervention. Les
sujets qui présentaient initialement une faible diversité génétique du microbiote ont vu cette diversité

augmenter. Néanmoins, 1’intervention a été moins efficace sur le plan clinique chez ces sujets avec
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une perte de diversité (moindre diminution du taux de triglycérides, moindre amélioration de
I’inflammation bas-grade). L’ensemble des signes cliniques liés a 1’obésité pourrait étre corrigé, ou
encore mieux prévenu, par la détection précoce de I’altération du microbiote et grace a des

recommandations nutritionnelles adaptées.

L’idée de moduler la composition et/ou 1’activit¢é du microbiote intestinal en vue d’influencer
positivement la santé de 1’hote, apparait aujourd’hui comme une nouvelle voie de développement
thérapeutique. Une expérience de « transfert allogénique » de microbiote d’individus sains a des
sujets obeses a permis de mettre en évidence une amélioration de la sensibilité hépatique et
périphérique a I’insuline qui persiste au moins six semaines aprés le transfert?*. Cette procédure
apparait, a ce jour, davantage comme une preuve de concept que le microbiote lui-méme joue un role
régulateur du métabolisme de 1’hote, que comme une approche thérapeutique potentielle, vu les
nombreuses questions qu’elle souléve (innocuité de la procédure ? Assurance de transfert d’un
microbiote « sain » ? ....). En revanche, des constituants de 1’alimentation pourraient étre intéressants
dans la gestion de I’écologie microbienne en relation avec 1’adiposité et les pathologies associées. A
cet égard, des nutriments de type « fibres alimentaires » qui modulent le microbiote pourraient
s’avérer utiles, et permettraient de revoir sous un nouveau jour les conseils nutritionnels a prodiguer

dans la prise en charge du syndrome métabolique.
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2) Le microbiote intestinal : un organe a part entiére ?

Le microbiote est I'ensemble des micro-organismes - bactéries, virus, parasites, champignons non
pathogénes, dits commensaux - qui vivent dans un environnement spécifique. Les écosystemes
microbiens différent chez 1’hote en fonction de leur localisation, ainsi le microbiote buccal ou celui

de la peau est treés différent du microbiote intestinal.

Le microbiote s’installe progressivement dans I’intestin deés la naissance. Il est ensemencé
principalement a la naissance et est initialement indifférenci¢ dans les divers habitats du corps. La
colonisation par le microbiote commensal a lieu de fagon progressive, dans un ordre précis : les
premiéres bactéries intestinales ont besoin d’oxygene pour se multiplier (bactéries aérobies : comme
les entérocoques, et les staphylocoques). En consommant l'oxygéne présent dans 1’intestin, elles
favorisent ensuite I'implantation de bactéries qui ne proliférent qu’en absence de ce gaz (bactéries
anaérobies : Bacteroides, Clostridiales, Bifidobacterium). Divers facteurs, y compris la méthode
d'accouchement (voie vaginale versus césarienne), l'allaitement et le sevrage, influencent le
microbiote du nourrisson (Fig. 9). Par exemple, le microbiote des bébés délivrés par voie vaginale est
dominé par Lactobacillus, Prevotella et Atopobium, alors que les bébés délivrés par césarienne ont
un microbiote qui ressemble plus au microbiote cutané maternel, les staphylocoques étant un membre
précoce dominant®. Des preuves commencent & apparaitre que l'environnement in utero peut ne pas
étre aussi stérile qu’on le pensait a l'origine, avec des bactéries telles que Enterococcus fecalis,
Staphylococcus epidermidis et Escherichia coli isolées du méconium (les premiéres feces) de
nouveau-nés en bonne santé?®. Sous 1'influence de la diversification alimentaire, de la génétique, du
niveau d'hygiéne, des traitements médicaux regus (comme I’antibiothérapie) et de 1'environnement,
la composition du microbiote intestinal va évoluer qualitativement et quantitativement pendant les
premiéres années de vie. Ensuite, la composition qualitative et quantitative du microbiote reste assez

stable au cours de la vie.

Cependant le microbiote intestinal semble devenir plus stable tout au long de 1'age adulte. Un dernier
ensemble de changements liés a 1'age dans la composition et la fonction du microbiote intestinal
survient pendant la vieillesse. Le vieillissement est associ¢ a des fonctions physiologiques altérées, y
compris la fonction du systéme immunitaire, qui affectent la composition du microbiote intestinal.
Les différences li¢es a l'age rapportées dans la composition du microbiote intestinal incluent une
augmentation du nombre total d'anaérobies facultatifs, des changements dans le ratio des

Bacteroidetes/Firmicutes, et une diminution marquée des bifidobactéries chez les personnes de plus
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de 60 ans, au moment ou le systéme immunitaire commence a décliner (Fig. 9)*’. Des changements
métaboliques coincidant avec l'évolution et la maturation du microbiote intestinal peuvent étre
trouvés dans les profils d'excrétion des produits bactériens du métabolisme des acides aminés et dans
les métabolites liés a I'énergie. Par exemple, les produits bactériens du métabolisme de la choline
peuvent étre inversement associés a I'dge chez les enfants de moins de 12 ans?®. Des changements
dans l'excrétion urinaire de l'acide 4-hydroxyphénylacétique, de I'acide indolacétique et des

métabolites du cycle de l'acide tricarboxylique ont été observés au début de la puberté?’.
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Figure 9 : Le microbiote intestinal dans le développement et la maladie. L'influence du microbiote intestinal sur la
santé humaine est continue de la naissance a la vieillesse. A la naissance, environ 100 espéces microbiennes peuplent
le colon. Pendant ’allaitement, la communauté microbienne se développe rapidement. Les changements dans la
diversité microbienne se produisent tout au long de la vie des enfants et des adultes. Le microbiote intestinal est
important pour maintenir la physiologie normale et la production d'énergie tout au long de la vie. La perturbation du
microbiote intestinal (dysbiose) peut conduire a une variété de maladies différentes, y compris (A) la maladie
inflammatoire de l'intestin, le cancer du célon et le syndrome du célon irritable ; (B) les ulceres gastriques, la stéatose
hépatique non alcoolique, et l'obésité et les syndromes métaboliques ; (C) l'asthme et I’hypertension ; et (D) l'humeur
et le comportement par signalisation hormonale (par exemple, GLP-1). Le microbiote intestinal est également
important pour le métabolisme des médicaments et empéche la colonisation par des microbes pathogénes.>’
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Notre microbiote intestinal peut étre représenté comme un organe microbien placé dans un organe
héte : il est composé de différentes communautés bactériennes capables de communiquer aussi bien
entre elles qu’avec les cellules de 1'hote. 11 consomme, stocke et redistribue 1'énergie. 1l intervient
dans les transformations chimiques physiologiquement importantes et il peut se maintenir et se
réparer par autoréplication. Le Microbiome intestinal, qui peut contenir plus de 100 fois le nombre
de génes de notre génome, nous confere des caractéristiques fonctionnelles que nous n'avons pas eu

a développer nous-mémes.

La plupart des microbes sont des bactéries, l'intestin peut également héberger des levures, des
eucaryotes unicellulaires, des virus et de petits vers parasitaires. Le nombre, le type et la fonction des
microbes varient le long du tractus gastro-intestinal mais la majorité se trouve dans le gros intestin
ou ils contribuent a la fermentation des composants alimentaires non digérés, en particulier les

glucides et les fibres, et a la constitution de la masse fécale.

Intestin gréle [')}"oximal Estomac (1)
duodénum et-'?}“’,““n 2 Production acide, pepsine,
E.nzymes pancréatiques amylase :
bicarbonates, acides biliaires pH 1.2
pH5,7-6,4 < 10° bactéries/ml
103-104b2‘1ctenes/ ml Lactobacillus
Lactobacillus Streptococcus
Escherichia colt,
Enterococcus faecalis
Gros intestin
caecum/colon (4-5-6)
Bicarbonates, mucus
pH5,7-6,8
102 bactéries/ml
Intestin gréle distal iléon (3) Bt.zderoidetef, Eubacterium
pH7,3-7,7 gy‘id(')badermm,
107 bactéries/ml uminococcus,
Entérobactéries, Enterococcus Pepstreptococcus,
Bacteriodetes, Clostridium Propionibacterium, Clostridium,
Lactobacillus Lactobacillus, Escherichia,
Streptococcus

Figure 10 : La composition du microbiote évolue le long du tube digestif en fonction de I’écologie locale.’!
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Le microbiote intestinal est dominé par deux phyla bactériens, les Firmicutes et les Bacteroidetes, qui
constituent prés de 90 % de la population totale, les Firmicutes étant plus abondants que les
Bacteroidetes®?. Les autres phyla bactériens présents dans I'intestin humain sont les Actinobacteria,
les Protéobacteria, les Verrucomicrobia, les Fusobacteria, les Cyanobacteria, les Spyrochaetes. Le
phylum des Firmicutes est majoritairement composé de bactéries appartenant aux Clostridia tel que
par exemple Ruminococcus et Faecalibacterium prausnitzii. Le phylum des Bacteroidetes est, quant
a lui, représenté par plusieurs especes de Bacteroides, y compris B. thetaiotaomicron, B. fragilis, B.
ovatus, et B. caccae. Le phylum des Actinobacteria comprend les Bifidobactéries. Chez 1’adulte, le
microbiote intestinal est dominé par des espéces bactériennes anaérobies strictes voir d’especes
extrémement sensibles a I’oxygene. Cependant des bactéries anaérobies facultatives comme des
Entérobactéries sont trouvées mais en nombre relativement faible dans le microbiote adulte.
L’écosystéme intestinal d'un adulte sain est généralement composé de 1000 espéces moléculaires

dont on estime que 60-70% restent incultivées a ce jour 27,

Firmicutes (60-80%)
» Clostridium X
* Ruminococcus
« Clostridium ¢ ‘
+ Faecalibacterium prausnitzii

Bacteroidetes (15-30%)
» Bacteroides
* Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)

Eukarya

Champignons

Fusobacteria

Archaea
* met n

Spirochaetes

Verrucomicrobia (1-2 %) Actinobacteria (2-25%)
« Akkermanciamuciniphila /'« Bifidobacterium
« Atopobium

Figure 11 : Représentation schématique de ’arbre phylogénétique des bactéries résidant dans le colon montrant
P’abondance relative des phyla majoritaires du microbiote intestinal humain. Entre parenthése, la proportion des
différents phyla dans le microbiote intestinal total est précisée. Les groupes, genres et espéces bactériennes qui peuvent

étre importants pour la santé humaine sont indiqués® .
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Certains des genres les plus communs ou reconnus de bactéries intestinales chez les adultes sont
Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides, Clostridium, Escherichia, Streptococcus et
Ruminococcus. Bien que les individus puissent avoir jusqu'a plusieurs centaines d'espéces de
microbes dans leur intestin, des découvertes récentes du Human Microbiome Project et d'autres

3435 montrent que des milliers de microbes différents peuvent coloniser collectivement les

projets
populations humaines et montrer un degré €élevé de variation dans la composition de ces populations
entre individus. Malgré cette variation dans les taxons, I'abondance de nombreux génes microbiens
impliqués dans les activités métaboliques de base ou d'entretien est assez similaire entre les
individus*. Il y a de plus en plus de preuves que les déséquilibres dans la répartition des populations

microbiennes intestinales peuvent étre associés a la maladie, y compris la maladie inflammatoire de

l'intestin3®.

Le microbiote intestinal est principalement localisé dans l'intestin gréle et le colon — I'acidité gastrique
rendant la paroi de I'estomac quasi stérile, méme si certaines bactéries (comme Helicobacter pylori)
peuvent s’y développer. Il est réparti entre la lumiére intestinale et le biofilm protecteur que forme le

mucus intestinal sur sa paroi intérieure (1’épithélium intestinal).

Figure 12 : Microbiote (marquage rouge par la méthode FISH) et intestin (marquage vert/conversion DAPI). Mise en
évidence du positionnement de la flore intestinale commensale pour I’essentiel a distance de la surface épithéliale du
fait de la présence de mucus et des molécules antimicrobiennes a qui il sert de matrice. Illustration de l’environnement

auquel Lactobacillus est confronté lors de son processus de colonisation et d’établissement © Inserm, T. Pédro.
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L'intestin d'un humain adulte abrite environ 1 kg de bactéries actives sur une surface développée
d'environ 400 m2 (villosités et microvillosités). Un individu en bonne santé abrite en moyenne 100

milliards de bactéries dans un gramme de selles humaines?”.

Le microbiote intestinal est assez spécifique a chaque individu : il est unique sur le plan qualitatif et
quantitatif®®. Sur les 300 a 1000 espéces qui constituent le microbiote intestinal d'un individu sain,
environ 50% des espéces sont communes?’ et retrouvées d'un individu a l'autre. Bien que cela soit
discuté, il semble que 1'on puisse distinguer des groupes homogenes de populations, selon la nature
des espéces qui prédominent dans leur microbiote : on distingue trois grands groupes — ou entérotypes
— principaux : Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus. Indépendants de 1’origine géographique, ils
seraient en revanche associés aux habitudes alimentaires au long cours. Ainsi, une alimentation riche
en protéines et graisses animales est souvent associée a 1’entérotype dominé par le genre bactérien
Bacteroides, quand une alimentation riche en fibres, fruits et [égumes I’est davantage a I’entérotype

Prevotella.

D'un point de vue immunologique, les microorganismes sont considérés comme des agents
pathogénes par le systéme immunitaire de 1'hote qui les reconnait et les élimine en situation de défense
physiologique. Cependant, la majorité des bactéries intestinales sont non pathogenes et cohabitent
avec les entérocytes dans une relation symbiotique et le systéme immunitaire joue aussi un role clé
dans cette homéostasie. Ce microbiote intestinal assure son propre métabolisme en puisant dans les
aliments de I’hote (notamment parmi les fibres alimentaires). En contrepartie, ses micro-organismes

jouent un role direct dans la digestion de I’organisme qui les héberge®*-40,

Les bactéries du microbiote intestinal sont capables de produire une vaste gamme de produits dont la
production peut dépendre de nombreux facteurs, dont la disponibilit¢ des nutriments et
l'environnement luminal, en particulier le pH*'. Les produits microbiens peuvent étre absorbés par
les tissus gastro-intestinaux, atteindre potentiellement la circulation et d'autres tissus, et étre excrétés
dans l'urine ou la respiration. La fermentation des fibres et des protéines par les bactéries du gros
intestin produit certains des produits physiologiquement importants a savoir les acides gras a chaine
courte (AGCC) qui agissent comme sources d'énergie pour les tissus colorectaux et les bactéries*>+3,
Les AGCC peuvent atteindre la circulation et avoir un impact sur la fonction immunitaire et
l'inflammation dans des tissus tels que les poumons**. Cependant, certains produits de fermentation

rotéique tels que l'ammoniac, les phénols et le sulfure d'hydrogéne peuvent étre toxiques. Les
p q q p ydrog p q

bactéries telles que Bifidobacterium peuvent générer des vitamines (exemple, K, B12, biotine, folate,

19



Introduction

thiamine)*. La synthése des acides biliaires secondaires, composants importants du transport des
lipides chez I'homme, est assurée par des bactéries, comme celles des genres Lactobacillus,
Bifidobacterium et Bacteroides?. De nombreux lipides ayant une activité biologique sont également
produits par des bactéries, notamment le lipopolysaccharide (LPS), un composant de la paroi

cellulaire des bactéries Gram négatif qui peut provoquer une inflammation des tissus*®.

De nombreuses enzymes produites par les bactéries de 1’intestin influencent la digestion et la santé.
En effet, une grande partie de la diversité microbienne dans l'intestin humain peut étre attribuée au
spectre de la capacité enzymatique microbienne nécessaire pour dégrader les nutriments, en
particulier les nombreuses formes de polysaccharides complexes consommées par I’Homme?’.
Certaines bactéries telles que Bacteroides thetaiotamicron ont la capacité de produire une gamme
d'enzymes nécessaires a la dégradation des hydrates de carbone*®. Les phytases bactériennes du gros
intestin dégradent I'acide phytique présent dans les céréales, libérant des minéraux tels que le calcium,
le magnésium et le phosphate*® pour les rendre disponibles pour les tissus de I’hote. Les enzymes qui
dégradent les mucines aident les bactéries a satisfaire leurs besoins énergétiques et aident au

renouvellement normal de la barrieére muqueuse qui tapisse 1'intestin.

Cependant, les modifications majeures de la structure du microbiote intestinal, telles que des
modifications au niveau de 1'ordre ou du phylum bactérien affectent la fonctionnalité du microbiote.
De cette dysbiose peut résulter une réponse immunitaire inappropriée de 1'hote. Ainsi il est maintenant
suggéré que des pathologies liées a des troubles de I'immunité, ou des désordres métaboliques peuvent
étre déclenchées, ou tout du moins aggravées, par les bactéries que nous hébergeons. Ainsi, au cours
des derniéres années, plus de 25 pathologies ou troubles fonctionnels ont été associés de fagon plus
ou moins convaincante avec des modifications du microbiote intestinal. Le Tableau 1 résume les dix
pathologies pour lesquelles il existe des preuves solides d'interactions microbiote—pathologies

(Tableau issu de De Vos, 2012).
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Tableau 2 : Pathologies ou troubles fonctionnels associés a des dysbioses du microbiote intestinal.’’
Pathologies Observations les plus pertinentes et corrélations
potentielles
Maladie de Crohn Diminution de la diversité du microbiote

Réduction de F. prausnitzii
Rectocolite hémorragique Diminution de la diversité du microbiote
Réduction de A. muciniphila

Syndrome de l'intestin irritable Augmentation de Dorea et de Ruminococcus

Infection & Clostridium difficile Forte diminution de la diversité du microbiote
Présence de C. difficile
Cancer colorectal Variation des Bacteroides
Augmentation des Fusobacteria
Allergie / Atopie Diversité altérée
Signatures microbiennes spécifiques

. . Composition altérée particuliérement dans l'intestin
Maladie cceliaque

gréle
Diabéte de type 1 Signature microbienne particuliére
Diabéte de type 2 Signature microbienne particuliére
Obésité Rapport Bacteroidetes/Firmicutes spécifique

La présence de micro-organismes dans l'intestin est connue depuis plus d'un sie¢cle et on a vite
présupposé qu'il existait une véritable symbiose entre notre organisme et ce microbiote intestinal.
Aujourd’hui, le role du microbiote intestinal est de mieux en mieux connu. On sait désormais qu'il
joue un role dans les fonctions digestive, métabolique, immunitaire et neurologique. En conséquence,
l'altération qualitative et quantitative de la flore intestinale ou dysbiose est une piste sérieuse pour
comprendre l'origine de certaines maladies, notamment celles sous-tendues par des mécanismes auto-

immuns ou inflammatoires.

En conditions saines, les bactéries constituant le microbiote intestinal humain adulte sont, pour une
trés grande majorité d’entre elles, anaérobies strictes (environ 70%) et ne survivent pas plus de
quelques minutes en présence d’oxygeéne. Leur mise en culture est donc rarement possible et des les
années 1980, un défaut de dénombrement de ces bactéries a été décrit. Pour un méme échantillon
microbien, le nombre de bactéries observées au microscope était ainsi largement supérieur au nombre

de colonies dénombrées en culture sur boite de Pétri.
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Le développement du séquengage avec des méthodes indépendantes de la culture (Figure 13) basées,
entre autres, sur I’analyse du géne codant I’ARN de la sous-unité 16S du ribosome (/6S rRNA gene)
a rapidement permis d’élargir nos connaissances sur la diversité du microbiote digestif. Seulement
dix ans aprés leur premiére application a l'intestin humain®! (18), le nombre de phylotypes (ou espéces
moléculaires, appelées OTUs pour Operational Taxonomic Units) décrits au niveau du tractus digestif
en utilisant des techniques moléculaires, a trés largement dépassé celui des espéces cultivées. Parmi
plus de 1200 microbes décrits, seulement 12 % ont été détectés par 1'application a la fois d’une
approche moléculaire et de la culture, alors que la grande majorité (~ 75 %) a été uniquement observée

par séquengage du géne codant I’ARNr 16S (19).
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Figure 13 : Description des écosystémes microbiens complexes par des approches moléculaires indépendantes de la
culture. Les approches utilisées comportent trois étapes : extraction des acides nucléiques, séquencage a haut débit
(high-throughput sequencing, HT) et analyse bio-informatique. Elles permettent la caractérisation des écosystémes
microbiens au niveau de leur composition en microorganismes (phylogénétique) via I’étude du géne codant I'ARNr
168, et de leurs fonctions potentielles (métagénomique) par le séquencage sans a priori de tous les génomes bactériens
présents dans I’environnement.>
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3) L’exploration du microbiote : méthodes de Séquencages

A - Quelques éléments historiques

La séquence d’ADN contient I’information nécessaire aux étres vivants pour survivre et se reproduire.
Déterminer cette séquence est donc utile aussi bien pour les recherches visant a savoir comment
vivent les organismes que pour déterminer leur implication dans des pathologies, par exemple. En
médecine, elle peut étre utilisée pour identifier, diagnostiquer et potentiellement trouver des
traitements a des maladies génétiques et a la virologie. En biologie, I'é¢tude des séquences d'ADN est

devenue un outil important pour la classification des espéces.

En biochimie, le séquencage consiste a déterminer l'ordre linéaire des composants d'une
macromolécule (les acides aminés d'une protéine, les nucléotides d'un acide nucléique comme I'ADN,

les monosaccharides d'un polysaccharide, etc.).

En génétique, le séquencage concerne la détermination de la séquence des genes voire des
chromosomes, voire du génome complet, ce qui techniquement revient a effectuer le séquencage de
I'"ADN constituant ces génes ou ces chromosomes. Le séquencage d'un génome consiste donc en la
détermination de la séquence nucléotidique de I'ADN présent dans chaque cellule d'un organisme

donné.

Cette détermination est en général d’autant plus difficile que le génome étudié est grand et riche en
séquences répétées. Les virus, qui possédent de petits génomes dénués de séquences répétées (entre
3 000 et 150 000 paires de bases - souvent moins de 10 000), ont ainsi été les premiers « organismes
» séquenceés, et représentent aujourd’hui encore la majorité des organismes séquencés. La premiere
bactérie a été séquencée en 1995°3, et de nombreux autres procaryotes ont depuis été séquencés
intégralement®*. La taille de leur génome est de I’ordre de quelques millions de paires de bases
(mégabases, Mb). La difficulté est tout autre pour les organismes eucaryotes : la grande taille de leur
génome (2 a 3 milliards de paires de bases pour les mammiféres, par exemple) nécessite un travail
cartographique préalable et, souvent, un effort concerté de plusieurs centres de séquengage. Toutefois,
les « petits » génomes eucaryotes (tel celui de la paramécie, qui ne mesure « que » 100 Mb) peuvent
aujourd’hui étre séquencés sans cartographie préalable par un seul grand centre. Si les eucaryotes
intégralement séquencés demeurent moins nombreux que les procaryotes et virus, leur nombre est en
constante augmentation. Certaines séquences sont a 1’¢tat d’ébauches trés fragmentaires et

incomplétes ; d’autres donnent une vision beaucoup plus compléte du génome. Cela refléte I’effort
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de séquencage consenti ainsi que la stratégie adoptée par les auteurs du séquencage. En 2018, on

compte plus de 219 000 projets de séquengage achevés ou en cours’>.

Pour ce qui est de I'Homme, la premiére séquence du génome humain annoncée a grands cris

médiatiques fin 2000, n’était en rien une séquence compléte. Celle-ci fut disponible en avril 2003.

La liste qui suit donne quelques exemples des premiers génomes entiérement séquences :
- Virus : 3 778 virus séquencés au 4 mars 2014, dont le VIH (virus d'immunodéficience humaine).
- Procaryotes :
e Archaebactéries : 319 génomes entiérement séquencés et 447 partiellement au 4 mars 2014.
e Eubactéries : 12 286 génomes entiérement séquencés et 20 403 partiellement au 4 mars 2014.
Exemples :
- Escherichia coli :
e Agobacterium tumefacien
o Haemophilus influenzae Rd. (Premier génome cellulaire séquencé, en 1995)
- Eucaryotes : 314 génomes entiérement séquencés et 6660 partiellement au 4 mars 2014. Exemples
(les 5 premiers cités sont les 5 premiers publiés, avec la réserve citée pour celui de 'Homme) :
e Saccharomyces cerevisiae (levure, premier eucaryote a étre séquencé en 1997. Plusieurs
souches séquencées de nos jours)
o Caenhorabditis elegans (ver nématode)
e Drosophila melanogaster (mouche du vinaigre)
o Arabidopsis thaliana (arabette - petite plante de la famille du chou)
e Homo sapiens (nous...)
e Neurospora crassa (champignon ascomycete)
o Anopheles gambiae (moustique)
o Takifugu rubripes (fugu : poisson-ballon consommé au japon)
e  Mus musculus (souris)
e Plasmodium falciparum (parasite intracellulaire responsable du paludisme)

e Oriza sativa (riz - deux sous-especes séquencées, japonica et indica)

Le séquencage de I'ADN a été inventé dans la deuxiéme moitié¢ des années 1970. Deux méthodes ont
¢té¢ développées indépendamment, l'une par 1'équipe de Walter Gilbert en 1975 aux Etats-Unis et
I’autre par celle de Frederick Sanger en 1977, au Royaume-Uni. Ces deux méthodes sont fondées sur
des principes diamétralement opposés : l'approche de Sanger est une méthode par synthése

enzymatique sélective, tandis que celle de Maxam et Gilbert est une méthode par dégradation
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chimique sélective. Pour cette découverte, Gilbert et Sanger ont été récompensés par le prix Nobel

de chimie en 1980.

B - Méthode de Maxam et Gilbert

En 1976, Allan Maxam et Walter Gilbert, publiérent une méthode de séquencage basée sur la
dégradation chimique de I'ADN et I’usage des réactivités différentes des quatre bases A, T, G et C,
pour réaliser des coupures sélectives®®. L’ADN a séquencer est marqué en 5 avec (gamma-32P)
dATP puis clivé apres le « A », « G », « C» ou le « T » par divers réactifs chimiques. Par exemple,
le diméthylsulfate est un réactif qui méthyle la guanine sur 1’azote en 7 et I’adénine su I’azote en 3.
La liaison glycosidique d’une purine méthylée est instable et est facilement rompue par chauffage,
laissant ainsi libre la fonction semi-alhéhydique de 1’ose. Mais dans le squelette sucre-phosphate,
I’endroit ou se trouve un ose non reli€¢ a une base représente un point faible. Ainsi le clivage ose-
phosphate se fera facilement de part et d’autre de ce point. En jouant sur les conditions opératoires,
on peut favoriser le clivage en G ou en A. Pour la cytosine et la thymine, le réactif utilisé est
I’hydrazine. Pour chaque fragment, les produits des différentes réactions sont séparés par
¢lectrophorése en conditions dénaturantes et analysés pour reconstituer la séquence de 'ADN. Cette
analyse est analogue a celle que I'on effectue pour la méthode de Sanger, détaillée plus loin.

La méthode de Maxam et Gilbert nécessite des réactifs chimiques toxiques et reste limitée quant a la
taille des fragments d'ADN qu'elle permet d'analyser (< 250 nucléotides). Moins facile a robotiser,
son usage est devenu aujourd'hui confidentiel.

5"’ PGCTACGTA 3'

ATV

Cleavage at: A+G G C+T

oYy

Zpger PPeerac?Pc PPe

pGerac 32PGera 33PGC
32 PGCTACGT 3;PGCTA
¥PGeTACG
A+G G C C#T
7 | - A
6 - |T
5 - e G
4 as ae | C
3 - A
2 a» | T
1 as ae |C
Sequencing Gel

Figure 14 : Principe de la technique de séquengage de Maxam et Gilbert
(From Wikipedia, the free encyclopedia)
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C - Méthode de Sanger

Dans les années 50, Fred Sanger a été le premier a déterminer la séquence d'acides aminés dans une
protéine. Il a montré que les 51 acides aminés de la protéine d'insuline sont disposés dans un ordre
spécifique, ce qui lui a valu le prix Nobel de biochimie en 1958. Puisque le code génétique détermine
l'ordre des acides aminés, la séquence d'ADN est colinéaire avec la séquence d'acides aminés.
Cependant, connaitre la séquence d'acides aminés d'une protéine n’indique pas la séquence
nucléotidique exacte de son géne. Le code génétique étant redondant - plusieurs codons peuvent coder
pour un acide aminé. Au début des années 70, Fred Sanger a développé une méthode pour déterminer
la séquence exacte des nucléotides dans un geéne. La méthode était basée sur les travaux antérieurs

d'Arthur Kornberg sur la réplication de I'ADN’.

Initialement, la méthode de Sanger nécessitait de disposer d'un ADN simple brin qui servait de
matrice pour la synthése enzymatique du brin complémentaire. Pour cette raison, le premier
organisme biologique dont le génome a été séquencé en 1977 est le virus bactériophage X174, Ce
virus a la propriété d'avoir un génome constitué¢ d'ADN simple brin qui est encapsulé dans la particule

virale.

Le principe de cette méthode consiste a initier la polymérisation de I’ADN a l'aide d'un petit
oligonucléotide (amorce) complémentaire a une partie du fragment d’ADN a séquencer. L’¢élongation
de I’amorce est réalisée par le fragment de Klenow (une ADN polymérase I dépourvue d’activité
exonucléase 5°—3’) et maintenue par des ADN polymérases thermostables, celles qui sont utilisées
pour la PCR. Les quatre désoxyribonucléotides (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP) sont ajoutés, ainsi
qu’une faible concentration de lI'un des quatre didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP ou
ddTTP)>.

Un didésoxyribonucléotide triphosphate est un analogue structural du désoxynucléoside triphosphate
mais il ne possede pas de groupement OH en 3°. Il s’incorpore normalement dans une chaine en cours
de synthése, mais I’élongation de la chaine est stoppée aussitot aprés son incorporation. Cette
terminaison se fait spécifiquement au niveau des nucléotides correspondant au

didésoxyribonucléotide incorporé dans la réaction.
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Figure 13 : Structures d’un dNTP et ddNTP

La réaction enzymatique s’effectue en traitant de maniere paralléle quatre tubes contenant chacun :
un brin d’ADN, quatre désoxynucléotides non radioactifs, 1’amorce universelle et une ADN
polymérase. Chacun des tubes contient en outre un didésoxynucléotide radioactif, par exemple
ddATP dans le premier, ddGTP dans le deuxiéme, ddCTP dans le troisieme et ddTTP dans le
quatriéme. Les rapports des quantités didésoxy/desoxynucléotides a utiliser sont bien précis. Par
exemple, dans la réaction ou on a ajouté du ddATP, quand I’ADN polymérase arrive en face d’un
« T » situé sur le brin de I’ADN matrice, elle incorpore un « A » sur le brin complémentaire en voie
de synthése. Le mélange réactionnel contenant, a la fois du dATP et un peu de ddATP, ’ADN
polymérase va utiliser arbitrairement 1’un ou I’autre. Si c’est le ddATP qui est incorporé, la réaction
s’arréte. Si c’est le dATP qui est incorporé, la réaction de synthése se poursuit jusqu’au prochain
« A » a incorporer et de nouveau le choix s’offre entre dATP et ddATP. 11 en résulte un mélange de
fragments d’ADN de tailles croissantes, qui se terminent tous au niveau d'un des « A » dans la
séquence. Ces fragments sont ensuite séparés par électrophorése sur un gel de polyacrylamide®, ce
qui permet ainsi de repérer la position des « A » dans la séquence. Il en va de méme pour les autres

bases.
La détection des fragments ainsi synthétisés se fait en incorporant un traceur dans I'ADN synthétisé.

Initialement ce traceur était radioactif ; aujourd'hui, on utilise des traceurs fluorescents, attachés soit

a I'oligonucléotide, soit au didésoxyribonucléotide.
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Figure 14 : Principe de la technique de séquencage de Sanger®!

Au cours des 25 derniéres années, la méthode de Sanger a été¢ largement développée grace a plusieurs

avancées technologiques importantes :

- la mise au point de vecteurs de séquencgage adaptés, comme le phage M13 développé par Joachim
Messing au début des années 1980°2. C’est un bactériophage spécifique d’Escherichia. coli. 11 est
constitué d’un simple brin d’ADN circulaire comprenant 10 geénes et deux petites régions non
codantes « intergénique ». Un avantage remarquable est que la séquence immédiatement adjacente

au polylinker est la méme pour tous les vecteurs M13 de la série de Messing.

- Pintroduction de traceurs fluorescents a la place des marqueurs radioactifs utilisés initialement. Ce
progreés a permis de sortir le séquencage des pieces confinées nécessaires a 1’usage de radio-

isotopes®.

- Le développement de la synthése chimique automatisée des oligonucléotides qui sont utilisés
comme amorces dans la synthése. Cette technique utilise des didésoxyribonucléotides dont chacun
est marqué par un fluorochrome spécifique. Les fragments d'ADN synthétisés portent ce
fluorochrome terminal. On les appelle des terminateurs d'élongation ou "Big Dye Terminators" ou
"Dye-labeled terminator".

- L’adaptation de la technique PCR pour le séquencage.

- L’utilisation de 1'électrophorése capillaire pour la séparation et I'analyse®.
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Figure 13 : Principe du séquencage par la méthode de Sanger amélioré avec ’'usage de didésoxyribonucléotides liés
a un traceur fluorescent et qui permet de détecter les fragments d’ADN synthétisé (Claire Peltier/Futura-Sciences).

D - Séequencage de génome entier

La connaissance de la structure d'un génome dans sa totalité peut passer par son séquencage.
Cependant, la taille des génomes étant de plusieurs millions de bases (ou mégabases), il est nécessaire
de coupler les approches de biologie moléculaire avec celle de l'informatique pour pouvoir traiter un

nombre aussi important de données.

Deux grands principes de séquengage de génome entier sont utilisés, I’ordonnance hiérarchique et la
méthode globale. Dans les deux cas, ' ADN génomique est préalablement fragmenté par des méthodes
enzymatiques (enzymes de restriction) ou physiques (ultrasons). La principale différence entre ces
deux principes est que I'ordonnancement hiérarchique essaie d'aligner un jeu de clones de grande
taille (~ 100 kb) alors que dans la méthode globale le génome entier est réduit en fragments de petite

taille qui sont séquencés puis alignés.

La méthode de séquengage par ordonnancement hiérarchique consiste a classer les fragments
génomiques obtenus avant de les séquencer. Apres extraction, I'ADN génomique est découpé par
sonication en fragments de 50 a 200 kilo base ou kb (50000 a 200000 paires de base) puis cloné dans
des vecteurs spéciaux. Les vecteurs les plus utilisées en biologie moléculaire, plasmides et cosmides,
ne permettent pas de cloner des fragments de plus de 45 kb. Ils sont donc inadaptés au clonage
d'inserts suffisamment grands pour réaliser une carte physique. Dans un premier temps, les chercheurs
ont utilisé les chromosomes artificiels de levure YAC : Yeast Artificial Chromosome. Ces vecteurs
permettaient l'insertion de fragments allant jusqu'a 1000 kilobases. Mais ils ont été abandonnés car
ils généraient des clones "chimériques" ne correspondant pas aux inserts clonés. Les vecteurs qui ont

été utilisés pour établir la carte physique du génome humain sont principalement les chromosomes
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artificiels bactériens (BAC : Bacterial Articifial Chromosome). Bien que de plus faible capacité que
les YAC (seulement 300 kb au maximum, 150 kb en moyenne), ils n'en présentent pas les défauts.

Des vecteurs dérivés du phage P1 (les PAC), de méme capacité, ont aussi été utilisés.

Le nombre de clones doit permettre une couverture de 5 a 10 fois la longueur totale du génome étudié.
Le chevauchement et l'ordonnancement des clones est réalis€ soit par hybridation de sondes
spécifiques, soit par analyse des profils de restriction, soit plus fréquemment par un ordonnancement
apres séquencage et hybridation des extrémités des vecteurs spéciaux. Aprés ordonnancement des
clones, ils sont fragmentés et séquencés individuellement, puis assemblés par alignement bio-

informatique.

Les avantages de cette méthode sont une plus grande facilité d'assemblage des fragments grace aux
chevauchements des vecteurs spéciaux, la possibilit¢ de comparer les fragments aux banques de
données disponibles et la possibilité de partager le travail de séquengage entre plusieurs laboratoires,

chacun ayant en charge une région chromosomique.
L'inconvénient majeur est la difficulté de cloner des fragments contenant des séquences répétées treés
fréquentes dans certains génomes, comme ceux des mammiferes, ce qui rend difficile I'analyse bio-

informatique finale.

DNA extraction

DNA fragmentation
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Transform bacteria, grow, isolate vector DNA
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Assemble contlguous fragments

Figure 15 : Les différentes étapes du séquencage par ordonnance hiérarchique.

(From Wikipedia, the free encyclopedia)
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La méthode globale (ou whole-genome shotgun) ne fait pas de classement des fragments génomiques
obtenus mais les séquence dans un ordre aléatoire. Une analyse bio-informatique faisant appel a un
assembleur permet ensuite de réordonner les fragments génomiques par chevauchement des
séquences communes. Il s'agit d'une méthode de séquengage d'ADN génomique initialement
imaginée dans le laboratoire de Frederick Sanger a Cambridge a la fin des années 1970 pour
séquencer les premiers génomes de virus®. Cette méthode a été popularisée par Craig Venter pour le
séquengage des grands génomes, en particulier au sein de la société Celera Genomics®®. La premiére
application fut le séquengage de génomes bactériens, puis du génome de la drosophile et enfin du
génome humain et murin. Pour réaliser un séquencage de génome complet a l'aide de cette technique,
deux a trois banques composées de fragments aléatoires d'ADN génomique sont réalisées. Entre les
banques, les fragments divergent aussi bien en taille qu'en localisation sur le génome. A partir de ces
banques, de nombreux clones sont séquencés puis assemblés. La séquence totale est obtenue en
traitant l'ensemble des banques a l'aide d'outils bio-informatiques et en alignant les fragments a l'aide

des séquences chevauchantes.

Les avantages de cette méthode par rapport au séquencage par ordonnancement hiérarchique sont la
rapidité de la technique et son colt plus faible. L'inconvénient est que le traitement informatique ne
permet pas d'aligner des fragments comportant des séquences répétées de grande taille qui sont

fréquemment présentes dans les génomes des mammiferes.

Cette méthode est couramment désignée sous le nom de shotgun (fusil a canon scié), ou encore Whole

Genome Shotgun (WGS). Cette métaphore illustre le caractére aléatoire de la fragmentation initiale
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Figure 16 : Différentes étapes du séquencage Shotgun®
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E - Autres méthodes

E - 1. Sequengage par hybridation

Le séquencage par hybridation repose sur 1’utilisation de puces 8 ADN contenant plusieurs centaines
(pour les puces de premiére génération) a plusieurs milliers d’oligonucléotides. L’ADN a analyser
est coupé en de multiples fragments qui sont ensuite incubés sur la puce ou ils vont s’hybrider avec
les oligonucléotides dont ils sont complémentaires. La lecture de la puce (la détection des
oligonucléotides hybridés), permet d’obtenir le spectre de la séquence d’ADN, c’est-a-dire sa
composition en sous-séquences de n nucléotides, ou n est la taille des sondes sur la puce utilisée. Le

traitement informatique du spectre permet ensuite de reconstituer la séquence entiére®,

E - 2. Sequengage haut débit (HTS)

On désigne par séquencage haut débit (HTS pour high-throughput sequencing) aussi appelé NGS
pour next-generation sequencing un ensemble de méthodes apparues a partir de 2005 produisant des
millions de séquences en un « run » et a faibles colt. Elles se caractérisent par 1'utilisation d'approches
massivement paralléles, permettant de séquencer des centaines de milliers de fragments
simultanément. Elles s'affranchissent des étapes de clonage et de constitution de banques

génomiques. Elles permettent de séquencer a partir de molécules uniques d'ADN. On distingue :

- Le pyroséquengage : est une méthode rapide et précise qui est basé sur le principe du "séquencage
par synthése". Dans cette technique, les nucléotides ne sont pas ajoutés tous ensemble comme dans
une réaction de séquengage normale mais I’un aprés 1’autre. Si le nucléotide ajouté dans le milieu
réactionnel correspond a celui attendu par la polymérase, il est incorporé dans le brin en cours de
synthése (d’élongation) et libére un pyrophosphate. Une ATP sulfurylase vient alors transformer ce
pyrophosphate (PPi) en ATP qui est alors utilisé, couplé a une luciférine, par une luciférase. On a
alors production d’oxyluciférine et d’un signal lumineux. Une apyrase dégrade les nucléotides en
surplus). C’est le séquenceur ou plus précisément un capteur CCD (Charge-Coupled Device) qui va
capter ce signal lumineux et le reproduire sous forme d’un pic sur le pyrogramme. La hauteur de ce
pic est fonction de l’intensit¢ du signal lumineux, elle-méme proportionnelle au nombre de
nucléotides incorporés en méme temps. On peut donc déduire la séquence a partir de la taille des pics
obtenus. Par ailleurs, en cas de mélange de nucléotides a une méme position (polymorphisme de
séquence), la taille des pics permet d'avoir une quantification de la proportion de brins porteurs de

I'un ou l'autre des nucléotides.
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Figure 17 : Principe du pyrosequencage®

- Le séquengage de polonie (Polony sequencing) développé dans le laboratoire de Church a Harvard.
C’est I’'un des premiers systémes de séquencage a haut débit et il a été utilisé pour séquencer le
génome d’Escherichia coli en 20057°. En biologie, une polonie est un regroupement ponctuel d'ADN,
par analogie avec une colonie bactérienne. Le mot polonie est une contraction de « polymérase » et
« colonie ». Les polonies sont le résultat de I'amplification d'une seule molécule d'ADN par une
enzyme polymérase, au sein d'une matrice de gel. Le concept de l'analyse de régions contenant des
populations clonales d'acide nucléique a été décrit en premier par Brown et al, attribu¢ a Genomic
Nanosystems, utilisant alors une phase liquide. Le mot « polonie » désigne généralement une colonie
d'ADN amplifiée sur billes, en phase solide. Cette technologie, qui s’appelait initialement «
génération de colonies d'ADN », a été inventée et développée en 1996 a l'institut de recherche
biomédicale de Genéve (GBRI) de Glaxo-Welcome, par le Dr Pascal Mayer et le Dr Laurent Farinelli
et a été présentée pour la premicre fois en 1998. C'est finalement l'entreprise [llumina qui I'a mise sur
le marché’!. Pour créer des polonies, une solution contenant un grand nombre de fragments d'ADN
différents est diluée et étalée sur une lame de microscope de sorte que les molécules individuelles
soient séparées. De I'ADN polymérase est ajoutée pour créer de nombreuses copies des fragments,
formant ce que I'on appelle les polonies. L'une des applications des polonies est le séquencage de
I'ADN. Cette technique de séparation des molécules d’ADN a inspiré d’autres développements tels
que la PCR émulsion et la capture sur billes. Il a ainsi été possible de séquencer 30,1 millions de

paires de bases d’une souche d’E.coli en 2,5 jours avec une précision de 99,7 % 72.
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Figure 18 : Principe du séquencage sur polony. Un ensemble de molécules d’ADN issues d’une bibliothéque d’un
ADN génomique attachées a des amorces universelles A et B en 3’ et 5’ par réaction de ligation sont incorporées dans
un gel de polyacrylamide contenant tous les réactifs nécessaires a une PCR. Chaque colonie correspond a une seule
molécule d’ADN amplifiée. Aprés PCR, les polonies sont dénaturées in situ et séquencées apreés addition d’une amorce
de séquence et d’une série séquentielle d’un seul nucléotide fluorescent (chaque nucléotide ayant une fluorescence
spécifique). Aprés addition d’un nucléotide, un scanner lira la fluorescence si le nucléotide a été incorporé. Apreés
élimination par lavage des nucléotides non incorporés, le nucléotide suivant est ajouté. La réaction continue’.

- Séquencgage SOLID (sequencing by oligonucleotide ligation and detection), développé par la société
Applied Biosystems, permet le séquengage de fragments d'ADN amplifiés en utilisant une technique
de ligature. La méthode repose sur la ligature séquentielle d’oligonucléotides couplés a un
fluorochrome. Elle peut générer jusqu’a 20 gigabases de données par séquengage. La ligature avec
des di-nucléotides marqués permet d’obtenir un tres faible taux d’erreurs, car elle ne peut se produire
que si les deux nucléotides sont hybridés (Fig. 19). Ce systéme peut étre utilisé pour des applications
nécessitant un grand nombre de séquences. Il permet notamment d’obtenir une plus grande sensibilité
pour la détection de genes faiblement exprimés. Cependant, en tenant compte de la longueur
relativement courte (35-50 bp) des séquences obtenues, il n’est pas conseillé pour du séquengage de

novo. Dans les faits, ce systéme est peu a peu abandonné au profit du systéme Illumina.
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Figure 19 : Principe du séquencage de type Applied Biosystems SOLiD. La technologie repose sur une PCR en
émulsion sur billes. Le séquencgage s’effectue par ligation. Il utilise 4 fluorophores pour encoder les 16 combinaisons

de dinucléotides. Plusieurs cycles de ligation sont nécessaires ’.
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- Le séquencage Illumina : développé initialement par la société Solexa, est fondé¢ sur le séquencage
par synthése et est actuellement le systéme le plus utilis¢ au monde, avec environ 90 % des
séquengages NGS réalisés. Il nécessite la fabrication préalable d’une banque d’ADN. L’ ADN est
fragmenté et des adaptateurs de séquencage sont fixés aux extrémités des fragments obtenus. Ces
fragments « étiquetés » sont ensuite greffés sur un support solide (la cellule de flux). A cette étape,
une amplification est réalisée pour multiplier ces fragments d’ADN immobilisés, puis des
didésoxynucléotide couplés a des fluorochromes sont chargés sur la cellule de flux. Ces nucléotides
possedent une propriété de terminaison réversible, permettant a la réaction de séquencage de se

produire en présence des quatre nucléotides simultanément.
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Figure 20 : Représentation schématique du séquencage de type Illumina. Aprés création de la banque (ligature des
adaptateurs en 3’ et 5°), celle-ci est chargée sur la cellule de flux et une amplication « en pont » est effectuée. Cette
amplification repose sur les adaptateurs 3’ et 5’ qui sont complémentaires aux sondes fixées sur la cellule de flux.
Apreés n cycles d’amplification, un cluster d’une molécule identique a une position donnée est obtenu. Une étape de
séquencage avec des nucléotides marqués succéde alors et ’incorporation de ces derniers est détectée par I’émission
d’une fluorescence propre au nucléotide’.

- Le séquencage PacBio : L’une des avancées les plus importantes est probablement le systéme de
séquengage SMRT (Single Molecule Real Time) mis au point par Pacific Biosciences, réalisant le
séquengage en temps réel d’'une molécule sans amplification préalable. Une ADN polymérase est
fixée au fond d'un puits avec une seule molécule d'ADN comme matrice. Chacun des quatre
nucléotides est couplé a un fluorochrome distinct. Lorsque le nucléotide est incorporé par 'ADN
polymérase, le fluorochrome est clivé. Un détecteur capte le signal fluorescent correspondant et le
nucléotide est identifié selon le fluorochrome détecté. La longueur des séquences obtenues atteint

plusieurs kb (jusqu’a 60 selon le fabricant). En 2013, la société a commercialisé PacBio RS II, une
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nouvelle version du séquenceur qui utilise les 150 000 puits de la cellule de séquencage
simultanément, doublant le débit (150 000 séquences simultanées). Les applications de ce systéme
sont multiples. Cependant, la longueur des séquences produites (10 kb en moyenne) est
particuliérement intéressante pour 1’assemblage de génome de novo car elle permet de couvrir des
régions répétées des séquences d’insertion. Le nombre de séquences totales étant plus faible que celui
obtenu avec le systéme Illumina, la couverture de séquengage maximale ou « coverage » (c’est-a-dire
le nombre de fois ou chaque nucléotide est s€quencé) reste relativement basse (au maximum 50 fois
pour un génome de procaryote). De plus, le pourcentage d’erreur est relativement élevé (environ 10-

15 %) comparativement a celui observé avec le séquencage Illumina (< 0,01 %).
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Figure 21 : Séquencage en temps réel de Pacific Biosciences - d'aprés Nature Reviews : Une enzyme ou catalyseur
biologique, responsable de l'élongation de I'ADN est fixée au fond d'un puits. En présence d'une molécule d’ADN
simple brin, celle-ci va étre capable d'incorporer des nucléotides libres complémentaires au brin a analyser, un par
un. Les nucléotides ont la particularité d'étre marqués par une molécule fluorescente différente (bleu pour G, jaune
pour A, vert pour T et rouge pour G). Lorsque l'enzyme incorpore un nouveau nucléotide, elle va libérer le marqueur
fluorescent et générer un signal lumineux. Ce signal sera détecté dans une zone restreinte au fond du puits par le
séquenceur (http://www.napoleome.ch/fr/projet/le-sequencage/methodes/)

E — 3. Séquengage par nanopore

Le séquencage Nanopore est une méthode en cours de développement depuis 1995 pour le
séquengage d'’ADN. Un nanopore se définit, en général, comme une interface entre deux solutions
séparées par une membrane. Les nanopores sont de minuscules ouvertures de quelques nanomeétres
de diamétre. En biologie, Ils existent naturellement en tant que protéines membranaires appelées
porines. De I’extérieur vers 1’intérieur, les porines vont permettre 1’entrée des nutriments dans la

cellule. De I’intérieur vers I’extérieur, les porines assurent la détoxification du cytoplasme.
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Ce sont des protéines pouvant avoir un diametre interne de 1 nm, environ 100 000 fois plus petit que

celui d'un cheveu humain. Ce diametre est a la méme échelle que de nombreuses molécules, y compris

I'"ADN.

L'a-hémolysine, le nanopore le plus utilis¢, est une porine biologique. C’est une exotoxine de la
bactérie Staphylococcus aureus. Elle se présente sous la forme d'un heptamétre a géométrie
cylindrique s'insérant dans une bicouche lipidique (cf. figure 187°). A I'état naturel, cette protéine est
produite par la bactérie dans le but de provoquer I’hémolyse des globules rouges de 1’hdte pour les
vider des nutriments dont le microorganisme a besoin. En laboratoire, 1'a-hémolysine est utilisée dans
la technique du patch-clamp et dans les neurosciences pour I’étude des neurotransmetteurs. Sa taille,
plus grande que la plupart des canaux ioniques existants, permet le passage de molécules plus

volumineuses.

Figure 22 : Vue en coupe d’un pore d’a-hémolysine (en violet) inséré dans une bicouche lipidique (en vert).

Au cours des derni¢res dizaines d'années, les progrés scientifiques ont permis I'étude du signal
¢lectrique fourni par ces nanopores. De nombreuses études se servent de ce signal essentiellement
avec deux objectifs. Tout d'abord, il est intéressant de comprendre les mécanismes de transport des
ions porteurs de ce signal. Ensuite, ce signal peut étre utilisé pour réaliser une détection d'objets plus

grands que les ions.

Il existe plusieurs types de nanopores. Ils sont divisés en deux grandes catégories : les nanopores

biologiques et les nanopores synthétiques.
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Les nanopores biologiques ou la translocation de macromolécules

Le terme de translocation, désigne le passage séquentiel d'une molécule linéaire au travers d'un
nanopore, situé au sein d'une membrane séparant deux milieux. En biologie, les macromolécules
linéaires présentes dans les cellules sont I'ADN, I'ARN et les protéines. Dans la cellule eucaryote, la
translocation de I'ADN n'est pas un processus naturel, car la molécule d’ADN reste a l'intérieur du
noyau. En revanche, certains virus lorsqu’ils infectent des cellules cibles, y injectent un brin de leur
ADN. Ce processus se fait par translocation. L'ARN messager, résultat de la transcription de 'ADN
dans le noyau permet de communique la séquence génétique au réticulum endoplasmique, situé¢ dans
le cytoplasme, pour y permettre la synthése des protéines. Il subit donc une translocation a travers la
membrane nucléaire. Les protéines, quant a elles, peuvent subir de nombreuses translocations avant
d'acquérir leur structure tertiaire. En effet, leur site de destination peut étre tres ¢éloigné du réticulum

endoplasmique, 1a ou la plupart sont synthétisées.
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Figure 23 - Modéle général de la translocation d'une protéine dans une cellule’.

Le nanopore naturel tel que l'a-hémolysine se révele particuliérement adapté a la translocation,
puisque le diamétre de la partie transmembranaire est d'environ 16 A77. Les premiers résultats de

translocation a travers I'a-hémolysine ont été obtenus avec des polymeéres en solution.

En 1992, 1'équipe de Krasilnikov a utilisé du polyéthyléne glycol (PEG) pour déterminer la taille
interne du pore’8. Pour la premiére fois de I'histoire, en 1996, I'équipe de Kasianowicz a réalisé la
translocation de molécules d'ADN, dans un pore d'a-hémolysine”. Un nanopore unique est d'abord
préparé sur une membrane lipidique. Un courant est appliqué et un flux ionique est enregistré.
Ensuite, 1'ajout de molécules d'ADN ou d'ARN provoque des perturbations des signaux enregistrés
da a I’obstruction plus ou moins partielle du nanopore par le passage des différentes bases (Figure

20). Cette étude a eu deux résultats principaux :
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- La durée de translocation d'un brin d'ADN est proportionnelle au nombre de ses nucléotides.

- Seul I'ADN simple brin, peut passer a travers I'a-hémolysine.
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Figure 24 : Observation de blocages de courant lors du passage de brins homopolyméres d'"ARNS.

Grace a de multiples améliorations, la méthode a pu donner une détection directe et rapide de la
séquence de bases de molécules uniques d'ADN ou d'ARN en observant les variations de l'intensité
¢lectrique dans le temps et en déterminant une valeur différente pour chaque base de 1'acide nucléique

(Figure 25).

La découverte importante de Kasianowicz a ét¢€ la premicre étape de nombreux efforts pour la course
au séquengage par translocation. Les résultats obtenus se sont révélés trés prometteurs. L'équipe de
Kasianowicz, en 1999, a utilisé différents brins d'ARN et est parvenue a faire la distinction entre des
brins qui ne différent que par leur séquence®’. Ainsi, I'acide polycytidylique, 1'acide polyadénylique,
et l'acide polyuridylique peuvent étre identifiés, en tant quhomopolymeres ou méme en tant que
segments d'une unique molécule d'ARN. Cette distinction nécessite un échantillonnage du signal de

l'ordre de la microseconde.
En 2000, J. Golovchenko et son équipe ont tenté aussi de différencier les bases du génome. Ils sont

parvenus a faire la distinction d'homopolymeéres d'ADN d'une centaine de monomeres, ainsi que des

hétéropolymeéres séquencés d'une cinquantaine de bases®!.
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temps
Figure 25 : Théorie du séquencage par translocation.
(C. TASSERIT. 2011)

Avantages et limitations des nanopores naturels

La principale qualité de 1'a-hémolysine est la reproductibilité des expériences. Chaque monomere qui
la constitue est identique, et par conséquent chaque heptameére constitué est assemblé de la méme
fagon. Pour une concentration en KCI de 1 M, la conductance du pore est de 1nS*2, et cette valeur
reste toujours la méme. De plus, comme ce pore est naturel, il est possible d'intervenir artificiellement
sur le code génétique, afin de lui ajouter de nouvelles fonctionnalités. Ceci a été fait notamment par

1'équipe de Braha en 1997%3,

Les modifications peuvent inclure :

- Des modifications génétiques pour produire ou améliorer des sites de liaison spécifiques dans la
cavité du pore.

- La fixation chimique ou génétique de sondes d'affinité ou de ligands, tels que : Oligos ADN,
aptameéres, biotine, his-tags, sucres, etc.

- La fixation de molécules plus grandes a I'extérieur du pore, comme des protéines motrices ou des
sites récepteurs.

- L'entrée des pores peut également étre modifiée pour améliorer la liaison des moteurs moléculaires,

tels que les hélicases utilisées dans la chimie de séquengage de I'ADN.

Le principal inconvénient des nanopores naturels est leur faible longévité. En effet, ils sont insérés
dans une membrane bilipidique synthétique. Cette dernicre est tres fragile et peut éclater a la moindre
perturbation. Elle est sensible a la température, au pH et a la force ionique. De plus, sa durée de vie

est de l'ordre de I'heure.
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Les nanopores artificiels

Pour combler les insuffisances des pores biologiques, et pour ouvrir de nouvelles possibilités dans le
monde de la translocation, d'autres types de nanopores, dits artificiels, ont été mis au point. En voici
une bréve description, inspirée par les revues de Bayley et Martin de 200084, et celle de Howorka et

Siwy de 200933 :

- Les nanopipettes de verre : C'est avec des nanopipettes que Neher et Sakmann ont réussi a isoler
des canaux biologiques. Elles sont obtenues par échauffement laser et étirement d'une pipette
millimétrique. L'équipe de Karhanek a réussi a observer des pics de résistivité correspondant aux
passages de brins d'ADN liés a des nanoparticules d'or®®. On peut obtenir des tailles de pores aussi

faibles qu'environ 25 nm de rayon.

- Les nanopores sur support de silicium : C’est en 2001 qu'est créé le premier nanopore sur support
solide, par 1'équipe de Golovchenko®’. Ils nomment la technique « ion-beam sculpting », c'est-a-dire
sculpture par faisceau d'ions. Le matériau utilisé est le nitrure de silicium. Des pores tres petits

peuvent étre obtenus, avec des rayons inférieurs a 2 nm®®,

- Les nanopores a trace attaquée : 1l est réalisé a partir d'un film polymeére. Apres l'irradiation par un
ou plusieurs ions lourds, on réalise une attaque chimique qui perce le pore. Cette méthode fournit des

pores également trés petits, pouvant atteindre un rayon inférieur au nanométre®’.
- Les nanotubes de carbone et les pores de graphene : On a pu observer des signaux correspondant au

passage de brins d'ADN dans des nanotubes de carbone a simple épaisseur®, ainsi que dans un

nanopore percé dans un plan de graphéne®!.
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F - Technologie Oxford Nanopore

Oxford Nanopore (ONT) utilise des nanopores biologiques. Pour détecter la molécule, le nanopore
est placé dans une membrane électriquement résistante de sorte qu'un courant ionique puisse passer
a travers le nanopore lorsqu'une tension est appliquée de part et d’autre de la membrane. La
perturbation du courant se produit lorsque la molécule et le nanopore entrent en contact les uns avec

les autres, et cette perturbation est mesurée.

Current flow ‘{

Current PP S ——— -, At - e Lol o

Figure 26 : Schémas de détection de macromolécules par le systéme d’Oxford Nanopore

Le pore actuel (version R9) est un mutant de la lipoprotéine CsgG d’Escherichia coli, qui, en
condition naturelle, aide a transporter des polypeptides a travers la membrane bactérienne. La
lipoprotéine CsgG est constituée de neuf sous-unités. Le pore a été congu pour permettre a 'ADN

d'étre « transloqué » a travers la structure.

E. coli CsgG nanopore 4UV3
in Molecule World

Figure 27 : Structure de la lipoproteine CsgG
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Pour obtenir ces pores, les cellules bactériennes sont broyées et I'extrait résultant purifié¢ pour générer
une solution de nanopores a haute concentration. Un traitement supplémentaire est ensuite effectué
pour assurer la consistance du matériau. La société a également développé un systéme électronique
qui permet de réaliser des expériences de détection de signaux générés par de multiple nanopores, de
collecter et d'analyser les données en temps réel. Cette structure est appelée « Flow Cell » ou cellule

de flux.

La cellule de flux est un support jetable qui fournit l'interface fluidique entre le capteur et les
¢électrodes, permettant 1'analyse de I'échantillon. Elle comporte un réseau de capteurs dont chacun a
¢été congu pour enregistrer les données émanant d’un seul nanopore. C’est une cellule de 92,4 mm x

28,0 mm x 5,8 mm qui s’insére dans les appareils MinlON ou GridION.

Les cellules de flux sont livrées avec un tampon jaune de stockage pour maintenir un équilibre
osmotique et qui couvre le réseau de capteurs ou « Sensor array ». Le tampon de stockage contient
du sel et le couple redox standard qui permet au courant de traverser le nanopore. Il contient
¢galement une molécule d'ADN QC qui émet un signal spécifique permettant d’identifier les pores

fonctionnels pendant le test de QC de la plateforme. La cellule de flux a deux ports :

- Le port d'amorgage ou « Priming port » : il permet de préparer la cellule de flux pour le séquencage
grace a un mélange spécifique d'amorcage qui va rincer la cellule de flux et déplace le tampon de

stockage vers le réservoir de déchets (Waste port).

- Le port de dépdt ou « SpotON sample » qui permet de charger la librairie dans la cellule de flux.

SpotON sample
Waste SpotON activator  port cover
port Priming port cover

bSpot ON

Waste channel Sensor array

Figure 28 : cellule de flux ou « flow cell » d’Oxford Nanopore »°*
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La cellule de flux comporte 512 canaux contenant chacun quatre nanopores. Les 2048 pores sont
reliés chacun a une électrode. La modification du courant ionique (le signal nanopore) est détectée
par 1'¢lectrode. Chaque électrode est connectée a un canal individuel sur une puce ASIC (Application
Specific Intergrated Circuit), qui contrdle et mesure le signal nanopore. L'ASIC est capable
d'enregistrer, simultanément, les signaux émis par tous les canaux reliés aux 2048 €lectrodes des puits
actifs de la cellule de flux. Le choix d'un seul puits pour chacun des canaux d'enregistrement est
appelé multiplexage. Le multiplexage du réseau de nanopores est utilisé pour améliorer le rendement

des canaux contenant un seul pore.

«— Microsupport Nanopore

Membrane

-

| Electrode

ASIC

Figure 29 : Schémas d’un capteur nanopore®’.

Cette unité compléte constituée de la membrane, du nanopore, de 1’¢lectrode et du canal ASIC est
connue sous le nom de capteur nanopore. Le passage du brin d'ADN a travers le pore produit une
série de mesures de courant dont chacune est unique et peut étre décodée pour produire la séquence.
Ces mesures sont converties en lectures par un logiciel « MinKNOW » qui contrdle le capteur
nanopore, collecte et traite le signal. La conversion des lectures en séquence peut se faire en temps

réel grace a un logiciel « METRICHOR » disponible sur le « Cloud » ou en téléchargement local.

La technologie Nanopore offre la possibilit¢ d'analyser la molécule d'ADN native sans aucune
amplification, évitant ainsi l'introduction de biais et la perte d'informations précieuses, telles que les
modifications de base et les sites de méthylation. Les nanopores séquencent des fragments trés long
d’ADN et permettent d’obtenir des lectures dont la longueur peut dépasser les 100 kb, ouvrant la
possibilité de séquencer, par exemple, des sections répétitives d ADN ou d'ARN. Les données de
chaque lecture sont enregistrées instantanément dans un fichier dés qu'un brin a terminé son passage
a travers le nanopore, et sont disponibles pour 1'analyse en temps réel. Comme chacun des nanopores
agit indépendamment dans le réseau de capteurs, dés qu'un brin a fini de traverser un pore, le pore

devient disponible pour un autre brin a analyser. La vitesse de translocation est controlée par
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l'inclusion d'une protéine motrice qui agit comme un cliquet qui déplace le brin d'ADN a travers le
nanopore. Le séquengage continue jusqu'a ce qu'il n'y ait plus de brins, ou jusqu'a ce que suffisamment

d'informations aient été collectées et que I'expérience de séquencgage puisse étre arrétée.

La protéine Motrice est fournie sur un adaptateur leader qui est attaché a I’extrémité de la matrice
d'ADN double brin. Cette protéine permet I’ouverture du double brin a I’entrée du pore pour faciliter
le passage de I’ADN a travers le nanopore. Le premier brin séquencé est connu sous le nom de
modele. Habituellement, le brin complémentaire se dissocie, et peut étre capturé par le nanopore a un
moment ultérieur. La protéine motrice déplace le brin une base a la fois, contrélant ainsi la vitesse a
laquelle le brin passe le lecteur qui est abrité dans la partie étroite du nanopore et qui détecte les
perturbations caractéristiques du courant électrique créées par le passage des nucléotides qui le

traversent.

R
P

Figure 30 : Schémas du passage de la molécule d’ADN ou d’ARN, munis d’un adaptateur (en vert), a travers le

nanopore d’Oxford technologies®,

Afin d’optimiser la quantité d'ADN lue par un pore tout en maintenant des besoins faibles en matrice,
Oxford Nanopore Technologies a développé une méthode de maintien des molécules d'ADN a la
surface de la membrane. Ce mécanisme concentre le matériau d'intérét a proximité du pore,
augmentant ainsi la sensibilité du dispositif et le débit de séquencage. 1l s’agit de billes de chargement

qu’on ajoute au mix de pré-séquencage juste avant le dépdt sur la cellule de flux.
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Figure 31 : Schémas de ’attache de I’ADN a la surface de la membrane par le systéme de billes de chargement®,

Les mesures de détection d’Oxford Nanopore sont basées sur une approche électronique ce qui offre
a cette technologie la possibilité d'étre mise a 1'échelle pour répondre aux exigences expérimentales.
Aujourd’hui, la technologie a été miniaturisée dans un appareil portable ainsi que dans des
instruments de paillasse, qui permettent d'ajuster le débit et le nombre d'échantillons en fonction des
besoins. La portabilité de la technologie ouvre également une gamme d'applications dans de nouveaux

environnements en dehors du laboratoire traditionnel.

Les principaux produits d'ONT sont :

- MinION : c’est un appareil de séquencage par nanopore portable. Il a été commercialisé en mai
2015, apres avoir été lancé initialement dans le cadre d'un programme d'acces anticipé, le Programme
d'acces au MinlON (MAP) commencé en 2014. Les publications de ce programme décrivent son
utilisation dans l'identification rapide des agents pathogénes viraux, la surveillance de
I'environnement, de la salubrité des aliments et de la résistance aux antibiotiques ainsi que d'autres
applications. Les publications indiquent un taux de lecture de 90 nucléotides par seconde et par
nanopore avec un taux d'erreur de 30% au cours de la premiére phase de sa diffusion autour de 2014.
Avec la derniére version R9 de la cellule de flux en 2016, les taux d'erreurs brutes ont été réduits
entre 2 et 13% en fonction du type de séquencage de ’ADN (1D, permettant le séquencage simple
brin ou 1D?, permettant un séquengage double brin de I’ADN). En octobre 2016, la version R9.4 a
été diffusée et elle permet de lire 450 bases par seconde et par nanopore produisant 10 Gb de données

par cellule de flux.

46



Introduction

- GridION X5 : c’est un systéme de séquengage compact qui a été commercialisé en mars 2017. 11
permet de réaliser jusqu'a cinq expériences de séquencage simultanément. L'appareil comporte cing
plateformes de séquencage ou des cellules de flux MinlON peuvent étre connectées et permet de

générer jusqu'a 100 Go de données par cycle®.

- PromethION : ¢’est un instrument autonome pour les analyses a haut débit avec un grand nombre
d'échantillons. Il comporte 48 cellules de flux. Chaque cellule permet de séquencer simultanément
jusqu'a 3000 nanopores, et produire jusqu’a 11 Tb de données en 48 heures. Ce périphérique est
disponible via un programme d'accés (PEAP : PromethION Early Access Programme) qui a été

ouvert pour l'enregistrement en juillet 2015.

- VoITRAX : cet appareil permet de gérer la préparation de la librairie pour le séquencage de fagcon
automatisée, permettant d’affranchir les utilisateurs de toute compétence particuliere de laboratoire
pour la réalisation du séquencage. Cet appareil est également disponible via un programme d'acces

anticipé (VIP : VolTRAX Introduction Programme) qui a été ouverte en octobre 2016.

- SmidgION : 11 s’agit d’un séquenceur capable d’étre raccordé a un téléphone portable. Il a été

annoncé en mai 2016 et est toujours en cours de développement.
Tous ces produits sont destinés a étre utilisés pour 'analyse de I'ADN, I'ARN, des protéines et des

petites molécules avec une gamme d'applications pour la médecine personnalisée, la science des

cultures et la recherche scientifique.
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Hypothese de travail

Notre hypothése de travail est que la nouvelle technologie de séquencage par Nanopore technologie,
permet de détecter de fagon adéquate et moins couteuse que la technologie de référence Illumina, des
anomalies dysbiotiques du microbiote chez la personne obése, éventuellement soumise a des

interventions diététiques ou chirurgicales.

Objectif de notre étude

Notre étude vise donc a caractériser par une nouvelle méthode (la technologie Nanopore), les
anomalies du microbiote intestinal chez des patients a différents stade d’obésité et lors d’interventions
visant a perdre du poids. Ce développement technologique permettrait dans le futur d’établir des

moyens diagnostics de la dysbiose chez ces patients.

En effet, notre équipe ainsi que d’autres équipes ont montré que les proportions des différentes
grandes lignées bactériennes n’étaient pas les mémes chez les sujets minces et chez les sujets obéses.
Parmi les autres modifications du microbiote en lien avec cette altération de la balance des groupes
bactériens, nous avons également montré chez des sujets obéses, que la richesse bactérienne, évaluée
par le comptage du nombre de genes, était réduite. Cette diminution a été associée a des phénotypes
métaboliques plus marqués comparativement a des sujets obeses dont la diversité bactérienne est
préservée. Parmi ces phénotypes : une insulino-résistance et un taux de triglycérides sanguins plus
¢levés. Dans une étude menée en 2013 par notre équipe, 49 patients obeses et en surpoids ont été
soumis a un régime réduit en calories pendant 6 semaines (pauvre en graisses mais enrichi en fibres,
protéines et glucides a faible index glycémique), suivi de 6 semaines de stabilisation®®. Sur I’ensemble
des sujets, une perte de poids moyenne de 5% du poids initial a été constatée, ainsi qu’une
amélioration des parametres métaboliques et inflammatoires comme attendu lors de ce type
d’intervention. Les sujets qui présentaient initialement une faible diversité du microbiote ont vu leur
diversité augmenter. Néanmoins, 1’intervention a ét¢ moins efficace sur le plan clinique chez ces
sujets avec une perte de diversité (moindre diminution du taux de triglycérides, moindre amélioration
de I’'inflammation bas-grade). Dans une étude plus récente, nous avons retrouvé une perte de richesse
du microbiote encore plus marquée (supérieures en moyenne a 70%) chez les patients obéses de la
cohorte « Microbaria » constituée de patients sévérement obéses®® et candidats a la chirurgie
bariatrique. La richesse bactérienne du microbiote intestinal de ces patients a été évaluée un an apres

la chirurgie, période durant laquelle les comorbidités liées a 1’obésité sont améliorées. On a pu
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constater, que chez la plupart des patients avec une diversité bactérienne faible, méme si celle-ci
augmente apres la chirurgie, un maintien d’une faible diversité bactérienne ainsi qu’une amélioration
partielle de leurs comorbidités. En d’autres termes, nous pensons que la persistance d’une dysbiose
chez ces patients pourraient étre en cause dans ces améliorations partielles post chirurgie ou lors

d’interventions nutritionnelles.

L’ensemble des signes cliniques liés a 1’obésité pourrait étre corrigé, ou encore mieux prévenu, par
la détection précoce de I’altération du microbiote et grace a des recommandations nutritionnelles
adaptées. Ainsi 1’établissement de tests de dépistage de la dysbiose pourrait étre intéressant chez ces

sujets afin d’analyser la situation avant une intervention chirurgicale.

Notre objectif est de mettre en place un test diagnostique basé sur le séquencage de la flore intestinale
bactérienne de nos patients afin de déterminer 1’état de leur microbiote intestinal. Ainsi, nous devons
mettre en place cette activité au sein de notre laboratoire, partant du recueil des selles au séquencage,
en passant par I’extraction de I’ADN bactérien. Nous avons souhaité avoir une technologie qui nous
permettrait de générer des résultats rapidement, qui soit facile d’utilisation, dont le colit ne serait pas
trop élevé et qui soit fiable, afin de diagnostiquer rapidement les sujets avec un appauvrissement du
microbiote et des anomalies des grands équilibres bactériens. Nous nous sommes donc intéressés a la
technologie d’Oxford Nanopore qui répond aux trois premiers critéres, la fiabilité des résultats faisant

I’objet d’une validation par comparaison avec les technologies « Solid » ou « Illumina ».
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Démarche expérimentale

- Mettre en place la procédure de prélévement de selles dans les différentes cohortes prévues pour

cette étude et pour de futures approches d’investigation clinique en vie réelle.

- Mettre au point une technique d’extraction de I’ADN bactérien a partie des selles humaines qui

permet d’obtenir une quantité et qualité convenable pour le séquencage.

- Mettre en place I’extraction de I’ ADN bactérien a partir de selles collectées aupres de patients obeéses

et de sujets en surpoids.

- Mettre en place le séquencage bactérien, en utilisant 1’outil « MinlON » d’Oxford Nanopore
Technologies. Cette expérimentation permettra de mettre en évidence la diversité bactérienne ainsi

que la présence ou I’absence de certains groupes bactériens d’intérét pour chaque sujet.
- Effectuer une « validation » du séquencage « MinION » sur deux cohortes de patients obeses déja

séquencées dans le cadre de deux précédentes études dans notre équipe. L’une séquencée par la

technologie « Illumina » et I’autre par la technologie « Solid ».
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Amélioration de la qualité de I’extraction selon

les recommandation d’THMS (The International

Matériels et méthodes

Volontaires sains

Mode de stabilisation de ’ADN
| |

Tube cuillére sec pour prélévement

Tube cuillére avec solution de stabilisation de I’ADN bactérien + homogénéisation

- Omnigen gut
- Norgen
-80°C - Ozyme

l L I )

Sélection du kit d’extraction

ldonneur sain : 3 jours de recueil
différents

RT Envoi poste + RT Envoi poste + -80°C

- Invitrogen

- Mo Bio l
- Qiagen
- Ozyme

- Promega Extraction (N = 10)
l - Invitrogen + Recommandations d’THMS

= Invitrogen #

Amélioration de la qualité de I’extraction

Human Microbiome Standards project)

Figure 32 : Schéma général résumant les différentes mises au point, de la procédure de recueil des selles au

protocole d’extraction de I’ADN bactérien.
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1 - Kit de prélévement et extraction de I’ADN bactérien.

A) Prélevements et conditionnement des selles

Les échantillons de selles utilisés pour cette mise au point ont été recueillis aupres de dix volontaires

sains non obéses, quatre hommes et six femmes avec un IMC comprit entre 18 et 25 kg/m?.

Les échantillons prélevés ont été procédés et conservés selon les expérimentations envisagées :

- Prélévement a domicile de selles fraiches dans un tube cuillére sec (SARSTED) avec conservation
des selles a -20°C. Le prélévement a été ramené au laboratoire dans un sac isotherme et congelé

immeédiatement a -80°C.

- Prélévement au laboratoire dans deux tubes contenant une solution pour la stabilisation de I’ADN
bactérien. Un tube a été remis au laboratoire juste apres le recueil et conservé a température ambiante.
L’autre tube a été envoy¢ par la poste afin de tester 'impact des conditions de ce mode de transport
sur la qualité et I’intégrité de I’ ADN bactérien. A réception de ce prélévement, un aliquot a été prélevé
et conservé a -80°C afin de pouvoir tester I’impact de cette condition supplémentaire sur la qualité

de ’extraction.

Trois fournisseurs différents ont été testés :

- Ozyme : « DNA/RNA Shield - Fecal Collection Tube » (produit ZYMO commercialisé par
Ozyme) : permet de collecter 1g de selle, de le transporter et le conserver a température

ambiante jusqu’a deux ans et indéfiniment a -80°C.

- NORGEN BIOTEK : « Stool Nucleic Acid Collection and Preservation Tubes » : permet de
collecter 2 g de selle de les transporter et les conserver a température ambiante jusqu’a deux

ans. La conservation a -80°C pour un stockage de longue durée est également possible.
- DNA GENOTEK : « OMNIGEN Gut for Microbiome » : permet de prélever 500 mg de selles

et de les conserver a température ambiante pendant 60 jours. Le stockage a long terme peut

se faire a -80°C.
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B) Extraction de I’ADN bactérien

L’extraction de I’ADN a été réalisée avec différents kits commerciaux a tester :

- INVITROGEN : PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit.

- QIAGEN : Qiamp PowerFecal DNA Kit.

- OZYME : ZimoBiomics DNA Mini Kit.

- MO BIO : Power Microbiome RNA/DNA isolation Kkit.

- PROMEGA : Chez ce fournisseur, j’ai test¢ le « MAXWELL Instrument » une station
robotisée développée par Promega et destinée a automatiser 1’extraction de I’ ADN. Pour notre
type de prélévement, a savoir les selles humaines, le passage par Le Maxwell est précédé par
une phase de prétraitement des échantillons qui consiste a réaliser une lyse chimique suivit
d’une lyse mécanique de la paroi des bactéries. S’ensuit une centrifugation et récupération du
surnageant qui contient I’ADN bactérien. Les échantillons sont ensuite chargés dans la station
pour la suite de I’extraction. J’ai testé deux kits différents : « Maxwell RSC Buffy Coat DNA
Kit » et « Maxwell RSC PureFood GMO and Authentication Kit ».

Le rendement des extractions a ét¢€ estimé par un fluoromeétre, le Qubit (Life technologies) et la qualité

a été évaluée par le Nanodrop (Thermo Scientific) et par Tape station (Agilent).
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2 - Préparation de la librairie de séquencage

ADN génomique

Fragmentation de ’ADN

Etape optionnelle v

l Réparation des extrémités de VADN
Etape optionnelle

Préparation de ’ADN pour le séquengage

Ou End-Prep v ,
T Attache des codes a barre
v
v e Ligation des adaptateurs de séquengage
IS
7
l o Ajout des billes de stabilisation de 'TADN

v

Chargement de la librairie sur la cellule de flux

Figure 33 : Schéma général du protocole de préparation de la librairie d’ONT.

La préparation de la librairie de séquengage qui représente une collection de fragments d’ADN
représentative de I’ADN a séquencer, a été réalisée selon le protocole proposé par Oxford Nanopore
technologies. Ce protocole propose en option une premicre phase de fragmentation de I’ADN. Pour
cela on utilise des g-tube de chez Covaris. C’est un dispositif a usage unique qui coupe 'ADN
génomique en fragments sélectionnés de 6kb a 20kb. g-TUBE utilise la force centrifuge (le "g" dans
g-TUBE) pour pousser I'échantillon d’ADN a travers un orifice fabriqué avec précision. Cela produit
des forces de cisaillement dans 1'échantillon qui fragmentent 'ADN. La taille des fragments est
sélectionnée en ajustant la vitesse de centrifugation qui modifie le débit de I’ADN a travers 1'orifice
et donc les forces de cisaillement. Une centrifugation plus élevée produira des fragments plus courts.
Le protocole proposé par ONT permet de générer des fragments de 8kb. Pour cela 1,5ug d’ADN
contenu dans 46 pul d’eau DNase free sont placés dans le g-tube Covaris. Le tube est ensuite centrifugé
a la vitesse de 6000rpm pendant une minute. Cette premicre étape permet un premier passage de
I’ADN a travers ’orifice. Le tube est ensuite inversé et replacé, a nouveau, dans la centrifugeuse pour
une deuxiéme centrifugation d’une minute a 6000rpm. Ce deuxiéme passage permet de récupérer
I’ADN fragmentg.
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La fragmentation de I’ADN est suivie par une étape de réparation des extrémités de I’ADN
endommagées par la fragmentation pour en faire des bouts « blunt ». Pour cela nous utilisons le
produit « NEBNext FFPE Repair Mix » de chez New England Biolabs (NEB). C’est un mix qui

contient des enzymes et des tampons optimis€s pour la réparation de I’ADN en vue du séquengage.

L’étape de « End prep » permet de préparer I’ADN au séquengage. On utilise le produit « NEBNext
Ultra IT End Repair/dA-Tailing Module » de chez NEB qui permet également une réparation de

I’ ADN et sa préparation avec une phosphorylation en 5’ et I’ajout d’une adénine en 3’.

Dans le cadre de cette étude, j’ai séquencé 10 a 12 ADN différents en méme temps et sur la méme
cellule de flux. Pour cela et apres 1’étape de « End prep », chaque ADN a été marqué par un code a
barre unique en utilisant le kit « 1D Native barcoding genomic DNA » d’ONT et kit « NEB Blunt/TA
Ligase Master Mix » de chez NEB. A la fin de cette étape les ADN sont quantifiés et regroupés dans

un volume de 50ul de sorte que la quantité totale en ADN soit de 700ng.

L’étape suivante est 1’attache des adaptateurs de séquencage aux ADN préparés, marqués et
regroupés. Les adaptateurs contiennent la protéine motrice qui va guider les brins d’ADN vers leur
passage a travers le nanopore. Pour cela j’utilise « NEBNext Quick Ligation Module » de chez NEB.

Cette préparation permet d’obtenir le mix de pré-séquencage.

La derniére étape est la préparation de la librairie. Au mix de pré-séquencgage, on ajoute les billes qui
vont permettre d’alourdir les brins d’ADN et d’assurer leur maintien a proximité des pores de
séquencage au niveau de la cellule de flux. Pour cela j’utilise le kit « 1D Genomic DNA by ligation »

de chez ONT.

Chacune des étapes de la « End repair » a la préparation du mix de pré-séquengage est suivit d’une
étape de purification de I’ADN traité sur un systéme de billes, « Agentcourt AMPure XP », de chez
Beckman Coulter. Ces billes répondent a la technologie SPRI (Solid Phase Reversible Immobilisation
beads) développées a I'Institut Whitehead par De Angelis et al en 1995 pour la purification de colonies
amplifiées par PCR et dont 1’objet était le séquencage de leurs ADN. Les billes de SPRI sont
paramagnétiques (magnétiques uniquement dans un champ magnétique), ce qui les empéche de
s'agglomérer et de sédimenter dans la solution. Chaque bille est faite de polystyréne entouré d'une
couche de magnétite, qui est revétue de molécules carboxyle (figure 3). Ce sont eux qui lient de
maniere réversible I'ADN en présence du polyéthyléne glycol (PEG) et du sel (20% de PEG, 2,5 M
de NaCl). Le PEG provoque la liaison de 'ADN chargé négativement avec les groupes carboxyle de
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la surface des billes. Comme l'immobilisation dépend de la concentration de PEG et de sel dans la

réaction, le rapport volumétrique des billes et de I'ADN est critique.

Carboxylate-Modified
Polymer Coating

Polystrene Core

Magnetite

Figure 34 : structure d’une bille avec la technologie SPRI.
(Http://core-genomics.blogspot.com/2012/04/how-do-spri-beads-work. htm)

3 - Analyse bioinformatique

Plusieurs indicateurs peuvent étre mesurés par I’analyse informatique. Ainsi, la diversité¢ peut étre

¢valuée a plusieurs niveaux emboités nommé alpha, béta et gamma :

- La diversité a est la diversité locale, mesurée a I’intérieur d’un systéme délimité. Plus précisément,
il s’agit de la diversité dans un habitat uniforme de taille fixe. Cette diversité peut étre quantifiée de
différentes manicres. Les deux principaux facteurs pris en compte lors de la mesure de la diversité
sont la richesse et la régularité. La richesse est une mesure du nombre des différents types
d'organismes présents dans un écosysteme. Par exemple, la richesse en especes est le nombre
d’especes différentes présentes dans 1’écosysteme. Cependant, dans I’estimation de la diversité
biologique on doit prendre en compte aussi bien la richesse que la régularité. La régularité prend en
compte dans le calcul de la diversité, non seulement la présence des espéces mais aussi leurs
abondances. Plusieurs index ont été développés dans le champ de 1’écologie pour estimer la richesse
et la régularité.
Pour la richesse on trouve :

* L’index de Chao (1984) estime le nombre d’espéces non observées a partir de celles observées

une ou deux fois. Il s’agit d’un estimateur minimum, valide a condition que les singletons et

doubletons représentent une part importante de 1’information.

* L’index ACE : Chao et Lee (1992) développent I’estimateur ACE (Abundance-based coverage

esti- mator) a travers 1’estimation de la proportion des espéces découvertes.
Comme estimateurs de la régularité, on distingue :

- Pindex de Shannon sensible aux variations d’importance des espéces les plus rares.

- Pindice de Simpson sensible aux variations d’importance des espéces les plus abondantes.
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La diversité B mesure les différences entre la composition des écosystémes. De la méme fagon que
les index de diversité alpha, il y a plusieurs index de diversité beta qui ont été¢ développés dans le
champ de I’écologie et qui difféerents dans la fagon de prendre en compte ou pas les abondances des
especes présentes dans 1’écosystéme et aussi la distance évolutive de ces mémes especes. Parmi les
index de diversité beta les plus connus :

- Index de Jaccard : C’est un estimateur catégorique (ne prend pas en compte la distance
évolutive entre les éléments biologiques de 1’écosystéme quantifié) qui ne prend pas en
compte ’abondance des espéces dans les écosystemes. La distance Jaccard entre deux
¢cosystemes est calculée a partir de la fraction d’entités biologiques (especes, genera, OTUs,
etc) partagée ou présente dans les deux écosystémes (1 — fraction d’espéces partagée, donc le
plus d’espéces partagées => Les plus proches sont les écosystémes => L’index de Jaccard
plus proche a zéro).

- Index de Bray-Curtis : C’est un estimateur catégorique similaire a I’index de Jaccard mais
qui prend en compte I’abondance des entités biologiques quantifiées pour calculer la distance
entre deux écosysteémes.

- Indexes Unifrac: Estimateurs de diversité beta trés populaires spécifiquement dans
I’écologie microbienne qui prend en compte la distance évolutive entre les entités biologiques
quantifiées dans le calcul des distances entre écosystémes. L’index UniFrac Unweighted ne
prend pas en compte les abondances dans le calcul des distances (comme 1’index Jaccard) et

I’index UniFrac Weighted prend en compte les abondances (comme I’index Bray-Curtis).

Finalement, la diversité & combines la diversité alpha et la diversité beta pour quantifier la diversité

totale de I’ensemble de I’écosystéme étudié.

Dans le cadre de ce projet, notre équipe travaille en collaboration avec I’équipe « Integromics » de
I’institut ICAN qui a mis en place un pipeline d’analyse des données métagénomiques du s€quengage
avec la technologie Oxford Nanopore (Figure 31). Ainsi les enregistrements électriques bruts du
séquengage collectés sous format Fast5, au niveau du logiciel « MinKNOW » sont téléchargés sur les
serveurs de notre équipe et transcrits, localement, en séquences ADN grace au logiciel « Albacore »
d’ONT. « Albacore » est un pipeline de traitement de données basé sur les algorithmes d'ONT qui
permet de décoder les signaux en ADN et d’en extraire différentes informations permettant une
¢valuation ultérieure de la qualité des séquences obtenues et ’efficacité de 1’expérience de
séquengage. Une sélection de fichiers de configuration permet de faire appel a des bibliothéques

d’ADN basées sur la gamme actuelle de kits de séquencage et de cellules de flux d’ONT.
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Le pipeline Albacore permet de réaliser :

- le basecalling, ou appel de bases, qui transforme les signaux électriques en bases.

- la détection des brins d’étalonnage : les lectures sont alignées sur des séquences d'étalonnage de
référence via l'alignement minimap2 intégré. Les séquences d'étalonnage servent de controle qualité
pour les pores (QC). Si la lecture en cours est identifiée comme un brin d'étalonnage, aucune étape

de codage a barres ou d'alignement n'est effectuée.

- le codage a barres / démultiplexage : le début et la fin de chaque séquence sont alignés sur les codes
a barres fournis par ONT et utilisés pour identifier les différents ADN séquencés. Les lectures sont

ainsi identifiées en fonction du code a barres qu’elles portent.

- ’alignement : I'utilisateur peut fournir un fichier de référence au format d'index FASTA, lastdb ou
minimap2. Si c'est le cas, les lectures sont alignées sur cette référence via l'alignement minimap2

intégré. Dans le cas de cette étude 1’alignement se fait via I’outil « Centrifuge ».

Le logiciel Centrifuge permet le classement taxonomique des lectures individuelles de Nanopore a
l'aide d'une base de données de référence complete de plus de 8 000 génomes de référence provenant
de procaryotes et de virus, incluant également le génome humain de référence. Les résultats de
Centrifuge sont, ensuite traités pour éliminer les lectures provenant de I'hdte humain et pour générer
un tableau de dénombrement des espéces a partir du nombre de lectures brutes des especes de
référence présentent dans les échantillons étudiés. Ce tableau est filtré pour éliminer les génomes de
référence faiblement couverts afin d'éviter les fausses affectations positives. Le tableau de
dénombrement des especes filtrées est ensuite raréfié pour homogénéiser la profondeur de séquencage
dans tous les échantillons dans le but d'éviter les biais associés aux différentes profondeurs de
séquengage et sera utilisé pour les analyses d'écologie microbienne standard avec les emballages

Phyloseq et Vegan R.
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Figure 35 : Schéma général du pipeline d’analyse bio-informatique des données du séquencage MinlON d’ONT qui
permet de traiter les données depuis ’acquisition par le logiciel « MinKNOW » jusqu’a ’évaluation de ’écologie

microbienne, la détermination des profils taxonomiques et la réalisation d’assemblage « de novo ».

Les données ainsi préparées vont ensuite servir a différentes analyses :

- Visualisation des profils taxonomiques avec 1’outil « Krona » qui permet de représenter les

proportions des différents ordres bactériens ainsi que celles des familles, genres et especes.

- Analyse de I’écologie microbienne pour caractériser la biodiversité microbienne du

biosystéme.

- Réalisation d’assemblage « de novo » pour reconstituer le génome d’espéces bactériennes

d’intérét. Pour cela nous utilisons le logiciel « CANU ».
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Résultats

1) Mise au point de I’extraction de ’ADN et de la préparation de la librairie de séquencage

A) Comparaison des kits d’extraction d’ADN choisis et test de [’étape de fragmentation de I’ADN
du protocole de préparation de la librairie

Dans les études métagénomiques, la mesure des profils de composition du microbiote intestinal est
précédée d'un processus complexe de génération de données, constitué de plusieurs étapes, dont

chacune est soumise a la variabilité technique®®.

Dans ce processus, aucune des étapes décrites n'est standardisée, ce qui peut introduire
une variabilité entre les différentes études, rendant leurs résultats difficiles a
comparer. Par exemple, les différences entre la congélation et la fixation au « RNAlater »
ont été signalées pour biaiser la composition de I'échantillon mesuré ainsi que 1’endroit de

prélévement du spécimen de selle dans I’échantillon®’.

Dans cette expérience, j’ai donc comparé les kits d’extraction d’ADN suivants :
- INVITROGEN : PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit.
- QIAGEN : Qiamp PowerFecal DNA Kit.
- MO BIO : Power Microbiome RNA/DNA isolation Kkit.
- PROMEGA : «MAXWELL Instrument» : « Maxwell RSC Buffy Coat DNA Kit» et
«Maxwell RSC PureFood GMO and Authentication Kit ».

J’ai testé pour les trois premiers, I’effet de la fragmentation et de 1’étape « end repair » sur le résultat
du séquencage.
Pour comparer les différents kits, nous avons choisi les critéres suivants :
- Lataille des lectures obtenues par séquencage ONT qui pourrait rendre confortable I’étape
d’alignement des lectures sur les séquences du catalogue de geénes de référence.
- L’écologie microbienne avec la détection des grands groupes bactériens communément

retrouvés dans la flore intestinale.

Devant le nombre important d’échantillons que nous sommes amenés a extraire, nous sommes
intéressés par 1’automatisation de I’extraction. Nous avons donc testé le « MAXWELL Instrument »
de chez Promega qui permet, aprés une phase de prétraitement de 30 minutes, de traiter 16

¢chantillons en un cycle de 40 minutes.

62



Résultats

Prélévement et extraction : Les prélévements de selles testés ont été recueillis auprés d’un volontaire

sain avec un IMC< 20kg/m? a quatre dates d’émissions différentes dans un tube sec. Ils ont été,
ensuite, aliquotés et stockés immédiatment a -80°C. Chaque échantillon a été extrait selon les
protocoles fournis par les fournisseurs des kits utilisés. Aprés extraction, les échantillons ont été
évalués :

- Par le fluorométre « Qubit » qui permet d’estimer la quantité d’ADN obtenue en ng/pl.

- Parle Nanodrop qui permet d’évaluer la qualité de I’échantillon en se référant a trois mesures
d’absorbance : 260 nm qui permet de detecter les acides nucléiques, 280nm qui detecte les
protéines et 230nm qui est sensible aux solvants. Deux rapports sont alors générés pour
determiner la pureté de I’échantillon : 260/280 qui doit étre supérieure ou égal a 1,8 et 260/230
qui doit étre compris entre 2 et 2.2.

- Par la Tape Station qui permet de faire migrer les échantillons d’ADN sur un gel pour avoir

un visuel de la qualité et fournit un DIN (DNA integrity number) qui témoigne de cette qualité.

Préparation de la librairie pour le séquencage : Dans le protocole de préparation de la librairie pour

le séquencage MinlON d’ONT, la premiére étape consiste a fragmenter I’ADN, dans des g-tubes
(Covaris), pour générer des fragments d’une taille de 8kb. L’objectif de cette expérience est donc de

tester si la fragmentation de I’ADN est indispensable dans le cadre de notre expérimentation.

Résultats

Cette premicre expérience a permis, dans un premier temps, d’avoir une premicre idée de la longueur
des séquences obtenues par la technique de séquencage d’ONT. Nous constatons donc que le
catalogue de 9.9 millions de génes comporte des séquences de références allant jusqu’a environ 6Kb.
Or les séquences obtenues par le séquencage Oxford Nanopore montrent des lectures allant jusqu’a
24Kb environ (Figure 36). Ceci aurait pu poser probléme pour la quantification des génes avec les
outils actuellement disponibles, plus adaptés aux séquences de longueurs courtes générées (300 bp
en moyenne) par le séquengage Illumina, par exemple. Un travail d’adaptation a été effectué par
I’équipe Integromics, d’un pipeline initialement dédié a 1’analyse des données illumina pour pouvoir

I’utiliser pour les séquences longues du MinlON.
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Figue 36 : Longueurs des séquences générées par la technologie MinlON d’ONT vs. génes de références du catalogue
de 9.9 millions de génes établit a partir des résultats de séquencage de 249 échantillons nouvellement séquenceés, 1 018
échantillons publiés des études Meta HIT?® et HMP?’ et celles d’une grande étude sur le diabéte en Chine'%’, ainsi que

511 génomes séquenceés de bactéries et archées.

Le deuxieme résultat de cette expérimentation concerne 1’effet de 1’étape de fragmentation sur le
rendu du séquencage. Le premier constat est que nous obtenons la méme distribution bimodale des
lectures générées selon que 1’on fragmente I’ADN ou non. On peut diviser cette courbe en deux
parties : a gauche, courbe regroupant les lectures les plus courtes d’environ 100 a 1100 paires de
bases, a droite celle regroupant les lectures les plus longues supérieures a 1100 paires de bases et
allant jusqu’a 24Kb environ. Comme on peut le voir sur la figure 37, la densité des lectures les plus
courtes est plus élevée avec les ADN non fragmentés. Cependant, lorsque nous regardons les profils
de chaque échantillon selon son mode de préparation et en fonction du kit d’extraction utilisé (figure
39), nous remarquons que cette densité est surtout supportée par les lectures obtenues avec ’ADN
extrait avec le kit Qiagen. Pour les autres échantillons, les deux courbes de distribution des lectures
se superposent complétement, pointant ainsi 1’absence d’effet de I’étape de la fragmentation de

I’ ADN sur la longueur des séquences obtenues.
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Figure 37 : Distribution des longueurs des séquences obtenues avec ou sans fragmentation de ’ADN. La courbe

bimodale peut étre divisée en deux parties regroupant a gauche des lectures courtes (<a 1100pb) et a droite des

lectures longues (> a 1100pb).

L’analyse de la diversité alpha (fig. 38) montre pour chaque échantillon et quel que soit son mode de

traitement, un niveau similaire de diversité microbienne. Ceci est en faveur d’un effet négligeable de

I’étape de fragmentation sur le résultat du séquengage.
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Figue 38 : Diversité alpha observée et estimée selon différents index (voir matériel et méthode). Les variations

observées sont non significatives pointant ainsi I’absence d’apport supplémentaire de la fragmentation de I’ADN a

DPestimation de la diversité microbienne (Test statistique de Wilcoxon).
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Nous avons ensuite compar¢ les résultats obtenus avec les différents kits utilisés pour extraire I’ADN

(figure 39). On constate que selon le kit utilisé, la distribution des longueurs des lectures n’est pas la

méme.
D F D F D F D F D NF F: ADN fragmenté
Barcode NF : ADN non fragmenté
NF NF NF
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Figure 39 : Distribution des longueurs des séquences obtenues en fonction des kits d’extraction utilisés, avec ou sans

fragmentation de I’ADN obtenus a partir des prélévements d’un volontaire sain a quatre dates différentes. La densité

reflete le nombre de lecture retrouvé dans tout I’échantillon et sa probabilité de correspondre a une longueur donnée

sur ’axe des abscisses (orange : Qiagen, vert : Mo Bio et bleu : Invitrogen). Variations significatives des distributions

des lectures en fonction du kit d’extraction d’ADN utilisé (Test de Kruskal-Wallis).

Les kits Invitrogen et Mo Bio montrent une densité plus grande de séquences supérieures a 1,1Kb.

Cependant, le kit Mo Bio donne des longueurs maximales de 8,5Kb alors que le kit Invitrogen permet

d’obtenir des lectures allant jusqu’a 24Kb. Le kit Qiagen donne une densité plus grande de séquences

courtes et des séquences longues allant jusqu’a 17Kb. Les échantillons extraits avec le MAXWELL

Instrument de chez Promega et quel que soit le kit utilis€¢, montre une courbe unimodale avec une

densité élevée pour les lectures inférieures a 1,1Kb.
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Enfin, au niveau du phylum, le profil taxonomique des librairies obtenues a partir d’un méme
¢chantillon montre une grande similarité que I’ADN soit fragmenté ou pas. Nous observons,
¢galement, que les échantillons collectés le méme jour, et extrait avec les kits Invitrogen et Mo Bio,
présentent des profils taxonomiques trés similaires. L’échantillon extrait avec le kit Qiagen montre

une dominance de Bacteroidetes comparé aux autres échantillons.
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Figure 40 : Profil taxonomique des échantillons en fonction du kit d’extraction. NF = ADN non fragmenté, F = ADN
fragmenté. L’abondance représente le nombre d’espéces observées pour chacun des ordres détectés. Profil obtenu a

partir des prélévements d’un volontaire sain a quatre dates différentes de préléevements.

La stratification obtenue a partir des différentes librairies montre des différences dans I'abondance en
especes bactériennes en fonction de la date de prélévement de 1’échantillon (figure 41).

Par exemple :

- Akkermansia (de I’ordre des Verrucomicrobiales) est principalement séquencée dans les librairies
du 16/11/2016.

- ’abondance d’Escherichia. coli est plus importante dans les librairies du 31/01/2017.

- E. rectale est présente dans toutes les librairies mais son abondance varie en fonction de la date de

recueil des selles, indépendamment du kit d’extraction utilisé.
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Nous observons que les échantillons collectés a la méme date présentent des profils taxonomiques

trés similaires, que I’ ADN soit fragmenté ou pas, préalablement au séquencage.
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Figure 41 : Profil taxonomique des échantillons en fonction de la date de prélévement. NF = ADN non fragmenté, I
= ADN fragmenté. L’abondance représente le nombre de bactéries observées pour chacune des espéces détectées.
Profils obtenus a partir des prélévements d’un volontaire sain a quatre dates différentes de prélévements.

Conclusion :

- Nous n’observons pas de différences ni au niveau de la longueur des lectures ni au niveau de
la distribution taxonomique entres les librairies obtenues a partir de I’ADN préalablement
fragmenté et ’ADN non fragmenté. Je m’affranchi donc de 1’étape de fragmentation de

I’ADN dans les expérimentations a venir.
- Nous obtenons plus de lectures longues avec le kit « PureLink™ Microbiome DNA
Purification » d’Invitrogen qu’avec les kits Mo Bio, Qiagen et Promega. Nous choisissons

donc, le kit Invitrogen pour réaliser I’extraction de I’ADN microbien dans notre laboratoire.

- Nous observons une variabilité dans I’abondance de certaines espéces en fonction de la date

de prélévement des selles chez le méme sujet.
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B) Test de [’étape de « End repair » du protocole de préparation de la librairie

La deuxiéme étape dans le protocole de préparation de la librairie d’ONT est la réparation des
extrémités de I’ADN qui auraient pu s’abimer pendant la fragmentation. Cette étape est également
optionnelle et recommandée par ONT aussi pour I’ADN non fragmenté. Les échantillons de selles de
trois volontaires sains, ont été recueillis a différents temps. L’extraction a été réalisée avec le kit
« PureLink™ Microbiome DNA Purification ». L’ADN n’a pas subi de fragmentation lors de la
préparation de la librairie. Deux librairies ont été préparées pour chaque ADN : une incluant I’étape

de « End repair » et I’autre sans cette étape optionnelle.

Résultats :
Lorsque les longueurs de lectures sont stratifiées par échantillon (fig. 42), nous observons que le

mode de préparation de I’ADN (« end repair » vs. « non end repair ») n’a aucun effet sur les longueurs

de lectures car nous obtenons des distributions qui se superposent complétement.

Mode de préparation de TADN D End repair D Non End repair
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Figure 42 : Distribution des longueurs des séquences obtenues en fonction du protocole de préparation de la librairie,

« End repair » vs « non end repair » a partir des prélévements de 3 sujets sains.
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L’analyse de la diversité alpha (fig. 43) comme pour le test de fragmentation de I’ADN, ne montre
pas de variation significative dans I’estimation de la diversité microbienne que 1’échantillon d’ADN

concerné ait subi I’étape de « End repair » ou pas. Ceci montre qu’il n’y a pas d’effet supplémentaire

du traitement des extrémités de I’ADN non fragment¢ sur la diversité microbienne observée.
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Figure 43 : Diversité alpha observée selon le mode de préparation de I’ADN « End repair » vs « non End repair » et
estimée selon différents index, a partir des prélévements de 3 sujets sains (Test de Wilcoxon).

Conclusion

L’étape de « End repair » n’est pas nécessaire dans le cadre de nos expérimentations. Je m’affranchis

donc de cette étape pour les expériences a venir.
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2) Améliorations de I’extraction de I’ADN avec le Kit Invitrogen et du protocole de préparation
de la librairie.

Nous nous sommes, par la suite, intéressés a 1’étude publiée par le consortium IHMS (International
Human Microbiome Standards projet)!?!. La détermination des profils taxonomiques et de la diversité
bactérienne est précédée d'un processus complexe de plusieurs étapes de génération de données, dont
chacune est soumise a la variabilité technique®. « L’International Human Microbiome Standards
(IHMS) project» a évalu¢ dans quelle mesure l'extraction de 1'ADN pouvait influencer la
quantification de la composition microbienne, et comparé cette variable avec d'autres sources de
variation technique et biologique. Cette étude a débouché sur I’élaboration de « SOPs » (pour
Standard Operating Procedure) comportant des recommandations qui permettraient d’améliorer

I’extraction de ’ADN en termes de quantité et de qualité ((http://www.microbiome-standards.org/).

J’ai donc, dans cette deuxiéme étape de mise au point, tenté d’appliquer ces recommandations au
protocole d’extraction de I’ADN microbien choisit, a savoir le « PureLink Microbiome DNA

Purification Kit » de chez Invitrogen.

Les étapes supplémentaires proposées par le consortium sont représentées dans la figure 44, ci-

dessous :

Protocole INVITROGEN Protocole INVITROGEN + recommandation IHMS
Echantillon + S1 (tampon de lyse) Echantillon + S1 (tampon de lyse)
+S2 (accélérateur de lyse) + billes +S2 (accélérateur de lyse) + billes

Incubationa 95°C/15 min
Lyse mécanique (billes - Precellys)
Lysemécanique (Precellys)

. . X2 b~ 35 minx2
Centrifugation Centrifugation
= 15 min Surnageant
Surnageant -
Acétate d’ammonium 10M
Nettoyage Isopropanol : précipitationde ’ADN

= 120 min
Traitement a la Rnase

Liaison de TADN ala colonne de puriﬁcation]- 5 min Traitement a la Protéinase K

Lavage et élution de TADN ]_ 5 min Nettoyage

Liaison de TADN ala colonne de purification .
= 10 min

Lavage et élution de TADN

Figure 44 : Comparaison entre le protocole d’extraction du « PureLink™ Microbiome DNA Purification kit » de chez

Invitrogen comme préconisé par le fournisseur et celui adapté selon les recommandations de IHMS.
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12 échantillons provenant de deux volontaires sains ont été utilisés pour cette expérimentation. Ils
ont été extraits avec le protocole d’extraction « classique » tel que proposé par le fournisseur et avec

le protocole « modifié », avec les recommandations IHMS.

Résultat

L’application des recommandations THMS a 1’extraction de I’ADN avec le kit Invitrogen

montre (tableau 3) :

- Une nette augmentation du rendement de I’extraction d’ADN avec le protocole supplémenté des

recommandations IHMS par rapport au protocole classique.

- Une amélioration de la qualité de I’ADN attestée par le rapport 260/230 entre 1,61 et 2,11. Ceci
peut s’expliquer par le fait que dans le protocole modifi¢, I’étape de nettoyage qui permet d’éliminer
les inhibiteurs de PCR, tel que les solvants, intervient aprés une série de traitement de I’ADN. Cette
étape de « nettoyage » s’opere donc sur du matériel plus propre comparé a celui obtenu avec le
protocole classique ou le « nettoyage » a lieu directement sur le surnageant issu de la lyse mécanique

des bactéries.

- Une diminution de la contamination par les protéines montrée par un rapport 260/280 compris entre
1,81 et 1,93. Cette amélioration est le résultat d’un double traitement des échantillons pour éliminer

les protéines (Acétate d’ammonium qui précipite les protéines et la protéinase K qui les dégrade).

Tableau 3 : Amélioration de I’extraction a partir des selles humaines de I’ADN bactérien avec le protocole du kit
« PureLink™ Microbiome DNA Purification » supplémenté des recommandation IHMS. ADN obtenu a partir de 12

échantillons recueillis auprés de 2 volontaires sains. P-value estimée par test de Wilcoxon.

/Pmramétres Protocole Invitrogen Classique  Protocole Invitrogen Modifié P-Value\
ng/pl 74,5+ 0,48 300,15+ 0,75 <0,0001
260/280 1,79+ 0,03 1,89+ 0,02 0,0046

\260/230 1,31+0,05 1,87+0,04 0,0007/
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Je me suis ensuite intéressée a 1’amélioration de la préparation de la librairie pour le séquengage en
apportant des modifications au protocole proposé par ONT. Deux étapes importantes dans la

préparation de la librairie ont été concernées :

- L’¢étape de « End-prep » qui consiste a phosphoryler I’extrémité 5’ de I’ADN et a ajouter une
Adénine a I’extrémité 3’ pour préparer la liaison de I’adaptateur. Cette étape est suivie de deux
périodes d’incubation. Dans le protocole d’ONT, il est conseillé d’incuber la réaction (ADN +
NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module) pendant 5 minutes a 20°C suivit de 5 minutes a
65°C. Le « NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module » utilis¢ est de chez New England
Biolabs (NEB). Les recommandations de NEB pour I’utilisation de ce kit sont : une incubation a 20°C
pendant 30 minutes suivie d’une incubation a 65°C pendant 30 minutes. Ce sont ces

recommandations que j’ai testées dans cette expérience.

- L’ADN traité par le kit End prep est ensuite purifié¢ grace a 1’utilisation de billes paramagnétiques
« Agentcourt AMPure XP » de chez Beckman. Le principe de la sélection des tailles de fragments
avec la technologie SPRI des billes AMPur XP est la suivante : La taille des fragments élués a partir
des billes (ou qui se lient en premier lieu) est déterminée par la concentration de PEG qui dépend, a
son tour, du mélange d'ADN et de billes. Par exemple, si on ajoute 50ul de billes & un échantillon
d'ADN de 50pul on obtient un rapport SPRI/ADN de 1. Lorsque ce rapport est modifi¢, la longueur
des fragments se liant et / ou restant dans la solution change également, plus le rapport SPRI/ADN
est faible, plus les fragments finaux sont grands. Des fragments plus petits sont conservés dans le
tampon et on pourrait ainsi obtenir des gammes de tailles différentes a partir d'un seul échantillon
avec des purifications multiples. Une partie de la raison de cet effet est que la taille du fragment
d'ADN affecte la charge totale portée par la molécule. Ainsi, des fragments longs d’ADN auront des
charges négatives plus importantes, ce qui favorise leur interaction électrostatique avec les billes et
permet une liaison prioritaire aux molécules carboxyle. Le protocole de séquencage proposé par ONT
est élaboré sur la base de la fragmentation de I’ADN et de la sélection de fragments d’ADN de 8Kb.

Pour cela un rapport SPRI/ADN doit étre égale a 1.
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Figure 45 : Principe de la sélection des fragments d’ADN avec la technologie SPRI. L’ADN chargé négativement se
lie au groupement carboxyle des billes. Les billes sont retenues sur un aimant. On procéde, ensuite au lavage et a

élution de ’ADN. (Http://core-genomics.blogspot.com/2012/04/how-do-spri-beads-work. htm).

Afin de favoriser la sélection des grands fragments d’ADN par les billes paramagnétiques, j’ai réduit
le rapport SPRI/ADN a 0,4. Ce calcul se base sur une documentation sur la technologie SPRI ainsi
que des recommandations d’utilisateurs de la technologie ONT, recueillies sur le forum « Community
». J’ai donc, combiné deux modifications de deux étapes du protocole de séquencage d’ONT pour

tenter I’améliorer la longueur des lectures.

Les échantillons de selles ont été recueillis auprés d’un volontaire sain (témoinl) a six dates
différentes. L extraction de I’ADN a été réalisée avec le protocole Invitrogen modifi¢ mais également
avec le protocole classique afin de valider I’amélioration de la longueur des lectures observée dans la

mise au point précédente.

Résultat

L’analyse de la distribution des lectures en fonction de leurs longueurs nous permet de constater que
(fig. 46) :
- Avec le protocole « classique » d’extraction de I’ADN, nous obtenons toujours une courbe
bimodale, avec une densité variable de lectures courtes en fonction du jour de recueil.
- Le protocole d’extraction de ’ADN amélioré¢ selon les recommandations d’IHMS, plus la
modification du protocole de préparation de la librairie permet d’obtenir une courbe

unimodale avec une distribution des lectures en faveur des séquences les plus longues.
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Figure 46 : Distribution des longueurs des séquences obtenues en fonction du protocole d’extraction classique ou
modifié utilisé pour extraction de ’ADN a partir de 6 prélévements de selles différents recueillis auprés du témoin 1.

Courbe bimodale pour le protocole classique (en rose), courbe unimodale pour les protocoles modifiés (en vert).

L’analyse taxonomique montre également une amélioration des résultats. En effet, nous observons
une diminution de la fraction des lectures non classifiées avec les protocoles modifiés d’extraction de

I’ADN et de préparation de la librairie comparés au profil obtenu avec les protocoles classiques
(figure 47).
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Figure 47 : Profils taxonomiques des lectures obtenues en fonction de leurs classifications a partir des prélévements
a 6 dates différentes chez le témoin 1. Le pourcentage de lectures classifiées a partir des protocoles modifiés est
supérieur au pourcentage obtenu avec le protocole classique. P-value estimée par test de Wilcoxon (Classifiée : p-

value = 0,0022, Non Classifiée : p-value = 0,002).

La mesure de I’alpha diversité (fig. 48), estimée avec les indices Chaol et ACE montre une plus
grande diversité dans les échantillons de selles dont I’ADN a été extrait avec le protocole Invitrogen
modifié. Ceci peut s’expliquer par le fait que les protocoles modifiés permettent d’avoir acces a plus
de séquences classifiées (fig. 47), comme montré par ’analyse taxonomique, et donc d’identifier

davantage d’especes.
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Figure 48 : Alpha diversité observée et estimée selon les indices Chaol et ACE (axe des abscisses) de différentes
techniques d’extraction de I’ADN a partir de 6 prélévements différents obtenus aupreés du témoin 1. Test de Kruskal-

wallis (observed: p-value = 8.8°-05, Chaol: p-value = 1.1°-05, ACE: p-value = 6.2°-05).
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Conclusion : Dans cette deuxiéme étape de mise au point du séquencgage du microbiote intestinal par

la technologie Oxford Nanopore, j’ai pu :

- Améliorer le rendement et la qualit¢ de ’ADN en appliquant les recommandations du
consortium IHMS au protocole d’extraction du kit « PureLink Microbiome DNA

Purification ».

- Améliorer la qualité du séquencage en modifiant le protocole de préparation de la librairie.
Ceci a pour résultat, des lectures plus longues, plus d’espéces identifiées et donc une meilleure
estimation de la diversité, et comme nous 1’espérons, cela permettra d’avoir accés a des

especes rares.
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3) Mode de recueil des selles

A) Comparaison de différents modes de stabilisation de I’ADN microbien et de deux modes
d’acheminement des prélevements de selles jusqu’au laboratoire pour [’analyse.

Jusqu’a présent, les prélévements de selles chez nos patients ont été recueillis dans un tube cuillére
sec avec la nécessité d’avoir acces a un -20°C ou -80°C pour assurer la stabilité¢ de I’ADN bactérien
de I’échantillon. Aujourd’hui, on trouve sur le marché plusieurs produits qui pourraient nous
affranchir de I’impératif de congélation. Effectivement, on trouve de plus en plus de systémes
contenant une solution qui permet de stabiliser I’ADN bactérien pendant des périodes allant de 60

jours (DNA Genotek) a 2 ans (NORGEN et OZYME).

Pour évaluer la pertinence de 1’utilisation du mode de stabilisation de I’ADN bactérien par
I’utilisation du liquide stabilisateur, j’ai mis en place un protocole expérimental visant & comparer le

résultat de séquencage obtenu a partir de librairies provenant de :

- Selles totales stabilisées a -20°C puis a -80°C.
- Selles stabilisées par le systétme OMNIGEN :

* Prélevées et remises au laboratoire (RT)

* Prélevées a domicile et envoyées par la poste (Poste)
- Selles stabilisées par le systétme NORGEN :

* Prélevées et remises au laboratoire (RT)

* Prélevées a domicile et envoyées par la poste (Poste)
L’objectif de I’envoi de I’échantillon par la poste est de vérifier si ce mode d’acheminement, avec

tout ce qu’il comporte comme variation de température et de traitement des colis, modifie la stabilité

de I’ADN bactérien. Deux sujets sains, témoin 1 et témoin 2, se sont portés volontaires pour ces tests.
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Résultats

Lorsque nous représentons les données stratifiées par sujet et par protocole de prélévement fécal (fig.
48), nous observons certaines variations dans les distributions des longueurs des lectures qui différent

d'un sujet a l'autre :

- Pour le témoin 1, les kits de prélevement NORGEN et OMNIGEN ne semblent pas montrer de
variation dans les longueurs des lectures selon le mode de transport car dans les deux cas, on observe
des lectures longues entre 1,1 et 10Kb pour NORGEN et d’environ 1,1 a 24Kb pour OMNIGEN. La
selle totale avec une stabilisation a -80°C de I’ADN bactérien donne des lectures allant jusqu’a 21Kb

environ.

- Pour le témoin 3, nous observons un schéma différent soulignant un impact du mode
d’acheminement du prélévement vers le laboratoire, sur la longueur des lectures. La selle totale donne
les lectures les plus courtes, comprise entre 1,1 et 10Kb environ. Les kits NORGEN et OMNIGEN,
lorsqu’ils sont immédiatement stockés a température ambiante apres le recueil, donnent des lectures

de longueurs relativement équivalentes d’environ 21 et 24Kb, respectivement.
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- [ | noreenar
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Figure 49 : Distribution des longueurs des séquences obtenues en fonction du kit de préléevement utilisé et son mode
de transport : remise et stockage a RT au laboratoire ou envoi par la poste et stockage a RT a réception. Echantillons

obtenus a partir de 2 prélévements de 2 sujets sains.
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Les fractions de lectures classifiées et non classifiées obtenues avec les différentes librairies ne
montrent pas de variations dans les résultats des deux individus (p-value > 0,05). On obtient donc,

les mémes pourcentages de lectures classifiées et non classifiées (fig. 50).
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0.6 - Stabilisation et conservation

ES NORGEN.Poste
ES NORGEN.RT
B OMNIGEN.Poste
B3 OMNIGEN.RT
0.4 1 E:Ei SellesTotales

% de lectures

0.2 -

Classifiées Non classifiées

Figure 50 : Profils taxonomiques des lectures obtenues en fonction de leurs classifications ne montrant pas de
variations significatives dans les proportions des lectures classifiées et non classifiées, entre les deux systémes de
stabilisation de stabilisation de I’ADN testés et leurs modes d’acheminement au laboratoire, comme l’atteste le test de
Wilcoxon : classifiées : p-value = 0,93, non classifiées : p-value = 0,92. Echantillons obtenus a partir de 2 prélévements

de 2 sujets sains.

L’analyse de la diversité alpha (fig. 51) montre une différence significative de la richesse bactérienne
entre les deux sujets. En effet, le témoin 3 présente une plus grande diversité bactérienne que le témoin
1. Nous constatons, également, que le t¢émoin 1 présente une meilleure estimation de la diversité avec
les kits NORGEN et OMNIGEN lorsque les échantillons sont conservés directement a température
ambiante dans la solution de préservation apres le recueil. Dans le cas du témoin 3 cette tendance est

inversée.
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Figure 51 : Alpha diversité observée et estimée selon Choal et ACE pour chaque sujet en fonction des systémes testés
de stabilisation de I’ADN et leurs modes d’acheminement vers le laboratoire, montrant une plus grande diversité
bactérienne pour le témoin 3 comparé au témoin 1. Variations significatives entre les deux sujets (Test de Wilcoxon :

Observée (p-value = 0,0079), Chao 1 (p-value = 0,095), ACE (p-value = 0,015)).

La représentation inverse (stratification par systétme de recueil des selles) (fig. 51) montre une
variabilité moindre entre les deux sujets avec les systtmes OMNIGEN GUT et NORGEN lorsque les
¢échantillons sont remis au laboratoire et stockés a température ambiante. Par contre cette variabilité
est plus grande lorsque les échantillons sont envoyés par la poste. Une variabilité similaire est
observée avec le prélévement effectué sur tube sec et stabilis¢é immédiatement a -80°C ; il est
important de noter que ce dernier subit une décongélation préalable a I’extraction, méme si elle reste

partielle. Cependant, d’un point de vue statistique, les variations observées ne sont pas significatives.
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Figure 52 : Alpha diversité estimée selon Choal et ACE selon les kits de prélévement avec estimation de la variabilité
entre les deux sujets. Le test de Kruskal-Wallis ne montre pas de variation significative dans ’estimation de la diversité

selon les kits utilisés et leurs modes d’acheminement vers le laboratoire (Observée (p-value = 1) Chao 1 (p-value =0,7)

Ace (p-value = 0,66)).

Lorsque nous regardons les 50 espéces les plus abondantes, en termes de nombre de lectures par sujet,
et dans les groupes les plus représentés, nous observons la méme distribution avec les différents
systémes de prélévement (p.ex., B. vulgatus, E. rectale, B. dorei). Cependant, on note des différences
importantes entre les deux sujets, comme la présence d'dkkermansia mucciniphila et
Methanobrevibacter smithii chez le témoin 3 et la présence de différentes lignées de Bifidobacterium

chez le témoin 1.

Conclusion

Nous n’observons pas de différences significatives dans 1’estimation de la diversité entre les modes
de recueil et de stockage testés. A ce stade de notre expérimentation, nous ¢éliminons le kit de

prélevement OMNIGEN GUT pour deux raisons :

- Son cott ¢éleve : 22€ le tube.

- Ne permet de recueil que 500 mg de selle, ce qui permet, & peine de faire une extraction
supplémentaire si besoin.

- La durée de conservation a température ambiante est de deux mois seulement alors qu’elle est
de deux ans pour le systétme NORGEN.

- La difficulté de réaliser le recueil : utilisation d’une spatule pour le prélévement qui rend
difficile ’estimation de la quantité nécessaire. Difficult¢ de manipulation du tube par le
préleveur.

82



Résultats

B) Comparaison de différents modes de stockage des échantillons prélevés sur tube avec
stabilisateur.

Sur un autre groupe de sept sujets volontaires, j’ai ensuite comparé le systtme NORGEN sélectionné
dans I’expérimentation précédente, avec le systétme « DNA/RNA Shield - Fecal Collection Tube »
commercialisé¢ par OZYME. J’ai, également, testé en parallele I’effet de la congélation a -80°C, des
selles stabilisées a température ambiante. Chaque sujet a effectué 1 recueil dans un tube NORGEN
et trois sujets parmi les sept, ont eu un recueil supplémentaire dans un tube « DNA/RNA Shield -
Fecal Collection ».

Les prélévements ont été remis au laboratoire. Un aliquot de 300ul a été préparé et stocké a -80°C.

Le reste des échantillons a été conservé a température ambiante jusqu’au moment de 1’extraction.

Résultats

L’estimation de la diversité alpha (fig. 53) observée et estimée selon Chaol et ACE ne montre pas de
différences significatives selon que les échantillons soient prélevés sur tube NORGEN ou Ozyme ou

qu’ils soient conservés a température ambiante ou stockés a -80°C avant I’extraction.
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Figure 53 : Alpha diversité estimée selon Choal et ACE selon les kits de prélévement et conditions de stockage testés.
Selon le test Kruskal-Wallis, nous n’observons pas de différence significative dans I’estimation de la richesse entre les

différentes conditions (Observée (p-value = 0,78), Chao 1 (p-value = 0,94), ACE (p-value = 0,84)).
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Conclusion :

Nous choisissons donc ’utilisation du kit DNA/RNA Shield - Fecal Collection de chez OZYME car
il permet une estimation de la diversité bactérienne qui permet d’établir I’état de la richesse
microbienne du microbiote intestinal. En plus, le colt du tube « DNA/RNA Shield - Fecal
Collection » est moins colteux (9€ le tube) comparé au tube NORGEN (15€ le tube). Une
expérimentation est en cours sur les échantillons de 7 autres volontaires sains afin de valider le résultat

obtenu avec ce mode de prélévement.
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Validation du séquencage Oxford Nanopore

Comparaison séquencage « MinlON » d’Oxford Nanopore et Séquencage « Solid »

La dysbiose intestinale a été identifiée dans le surpoids et 1'obésité modérée!?? comme en témoignent
les modifications substantielles de la composition microbienne intestinale (avec enrichissement ou
diminution de groupes bactériens spécifiques) et la faible richesse microbienne associ¢e a des
altérations métaboliques (insulinorésistance, inflammation de bas grade et hypertrophie
adipocytaire). Cependant, les caractéristiques du microbiote intestinal avaient été peu explorées dans
les formes extrémes d'obésité (sévere : indice de masse corporelle (IMC)> 35 kg / m2) et morbide
(IMC> 40 kg / m2)) malgré la progression de 1’obésité dans le monde. Alors que certains patients

103

gravement obéses restent métaboliquement en bonne santé'®’, en général, atteindre un IMC> 35

kg/m2 induit une augmentation significative de risque de troubles chroniques!'%*.

Dans I’équipe, nous avons exploré la richesse génétique microbienne chez des patients obeses et son
évolution aprés une intervention bariatrique avec anneau ou by pass gastrique, ainsi que sa relation
avec d’autres caractéristiques métaboliques cliniques. Nous avons pour cela, utilisé le séquencage
SOLiD (whole shotgun metagenomic), en collaboration avec les équipes de I'INRA (équipe

MICALIS). L’objectif de cette étude était de :

- Vérifier si la richesse génétique microbienne se détériore dans 1'obésité sévere et comment

elle est éventuellement reliée a 'aggravation des comorbidités.

- Vérifier si différents types de chirurgie bariatrique pouvaient corriger différemment les
caractéristiques microbiennes intestinales séveres liées a 1'obésité en termes de composition

et de fonction.

Nous avons inclus de maniére prospective 61 femmes sévérement obéses. Les patientes ont été
séparées en deux groupes, anneau (AG) ou by pass (BP) gastriques selon les directives internationales
pour la chirurgie bariatrique (BP : IMC>40kg/m?> ou AG : IMC>35 kg/m?, avec au moins une
complication de 'obésité sévere. Des évaluations cliniques, anthropométriques et biologiques ont été
obtenues avant intervention (T0) et & 1 mois (T1), 3 mois (T3) et 12 mois (T12) pendant le suivi post-
opératoire. Les féces ont été collectées a chaque visite. Les échantillons ont été¢ soit stockés
immédiatement a -80 °C lorsque le recueil a été réalisé pendant 1’hospitalisation, soit conservés

brievement dans des congélateurs domestiques, dans des conditions anaérobies, avant d’étre
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transportés au laboratoire ou ils ont ét¢ immédiatement congelés a -80°C. Aucun patient n'avait recu

de traitement antibiotique durant les 3 mois précédent la chirurgie bariatrique, ni n'avait eu

d'antécédents de maladies gastro-intestinales aigué€s ou chroniques.

L'ADN fécal total des échantillons a été extrait, séquencé et analysé a I’INRA. Une moyenne de 68,72
millions de lectures uniques de 35 bases de long (SD 26M) a été obtenue pour les échantillons.
L'analyse primaire, de la qualité de lecture a I’alignement des lectures sur un catalogue de référence
de 3,9 millions de génes a été réalisée a I'aide de Meteor Studio. Les analyses secondaires, de la

normalisation de I'abondance des geénes a 1’établissement de la richesse microbienne et des analyses

statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel « momr R ».

Dans ces travaux, une distribution bimodale de la richesse microbienne a été obtenue. En utilisant la
méme méthodologie et le méme seuil génétique (480 000 genes) que celui utilisé dans la publication
de « Le Chatelier & al., Nature 2013 » on distingue deux groupes de sujets : un groupe avec une faible
richesse génétique (LGC) et un groupe avec une richesse génétique plus élevée (HGC). On constate,

¢galement, que la grande majorité des patientes (75%) appartenaient au groupe LGC (figure 54).
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Figure 54 : Distribution basale de la richesse microbienne dans la cohorte « Microbaria » (N=61 sujets), Aron & al.,
Gut, 2018. Sur I’ensemble de la cohorte étudié, on reléve 75% de sujets LGC et 25% de sujets HGC. Dans le groupe

AGB (gastric banding ou anneau gastrique), on dénombre 60% de patientes LGC alors que dans le groupe RYGB
(bypass) ce taux est de 83 %.

86



Résultats

Nous avons donc utilisé cette étude pour laquelle nous avions déja des données de séquencage
obtenues par SOLiD pour valider le séquencage mis au point au laboratoire avec la technologie
d’Oxford Nanopore. Pour cela, parmi cette série de sujets, nous avons sélectionné dans la cohorte
« Microbaria » 15 patientes HGC et 15 patientes LGC en se basant sur la distribution de la richesse
génique. L’extraction de I’ADN bactérien a été effectuée sur les mémes prélévements de selles qui
ont servis pour 1’étude « Microbaria », avec le kit « PureLink Microbiome DNA Purification »
supplémenté des recommandations IHMS. La préparation de la librairie de séquencage a été réalisée
avec le protocole amélioré d’Oxford Nanopore technologies présenté supra. Le séquencage a été

réalisé grace a I’outil « MinlON » d’ONT.

Résultat

L’analyse de la diversité alpha (espéces observées, Chaol, ACE) (fig. 55) nous permet de distinguer
deux groupes distincts de patientes qui se regroupent en fonction de leur diversité en especes
bactériennes. La différence entre les deux groupes est plus prononcée avec la diversité alpha observée
qui tient compte du nombre d’espéces présentes dans 1’échantillon, ce qui la rend équivalente a la
richesse génétique microbienne, qui rend compte de la variété a I’intérieur de 1’espece. C’est ce qui a
été utilisée dans le cadre de I’étude « Microbaria » pour estimer la richesse génétique bactérienne.

4 Chao 1 ACE
b
p.va?uze:r B?goozs p-value = 0,0018 p-value = 0,0031

2250 4 °, 2500 4
L ps
Pl .

. 24004 o & 2400 -

2500 4

n
o
o
o
1

Diversité alpha

2300 4

17297 22004

2200

1500 4

HGC  LGC HGC  LGC HGC  LGC
Richesse microbienne estimée parla technologie ONT
Figure 55 : Diversité alpha des deux groupes de chirurgie bariatrique. Chaque point représente un individu en

fonction de la date du séquencage (rouge : expérience 1, vert : expérience 2, bleu : expérience 3) HGC= High Gene

Count, LGC = Low Gene count.
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Afin de valider davantage ces résultats, nous avons comparé les indices de diversité alpha calculés a
partir du séquengage Nanopore (espéces observées, Chaol, ACE) (fig. 55) avec les valeurs de
richesse génétique du papier de 1’étude « Microbaria ». Pour ce faire, nous avons fusionné les données
de la diversité alpha obtenues par le séquencage MinlON d’ONT et celles obtenues par le s€équengage

SOLID pour les patientes de la sélection.
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Figure 56 : Diversité alpha des deux groupes de chirurgie bariatrique. Chaque point représente un individu en
fonction de la date d’expérimentation (rouge : expérience 1, vert: expérience 2, bleu : expérience 3). Différence
significative de diversité alpha entre les groupes HGC (diversité génétique élevée) et LGC (diversité génétique faible),

attestée par le test de Wilcoxon.

Nous constatons donc, que nous retrouvons toujours la séparation des patientes en deux groupes,
HGC et LGC et nous reproduisons les mémes résultats que précédemment en augmentant les niveaux

de significativité.
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Nous avons, par la suite, corrélé les valeurs de la diversité alpha obtenue par séquengage Nanopore
avec les valeurs de la richesse génétique obtenue par séquencage SOLID (fig. 57) et nous observons
une corrélation positive et significative, plus forte encore avec la diversité alpha observée

(équivalente de la richesse génétique).

Observée : Rho = 0,79 (p-value = 908) Chao 1 : Rho=0,76 (p-value = 595) ACE : Rho = 0,64 (p-value =0,00012)
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Figure 57 : Corrélation positive entre la diversité alpha et la richesse génétique (test statistique de Spearman). Chaque
point représente un individu en fonction de la date d’expérimentation (rouge : expérience 1, vert : expérience 2, bleu :

expérience 3).

Conclusion :

Nous constatons dans cette série de comparaison que le séquencage d’ONT nous permet d’obtenir la
méme séparation des patientes en deux groupes, HGC et LGC et donc, que le séquengage ONT nous

permet de déterminer le statut des patients en termes de richesse microbienne intestinale au méme

titre que le séquencage SOLID.
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Discussion

Dans ce travail, nous avons mis en place un protocole de séquencage « maison » basé sur I’utilisation
de la technologie d’Oxford Nanopore grace a I’utilisation de 1’outil MinlON. Nous avons travaillé

sur plusieurs étapes critiques.

Les ¢études du microbiote intestinal chez nos sujets obeses ont, jusqu’alors étaient réalisées en
collaboration ou les extractions et le séquengage ont étaient gérés ailleurs que dans notre laboratoire.
Le développement du séquencgage dans nos locaux, a nécessité le choix et la mise au point d’un
protocole d’extraction de ’ADN bactérien a partir des selles humaines qui permet d’obtenir un
matériel en bonne quantité et de bonne qualité. Dans la littérature, plusieurs études au cours des cing
derniéres années ont utilisé¢ I'ADN ou I'ARN bactérien pour explorer les communautés microbiennes
dans des écosystemes divers et variés allant jusqu’au corps humain. Le microbiote intestinal est
particuliérement intéressant en raison de son abondance, sa grande diversité et sa pertinence pour la
santé humaine et les maladies. Les études dans ces domaines ont presque exclusivement utilisé leur
propre protocole d’extraction d’ADN et une cohorte démographiquement bien déterminée basée sur
un questionnement bien précis. Des techniques différentes de séquengage ont été utilisées (Illumina,
Solid). De nombreuses études ont pointé les effets de « batch »'% et les différences dans 1'analyse des

106 _ 107

données générées en fonction des protocoles utilisés , ce qui introduit un biais dans les

comparaisons analytiques de ces analyses entres elles.

Nous nous sommes donc intéressés a I’étude d’IHMS dans laquelle les équipes scientifiques comparé
21 méthodes d'extraction d'ADN en utilisant le séquengage méta génomique « Shot Gun » par la
technologie Illumina HiSeq2000. Ils ont évalué le profil taxonomique et la variabilité fonctionnelle
tout en standardisant les étapes de collecte des selles, de stabilisation de I’ADN bactérien, de
préparation de la librairie et enfin, le séquengage. Il en a résulté des « Standard Operating Procedure
« SOPs » comportant des recommandations qui permettraient d’améliorer I’extraction de I’ADN en
termes de rendement (>150ng/ul) et de qualité (Rapports 260/280 >1,8) et 260/230 > 1,8). Les

principaux conseils d’amélioration concernent :

- Lalyse de la paroi des bactéries. En effet le protocole conseille de réaliser une premiere fois,
une lyse chimique suivi d’une lyse mécanique, de centrifuger les tubes et de récupérer le
surnageant contenant les bactéries dont la paroi a été cassée. Sur le culot restant, on procéde

a un deuxiéme tour de lyses chimique et mécanique, on centrifuge les tubes et on récupére le
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surnageant contenant I’ADN des bactéries qui avaient résisté au premier tour de lyse. C’est

cela qui permet d’augmenter le rendement de 1’extraction.

L’¢limination des protéines et des ARN. Le consortium propose un premier traitement des
deux surnageant récupérés apres les deux tours de lyses chimique et mécanique, par de
I’acétate d’ammonium qui permet de précipiter les protéines. S’ensuit une précipitation de
I’ADN a I’isopropanol. L’ ADN ainsi précipité est trait¢ d’abord a la RNase et ensuite a la
protéinase K. Cette étape contribue a une meilleure élimination des protéines et des ARN

comme peut en témoigner les rapports 260/280 et 260/230.

Ce sont ces recommandations que nous avons appliqué au kit « PureLink™ Microbiome DNA

Purification » de chez Invitrogen et nous avons pu améliorer et optimiser notre protocole d’extraction.

En effet, nous obtenons un rendement moyen de 300,15 £ 0,75 ng/ul contre 74,5 + 0,48ng/ul (p-

value<0,0001) avec le protocole classique proposé par Invitrogen. Le rapport 260/280 qui témoigne

de la contamination en protéines passe de 1,79 = 0,03 a 1,89 + 0,02 (p-value = 0,005). Le rapport

260/230 quant a lui passe de 1,31 0,05 a 1,87 + 0,04, ce qui est en faveur d’une diminution de la

contamination par des solvants.

Pour une autre étape critique, nous avons voulu explorer d’autres méthodes de stabilisation de I’ADN

pour deux raisons :

I) faciliter et harmoniser les conditions de prélévement. Dans de nombreux cas, y compris en
milieu clinique, les prélévements fécaux peuvent étre prélevés a partir de la selle totale, puis
immédiatement congelés a -20°C afin de prévenir les changements dans la communauté
microbienne jusqu'a ce que l'extraction de I'ADN puisse étre réalisée. Cependant, les
¢échantillons prélevés a domicile nécessitent un transport avec un acceés continu a une
température stable a -20°C. Cela peut s’avérer compliqué pour certains sujets des études.
Méme dans les cas ou un congélateur domestique est disponible, les échantillons peuvent étre
soumis a des variations de température pendant le stockage (les congélateurs domestiques
sont soumis a des cycles de dégivrage automatique) ou pendant le transport ce qui pourrait
provoquer la décongélation des échantillons. Ce mode de prélévement pose I’inconvénient de
maintenir la selle en contact avec 1’oxygene plus ou moins longtemps ce qui est délétére pour
les bactéries anaérobies.

2) Faciliter la gestion des prélévements au niveau du laboratoire. En effet, la tracabilité des
¢chantillons prélevés a domicile est tres difficile car nous ne pouvons pas contrdler les étapes

qui sépare le recueil de la réception du prélévement et son stockage a -80°C au laboratoire.
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Nous avons par la suite amélioré le protocole de séquencage, en améliorant la préparation de
la librairie. En effet, la préparation proposée par ONT, nous a permis d’obtenir une courbe
bimodale de distribution des lectures de séquencage que nous avons divisée en deux parties
séparant une zone de lectures courtes (<1,1Kb) et une zone de lectures longues (>1,1Kb).
Comme nous avons choisi le critére de longueur des lectures pour sélectionner le kit
d’extraction d’ADN, nous avons essay¢ d’améliorer le protocole de préparation de la librairie
afin d’augmenter la proportion des lectures longues obtenue par le séquencage ONT. Ce
critére a été sélectionné pour un aspect pratique au moment du « mapping » de nos lectures
sur les séquences de références du catalogue. Oxford Nanopore propose un forum aux
utilisateurs de cette technologie. C’est un lieu d’échange de compétence et d’expérience. En
explorant ce forum, j’ai pu profiter de I’expérience et recommandations de certains
utilisateurs. J’ai pu, grace a cela, a améliorer la longueur des lectures obtenues par la

technologie de séquencage d’ONT.

Nous avons ensuite voulu comparer nos données de séquengage MinlON a d’autres méthodes
de séquencage SOLID et Illumina en utilisant les mémes échantillons. L’objectif étant de
vérifier si le séquencage d’ONT permet de classer correctement les patients en fonction de

leurs richesses microbiennes.

Une premiere comparaison des résultats obtenus avec le séquengage ONT a été réalisée avec
ceux obtenus avec le séquengage SOLID sur 30 échantillons de selles humaines de la cohorte
de I’¢étude « Microbaria ». Le séquencage SOLID avait généré une moyenne de 68,72 millions
de lectures uniques de 35 bases. Avec le MinlON, nous obtenons en moyenne 2 millions de
lectures de 200pb a 24 Kb. Le résultat obtenu ne montrait pas de différence d’estimation de
la diversité bactérienne entre les deux méthodes de séquencage dans la sous cohorte étudiée.
En effet, nous obtenons, avec le séquengage MinlON la méme répartition des sujets dans les

groupes « faible richesse bactérienne (LGC) » et « richesse bactérienne élevée (HGC) ».

Cette premicre comparaison montre que les résultats obtenus avec le séquengage MinlON, nous
permettent d’estimer la diversité bactérienne du microbiote intestinal de nos patients et d’établir un
diagnostic quant a leurs appartenances au groupe LGC ou au groupe HGC. Ce résultat nous conforte
donc par rapport a la question que nous nous posons en premier lieu pour établir un test diagnostic
pour les sujets obeses suivis dans le service de Nutrition de la Pitié¢ Salpétriére et qui est de connaitre

I’état de richesse de leur microbiote.
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Une deuxiéme expérimentation de validation du séquengage d’ONT est prévue pour comparer, cette
fois, les données obtenues par de séquengage [llumina d’une seconde cohorte de patients obéses avec

les données de séquencage ONT qui sera réalisé sur un sous-groupe de cette cohorte recrutée dans le

cadre d’une étude Européenne.

La technologie MinilOn présente des avantages mais également quelques limites.

A) - Avantages

Tout au long des différentes expérimentations effectuées a ce jour, nous avons pu constater que le
séquencage MinlON nous permettait de visualiser un profil taxonomique regroupant les groupes
bactériens les plus communs du microbiote intestinal. Ainsi on retrouve les principaux ordres
bactériens du microbiote intestinal : les Bactéroidetes et les Firmicutes qui représentent la majorité
du microbiome humain ainsi que les Actinobactéries et les Proteobactéries. On identifie, également,
les principales espéces habituellement retrouvées tels que les Bacteroides, Escherichia. coli et
Akkermansia muciniphila (espéce plus rare). Des proportions similaires ont été rapportées a partir de

données générées par séquengage 16S Ilumina et Pyroséquencage 15418,

Bacteria
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Figure 58 : Profil taxonomique obtenu par le séquencage MinlON montrant les principaux groupes bactériens communément
présents dans la flore bactérienne intestinale. Profil obtenu a partir des séquences générées des échantillons de deux sujets sains et
sur 6 préléevements différents pour chacun. « more » indique la présence d’autres espéces présentent a un faible pourcentage qu’on
a choisi de ne pas représenter sur le profil.
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Le séquencage MinlON permettant d’obtenir des lectures de longueurs supérieures a 1,1kb, nous
avons pu apres quelques expérimentations réaliser des assemblages « de novo ». Effectivement, la
longueur des lectures obtenues par séquencage d’Oxford Nanopore Technologies ont permis, par
exemple, d’assembler le génome d’Akkermansia muciniphila en sept contigs seulement. Dans une
¢tude réalisée en 2015, I’assemblage du génome d’Akkermansia muciniphilla a nécessité I’utilisation
du séquengage « Solid » et du séquengage « Shotgun » pour couvrir le génome de la bactérie avec un

scaffold et 56 gaps'®.

Bacteroides vulgatus =
Bacteroides dorei -
Bacteroides ovatus =
Bacteroides fragilis -
Escherichia coli -
[Eubacterium] rectale
[Eubacterium] eligens o
Bacteroides thetaiotaomicron
Parabacteroides distasonis
Bacteroides sp. 148
Roseburia hominis =
Bacteroides cellulosilyticus
synthetic construct -
Alistipes finegoldii =
Bacteroides helcogenes =
Klebsiella oxytoca
Ruminococcus bicirculans o
Bifidobacterium longum =
Shigella sp. PAMC 28760
Odoribacter splanchnicus
Akkermansia muciniphila =
Bifidobacterium bifidum o
Streptococcus pasteurianus A
Bacteroides salanitronis

| Run07072017
Flavonifractor plautii =

Barnesiella viscericola = . Run31082017

Lachnoclostridium sp. YL32 4 .
Bifidobacterium kashiwanohense Run28092917

Shigella boydii -
Intestinimonas butyriciproducens . Run26102017
Shigella sonnei =
Blautia sp. YL58 o
Shigella flexneri o
Lactococcus lactis A
Streptococcus salivarius
Acidaminococcus intestini =
Megasphaera elsdenii 4
Klebsiella pneumoniae
Streptococcus thermophilus
[Clostridium] saccharolyticum =
Tannerella forsythia 4
Shigella dysenteriae
Clostridioides difficile =
Bacteroides phage B124-14 4
Bifidobacterium pseudocatenulatum =
Bacillus thuringiensis =
Clostridium sp. SY8519 =
Prevotella dentalis -
Clostridium botulinum =
Clostridium perfringens =

2762486
5551471
5728325
6016593
6276110
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Figure 59 : Quelques exemples d’assemblages « de novo » réalisés a partie des données collectées de 4 expériences
différentes permettant la reconstitution certains génomes tel que le génome d’Akkemansia municiphila en seulement

7 contigs.
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L'analyse par composante principale (PCoA) par rapport a la matrice de distance de diversité Bray-
Curtis intégrant I’ensemble des données des mémes échantillons provenant de différentes analyses,
montre une séparation nette des échantillons par sujet le long du premier axe du tracé PCA. Ceci est
en faveur de I’absence d’un effet « batch » ou regroupement des données par date de séquencage,

dans les résultats obtenus avec la technologie ONT.
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Figure 60 : Répartition de différents échantillons séquencés selon I’analyse par composante principale ne présentant
pas d’effet « batch » mais séparant les échantillons par donneur et non par la date d’expérience.

B) -Limites

- nous obtenu un pourcentage assez €leve, environ 25% de lectures qui reste non classifiées. Ceci
correspond essentiellement a :

- la perte du code barre par le fragment d’ADN qui est séquencé mais ne peut étre identifié lors du
démultiplexage et par conséquent ne peut étre reconnu et attribué a un échantillon. Nous avons
constaté que cette fraction comportait beaucoup de lectures courtes. Probablement, et en raison de
leurs longueurs courtes, ces fragments d’ADN ne sont pas correctement marqués ce qui rend leur
identification difficile.

- la détection de séquences d’ADN que nous ne pouvons pas aligner sur les séquences de références

du catalogue.

Ceci a pour conséquence une perte d’information qui peut impacter 1’estimation de la diversité

bactérienne intestinale.
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- La profondeur de séquencage d’Oxford Nanopore technologies reste assez réduite. Ce qui pourrait
étre limitant si on souhaite réaliser des assemblages « de novo » de nouvelles espéces ou dans le cas
de détection de mutation. Dans ce cas, un recours complémentaire a une autre technologie telle que
le séquencage Illumina pourrait s’avérer nécessaire. Cependant et dans le cas de notre étude, cet
inconvénient n’est pas vraiment un probléme du fait que nous souhaitons avoir une image générale
de la diversité bactérienne du microbiote intestinal, et connaitre la présence ou I’absence de séquences
bactériennes fréquentes. De plus les séquences longues fournies par le séquengage MinlON
permettent une couverture assez grande du génome de référence ce qui nous permet d’apporter une
réponse assez juste a notre question. Par ailleurs, ONT a de nouveaux développements qui

permettraient d’augmenter la profondeur du séquencage

Un autre point faible du Minlon est son taux d’erreurs, qui est actuellement de I’ordre de 5 % pour
une seule lecture (une erreur toutes les 20 bases environ). Ceci est directement li¢ au mode de lecture,
qui ne procede pas base par base comme on pourrait I’imaginer en raison du diamétre du nanopore.
En effet les pores biologiques actuellement utilisés ont une dimension telle que la longueur d’ADN
présente a I’intérieur du pore correspond a cing ou six bases : le signal observé est donc caractéristique
d’une suite de bases et non d’une seule d’entre elles. La lecture se fait par comparaison informatique
entre le courant observé et des courants de référence établis pour tous les hexameéres possibles. Ces
problémes sont en partie résolus grace a la redondance des lectures mais aussi par la possibilité de
séquencer successivement les deux brins d’un ADN et d’améliorer ainsi la qualité du résultat en

diminuant le taux d’erreur.

Conclusion

Oxford Nanopore Technologies propose aujourd’hui une solution évidente dans les applications ou
la facilité de mise en ceuvre (portabilité) et 1’absence d’investissement sont déterminantes. Elle peut
aussi, comme Pacific Biosciences, étre complémentaire d’[llumina dans des projets de séquencgage de
novo ou le gros des données est fourni par le séquencage de petits fragments, mais ou 1’organisation
générale du génome étudié repose sur 1’obtention de longues séquences. On peut enfin imaginer que
des progrés au niveau de la nature et de la structure des pores, tel que le passage aux nanopores
artificiels dont on peut contrdler le diamétre, permettrait a I’avenir une véritable lecture base par base,
ce qui autoriserait sans doute une nette baisse du taux d’erreurs et mettrait alors ONT au méme niveau

de qualité qu’Illumina.

97



Discussion et perspectives

Perspectives

Le travail réalis¢ dans le cadre de mon diplome EPHE constitue la premiére étape mais aussi la base
d’un projet de thése de plus grande envergure qui est de mettre au point un test diagnostic pour
détecter les patients obéses morbides avec une atteinte du microbiote intestinal : dysbiose, faible

richesse bactérienne et altération de la composition microbienne.

Deux observations importantes de notre équipe sont a la base de ce projet et des applications cliniques

que nous pourrions développer dans le laboratoire :

- d’une part et au regard des différentes études déja publiées par notre équipe, nous savons que les
patients avec une faible richesse microbienne ont un IMC plus élevé et des complications

métaboliques plus sévéres que ceux avec une richesse préservée.

- d’autre part, aujourd’hui la chirurgie bariatrique et plus particuliérement le by pass gastique
constitue la solution la plus efficace non seulement pour la perte de poids mais aussi pour la résolution
des complications métaboliques dont souffrent les patients obéses. Or, cette chirurgie n’est pas
dénuée de risques et de complications tels que : 1) le « Dumping syndrome » un malaise qui survient
aprés ingestion de matiére dense en sucre et qui peut évoluer en épisode d’évanouissement si la
quantité de sucre ingérée est trop élevée, ii) des carences vitaminiques, en raison du montage
chirurgical qui court-circuite les 75 premiers centimétres de 1’intestin gréle, siege de I’absorption des
vitamines au niveau de I’intestin. Ceci nécessite une supplémentation a vie en vitamines avec une
surveillance médicale réguliére, et bien sir iii) des risques inhérents a la chirurgie chez des patients

fragiles. Enfin tous les patients n’ont pas d’amélioration métaboliques post-chirurgicales.

Ainsi, en établissant un test diagnostic nous serons en mesure d’identifier les patients dont la richesse
microbienne est faible. Ces patients se verront proposer un accompagnement diététique et
thérapeutique spécifiques a leur pathologie pour les aider a rétablir 1I’équilibre de leur flore intestinale
¢ventuellement avant 1’intervention, ou bien au décours. Pour cela, je vais réaliser le séquengage du
microbiote intestinal de 100 patients obéses morbides du service de nutrition de la Pitié¢ Salpétricre.
Ce sont des patients qui ont déja été opérés d’un « by pass gastrique » et pour lesquels nous avons le
suivi clinique complet de leur évolution en termes de poids et de complications métaboliques. Le
résultat du séquencage permettra de classer les patients soit dans le groupe LGC soit dans le groupe
HGC. L’analyse des paramétres cliniques post chirurgicaux, nous permettrait de vérifier notre

hypothese qui est que les patient LGC répondent moins bien a la chirurgie bariatrique en ne résolvant
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que partiellement leurs complications métaboliques. Une fois cette hypothése validée, nous nous
intéresserons a un deuxiéme objectif de cette étude et qui est d’identifier une signature bactérienne
de la dysbiose. En effet, les précédentes études de I’équipe ont permis de mettre en évidence certaines
especes de bactéries retrouvées de fagon réguliére chez des sujets a faible richesse microbienne. Ces
especes pourraient étre des signatures d’une flore intestinale peu diversifiée. Pour cela un travail de
validation de ces candidats sera réalisé afin de sélectionner les especes les plus pertinentes en tant
que marqueurs et qui pourront, par la suite, servir pour un diagnostic encore plus rapide de la dysbiose
chez le sujet obése morbide. Ceci pourrait étre un premier pas vers la médecine de précision qui est

au ceeur de beaucoup de programme de recherche.

Aujourd’hui ce protocole mis au point, de I’extraction de I’ADN microbien a son séquengage par le
MinlON d’Oxford Nanopore Technologies, est utilis¢é dans d’autres projets de recherche de notre
équipe et des projets de collaborations nationale et internationale impliquant du séquencage du

métagénome humain ou murin.
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