Assemblage de novo de genomes humains en quelques heures
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Introduction

- technologies de séequencage a haut débit d'ADN (454, Illumina, SOLID) ->
révolutionné les sciences génomiques

- liste des polymorphismes d'un seul nucleotide et des petites déletions et
Insertions pour un individu

- variations structurales (délétions, insertions, duplications en tandem ou
entrelacées, inversions & translocations) -> un role dans certaines maladies
(obésité, cancers, autisme, ou autre)

- assemblage de novo: assembler les millions de courtes séquences en
séquences contigués sans utiliser une référence

- assemblage de novo permet d'obtenir, en théorie, toutes les variations
structurales; mais les outils permettant ce type d'analyses sont en
developpement
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Matériel et methodes

- technologies de sequencage massivement paralleles -> basées sur deux
principes

- le séquencage par synthese

- ]'utilisation d'un support solide qui permet d'analyser des millions de
réactions simultanément (Figure 1)

- longueur des sequences obtenues: entre 50 et 100 nucléotides pour la
technologie Illumina

- nous développons un assembleur massivement parallele de novo de
génomes appele Ray

- utilise l'interface de passage de messages pour permettre a beaucoup
d'ordinateurs de communiquer

- calcul colossal collectif avec le colosse -- le superordinateur de 1'Universite
Laval.

- chaque séquence brisee en sous-séquences successives (voir la Figure 2)

- traiter toutes les séquences avec cette approche permet de construire un
graphe contenant toutes les sous-sequences dans les données avec des fleches
liant celles qui sont successives (Figure 3a, 3b, 3c)

- regions répetées (Figure 3d, 3e)

- simulation de séquences du géenome de la bactérie Streptococcus
pneumoniae (numero GenBank: AE007317)

- 6 milliards de séquences Illumina de 75 nucléotides en paires (génome
humain; fragments de ~190 nucléotides; # SRA010766; 431 gigaoctets)

- comparaison de notre assemblage a la référence du genome humain
(version: hg18; avec BLAT)

Figure 2 | Transformation d'une sequence.
a, Une séquence d'ADN. b, Représentation en sous-sequences. ¢, Relation
entre deux sous-séquences successives.

a GCTACGGAATAAAACCAGGAACAACAGACCCAGCAC
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Reésultats

- redondance des sous-sequences avec et sans erreurs de sequencage (Figure
4; données de S. pneumoniae)

- genome humain assemble en 1 758 326 sequences (longueur moyenne: 1333);
totalisant 2 345 582 359 nucléotides

- 5 heures sur 512 coeurs de calcul

- distribution de la redondance des sous-séquences pour le génome humain
(Figure 5a et 5h)

- distribution de la longueur des séquences assemblées (Figure 5c et 5d)

- comparaison de notre assemblage avec la référence du génome humain
(Tableau 1)

Figure 1 | Séquencage des extréemités de fragments
d'ADN.

a, ADN chromosomique. b, Fragments d'ADN obtenus par sonication et
réparation des extrémites. ¢, Ligation d'adapteurs aux fragments d'ADN. d,
Hybridation sur support solide. e, Les séquences des extremités de tous les
fragments sont obtenues par amplification en pont et séquencage par
synthese en parallele.
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>fragment #1/direct
GTTTGGGATCGAGCATGCTCTTTTCTCGTCTCGTGTCGGTTATCGGCGGT
>fragment #1/inverse
AAGCGGCTCGCGGGAAGTGCCATTGCACTTGCGCAACGCGCCGACCAAAT

Figure 3 | Redondance de l'information dans les

sequences.

a, Sequences représentees en sous-sequences conséecutives. b,
Chevauchements des sous-sequences. ¢, Information contenue dans les
chevauchements. d, Régions répetées dans un genome. e, La région répeétee a
plusieurs entrées et plusieurs sorties dans la representation en graphe.
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Figure 4 | Distribution de la redondance des sous-

sequences avec et sans erreurs de sequencage.

a, Distribution sans erreurs de séquencage. b, Dérivée numérique sans
erreurs de sequencage. ¢, Distribution avec erreurs de sequencage. d, Dérivée
numerique avec erreurs de séquencage.
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Tableau 1 | Différences entre le génome assemblé de

novo et la reference du génome humain.
Purines: A, G. Pyrimidines: C, T.

Substitution Nombre Délétion Nombre Insertion Nombre

G->A 130808 1 32553 1 30516
C->T 129933 2 8238 2 7041
T->C 120423 3 3291 3 3145
A->G 120033 4 3892 4 3683
C->A 32306 5 1210 5 1169
G->T 32132 6 785 6 610
C->G 31795 7 318 7 266
G->C 31755 8 465 8 345
A->C 30066 Total 50752 Total 46775
T->G 29601
A->T 26474
T->A 26443
Total 741769

Discussion

- avec Ray, 6 milliards séquences assemblées en 5 heures avec 512 coeurs de
calcul.

- ALLPATHS-LG du Broad Institute of MIT and Harvard = 3 semaines pour
assembler un genome humain

- Ray est donc plus rapide

- assemblage de novo surtout utile pour les organismes dont le génome est
totalement inconnu

- assemblage de novo -> utile pour l'analyse de métagéenomes

- logiciel (et les parametres) utilisé pour comparer -> ne permet pas de détecter
des grandes insertions ou délétions

- il faut donc utiliser un autre logiciel (comme Exonerate) pour faire la
comparaison

- Ray: logiciel libre, utilisateurs partout dans le monde

- nous allons participer a I'Assemblathon 2 http://assemblathon.org

Figure 5 | Sous-séquences provenant du génome

humain.

a, Distribution de la redondance pour un génome humain. b, Nombre
cumulatif de sous-séquences. Le nombre cumulé final est 5 128 089 556. c,
Distribution de la longueur des sequences assemblées d, Longueur
cummulative des sequences assemblées. Le cumulatif final est 2 345 582 359.
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Disponibilité

- http://denovoassembler.sf.net

Ra

- Ray 1.4.0 = 24523 lignes de code en C++
- http://github.com/sebhtml/ray
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