Introduction :
I’ére de la génomique

En 1995, pour la premiére fois, la séquence compléte du génome d’une
cellule vivante a été déterminée. Il s’agissait d’Haemophilus influenzae, une
bactérie responsable d’infections bronco-pulmonaires chez les jeunes enfants,
dont le génome est composé d’un seul chromosome circulaire long de 1 830 140
paires de bases et comportant 1738 génes. Au cours des 5 derniéres années,
les progreés ont été tout a fait spectaculaires : aujourd’hui (printemps 2002),
les séquences d’une centaine de génomes complets sont connues, provenant de
domaines trés différents du Vivant : bactéries, archaebactéries, champignons,
invertébrés, insectes, plantes. Cet effort a trouvé son point culminant au dé-
but de 'année 2001 avec la publication de la séquence « brute » du génome
humain. A Pheure actuelle, cet effort se poursuit encore avec un grand nombre
d’autres génomes en cours d’étude : bactéries, souris, poissons, plantes culti-
vées...

La biologie moléculaire est donc entrée depuis 1995 dans 1’ére de la géno-
mique : on dispose maintenant de 'information génétique exhaustive sur un
nombre croissant d’organismes vivants et il est aujourd’hui possible d’aborder
de maniére globale un certain nombre de problémes complexes dont on n’avait
jusqu’a présent qu’une connaissance fragmentaire : voies métaboliques, inter-
action de la cellule avec ’extérieur, mécanismes globaux de régulation et de
controle. Une nouvelle discipline est également née de la connaissance de ces
séquences complétes de chromosomes : la génomique comparée. Il est mainte-
nant possible de comparer deux organismes vivants & ’échelle de leur génome,
de déterminer les génes qu’ils ont en commun ou qui leur sont propres. Ce type
d’analyse est trés prometteur dans le contexte de l’identification sélective de
génes correspondant & des cibles thérapeutiques : en comparant par exemple
une bactérie pathogéne et une proche cousine non-pathogéne, on peut essayer
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de repérer les génes impliqués dans la virulence de la souche infectieuse.

L’accélération du séquencage, permise en particulier par la robotisation
et la parallélisation des méthodes d’analyse, nécessite un soutien de plus en
plus important de l'outil informatique. Dans un premier stade, celui-ci est
indispensable pour permettre ’assemblage du gigantesque « puzzle » que
constituent les milliers ou millions de fragments de génome issus des auto-
mates de séquencage. Ensuite 'informatique est un outil incontournable pour
extraire et analyser I'information contenue dans ces gigabases (1 Gbase = 10?
nucléotides) de séquence. Le volume des données a traiter est considérable,
aujourd’hui (printemps 2002) les banques de séquences rassemblent plus de
10" nucléotides et leur taille augmente exponentiellement avec un temps de
doublement de 'ordre de 15 & 18 mois. Il est clairement impossible de carac-
tériser expérimentalement tous les génes contenus dans ces séquences et c’est
pourquoi l'analyse in silicio (grace au silicium des microprocesseurs) doit ve-
nir au secours des biologistes pour compléter et guider les approches in vitro
et in vivo.

La bioinformatique, discipline récente, traite des différents aspects de ce
nouveau champ de la connaissance et s’appuie bien stir & la fois sur les concepts
de la biologie et de 'informatique, et sur des outils issus de la chimie et de la
physique.



Chapitre 1

Séquencage et Génome

1.1 Le séquencage automatique

La méthode des didésoxyribonucléotides, inventée il y a une vingtaine d’an-
née dans le laboratoire de Fred Sanger & Cambridge en Grande-Bretagne, est
aujourd’hui universellement employée pour séquencer ’ADN. Elle repose sur
I’allongement par ’ADN polymeérase d’un brin & partir d’une amorce, en uti-
lisant un autre brin I’ADN comme matrice.

Cet allongement est réalisé en présence des quatre désoxyribonucléotides
triphosphate (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), monomeéres utilisés par la poly-
meérase, et d'un analogue didésoxyribonucléotide (ddNTP, cf figure 1) qui joue
le r6le de terminateur de chaine.

Du fait de I'incorporation spécifique de I’analogue par la polymérase, on
obtient un mélange de fragments qui se terminent sélectivement aux positions
correspondant au nucléotide choisi (dans ’exemple ci-dessous, les A).

Le principe de la méthode de séquencage est illustré sur la figure 2 :

On effectue ainsi quatre réactions en paralléle, chacune avec I'un des quatre
ddNTP, et I'on sépare les fragments obtenus par électrophorése. Afin de pou-
voir identifier les fragments d’ADN synthétisés par la polymérase et en par-
ticulier pour pouvoir les distinguer de ’ADN matrice, on les marque avec
un traceur fluorescent. Celui-ci est accroché a I'une de ses deux extrémités,
soit en 5’, sur 'amorce de séquengage, soit en 3’ sur le didésoxyribonucléotide
terminateur.

Les séquenceurs automatiques modernes utilisent un systéme de détection
in situ pendant I’électrophorese. Le faisceau d’un laser émettant dans la bande
d’absorption du fluorophore traverse le gel (cf. figure 3). Pendant la migration,
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Dans le didésoxyribonucléotide (ddNTP), le remplacement du groupe-
ment 3’-0H par un 3’-H empéche la formation d’une liaison phosphodiester
du coté 3’.

Ces nucléotides modifiés peuvent toutefois étre incorporés par PTADN
polymeérase car ils possédent un coté 5’-triphosphate normal.

Les régles d’appariement A-T et G-C sont respectées lors de I'incorpora-
tion des dANTP. Ainsi le ddATP sera incorporé lorsqu’on trouvera en
regard un T sur le brin matrice.

F1a. 1.1 : Structure des didésoxyribonucléotides.

lorsqu’une bande d’ADN passe devant le faisceau, un signal de fluorescence est
émis. Celui-ci est capté par une photodiode située en regard du gel. Le signal
est amplifié puis transmis & I'ordinateur de controle et analysé par un logiciel
spécialisé.

Dans des conditions favorables, cette technique permet de lire jusqu’a 1000
nucléotides par fragment séquencé. En routine, la moyenne est de 'ordre 500
a 800 nucléotides par expérience.

Deux meéthodologies cohabitent actuellement, reposant sur l'utilisation
d’un fluorophore unique ou bien sur celle de quatre traceurs fluorescents possé-
dant des spectres d’émission distincts. Dans le premier cas, les quatre mélanges
correspondant & chacun des quatre ddNTP sont déposés sur des puits distincts
du gel. L’analyse se fait sur la migration comparée des fragments dans les
quatre pistes résultantes. Dans 'autre systéme, on utilise un fluorophore dif-
férent dans chacune des quatre réactions de séquengage. Une solution consiste
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F1c. 1.2 : Principe du séquencgage par la méthode de Sanger.

a utiliser des ddANTP modifiés chacun par un traceur spécifique. Aprés avoir
effectué les quatre réactions de polymérisation, on les mélange et on dépose
dans le méme puit sur le gel. La reconnaissance des nucléotides se fait alors
sur la base des propriétés d’émission du traceur qui passe devant le faisceau
laser, au moyen de filtres colorés sélectifs. L’analyse est alors effectuée sur une
seule piste du gel.

La technique & quatre fluorophores est un peu plus onéreuse, car elle néces-
site une chimie un peu plus diversifiée. En revanche, elle présente 'avantage
d’étre bien adaptée aux plus hauts débits, car plus d’échantillons peuvent
étre analysés sur le méme gel. Dans les séquenceurs de derniére génération,
le gel de polyacrylamide rectangulaire classique est remplacé par un capillaire
réutilisable (le principe de la séparation et de la détection reste le méme).
Cette technique permet de réduire la durée des expériences de quelques heures
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Fi1c. 1.3 : Séquengage automatique sur des séquenceurs 1 et 4 fluorophores.

Les échantillons déposés dans les puits en haut sont séparés par une électrophorése
dans un gel de polyacrylamide-urée. La séquence 5’-CAATCCCGGATGTTT se lit de bas en
haut.

a quelques dizaines de minutes et de minimiser le temps passé par 'opéra-
teur pour sa préparation. Les modeéles multi-capillaires les plus performants
peuvent, en principe, traiter jusqu’a 1000 échantillons par jour, soit un débit
théorique de 0,5 Mbases de séquence brute par jour et par machine.

Les centres de séquencage massif possédent aujourd’hui plusieurs dizaines
de ces machines (figure 4). Les réactions de séquengage peuvent également étre
réalisées par des robots qui réalisent automatiquement pipetages, mélanges et
incubations et minimisent les risques d’erreur humaine. La préparation des ma-
trices d’ADN reste I’étape la plus lourde & automatiser, méme si de nombreux
progrés ont été accomplis.

1.2 Stratégies de séquencage

La méthodologie de séquencage décrite ci-dessus occulte deux difficultés
importantes que ’on doit prendre en compte lorsqu’on attaque un programme
de séquencage de grande envergure :

e On ne peut séquencer que des morceaux d’environ 500 & 1000 nucléotides
de long.
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Plaques d'échantillons Nappe de capillaires
et aiguille d'injection pour |'électrophorése

Tampons d'électrophorése

Fia. 1.4: Séquenceur multicapillaire haut de gamme permettant le séquencage si-
multané de 96 échantillons. Un systéme d’injection automatique permet d’effectuer
plusieurs séparations consécutives sans intervention humaine (©Applied Biosystems).

F1a. 1.5 : Exemple de profil de séquencage.

L’intensité du signal détecté par les photodiodes est tracée en fonction du temps de
séparation. Chaque couleur est associée a I'une des quatre réactions (A, G, C ou T).
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e [l faut une amorce de séquengage complémentaire a la matrice pour que
I’ADN polymérase puisse démarrer la synthése.

Ces deux obstacles peuvent heureusement étre simultanément surmontés
en fragmentant PADN & séquencer en morceaux de taille compatible avec
le séquengage (~ 10% paires de bases) et en insérant ensuite ceux-ci dans un
vecteur donné (plasmide, virus...). Cet ADN vecteur est choisi suivant plusieurs
critéres :

e Il est capable de se répliquer de maniére autonome dans une cellule hote
facile & manipuler (en général E. coli).

e Il porte un ou plusieurs génes marqueurs permettant de sélectionner les
cellules qui le contiennent (par exemple : résistance a un antibiotique).

e Sa séquence nucléotidique est connue.

e Il contient des sites pour des endonucléases de restriction pour permettre
le clonage (insertion) de fragments d’ADN étrangers.

Dans la pratique, on utilise en général des petits plasmides bactériens.
Apreés avoir fragmenté et ligaturé PADN & séquencer dans le vecteur choisi,
on peut propager celui-ci dans les cellules hotes. On isole alors des lignées de
cellules clonales (issues d'une seule cellule initiale, par divisions successives)
contenant chacune un type de vecteur recombinant avec un méme fragment
d’ADN inséré. En collectant un grand nombre de ces lignées clonales, on consti-
tue donc une bibliothéque des morceaux de ’ADN & étudier (figure 7).

Pour déterminer la séquence de ’ADN de I'un de ces morceaux, on cultive
la lignée de cellules correspondante, on en extrait PADN qui peut alors étre
séquencé par la méthode des didésoxyribonucléotides. Pour les amorces, on
profite de ce que la séquence du vecteur est connue pour utiliser des amorces
oligonucléotidiques situées de part et d’autre du site de clonage (c¢f figure
6). Ces amorces sont indépendantes de la séquence insérée dans le vecteur et
peuvent étre utilisées pour tous les fragments & séquencer. On parle d’amorces
universelles.

Ces amorces étant constantes, il est trés simple d’y incorporer les traceurs
fluorescents désirés lors de la synthése chimique de I'oligonucléotide. On peut
alors utiliser ces amorces fluorescentes pour la trés grande majorité des sé-
quencages réalisés.
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Amorces de squenage

Squenage direct Squenage inverse

F1a. 1.6 : Séquengage dans un vecteur a partir d’amorces universelles.

1.3 Stratégies de fragmentation

Lorsqu’on entame le séquengage d’'un ADN de taille importante, et a for-
tiori celui d’'un génome complet, nous venons de voir qu’il est indispensable
de découper celui-ci en fragments de taille compatible avec le séquengage. Ceci
pose & nouveau deux questions :

Quelle stratégie de découpage employer ?

Comment reconstituer la séquence compléte a partir des morceaux ?

Ces deux questions sont intimement liées, car la méthode de reconstruction
va dépendre précisément de comment la fragmentation a été opérée. Deux ap-
proches différentes ont principalement été utilisées : la fragmentation aléa-
toire et la segmentation apreés cartographie.

Fragmentation aléatoire

Dans la fragmentation aléatoire, on découpe directement I’ensemble de
I’ADN a séquencer en petits morceaux de taille optimisée pour le séquencage
(~ 1000 paires de bases). Pour cela, on peut soit utiliser une enzyme de res-
triction & haute fréquence de coupure (1 site tous les 200-250 pb), en effectuant
une digestion tres partielle (10 ou 20%) pour générer au hasard des fragments
de 1000 a 2000 pb, soit effectuer un cassage par ultrasons. Les contraintes
mécaniques induites par les vibrations ultrasonores dans une solution d’ADN
sont en effet suffisantes pour induire des ruptures de la longue chaine phos-
phodiester.

La méthode mécanique est plus aléatoire que la méthode enzymatique,
mais nécessite une étape supplémentaire de réparation des extrémités d’ADN
produites. En effet, lors du traitement, la cassure ne se produit en général pas
exactement au méme niveau sur les deux brins d’ADN. Il faut alors rogner les



18 Chapitre 1. Séquengage et Génome

Fi1G. 1.7 : Stratégie de construction d’une banque d’ADN.

extrémités simple brins qui dépassent, afin de pouvoir insérer les fragments
dans un site de clonage & bords francs, choisi sur le vecteur de séquencage.

Le postulat de base de la méthode aléatoire, dite « shotgun » (fusil a canon
scié) est que si on analyse suffisamment de clones, on finira par couvrir toute la
séquence de '’ADN de départ. Si on fait ’approximation que la fragmentation
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et le clonage sont des processus réellement aléatoires et que la taille de ’TADN
séquencé est suffisamment grande devant celle de chacun des clones individuels,
ce qui est en général le cas pour un génome complet, alors la probabilité qu’un
nucléotide de 'ADN étudié ne soit pas couvert par le séquengage aléatoire
suit une loi de type poissonnien :

Po =€
ou N est le nombre total de nucléotides séquencés sur I’ensemble des clones et
L la longueur totale de PADN étudié. On appelle N/L le taux de couverture,
c’est la mesure du taux de redondance des données. Pour obtenir un taux de
séquencgage de 99%, c’est-a-dire py = 0,01, il faut donc séquencer un nombre
de clones correspondant a 1’équivalent de 4,6 fois (log 0,01 ~ —4,6) la longueur
de ’ADN étudié.

Dans le cas d’un génome ou d’un trés grand ADN;, il est donc pratiquement
inévitable qu’il reste des trous dans la séquence, qu’il faudra combler par une
autre approche que la méthode aléatoire « shotgun ». On peut également

évaluer statistiquement la longueur et le nombre moyen de ces « trous » :
N/L

—N/L

— Longueur totale des trous = L e~

— Longueur moyenne de chaque trou = L n/N

— Nombre de trous =N/n e VL

ou n est la longueur moyenne de chaque fragment séquencé (~ 500 nucléotides).
Voici 4 titre d’exemple ce que cela donne pour un génome bactérien (L~ 10°
pb) et un génome d’organisme supérieur (mammifére, plante...; L~ 10° pb)
avec un taux de couverture d’un facteur 6 (une valeur moyenne pour ce type
de projet), ce qui donne 99,75% de nucléotides séquenceés :

Bactérie (1 Mpb) | Mammifére (1 Gpb)
Nombre de séquences 12 000 12 000 000
Nombre de trous restants 30 29 750
Taille moyenne des trous 200 200
Table 1

La stratégie aléatoire pose deux problémes principaux :

Il est impossible de couvrir la totalité d’un génome par cette méthode sans
augmenter de maniére trés sensible le nombre de clones a séquencer : pour
couvrir avec quasi-certitude notre génome bactérien, il faudrait que pg < 1079,
soit un taux de couverture d’au moins 14 fois. Dans la pratique, il est plus
économique de se contenter d’un taux de couverture entre 4 et 6 et de boucher
ensuite les quelques dizaines de trous restants par des méthodes ad hoc (cf
plus bas).
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L’assemblage du puzzle que constitue I’ensemble des fragments peut néces-
siter la comparaison systématique 2 & 2 de toutes les séquences obtenues. Avec
k séquences, cela représente k (k-1)/2 comparaisons, soit environ 10® pour un
génome bactérien, et 10" pour un génome de mammifére. Si la premiére va-
leur est & la portée des ordinateurs actuels, la seconde représente encore un
défi informatique assez formidable.

Segmentation aprés cartographie

Dans le cas des génomes de trés grande taille, la complexité de reconstruc-
tion devient une difficulté sérieuse, c’est pourquoi dans ces cas-1a, certaines
équipes ont eu recours & une approche a deux niveaux. On reprend le principe
de la méthode « shotgun », mais pour réduire le nombre de clones nécessaires
pour couvrir le génome, on réalise une banque d’ADN dans des vecteurs ac-
ceptant des fragments de beaucoup plus grande taille. Il en existe trois types
principaux :

e Les cosmides, hybrides entre plasmides bactériens et bactériophages, ils
se propagent dans F. coli et acceptent jusqu’a 30-40 kpb d’ADN inséré.

e Les BACs (bacterial artificial chromosome) sont des plasmides de trées
grande taille, construits & partir de l'origine de réplication du chromo-
some bactérien. Ils peuvent accueillir des fragments insérés de longueur
100-300 kpb.

e Les YACs (yeast artificial chromosome) sont des analogues des précé-
dents, mais dérivés du chromosome d’une cellule d’eucaryote inférieur, la
levure de biére. Ces vecteurs acceptent des fragments de 'ordre de 1000
kpb. Contrairement aux deux précédents, qui utilisent E. coli comme
hote, les YACs doivent étre maintenus dans des cellules de levure.

A partir d'un génome donné, ces vecteurs permettent de réaliser des
banques d’ADN pratiquement exhaustives, en utilisant un nombre de clones
beaucoup plus raisonnable que les plasmides destinés au séquencage. Ainsi, le
Généthon, a Evry, et le CEPH (Centre d’étude du polymorphisme humain)
ont réalisé une banque du génome humain composée de 33 000 YACs avec des
fragments insérés dont la longueur moyenne était de 'ordre de 1 Mpb. Le taux
de couverture de cette banque est donc de pratiquement 10 fois (le génome
humain comporte environ 3,510% pb).

Ces banques de clones de grande taille ne sont pas directement exploi-
tables pour la séquence. L’idée est donc de construire une carte positionnant
les YACs, BACs ou cosmides les uns par rapports aux autres, sur les chro-
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mosomes composant le génome étudié. Un tel ordonnancement des YACs du
Généthon/CEPH a été réalisé en 1995. Cette carte présente deux avantages :

1. Combinée avec une carte génétique, elle permet d’isoler des génes asso-
ciés a des maladies génétiques, en les localisant sur un YAC donné. Ceci
constituait d’ailleurs 'objectif principal du Généthon dans ce projet.

2. Elle peut servir de cadre pour un programme de séquengage. Une fois
les YACs positionnés, il suffit de les séquencer de maniére ordonnée, en
utilisant la stratégie aléatoire pour chacun d’eux. La complexité de la
reconstruction est alors analogue a celle d'un génome bactérien, puisque
leur taille est de I'ordre de la Méga paire de bases. Etant donné le taux de
couverture (10 x) de la banque de YACs, il « suffit » d’en séquencer 3000
4 4000 pour couvrir ’ensemble du génome humain. Cette approche est
une transposition directe de la stratégie « diviser pour régner » (divide
and conquer), classique en informatique.

chromosome

H II Séquengage "shotgun"
\ -

de YACs sélectionnés
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Fragmentation banque de YACs sur le chromosome

F1a. 1.8 : Stratégie de séquengage en deux étapes avec cartographie intermédiaire.

L’étape de cartographie ou d’ordonnancement de la banque primaire (cos-
mides, BAC ou YAC) est assez lourde. Elle s’effectue par une combinaison de
techniques, comme la comparaison des profils de digestion par des enzymes
de restriction, I’hybridation ADN-ADN ou l'identification de marqueurs géné-
tiques. Ainsi, par exemple, deux YACs qui se chevauchent auront des profils
de restriction qui contiendront des fragments communs. La recherche systéma-
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tique des similitudes entre profils sur I’ensemble de la banque de YAC permet
d’identifier des candidats.
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F1G. 1.9: Exemple de comparaison de profils de digestion par une enzyme de restric-
tion de deux clones YAC chevauchants.

On peut ensuite vérifier le chevauchement de deux YAC par hybridation
ADN-ADN. Aprés séparation des fragments de restriction de 'ADN du YAC
(@ par électrophorése, on transfére ceux-ci du gel sur une membrane, ot on les
immobilise de maniére covalente. On sépare alors les deux brins d’ADN par un
traitement dénaturant (pH alcalin), et I'on incube la membrane en présence
de 'ADN dénaturé du YAC (@, marqué par un traceur (radioactif, fluores-
cent...). Si les deux YACs ont effectivement des séquences communes, ’ADN
marqué du YAC @ se réapparie localement avec celui du YAC D (on parle
d’hybridation entre les deux YAC). On observe alors la fixation du traceur sur
la membrane et donc la révélation des fragments d’ADN communs aux deux
YACs. Dans le cas ou la coincidence des profils de coupure par les enzymes de
restriction serait fortuite et ne correspondrait pas a un chevauchement, il n’y a
pas d’hybridation et donc pas de fixation du traceur. Cette analyse, conduite
de maniére systématique permet de reconstituer une carte du génome.

1.4 Assemblage de séquence

La méthode d’assemblage des fragments séquencés requiert dans un pre-
mier temps l'identification des chevauchements possibles. Il s’agit de repérer
les clones partageant des séquences communes. Si deux clones se recouvrent,
on les réunit pour former ce que 'on appelle un contig, terme qui est de-
venu consacré pour définir un ensemble de fragments qui sont reliés entre eux
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par des recouvrements de séquences identiques (ou trés similaires, aux erreurs
de séquencage pres). Les phases ultérieures consistent, pas a pas, & compa-
rer chaque nouveau fragment avec les contigs déja définis (c¢f figure 10). Ces
comparaisons doivent tenir compte des deux orientations relatives possibles
des deux séquences. Si le fragment chevauche un contig, on compléte celui-ci,
sinon on crée un nouveau contig composé de ce seul fragment.

Recherche dhomologle entre une séquence et les contigs

=—————— —_——— -
—— . —_—
- T B | nouvelle séquence
comtlg 1 eontlyg 2
_— - — = -
—_— —_—
e B— -
e

A hemologle aves 2 contigs : fusion

F1a. 1.10 : Assemblage itératif des contigs.

Les fleches indiquent l'orientation des brins d’ADN séquencés.

Lorsqu’un fragment chevauche simultanément deux contigs, on fusionne
ces deux contigs et le fragment. A tout moment du développement d’un projet
de séquencage important, les données comprennent un ensemble de plusieurs
contigs. Idéalement, & la fin du projet, il n’en reste plus qu’'un seul, couvrant
toute la séquence.

En méme temps qu’on assemble un contig, on définit ce que ’on appelle une
séquence consensus associée, résultant de I’alignement des divers fragments
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assemblés au sein du contig. Cette séquence consensus recense les positions ou
toutes les séquences lues sont en accord et celles pour lesquelles il existe des
divergences ou des ambiguités associées aux erreurs d’interprétation des don-
nées (nucléotides non-lus, ou mal interprétés). Ces ambiguités devront ensuite
étre résolues par une analyse plus approfondie des données, voire méme par
un complément de séquengage. Cette étape de controle est indispensable mais
longue, car elle est au moins partiellement manuelle.

Recherche des chevauchements

Le repérage des chevauchements peut se faire en alignant 2 & 2 chaque
nouvelle séquence ajoutée & chaque contig déja assemblé, au moyen des algo-
rithmes décrits dans le chapitre Comparaisons de séquences. Si le score d’ali-
gnement est supérieur & un seuil donné, les deux séquences sont considérées
comme chevauchantes. Cette méthode par « force brute » est toutefois assez
cofiteuse en temps de calcul, car les algorithmes d’alignement sont O(n.m), ou
n et m sont les longueurs des 2 séquences comparées. S’il y a k fragments a
assembler, cette méthode est O(k?). Ceci est tout a fait prohibitif dans le cas
d’un trés grand génome ot k> 10°. Pour simplifier le probléme, on peut remar-
quer que les séquences chevauchantes sont en général identiques ou presque (&
quelques rares erreurs prés) sur toute la région commune. A partir de cette
observation, une stratégie plus efficace a donc été proposée initialement par
Roger Staden & Cambridge en 1982 et perfectionnée depuis. Elle consiste &
créer une table des 4" n-uplets de nucléotides possibles (n étant de l'ordre
de 6 a 12). Pour chaque entrée de la table, on compile la liste des fragments
qui contiennent le n-uplet correspondant. La construction de cette table se
fait en temps linéaire O(k). Si deux fragments se chevauchent, ils auront un
grand nombre de n-uplets communs (tous ceux qui correspondent & la région
commune). A partir de ce critére, on peut donc identifier les candidats au che-
vauchement en regardant simplement dans la table les fragments possédant
plusieurs n-uplets communs. Il est alors possible de vérifier le recouvrement en
appliquant une méthode d’alignement classique. La différence avec la méthode
par « force brute » est que le recours a 'algorithme d’alignement n’est fait
que dans les cas de recouvrement trés probable. Le cotlit de cette méthode est
donc approximativement linéaire en fonction du nombre de gels a analyser.

La stratégie heuristique adoptée par Staden peut cependant étre mise en
défaut dans plusieurs cas : soit parce que la qualité des données de séquence
est insuffisante, ce qui peut faire échouer la stratégie de repérage des chevau-
chements, soit parce que la séquence analysée contient plusieurs répétitions
d’un motif donné, ce qui peut introduire des erreurs de raccordement dans la
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construction des contigs, au niveau de ces répétitions. Plusieurs autres mé-
thodes évitent cet écueil en analysant I’ensemble des recouvrements possibles,
avec des critéres permettant d’évaluer la qualité des chevauchements (scores
d’alignement). On construit alors un graphe de l’ensemble des connectivités
possibles entre fragments. Il faut alors trouver le meilleur chemin dans ce
graphe (chemin de coit minimal). Ces méthodes, basées sur I’algorithme de
Dijkstra, garantissent que ’alignement obtenu est un optimum global, mais
sont trés sensiblement plus cotiteuses en temps de calcul.

1.5 Comblement des « trous »

Dans un projet de séquencage aléatoire « shotgun » a grande échelle, nous
avons vu qu’il est pratiquement inévitable qu’il reste des régions d’ADN non
couvertes par les clones. Deux problémes se posent donc a ce stade :

e Positionner les contigs disjoints les uns par rapport aux autres. Ceci
revient & ordonner et a orienter les différents contigs sur le génome sé-
quenceé.

e Compléter la séquence de chaque trou.

Cette phase du projet peut s’avérer assez laborieuse, car une combinaison
de méthodes ad hoc doit en général étre mise en ceuvre pour combler la totalité
des trous. Parmi celles-ci, les trois principales sont 'intégration des données
d’une carte génétique, la PCR par-dessus les trous et I'utilisation d’une autre
banque d’ADN, contenant en général des plus grands fragments (cosmides,

BACs, YACs...).

L’intégration des cartes génétiques

Bien souvent, pour de nombreux organismes modeles (Escherichia coli, le-
vure, drosophile, souris...), il existe une carte génétique indiquant la position
relative de divers loci sur le ou les chromosomes. Cette carte, obtenue par les
méthodes classiques de mesure des fréquences de co-transmission de plusieurs
marqueurs génétiques, donne une indication précise sur 'ordonnancement des
génes associés, et une idée qualitative des distances qui les séparent (mesurées
en centimorgans par les généticiens). Dans le cas du colibacille E. coli, par
exemple, plus d’un millier de loci génétiques avaient été identifiés et cartogra-
phiés avant que le séquengage systématique du génome ne soit entrepris. Un
certain nombre de ces génes ont souvent été clonés et séquencés de maniére
ponctuelle. L’identification sur la séquence réalisée d’un géne associé & une
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fonction connue et localisée sur le génome permet alors de placer de maniére
absolue le contig qui le contient.

L’amplification PCR des régions manquantes

Lorsque le nombre de contigs et donc de trous n’est pas trop grand, on
peut essayer de combler certains de ces derniers par amplification PCR. Dans
le cas d’un génome bactérien, nous avons vu (Table 1) que le nombre de trous
attendus est de 'ordre de quelques dizaines. On synthétise alors des oligonu-
cléotides dont la séquence correspond & celles des extrémités 3’ des contigs
obtenus. On tente alors d’amplifier PADN chromosomique en utilisant toutes
les combinaisons de paires de ces oligonucléotides comme amorces. L’amplifi-
cation PCR ne donne de résultat positif que si les deux amorces correspondent
& des séquences prises sur deux brins complémentaires et séparées de moins
de quelques milliers de nucléotides. En d’autres termes, lorsque les extrémités
de deux contigs sont séparées par un trou de taille modeste (< 5 kpb), la
PCR permettra d’amplifier le segment d’ADN chromosomique correspondant
au trou manquant. Dans le cas d’un résultat positif, la méthode permet donc
non seulement de positionner deux contigs voisins, mais elle permet de déter-
miner la séquence manquante par séquencage du fragment d’ADN obtenu par

PCR.

@ /éﬁ@jorces PCR

F1c. 1.11: Exemple simplifié de comblement de trous par PCR, avec deux contigs
et deux trous sur un chromosome circulaire. Les amplifications PCR de ’ADN chro-
mosomique par les amorces 1 et 3, d’une part, et 2 et 4, d’autre part, donneront un
résultat positif, alors que les autres combinaisons échoueront (1 & 4 et 2 & 3). En
séquengant les fragments d’ADN obtenus par PCR, on pourra ainsi mener le projet
a son terme.
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La méthode PCR est trés séduisante, car elle répond & la fois au probléme
de I'ordonnancement des contigs et & celui de la détermination des séquences
manquantes. Elle se heurte malheureusement & des difficultés dans plusieurs
cas, en particulier lorsque les trous sont trop grands pour que l'amplifica-
tion PCR donne un résultat. Dans d’autres cas, des répétitions de séquence a
I'extrémité de divers contigs peuvent conduire & des ambiguités de raccorde-
ment du fait de I'observation de faux positifs lors de la PCR. Enfin, lorsque le
nombre de trous & combler est trop grand, cette méthode devient difficilement
praticable. En effet, s’il y a N contigs, donc 2N amorces PCR, cela représente
2N(N-1) amplifications PCR & effectuer. Si on reprend les données de la table
1, pour un génome bactérien, cela représente quelques centaines a quelques
milliers de réactions, ce qui est accessible aux automates actuels. Pour un gé-
nome mammifére, cela représenterait plus d’un milliard de réactions de PCR,
ce qui est encore irréaliste.

1.6 Obstacles a la reconstruction

Séquences répétées

La plupart des génomes contiennent un certain nombre de séquences ré-
pétées. Chez les bactéries ou les eucaryotes inférieurs comme la levure, une
fraction tres élevée de ’ADN chromosomique est « utile », c’est-a-dire qu’elle
correspond a des régions codantes, transcrites en ARN et traduites en pro-
téines. Malgré cela certaines séquences sont répétées plusieurs fois, a différents
endroits du génome. Par exemple, les génes codant pour les ARN ribosomiques
sont en général présents & de multiples copies rigoureusement identiques, sur
plusieurs milliers de paires de bases de long. On en dénombre ainsi sept chez
Escherichia coli, et plus d’une centaine chez la levure de biére Saccharomyces
cerevisiae. Chez les eucaryotes supérieurs, ou seulement une fraction minori-
taire du génome est effectivement codante (2% environ chez 'homme), on a
identifié de nombreuses séquences répétées, dont 'origine et la fonction pré-
cise sont parfois encore obscures. Celles-ci représentent une fraction tout a fait
significative du génome.

Ces séquences répétées sont des nuisances pour le séquencage génomique.
Elles compliquent considérablement la tache d’alignement et de reconstruction
du génome. Lorsqu’un clone contient une telle séquence répétée, il va en effet
donner des alignements potentiels avec tous les autres clones qui contiennent
d’autres copies de celle-ci. Ainsi, en plus des alignements avec ses voisins réels,
on risque d’obtenir des alignements indésirables. Les ambiguités inévitables



28 Chapitre 1. Séquengage et Génome

qui en résultent risquent d’induire des erreurs d’aiguillage au moment de la
reconstruction. Ces problémes sont d’autant plus difficiles que les séquences
répétées sont longues et que leur taux d’identité est élevé.

Les « inclonables »

Les méthodes de séquencage imposent systématiquement le clonage de frag-
ments d’ADN dans un vecteur de séquengage. Ces vecteurs recombinants doi-
vent ensuite étre introduits dans un hote pour constituer la banque d’ADN &
séquencer. Il arrive que certains fragments de séquence exogénes ne puissent
étre propagés de maniére stable dans le vecteur. Ceci peut résulter de la toxi-
cité de certaines séquences pour l'organisme hote dans lequel est introduit le
vecteur. De maniére fortuite, certaines séquences d’ADN peuvent par exemple
conduire & I'expression d’'un ARN ou d’une protéine toxique pour I'héte, ou
bien titrer et séquestrer un facteur essentiel de celui-ci. Le résultat est que la
cellule portant ces vecteurs meurt. Une autre possibilité est que la séquence
insérée dans le vecteur interfére avec la réplication de ce dernier. Dans ce der-
nier cas, celui-ci ne pouvant plus se transmettre aux deux cellules filles lors
de la division cellulaire, il ne pourra se perpétuer dans la descendance de la
cellule hote. Il disparait donc rapidement au fil des divisions cellulaires.

Dans les deux cas, le fragment correspondant de ’ADN génomique n’est
pas représenté dans la banque, il est dit « inclonable ». Le résultat de cette
difficulté technique, c’est un biais d’échantillonnage qui entrainera de maniére
inévitable un trou lors de la reconstruction des contigs. Si le trou est de taille
raisonnable, 'amplification par PCR permettra cependant de le combler, car
il est possible de séquencer le fragment amplifié sans qu’il soit nécessaire de le
cloner.

1.7 Utilisation d’une banque complémentaire de
« grands' » clones

Pour vérifier que 'ordonnancement des clones au sein des contigs est cor-
rect, ainsi que pour aider a combler les derniers trous par PCR, en particulier
dans le cas des trés grands génomes, il est pratiquement inévitable d’avoir
recours & une banque additionnelle contenant des fragments d’ADN de plus
grande taille (typiquement 20 & 100 kpb dans des cosmides ou BACs). Pour

'l s’agit 1a d’un abus de langage simplificateur. Ce ne sont pas les clones qui sont grands,
mais les fragments d’ADN insérés dans les vecteurs portés par les lignées clonales composant
la banque.
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couvrir ’ensemble du génome, le nombre des clones requis pour constituer
cette banque sera bien str beaucoup plus faible, puisqu’ils portent des frag-
ments d’ADN 10 & 100 fois plus grands que ceux de la banque construite dans
le vecteur de séquencage.

Les 2 extrémités sont dans le méme contig :
vérification de la cohérence de la reconstruction par
la mesure de la distance entre les extrémités.

Les 2 extrémités sont dans 2 contigs différents :
Positionnement relatif des 2 contigs permettant
ensuite de compléter le trou par PCR.

F1G. 1.12: Utilisation des séquences extrémes d’un « grand clone » pour vérifier et
guider I'assemblage des contigs et combler les trous.

On utilise le fait que la taille des fragments d’ADN insérés dans ces vecteurs
BACs ou cosmides peut étre estimée trés simplement par électrophorése. On
séquence ensuite les 500 nucléotides situés a chaque extrémité du grand frag-
ment. On recherche alors ces deux séquences dans les contigs obtenus avec la
premiére banque de clones. Si les deux extrémités sont trouvées dans le méme
contig, on peut alors vérifier que la distance entre celles-ci, dans le contig, est
compatible avec la taille de ’ADN inséré, mesurée par électrophoreése.

Si les deux séquences appartiennent & deux contigs disjoints, cela permet
de les positionner I'un par rapport a I'autre et d’estimer la taille du trou qui
les sépare, pour ensuite pouvoir effectuer son comblement.

Par la vérification de la cohérence des distances lors de ’assemblage, cette
stratégie permet de s’affranchir en grande partie des difficultés liées aux sé-
quences répétées. Ces distances entre extrémités des grands clones peuvent
méme étre directement introduites sous forme de contraintes pour ’algorithme
de reconstruction. Elle permet également de simplifier considérablement les
problémes de couverture des trous entre contigs par PCR, en réduisant le
nombre de combinaisons d’amorces & essayer. Enfin, dans les cas trés défa-
vorables ol les trous sont trop grands pour étre accessibles & la PCR, on
peut utiliser le « grand » clone qui traverse la région manquante pour essayer
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de le séquencer directement. On utilise son ADN comme matrice et 'on en
synthétise des amorces de séquencage ad hoc, complémentaires des séquences
nucléotidiques de part et d’autre du trou. La seule différence avec le séquen-
cage classique, c’est que ’on n’utilise pas les amorces universelles décrites plus
haut, mais des amorces spécifiques qui permettent de démarrer juste au bord
de la zone manquante au lieu du bord de la séquence insérée dans le vecteur.
On peut ainsi réduire progressivement la taille du trou jusqu’a ce qu’il soit
accessible a la PCR.

1.8 Le premier de projet de séquencage a grande
échelle : le génome de Haemophilus influenzae

Heamophilus influenzae est une petite bactérie qui colonise la sphére ORL
chez 'homme et cause de nombreuses infections respiratoires et otites, en
particulier chez les jeunes enfants. Son génome est constitué d’un unique chro-
mosome circulaire long de 1,83 million de paires de bases, soit une taille rela-
tivement réduite. Par comparaison, le génome de sa cousine Fscherichia coli
dépasse 4,3 millions de paires de bases. Cette taille de génome restreinte, conju-
guée avec l'intérét thérapeutique de cette bactérie en tant que cible, ont fait
de cet organisme le candidat de choix pour le premier séquencage génomique
complet par des méthodes automatisées qui a été réalisé en 1995 au TIGR
(The Institute of Genome Research) aux Etats-Unis.

Le synoptique du programme de séquencage est le suivant :

e L’ADN génomique d’H. influenzae a été soumis & un cassage mécanique
par ultrasons et les extrémités des fragments produits sont « égalisées »
par un traitement avec une nucléase.

e Les fragments de taille comprise entre 1,6 et 2,0 kpb ont été sélectivement
purifiés par électrophorése. Ils ont ensuite été ligaturés dans un plasmide
portant un marqueur de résistance & 'ampicilline, un antibiotique de la
famille de la pénicilline.

e Les plasmides recombinants obtenus ont été transformés dans E. coli. Les
colonies résultantes, cultivées sur milieu sélectif avec antibiotique, ont
été purifiées et isolées. La banque ainsi obtenue contenait 19 687 clones
d’E. coli portant chacun un plasmide recombinant ayant incorporé un
fragment du génome d’H. influenzae.

e [’ADN double brin des 19 687 plasmides a été préparé par des méthodes
semi-robotisées, en utilisant des plaques a 96 puits, permettant 96 pu-
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rifications en parallele. L’ADN inséré dans ces plasmides a été ensuite
séquencé a partir soit d’une seule, soit des deux extrémités, en utilisant
des amorces complémentaires de chacun des deux cotés du site d’inser-
tion dans le vecteur. En tout 24 304 séquences ont été réalisées, avec
une longueur moyenne de 460 nucléotides lus par séquence. Ce travail a
mobilisé 14 séquenceurs automatiques pendant une durée de 3 mois.

e L’ensemble des 24 304 séquences lues représentait 11,6 millions de nu-
cléotides, soit un taux de couverture du génome de plus d’un facteur
6. La reconstruction a été effectuée au moyen d’un programme automa-
tique, ce qui a permis d’identifier 42 contigs (blocs connexes de séquence),
séparés par autant de « trous ».

e Ces trous ont été comblés par des méthodes ad hoc, souvent laborieuses :
hybridation moléculaire, PCR, reclonage & partir d’une autre banque
d’ADN contenant des fragments plus grands (15-20 kpb contre 1,6 a 2,0
pour la banque utilisée lors du séquencage aléatoire). La séquence com-
plete de 1 830 137 bp a ainsi pu étre déterminée, avec un taux d’erreur
estimé & environ 1/10 000. Le cott, hors infrastructures, a été estimé a
environ 0,5 $ US par nucléotide dans la séquence finale (0,9 million de
dollars).

1.9 ADNc et EST

Toutes les méthodes de séquencgage décrites ci-dessus sont appliquées a des
grands fragments d’ADN, ou méme a des génomes entiers. Cette approche
apporte une information globale, mais est relativement lourde dans sa mise en
ceuvre. Dans le cas des trés grands génomes des eucaryotes supérieurs, seule
une petite partie de celui-ci code effectivement pour des protéines (2 a 5%).
En plus des grandes régions non-codantes séparant les génes, ces derniers sont
souvent morcelés par la présence d'un grand nombre d’introns, qui sont épissés
dans ’ARN messager mature. Le « meilleur » du génome, les parties codantes,
est donc dispersé et minoritaire, ¢’est pourquoi un certain nombre d’équipes de
recherche a, parallelement & 'approche globale, voulu se concentrer sur cette
information essentielle, plus facile a extraire dans un premier temps.

L’approche suivie consiste a isoler les ARN messagers matures (i.e. débar-
rassés de leur introns) et a synthétiser des ADN complémentaires (ADNc) a
partir de ceux-ci. Le protocole est décrit sur la figure 13 :

e Les ARN messagers sont purifiés a partir des tissus. Ceux-ci portent une
queue poly-A en 3’, ce qui permet de les purifier par chromatographie sur
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F1a. 1.13 : Construction d'un ADNc a partir d'un ARNm polyadénylé en 3’.

des résines ou l'on a greffé chimiquement du poly-T (le poly-T s’apparie
au poly-A).

e En utilisant également du poly-T comme amorce, on effectue la trans-
cription inverse de ’ARN en ADN. On utilise pour cela une transcrip-
tase inverse virale qui posséde également la propriété d’hydrolyser le brin
d’ARN matrice au fur et & mesure de la polymérisation?.

e Lorsque la transcription du premier brin d’ADN est terminée, la polymé-
rase « repart » dans 'autre sens, en utilisant cette fois-ci TADN comme
matrice. Elle peut profiter pour cela d’une structure en épingle a cheveux
sur I'extrémité du premier brin qui permet 'amorcage du second brin.

L’ADN double brin résultant est une copie de ’ARN messager, on I'ap-
pelle ADNc (¢ pour complémentaire de PARN, on dit ¢DNA en anglais).
Il est différent de la séquence de PADN génomique, puisqu’il est dépourvu
des introns. L’intérét du clonage et du séquencgage de ces ADNc est multiple.
Il permet tout d’abord de savoir quels génes sont effectivement transcrits en
ARNm dans une cellule donnée. Dans le contexte d’'un organisme complexe
composé de cellules différenciées formant des organes et des tissus spécialisés,
on peut ainsi identifier les profils de transcription de chaque type cellulaire.

2Cette activité d’hydrolyse spécifique du brin d’ARN dans un hétéroduplex ARN : ADN
s’appelle activité Ribonucléase H.
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L’autre intérét de cette approche est de permettre, en conjonction avec la sé-
quence de ’ADN génomique, de définir avec précision les bornes des introns
et des exons et donc les sites d’épissage. De plus, on peut identifier les varia-
tions tissulaires du processus d’épissage. En fonction du contexte cellulaire,
un méme géne peut en effet donner naissance a plusieurs ARN messagers et
donc & plusieurs variants protéiques, par un mécanisme d’épissages alternatifs.
On a ainsi baptisé transcriptome (par homologie avec génome), 'ensemble des
ARN messagers pouvant étre transcrits a partir des chromosomes d’une cel-
lule. L’information relative & ce transcriptome est accessible entre autres par
le séquencage systématique des ADNc, mais serait difficile & obtenir & partir
de la seule séquence génomique.

Lors de la construction et de 'analyse des ADNc, deux stratégies assez
différentes peuvent étre employées :

Tout d’abord, on peut chercher & obtenir les ADNCc les plus longs possibles,
afin qu’ils couvrent la totalité du cadre ouvert de lecture correspondant au
géne étudié. Ceci nécessite beaucoup de précaution lors de Iextraction des
ARN messagers. Toute dégradation de ’ARNm conduira a la production d’un
ADNc incomplet. L’obtention d’'un ADNc complet permet de déterminer la
séquence de la totalité du cadre ouvert de lecture et d’en déduire la séquence
de la protéine correspondante. Le clonage de ’ADNc portant ce cadre ouvert
de lecture dans un vecteur génétique adapté permet ensuite la production de
la protéine recombinante dans un hote hétérologue, procaryote ou eucaryote.
L’ADNc étant en effet dépourvu d’introns, il peut étre traduit dans n’importe
quelle cellule, indépendamment de toute machinerie d’épissage.

Une utilisation alternative d’un ADNc consiste a se contenter de déterminer
la séquence de ses extrémités, méme si celui-ci est incomplet. Ces séquences
constituent des « signatures » qui permettent d’identifier de maniére univoque
le géne correspondant. Cette stratégie a été utilisée de maniére massive et
systématique, pour tenter d’identifier tous les génes transcrits dans un type
de cellule donnée. Ces fragments de séquence d’ADNc sont appelés des EST
(Ezpressed Sequence Tag, étiquette de séquence exprimée). Chez 1’homme,
organisme le plus étudié, plus de 2 millions d’EST ont ainsi été séquencés
a ce jour (Printemps 2002), et pour huit autres espéces, le nombre d’EST
séquencés dépasse les 100.000 : souris, rat, vache, nématode, drosophile pour
le régne animal et arabette, soja et tomate, pour le régne végétal. Dans de
nombreux cas, plusieurs EST correspondent & un méme géne, et il est possible
d’appliquer les méthodes de reconstruction (assemblage de contig) décrites
plus haut pour reconstituer la séquence de ’ARN messager correspondant.
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