NTRODUCTION : ce sont les mutations qui, au cours de I'évolution naturelle, causent
des erreurs au moment de la réplication de I’ADN ; car I'évolution se fait par mutations
successives. Ces erreurs peuvent étre :

- Des substitutions (changement ponctuel d’'un nucléotide par un autre). On parle de
transition ou de transversion,

- des insertions (ajout d'un ou plusieurs nucléotides),

- ou alors des délétions (délétion d’une base ou d’'un segment d’ADN).

Ces mutations n’affectent pas de la méme maniére les différentes espéeces par rapport au
site de mutation et par rapport au temps pendant lequel va se manifester cette mutation:

Mutations (substitutions) par site et par milliard d’années
Homme Souris

Histone 3 0 6,4

Interleukine-1 1,4 4,6

Interferon-y 2,8 8,6

Il en découle alors des différences, plus ou moins importantes, dans les structures
(primaire, secondaire, ...) de ces sequences, d'ou la divergence et la biodiversité des
espéces. De ce fait, deux notions évolutionnistes importantes ont vu le jour : ’'homologie et
la similarité. Par exemple, la protéine de l'insuline de ’'homme, de la souris et le dégue du
Chili (Octodon degus) exercent la méme fonction biologique mais ont des structures
primaires qui ne sont pas totalement identiques !

MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAF

Homo sapiens®

AAA59172
110 acides aminés

VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFY
TPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAG
SLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSL
YQLENYCN

Mus musculus®
AAI45871
108 acides aminés

MALLVHFLPLLALLALWEPKPTQAF

VKQHLCGPHLVEALYLVCGERGFFY

TPKSRREVEDPQVEQLELGGSPGDL
QTLALEVARQKRGIVDQCCTSICSL
YQLENYCN

Octodon degus®

AAA40590
109 acides aminés

MAPWMHLLTVLALLALWGPNSVQAY
SSQHLCGSNLVEALYMTCGRSGFYR
PHDRRELEDLQVEQAELGLEAGGLQ
PSALEMILQKRGIVDQCCNNICTFN
QLQNYCNVP

2 http://mimi40.m.i.pic.centerblog.net/c5xtto8q.jpg

3 http://fr.academic.ru/pictures/frwiki/65/Apodemus_sylvaticus_bosmuis.jpg
* http://www.wildanimalsonline.com/mammals/degu-octodondegus.jpg




En bioinformatique, la comparaison des séquences (ADN, ARN et/ou protéines : ARNm,
régions 5’UTR, les EST, des clones, ...) repose essentiellement sur la notion de
'alignement, et permet de déterminer le degré de ressemblance entre celles-ci (similitude
ou identité en révélant des régions proches dans leurs séquences primaires). Cela peut alors
indiquer que :

- La structure (primaire, secondaire ou tertiaire) des deux séquences est semblable,
- La fonction biologique est proche ou différente (dans le cas de la dissémilarité),
- L’origine des séquences alignées est commune ou éloignée (notion d’homologie), ...

Cependant, la comparaison pour l'obtention d'un alignement optimal entre deux
séquences biologiques, nécessite néanmoins la mise en ceuvre de procédures de calcul
(algorithmes) et de modéles biologiques permettant de quantifier la notion de ressemblance
entre ces séquences.



TRAITEMENT DES SEQUENCES NUCLEIQUES (ADN ou ARN)

Il existe différentes méthodes pour la détermination de segments identiques entre deux
séquences biologiques (on parle alors de fenétres, de motifs ou de mots) sur lesquelles une
similitude significative peut exister.

Notion de score : Le score élémentaire (noté "s") est une entité numérique que I'on attribue
a chaque couple de nucléotides des deux séquences a comparer. Il prend la valeur de 1
lorsque les deux nucléotides des deux séquences sont identiques, et la valeur de zéro sinon.

Exemple :

Séquencel AIG|C|T|A|C|C|T|G|T | Score global : Total des scores
Séquence?2 AIA|IG|ITIA|IG|C|T|T|T

Point de comparaison |1 |2 |3 45|67 8|9 |10

Score élémentaire(s) |1 (0 (0O (1|10 (11|00 |1 |1+0+0+1+1+0+1+1+0+1=6

Dans cet exemple, constatez qu’au niveau du premier point de comparaison (ou site de
comparaison), les deux séquences contiennent le méme nucléotide A, donc le score
élémentaire (s) a ce point prend la valeur de 1 (s = 1).

Au deuxiéme point de comparaison, la séquence 1 contient un G et la séquence 2 contient
un A. Elles sont donc différentes en ce point d’ou un score élémentaire de zéro (s = 0)...

Au 10°™ point de comparaison, les deux séquences contiennent le méme nucléotide T
donc un score élémentaire de 1.

Constatons que la somme des scores élémentaires est égale a six (s = 6). Donc il y a six
points identiques entre les deux séquences ; soit 60% d'identité entre les deux séquences
([6/10] x100). On dit alors que le score global entre les deux séquences est égal a six. Le
score a donc permis de quantifier la ressemblance entre les deux séquences.

La relation entre le score global (S) et les scores élémentaires (s) pour deux séquences

est de laforme :
n
S = E Si
=1

Question : Pourquoi avons-nous affecté la valeur de 1 dans le cas de l'identité et zéro dans
le cas contraire ?

Il faut savoir qu’il existe une matrice (matrice d’identité) qui donne les valeurs de scores
d’identité entre les séquences a comparer. Dans cette matrice, on attribue la valeur de 1
lorsque les deux nucléotides sont identiques et zéro s'ils ne le sont pas.



Matrice d’identité nucléique

Il existe une autre matrice de score, qui tient compte de I'analogie structurale entre purines
(A et G) et pyrimidines (C, T et U) et affecte des scores en fonction de cette ressemblance :
C’est la matrice de transition/transversion :

La substitution entre purines d'une part, et entre pyrimidines d’autre part est pondérée et
n'a pas de score élémentaire nul au moment de la comparaison des séquences :

A-l »C

Gq -

Matrice de transition/transversion

Remarque : Quelle matrice utiliser ?

En bioinformatique, on utilise beaucoup plus la matrice d'identité.



Recherche de segments identiques : La matrice de points

Elle permet une vue (méthode visuelle) englobant les similarités entre les régions des
séquences a comparer.

Exemple de réalisation: On donne deux séquences x ety :

x=ACTCGGATT et y=AGCTCGGT

Cette méthode consiste a créer une matrice qui va contenir les deux séquences (la
séquence x en horizontal et la séquence y en vertical) et de cocher les cases de cette

matrice pour le seul cas ou les nucléotides sont identiques (Match). Quand il n'ya pas identité
on parle de Mismatch:

Séquence s
AICITICIGIG|A|T|T
Al X X
G X | X
C X X
o LT X X | X
e|C X X
g|G X | X
3 |G X | X
NIT X X | X

Sur cette matrice, constatons qu’il y a une diagonale formée de cing cases. Donc le

segment identique le plus long entre les deux séguences x et y contient cing
nucléotides identiques et consécutifs qui sont: CTCGG

Séquence s
AICITICIGIG|A|T|T

OO0 00>

Séquence t




Remarque : Dans le cas ou les deux séquences sont complétement identiques, le résultat
est une diagonole :

Séquence s

Séquence t

=4 1>OO0|10>

La méthode du Dot-Plot

Le dot-plot est utile pour déterminer de combien d'exons est composé un géne en le
comparant a son ARNm et pour avoir une idée de la taille des introns et des exons.

Il existe un logiciel de dotplot interactif, Dotlet qui nécessite JAVA. Si JAVA n'est pas
installé sur vos machines, vous pouvez utiliser Dottup®.

Le principe du dot-plot est basé sur la comparaison de fenétres de longueur fixe que I'on
déplace le long des séquences.

Soit deux séquences A et B a comparer et | la longueur de la fenétre. On détermine sur la
séquence A une premiére fenétre de longueur | que I'on va comparer avec toutes les fenétres
possibles de méme longueur, obtenues a partir de la séquence B. Un incrément est alors
appliqué pour déterminer une deuxieme fenétre sur la séquence A, puis I'on recommence le
balayage des comparaisons sur la séquence B. Si I'on choisit un incrément de 1 et que les
séquences ont respectivement une longueur de m et n éléments, on effectuera de l'ordre de
n x m comparaisons de fenétres différentes.

Pour chaque comparaison entre deux fenétres, un score est obtenu et I'on mémorisera
uniquement les comparaisons dont les scores sont jugés significatifs, c'est-a-dire supérieurs
ou égaux a un seuil que I'on s'est fixé. Par exemple lorsque le score correspond au minimum
a 80% d'identité avec l'utilisation d'une matrice unitaire nucléique comme matrice de scores
élémentaires®.

Considérons, par exemple, les deux séquences A et B suivantes :

Séq A = ATGTAATGCATG et Séq B = TATGTGAATG. La taille du motif (fenétre) étant
choisie égale a b5.

> http://www.fil.univ-lillel.fr/~pupin/MRBS/comp_seq.html|
6 http://genet.univ-tours.fr/gen001400_fichiers/chap5/genach5ec9.htm



La fenétre formée des cing premiers nucléotides de la séquence A est: ATGTA. Il faut la
comparer avec toutes les fenétres possibles de taille égale a cing retrouvées sur la séquence
B. Ces séquences sont :

TATGT
ATGTG
TGTGA
GTGAA
TGAAT
GAATG

oukhwnE

Remarque : Au-dela du nucléotide G en 6°™ position dans la séquence B, on ne peut plus
avoir une fenétre de taille égale a cing nucléotides.

La premiére comparaison concerne les deux motifs suivants :
Fenétre de la séquence A = ATGTA
Fenétre de la séquence B = TATGT

La comparaison de ces deux segments donne un score égal a zéro car il n'ya aucun
nucléotide de la séquence A qui soit identique a celui de la séquence B quelque soit le site
de comparaison :

Séquence A AT|IG|TA Score alobal
Séquence B TIAIT|IG|T g
Scores élémentaires |0 |0 |0 |0 |0 | S=0

Remarque : Sur la matrice qui contient la totalité des deux séquences A et B, allez au a la
case d’intersection qui rejoint le milieu du premier segment de A et celui de B pour insérer la
valeur du score global :

AITIGITIA|IA|T|G|C|A|T|G

QP> 0|0 >




En fixant le motif de la séquence A (ATGTA), vous passez au deuxieme motif de la séquence

B qui est ATGTG :

Séquence A AT GITIA Score alobal
Séquence B AITIG|T|G g
Scores élémentaires |1 | 1|1 |1/0 |S=4

La comparaison de la fenétre de A avec les cing fenétres possibles de B donne les résultats

suivants :
ATGTA | ATGTA | ATGTA | ATGTA | ATGTA | ATGTA
TATGT | ATGTG | TGTGA | GTGAA | TGAAT | GAATG

Nucléotides identiques

(score) 0 4 1 3 0 1

Ce qui donnera sur la matrice globale :

A|T|IG|TIA|A|T|G|C|A|T|G

T

A

T 0

G 4

T 1

G 3

A 0

A 1

.

G

Une fois la comparaison effectuée avec toutes les fenétres de B, nous incrémentons de un
la séquence de A pour avoir la nouvelle fenétre de cing autres nucléotides qui sont : TGTAA.

C’est cette nouvelle fenétre de A que nous allons devoir comparer avec les fenétres de B
gue nous connaissons toutes maintenant.

Le résultat final est :

AIT|IG|T|A|A|T|G|C|A|T| G| Interprétation
T Il'y a cing segments formés de cing nucléotides
A chacun entre les séquences A et B. Ces segments
T 0/0]/2/0]3|/0]|0]O0 contiennent tous quatre nucléotides identiques:
G 410/1]0(1|3]010 1. ATGTA de la ségA et ATGGA de la ségB
G 3/4/3/]0/0|3 |11 2. TAATG de la ségA et GAATG de la ségB
A 0/3[/3]0/0]0 4|1 3. TGTAA de la ségA et TGGAA de la séqgB
A 1/0[{0[|412|/0/|0 |4 4. TGCAT de la ségA et GGAAT de la ségB
T 5. GCATG de la ségA et GAATG de la ségB
G




Le programme dotlet’ permet de réaliser cette comparaison en ligne :

Dot led

L
Beaidlan Aoy SasTi i S s

Baulan g lancer b camparaigon

Une fois avoir inséré les deux séquences, le résultat obtenu sera :
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" http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/dotlet



Recherche de segments identiques par codification numérique

Dans cette méthode, les séquences sont transformées en une suite d’entiers (ou codes)
apres les avoir décomposées en petits segments de taille fixe (taille = 3 nucléotides par
exemple). Ces segments sont appelés motifs :

On consideére la séquence suivante :
TATGCCT

A une position notée x de la séquence, le motif Mx de taille n (n= 3 nucléotides par
exemples) aura pour code Cx de sorte que :

Cx = Pix4™ + Pox4®™2 + poxa®™d +  + Pxa™) + |+ P, +1
Pi=0, 1, 2, 3 respectivement pour les nucléotides A, C, Get T
Pour le cas ou n = 3 nucléotides, les triplets qui seront codés a partir de la séquence sont :
TAT, ATG, TGC, GCC, CCT
e Le premier motif étant TAT il aura pour code :

Cl = Ppxd®Y + PxdaC? + paxa®d + 1, P1=3 (car le nucléotide est T), P, =0 ( car le
nucléotide est A) et P3 =3 (car le nucléotide est T)

D’ou

C1l=Px4? + PyxdW + Py + 1

C1=3x4® + ox4® + 3+ 1=52

C1l =52 correspond au triplet TAT
e Lemotif ATG :

C2 = Pix4CD + Poxd®2 + paxa®3 + 1, P1=0(car le nucléotide est A), P, =3 ( car le nucléotide
est T) et P3 =2 (car le nucléotide est G)

D’ou

C2=Px4? + PyxdW + Py + 1

C2=0x4? + 3x4® + 2 + 1= 15

C2 =15 correspond au triplet ATG
e Le motif TGC :

C3 = Pix4CD + Pyxd®2 + psxa® + 1, P1=3(car le nucléotide est T), P, =2 ( car le nucléotide
est G) et P3 =1 (car le nucléotide est C)



D’ou

C3 = P4 + Pox4® + P53 + 1
C3=3x49 +2x4® + 1 + 1= 62

C3 =62 correspond au triplet ATG

e Le motif GCC:

C4 = Pix4CD + Poxa®2 + paxa®d + 1, P1=2(car le nucléotide est G), P, =1( car le nucléotide
est C) et P3 =1 (car le nucléotide est C)

D’ou

C4 = P1xd@ + Pxd® + pg+ 1
C4=2x4? + 1x4® + 1 + 1= 38

C4 = 38 correspond au triplet ATG

e Le motif CCT:

C5 = P1x4CD + PoxaB2 + pyxaC®? + 1, Pi=1(car le nucléotide est C), P, =1( car le nucléotide
est C) et P3 =3 (car le nucléotide est T)

D'ou
C5 = Px4? + Pyxd®W + Py + 1
C5=1x4? + 1x4® + 3 + 1= 24

C5 = 24 correspond au triplet ATG

Séquence | T |A |T |G |C |C|T
1 motif | T [A | T

2°™ motif AT |G

3™ motif T |G |C

4°™ motif G |C |C
5™ motif C|C|T
CodeCx |52]|15|62 38|24

La deuxieme séquence est : AGATGCC. Le résultat de son transcodage donne :

Séquence |A|G |A |T |G |C|C
1¥* motif |A|G | A

2°™ motif G |A|T

3°™ motif AT |G

4°™ motif T |G |C
5™ motif G |C|C
CodeCx |9 |36|15|62| 38




Comparons les deux séquences selon leur transcodage :

Séquence 1 | 52 15 62 38 24
Séquence 2 | 9 36 15 62 38
Résultat Il'y a 3 motifs identiques entre les deux séquences : 15, 62 et 38

Remarque : la comparaison peut également se faire sur des motifs de tailles plus grandes.



L’alignement des séquences nucléiques: La programmation dynamique
Pourquoi vouloir réaliser des alignements ?

L'alignement, comme nous allons le voir dans les exemples suivants, permet de mesurer
la similitude entre les séquences. S'il ya similitude, cela signifie qu'il est possible que les
deux séquences présentent la méme fonction biologique, ou du moins les deux séquences
présente une structure fortement similaire. Ce type d’information est nécessaire dans la
mesure ou, généralement, nous avons a faire a une séquence inconnue. Sa comparaison
avec des séquences de structure et de fonction connues permet de tirer un maximum
d’'informations quant a la structure et la fonction de la séquence inconnue.

Dans certains cas, on peut méme confirmer si la séquence inconnue est un géne ou une
portion de géne aprés l'avoir aligné avec des séquences de structure génique connue
(régions codantes : codons d’initiation et de terminaison, sites d’épissage, zones de fixation
des ribosomes).

L'algorithme de Needleman et Wunsch : Il permet de réaliser un alignement global
entre deux séquences nucléiques. Son expression est de la forme :

SE+1,j+1)+s(i,))
S(i,j) = Max s(i+1,))
s(i,j+1)

Exemple :

Supposons que nous désirons calculer un alignement global des deux séquences
suivantes de taille m et n respectivement:

S1=TAAGTCCG m=8 et S2=TACGTACG n=8

Remarque : Ici, les deux séquences sont de méme longueur (8 résidus chacune). On peut
calculer un alignement entre deux séquences de tailles inégales.

Pour calculer l'alignement entre les deux séquences S1 et S2, quatre étapes sont
nécessaires :



Etape 1 : Calcul de la matrice initiale

Il s’agit d’insérer les deux séquences S1 et S2 dans une matrice de sorte que S1 soit a
I'horizontal et S2 a la verticale du tableau, puis remplir les cases par 1 (identité des deux
nucléotides de S1 et de S2) ou O (sinon) :

QO HO0O|> -

o|o|o|r|o|lo|o|r|H
olo|r|o|lo|o|r| o>
olo|r|o|lo|o|r| o>
N===R ===
o|o|o|r|o|o|o|r|H
o|r|o|lo|o|r|o|o|ln
o|r|o|lo|o|r|lo|o|n
N==l=1R ===

Etape 2 : Calcul de la matrice transformée : Initialisation de la matrice

Construisons une nouvelle matrice & m+2 colonnes et n+2 lignes, dans laquelle la 1°®
ligne et la 1°° colonne seront initialisées a zéro :

TIAIAIG|T|C|C]|G

0/0]0]0|0]0]0O]|O

QO> 00> -
o|o|o|o|o|o|o|o|o

L'application de l'algorithme de Needleman et Wunsh permet de remplir les cases de cette
matrice. Le résultat est le suivant :

TIAIAIG|T|C|C]|G
0/0/0]0|0|0]0O]0O]O
T|0Oj1}j1 /1)1 )1/1]1 |1
Al0|1]2]|2]|2 22|22
cC|0]|1)/2|3]|3]|3|3|3]3
G|0]|1|/2|3]|4]|4|4|4]4
T]10/1]2/3[|4|5|5|5]5
Al0]1]|2]|3]4|5|5|5]5
C|0]|1/2|3|4|5|6|6 |6
G|0]|1]2|3]|4|5|6]|6]|7




Etape 3 : Parcours de la matrice transformée

Parcourir la matrice transformée depuis le plus haut score calculé (ici s=6) jusqu’au score le
plus petit (ici s=1)

A

o

QO> o> >
o|o|o|o|o|o|o|o|o

RRrRrRRRREO| -

WWWWWEESIN |- O|>

INFNFNFEN 1 [N o)
oo GG S [ w N o]
ofdululhlwNikiolO
ofdululhlwNikiolO
N o |o|o|s|w|NkR|olp

NINININININ IS -

Remarque : le développement de cette procédure de calcul et de parcours aura lieu en
séance des travaux dirigés.

Etape 4 : Alignement des deux séquences et calcul de score

Séquence S1 TIA|A|G|T|— |C|C |G

I e O R

Séquence S2 TIA|A|G|T|A |C|— |G

Exploitation de I'alignement :

Le score global de cet alignement est de 7.

Le pourcentage de l'identité entre les deux séquences S1 et S2 est : %id = (7/9)*100=
77,78%

Le trou retrouvé entre les nucléotides T et C de la séquence S1 est un GAP ou InDel :
il signifie qu’a ce point, la séquence S1 a subi une mutation par DELétion au cours de
la quelle le nucléotide A est perdu par nécessité évolutive et d’adaptation a
I'environnement ; en méme temps, il est conservé dans la séquence S2 (a la 6°™
position face au gap de S1). Comme on peut supposer que c'est la séquence S2 qui a
subi une mutation par INsertion du nucléotide A par nécessité adaptative. Dans un
cas ou dans lautre une des deux séquences a subi une mutation (INsertion ou
DELEétion) ; ce point est appelé INDEL pour dire INSERTION dans la séquence S2 ou
DELETION dans la séguence S1. La méme interprétation concerne le deuxiéme gap
retrouvé 8°™ position : il s’agit d’'une délétion du nucléotide C dans la séquence S2 ou
de l'insertion de C dans la séquence S1.



CATTGGCCG

CAATGGCCGA et S2 =

Un autre exemple d’alignement : S1

Etape 1 : Calcul de la matrice initiale

CIAIAITIG|G|C|C|G|A

c/(1/0]0/0]O0O]0O]1]|2|0]O0

Al0O|j1/1]/]0/0 |0 |0|0O0]0O |1

T|0|0]0|1]0]0 00|00

T|0|0]O0O|1]0]O0O]O0O|0O]|O]O

G|0|0|O0]O0O|2 |2 ]|0|0O]1 |0

G|0|0|O0]O0O|2 |12 ]|O0|0O]1]O

c/(1/0]0/0]O0O]0O]1]|2|0]O0

C/1/0]0/0]O0]0O]1]2|/0]|0

G|0|0]O]O]2 |12 ]|0J0O]1]O

Initialisation de la matrice

Etape 2 : Calcul de la matrice transformée :

C|O|dH|NM M| |0O|w©|~|0
OlodNmm|<|n|©o|~|0
Olo|dNmm|<t||©|~]|~
Olo|ldNmm|<t|n|o|o|©
OlodNmm|<|n|(w|(n|w
Olo|dNmm|<| << | <
FoldNmmmomnmomnm
<ol ||| NN ey
<ol ||| NN ey
Olo|d|ld|d|d|d| |||
o|o|o|o|o|o|o|o|o|o
Ol<|H|FHOO0|0|0

Etape 3 : Parcours de la matrice transformée

CIAIAITIGIG|C|C|G]|A

0/{0/0]0]0]|0O]0O|0]0]0]|O0

Clo1/1[2]1]2]2]2]1]1

Alo|1 BN 2|22 ]2]2]2]|2

T|loj1]2]|2El3]|3[3]|3]3]3
Tlo[1]2]2[EN3[3[3]|3[3]3

Gloj1]2[2[3 444|444

Gloj1]2]2]3[4El5|5]|5]|5

C|0]|1|2]|2]|3]4]5
C|0]|1|2]2]|3]|4

GloJ1]2[2]3]4]5]6|7]




Etape 4 : Alignement des deux séquences et calcul du score

Avant de procéder a I'alignement, a proprement dire, revenons a la matrice de I'étape 3 :

CIAIA|T|IG|G|C|C|G|A
0{|0|0|0]|0|0|0O|0O0]|0|0]|O
C/Op™I1|21(2/1 (11|11 1
Délétion aprés ce nucléotide |A |0 |1 AW 2 |2 |2 |2 |2 |2 |2
T|O|1|2|2 B3 (3|3|3|3]|3
T|0O]1|2|2 N33 |3|3|3]3
G|O0|1 2|2 384 |4 4|44
G|0O|1|2|2|3|4®HM5 (5|5|5
C|0|1]2|2|3|4|5HH6|6 |6
cC|0(1|2|2|3|4|5|6mm7 7
G|0]1/2]|2|3]4]|]5]6

Vous constatez que le 2°™ nucléotide de la séquence S2 (c’est a dire le nucléotide A)
correspond a deux nucléotides de la séquence S1 qui sont A et A ; or il ne doit correspondre
gu’a un seul nucléotide. La deuxieme case (couleur verte) en face du nucléotide A de la
séquence S2 correspond donc a une mutation : Cela suppose qu'une DELETION a eu lieu

apres le nucléotide A de S2.

SéquenceSl [C|A|/A|T|—|G|G|C|C|G

A
e iy

SéquenceS2 [C|A|—|T| T|G|G|C|C|G|—

e Le score global de cet alignement est de 8.

e Le pourcentage de lidentité entre les deux séquences S1 et S2 est: %id =
(8/11)*100= 72,73%



L’alignement des séquences protéiques par la programmation dynamique

Les matrices protéiques : Notons tout d’abord que les matrices protéiques utilisées pour
réaliser des alignements sont totalement différentes de celles des acides nucléiques (matrice
d’identité et matrice de transition/transversion) et ce en raison du nombre des acides aminés
(20 acides aminés et non 4 comme le cas des nucléotides) et de la nature physico-chimiques
de ceux-ci.

En effet, le systeme nucléique basé sur l'identité n’est pas approprié pour le cas des
systémes protéiques. Ceci est du au fait que certains acides aminés peuvent étre remplacés
par d’autres (a cause de leurs propriétés physicochimiques surtout) sans altérer le rdle et la
fonction biologique de la protéine.

On peut donc classer les acides aminés en familles par rapport a leurs propriétés et
obtenir ainsi un systéme de scores qui rende compte de l'affinité des résidus protéiques entre
eux. C’est cette affinité qui permet a un acide aminé d’étre substitué par un autre, et les deux
structures protéigues ne seront pas identiques a ce point ou la substitution a eu lieu mais on
dira que les deux séquences sont SIMILAIRES et la fonction de la protéine reste conservée.

Dans I'exemple qui suit, on dispose de la structure primaire de deux séquences
enzymatiques ayant la méme fonction biologique, c'est-a-dire toutes les deux sont des
amylases. Mais on se rend vite compte que 'amylase de la mouche ne ressemble pas a celle
de l'abeille, et pourtant elles assurent toutes les deux I’hydrolyse de I'amidon.

Nom systématique Numéro . Séquence : structure primaire
d’accession
3
(I;A(;)n%grs]ﬁca Musca | AAY88830 | iareceeflaprgfagvquspvtenvivanrpwwerygpisyklgtrsgtqgefsemerrcnnvgiriy
319 aa vdvlinhmaadqyqgmavgtagsiadpaaksfpsvpyteldfhatceiwdwndryqvgncelvglk

didgsnewvrdclvefldhlvelgvagfrvdaakhmkasdleiiykrvrdinvdhgfepnsrpfiygev
idhghetvskyeynllgavtefqfseeigrafrgnnglkwlrnwgpqwgflpsdhalvfvdnhdngr
dggqvityknskgykmatafalaypygitr imssfdftdrdgppphtne

BAA86909

493 a3 mmpaivlllalittaageiahndphfapghdaivhifewkwndiakeceqflgpvgfggvqvspvge

nividkrpwwerygpisykwitrsgtreqgfidmvarcnkagvriyvdvimnhmsgdrndahgtgns
rantynfdypqvpytvknfhprcavnnyndpsnvrncelvglhdidgs geyvrskivdfindivaigv
agfrvdaakhmwpsdIrtiysrvrninrthgfpndaqpyifgevidygneaiskreyngigaviefkys
yeisnafrgnnnlkwlvnwgeqwdflpskdsivfvdnhdtgrdnpgiltykyskrykmavafmishp
fgtprimssfdfqskdqgppndgngnilspsihdnicsngwicehrwrgiynmvrfrnivkgtkidnw
wdngsngiafsrgcsgfvafngdqydikknlkvclppggycdvisgnlekgrectgkivtvgsdgnani

eigageedgvlaihvkakma

8 http://www.insecte.org/recherche.php3?recherche=mouche+
o http://www.rios-galegos.com/abella2.jpg




Les acides aminés de méme classe peuvent se substituer par simple mutation acceptable
et répondre ainsi aux contraintes de la sélection évolutive. Il en découle alors des structures
protéiques non identiques mais similaires :

Charpés

. Pégativerment

Folaire

" positivement
Aromatiques

Hydrophobe

Remarque : les acides aminés sont codés par une seule lettre au lieu de trois :



Code international des acides aminés selon I'lUPAC (INTERNATIONAL UNION OF
PURE AND APPLIED CHEMISTRY)

Symbeule Codle 3¢ Acide aminé Codons
A Al Alanng EHN \ L
B Asp, A Aspart], Aaamgine CAT. GAC, AAT, ASD
G Cys Cygkeine TGT, TEG
o Amn Asparic GAT, GAC
E Gl Ghusimic GAS, GAG
F Pha Priasivlal aning T, TTC
a Ry Glydne GOET, GEC, GoEA, BG4
H Ly ] Hizlizing CAT, CAC
I T Ismdsascine ATT,ATC, ATA
K Lys Lysire AAR, ARG
L Lesa Leucine TTGE, TTA, OTT, CTC, COTA, CT3
M Mt It itionne ATE
M Az ST ENE AAT, AL
P Fro Frodine CCT, CCC, CoA, CCG
a Gin Ghdamine CAR, CAG
R Ay Arginine CLET, CGC, CEA, TG0, AGR, AGH
5 S Serra TCT, TOG, TOA, TOG, AGT, AGE
T Tor Thregnine AT, ACC, ACH, ACG
W vl Walne GTT, 3TC, GTA, GTE
W T Trypiophan TG
X Lk Lim&nsrsn -
¥ Tgt TiFsing TAT, TAC
Z Gy, Gin Chutamic, Ghriamine GAA, OAG, CAA, CAG
. Endl Sk TAR, TAG, TGA

Les matrices protéiques peuvent étre classées en deux catégories :

e Une catégorie qui regroupe les matrices issues d'études montrant le caractere de
substitution des acides aminées au cours de |'‘évolution (matrices liées a I'évolution).
Elles représentent les échanges possibles et acceptables d’'un acide aminé par un
autre lors de I'évolution des protéines.

e La deuxiéme est basée plus particulierement sur les caractéristiques physico-
chimiques des acides aminés : caractere hydrophile ou hydrophobe des protéines, la
structure secondaire ou tertiaire des protéines. Exemplel : matrice d’hydrophobicité
basée sur des mesures d’énergie libre de transfert de I'eau a I'éthanol des acides
aminés (levitt, 1976). Exemple2 : Matrice de structure secondaire, basée sur la
propension (tendance) d’'un acide aminé a étre dans une conformation donnée (Levinn,
1986).

Ce sont les matrices liées a I'évolution qui seront utilisées pour réaliser les alignements
des séquences protéiques.

La matrice PAM250 (Purcent Accepted Mutation): La matrice de mutation de Dayhoff.

La plus courante, cette famille de matrices probabilistes a été calculée a partir d'une étude
sur une famille de 71 protéines trés semblables, que I'on pouvait facilement aligner. Chaque
élément de la matrice représente alors la probabilité qu'un acide aminé se transforme en un
autre dans un temps d'évolution donné. La matrice créée est une matrice 1PAM, on obtient
une matrice XPAM en la multipliant par elle-méme. Les probabilités associées sont alors les
probabilités de mutation en un temps plus long. En prenant compte des fréquences relatives



de mutation et en prenant le logarithme de chaque élément de la matrice, on construit la
matrice PAM-X, utilisable directement dans les programmes. La matrice PAM-250 s'est
avérée étre optimale par rapport au probléme biologique ce qui explique sa trés grande
fréquence d'utilisation®.

Les matrices de type PAM dérivent d'alignements globaux de protéines trés semblables et
représentent les échanges possibles et acceptables d’un acide aminé par un autre au cours
de I'évolution des protéines : Les acides aminés entrant dans la composition d’une protéine
peuvent avoir les mémes propriétés physico-chimigues ou presque et la structure 3d va donc
dépendre de ces caractéristiques. Cette similarité des propriétés physico-chimiques est donc
suffisante pour permettre la substitution (la mutation) entre ces acides aminés sans pour
autant perturber la fonction de la protéine.

AR NDC QE GH I L KMEFE P S T WY V
A2

R -2 6

N 0 02

D 0 -1 24

C |24/ 4[5 4

Qo112 54

E 0 -1/1/3/5/2]4

G 1 -3/0/1 -3 -1 0 5

H -1 2 2[1/3/3/1/-26

| 1 2 2 2 2 2 2 3 2 5

L 233/ 4/6/2/3-4[2 26

K -1/ 3/ 1/0/-5/1/0/-2/0/-2/-3/5

M -1/ 0 2/3/5/ -1/ -2/3/2/2/4/0]6

F |4 4/ 4/6 -4 5 5/ 5/2 125009
Pl1/o/1/1/3/0 -1 -1/0/-2/-3/-1/-2/-5/6
s/1/o/1/o0/o/1/0/1]1/1/-3/0/-2/-3/ 13

T 1 -1 0 0 -2 -1 0 0 -1 0 -2 0 -1 -2 0 1 3

W 6 2 4 -7-8-5 -7 -7 -3 -5 -2 -3 -4 0 -6 -2 -5 17
Y [3/4/2[4/0 -4 -4 5/0/-1 14275 -3-3/0/10
V 0 2 2 2 2 2 2 -1 2 4 2 2 2 -1 -1-10 -6 2 4

10 http://sequencage.outness.net/logil.html



La matrice BLOSUM 62 (Henikoff & Henikoff, 1992)

Le degré de substitution des acides aminés a été mesuré en observant des blocs d'acides
aminés issus de protéines plus éloignées. Chaque bloc est obtenu par l'alignement multiple
sans insertion/délétion de courtes régions trés conservées. Ces blocs sont utilisés pour
regrouper tous les segments de séquences ayant un pourcentage d'identité minimum au sein
de leur bloc. On en déduit des fréquences de substitution pour chaque paire d'acides aminés
et I'on calcule ensuite une matrice logarithmique de probabilité dénommée BLOSUM
(BLOcks SuUbstitution Matrix). A chaque pourcentage d'identité correspond une matrice
particuliere. Ainsi la matrice BLOSUMS50 est obtenue en utilisant un seuil d'identité de 50%.
Henikoff et Henikoff, (1992) ont réalisé un tel traitement a partir d'une base contenant plus de
2000 blocs™ :

observation de blocs d’acides aminés issus de protéines relativement éloignées ;

chaque bloc provient d’alignements multiples sans insertions / délétions de courtes
régions conservees ;

les blocs sont utilisés pour regrouper tous les segments de séguences ayant un
pourcentage d’identité minimum au sein de leur bloc ;

on en déduit des fréquences de substitution pour chaque paire d’acides aminés ;
on calcule une matrice logarithmique de probabilité ;

a chaque pourcentage d’identité correspond une matrice :

BLOSUMS50 avec un seuil d'identité de 50 % ;

BLOSUMG62 avec un seuil d’identité de 62 %.

Frequences de
—» substifuionpour —»BLOSUM 50
chaqueacide amune

! http://www.med.univ-angers.fr/discipline/bio_cel/Maitrise/Bioinfo/matrice_blosum.htm



L'algorithme de Needleman et Wunsch pour le cas des protéines :

L'équation suivante résume le principe de calcul d'une case de la matrice transformée :
S (i.j) = se (i,j) + max (S(x.y))

avec :

i<Xsmety=j+l

ou

X=i+letj<ysn

e S(i,j) est le score somme de la case d'indice i et j,
e se le score élémentaire de la case d'indice i et j de la matrice initiale
e m etn sontleslongueurs des deux séquences

’ >
i i+: b
J J J
i
j Fti
i F i
\J I i




Exemple d’alignement : On considere les deux séquences suivantes
Séq 1 = VTEERDAF et Séq 2 = LTSHEAL

Etape 1 : Construction de la matrice initiale a partir de PAM250

V|IT|IE|JE|R|D]JAF
L|2|-2|-3|-3|-3|-4|-2]|2
T/|0/3]0[0|-1]0 |1 -2
S|-1]1 /0 ]|0]O0O]O |1 |-3
H -2/-1|1 12 |1 ]-1|-2
E|-2/0]4 |4 |-1/3]0]-5
A/0O|1]0]0|-2/0 |2 |-4
L|2|-2|-3|-3|-3|-4[-2]|2

Etape 2 : Calcul de la matrice transformée

A ce stade, il faut garder les valeurs de la derniere colonne et de la derniére ligne :

VIT EJE|IR|IDJA|F

—|>|m|T|n|H|r
N

2|-2-3|/-83|-3|4|-2|2

L’application de I'algorithme permet d’obtenir la matrice transformée suivante :

V |T |[EJE|R|DJA|F
L|14|/7 |6 |6 |4]0|0 2
T/110(12|/9 |9 |6 |4 |3 |-2
S|8 1019 |9 |7 (4 |3 |8
H|6 |7 |9(8|9|5]|1]-2
E|2 |4 |8 8 |3 |7 |25
Al2 |3 |22 |0]|2 4|4
L|2 |-2]-3]|-83|-3|-4|-2|2

Etape 3 : Parcours de la matrice transformée

Le parcours s’effectue du plus haut score vers le plus petit. Si les trois cases ont des valeurs
de scores égales, alors le chemin vers la diagonale est favorisé :



V |T |[EJE|R|DJA|F
L1147 |6 |6 [4]0]0]2
T]10]12|/9 |9 |6 |4 |3 |-2
S|8 [10/9 |9 |7 |4 3 |-3
H|{6 |7 |98 |9|5]|1]|-2
E|l2 |4 |88 |3 |7 |25
Al2 |3 |2]2]|0]|2 |4 |4
L|2 |-2]-3]-3|-3]4]-2]|2

Substitution

insertion dans i
délétion dans |

insertion dans j
délétion dans i

| ]

a4
*

Etape 4 : Alignement des deux séquences

Séql \% T — E E R D A F

| o] | o |

Séq2 L T S H E — — A L

Le score de cet alignement est : s=49
Il'y a trois identités : T-T, E-E et A-A et trois similarités (substitutions): V-L, E-H et F-L

On peut supposer que la valine a été substituée en leucine dans la 2°™ séquence par besoin
d’adaptation de l'organisme a partir du quel a été isolée cette séquence. Le méme
raisonnement concernera les substitutions E-H et F-L.



Application 1 : Il s’agit d’aligner, via Internet, deux séquences nucléiques.

Les deux séquences sont: Ségl de Staphylococcus et Séquence2 de Micrococcus pour
I’ADN 16S.

1 | AGGTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACGAGG
AGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGAT
AACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATAATATTGAACCCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGG
TTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC
AACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACG
TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGC

S&g2 | GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGGA
TCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGC
GCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG
CATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACC
ATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC
TCAAA

Etape 1: Allez & la page http://www.ebi.ac.uk/ et cliquez sue le bouton « Tools » du menu
horizontal (en haut & gauche) :

Cliquez sur le
bouton "Tools"

Frate " - rrriost i e ﬁ b
om0l ool Erapee : :I..-_- 3
& European Bioinformatics Institute

= Aot the EBI = Latest Maws




Etape 2: Un menu déroulant va s’ouwvrir. Il faut passer le pointeur de la souris sur

“Sequence Analysis” pour découvrir un second menu. Sur ce second menu, cliquez sur
“Clustalw?2” :

Torls indes
=Data F
1/ Pointez sur “Sequence
(7Y ol
Lt Analysis
Barr | A
[P e
o - i i
anarbis 2/ Cliquez sur "ClustalWz"
FiBs
Similenly & Homology HCENSOR
B G il
Toste- Migtatsmaous  HEp0 Plod Colirepot
Wb Bevices D Efock Aagner Farm
Dirwmiasss Caraiiae
adign
= About tha EBI ATFT
Research o {MIBCLE
b st “ it {Pepiatsl Pepmwida=
Traivding FeojPegnin
. T:.:::;::Iﬂ:m. \\: Promperiikee. R it ThS sl g N [t B 08 ATl AalAos il
[ vr— el BAPE Pty it tyiugh e EB The sty provices vakusbie inighls
JstAT-Cofen I o b 1 s, e i) Al el e e nest
a shasw ol human penstc esserch . rors
Tranieg

Etape 3 : En bas de la fenétre qui s’ouvre, insérez les deux séquences en leur donnat
chacune un nom significatif de la séquence. CE NOM DOIT COMMENER PAR LE
SYMBOLE “>” (Supérieur) :

Par exemple vous pouvez écrire comme nom :  >séquencelStaphylococcus

Cliquez sur le bouton “Run” pour lancer I'alignement.

ALcen o - def ¥ s o = ol ¥
TERATION HLTER
LT B w i
ALTPUT PHYLOOENET: TREE
DUTFUT OUTPUT TREETYPE CORRECTDET IINORE DAFE CLUSTERING
Chintal Ralatsd s FORMAT DROER
hsiadromsia alf winemss = slgred & |pene = = ol - M -
S o Chatted s
Wrilurd i I
— Eler e pavie 3y of seausney many suppeeEs et TR
— Insérez les deux séquences en entrant un nom pour chacune
d elies.
Attention:
Le nom de chaque séquence deit commener par le symbole
"superieur (») par exemple
»séquencel
Lyt & W [ Peecour_ | | um  § e |
M you ples s ame these seruices danmy o oo s phease coplacl o

Plarns bmasl i | Al loberr sesiin hsfjs o vin sjpl S8l



MATHE AP OFEM MO EMD

(el o
| DAPE EXTEMBIN  DISTANCES
» Chusta™i Frogrammstc
Bzcedn ol - del v g [C el
MERATEIN HUWTER
1
» wwm ciuntal arg e » P
QLTFUT PHYLOGESETIC TREE
" T QUTFUT  TREETVPE CORRECTMET IGHORE GWFE CLUSTERMNG i H
T FoHaT et Les deux séquences sont insérées avec
| sn wivertars B [aianed ] [none B o =8B W B leurs noms respectifs commangant par le
S tor Dyttd raiebad symbole "»"

st g
s Ertin v it B G OF 8 Emc s 1 Ay G by

> SEYUENDE L BTAPNYLDOOOTRS
L EETE AT C O P At A T AR A TS e TS TAATAC AT A TO RSO S MAC RERCS 48
TG e T AL G T TR S0 GG A GGG TEASTAAC ACGTOOATAMCCTACC TATARGACTSS |
GATARCTTCGFGARACCOGAGC TAATAC COGATLATAATATTGAACCOGE ATEETTCAATAGTGRAKG
R TTT T T A TTAT ARG AT A TCC G OO G A TT MR TAGTTOO TARGETAAC GRC TTAST A
AEFCAACTATIC ITASC CRACC TR A OO TRATOOOC CAC ACTOAA AL TRAGAS ACOOTCCAGACTT
CTRCOO0 MG REC A TA SR T T T COC LA TEGEC G GO TAAC CELGT RSO COC TTORGT
TGRS T TTOGE A TE G T AL TE TG TTATTASGE MG AL LA T TG TAASTRAC TATCC AOG
TCTTSACGETACCTALTT ACARRGOD ACGGE

Fatquenoe BICTOD000US i

g @ W Fracoumn “-:ﬂ_

Cliguez sur le bouton “Run”
ey et e UHESE Seoesees (e i) & Com e phase Comelac i, pour lancer IFUII‘QHGH'IQM

M sl M AL Raler o wosh g b Ims sl wsqapssi AT,

= Hislp
= Gieneral Maip

» Formats
i l_ Remmotsaoc | . . Pl
« W ey g Ieci .‘Ia partie s-uperieure de la page
Aagmem sconn 1o du résultat de votre alignement
Sequenca formt Y
b Heli e i
|= '-:ru-n-. Tabie Tien Frarl Jatverw |
= magnman
» Gk Trie A i g o 00 T 107 5 TP ol
,_ g ik a0 (17 A EA 2 TV i

e s i
o bl
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Tor s ¢ sesuff ke it itaed Be fie fimd 10 (8 adr [0UF Ao hoase “Sive Tanpel 45"
K raw Canssl aew e Jif¥rme Dollon, <T84 pipe wed i roo Bimaer déilings & ARdD Lind AapNTi

Sces Takle

ieres Dhpart i

Etape 4 : Lecture du résultat. En début de la page des résultats, il y a lieu de constater la
valeur du score global. Dans ce cas S = 1090.

Vous pouvez cliquer sur le bouton “Start Jalview” pour voir I'alignement en couleur et sur une
méme ligne.
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K raw Canssl aew e Jif¥rme Dollon, <T84 pipe wed i roo Bimaer déilings & ARdD Lind AapNTi

Sces Takle
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En bas de la page des résultats vous pouvez voir I'alignement donné en plusieurs lignes (pour des raisons
techniques et de formats) :

Suite et fin
ataph AGETGATCCTGECTCAGGATGARCGCTEECGGCETGOC -~ TAATACATGCAAGTCGAGCG 58
* : identité RiCEOCOCCUS s==s==sse—aa| GCCGLETGAGGGATGACGGCCTTCGEETTGTARACCTCTTTCAGTAG 47
"W OEER F AW WEEW W W * wE W - L
= : non identité
[qu} ataph AACAGACGAGGAGCTTGCTCCTCTRACGTTAGCGOCGGACGOGTGAGTAACACGTGGATA 118
micrococcus CGAAGAAGCGAARGTGACGCTACCTGCAGAAGAAGC --ACCCGGCTAACTACGTGCCAGCA 105
®EE ¥ ¥ F * ® & L wE wE LR & *E & L
ataph ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATAATATT 178
nicrococcus GCCG--COGTAATACGTAGGGTOCGAGCGTTATCCGOAATTATTGG-GCGTAMMGAGCTE 162
L1 ® XET RN z ] ® T ORREAT R W * RETE W ®
ataph GAKCCCGCATGET-~~~TCAATAGTGAMAGAC -~ ~GETTTTGCTGTCACTTATAGATGGA 231
mnicrococcus GTARGGCGGTTIGTCGCGTCTETCGTCAMGTCCEGGECTTAACCCCGRATCTGOGETRGE 222
w o Ew W T TE W WEERRAY & W ER W " * AEw
ataph TCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGETAAL --GGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGE 289
nicrocoOccus TACGGGCAG-ACTAGAGTGCAGTAGGGEAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGOTOGAATGE 261
* EE EX K K REX L &k *F *F EE K T % KK EE T
ataph CGACCTRAGAGGETGATCGECCACACTECARC TCAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG 349
mnicrococcus GCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTCTAACTGACGCTGA 41
¥ ® *EE EER E W % *® ® * ® ER OFR ' ERW
ataph GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGREC-=-CARAGCCTGACGGAGCAACGCCCCGTGAG 407
B1CEOCOCCUS GGAGCGAAMGCATCGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGETAGTCCA-TGCCGTAARCG 400
¥ WEE wE L L Lh TH O WEEW LI} TEEE L
staph TGCATGAR---GGTCTICGGATCCTARAACTCTOTTATTAGCCAAGAACARATCTGTAAGT 464
nicrococcus TTGGGLACTAGETCTGGGRACCATTCCACG=-=-CTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAG 458
* T T TEE X TEE R X % TER L] TR ET T X
staph AACTATGCACGTCTTG-ACGETACCTAATCAGAAAGCCACGGE 506
nicrococcus TGCCCCGCCTGEECACTACGRCCGCAAGGCTARAACTCARR -~ 495
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Application 2 : Il s’agit d’aligner, via Internet, deux séquences protéiques.

Ces deux séquences sont celles de I'amylase de la mouche et de I'abeille.

Nom systématique | Séquence : structure primaire

Mouche IARECEEFLAPRGFAGVQVSPVTENVIVANRPWWERYQPISYKLQTRS
GTQQEFSEMCRRCNNVGIRIYVDVLLNHMAADQYQMAVG TAGSIADP
AAKSFPSVPY TELDFHATCEIWDWNDRYQVQNCELVGLKDLDQSNEW
VRDCLVEFLDHLVELGVAGFRVDAAKHMKASDLEIYKRVRDLNVDHGF
EPNSRPFIYQEVIDHGHE TVSKYEYNLLGAVTEFQFSEEIGRAFRGNNQ
LKWLRNWGPQWGFLPSDHALVFVDNHDNQRDGGQVLTYKNSKQYK
MATAFALAYPYGITR IMSSFDFTDRDQPPPHTNE

Abeille MMPAIVLLLALLTLAAGEIAHNDPHF APGHDAIVHLFEWKWNDIAKECE

QFLGPVGFGGVQVSPVQENIVIDKRPWWERYQPISYKWITRSGTREQF
IDMVARCNKAGVRIYVDVIMNHMSGDRNDAHGTGNSRANTYNFDYPQ
VPYTVKNFHPRCAVNNYNDPSNVRNCELVGLHDLDQSQEY VRSKLVD

FLNDLVAIGVAGFRVDAAKHMWPSDLRTIYSRVRNLNRTHGFPNDAQP
YIFQEVIDYGNEAISKREYNGIGAVIEFKYSYEISNAFRGNNNLKWLVNW
GEQWGFLPSKDSLVFVDNHDTQRDNPQILTYKYSKRYKMAVAFMLSH

PFGTPRIMSSFDFQSKDQGPPNDGNGNILSPSIHDNICSNGWICEHRW
RQIYNMVRFRNLVKGTKIDNWWDNGSNQIAFSRGCSGFVAFNGDQYD
LKKNLKVCLPPGQYCDVISGNLEKGRCTGKIVTVGSDGNANIEIGAGEE
DGVLAIHVKAKMA

Etape 1: Allez directement a la page http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html| et
insérez les deux séquences protéiques.
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Une fois les deux séquences collées dans la zone et portant chacune un nom
convenablement écrit, cliquez sur le bouton “Run” (En bas en rouge) :

Etape 2 : Dans la premiére partie de la page web, vous pouvez lire le résultat du score
global aprés alignement des deux séquences : S=1283
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La suite de la page donne I'alignement des deux protéines :

MOUCHE
ABEILLE

MOUCHE
ABEILLE

MOUCHE
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HONCHE
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HOUCHE
ABEILLE

MOUCHE
ARETLLE

HOUCHE
ARFTLLE

HOUCHE
ABELILLE

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

------------------------------------------- IARECEEFLAPRGFAGY

MMPAIVLLLALLTLAAGEIAHND PHFAPGHDAIVHL FEWKWND IAKECEQFLGPVGFGGY
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Application 3 : Nous allons nous initier a travers cette application aux alignements multiples
trois séquences et plus). Les séquences qui nous intéressent sont :

Homo sapiens
MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFY

AAASILTZ TPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSL
110 acides YQLENYCN
amines

Mus musculus

AAI45871 MALLVHFLPLLALLALWEPKPTQAFVKQHLCGPHLVEALYLVCGERGFFY

TPKSRREVEDPQVEQLELGGSPGDLQTLALEVARQKRGIVDQCCTSICSL
108 acides YQLENYCN

aminés

Octodon degus

AAA40590 MAPWMHLLTVLALLALWGPNSVQAYSSQHLCGSNLVEALYMTCGRSGFYR

109 acides PHDRRELEDLQVEQAELGLEAGGLQPSALEMILQKRGIVDQCCNNICTFN
L QLQNYCNVP

amines

Etape 1: Allez a la page http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/index.html| et insérez les trois
séquences protéiques (Insuline de I'homme, de la souris et du degue du Chili).
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Une fois les trois séquences collées dans la zone et portant chacune un nom
convenablement écrit, cliquez sur le bouton “Run”.

Etape 2 : Le résultat de I'alignement des trois séquences protéiques montre des zones de
forte similarité et des zones qui contiennent des gaps.

» EBI » Tools » Mulliple Saeguence Alignments >

ClustalW2 Results
WAIGRMERIS] Result summary  Guide Tree  Submission Details Submit Another Job
Alignment

View Alignment File  Hide Colors

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

HOMME MALWMRLLPLLALLALUGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPETRREAED 60
SOURIS MALLVHFLPLLALLALWEPEPTQAFVEQHLCGPHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRREVED 60
DEGUE I-IAPIM-IL LWLALLALUGPNSWM s&GHLCGanLW.&.LmCGPSG F:"PPEDP.FE LED 58
HOMME LOVGOVELGGGPGAGSLOPLALEGSLOFRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN-~ 110
SOURIS POVEQLELGGSP--GDLOTLALEVARQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN-- 108
DEGUE LGU'EQAE LGLEA GGLQHMEHI LOKRGIVDQCCNNICTFNQLONYCHNVP 109

£ EEE EEEFF R ERR EEa s WhsREEE

PLEASE NOTE: Showing colors on large alignments is siow,

Contact BBl @ European Bicinformatics instiute 2010. EBNis an Qutstation of the European Molecular Bicloay Laboratory,




Remarque : Ce type d’alignement est également réalisable sur d’autres sites'**3

des programmes téléchargeables. Il fera I'objet du prochain support pédagogique.

Il faut retenir que les programmes les plus utilisés pour ce type d’alignements sont :

ou avec

MultAlin http://npsa-pbil.ibcp.fr/cqi-bin/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa multalinan.html
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Dialign http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/

Uniwers 3t Biek - -
~ BiBiServ
Bielefeld University Bioinformatics Server

—

Tools : Education Administration

Dialign 2.2.1 - Welcome

comparing singfe residues and imposing gap penailfies, DIALIGN constructs painwise and multiple alignments by comparing entire segments of the
sequences. No gap penalty is used. This approach can be used for both global and local alignment, but it is particularly successful in situations where
sequences share only local homologies

The latest version of the program, DIA {,is described in Subramanian ef al (2008) Algorithms Mol Biol 3'6. A web server for this program is
available at Gattingen Bioinformatic mpute Server (GOBICS). A web server for multiple alignment with user-defined constraints {(anchor points) as
described by Morgenstern af al (2008), Algonthms Mol Biol 1.6 is also available through GOBICS

ces, some break-through discoveries
uences using Mike Brudno's program

During the last few years, DIALIGN has been successfully used by many researchers to align genomic se
have been made based on these alignments. We set up a WWW server for multiple alignment of genomic se
CHAOS and DIALIGN at GOBICS, see Brudno ef a/ (2004), Nuc Acids Res 32W41-W44

Users of DIALIGN at BiBiServ are requested to cite:

B. Morgenstern (2004)

DIALIGN: Multiple DNA and Protein Sequence Alignment at BiBiServ
Nuclaic Acids Ressarch 32, W33-W38

12 http://align.genome.jp/sit-bin/clustalw
B3 http://www.ensam.inra.fr/biochimie/td/analyses_sequences/alignements_multiples.html



ClustalW http://npsa-pbil.ibcp.fr/cqgi-bin/npsa automat.pl?page=npsa clustalw.html
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