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Résunt L'assemblage cil#l est une ethode pour identifier rapidement une famille dengsa partir
d’'un ensembleé&duit de traces deégjuencage. Cet ensemble estecsur la base de la f@sence de mo-
tifs caracgristiques de la famille. Cette &thode court-circuite la @riode, souvent longue, quégare
le sfquencage de I'assemblage complet d'@m@gme. Elle permetgalement de cortter finement les
paranetres d’assemblage de la famille derges consigrée. Pour illustrer le potentiel de I'assemblage
ciblé, nous avons identfisur le €quencagd.6x non assemid du chien plus de 400 nouveaudngs de
récepteurs olfactifs en plus des 63Z2grdemmentépertorés. Ces ésultats onété confronés avec une
premgre version de I'assemblage.
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1 Introduction

Aujourd’hui, la methode de &quencage usuelle, largement autongéatjest celle dite pahotgun Cette
méthode consista decouper un gnome complet en fragments qui sonté@s dans des vecteurs de clonage
[2,8,23]. Les vecteurs sont &gies dans des celluledtes qui assurent le maintien et la replication des frag-
ments d’ADN. L'ensemble de ces cellules constitue baaque de clonehaque clone, dont la taille varie
de 1a 30 kB, est 8quené par ses exémites 5’ et 3’, ce qui fournit defracesde 500a 1200 nudotides.
Geéréralement, on considle que les techniques degsiencage actuelles permettent d’obtenir des traces fiables
pouvant aller jusq@ 1000 nudotides. Cette limitation est due notamment au pousasiolutif du gel ou du
polymere, au temps de migration ainsi gu’épuisement des produits pour les fragments de grande taille.

Ensuite, on doit&aliser urassemblageles traces. Les traces quépentent une fé&tre de chevauchement
suffisante avec une bonne similargont mises bou bout pour i@alement aboutia uncontig unique cor-
respondan& un gecnome ou un chromosome entier. Plusieugthudes performantes d’assemblage existent,
notamment les gthodeverlap-layout-consensusl celles de graphes [7,20].

En realite, I'assemblage produit un certain nombre de contigs de quelques nallggrsiques millions de
nucleotides. Ldinition d’'un assemblage consiséepositionner correctement les contigs. Au final, le poéc
d’assemblage sur deg¢igomes de milliards de bases prend plusieurs mois. En partargémie aquencage, il
peut y avoir plusieurs versions de I'assemblage qui larent au fur ek mesure.

La publication de lasquence assené# d’'un ggnome est toujours uevenement important, attendu par
la communaw scientifique. Elle permet par exemple d’identifier et de localiseciggment les gnes sur



les chromosomes. Mais si I'assemblage complet est indispensablétpblir cette cartographie, il n'est, par
contre, pas forement recessaire pouratouvrir de nouveauxanes : I'information est implicitement contenue
dans les seules traces du shotgun. Parémunent, I'identification de nouveauxges peut&buter @s que I'on
dispose d’un nombre suffisant de traces. C’est sur cdéteqde repose notreathode : I'identification degnes
d’'une neéme famille peut commencer sans attendre la publication finale éeguesce compte du @nome.

Cependant, notre @éthode &cessite d'abord de caréatser la famille de gnes. Elle suppose donc quelques
connaisances palables, et en particulier d’avairdisposition urechantillon de gnes &ja identifés.A partir
de celui-ci, on peut iréfrer des propéites locales suppéss caraériser cette famille comme, par exemple, des
régions hautement consées. Ceslomainesde quelques acides angis, pésenes au cours de &volution,
peuventétre repésengs par des motifs, comme dans la syntaxe PROSITE [14] deKy@g®[IV]-x(1,2)-T.
Des programmes tels que PRATT [15] sont capables d’extraire automatiquement de telsirpatiis d'un
jeu de €quences.

Une famille de gnes est donc car&iste par la pesence d’'un ou plusieurs motifs. Cette information est
I’ élement ck qui va nous permettre de nous focaliser sur un nonéaeir de tracea partir desquelles nous
serons en mesure d'identifier ledrges qui nous igressent. La recherche de moti#¢extionnant les traces peut
se faire de magire approcée, que cela soit par des techniques de programmation dynamique [25] ou par des
automates por&dés [10]. D’autres mogles, parmi lesquels les dhas de Markov, sont utilisables [9,12,16].

La suite de cet article seedompose de la masie suivante : la partie 2 @sente en @tail la nethode de
I'assemblage cil@l. La partie 3 illustre notre approche sur la recherchecteg codant degcepteurs olfactifs
sur les donées brutes duesjuencag&.6x du chien. Nous montrons, en particulier, comment cetithodea
permis d’identifier 400 nouveauweges sur les 639 peedemmenté&pertorées.

2 Assemblage cil#

L'assemblage cild a pour but de n'assembler qu’un petit nombre de traces (issues du shotgun complet
d’'un génome) pour obtenir directement légsences d’'une famille deeges. La &lection appropée de ces
traces s’effectue sur la base ppriétes localegqui se retrouvend la fois dans lesé@nes et dans les traces.

Ces propiétes, qui s’expriment sur quelqueészaines ou centainede nuckotides peuvenktre captuees de
différentes magies :

— par desnotifs exacts ou approés, un @ne pouvant contenir un ou plusieurs motifs ;

— par I'expression democklesa I'aide de languages, d’automates, ou ddmésde Markov [10,12,24];

— parlarecherche deémilitudesque I'on regere géce au calcul d’alignements locaux. C’'est ubeggalisation
de la recherche de motifs avec substitutions, insertiongletidns. L'alignement local se calculezge
a la programmation dynamique [25], et de nombreuses heuristiques telles que Blast [1] rendent possible
des recherches sur des grandes banques.

Ces techniques peuvent s'appliqéeia cecouverte de gnes, mais ausaid’autres applications comme la
recherche de petits ARNs non fonctionnels.

La méthode d’assemblage cild est rersenée par la figure 1. Elle seedompose en étapes principales :

— (1) laformalisation des propétes localesaracéristiques de la famille desmes. Ces prop#iés peuvent
étre inrées automatiquemeat partir d'unéchantillon ouétre determireesa partir de connaissances
préalables;

— (2) lastlection des tracesparmi toutes les traces disponibles on choisit celles qui exhibent lesétespri
locales pecedemment éfinies ;
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FiG. 1. l'assemblage complet d'uréegome peut prendre plusieurs mois (A). Lorsquedeayne complet est disponible,
on utilise des techniques de&cbuverte de gnes se basant sur des préf@s locales telles que lagsence de motifs
caracéristiques (B). L'assemblage cébtonsisté filtrer directement les traces démiencage (2) pour n'assembler qu’un
petit sous-ensemble de ces traces (3). &mpe, non rej@senée, recherche de nouveau les préggs locales sur les contigs
produits par 'assemblage (3’). Dans les deux cas, des traitement&€swghires avec une part d’expertise humaine sont
nécessaires pour valider lesres (4).

— (3) I'assemblagdu sous-ensemble de traces retenAe= stade, on construit des contigs gensontenir
les differents gnes de la famille ;
— (4) unpost-traitementjui écarte certains contigs non pertinents ou construits par erreur.

Idéalement, les contigs produits paéthpe (3) correspondent exactement aux zones idagifsur le
genome complet par la recherche de motifs (B). Il faut pour cela que les traleesienreesa I'étape (2)
soient suffisament nombreuses et chevauchantes.

Temps et qualite

On peut comparer lestapes d'un assemblage @l celles des gthodes usuelles dédouverte de gnes
sur un assemblage complet :

— (1) laformalisation des prof@ies locales, par exemple par des motifs, se fait delmenmargre que lors
d’'uneétude sur le gnome assemb) tout en veillana ce que les prog@tes locales puissenékectionner
suffisament de traces;

— (2) La premere recherche de motifs se fait sur des d@mmplus volumineuses que celles duingme
assemt# (1a 15 fois) ;

— (3) l'assemblage se fait sur un ensemble beaucoup plus petit de traces, en fonctioéleetilats de
I étape pecedente (5G 1000 fois plus petit) ;

— (3) une seconde recherche de motifs permet @eiper quels motifs apparaissent sur les contigs as-
sembeés;

— (4) enfin, le post-traitement, pouvant inclure une expertise humaine, est analogiue€ali€ dans les
méthodes usuelles.

L'assemblage ciléd est donc éréfique @s que le temps gagrsur 'assemblage (3) est plus important que
celui perdu sur les recherches de motifs (2+3"). En pratique, la recherche de motifs (2) s’effectue en temps
linéaire par rapporta la taille totale des traces, et la seconde recherche (3') s’effectue sur uneé&jdantit
donrees regligeable. Au contraire, les algorithmes d’assemblage usuels [7,20] utilisent des comparaisons de



traces deuwd deux et sonfjuadratiquegdans la taille des traces. Le gain de temps va dreimportant pour
des sous-ensembles de traces beaucoup plus petits.

L'assemblage ciléd peut aussi permettre de choisir les paraes d’assemblage plus adegi la famille de
genesttudiée qua un assemblage global. En particulier, si la famille est connue pour son fort taux de ®milarit
on peut fixer un seudlee d’identie pour I'assemblage afin de ne paslamger plusieursanes tés similaires.

3 Recherche d’'une famille de gnes de ecepteurs olfactifs

Dans cette partie, nous appliquons I'assemblagé aild recherche desges codant legcepteurs olfactifs
dans le 8quencagé&.6x du chien. Cette recherche confirme |&rét de I'assemblage ciélpuisque 1083&nes
ont puétre identifes sans utiliser leeGnome complet. Une discussion portant notamment sur la pertinence du
choix des motifs conclut cette partie.

36 M traces, 36 Gpb
shotgun 7.6x (Broad Institute, 2003)

complet

génome complet (brouillon a I'été 2004)

[— —— | e e e——————— »
—_— __——— 12 mois
———— Découverte de motifs = 1
- > o Recherche PC : 48 heures ) Recherche de motifs |
PRATT 2 de motifs Rdisk : 15 minutes pour vérification *
(1) _— =
633 génes OR existants o - = assemblage ciblé 5568 contigs
—o— —_— —_,—— e e—m< —
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FiG. 2. Assemblage cilél appligi a la recherche deémes OR chez le chieA. partir de 633 gnes pecedemment connus,
cing motifs ontéte decouverts par PRATT (1), ce qui alsctione moins ded, 2% des traces (2). Une fois assei@b(3),
les contigs onéte étudies (4) en utilisant notamment les signatures (figure 4).&reogie complet a permis de confirmer
les contigs.

Les récepteurs olfactifs

Les ecepteurs olfactifsoffactory receptorsOR) ontéte decouverts par Buck et Axel en 1991 [3] chez le
rat, cecouverte menant au prix Nobel dédecine 2004. IIs font partie de la famille des pinées transmembra-
naires couges aux pra@ines G. lls pesentent sept domaines transmembranaires, ceétgnsrelativement
conseres, d'autres plus geifiques au ligand. Chaquéeaepteur olfactif peut reconitee plusieurs mdalcules
odorantes, et une@me moécule peut se liea plusieursé&cepteurs [17].

Les genes codant leecepteurs olfactifs (appesd dans la suite genes OR») ont une phase codante (ORF)
d’environ 1000 pb. L'ORF est efement contenue dans un exon, ce qui facilite la recherche sur les traces. La
famille des @nes OR est une des plus grandes famillesateg chez les mamnmaifes : 70G 1000 @nes chez
I'homme (dont 60% de pseudeges), 130@ 1600 chez la souris et chez le rat (dont 20% de pseurts).

Les fquences deseges OR sont assez similaires (de 38%8% d’identié), rendant possible des erreurs
d’assemblage sur certaines portions. Bagles sur legpertoire des ORs canins dgie merees dans [22] et
[18].



Séquencage du gnome du chien

Avec 38 paires d’autosomes plus X et Y, lerpme du chien comprend 2,4 Gpb. Le preméguencage
du chien (shotgun.7x) a &t publé en 2000 [19]. En 2003, un nouvealegsencage &t réali€ au Broad
Institute (shotgurv.6x) [5]. Les traces (36 millions, 36 Glitaient disponibles&s 2003 mais la premie
version de I'assemblage ne le fut gu’éte 2004.

Avant notreétude, 633 gnes OR canins avaiegif identifis par 8quencaga partir d'amorces&ererées
ainsi que par des comparaisons dguences utilisant Blaatpartir du €quencagé.7x [22]. Independamment,
Olender et al avaient iden#i971 ORs, en partie par uneethode similaireéx 'assemblage ciblsur les traces
du f£quencagé.3x de Celera [18].

Assemblage cib® des @nes OR canins

(1) Découverte de motifs PRATT [15], disponible sur les serveurs de OUEST-gendpdla éte utilise pour
extraire des motifa partir des 633 gnes OR prciedemment connus. Nous avons retenu cing motiésemts
sur plus de30% des 633 gnes OR. Les motifsadectionres se gpartissent sur toute la longueur désngs OR
(figure 3).

pl @ TMIl P-M-Y-X-[FL]-L-x(2)-[FL]-[AMS]-X(2)-[DE] 1
p2 < TMIIl L-X(3)-M-X(0,1)-Y-X-[FLR]-[LY]-X(2)-[FILV]-[ACS] 0
p3 == TM Il L-x(1,3)-M-X-[FILY]-D-R-X(2)-A-[IV]-[CS]-X-P-L-x-[HY]-X(3)-[ILM] 3
p4 EE TMVI K-x-[FL]-[AGHNST]-T-C-x-[AS]-H-x(3)-[AIV] 1
p5 <> TM VIl N-P-[FILMV]-[IV]-Y-[AGST]-[AILMV]-[KR]-X(2)-[DEKQ] 1

FiG. 3. Motifs retenus pour les@mes OR du chien. Les motifs sont §isle long de diffrents domaines transmembranaires
(TM). Le motif 2 était utilise sous la forme MAYDRY dans [4]. La degrie colonne indique les seuils d’erreurséfxpour
selectioner moins de 25000 traces par motif.

(2) Recherche de motifs sur les trace®ous avons utilis une recherche par automates parad pour localiser

les cing motifs avec erreurs parmi les 36 Gpb de traces (WAPAM, [10]). Cette recherche, qui dure 48 heures
sur un PC conventionnel (2 GHz, 728 Mo RAM), péiite acéléree sur I'architecture Rdisk qui utilise des
processeurs reconfigurables FPGA [11]. Au total 63745 traceéterilectionrees sur les 36 millions. Les
fichiers qualiés assoés au équencage [21] orété pris en compte pour finalement redectionner que 61321
traces, soit une&ectivite del, 5%. Les traces ont une longueur moyenne de 658 bases.

(3) Assemblagel’assemblage, effecaupar CAP3 [13] avec une féire de 25 nuélotides et un taux de simi-
larité de97%, a dugé 10 heures. 5568 contigs et 11839 singletongtndbtenus. Les singletons correspondent
a des traces de moyenne qualijui n'ont pas pu s'assembler avec d’autres et n'ontiasonsi@rés dans la
suite. Les contigs assengslont en moyenne une longueur de 1130 bases et une profondeur de 7 traces.

3 www.genouest.org



(4) Post-traitement des esultats Pourétudier les 5568 contigs, nous avons lo@like nouveau les motifs,
puis repéseng leur succession par degnaturesdu typepl (171) p2 (27) p3 (339) p4 (141)

p5. Ces signatures indiquent la distance entre lesmites terminales de chaque motif. L'analyse de la
répartition des signatures sur 'ensemble dasag OR a permis de mettre@idence une distribution consen-
sus (figure 4). Les contigs oate aussi compés par Blast auxé@nes OR existants ainsi qu’entre euRmes.
Etant donié que I'assemblagetait relativement strict pour ne pas commettre d’erreurs, certains Comtigys tr
similaires ontete reassemld@s. Les ORFs orite determirées. Au total, 1083&nes OR onéte identifiés dont
213 pseudo-gnes.

-

| P | p————— P

171 27 333-339 138-150

FiG. 4. Emplacement des motifs sur legrges OR du chien. Les distances sont @awen nuéotides. Cet emplace-
ment correspond la signatur@l (171) p2 (27) p3 (333-339) p4 (138-150) p5 . Les motifs 2 et 3 sont
imbriqués.

Validation des résultats

Lorsque le premiex brouillon » (working draft)du ggnome complet até disponible & 2004), la réme
recherche de motifs &tt relanée sur 'assemblage complet [6]. Lesgsiences obtenues par I'assemblage
ciblé ontéte confirmees. L'assemblage complet a cependant pernéiteddre certains contigs lorsque 'ORF
obtenue par 'assemblage d@hh’etait pas comgite. De plus, certaineg&guences provenant d’u¢ude sur
le s.quencgagé.7x ontéte ajouees pour arrived un €pertoire total de 1121éges OR. Les contigs font en
moyenne 1816 nuebtides, et les ORFs 950 néackides.

Parmi tous ces@nes, 125 soit 11% n’ont pas encéite locali€s sur le gnome & chromosome inconnu
») alors que ceséxjuences repsentent moins de 5% desgsiences. En raison de la haute simitade cette
famille, il est possible que ce®ges soient difficilea assembler &t cartographier.

Discussion

Pertinence du choix des motifs.L'approche utili€e par Olender dans [18] effectuait des recherches de traces
avec BLAST/TBLASTNa partir d'un jeu de 199&quences repsentatifs des ORs connus chez les mam-
miferes. Leur rethode recherche aussi des préfs localesa savoir des similats d’au moins 40 paires

de bases qui correspondent aégions conseies dans les ORs. Une telle recherche augmente le temps de
I étape (2) de maare significative.

Nous avons fait ici le choix de partir d’'une recherche de motifs pour se concentrer sur les zones similaires
dans les ORs, ce qui autorise un seuil d’eri@exé sur ces motifs. Certegtant doni les seuils d’erreurs, la
majorite des traces retenuad’étape (2) ne se retrouvent plus dans les 1388%g OR finalement iden& :

il y a un grand nombre de singletons et la plupart des 5568 contigefosont des faux positifs. Le premier
tri a d’ailleursété d’analyser les contigs qui contenaient au moins le np&ijfmotif le plus conser& dans les



genes OR prcedemment connus et utiéiglans certaines de ses formes dans [4]. || afipquea 94% des@nes
OR finalement retenus pasdent ce motif, dont 72% sans erreurs.

Cependant, I'utilisation des 5 motifs avec erreurs a permi€tesonner un sous-ensemble de traces plus
important. On a ainsi plus de chances de trouver dans ce sous-ensemble suffisament de traces qui se chevauchent
et s’assemblent powlargir au maximum les contigs etddlement trouver toutes les ORFs coates A titre
de comparaison, I'utilisation d’'un seul motif sans erreur, pourtant le plus pertipghtonduita seulement
862 contigs dont laé&gquence consensus a une longueur moyenne de 1083. Lepétiaint tes discriminant,
de nombreux OR se trouvent dans ces 862 contigs, mais leur nombre résguiniux 1083 gnes identigs
et les ORFs sont majoritairement incoragls. De r@me, la néthode propd=e dans [18] ne trouve que 121
ORFs compites sur 971 ORs. Bien que, compan’ensemble des traces du shotgun, 'assemblagé tibite
tres peu de traces, le sous-ensembledionré doit contenir suffisament pour pouvéitre assemsl quitea
avoir un certain nombre de faux positdd’'étape 2 qui sont par la suigdiminés.

Une perspective igressante serait de trouver des &led de propétes locales plus complexes dans leur
expressivié, mais qui restent relativement simpéesalculer, comme par exemple des recherches paelesd
de Markov cachs ou par automates paés.

Temps de calcul et expertise humaineOutre le gain de temps norégligeable, 'assemblage cébpermet
de contbler 'assemblage pour une famille dé@@ende gnes. Certes, le tempgcessairé I'assemblage com-
plet n'est pas seulementicaux temps de calcul : la finitionegessite une expertise humaine et tiegdfice
d’expériences comg@imentaires, notamment sur la cartographie &hogne.

L'avantage de I'assemblage d#st que le temps de calcul devieagligeable compérau temps d’exper-
tise. On peut aussi cherch&mutomatiser 8tape (4) a posteriori (en ne gardant que les signatures correctes),
mais un travail d'analyse et deexification sera toujourséatessaire. Pluségéralement, dans uneéathode
d’assemblage ciBl le travail humain peut se concentrer sur la famille éieegetudiee.

La principale limitation de I'assemblage dbkoncerne la distance&parant les motifs sur leseges.
La presence de grands introns peut rendre impossible éleeton correcte des traces, sauf si ces introns
présentent eux aussi une prdiei locale caraéristique. Une autre limitation de I'assemblage &ibkt qu'l
ne permet pas de localiser lesrges identifes sur le @nome, mais des amorces de PCR peuggrtdessiges
afin de localiser cesames par une technique de cartograpléeetique.

4 Conclusion et perspectives

L'assemblage cilé est une rathode pour rechercher directement des pétgsilocales dans unegome
non assemkl. Lorsque des motifs commuasune famille de gnes sont connus, il permet de rechercher de
nouveaux gnes directement sur les traces. L'assemblage cilfe valide par I'identification de nouveaux
genes olfactifs sur leégiuencag@.6x non assemig du chien. D’'autres types de recherches sont envisageables
tant que les propeies recherobes sont suffisament locales et rappéesh

Comme l'assemblage estali€ sur un sous-ensemble restreint des traces, il est beaucoup plus rapide et
ne recessite pas une connaissance sur toutf®me : le temps d’assemblage &duit de plusieurs moia
une jourree. L'expertise humaine pour analyser lésultats peut donc s’appliquer directement sur un sous-
ensemble pertinent duiegome.

L' étape d'assemblage, adagu probéme consiéré, gagneraif étre encorectudée : au lieu d'utiliser
un programme d’assemblagérgrique, nos recherches actuelles portent suelelppement d'algorithmes
d’assemblages &gialement adapsa des gnes hautement similaires.
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