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d’e)ftralre 1 mfom’lathn utl!e cachée dans la séquence du genome et, de maniére pl
générale, des doqnees bl’ologlques agrande échelle issues des progrésde i’expérimentaliigrsl
;tscii s ;g;ﬁggﬁ; gnl:s Icglg Il1 il;t:,glritgluﬁ: L'a}?)ioinfo.rmatique est dpnc étroitement couplée
ks, fomeuen.lem oo e bioin ormat}c1ens ne trgvgﬂlent pas dans des labq-

. \ pillés « bioinformatique ». La bioinformatique et la modéli-
sat.lon procedent selon un cercle vertueux (schématisé page suivante) dans lequel le
point de départ est I’expérimentation biologique (un séquengage par exemple), les
données produites sont ensuite organisées dans des dépots de données (banques ou bases
de données). Les méthodes d’analyse qui utilisent ces données sont développées par les
bioinformaticiens souvent en association avec des informaticiens et mathématiciens. Pour
que ces méthodes permettent le traitement ultérieur des données, il est nécessaire de
« carrosser » ces méthodes (sous forme de logiciels ou serveurs Web) afin de permet}re
au biologiste de les utiliser pour émettre de nouvelles hypothses qui seront testees
€t qui généreront de nouvelles données.

~ Aujourd’hui tout projet de biologie comporte une étape d_’analys !
tique des données. Par conséquent, un biologiste passe environ 20-30 % de son
temps & utiliser des outils bioinformatiques.

Ce livre décrit de manigre simple les tAches courantes
b'101ogiStf:/bio‘:himiSte doit savoir traiter par lui-méme s
liste afin de répondre & des questions usuelles comme : ,
dans les banques de donnees

e bioinforma-

de la bioinformatique qu"un
ans avoir recours au spécia-

: C.omm‘int extraire des informations pertinentes

biologiques ? .
" Est-ce qu’une nouvelle séquence a déja été compleétement ot partie
" Est-ce que ce géne appartient a une famille connué ?

lement répertoriée ?
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biologlques ’ peg
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Simulation Infarmatique bloinformatiques

Ingénlerie

logiclelleet Carrossage
webiclelle

Applications

« Existe-t-il d’autres génes homologues ?

« Est-ce que deux séquences correspondent a deux génes homologues ?

« Existe-t-il des résidus essentiels a la fonction ?

« Alignement multiple, quel outil ? Pour quoi faire ? Etablissement de consensus,
« Quelle peut étre la fonction d’une protéine (prédit d’apres sa séquence, sa structure...) ?
« Recherche de sous-motifs communs 2 un ensemble de séquences.

« Recherche de régions contenant des séquences répétées.

» Recherche d’hélices ou de brins dans les protéines.

« Comment construire un modele tridimensionnel de protéine ?

« Optimisation et comparaison de structures 3D.

* Quelle est la charge globale d’une protéine a un pH donné ?

Ce livre n’a pas la prétention d’étre exhaustif (il se limite d’une manidre générale
aux protéines, mais les algorithmes sont souvent trés proches de ceux développés
pour les acides nucléiques). Il a été rédigé afin de faciliter la compréhension des
approches, méthodes, algorithmes et implémentations les plus courantes en bioin-
formatique moléculaire et structurale. A ce titre, il est parfois simplificateur et do!
etre considéré comme une introduction 2 la bioinformatique moléculaire et structt”
rale. Il s’adresse donc aux étudiants de biologie/biochimie, de niveau licence, master
ou classes préparatoires, ou bien aux biologistes qui souhaitent s’initier et comprendr®
les méthodes sous-jacentes aux programmes afin d’estimer la qualité de IeUF
analyses.
: rI;z}ellc:rgslc;tnre suivie dans le !ivre est de partir des séquences de protéines pour a]:;r

| uctures secondaires, leurs structures tridimensionnelles et finir par '
fon_ct.uzns. Elle suit la stratégie actuelle d’analyse d’une question biologique 4!! e
revisitée du fait de I'avénement de 1a bioinformatique et des séquengages massif*
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Avant-propos

mission de faire parler cette

séquence » pour en tirer le maximum d’informations selon le sch¢
ma suivant -

Avant la bioinformaﬁque (=>1990)

aaid Relations
Activité Etude N iy
biologique biochimique Spéq“e."ce Gene re-activité
connue Structure 3D rotéine Mutagénase
BIOINFORMATIQUE  Identification de protéines Stockage ‘omics’
Prédiction SRES/Signatures Classi ! S
B es gines . Prédiction de structure ntégraon | Génomiaue
e X |
Pr on des g Modélisation moléculaire Criblage . Protéomique
© Transcriptomique
séquences Séquences l:tft?:?ézn bioE:\l_ldt_as
miques Protéiques o chimiques
genafei ! 9 biologiques  Structures 3D
' &t § . Génomique
Aujourd’hui (depuis les programmes de structuere

séquencages massifs et la bioinformatique)

Unexercice de mise en pratique de I'analyse de séquence est fourni avec son corrigé
(chapitre 13).

La plupart des images des structures 3D présentées ont été générées a 1" aide du logi-
ciel AnTheProt pour Windows (http://antheprot-pbil.ibcp.fr).

Les vidéos fournies dans le complément numérique (www.dunod.com) ont été
capturées a I’aide du logiciel CAMSTUDIO (http://camstudio.org/). Un quiz en ligne
est disponible A I'adresse suivante : https:/publi.ibcp.fr/scripts/bio_info.php.

Les auteurs remercient Christophe Combet et Céline Brochier pour leur relecture.

XI
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LA COMPOSITION EN
ACIDES AMINES

.1 Acides aminés et séquence

PLAN

1
1.2 Informations déduites de la composition en acides aminés

Savoir calculer la masse d'une protéine

>
» Savoir tracer une courbe théorique de titrage d’une protéine
» Prédire le pHi d’une protéine

OBJECTIES

1.1 ACIDES AMINES ET SEQUENCE

Les protéines naturelles sont constituées d’acides aminés de série L de structure
chimique générale donnée dans la figure 1.1.

Figure 1.1 - Structure chimique d’un acide aminé de série L.

naturelles. La correspon-
himique est
utamate/
qui sont

S protéines

Il existe 20 aci inés principaux dans le
0 acides aminés princip D et Tour structure ¢

dance entre les acides aminés, leur abbréviat . Gl
donnée dans la figure 1.2. Avec les ambiguites (Aspartate/Asparagine.

lettres
Glutamine) et lorsque 1’acide amin€ est inconnu, ce sont al:étiztea)l. 251le
utilisées (la lettre O désigne la pyrolysine et U la sélénocys

' © Dunod — La photoco, p:enonaumnsée -e-itnndéliL
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Chapitre 1 - La composition en acides aminés

Non polaires \
. Gl
A Alanine Ala tﬂ Y MG J\ ab JC: ? va
C  Cysteine Cys {N " :{“l e Hi” [ on
D Aspartic Acid Asp ’ - ' Met "
£ Glutamic Acid Glu j\) . '
HC_ S Hy i e
F Phenylalanine Phe e ) t \/ﬁN: " C\'/\l)\‘o«
G  Glycine Gly Ch ' ohe J . My
H  Histidine His Aromatiques 7 yr ( 0
| W N "'Ykm x "WJ\OH \ />\/\ HTrp
eucine lle h]’ L T
K Lysine Lys s N o N N N,
L Leucine Leu Chargés positivement T e
M Methionine Met 0 Ly H Arg, o
N Asparagine Asn HaN J\ /\/\‘/L His
a N H  HN N
O Pyrrolysine Pyl /\/IU\O . d NH > (N ™
®  Proline Pro ) ! HN NH,
Q  Glutamine Gln Chargés négativement T
R Arginine Arg 0 O Glu Asp
S  Serine Ser 0 o
T Threonine Thr Ho OH o
U Sélénocystéine Sec e < ]
V  Valine Val Polaires non chargés
W  Tryptophane Trp (o} Ser OH O Thr 0 G
Y  Tyrosine zf " HO/YU\OH H,c/’ﬁ/LOH HS/YLOH
8 NASP NH; NH, NH;
z GIn/Glu < 0
X  Inconnu H O Pro o] 0 6h o Glu
& NH; NH, NH,
’\HCL e S L
HSe OH g/s\n/N OH
NH; mé "o \/\/\?‘;z

Figure 1.2 - Correspondance entre CODE 1 lettre, CODE 3 lettres et la
structure chimique des acides aminés trouvés dans les protéines.

Pour identifier la série d'un acide aminé, il suffit de regarder le Co avec le H devant
les autres atomes. On doit pouvoir lire « CORN » comme illustré dans la figure 1.1.

Certains acides aminés partagent des propriétés physico-chimiques avec d’autres.
Cela conduit 2 une distribution des groupes d’acides aminés selon le diagramme
(non exclusif) de Venn schématisé figure 1.3.

Au niveau chimique, les protéines sont obtenues par condensation des acides
aminés et élimination d’eau lors de la formation de la liaison peptidique (?Our
chaque acide aminé ajouté). La suite des lettres indiquant I'enchainement des ﬂc.‘de)s
aminés constitue la séquence de la protéine (on parle aussi de structure prlm?‘zes‘
Chaque séquence caractérise de manire unique une protéine. Une infime parti¢ %"
séquences théoriquement possibles existe vraiment. Ce sont celles qui ont €té sélec

1 ’ s . . €
tionnées par I'évolution et qui sont doues d’une activité biologique (structure le
ou fonctionnelle).
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1.1 .
1 « Acides Aminés et séquence

Aliphatiques

-- Chargés

Négativement

Positivement

Aromatiques

| Hydrophobe |

Figure 1.3 - Diagramme de Venn des propriétés des acides aminés.

/! Le génome humain comprend 3,4. 109 bases et coderait pour 20 563 séquences
g protéiques.

La bioinformatique s’est emparée tres tot de la comparaison des séquences. En
effet, au sens informatique, il s’agit principalement de comparer des mots entre eux,
rechercher des mots communs, trouver le plus grand mot commun, aligner les mots

en autorisant des « jokers » a certaines positions.

Le nombre de séquences de longueur 100 réalisable a partir de 20 acides aminés
différente (20199 est supérieur au nombre d’atomes dans I'Univers (~10%).

CART Comblen de sequences protéiques dlfferentes peut-on
- générer en théorie ?

Le nombre de séquences différentes de longueur N qu'il est possible de générer
_en prenant les 20 acides aminés principaux est 20N,

Exemples | :
 Peptide (5 acides aminés) : 205 s : 2090
 Protéine de taille standard moyenne de 400 acides al;ngoyenne 400) : 20 8900000

rotéome humam (soit ~20 000 proteines de IonQueu

b {
AL, it
P e S R

3
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chape |

. LA v perition &n acldee aminés .
]

1.2 INFORMATIONS BEDUITES DE LA COMPOSITION
EN ACTDES AMINES |
able d'une séquence est la compositi.on en acides am;.

et pourcentage de chacun des actd.cs aminés) peut

ent par des méthodes d’analyse biochimiques,

o inlimation dé v
an (nombre

P& N ‘""“i:‘
A U comyposit
BVO B WINee v\|w‘~|inwnlnlcm
aminé d'une protéine X est biaisée par rapport j |,
le des protéines, on dit que la protéine x
te faible complexité peut aussi ne concerner

WOBa comipatition en a ide

GG LTON moyenne de l‘Ql\Selnb

VERRRIT Ve tailvle mmplexité. Cet ; P
. \.‘,; e de la séquence. Ainsi, dans certains récepteurs stgrmdlens, on
s | ' \ves constituant un cas extréme de faible

sbaenve futau'a 37 glutamines consécut
WY .‘.;\Lr\ \‘,‘g

Tableau 1.1 - Les pKa des acides aminés ionisables.

(| pKal i pKaj
His 6,00 Ser 13,60
Arg 12,48 Tyr 10,10
Lys 10,53 Glu 4,20
Nyer 9,80 Thr 13,60

Asp 3,86
Crer 2,10
Cys 8,33

Ls composition permet au biochimiste de calculer la masse moléculaire théorique

A de 12 protéine en utilisant la relation suivante :
N
M= Z m(i)-18x (N=1)
i=1
ols iy e la masse moléculaire de I'acide aminé i et N le nombre d’acides aminés.
Corsznient la composition en acides aminés, le coefficient €,g, d’extinction
meizire & 280 nm se calcule gréce A la relation suivante :

taa0 = [Nyy ¥ 5 500] + [Ny, x 1490] + [Ny x 125].
~ Hestalors possible de doser précisément par spectrophotométrie (densité optique)
fa comeemration en protéine grice A la relation de Beer-Lambert :
| DO = €350 L C
o 1. €+ 16 lomgueur du trajet optique, C la concentration en g/l.

Enden, b pl (o point isoélectric : ' de
gl (ou poini jue d’une protéine) correspond 2 la valeur d¢P
Gedle qgue 1O = 0 dans la relation suivante : ¢ ) P

WC = zm{l T | L } Ni jo~Pke) )
; 4 “)‘PLDAU] + l()-p“ ? J lo'PhU)_‘_ ]0"9“

MO e be dognibne de Charges théoriques portées par la protéine.

© Dunod — La photocopie non autorisée ¢st un délit.

‘ D e "
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1.2

. wésigne un résidu qui peut étre chargé positivement (Arg, Lys,
‘l‘:‘\\&m un résidu qui peut étre chargé négativeme
{i\‘:\m un pRagQ). ion. il est posi

£ partic de cette mlunon.l 1l est pO‘\b‘lbl.C de cglculcr lac
y C) = { (pH) d’une protéine. Cette information mé
(.:ilt‘ au biochimiste avant de se lancer dans une
u

His) ayant up, pKa(i).
nt Asp, Glu, Tyr, Cys, Ser, Thr

ourbe de titrage théorique
me trds approximative est tres

purification de protéine car la
hysico-chimie des solutions fait que solubilits d'y; ine est minimale quand
a connaissance du pHi d’une
pe €changeuse d’ions qui
a purification,

R 1 ~0

rotéine permet de choisir une colonne de purification de ty
p‘)it adaptée aux conditions de pH utilisées pendant |
soit ads

File Curve width Color :
Nstchargs pHi= Q04835

s;

pH = 03.30 Netcharge 043 367

-

e Bt

o,

'ATPA_TOBAC.
Figure 1.4 - Courbe de titrage théorique d Ar.‘t-:es oar la protéine en
La courbe représente le nombre de charges théoriques po

harge
| le nombre de ¢
fonction du pH. Le point Isoélectrique est le pH pour leque

est &gal a 0 (ici 4,98).

BN R AN
o 3 s

* Informations déduites ge 1a composition en acides aminés

\ ot \:L AN
3\1"‘}' {'S.l‘:“‘I.(',{n' % i
§ b &

=
s
2

5
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BASES DE DONNEES
pOUR DONNEES DE BASES

2.1 Banques de données généralistes
2.2 Une entrée Swiss-Prot
2.3 Interrogations SRS, ACNUC, Entrez

PLAN

» Comprendre I'intérét des banques de données en biologie
» Connaitre une entrée au format Swiss-Prot
» Savoir interroger les banques de données de séquences

OBJECTIES

2.1 LES BANQUES DE DONNEES GENERALISTES

La problématique des données en biologie est trés différente de celle d’autres disci-
plines. Les données biologiques présentent une forte hétérogénéité, ce qui pose la
question de I’information 2 en tirer, de leur structuration et des systeémes de requétes
A développer pour pouvoir interroger de maniere pertinente ces données. De plus,
elles sont fortement corrélées entre elles (exemple des séquences nucléiques et
protéiques 2 travers le code génétique). La qualité des données est tres variable
(erreur de séquences, d’annotation, redondance). Pour les protéines, il existe princi-
palement trois manidres différentes d’interroger les banques de séquences . par
annotation des séquences dans la banque (commentaires, mots-clés associés)
comme illustré dans les figures 2.1 et 2.5, par comparaisons directes des séquences
décrites dans le chapitre 4, par numéro d’accession ou identifiant unique (exemple
du champ AC décrit au paragraphe 2.2).

. Exemple d’erreur dans les banques de données

rz:‘rl mettre en évidence la présence d’erreur dans les bangues de_ seQIlJS-nane:C'
co":‘satel" peut faire une requéte sur le site de I'EBI (http://SfS-eb';?g-‘;uivante
T eme’ mot-clé « psuedogene » au lieu de « pseudogene ». La reque

Ctuée sur 'EMBL fournit plus de 80 entrées en 2012) |

3
]
%
3
5
E
1~}
e
-]
2
g
£
3
¢
8
&
1
]
Q
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Chapitre 2 - Bases de données pour données de bases

2 i Aot | g
fle_Eot Niew Higtoy povkmads_Toos Mep)

&7 SRS4PERI (sre.ebi acuk) * e

KX . e ac vk ."i-v Wi Lers AT Tingyme st e 0 Be e < ’,l'm.mu.
‘. M\hu—d L. 18CP : Institute of Biolo... : | lles7/C/Asn/Pageskd.. Gilbert Deldage - Gitati..,

| Nlort a Perinonent ¥ Nt
Project Find : Notleotides

T o e

m‘ i1

Ty mrtant eumowimeteats: e
1909102 gAML §ank Releare 113 Is now on-boe ((alagse rotes, gats

' pates)

« louk m our , '
SHSBEBL ¥ A for 14.06.12 M8 - Bank Release 112 is now on-kne (1g'e33e npotes, data
| natag)
200012 EMEL- Dack Ratease 11118 now ondne (teedse 1utes, daly
notes)

270112 MALDUNE 7011 1 now onlne. Tha obsolete MEDLINE 2011

< Plasra read our will be removed on the | 3th February 2012

M Linking o SRS 141211 EASR -Rank Relaase 110 18 now on-ine {talaass motes, dats
Pusds for ampotat nates)
formatian

[ regardng kg to

et | biowisdom’
o VARG

Figure 2.1 - Interrogation de banques nucléiques sur le serveur SRS de I'EB|
avec le mot-clé « psuedogene ».

| @

En biologie, de nouveaux types de données issus des progres technologiques

(puces, spectrométriec de masse, imagerie médicale) émergent constamment. Ces

_Nouveaux types de données émergents sont fortement associés aux appareils (par

exemple les puces Affymetrix ou les appareils de spectrométrie de masse) et aux

- auteurs qui les produisent, ce qui génére des formats de données différents et le plus
- souvent incompatibles car souvent liés A des constructeurs d’appareils.

Sealeoi0

Bt 7 e

; mbré
Figure 2.2 - Progression du no

! . de séquences dans GE

il
e
ﬁ
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2.1 . Le
s banques de données généralistes

De plus, le volu'me des données en biologie (en particulier les s¢
maniere exponentielle et double tous les 18 mois im Sy

refaire périodiquement les analyses. Cette croiss
bien inférieure a ce!l;adliée aux séquengages mas
de séquengage massit de génomes compl

les czcilpacités d’obtention de séquen cel; ;t;rf;)el‘;t ﬁ’éﬁl\f)eslel:;;eti Zglqmes acquis. De plus,

(NGS ou Next Generation Sequencing) sont telles que les Coﬁtlllg:eséde iéQUengage

été divisés par 10 000 depuis 2008 pour atteindre 1 $ pour 10 i\db zés Sucné;agis ont

de comparaison,.en 2001, le cofit de 1 Mb était de 8 000 $ ! Les nou\c/leli::: r:\é h tldtre
de séquencages illustrées dans la figure 2.3 présentent des caractéristiql;es d; to' ﬁs
de séquence, de longueur de lecture (« read »), de temps d’obtention et de de r:‘ de
parallélisation différents. Toutes ces méthodes permettent de générer un grand ngmbr:
de fragments de longueur variable selon la technologie qui seront assemblés par bioin-
formatique pour finalement donner la séquence (cas d’un petit génome) ou pour posi-
tionner la séquence sur un génome de référence.

quences) croit de
Posant au bioinformaticien de
ance pourtant déja considérable est
sifs. Tout d’abord, les programmes

454 Solexa SOLID

1] e

logicz
v o

ent. (2

el Technologie . Pyroséquengage Fluorescence Solide

) ot i Parallélisation : 4105 3107 5107

tk P_Lj Nucléotides par lecture : ~400 ~50 35
Temps d’obtention : 8H 144 H 240 H
Longueur de séquence : ~5 108 ~4 10° ~2 1010

Figure 2.3 - Next Generation Sequencing (NGS).

11 faut souligner que ces technologies progressent tant sur le plan de la longueur
des « read » que sur le degré de parallélisation. Les coiits ont aussi chuté au point
que dans un avenir proche, la séquence du génome complet d’un humain cottera
environ 500 €, ce qui ouvre des perspectives de médecine personnalisée mais pose
aussi des questions éthiques importantes. Par ailleurs, de nouvelles approches sont
€n cours de développement (Ion Proton ou GridlON™) et permettent une miniaturi-
sation encore plus grande du syst2me (MinIOn USB) et une parallélisation,par empl-
lement des unités (comme pour les calculateurs). Dans cette course aux genomes, il
ne faut pas perdre de vue que séquencer n’est pas déchiffrer. ‘
Eebaa Par ailleurs, la sémantique et la représentation d’un concept ou d’une notion
m"‘ e ;"‘."PDF selon la culture scientifique, ce qui est uné difficulté pour une interdiscipline.

OM-Tmeionnmwmmeaundﬂit.

3 U2 S AT A ! .-
i AN SRS D
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At la detinition mdme de ce quiest une pmt.éinc cst‘ dill.ércnl%‘ p?llf :'ll‘l'll."ormuti_
SO UL VO souvent un mot), pour un biologiste \qui N “‘“U:}‘L‘(:d:rc dang
une chaine tonetionnelle), pour le biochimiste (qui 'y AsaeAn “3‘ e g”f‘ P
BQURY et pour un chimiste (qui v associera un assemblage d’un grand nombre g

Chapitre 2 + Bases de données pour données de bases

NZymg.
alomeg),

Le programme 10 000 génomes humains

A tite d'Mllustration, le programme 10 000 génomes’ humalns (.http".//

L WWW.UKTOK 0rg/) lance en 2010 par le Sanger Institute pour Eth'ef la Variabilitg
genetique humaine a genere en 6 mois un volume clie donnee§ €quivalent g,

‘ contenu accumule dans GENBANK pendant 20 ans ! D'autres projets de

i

séquen-
L0 sont en cours comme le séquencage de 10 000 génomes de vertébr

és.
La mouvance des données biologiques (quantité et qualité) oblige de refaire régu-
& lidrement les analyses bioinformatiques.
[

il i

L'information biologique est -

o - disséminge dans une multitude de banques de données ;

- stockee sous des formats syntaxiquement h
= &n genéral non disponible dans des systémes de gestion de bases de données
(SCDB) mais distribuge sous forme de fichie

rs plats ;
= Modelisée dans ces différentes banques selon des sémantiques hétérogénes et
difficiles & mettre en relation.

étérogénes :

Au début de
déposédes d

¢
S

la biologie moderne, les séquences nucléiques et protéiques étaient
S dans un grand livre édité par Margaret Dayhoff, Cet atlas des séquences a
t¢ remis A jour periodiquement jusquen 1978, Les premidres banques informati-

: nces biologiques ong éta développées 3 Lyon par C. Gautier
dnns_ les annces 1980 au Laboratoire de Biométrie et de Biologie Evolutive. Depuis,
plusieurs INtiatives européennes (EMBL, devenye aujourd’hui I'ENA), américaine
(GenBank) ou Japonaise (DDRYJ) ont émergé de manidre concurrente' et parallele
des séquences génom; i

¢es de données de séque

pour collecter I'ensemble
sations ont passé des

na _ quence Databases Collaboratjop (INSDC). Ce consortium
tait que les trois banques ayant un souci d’exhaustivyitg ont un contenu quantitatif ¢!
qualitatif assez comparable et qui a tendance 3 ¢

ds
. & : onverger. Les deux plus gran
centres de bioinformatique dy monde sont |’ itut Eurgopéen :le Bioh?formaﬁque
YoumeUni (http:/febi.ac.uks), ef 1 Nagonal Center ©
Biotechnology Information (NCBI), a Be
ncbi.nim.nih.gov/), qui rassemblent 13 plu

thesda aux Etats-Unis (htlp-i/q

o Part des banques de données. Enfin, depué

1986, il faut souligner I'initiative d’A. Bairoch de créer une banque de séquences =
protéines Swiss-Prot (http://www.uniprot,

1
Prot.org/) devenye UniProtKB/Swiss-Pr‘i‘ ;1‘6‘[
soit non redondante et de haute qualité car riche e annotations fonctionnelle

10
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i{_ année (http://www.oxfordjournals.org/nar/). Avant de se lancer dan

2.1 - Les banques de données généralistes

structurale et intégrant les informations des
su 3 autres banques de donndes fait de <
faible redondance. cette ba.nql_xe et particulidrement wtile pour ¢ el e
cur les protéines. Les premidres

tablir des statistiques
bangues d : sanstg
donndes) étaient généralistes. $ de données (pas encore des bases de

pifférence entre base de données et banque de donnees

Une banque de données est un ensemble de fichiers fextes :
(on parle de fichier « plat »). Une base do e TS textas sans relation entre eux

- ) nées est un ensemble de relati
entre des données gérées avec un systeme de gestion de base de donndes (S:(ligln)i
et interrogeable par SQL (Structure Query Langage).

Depuis 25 ans, une explosion des bases de donndes specialisdes est observée
(1 380 répertorides dans NAR).

La revue Nucleic Acids Research consacre un numéro s

5 0

=cizl « database » chague
r unN nouveau

s
> &cialisée maintenue
a jour.

Les bases de données spécialisées présentent 1'avantage d'$tre maintenues par des
experts du domaine qui gérent les problémes de numérotation, nomenclature, cohé-
rence, annotation. On peut distinguer les bases de données thématiques biologiques
(récepteurs couplés aux protéines G comme GPCR, ou immunologie IMGT). par
organisme (dont le génome est en général completement séquence). par technologie
(spectres RMN, cartes de spectrométrie de masse, gels d’électrophorese bidimen-
sionnelle) ou par type (séquence, structure, image, spectre, interaction). Le
tableau 2.1 recense quelques ressources notoires en bioinformatique.

L’accés aux génomes se fait grice a des outils dédiés appelés genome browser. Le
serveur Ensembl (www.ensembl.org) répertorie les principaux génomes d’orga-
nismes modeles. Le serveur offre la possibilité de naviguer depuis le niveau caryo-
type (figure 2.4) jusqu’au niveau de la séquence nucléique et de sa traduction dans
les différentes phases de lecture.

I existe une seule banque de données des structures 3D des macromolecules
biologiques appelée historiquement la PDB (Prorein Data Bank). Cene. banque
(http://www.rcsb.org/) contient les coordonnées tridimensionnelles atomiques _de
protéines, d’acides nucléiques, de complexes nucléo-protéiques, de sucres. La crois-
sance de la banque est constante depuis 5 ans et représente environ 7 500 smcmﬂan
en moyenne sur la période 2007-2011. En revanche, le nombre de structures presen-
tant une architecture originale (repliement ou fold) est constant. Ainsi, le nombre de
repliements différents connus est d’environ 1 500 et représente la redondance en

Structures 3D. La redondance en séquence fait qu'on peut distinguer environ

Ii auenc

<L
31

e entre eux moins de 30 % d'idenfité.
qm , (PDBY5), 75 % (PDB73) et 25 %

‘ﬂ&«@h‘

ol
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Figure 2.4 - Caryotype humain sur Ensembl (23 chromosomes),

Les données biologiques sont fortement biaisées. A titre d’illustration, méme g;
plus de 11 000 especes sont représentées dans UniProtKB, seulement 20 espace
couvrent 33 % des entrées (voir tableau 2.2).

Tableau 2.1 - Quelques bases de données spécialisées.

Acronyme Description

IMGT IG, récepteur de cellules T, Complexe Majeur d’Histocompatibilité
HIV Base de séquences sur le SIDA a Los Alamos

GPCRDB Récepteurs couplés aux protéines G

euHCvdb Base de données de séquences du virus de I'hépatite C
OMIM Online Mendelian Inheritance in Man
HGMD Human Gene Mutation Database -
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

ENZYME Nomenclature des enzymes I

BRENDA Base de connaissance sur les enzymes S
NRSub Bacillus subtilis S
AceDB Caenorhabditis elegans

FlyBase Drosophila melanogaster I
GOLD Banque des génomes séquencés.  —
RCSB Base de données des structures des macromolécules biologique®
IntAct Base de données d’interactions protéiques ___—
BIND Base d'interactions -
MiMI Banque d'interactions moléculaires du Michigan __—

STRING Banque d'interactions entre protéines

CATH Banque de classification des structures de_ri_@tjjﬂ‘i’l./
SCop Classification structurale des protéines

Ensembl Explorateur de génomes complets d’organismes modéles-

NucleaRDB Systéme d'information pour les récepteurSW

—
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2.1 « Les banques de données généralistes

Tableau 2.2 - Le top 20 des séquences Par espéce représentée dans UniProtKB

I b b Nombre ' Nom de I'espéce
]22 g :; Homo sapiens (Human)
F Mus musculus (Mouse)
7723 Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)
7 269 Rattus norvegicus (Rat)
6552 saccharomyces cerevisiae (Baker's yeast)
5559 Bos taurus (Bovine)
4 752 Schizosaccharomyces pombe (Fission yeast)
4 342 Escherichia coli (strain K12)
9 3576 Bacillus subtilis
10 3410 Dictyostelium discoideum (Slime mold)
11 3212 Caenorhabditis elegans
12 2921 Xenopus laevis (African clawed frog)
13 2 883 Drosophila melanogaster (Fruit fly)
14 2374 Danio rerio (Zebrafish) (Brachydanio rerio)
15 2184 Pongo abelii (Sumatran orangutan)
16 2 089 Gallus gallus (Chicken)
17 1 981 Oryza sativa subsp. japonica (Rice)
18 1974 Escherichia coli O157:H7
19 1782 Methanocaldococcus jannaschii (jannaschii)
20 1773 Haemophilus influenzae
Tableau 2.3 - Nombre de structures 3D déposées dans la PDB.
: .v \A | ,Protéine$ nul:fé“ijqe:es fﬁ,’:ﬂﬁﬁ Autres Total
Cristallographie 71 626 1424 3653 3 76 706
rayons X
323322’;3‘2 8 529 1014 191 7 9741
Nucléaire
Cryo-Microscopie 337 29 123 0 489
’ électronique > I 51
Méthodes hybrides 45 3 166
Autres 144 4 2 = 3
Total 80 681 2474 3 974 24 | 8715

ici i tes & conduit a la
i i t des logiciels de traitement de donnee§ a .
ciln . eicu Tt ; daptés pour les logiciels de traite-

création de plusieurs formats. Des formats sont a

- ils sont économiques en
ment d xemple format Pearson-Fasta) car 1 col |
A oo ence et une ligne de description, mats peu

taille puisqu’ils ne contiennent que la s€qu ' < i
informatifs, D’autres formats dédiés aux banques sont trés I'I}foé:m;rfieg o
d’annotations) mais peu économiques en taille et donc peu utilises p g

d’analyse de séquence.
13
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Chapitre 2 - Bases de données pour données de bases

Tableau 2.4 - principaux formats des séquences,

- Banques de sequences Phylogénie F“rm\ .
» " TR ‘ "-\'
lg/Stanford Phylip3.2 MTI?;'~ .
2 ‘""\%»,.__‘u 3 ) |
Genbank/GB P‘hylup .»._“_'fﬂ}hus{,
NBRF Plain/Raw m_\_ﬁ””no‘b.};{‘ i
EMBL PIR/CODATA Olsen
\N‘”"—*--‘
GCG MSF Prett,
Pearson/Fasta PAUP ZJ&\(-T —

Le format standard et commun  tous les logiciels d*analyse en bioinformy,
est Person/Fasta. Les banques de données sont aussi proposées dans ce format -

Format PEARSON-FASTA compatible avec tous les logiciels d'analyse

IMYE IVEET Mumnlahin
T _LYLPL My0giodd

14 .
~ELATYI NTWAKVETR ArLAAEYT 101 Eid o
GLODGERQIVINIWGKVETDLAGHGREVLIRLFKNHPE
TALGGILKKKGHHEAE LKPLAQSHATKHK]
NT s er AEAR
NDTAAKYXELGHQG
MuAan)lakhin
Myoglobin.
AU TDl ETEUDETI Ml EOVEART ALART AFM AR CALA
l;:L.L(-\LrI:h":l\_R.,rr’F\F.’\G‘P\nJJLA\)_,M‘\;;30\”,\]
\

(PLSSSHATKHKIPIINFKLIAEVIGKVMEEKAGLDAAG

T O 3|
=
™ -
L

- r—

-l D -

————————

RLFQVHPETQERFAKFKNLKTIDELRSSEE
ESHATKHKIPVKYLEFICEIIVKVIAEKHP
FQ

s
------

m 3= t<

T w

WV DX O Mr

) m oOwu

=
I

Un utilitaire de conversion de formats (READSEQ) est propos¢ par D. Gilhen
(http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi).

Le biologiste doit aussi faire attention aux caractéres de fin et de saut de ligne qu

. sont différents selon les systémes d’exploitation. Pour convertir un fichier Iss

\é d'un serveur Linux en un fichier MS Windows, il suffit de le charger dans WordpaZ
et de le sauver. Les caractéres seront automatiquement substitués.

2.2 UNE ENTREE SWISS-PROT

Dans une entrée Swiss-Prot (voir exemple pages suivantes), chaque fichier »:J
séquence obéit 4 un format propre & base d'étiquette (deux lettres) qui rensei& J
nature du champ d'information qui débute a la colonne 6 (http://webexpasy &>
docs.luse""a"'h‘m'#”"ﬂ)'l)es). La premiere étiquette est ID (IDentifiant) lf.*"
contient le nom de la protéine. Un nom Swiss-Prot est constitué d'un préfixe souver
€vocateur du réle ou de la fonction (ici MYG pour MYOGLOBIN), d'un sépars
le « _ » (caractere underscore ou blanc souligné), et du nom (ou de son zlbn‘\l;lflr‘ld
HUMAN de I'espice (en anglais). Attention, ce nom est susceptible de chate n
cours des différentes versions de Ja banque. En effet, il se peut que la fonction n.»“:m
pas connue avec précision & une date donnée et que celle-ci soit étudiée et ﬁ""'ﬁh :
connue dans une version suivante, Le champ AC (numéro d’ACces) est 4 ¢

el

14
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2.2 « Une entrée SWISS-PROT

-are définitive A une séquence et n’est :

T o o . oA el de changer. En cont
tion. Les trois champs DT (DaTe) renseignent successivement ies diff ‘C(J’.lnnjumcz‘l-
concemnant | entrée (création, modification de séquence ou d’annc;t'ltiort\;ul],(ts -
DE (DEscripteur) renseigne sur la nature de la protéine et est en‘ gén é.r ‘Llchlflmp
eournée par les programmes d'analyses (BLAST ou FASTA). Le champ GN (Gone
Name), le champ OS contient le nom (latin et anglais) de I'espace et‘de [1)‘or (Gene
(Organism Specie). Le champ OG (ici absent) désigne I’organite. Le chagxsxnl%né
correspond & la Cla_ssxﬁca[ion de I'organisme de la séquence. Le ch.amp (0).¢ c?mes-
pond 2 la taxonomie de I'organisme. Les différents champs RN (RP, RX, RT, RA
RL) concement les féférences bibliographiques de séquences. Le c,ham,P C’C es;
dédié aux commentaires (copyright ou annotations). La ligne DR fournit des liens
croisés sur les autres banques de données. Le champ KW (KeyWord ou mot-clé). Le
champ FT (Feature Table) est pour les informations et les annotations concernant la
séquence. Si les informations sont non vérifiées expérimentalement, le mot « poten-
tial » ou « conflict » est ajouté. Enfin, le dernier champ est SQ pour SéQuence. Le
terminateur d’entrée est « // ».

Plus récemr_nent,ﬂ le champ OH (Organism Host) a été ajouté pour les entrées
virales et décrit I’hdte du virus avec la taxonomie du NCBI. Le champ PE (Protein
Evidence) décrit le mode de mise en évidence de la protéine :

1 : par la présence de la protéine
2 : par la présence du transcrit

3 : déduite par homologie

4 : prédite

5 : incertaine

ID MYG_HUMAN STANDARD; PRT: 153 AA.
AC  P02144;

DT 21-JUL-1986 (Rel. 01, Created)

DT  21-JUL-1986 (Rel. 01, Last sequence update)
OT  01-MAR-2002 (Rel. 41, Last annotation update)
DE  Myoglobin.

GN  MB.

0S Homo sapiens (Human). .
0C Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

0C Mammalia: Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
0X NCBI_TaxID=9606;
RN [1]
RP SEQUENCE.
RX  MEDLINE=71291923; PubMed=5285572;
RA  Romero-Herrera A.E., Lehmann H.;
RT  "Primary structure of human myoglobin.":
gh PElature New Biol. 232:149-152(1971).
2]
RP REVISIONS TO 19-22 AND 83.
RA  Romero-Herrera A.E., Lehmann H.; e catbbon).":
RT_ "The myoglobin of primates. I. Hylobates agilis (gibbon).":
RL  Biochim. Biophys. Acta 251:482-488(1971).

O'Dunod ~ Toute reproduction non antorisée est un délit.
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Chapitre 2 + Bases de données pour données de bases
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= 1= FUNCTION: SERVES AS A RESERVE SUPPLY OF OXYGEN AND FACILITATES
THE MOVEMENT OF OXYGEN WITHIN MUSﬁLgiﬁlLY
= !~ SIMILARITY: BELONGS TO THE GLOBI ‘

This SWISS-PROT entry is copyright. It is produced through g
collaboration

between the Swiss Institute of Bioinformatics and the EmpL Outstay,

the European Bioinformatics Institute.

There are no restrictiOns n
U;:s by non-profit institutions as long as its content ig in
mgggfied and this statement is not removed. Usage by and fop
esg?gfggi?;quires a license agreement (See http://www.isb-sib,cp,
announce/

or send an email to Ticense@isb-sib.ch). B

EMBL; M14603; AAA59595.1; -,
EMBL; M10090; AAA59595.1; JOINED.
EMBL; M14602; AAA59595.1: JOINED.
EMBL; X00371; CAA25109.1: -.
EMBL: X00372; CAA25109.1; JOINED.
EMBL; X00373; CAA25109.1: JOINED.
EMBL; AL049747; CAB41872.1: -.
EMBL; AL022334; CAA18457.1; -.
PIR; A02464; MYHU.

PDB; 2MM1; 15-JAN-93.

HSC-2DPAGE; P02144; HUMAN.

MIM; 160000; -.

InterPro; IPRO00971; Globin.
InterPro; IPR002335: Myoglobin.
Pfam; PF00042; globin; 1.

PRINTS; PR00613; MYOGLOBIN.
PROSITE; PS01033: GLOBIN; 1.
Heme; Oxygen tran

sport; Transport; Muscle: Polymorphism:
3D-structure,
INIT_MET 0 0
METAL 64 64 IRON (HEME DISTAL LIGAND).
METAL 93 93 IRON' (HEME PROXIMAL LIGAND).
VARTANT 54 54 E-> K,
/FT1d=VAR_003180.
VARTANT 133 133 K-> N,
/FT1d=VAR_003181 .
VARIANT 139 139 R -> Q.
/FT1d=VAR_ 0 :
VARIANT 139 139 R->wW., — wi
/FTId=VAR_0 :
CONFLICT 128 178 Q->E (IN 33%834)
HELIX 4 17 e
TURN 18 19
HELIX 21 35
HELIX 37 41
TURN 42 42
TURN 45 48
HELIX 52 57
HELIX 59 76
TURN 77 80
HELIX 83 95
TURN 96 96
TURN 101 101
HELIX 102 118
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23 . Les j
Interrogations Entrez, ACNUC, SRS

FT  HELIX 120 122
ET HELIX 125 148
FT  TURN 149 150

sQ  SEQUENCE 153 AA;

| ’ Protéines, il es
( champs AC (avec éventuellement |3 liste d;srpic

| ' Ommandé de fournir |13 liste des
.”p concernant les protéines concernées

D) afin de lever toute ambiguite

2.3 LES INTERROGATIONS ENTREZ, ACNUC, SRS

Ces systeémes d’interrogations n’utilisent pas directement la séquence (comme traité

dans le chapitre 4) mais les informati
10n8 concernant les séquen i :
contenues dans les banques. USRS Cmetgtion) o

Les principaux systémes d’interrogation sont EB-E i 3

' d’inte -Eye (http://www.ebi.ac.uk/ £
ebisearch), ACNUC (l}ttp://pbll.unlv—lyonl.fr/databases/acnuc/acnuc.html), SRS en S
Europe et Entrez aux Etats-Unis (http://www.ncbi.nlm.njh.gov/sites/gquery). \\\

. Les systtmes EB-Eye, disponibles & I’'EBI (European Bioinformatics Institute,
situé au Royaume-Uni) et Entrez, disponible au NCBI (National Center for Biotech- %
nology Information, aux Etats-Unis) permettent d’interroger depuis un navigateur sy

Web toutes les banques de données de séquences a partir d’une ou plusieurs chaines <

de caracteres qui seront cherchées dans les annotations des séquences de toutes les _—

banques. Ces systémes, et particulicrement Entrez, permettent aussi d’interroger la B
Yo

banque de données MEDLINE réunissant tous les articles de la littérature scienti-
fique médicale et une grande partie de la littérature biologique.

Le systtme Entrez permet d’interroger trés rapidement des ressources tres
diverses et nombreuses comme par exemple PubMed pour la bibliographie en biolo-
gie et médecine, la banque des taxons, la banque Nucléot'ide GenBank, séquence et
structure de protéine. L’avantage du systeme d’interrogation du NCBI est de propo-

u
o

ser une interface unique, trés simple (figure 2.5) qui permet de Cons(t)me};:te(llliz =
requétes complexes associant les différents champs (ou ar,mOt-atlonl)\IaOu”l)‘() II))e plus, —
logiques d’addition (AND), d’exclusion (OR) ou de n?gaulo ; l(es domaines et 12 i
Pinterface ainsi que la logique d’interrogatiop est consc.arvecz,1 se 011111 e o dos requétes w:;.
nature des ressources interrogées. De méme, il est possible de co B

. Pour croiser des listes de résultats. . ui peut

Le systtme ACNUC permet une recherche multicritére S u?xirl::?;q;:&tqse faire
étre GenBank, ENA/EMBL ou UniProtKB/SwissProt. Cette lrletf;l bpliquer des opéra-
a partir de listés de sélections successives sur Jesquelles on pe

o tions logiques (AND, OR, NOT).

:
‘?
:
;
:
!
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Figure 2.5 - Interrogation du NCBI par Entrez sur la base protéine.

Le champ Organism contlent la valeur HUMAN et le champ Protein Name contient [z
valeur MALATE DEHYDROGENASE. L'opérateur de combinaison est le ET logique (AND).

Par exemple, la requéte

] sp=HIVZ and k=rev gene and t=CDS

B?rr:slelt-l clig ;é‘ljzc;:;olnnﬁr toutes les parties codant.es du gene rev dans les séq’lxengesf'é
toutes les séque ] anlze N séquences choisie. Le critere sp=HIVZ select}of’“f
i 1 séq?; ncesd e l,espécc virale HIV2. Le critére k=mot-clé sé]ecuorﬁf
2 extraire des sée: o Omi : am,]ota"(’n contient ce mot-clé. Le critére £=C0S €O -1
introns étant aus‘;?ncesl d1SP0,111bles ltss seules parties codant une protéine, les gvent=”
limitée par la varila::'(lqt:s' L'efficacité de la sélection de séquences par mot-cl¢ ‘;
mot-clé « rey protleli ndes mots-glés. BILIIECS Ent RS aiees (s ],exmgijﬂé
trois fagons : » est aussi utilisé). Le systeme ACNUC est acces!

* 2 travers une interf; ares &
b . ace web nne ‘Cn[erej -
- d’extraire les séquences corrtl::pondtmnant::? formuler des requétes mult
’

e, |
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2.3 - Les interrogations Entrez, ACNUC, SRS

. 2 I’aide du programme client « query_win »

o ui permet d’i
ravers le réseau en utilisant une interface g v permet dinterroger les banques 2

a une interface raphique ;
« 2 travers programmable
rmet de requéter les banques en résel;?xl.lr tes langages C, C++, Python et R qui
Le systeme SRS (figure 2.1) a été développé initi y
gation simultanée de plusieurs banques.pxnsintr:::l:e‘;gﬁ:: pg;r;lettrel o
impli e la requéte soi 4 g S une banque
implique qu quéte soit effectuée sur la version stable de la banque et sur |
mises 2 jour (update) permettant d’avoir une interrogation exhaustive. Un rveur
SRS s'installe sur des sites hébergeant des banques et des outils. Le plu's conf;;;egé
ces servem: SRg.ezt celgi de 1.’EBI (http:l{srs.ebi.ac.uk). ACNUC et SRS reposent
sur un systeme ,m' f:xa.tlon qui se c_:aracﬁénse par une bonne performance en lecture
(typiquement a I'utilisation par le }?lOlOglste) mais aussi par une incapacité de modi-
fication dynamique .du systtme d’index. Ces deux systemes sont donc performants
en mode lecture mais pas en mode écriture. A I’opposé, les Systémes de Gestion de
Bases de Données (SGBD) sont efficaces en écriture (et parfois un peu moins en
lecture). La plupart des banques de données sont maintenant disponibles dans des
SGBD (Oracle, Sybase, db2, MySQL, PostgreSQL). Cependant, les plus perfor-
mants de ces SGBD sont commerciaux et tous nécessitent de savoir quels types
d’interrogations devront étre faits afin d’ optimiser la structure de la base de données.
De plus, le temps de chargement nécessaire en cas de changement d’architecture
peut étre trés long (plusieurs jours pour EMBL). Les bases de données sont interro-
geables 2 I’aide d’un langage standard de requéte Structured Query Language (SQL)
et la plupart des bases de données biologiques offrent une interface avec le Web via
un formulaire le plus souvent écrit en python, PHP (PHP : hypertext Preprocessor),
Perl ou Java. A noter qu’il existe aussi une tendance actuelle au NoSQL (Not only
SQL) avec par exemple MongoDB (www.mongodb.org/) qui ne nécessite pas de
schéma prédéfini des données et qui permet ’évolution des champs au cours du
temps. Ce type d’outil est particuligrement utile pour des données ou des documents
qui sont changeants et de volume important (big data) comme la biologie récente.
Enfin, il faut mentionner le cloud computing ou nuage en plein développement pour
affranchir 1’utilisateur de lien direct avec une machine de calcul et qui stocke les
données quelque part dans le « nuage » sur des systémes informatiques distribués et !

2 inconnus de 1’ utilisateur. |
3
g
%
i
3

1

|
Lo
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LA COMPARAISON
DE DEUX SEQUENCES

3.1 Matrice de points
3.2 Matrice de substitution

» Savoir détecter des répétitions internes, duplications, transpositions, insertion
> ldentifier les régions de faible complexité | S
» Connaitre le principe d’une matrice de substitution

» Savoir choisir une matrice de substitution

> Savoir interpréter une matrice de points

w
o
=
O
Ll
=
(2 a]
@]

3.1 MATRICE DE POINTS

La méthode de comparaison de deux séquences par matrice de points ou « dot-plot »
consiste 2 écrire dans un tableau (ligne et colonne) une séquence selon un axe hori-
zontal et I'autre (qui peut étre la méme) selon un axe vertical. Dans la méthode
initiale décrite par R. Staden en 1982, on met un point 4 I'intersection d’une ligne et
d’une colonne si et seulement si la lettre horizontale est identique 2 la lettre verticale

(figure 3.1).

La matrice de points présentée dans la figure 3.1 montre que si la séquence est
comparée face 2 elle-méme, alors une diagonale parfaite §épare le plan en deu’x
triangles symétriques. Dans ce cas, tout segment parallele a cette dlagoqale reépre-
sente une répétition interne ; ici le peptide AEIGL est pre.sent deuyf_fms (1- .) z
(7-11). Ce type de matrice peut &tre aussi utilisé pour l’es acides nuclgfgfu,esnxgsson
diagramme est en général trés « bruité ». Si les deux sequences sont dl si{eures’S.Z
n’observe pas de diagonale et le diagramme n’est pas symétrique (cas des 11

: s
a3.6). Plusieurs phénomenes biologiques observes dans les protéines et les génome

b . 3.2 et
e . . titions internes (figures -
peuvent ainsi étre mis en évidence ogente J65 £0° (figure 3.4), les insertions

37), 'homologie (figure 3.8), les palindromes faible complexité (figure 3.9).
(figure 3.3), les transpositions (figure 3.5et30)etls ée par les alignements de
%‘PW‘;‘:“C graphique a été pmgressivemetllt f)“‘}g;ﬁ:e el\?éaanins, ces matrices
S T AR : . 4 e 10 . i . ons
points .m:nltﬂ;l’i\fril::;: ldn’t:;gﬁ:rp:rans a priori toutes les combinais
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Chapitr
1AE|GL——S—wPCHKLM
i3 E L 9_}}1_&1—_—\’1"7’72,
T
Al __,.___.--’—"""_’ » N
el L A—+—+TT 1L 11—
T e
G __________....'.--———/-"""’_____'_ .
L____,__._-——'—-—j""""’ || :
m T
A __'_,____..—————-—""".""”’___
el 4+
s I A+TTT1 :
o I e oy .
S I I B e, o :
P || .
c .
H .
K .
\ - :
y :

Figure 3.1 - Construction d’une matrice symétrique simple.

possibles de ressemblance entre deux séquences (et demandent une interprétation
alors que I’alignement de deux séquences est un des choix possibles parmi toutesls
possibilités. Cependant, la capacité a réaliser des alignements multiples a offert I

 possibilité de gérer de gros jeux de données et a eu tendance a faire disparaitre ks
matrices de points.

Homologie

: Deux'protéines sont homologues si et seulement si elles résultent de I’ évolution
_Apa.mr d’un ancétre commun. En pratique, I’homologie entre deux protéines est
 inférée avec confiance lorsque le pourcentage d’identité entre leurs deux
- séquences est supérieur 2 30 % et que I’alignement couvre 70 % des dev*
- séquences. En revanche, des protéines partageant moins de 30 % d'ident
_ peuvent étre homologues (si le taux de mutation a été élevé au COU :

- Pévolution). L’homologi
R E gie est donc vt & s eut €
q“ahﬁée d‘? forte ou de faible. e propnété intrinséque et ¢ P

Palindrome
Unpallndmmees{ e Sy . N Ty e AT AN‘A
~ ou SIS, Ces pﬁlindurz:ot qui e lit dans les deux sens comme LAVAL 43 g

0
‘ ﬁxem W ' %mntﬁ-éqmnts dans les sites des acides pucléiq” arfil
 Comme dans fe

\“ines. Le plus souvent, le palindrome en bi it
i it e le palindrome en biologi€
" a8 du site de fixation du répresseur de I'opéron 21°%
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3.1 + Matrice de points

ANKGYH RSP R ueR

——

,..
m

Y
)

2O MG nG EmE

Figure 3.2 - Cas d'une répétition interne du segment « SEQENCE »

SEQENCEANALYSISPRIMER

dans deux séquences différentes.

mOZmMO muw

Figure 3.3 -Casd’
la séquence horizontale. La séquence «

Afin d’augmenter le rapport signal/bruit, on

séquence A ou perdue dans la séquence B.

suffisant de points dans un segment pour étre indiqué. Ainsi, si dan

ggt‘fre 3.5, on met un point si un segment de longueur
Utillizgt la matrice de la figure 3.6. Cette notion correspond au fi
&l en analyse d’images. En bioinformatl

cul (le plus souvent glissante et chevauc

une insertion de huit acides aminés (numéros 1 a 8) dans
ANALYSIS » a été insérée dans la

peut considérer qu’il faut un nombre

s la matrice de la

3 contient deux identités, on
Itrage classiquement
que, il s’agit de définir une fenétre de
hante), ici de longueur égale a 3 sur

23
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Chapitre 3 - La comparaison de deux séquenc

' 8 PR I ME R

SEOENCE?}7mY?‘
' |
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|
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!
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Figure 3.4 - Cas de palindromes (ANA et SIS).

A SEQENCEFINENMISNEI- R | M= &
!;fx . » ' '
1

s~ -

E ; -

o . :
El I

N . R

c

el T~

S .

Figure 3.5 - cas de transposition (exemple d'i

inversions des segments
« SEQENCE » et « ANALYSIS » dans la séquence)_ g

laquelle un : :
Score seuil est < fo s . . . o
sente en bioinformatique ealeulé (i égal 2.2). Cette notion de fenéure est o™

Cette technique de
des §équences nucléj
contient cinq idengj
Peuvent €tre utjlisge
codantes qui sont pl

" . socq pov!
mtmg? peut étre ajustée en fonction des séquences. AN -
éques' il n’est pas rare de mettre un point par se&M
S . > >
; dans un segment de sept bases. Ces matrices ; ones
bre Pour comparer des génomes entiers afin de voIr =

> conservées que les régions non codantes.
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3.1 +» Matrice de points

S EQENC E!;‘if‘.;‘..;"\fq..

.

e
"> Z 3

or
"
-

i

S
.

NDMOZMO MW
L ]

o
L ]

2 ETES

Figure 3.6 - Application d'un filtre sur la matrice n" 3 (deux identités sur
trois résidus).

. Exemples de matrices de points réelles obtenues avec des séquences
issues des banques

£S Antheprot Dot Plot Viewer
Fle Dotson Puameters Zoom

Window 27 Unitymatree Score= 11 120= 13

be: 1064 ID  FDR1_ £PCEVETEYPTRIDIPVLQCLILEVRKG,TLALVCESSCORSTVVOLLERFTDILAC

by: 421 ID  MDBI_ "m-mmnxm(::.xcwtmozcv:rvuvw:::cm:vomerwru
00 000

o ~

N
N .

Figure 3.7 - 'une protéine de résistance multiple aux ‘drogue.s M,DB-
gure 3.7 - Cas dune p en tandem de géne (voir video

HUMAN qui est le résultat d’une duplication
dot_plot.avi).

comment obtenir le tracé d’une matrice de

éine MDR1_HUMAN.seq (Protéine de

Vidéo dot_plot.avi. La vidéo montre
ant 1 280 acides aminés est utilisée sur

point avec le logiciel AnTheProt. La prot

MultiDrug Resist i
ance 1 humaine) compren A Cun
les deux axes du tracé. Le tracé est effectué avec une Jongueur de fenetre de 25 et v

i : & indique
seuil d"identité de 5. Ainsi chaque point 8 I’intersection des deux séquences indid

) ) t
d_e“’f segments de 25 acides aminés dans lesquels 5 identités sont ﬁrés?nsﬁs;rg:é?i‘e
ainsi voir la diagonale complete et 1a symétrie par rapport & celiec!
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e deux séquences

 indique une répétition interne de longucllr
ce complete), ce qui est |o e
Sul

jagonal
e A cette diago de la séquen

-t paralle
segment PAFTTE U7 L ja longueur otéine initiale k
(environ 12 moitié dcmlndem du géne codant pour a pro iale. 3
’ jcation €n k
d’une duplica W
aoen o
petete [ - 18 - FLATRLINY

¥ areanar 2 T 3

" S

- \. *

nes homologues d’ATP synthase mitochondriale

Figure 3.8 - Cas de protéi o)
et de cyanobacterie (ATPA_ANASP) en X.

de rat (ATPA_RAT) en Y
nlﬁlhrpml Det Plot Yiewet
Fia Dotsce Parameters Jooem
Wiidow 13 Uraty mamis Score ® 122
313 SPIPIOTSAN DEDVCAPCHACIACKRGSPSEDEPACSPCIQUDRILICIRELICHTOAZCANSTFCR
. L< $2{F207541 TCRRCRDCRIGLICLIGVDGLAGPRGRPSPICITOSFCIPCTRGSRIDRIQECINCA
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n-t‘»\ . g LS s~ ..»\._“ :\: D 4
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Figure 3.9 —fC_gs.de faible complexité dans du collagéne formant des
ibrilles CAFF_RIFPA (X) vs CAFF_RIFPA (Y).

3.2 MATRICE DE SUBSTITUTION

Dans toutes les comparaj 1 identid®
paraisons précédentes, ne sont visibles que les FESIUS T

(matrices 1-5) ou les segments identiques (matrice 6). La plupart du temp*
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1,2 0 Mautrice de substitution

souhaite m"?""""r avee non pas des identitds mnis avec des o -
améne la notion de matelee de substitution, sitmilitudes, Ce concegn
Le besoin de comparer des séquences différentes nécessite que |

fier la ressemblance entre des peptides ne présentant P;;«Vlttc':iV”lv;rqqdnn

(rois P“Pmk.'\: suivants ne présentent pas d'identité :'ulu: el ’l":” - ',:””' Jes
uel biochimiste ou phylogénéticien est capable de dire que |, "'_A“"”;-".n importe

ressemblent plus entre eux que les peptides et 3, Eneffet lpum 4‘ ill'.‘,x:':j i '., " /,':::

peptides 1 et 2, les proprié¢iés physico-chimiques (voir hrun'l T’A-Y”f“”“lﬂﬁ

Venn des actdes aminés) mm-.‘.pnmlunl micux potn fes deur l"",,,,‘,'.,. "l,{I.:yf;l‘tlw i

pour les peptides 1 et 3, ey peplides gue

Comparaison de peptides différents

GLMAL T GLSTEE I
AATGDLATTGRLMN
Iy St 1 wWwbopr.

peptide 1 AL
peptide 2 L OV
peptide 3 WRG

La quantification de la ressemblance entre les peptides implique que Fon soit
capable de donner un score au remplacement d'un acide aminé par un autre. Cette
quantification est I'origine des tables de substitution (20 » 20) qui affecte une
valeur & chaque paire (i,/). La premiére table ou matrice de substitution est due 2u
travail pionnier de Margaret Dayhoff qui est basé sur le fait que les mutations accu-
mulées au cours de 1'évolution n’ont pas altéré la fonction des protéines. On parle
alors de mutations ponctuelles acceptées (ou PAM). Le postulat est que les pro-
téines évoluent via des successions de mutations ponctuelles indépendantes les unes
des autres et acceptées dans la population. Pour faire son étude, M. Dayhoff a aligné
manuellement un grand jeu de séquences (rés préservées par I'évolution : les cyto-
chromes c. Ces séquences ont pres de 85 % de conservation des acides aminés dans

I'alignement.

wey 1 passegs du ¥ T v
. ; d 3 v

p.fr),

el é&age (g, Ao leaye il
| Muscle

ANTHEPKOY 63,62 by O,
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Figure 3.10 - Alignement des cytochromes.
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Chapitre 3 - La comparaison de deux séquences

. < s changeme
" ) - -ant, on peut calculer les chang s A4 o

_ {\’pamr de I’alignement suivan pe i €t Iy My
bilité m,.

I
Changements 0
Occurences 2 3 31
Mutabilité 0 1/3 1/3

—
-

b s = T

b e et

OO

A partir des mutabilités calculées, on peut exprimer :
A..
T/
M,.j = M=y

2.4y
i=1
qui peut étre normalisée par les probabilités d’occurrences p;:

1
M.
1 M;
Rij=_.1

(2
pi
On peut ensuite calculer la matrice logPAM | ;

1 1
S,-j = logR,.j

[

On peut déduire des matrices PAM k pour des distances évolutives = k PAM.

k k |
R,.j = { Rif) (4

A R N p Q E G H LEMF p g « u " X
Aalz2 -2 0 -2 0 L -1 -1-2 0 1 1 -6-3 ¢ o -
-2 ¢ BRI GRS | -3 4 0 0 -1 2 - d -1 B
o 2 2 -4 2 =23 1 23 oy 1 0 ~4-2-22 e
5 1-~ < 4-52 3 11 3 -2 -4 -3 -§ - C -7 -4 =2 13 -l
do h A szs sy -4 -8 0 -2 -4-5-3-
Qo 1 1 2 -5 4 -1 3 2 1 3 4 -3
efo -1 1 i I I B W 0 -1 «¥-5<g-21 3 -1-
als 2+ 2752 & 8 3,-3-34 1 e -7 2 )
- Y 3 -2 - -1 -7 «-§ - 3 3 i
G =310 -3 -1 0 2 : 2 -3
: 1 1 3 1 0 5 =2 =} «§ -2 -3 . 0 N - 5 1 0 ( -1 =5

-1 2 2 1 <3 . i - 3 - 4
. . o A S 2V 0N n0e Y 2 Ny
t}<1 <2 2% % -3 3 3 o in ; o, ¢ 3 “ A\ & : .
4 > | - £ 2 -2 - C -5 -1 - -2 -1 -39
L}=-2 -3 -3 -3 -6 =2 -3 -8 =3 » € 3 P ‘ - i O 2 L 1 - < : "
.l , <2 - € "3 ~3-2-2-12 -3-3-1-¢
“131\-510-.\-1-:-3.-05 D 0 -3 -4 -2 1 -1 -8
e i e L 1 B G, . P A g 8
] “*4~éc—;-,-l-»,-zg._»-:-;-.
" 5 & -3 -6 -4 -5 -5 .y 21 3 .g C 9 -8 .3 _3 n < { -4 -5 -2 -8
) 8 0 -1 . : ) -5 -3 3 i =) - - .
3] : { p 0 1p 202222838 4 0 g8 .1 =1.0 -1 2§
M R BN ey ak v S =k s Rl . 2t o
T =i gag. - =4 3 T4C3 1 2 1 -7 -3 -1 0
-6 2 -4 .L~ : >4 "2 0 -1 -3 9 1 3 -s-3¢ 0 -10 -8
N ol 8 =% -7 .9 -3 ax -2 -3 -3 0 -6 =2 -% 17 0 -8 -§ ~-€ -4 -8
. L A I I B ' - e E -8
VIG -85 .9 .a . 2 a4 o V27 -5-.3.3 9 1042342
i Bs - 22 -2 41 “2 4 a2 _, S
0 ¥ 2 3 o : R B I SF DR e |
. v 3'G § g 2 2~k ¥
e 33 yogqy g 0 02 1 “2-4-10 0 -8-3-213 2~
- 3 2 <3 - v d =8
X0 -x o e R L A e I 9 -1-6-4-22 3-17°
‘1-8 -3 -5 _ it T P RN -2 o p p -] =1 =1 =1 ¥
B S84 gy Aorlnn ! i e e B 3 S 1
.. ———=8 =8 -8 -5 .3 3 -8 -9 -8 -8 -3 -8 __ |
Igure 3,171 .

oot spamm’
(lmg};xﬁ"bzs" de M. Dayhoff calculée avec le logiciel P?
2 Iolnformatics.nllcgl-bin/pam.csh).
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3.2 « Matrice de substitution

Plus les valeurs sont €levées plus la substitution est observée et donc plus la sub
titution sera favorable. Le score de comparaison des peptides est la somrFr)le d s SubS-
titutions individuelles lues dans la matrice PAM250. Ainsi les scc?:ezu dS :
transformation du peptide 1 dans les peptides 2 et 3 sont respectivement de 27 et de —SZe

peptide 1
Peptide 2

Peptide 3

Peptide 1

AE I G L M AE I 6 L SE K

I L
2 3 4 1 -2 2 13 21 2 12 3 2 4 27
L D WV I G D A T M
W G T Y S HH DE T WD C P C
-6 -1 -3 -3 -1 -2 -1 -2 0 -2 -2 3 -5 -2 -6 -32

D’autres matrices existent comme la matrice unitaire (qui correspond a PAMO).
Cette matrice consiste a ne considérer que les identités dans les comparaisons. Ce
type de matrice peut étre utilisé pour rechercher des signatures (voir chapitre 8, para-

graphe 8.2).
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N OO0 000000000 O0OHOODODOODOOOO Oy
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La matrice de structure secondaire a €té déterminée emplt;'“il?:g:l
fournir 1a meilleure qualité de prédiction de structure seconda

Figure 3.12 - Matrice unitaire pour les protéines (PAMO).

ent de maniere a
r un jeu de réfé-

rence (voir méthode des plus proches voisins au chapitre 10).
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3.2 « Matrice de substitution

Les matrices sont disponibles sur le serve
blast/matrices/). Le choix de la matrice 3 utililsler:rfctll;pdel:lcll\I c?uBtfu(li;qzl:/mp'HCbi'n'i e
séquences. En fonction du jeu de séquences, " utili  fonservation des
la plus pertinente. Pour des matrices (comm
sont établies de maniere différente, une équivalence est donc né i

La figure 3.15 montre quelles matrices util; oo,
couverte par les protéines. On peut remarqu 4 -
T ot BLOSUM évoluent enpsens Comga ier que les nombres associés aux matrices

o re. Les programmes les plus ré
capables de déterminer automatiquement PPus recents sont

la matrice optimale 3 i i
séquences a comparer. P partir du jeu de
Faible
diyEigence div';(r);:nce
PAMS0 PAM 100 PAM 120 PAM 250
s -]
80% Id 60% Id 40% Id 20% Id
- >
BLOSUM 80 BLOSUM 62

BLOSUM 30

Figure 3.15 - Gamme d'utilisation des matrices PAM et BLOSUM.

Les matrices de substitution peuvent €tre utilisées pour construire les matrices de
points afin de comparer des séquences au niveau de leur similitude. Dans ce cas, il
suffit de calculer les scores sur des segments de longueurs impaires et de tracer un
point 4 I’intersection des deux résidus au centre de chaque segment si et seulement si
le score de substitution est supérieur a une valeur seuil. Cette méthode permet
d’identifier des segments similaires entre deux protéines sans que des ic!ent.ités
soient présentes. Il faut choisir le score seuil adapté a chaque matrice de substitution.
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4.1 Score de similitude entre séquences
4.2 Recherche globale ou locale

4.3 Algorithme FASTA (FAST Alignment

4.4 Algorithme BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

PLAN

» Comprendre les scores de similitude entre séquences
» Choisir une méthode de recherche locale ou globale
> Connaitre le principe de FASTA et ses heuristiques
> Connaitre le principe de BLAST et ses limitations

OBJECTIES

La recherche dans les. banques peut étre considérée comme un mode d’interrogation
de séquences alternatif au mode par annotation (traité au chapitre 2).

4.1 SCORE DE SIMILITUDE ENTRE SEQUENCES

Afin de pouvoir comparer des alignements différents de séquences ou de comparer
des scores entre séquences a Iissue d’une recherche de ressemblance dans une
oir comment calculer un score de similitude et surtout
ficatif. Le pourcentage d’identité (%Id) est le

ment des séquences rapporté a
le pourcentage

banque, il est important de sav
de savoir si un score obtenu est signi
nombre d’identité entre deux séquences apres aligne
la longueur de I’alignement. Ainsi pour deux séquences données,

d’identité dépend de I’alignement.

Exemples -
S1  DDLSKQAVAYRQMSLLLRG - 8
S2  DGKTAVATDTILLLQG g i

= * o S
1d2=(2/19)x100 = 11 % N
SI  DDLSKQAVAYRQMSLLL-RG B
S2  -D-GKTAVA-TDTILLLQG- 3

* * kRN L3 &3 ) '~ -
[dZ=(8/20) x 100 = 40 % - P

——
e RN S Y
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i d'un VIl alignement (avee ;.)(.)ssibilit.é "inseriq,
nt2, 18788 7 o pourcentage de similitude Si% et |, ns

l aps . o .
e Jélétions appel. ﬁ?uxs o utilisam une matrice de substitution. Il ressort
identl

” t‘
m(:rm'

Que),

et significatif ac
entage obtent est fort g tif ou pag 9 Py

¢ on calcule le score (pénalité sur les insertions-délétions

> lignement (ici nous considérons le deuxieme aligneme,
est Sr=40) ;

1a longueur des séquences ;

é est signiﬁcatif :
tenu n’est comparable que pour un systeme d;
le score Sren Sy; par:

+ prendre en compteé
« savoir si le score mesur
Une difficulté est que e score St ob
score donné. 1l est possible de normaliser
_ ASr-— InK

bit ~ n2 —

ol A et K sont des parametres estimés en fonction des matrices/pénalités et compo-
sition en acides aminés des séquences pour un espace de recherche donné. On peut
considérer Sbit comme un SCOTe normalisé qui permet de comparer des scores
obtenus sur des séquences différentes.

7 Pour savoir si un score St (ou Sy;,) est significatif, il suffit de brasser les séquences
e (s’hujj‘l’mg) comme dans la figure 4.1. Dans cet exemple, seule la séquence 1 e
§ générée aléatoirement tout en respectant la composition en acides aminés. P&

51mp1.1ﬁcatlon, le score est ici simplement le nombre d’identités. Apres avoir refa
les alignements, les scores sont calculés.

~n L& pour ' i : N i

%zx am'IDnés C;Q:?gse' maximal d'identité refléte la différence de composition en acides

\:;_;,_.\ tiques, I ressor?cn Conlvalnqe. il suffit de ranger ensemble toutes les lettres ider
= que lors d'un tirage, le score obtenu par hasard peut étre supe

rieur @ i
a celui obtenu pour les vraies séguences

La moyenne d
£s scor
ces séquences, es obtenus apres brassage représente le bruit moyen Sm po¥

La positio
. n des acl ) ‘
tex;age_s Successifs sontiifsexénéidans la séquence 1 est tirée au sort. I
ac : S. :
OnldeS aminés des séquences inﬁijé%en%s aléatoires respectent la comp
peut définir alors 1o F entici es.
-score :

quatf"
ositio”

(oest ¢ LR
sf;art-type de la distribytj .
Ore permet de co

Sitions diffs m res).
ren parer i
tes, des paires de séquences de longueur etde€

ot'ﬂpo'
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51
S2

Salea 1
S2

Salea 2
S2

Salea 3
S2

Salea 4
S2

Figure 4.1 - Brassage des sé

Pour chaque tirage Salea, I'or
sort. Cela garantit de ne pas

D fLSl Q7 /LYROMS! LR

~TiGET, A=TDTT 1 g 9 identitigs
- ‘RLLLSMQRY‘ "h==-QKS..Dp
D -mmme RTAVATDTILL: og > identitiés
j’..;‘LY ===0QS!.i MDRRAAK 80 t it
UCKTAVATDIT) £ o K > 6 identitigs
QSL¥~4~ARRL=~M!, gyy
ZDG T,y TIL . 7 identitiés
~=—=A=ARRQSLG YVSQ: ¢ MDKD
DGKT

aminés est conservée.

AVA==TDTT  ——em --0G 5 identitiés

quences et alignements obtenus,

dre .des acides aminés de |a séquence 1 est tiré ay
avoir de biais car |a composition initiale en acides

Une question importante Pour juger du score est : « Combien de fois le score Sr
est attendu par hasard ? »

Pour deux séquences de longueurs n et m, on peut calculer 1a E-value notée E()
comme le nombre de fois que deux séquences auront par chance un score supérieur
ou égal a Sr (ou un score normalisé Spip) :

ol K et A sont des constantes.
En utilisant le Sy, la relation devient :

EQ =Kmn.e "

E() = m.n.27Sbtt

Avec I’exemple pris précédemment le Z score devient :
Z=(9-5,75)/0,95 =3 4.

A partir de la valeur de E(), on peut calculer la probabilité p d’obtenir un score S;
en faisant une hypothese sur la loi de distributiqn des scores. En p.renta.nt comm
hypothése une distribution des scores selon une loi de Poisson on obtient :

p-value = 1 —e 0

i 'E- .Ilenestde
On peut remarquer que la longueur des séquences influe sur I'E value. Il e

méme lorsqu’une séquence est comparée a une b.anqu
Peut considérer Ia banque comme une séquence \-’lrtu.el
Tésidus de 1, banque. Plus la banque est de taille i
Ndance 3 augmenter. Dans le méme temps, la pro

e de données. Dans ce cas, on
le de taille égale au nombre de
mportante, plus la E() value a
babilité d’avoir des séquences
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ye.Orles séquences homologues

mente av¢ d l;? d::z::ﬁ'ff 3 la taille de lz; t?lz;?que] selon deuiu;:"‘
s.La £ iszlor(l)ﬂéés’ plus 2 . ;illl;z:;:leac;e tz’illieuii}?z-scmes ong

e : U :

posés. Compte t€nY i[?califs. par a,ne,usrz’ uence qui os§éQe un score égz;log tcr:]uj
des chance® ©  chance A molis ' cidérée comme seuil limite (minimal et m i
: co us 1a banque est de taille importante, PIUSX]Z

Jlors que le s¢ore Sr (ou S;,) est indépenday

dépend d€ B ’ i énalité
mal) d€P erche doit etl:z ﬁ;agyst)é o e score (matrice et pénalités de gaps),

panque et n¢ _ ) -
de la banq plexité (voir chapitre 3), le .Z-§core peut étre artificielle.
ible COMPIEX =" 1o ¢ séquences similaires. La faible complexitg
le « cauchemar > du bioinformaticien. C'est pour.

0\
e isti et est . : -
Ll . biaise les S12tSUITEL, o iquement recherchée (ou automatiquement éliminég

4.2 RECHERCHE GLOBALE OU LOCALE

La comparaison d'une séquence avec une panque de séquences est le traitement
informatique le plus commun effectué par les biologistes. En général, 1’ objectif et
{'identifier 1’ensemble des séquences de protéines homologues ou d’identifier des
segments de séquences communs 2 différentes protéines.

L utilisateur doit donc choisir entre un algorithme local ou global car les résultats
obtenus seront différents. En effet, beaucoup de protéines ont des organisations e
modules (souvent improprement nommés domaines). Cette organisation influe sur
le choix des algorithmes 2 utiliser.

Soit deux protéines qui ont les organisations schématisées figure 4.2.

Protéine 1
Protéine2

) At Bl Q Al : )
NN A2 Q /z;ﬁ
/7

ARy 3 e R
BT o

Recherche globale Recherche locale

8l e
i T .
,‘ ;_4-4/////////;»:‘_".'“ g :
A’ X -’////////4 )
2 B2
Al' ppaasmt
A2
1
W
Fi
¥ gure 4.2 - ma 5
av Segments indj : i b
Mt des séquener. oS P obale ou méthode locale.

ar d
ences es lettr
proches, es Identiques correspondent a des modules
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4.3 FASTA

Dans FASTA, les n matrices de points entre |3 séquence
des séquences (Subject) de 1a banque qui contient n séqu
mémoire de la machine. Une premiére heuristique est
protéines homologues présentent des régions identi
dans la mesure ol deux séquences homolo
d’identité sans segment de longueur > | id
aminé identique et d’un acide aminé diffg
«risquée » que la longueur des segments i
est grande. Mais un k-tuple élevé accélp

protéines, on utilise un k-tuple compris entre 1 et 4 avec, par défaut, la valeur 2 (et 7
a 11 pour les séquences nucléiques). Une deuxidme heurist.ique est que ces k-tuples
identiques doivent étre proches de la diagonale d’une matrice de points et que [’)our
des raisons d’économie de calculs, seules les identités dans une bande d une
distance d de la diagonale seront considérées. Les quatre étapes de FASTA sont résu-
mées dans les quatre figures suivantes (figures 4.3 2 4.6).

1. Recherche des k-tuples identiques (calcul du score init1).

d’intérét (query) et chacune
ences sont calculées dans |5
utilisée : deux séquences de
ques. Il s’agit d’une heuristique
8UEs peuvent partager Jjusqu’a 50 %
entique (cas de I’alternance d’un acide
rent). Cette heuristique est d’autant plus
dentiques (mot de longueur k ou k-tuple)
re la vitesse des calculs, Ainsi, pour les

e / o~ /
Sy
/ e i
~ // /
pd
S P
A gl oA
vl s i t
4 / Figure 4.3 - Un score initl éleve indique un long segmen
/! A 4 | identique.

i e initn). Un
2. Chainage des k-tuples qui sont sur la méme dlagonal? (Za(lici::; g;a?gzre e
score initn élevé refléte la capacité a étendre sur une mem
identiques.

Vv

|
|
{
|
2
l

o
les représent
: g 5 e Figure 4.4 - Les diagonales
A, o /

b

ées en gras ont pu

{
|
t
}
s

étre étendues.
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Chapitre 4 . Recherche dans Jes hangues

3, Sélection d'une bande ( @ym!fx;ll?-»/ﬂ:
diagonale.

7 /
/ e
/ / 5 ar une matrice de substis,y
: < e 4,5 - Filtrage p S < Itutic,
L /,/ 2?;:5 on des plus fortes densités en k-tuples p,'u:.;
/ F'une distance d de la diagonale.

Il,' ,r:.r’c' & ne .5:.-_‘
4. Alignement des x meilleurs scores et generation de la statistique associée (s,

Opt et E-value).

/

/

Figure 4.6 - Alignement optimal entre les deut
séquences (voir chapitre 5).

La premiére partie du fichier généré est un histogramme montrant la distritet
des scores Opt et de E() value. Le biologiste doit vérifier que les deux.dnsmbunt:
sont globalement superposées. Un décalage dans les distributions indique }mqb‘;
dans la représentation des séquences dans la banque ou une faible complexite 6l ;
séquence soumise. La ligne 9 indique que 16 899 séquences ont un score de 3 g
que 15 792 sont attendues par chance avec un tel score. La demiére lign® ma;:é:-
que 2431 séquences ont un score supérieur 2 120 alors que 10 séquences sont &

AT
alort

g . 3 at i€
?"“: Cela indique que ces 2 431 séquences ont des scores trés probableme
icativement différents de ceux obtenus par hasard.
Fichier de résultars fourni par FASTA . 2
FASTA $2rches a rer s aneil 2 ©
Fleace c!?er‘:&‘ 2 Drotedn or ONA sequence data pank version 3.412% 7
W.%, Pesrsen % 0.3

- Lipman PHAS (1988) B5:2444-2448
iih‘l._,'zTZZZG. 507 aza
% /ﬁﬁ/!mi?rgtlsp.fas 1ibrary
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z
=
>

gt el )
¢ 26 612 0z
77 H Qim ora
74 ! 2= T T Tepresents ggg |5,
%6 6 11: STV sequences
78 A6 12]:%
16 385 733.s
37 1692 2835 :mmer
14 7098 7689 : mmm——— |
36 16899 15792 : e . e
15 79625 26055 mm — |
40 41476 36405 mm ———— |
47 43791 44501 :mem e
44 53767 45089 mm :
46 51127 49938; —
48 47150 47857, |
50 42041 4375, o
52 35206 18401- -—
54 29323 32801- - *
56 24303 2775% : mee= i
58 20574 22434 l
60 16150 18227 .
62 13506 14608: .
64 10863 11618; memmmmane
66 B34] 9187:mmemm————s
€8 6861 7223 :mmmmmmmesr
70 5304 5660 :=mmmmer
72 4116 4423 immmmx
T4 44T 344D .mmmx
76 2651 7684.===
78 2293 2086:m=*
80 1770 1620:=+
B2 1347 123G:=+
84 1045 G82.=r
86 764 760.*
gg ?21 Zgg;: IMSET = represents 48 Tibrary Sequences
92 384 352.- —

94 312 272:’ ===

98 150 163~ P
100 109 126:* P——
102 124 gg8:.* -
104 - 118 75:* (==
106 84 58.% o
108 52 45~ ‘re
110 46 35.* >
112 36 27 % o
114 34 21:* . *
116 22 16:* %
118 9 I3:% o ¥

g
£
%
'_; 2120 2431 jg.xe L

189667530 residyes in 534695 sequences

Statistics sempled from 60000 to 532269 sequences

Expectation_n fit: rho(In(x))= 5.1283+/-0.000199; mu= 12.788?+/- 0.011
Lean_var=87.3052+/-18.250, 0’s: 70 Z-trim: 344 B-trim: 3679 in 1/66
Lambda= 6.137263
) Ko‘m°9°’°V'SM1rnov statistic: 0.0345 (N=29) at 46

e 3 La deuxizme partie est un classement des occurrences (hits) par ordre croissant de
Q

E() v

2 alue (seules les cing premiéres sont montrées).

£10

39

“T—

* Scanned by CamScanner




es
Chapitre 4 - Recherche dans jes banqy

gL50 matrix (15:-5)1 ktup: 2

d
con [optimiZEe
ASTA (3.47 Mar 29053‘;“"“‘:"_1 idt 0Pt bits E(5yq,
join: 37, opt: 1. €8 bunit @ ( 507) 3137 631,2 1 4.7
The best scores 5;?-1_05“) ATP Synthasz Zﬁbunit S ( 507) 3120 627.8 l'ie.‘r’
gnl|50(P00823 (ATPA-(/ Py aTp synthall cupunit @ ( 507) 3120 627.8 L
7 D e i s s S S e
nl|sp|Q27565 AIFA-Z. " ATP SY i ( ) 9 627.6 1 0. 1%
gﬂ‘lsa’hﬁzm*? (*lPT—S.O(%gg; ATP synthase subunit @ 27.6 1.6e.1;;
gnl|sp|Q3C1HA (ATPANI
- ; 4 t des ortholo
sres protéines son gues (.
: s 954 premi ” Oif
Dans cette partie, nliféa 4o I' ATP synthase €t gsresentent une E() va]ue<9,1.1(ﬁal
chapitre 6gde'la st:::':lo 0052 > E-value > 8 10& d) sont des ATllf synthases o s
56 suivan g erniéres sont listées ci-
I:TSlexszs de flagelles ou de vacuoles. Enfin les 8 Cl-apres,
p52153 (RHO_DEIRA) Transcription te”‘”ﬁiﬁ% E 392)?; i;g 33% s
gnl|sp|Pc -3 CAEBR) Probable V-type pr 2 0.00¢
gn1|sp|0619C0 (VATE coton ATPase s ( 494) 172 44.0 (.57
01| sp|P31410 (VATB_HELVI) V-type P Apase s ( 494) 172 44.0 0 Urg
Gn] |SP| 21401 (VATB_MANSE) V-type Provan : .0 0.007
gn ‘?Dl.q:oz (ATPB_PARDS) ATP synthase subunit b ( 505) 172 44.0 0.007%
gn”;“@?égéo (\ATEZ ACEAT) V-type proton ATPase 492) 171 43.8 0.00%7
gn]v 4 O5R;V5 (VATB2_PONAB) V-type proton ATPase  ( 511) 168 43.2 0.014
gnlssp p52814 (VATB2_MOUSE) V-type proton ATPase 511) 168 43.2 0.014
2:1‘23 ;21281 (VATB2_HUMAN) V-type proton ATPase 511) 168 43.2 0.0l
gnl|sp|P31408 (VATB2_BOVIN) V-type proton ATPase  ( 511) 168 43.2 0.01¢
gnl sE PG2815 (VATB2_RAT) V-type proton ATPase su ( 511) 168 43.2 0.0l
gnl|sp|Q9HNES (VATB_HALSA) V-type ATP synthase be ( 471) 167 43.0 0.015
gnl|sp|BOR754 (VATB_HALS3) V-type ATP synthase be ( 471) 167 43.0 0.0I5
gnl{sp|P15313 (VATBI_HUMAN) V-type proton ATPase ( 513) 165 42.6 0.0
gnl|sp|Q76NUl (VATB_DICDI) V-type proton ATPase s ( 493) 163 42.2 0.026
gnl|sp|P48413 (VATB_CYACA) V-type proton ATPase s ( 500) 163 42.2 0.028
gnl|sp|P22550 (VATB_CANTR) V-type proton ATPase s ( 511) 162 42.0 0.03
gnl[sp|P45712 (VATB_CHICK) V-type proton ATPase s ( 453) 161 41.8 0.0%
gnl|sp|P45835 (RHO_MYCLE) Transcription terminati ( 610) 162 42.1 0.0%
anl|sp|025691 (VATB_PLAFA) V-type proton ATPase s ( 494) 158 41.2 0.052
gni|sp|P66028 (RHO_MYCTU) Transcription terminati ( 602) 159 41.5 0.052
gnl[sp|P66029 (RHO_MYCBO) Transcription terminati ( 602) 159 41.5 0.0%
oni[sp|P31407 (VATBI_BOVIN) V-type proton ATPase ( 513) 158 41.2 0.0
gn} sp|003073 (ATPB_LONHI) ATP synthase subunit b ( 208) 153 39.9 0.0%6
921 sp|Q11Y90 (ATPB_CYTH3) ATP synthase subunit b ( 501) 157 41.0 0.00
onl|5p|040079 (VATB2_HORVU) V-type proton ATPase  ( 483) 156 40.8 0.068
gnl|sp|QISZNI (VATB2_ARATH) V-type 0.8 0.06
e ype proton ATPase ( 487) 156 4 .
gn'|sp|Q43432 (VATB1_GOSHI) V-type proton ATP 488) 156 40.8 0.0%
gn1|sp|0Q40078 (VATB1_HOR proton ase ( 488) 0,068
anl|sp|P314 _HORVU) V-type proton ATPase ( 488) 156 40.8 T
P[P31411 (VATB_SCHPO) V-t 206 0.0
gnllsplD ype proton ATPase s ( 503) 155 . q
P|DIAWS] (RHO_STRM9) T inti rE g 0.
a1 |5p{067031 (myaoig) Transcription terminati ( 416) 154 W7, g oo
gn1|sp|P11574 (VATE) ARM)_HTranscrlptwn terminati ( 436) 153 40.5 ‘0l
9nl|sp|QBWAE? (VATB3—ARATH) V-type proton ATPase ( 486) 153 48.2 01
gn1 |sp|056404 (VATE THETS)) V-type proton ATPase ( 487) 153 40-0 0.12
onl|sp|072373 (VATB THETp) V-type ATP synthase be ( 478) 152 40~0 0.12
anl1sp|P52154 (RHO_MicLy) Tv'type.”[’ synthase be ( 478) 152 40 .15
gn} SP10HTVL (RHO_PSEAE) TraneuniPrion terminati 691) 152 §9'4 0.1
anlispP38527 (RO~ ranscription terminati ( 419) 149 2 0.
gnl|s —THEMA) Tra : H : 49 39.4 9
. PIC7LIY3 (R SULMS) T nscription terminati ( 427) 1 38.9 0.c
gnl $0[003077 (ATPB_smoy) opocl Ption terminati ( 379) 147 7 0.2
SPIQ7NXP1 (RHO_CHRy ATP synthase subunit b ( 220) 142 3% 0.%
91{5p|8Y3Ag (Fpr—arL0) Transcription terminati ( 418) 143 38.2 gt
gn) sp|P5215 ~RALS0) Methiony)- 141 37.7 g4
S (RHO_pSE Y1-tRNA formyltr ( 327) 0 "
9n1]sp (P51 - Transcripti : 142 380 g
56 (RHO_RHOS4) Traneo . Ption terminati ( 419) 38.0
ranscription terminati ( 422) 142
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1l existe une zone floue dans laguelle des séquences intruses s'imerc:alept avec des
séquences de la famille recherchée. C'est le cas des facteurs de erminaisons de l;i
transcription qui ont de meilleurs scores que la séqu.euce ATPB_PARDS. La troi-
siéme partie du fichier contient les alignements par paire.

FASTA ou BLAST pour rechercher

- . : e de
o Utiliser un algorithme de recherche du typ que soit établi le fait que les

i %
e

f.gﬁ, les séquences dans différentes espéces suppose
£2 . protéines ont évolué par divergence.

4.4 BLAST .
programme BLAST ' S aleorithme @°

= I LocaIAlignmenlSean‘h Tool).eg_un A
recherche de smn]imdes 1;;1@01.3 miére étape consiste 3 établirla hs_te de nmot?_e.\av:t).
(dans 1a version initiale) de ](:fg,. ,empr;xée (W =3 protéines, W = 11 acides nucleiques).
41
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Chapitre 4 - Recherche dans les banqu

Figure 4.7 - Liste des L-W+1 mots.

nsiste 2 établir la iste exhaustive des mots trouvés dans labeyy,

Ladeuxieme étape CO

{dentification des mots
exacts dans 13 banque I —

!

Figure 4.8 - |dentification des mots dans les séquences de la banque.
Ensuite, pour chaque mot trouve, |’algorithme étend progressivement de parz
’ ;. N "
dautre tant que le score sur le segment est superieur a une valeur seuil.

p—

Figure 4.9 - Extension des mots exacts trouves.

Plusieurs évolutions ont été apportées : tout d’abord des mots proches €t non plt
seulement exacts ont été utilisés ; pour un mot donné, les mots vOISINS sont ceux g
ont un score supérieur 2 une valeur seuil fixée (ici 13).

GQRLVNQW

(sqL, 1) =7
8(Q,R)

5(G,G)

SLAALLNKCKTL

~

EmoEmwmo o
MmO
?‘“
W wwww N o
wonon
V-

(o [ 2 2 B o o o o
P e

el o] [
FE L R KRR

12 Scoreseuil T = 33

,,,_
[ 3

i

e ¥

Query : 325 SLAALLNKCKTLQGQRLVNQW 34
+LA++L+ T + W

Shict - 1L 6 R++

Jot 1 290 TLASVLDCTVTLMGSRMLKRFW 310

Figure
4.10 - Prise en compte des mots voisins des mots exacts-
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Ensuite 1a possibilité d’inclure des insertions-dé)ét; G i .
Gapped-BLAST. E.nﬁn, la version avec profi] dse %f:g%sa;;‘iéiﬂ;; en compte dans
tion Specific Iterative BLAS T) permet de construire un profj] (voir I-BLAS"IT (Posi-
des plus forts scores 1ssus d’un premier parcours de la banque Ensj'%e 106) a partir
utilisé pour recherc‘:h?r des séquences distantes de maniére itérz.ative li e, ce profil est
jeu de séquence soit mchar;gé. Cependant, il existe un risque que |’ ;lgsoqr;lt ; nclte 31’19: le
en incluant des séquences intruses et fasse dévier le profil. e derve

Séquence A
BLAST 1 l

Seéquences de plus
fort score a I'étape 1

Construction
d’un profil 1

Séquences

détectées par le
pro/ﬁl - profil —’

i=i+1l

PSI-BLAST

Fichier résultat

Figure 4.11 - Organigramme de PSI-BLAST.

A noter qu’il existe aussi d’autres variantes du progr_a‘mmedlj_ltaf*:eTl ZZ“;';:CI:;{II] ’
BLAST, qui utilise la syntaxe de PROSITE comme critere addl 1(} e elorated
ou RPS-BLAST, DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookip T8 (0 0
BLAST), efficaces pour identifier des homologues Ioimtes B0 0 b
utilisent une banque préconstruite de profils ;?osmon specifiq o s ailiser (3 noter

La figure 4.12 indique les différentes versions fie progrzmuences ot des banques.
que les équivalents existent pour FASTA) en fonc'tlon. des s qé uences de 1a famille

Dans toute recherche dans les banques, 1a fiistrlbutlolgl_ df; ?i's?e doit donc faire un
chevauche partiellement la distribution des 1ntrus, ]ed 1oa fgamille au risque d’avolr
compromis entre récupérer le maximum de séquence dé Sérer je minimum d'intrus
beaucoup intrus (bonne sensibilité) ou bi‘?n de Fécup rotéines homologues de la
(bonne spécificité) au risque de ne pas I etenir certaines P

famille,

Scanned by CamScanner
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Chapitre 4 - Recherche dans les banques

PROGRAMM E S ANGUE
SEQU ENCE hito /r‘ngsa-gbr‘ ibep 11
Protéique. BLTL [Protéique
Proteiaue -
L \S
By

PTTINN / ‘Nucléique |
lNuclelque - | Edenastoshiudbd Satedll
\.———/

——7BLASIX (T

‘7Y Traducticn en 6 phases

!

ersions des programmes BLAST suivant la

i 4.12 - Les différentes ver:
I:lgurenature de la séquence de départ et du contenu de la banque.

Compromis sensibilité et spécificité

" La sensibilité consiste minimiser le nombre de faux négatifs. Une bonne sensi-
' bilité se caractérise par le maximum de « bons » trouvés dans le lot retenu ; elle
' est obtenue par un décalage du seuil vers les plus grandes valeurs de E().

- Laspécificit¢ est la capacité 2 minimiser le nombre de faux positifs. La spécificite
. se caractérise par le fait de n’avoir que des « bons » dans le lot retenu. Pour cela,
" le seuil sera décalé vers les faibles valeurs de E().

Sensibilité | Spécificité
g i
[} i
=) 1
lg 5
© i
o y
-
E.] |
E |
Q !
z
PP
Déclarés « bons » i Déclarés « mauvais » E()
Fi b :
QUfe 4.13 - Sensibilité versus spécificité.
Sensibilité = —_YP VN

Spécificite =

VPN TR+ PP
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Onng sep.
etenu ; el

E().

spécificit
Pour cels

© Dunod -lbme reproduction non autorisée est un délit

0
3
i

i

Une méthode idéale présente une spg.ir ..
T . PEcificité et ype sensihil:
dlsmbutlons sont alors parfaitement séparées), Malheyr, ::S":::llté €gales A | (Jes deux
varient en sens inverse et les méthodes bioinformatiques font uiﬂé;)les deux variableg

MIPromis entre les

deux grandeurs. En général, on peyt caractéris :
courbe de ROC Sensibilité = f(]— spécificité), Sgll: ffllgul?ll':i c:ila méthode grice a1la

o - e

1-Sp

Figure 4.14 - Courbe de ROC.

La courbe B montre une méthode aléatoire. Une méthode meilleure que le hasard
sera représentée par la courbe A (superposition importante des deux courbes). La
courbe C est obtenue pour une meilleure séparation des deux courbes présentées
dans la figure 4.13. Se : sensibilité ; Sp : spécificité.

L'option -F de BLAST permet de filtrer la faible complexité (voir chapitre 3) en
remplacant les régions par X. Cette option fixée par défaut dans le programme

BLAST devrait toujours &tre laissée active.

P e,
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ALIGNEMENT
DE SEQUENCES

5.1 Introduction

5.2 Comparaison de protéines homologues (zlgorithme global)
5.3 Meilleur chevauchement entre séquences (algorithme local)
5.4 Alignement multiple

5.5 Séquences « jogo »

PLAN

» Comprendre les algorithmes de programmation dynamigque
» Maitriser les différences entre zlignement local et global

» Alignements multiples

» Savoir mettre en évidence la conservation des résidus

OBJECTIFS

5.1 INTRODUCTION

L’alignement de séquences, concerne au minimum deux séquences. Un alignement
est I’écriture de deux séquences (ou plus), I’'une sous I'autre de fagon 3 faire appa-
raitre des identités (ou des similitudes de séquences). A chaque al’x_gnen'le’m corres-
pond un score id% qui peut étre calculé comme le pourcentage d’identité (nombre

d’identités/longueur de 1’alignement) lors de I’édition des séquences.

' editi : minimal d'opérations a
La distance d’édition de deux séquences est le nombre

effectuer pour transformer l'une dans l'autre.

jo<3>

Soit les deux séquences suivantes :

l Sequence 1 AG VYV S
Sequence 2 ¥ S 1L T
' b —0" =9;i =V
L'écriture des deux séquences donne : Identité = 0 ; longueur

ionnelle
lice de caractéres non proportionn

L'alignement de séquences nécessite une po
(courrier par exemple).

47
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Chapltre 5 « Allgnement de séquences

SEon admet que la séquence 2o perdu les deux ncides aminés N (e

Miingyy
‘A \ ' il
de Pévolution, 'alignement devient i¢

Oty
Sedquence Il AGY ST L NYA
Sequence [ VYTl LYAREN
LY - L} 3

Lalignement donne ¢ Identité = 4 5 Longuenr = 10 1d% = 40),
Cela revient o faire plisser la séquence 2 de deux acides amingés
L'opération autorisée est un coulissement de séquence. On pourrait
un coulissement de trois lettres vers la droite qui donnerait aligne

\ Sequence 1A G 51

y 'sur' la droje
AUSST enyjg,, ,
Ment suivapy .

NY A
LY AYH

. »

) |
Sequence ¢ <V 51

Le nouvel alignement donne @ Identité = 2 ; Longueur = 11 ; 1d% = 14,

Trouver le meilleur alignement par glissement est trivial (informatiquement parlant),
En pratique, I'évolution a pu faire disparaitre (délétion) ou apparaitre (insertion)

des acides aminés & intéricur des séquences. Une délétion dans une séquence

correspond & une insertion dans "autre (on parle alors d’« indel »). Cela revient 4

faire des « trous » (gaps) dans les séquences comme dans 1'exemple suivant dans

lequel une délétion dans la séquence 2 est apparue en position 5.

sequence 1 AGVYV ST LNY A -
Sequence 2 - VSITIL-YAKR
~ - - . » »

L'alignement donne : Identité = 6 ; Longueur = 11 ; [d% = 55.

A ce stade, la question qui se pose est : « Quel est le meilleur alignement ? » Le
dernier posstde le plus fort taux d’identité mais il a fallu pour cela créer un g2
interne (faire 1"hypothese d'un événement évolutif moins probable qu’une simple
substitution). Il est donc logique de pénaliser le score de I"alignement obtenu pOl'Jrlﬁ
création d’indel. On pourrait par exemple diminuer le score de six identités d Uﬁ;
valeur égale au nombre de gap interne (ici 1), ce qui donnerait 5/11, soit un score'—‘-{
qui reste le meilleur score, K ce stade, on voit bien que le score de la 'pénahlé \3
influencer I"alignement final. Si on avait choisi de pénaliser de deux unnés’chaq:i-t
gap interne, le score aurait éé 4/11, soit 36, et I'alignement a quatre identites Stff
devenu le meilleur. Ainsi, plusieurs systémes de pénalités pour les gaps o0 p
imaginés. Tout d’abord, la suppression d’un segment peut corrcqundre a unmili
événement évolutif qui concerne la totalité du segment. Ainsi, le systeme de Pfénali y
doit prendre en compte la longueur de I'indel (un indel long doit étre plusgolulis
qu'un indel court). Par ailleurs, il a pu se produire plusicurs événcmcn}tljc) e
distincts dans une région (méme si le nombre total de gaps reste fai i o1 66
I'apparition d’un indel doit Etre plus pénalisante que le prolf)ngcmen.t d un
présent. D'oll la pénalité souvent représentée par une fonction affine :

P=x+yL (18

'

etyL®

ndanc¢
g

oil x est une pénalité fixe pour la création d’un indel (ouverture de gap) b
ant,

4 +fs ont t€
pénalité pour un gap de longueur L. Enfin, les événements éVO'u"r? (i au 0
produire dans les régions externes des protéines, les plus exposee

* |
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5.2 « Comparaison de protéines homologues (algorithme global)

moins structurées. Ainsi, on peut imaginer des systdmes $nali i i

jes indels dans ces régions (voir le chapitre 9 sﬁr les prccl)%ﬁeg?él;ir%ulhf?onsent

I'identification des régions externes). Le nombre d’alignements possiblei eo tle cli) o

séquences en autorisant des indels peut dépasser le nombre d’atorries dans ?Irje vers

(en fonction des longueurs). e
Tout comme la recherche dans les banques (décrite dans Je chapitre précédent)

I'alignement peut étre global ou local. ,

Par exemple, 1’alignement suivant présente sept identités :

GGCTGACCACC-TT

l [ o

GA-TCACTTCCATG

Ainsi, le premier alignement est celui qui maximise les identités sur la totalité des
deux séquences. On parle alors d’alignement global. L’application majeure de ce
type d’alignement est I’alignement de séquences de protéines homologues en vue
d’identifier des acides aminés conservés par I’évolution. Au cours de I’évolution, les
séquences varient de fagon a préserver (voire optimiser) la fonction biologique.

Un alignement local des mémes séquences fournira aussi sept identités mais
donnera un alignement différent :

GGCTGACCACCTT
0 A O O O
GATCAC-TTCCATG
Cet alignement local sera privilégié si le plus long chevauchement entre deux
séquences est recherché comme dans le cas de la reconstruction a partir de données
obtenues par séquengage. Le choix de I'alignement global ou local revient donc a
I'utilisateur biologiste en fonction des objectifs poursuivis.

5.2 COMPARAISON DE PROTEINES HOMOLOGUES
(ALGORITHME GLOBAL)

I s’agit d’un algorithme de programmation dynamique pour I’alignement global
optimal entre deux séquences. Les trois parameétres du programme sont les scores
pour i) I'identité, ii) la substitution et iii) I'indel. Les deux séquences sont placées
dans un tableay. Le principe consiste a calculer des scores de chaqqe case du }ableau
®n partant de la case (0,0) jusqu’a la case (n,m) en remplissant ligne par ligne en
Simulant les trois types d’opérations possibles (insertion, délétion ou mise €N COrres-
Pondance). Dans le cas de la mise en correspondance, on peut avoir sqpstltutlc;n (ie
Al par Bj ou idemtité Ai, Aj. Pour chaque cas, le score S(i,j) de lacase 1J est calcule
des trois fagons symbolisant les trois déplacements possibles :

entité)

S(i = 5 . . . : 1
+30= S(§-1,§-1) + subst(i,j) (substitution ou id "1 (ou déretion & 13

ST, §)ms (4 . . o
i -1 la positio
Position j) JY + Indel() car insertion 3 p

; g ion a l1a
S("J)-S(hj-l) + Indel() car insertion & la position j-I (ou deletion

DOHU‘OH
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16 |-15 [-13 | -8 | -3 | -2
18 [-17 [-15 |[-10 | -5 | -4
20 |-19 [<17 [-12 | -7 | -6 | -1
22 [-21 [-19 [-14 | -9 | -8 | -3
24 |-23 [-21 [-16 [-11 [-10 | -5

» tableau 5.2 correspondant aux déplace:
1aque case (table des chemins).

Tableau 5.2 - Déplacements effectués |

»s flaches indiquent la transition effectuée d
htenir le score maximal de chaque case qui «
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Comparaison de protéines homologues (algorithme global)
eglo

uite, on part de la case de plus fort score (ici la dernidre cas
tableau 5.1). et on suit les mouvements dans la table des chemini o b asd dnoi(e‘ du
aximiser les scores pour remonter A Iorigine (« backtracking ;,)qlllll Ort% &¢ suivis
P es gisées pour générerautomatiquement I'alignement. Ce;e“'cianful t de suivre
[9) présente une égalne de score selon que I'on procede d’abord A une ince;t,acase (\NlO.
Jélétion. Cela indique que deux chemins sont possibles pour donner le ¢ e ooz
de cette case. Cela signifie qu’il y a deux alignements optimaux ¢ qu{\-:l?n?;a.‘“m“m

. & alacase dela double fléche on choisit la fleche horizontale, I'alignement
suivant est obtenu et le chemin suit les cases sur fond gris : ; il '

RINENEN

Mp-RCLCAR- INCYA
‘ _PYRCKC-RNI-CIA

i 2 la case de la double fleche on choisit la fléche verticale, localement le chemin
passe par les cases sur fond noir :

-CY

MP-RCLCARI
L1
-PYRCKC-R

X Y

N
| |
NICI

Lesdeux alignements présentent le méme nombre d’identités (8),d"indels (5)etde subs-
tiutions (2). Le score de chaque alignement est égal 12=(8 x 3+ X “2)+(2 x-1). Cet
algorithme garantit qu’il n’y a pas de meilleur alignement que ceux proposés, mais
dans cet exemple, il existe deux alignements équivalents alternatifs. Pour choisir entre
des alignements équivalents alternatifs, le biologiste peut avoir recours a une séquence
d’une autre espece. La plupart des programmes d’alignement fournissent un seul aligne-
ment sans indiquer I’ utilisateur s'il y a des alignements équivalents.

tableaux : S1[N]. S2[M], Matrice[NI[M]
/* N caracteres d'indice i */

§1 <-- séquence 1 ind1 |
§2 <-- séquence 2 /* M caracteres d'indice J */

INDEL = -2 /*PARAMETRES */
SUBSTITUT = -1
IDENT = 3

POTF j=0 jga M faire

paur i=0 jga N faire
Matrice[1][0] = (i x INDEL) j+ initialization ligne L/,
Matrice[01[j] = (j x INDEL) /% initialization colonne 1

}
}

p?"’ j=1 jqa M faire
: D?ur i=1 jga N faire
o : : 105 - INDEL
| Matrice(illj-1] * (siid.rserill

“ﬁt_rféé‘['{]‘[;j](..mx Matrice(i-1]0j-11 + SUBS . .
RRoE eIy /#agﬁ;ag?g[i%E%z[j]]-msm of -51[11=s2031 o

éﬁng;nughmﬁgmuw.ﬁm-mmmnoaumuuun
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Chapitre 5 - Alignement de sbquences

5”““1“"'|'“”‘""”””3‘5"H of SHAVSH i
| Hnlrltn[l BIRL [t

J
o « ) -}"
Cet algorithme présente une cmnplt,xiléznl (n’)

5.3 MEILLEUR Cl-IEVAUCl-lliMl:;N'I ENTRE SEGURNCE

(ALGORITHME LOCAL)
¢érer chaque séqucet
rs (suflixes
gimilitud

1Co glulmlmnt'nh cel algorithine ooy
/ ”,"'r_:',._ 4

de 1 et j dans Jes des SRy ) o

Au lieu de consid
¢ sur fes ”('}f,""'ll"'n (4 solution du o

segments de toutes longuet
celui qui maximise le scOre de
de I'alignement local consiste A trouver le
indices i et j des deux séquences. La premicre ligne et Ja premicre ool .
initialisées 2 0 permettant ainsi a ['alignement de commencer ' impons o .
des deux séquences. Un alignement local seri représentt par un chermin ,

tableau qui continue tant que le score esl positif.

weore mazimal des suffizes deira

tableaux : S1[NT, 52(MJ. Matricu[NIIMl
/N caracteres a'ingice V¥

51 <-- seéquence 1
§2 <-- séguence 2 /W ocaracteres d'indice J 7/

INDEL = -1 J* PARKMETRES 2/

SUBSTITUT = 0
IDENT = 2

pour j=0 jqa M faire

{
pour i=0 jga N faire

{
Matri -
Mat;é:“)%%?% - 8) /% {nftialization Vigne 1 %/
} /* {nittalization colonne 1%/
)
D({W" j=1 jqa M faire
P?ur i=1 jqa N faire
Matrice[i][JJIJ.da;rice“][J'l] + INDEL
AXI/TgB;1ce[1-l][J-l] + SUBS[S1C117,05205]
SU82[51[1].52[J]]-IDENT of S1011=52031 ov
oy [S1047.52047)=SuBSTITUT of 510137
atrice(1-11(J] 4 INDEL

}

Soit les de
uxs
équences : LIBRESEQENCE et SEQANCELIBRE

52
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5.3 « Mellleur ch
ev
auchement entre séquences (algorith
Orithme local)

Avee identité = 2, substitution = 0 et inde] = —1 I
= =1, latable des g¢q
S scores serg

Tableau 5.3 - score d’alignement local,
r L | B R E S
_ E
s QU E RN e e
ojojJojofo]olflololo

. | 01 o]o]o
s [o0]oJojololol2] 7 o]0y 0
E|JOJO0jJojojol2 1 [4a[3]21, :

K ER R W 0 | 2
a Ol vl 213654371
Ajojojojojolol 1 |2]|s[e]s ]33
N| O] DO 0 0 0 (0| o0 1 45181716
clojojojojojo|o|o|[3]a][7 [10olos
E| O O] O foO ] 0| 2|1 2 12| 5]16 | 912
L | o | ] 00V j2 )1 j2]4]s5]8]mn
[ o | 3 |2 ] v v v |3 fal7 0
B | 0| 0|3 5 | 4 |32 ]2]2]3]|6]59
R|o o | 2|5 MM 765 |a]3]|2]5]s
e o o] |+ |7 O o877 s6]s5]]7

La table des déplacements correspondante sera :

Tableau 5.4 - Déplacements correspondant a I'alignement local.

tl 1t [l RrR|E]|]s|E|]Qq|E]|N]C]|E
S S IRV VIR EERVERN IR VIR B B A e I e e
E| - | vy |y |y [ S|y | v [N [2>2]N]2>]N8]N
Q 5 y N y ¢ y b N ) - > N
Al -] sy |y [y |y |y |y ] V]NIN]N]Y
R R E R RN RN o i
BRI R R ER A RN R S
% E| - | v ||~ |~ |y |2y vy V]
8L . = e I IO T N I B B 4
g -] e e e N N N S A R
- :8 anre S EEEEEIREERES
LRI -] e ] e > | > 21212 —L’L—%—
gL - Is e el N ENEEERES S
‘? L'alignement généré sera pour la diagonale grisée du haut:
g gggl LIBRESEQENCE-----
| e s
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Chapitre 5 . Alignement de séquences

|a table 4 la fin des segments iy
militude entre les deux séq
fond noir du bas :

dique

Noter que la valeur de 10 dans
uencc‘

« LIBRE » dans la table est une 2° zon€ ;Jce-:
conduit 4 I’alignement suivant Ja diagonal¢€

SEQL ------- LIBRESEGENCE
SEQ2 SEQANCELIBRE----<"~

FEERr

Qu

.
3
-

n car I’alignement optirpal (au sens Programy,
nt celui qui est pertnent au niveay biolor-m”'
lable que les séquences ont présentg deflq.:t
ement final est peu robuste (sensibili, tay

t, d’un point de vue biologique, 1,

re attentio
bligatoireme
nt plus va

11 faut cependant fai
dynamique) n’est pas O
Cette remarque est d’auta va
importants de mutations ¢t que I’align

‘ arametres). Finalemen (
(r::::tgﬁzl?ﬁzgpiitiﬂcm est celui qui retrace lc; dérou{er{lent ,évolutlf le plus Probag,
Dans ce contexte, il est évident que la pression évolutive s'exerce sur les séquen.
de fagon a favoriser les mutations des ba‘ses tout €n conservant les acides amings, ¢,
qui traduit que le code génétique introduit un biais important dans les probabilités ¢,

mutations des positions. Finalement en biologie, 1’hypothése d’équiprobabjjy

mutationnelle des positions n’est jamais satisfaite.

L
e a“)

]igng.

5.4 ALIGNEMENTS MULTIPLES

ste dispose d’'un grand nombre de séquences (plusieur
d’un alignement multiple des séquences appartenant 2 L
méme famille afin d’identifier les résidus essentiels qui ont été préservés au cours d:
I’évolution. Dans ce cas, il s’agit le plus souvent d’un alignement global qui est
recherché. La méthode de programmation dynamique peut, au moins dans le prin-
cipe, s’appliquer sur N séquences. Il s’agira de calculer les scores dans un hyper
cube de dimension N. Cependant, elle est inexploitable en pratique (le nombre ¢
chemins menant 4 chaque case est égal a 2V) et la taille mémoire qui serait nécessair
pour stocker les matrices deviendrait prohibitive comme le montre le tableau 5.5.

: En général, le biologi
/ j centaines) et a besoin

Tableau 5.5 - Relation entre nombre (N), longueur (L) des séquences et mémoire
requise par la programmation dynamique.

- Taille moyenne des séquences ¥ St
EErEy O LVI00 MA L=500 AA L=1000AA
Eléments Mémoire Eléments | Mémoire Elements | Memoirt
3 - bl 5002 250 ko 1 000 | Mo
'°°: | Mo 5003 125 Mo 1 000} 1 60
100 10 Go 500 5 30 Po 000> | 10007
10| 10010 100 000 Po 500 '0 n 1655"0—-:"_9',5}0/
10'' Po 00U |
ique

brute n’est p :
us envis
alignements ?’nulti ?V"’a.g?able lorsque le nombre de séquences crolt > neme??
ples utiliseront toujours des heuristiques conduisant 3 5 g

A la vue d
u tableau cj- : : ammation %)
leau ci-dessus, il est évident que la progr E' 12rs Jef
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Ie
:’-. 'l':, , 5.4 . Alignemengs multiples
[ quwi(,nnnhlc.ﬂ par le biologiste. 11 nest pas rare d
alignements mulflpl% en se basant sur | Connaiss

J'expert du domaine biologique et de 1 famille de p.rA

pe nombreuses approches ont é1¢ envisapée

ja méthode d'alignement progressif. Fn simpli.

Optimiser « 3 I ‘
ance biologique
otéine concernée,

M y y
" $ ” p v - 4 I " s ' -
’m”!"’ tion de |-d|,gm,.mull sn'nullam, de N séquences en N x (N-1)2 €Composer la ques.-
s G, [es paires possibles puis de grouper les paires en partant t a’hgnemems de toutes
|;"-':.,, plus proches pour ensuite diverger. out d’abord des paires Js
”.;':u,, Soit les quatre séq.ucnccs A, B, Cet D. Les six alignem i
y By tués par programmation dynamique et les scores obtenus CNts par paires sont effec.
, ' b 5 SO S
‘Imm_@ scores. Plus la distance sur e dendrogramme entre deux ll;:tplaces e
Chie, séquences sont proches. res est faible, plus les
‘)6"’. (#
”ét"fr A
'ah”né B -
C
D
I8ieur B
itk D { B
urs de —_— D

i A "
‘ C

: prir C -

hyper )

bgzp(;c Figure 5.1 - Alignement binaire (par paires).

essalt o ' .

5.5, Ensuite les alignements sont progressivement ajoutés les uns aux autres en partant
des paires ayant les plus fortes ressemblances.

ire

~ 2

> C .

it -

0/ Figure 5.2 - Alignement multiple progressif.

L=
'8\

Palignement B-p,

Une des premi ' a 616 d'écrire chacun des deux
: Premigres fagons d’agréger les séquences o meuite d'aligner i‘:s
t de cette

.

alignements B. » '
deux séqms B-D et A-C sous forme d’une séquence. Il su

g
§
E
i
g Le point de départ est I’alignement B-D ensuite, "alignement A-C est agrégé 2
|
/

‘X; _
s V=
. T

’ 3 71 8 iCn
uences résultantes par programmation dynamique. L'inconven
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Figure 5.3 - Alignement multiple de séquences de sous-unités ;. d’ATP synthase.

Les méthodes les plus récentes utilisent un al gnement itératif, dans lequel I'align:-
ment est construit de manidre ité

LELC rative en optimisant progressivement le score glos.
Les itérations peuvent &tre obtenues par des techniques stochastiques de type tirzz
par Monte Carlo,
aultdiela bmlﬁg‘fte s"interroge parfois sur le choix dy programme d’alignement multip*
Optinl‘lsaeln " yapas de réponse générique A cette question car aucun programme i <
ment :-:l s Informatique. Le meilleur programme est celui qui fourni un alig"™
it selr): rggnt c!ans un temps raisonnable, Un des critéres est la rapidité d’exew'flcf
un aliongmel(l)tn:ilenggz)e . lenombre de séquences est élevé (~400). A titred’ illustrau:;
o . R 14t
sequences de sous-unités d’ ATP synthase de longueur mo)*

00acides amina
MInes pren : \ . Rl nabie
D autre critare espt ] d2 minutes 33 minutes avec Muscle sur un ordinateur por=-"

T N » Z ﬂl "
s e eta Proximité des séquences 2 aligner. Si les séquences "
TIen ne sert d'ytijjse

. ne :
e difficulté d’ alignement (famille hog:(;ggé g
Prenden compe e sirllllrclul:;ogmmme trés sophistiqué (par exemple T-CO i
raison qualitat; Bt

Qualitative de différents Programmes d’alignement multiple.
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>3+ Représentaion logo »

Tableau 5.6 - Quelques pr
_ ques programmes d'alignemen; multiple.
e A T P e,
-"“: NN o PRI
R i e Sy :
Multalin ++ e s 0 —
"/’f - :
Clustal W . . se PP
Muscle Ml ++4 + —
| == il 1
MAFFT e M - P
T‘CO«" d ¥ 4 ... :
Juomsmsommiman e
DIAUCN l + + 44 -

5.5 REPRESENTATION « LOGO »

A partir d’un alignement mu.ll.iplc..il est possible de générer une séquence virtuelle
qui contient pour chaque position I"acide aminé le plus représenté (figure 5.4). Ainsi
dans la représentation logo (calcul de I'entropie ci-aprés), la hauteur d'une colonne
indique le degré de consen ation de la position et la hauteur d’une lettre refléte la

fréquence relative de la lettre & la position considérée.
La hauteur H(i) de la lettre a & la position i est

H(i) = 16) -/, ,
1(i) = log,(20) - (£, +¢,)
Avec :
E: = ”Y -".-},: log:!;l.l

o f,, est la fréquence relative de I'acide aminé a A la position i et e, est une variable
s
d'ajustement telle que :

N g = |

' -
7 2n(2)n

‘ , i c ans 1'alignement.
avec s = 20 pour les protéines et n le nombre de sequences dan &

i . 0 des acides amiiv®
Plrlllhlln, la fréquence de représentaliof dc‘ la fonction étudiée.

ie POWI construire une signature caractéristique 57
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