Sequences analysis

Bioinformatics teachings
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Généralités |
Bioinformatique => L’approche in silico de la biologie

Activités principales

* Acquisition, organisation, stockage des données biologiques (ex. bases de donnees)
* Utilisation ou conception de logiciels

* Donneées => Analyse, comparaison ou modélisation

* Production de nouvelles données biologiques

Quelques conseils

* Mefiez-vous des résultats donnés par les logiciels :

=> un logiciel modeste bien utilisé, donnera toujours de meilleurs résulats qu‘'un bon logiciel
mal utilisé

=> La qualité des résultats est parfois diminuée au profit de la rapidité

=> Beaucoup de logiciels ne font que de la prédiction

* Méfiez-vous des banques de données (séquences par exemple) :
=> Les données se sont pas toujours fiables

=> La mise a jour n’est pas toujours recente

La réalité mathématique n’est pas la réalité biologique
Les ordinateurs/logiciels sont des outils, qu'il faut appprendre a bien utiliser



Quelques liens utiles en bioinformatique |

* La Société Francaise de Biolnformatique (SFBI)
http://sfbi.impg.prd.fr/

* Logiciels pour la biologie de I'Institut Pasteur
http://bioweb.pasteur.fr/

* Le POle Bioinformatique Lyonnais (PBIL)
http://pbil.univ-lyon1.fr/pbil.html http://npsa-pbil.ibcp.fr/

* European Bioinformatics Institute (EBI)
http://www.ebi.ac.uk/

* Les outils de proteomique d’ExPASy
http://www.expasy.org/tools/

* National Center for Biotechnology Information (NCBI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/




Analyse de séquences, pourquoi ? |

Séquences Jl




Bases de données de séquences nucléotidiques

Bases de données de séquences nucleotidiques |

=> Origine des données : Sequencage de molécules d’ADN ou d’ARN

=> Necessité de stocker beaucoup de données et de maniere organisee.
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Bases de données de sequences nucléotidigues |

Banques nucléigues, collaboration => International Nucleotide Sequence Database Collaboration

* Association des 3 banques nucléeiques :

EMBL-Bank (European Molecular Biology Laboratory) — EBI
http://www.ebi.ac.uk/embl/

GenBank (banque des Etats-Unis d’Amérique) — NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/

DDBJ (DNA DataBank of Japan) — CIB
http://www.ddbj.nig.ac.jp/

- Echange quotidien des données

- Répartition de la collecte des données
- Chaque banque (est supposeée) collecter les données de son continent

* Les données stockées :

- 1 séquence + ses annotations = 1 entrée

- Fragments de génomes : un ou plusieurs genes, un bout de gene, séquence intergénique
- Génomes complets

- ARNm, ARNt, ARNT, ... (fragments ou entiers)



Bases de données de séquences nucléotidiques |

Bangues nucléiques, format d’une entrée :

3 parties : m

Description génerale
de la séquence

« Features » O

Description des objets
biologiques présents
sur la séquence

La séquence

Chaque ligne commence par
un mot-clé

o Deux lettres pour EMBL

o Maximum 12 lettres pour
Genbank et DDBJ

Fin d'une entrée : //

ctccggecage ccgaggtcat cctgectagac tcagacctgg atgaacccat agacttgege 60

tcggtcaaga gcoccgcagcga ggccggggag ccgcccagct ccctccaggt gaagcccgag 120
acaccggcegt cggcggcggt ggcggtggcg gocggcagcgg cacccaccac gacggcggag 180




Bases de données de séquences nucléotidiques |

EMBL, description générale de la séquence

= |D : toujours la 1ere ligne d'une entrée

Accession Version Topologie Molécule Classe Taxonomie Taille seq

M71283 SV 1 linear genomic DNA | STD BCT 1322 BP

= AC : numeéros d'accession

o Un nfacc principal pour chaque entréee, unique
o Une liste de n®acc secondaires (historique de I'entrée)

m DT : dates de création et de derniére version
= DE : description du contenu de l'entréee

= KW : mots-clés ; peu renseigne
= OS, OC : organisme contenant la seq. et sa taxonomie
= RN, RC, RX, RP, RA, RT, RL : ref. bibliographiques

o Uniquement les references donnees par les auteurs de l'entree



Bases de données de séquences nucléotidiques |

GenBank et DDBJ, description générale

= LOCUS : toujours la premiére ligne d’'une entrée

Locus name Taille seq Molécule Topologie Division

BACCOMQP | 1322 bp DNA linear BCT 26-APR-1993
= DEFINITION = DE

= ACCESSION = AC

= VERSION ~ DT

= KEYWORDS = KW

= SOURCE, ORGANISM = OS, OC

= REFERENCE, AUTHORS, TITLE, JOURNAL, ... = R...




Bases de données de séquences nucléotidiques |

Banques nucléiques, lignes FT (Features)

Format (partage par toutes les banques) :

= Key : un seul mot indiquant un groupe fonctionnel
o Vocabulaire controle, hierarchique
= gene : séquence compléte du géene (y compris les introns)
m CDS : séquence codante (sans les introns, entre ATG et Stop)

= Location : instructions pour trouver |'objet sur la
sequence de l'entree

= Qualifiers : description précise du groupe fonctionnel
o Format : /qualifier="commentaires libres”
= /gene="comQ" : nom du géne concerne

= /note="competence regulation” : information concernant la
fonction



Bases de données de séquences nucléotidiques |

Banques nucléiques, localisation des « keys »

467 : I'annotation ne concerne qu’une seule base

109..1105 : entre les positions 109 et 1105 (inclues)
Toujours la position la plus petite en premier

<1..21 ou 1275..>1322 : « Keys » tronqués

Commence avant le premier nt de I'entrée
Se termine apres le dernier nt de I'entrée (taille seq = 1322)

<234..888 : début réel inconnu, mais avant 234
234..>888 : fin réelle inconnue, mais apres 888
complement(340..565) : séquence complémentaire inversée a celle de I'entrée (brin -)

join(12..78,134..202) : fragments indiqgués mis bout a bout (concaténés) ; nombre de
fragments illimite



Bases de données de séquences nucléotidiques |

Exemple de « Feature » d’une séquence ADN

FT CDsS <l..21
FT /codon start=1
FT /db xXref="SWISS-PROT:Q99039"
FT /transl table=11
FT /gene="degQ"
FT /protein i1d="AAR22322.1"
FT /translation="YAMKIS"
FT terminator 21. .47
FT /gene="degQ"
FT promoter 109..140
FT /gene="comQ"
FT mRNA 146..1105
FT /partial
FT /gene="comQ"
sequence
e W > de l'entrée

egQ comQ



Bases de données de séquences nucléotidiques |

Le format FASTA
- Utilisé par les logiciels d’analyse de séquences

- Fichier texte simple, crée avec n'importe quel éditeur de texte (ex. blocnote,
textpad, etc.) : toto.fas, toto.fna, toto.fa, etc..

- Une ligne débutant avec « > » + un identifiant unique (obligatoire) + des
commentaires (optionel)

La séquence brute (pas d’espace, ni de nombre), sur une ou plusieurs lignes

>AC25300 Human Polycomb 2 homolog (hPc2) mRNA, partial cds
ctccggcagcccgaggtcatectgctagactcagacctggatgaaccecac
Ctccggcagcecccgaggtcatecctgectagactcagacctggatgaaceccecat
agacttgcgctcggtcaagagccgcagcgaggccggggagccgecccagcet
ccctccaggtgaagcccgagacaccggegtecggeggeggtggeggtggeg
Gcggcagcggcacccaccacgacggcggagaagect

>TD23003 hPc2 gene
ggacgaacctgcagagtcgctgagcgagttcaagceccttetttgggaata
taattatcaccgacgtcaccgcgaactgcctcaccgttactttcaaggag
tacgtgacggtg



Bases de données de sequences nucléotidigues |

Banques nucléiques, inconvénients

* Difficulté de mise a jour des données

Version plus récente d’'une séquence ou d’'une annotation dans d’'autres banques (ex :
banques dédiées a un génome complet)

* Forte redondance
Un méme fragment de séquence présent dans plusieurs entrées

* Annotations peu normalisées
Difficulté de recherche d’une information précise

* Annotations peu précises
Peu de descriptions sur les genes et leurs produits

* Erreurs dans les annotations et dans les séquences



Bases de données de sequences nucléotidigues |

Bases connues : nr /| nt et RefSeq (=Reference Sequence collection)
=> bases de seéquences non-redontantes.

=> nrint plus complet que RefSeq, RefSeq + controlée et avec liens explicites entre les
séguences nucléiques et protéiques.

NR_ 123456
—_— autres ARN

transcription

NC_ 123456
chromosomes

transcription

' ' ' NM_123456
ARNmM

traduction

NP_123456
proteines




Bases de données de sequences proteiques |

=> Origine des données

- Traduction automatique des séquences d’ADN ou d’ARNm
- Séquencage de protéines (rare car + long et colteux)

=> Les données stockées : séquences + annotations = une entrée
- Protéines entieres
- Fragments de protéines

1956 : F. Sanger établit la séquence en aa de l'insuline

1965 : Atlas of Protein Sequences, M. Dayhoff
Version papier jusqu’en 78, puis version électronique

1984 : création de PIR-NBRF (Protein Information Resource - National Biomedical Research
Foundation) Collaboration avec MIPS (Allemagne) et JIPID (Japon)

1986 : création de SwissProt
Collaboration entre SIB (Swiss Institut of Bioinformatics) et EBI

Fin 2003 : UniProt (Universal Protein Resource)
Mise en commun des informations de PIR et SwissProt/TrEMBL
http://www.expasy.uniprot.org/



Bases de données de sequences proteiques |

UniProt est en 2 parties

SwissProt

- Données corrigées et validées par des experts
- Haut niveau d’annotations
* Description de la fonction (références associees)
* Localisation des domaines fonctionnels
* Modifications post-traductionnelles
* Existence de variants, ...
- Redondance minimale
- Nombreux liens vers d’autres banques (60 BD)
TrEMBL

- Entrées supplémentaires a SwissProt (pas encore annotees)

- Traduction automatique de 'lEMBL



Bases de données de séquences proteiques |

SwissProt/TrEMBL, format d’une entrée : format basé sur celui de 'EMBL
- Mot-clé de 2 lettres au début de chaque ligne
- Format différent pour les Features

- Mots-clés supplémentaires :
GN : les différents noms du gene qui code pour la protéine (OR) et les difféerents genes qui
codent pour la méme protéine (AND)
OX : références croisées vers les banques taxonomiques
CC : commentaires, lignes trés documentées dans SwissProt
KW : mots-clés issus d’'un dictionnaire
DR : références vers d’'autres banques de données
Vers les séquences nucléiques (EMBL/GenBank/DDBJ)
Vers les structures 3D

Informations découpées en blocs pour plus de lisibilité
CC -!I- TOPIC: First line of a comment block;
CC second and subsequent lines of a comment block.

De nombreux sujets sont abordeés
FUNCTION : description générale de la fonction de la protéine
CATALYTIC ACTIVITY : description des réactions catalysées par les enzymes
DEVELOPMENTAL STAGE : description du stade spécifique auquel la protéine est exprimée
SUBUNIT : complexes dont fait partie la protéine (+ partenaires)



Pourqguol interroger une banque ? |

- Obtenir des informations nouvelles et pertinentes
- Aide a la mise au point d’expériences
- Validation des resultats d’'une expérience
- Trouver si des séquences sont déposees dans les bangques.
- ldentifier des protéines homologues (avec ancetre commun ):
« orthologue : organismes difféerents
 paralogue : organismes identiques
- Déterminer si des séguences ont une fonction similaire ou proche.

- Déterminer des familles de protéines ayant un domaine conserve.

- Localiser des régions codantes et non codantes (aligner des séguences genomiques ADN
et des séquences exprimees (cDNAs, ESTS)).

- Etablir des relations entre les séquences.

=> Comment interroger une banque ?



1 - Interrogation par annotations |

Interrogation des annotations d’une banque => Recherche dans les annotations

Systémes d’interrogation de banques de données : Entrez, SRS, Achuc

=> Recherche de mots ou expressions dans le texte des entrées

* Obtention de données pertinentes (pas trop de résultats, mais tous ceux relatifs a notre
problématique)

* Simplicité d’utilisation (syntaxe d’interrogation intuitive)
* Réponse rapide

* Possibilité d’analyse des résultats (couplage a d’autres outils)

=> Systémes d’interrogation de banques de données :
* Entrez, permet aussi d’interroger des banques de séquences (http://www.ncbi.nim.nih.gov)
Méme fonctionnement que pour interroger PubMed

* SRS : un autre systeme d’interrogation, + élaboré, mais plus complexe (http://www.dkfz.de/srs/
ou liste a : http://bioblog.instem.com/download/srs-parser-and-software-downloads/public-srs-installations/)

* ACNUC (http://doua.prabi.fr/search/query_fam)



1 - Interrogation par annotations |

_ Exemple de serveur SRS : http:/lwww.dkfz.delsrs/
Pour une recherche simple

Temporary Project .
‘ Quick Text Search

|_ Ipxtalogls

Tearthes Db anks Tos= EMDLEMITCON

o Want to know maore about
Lsing SRS

- go to the Help Center
where you'll find all the
searchable onling help you
need.

o Where is the oid library
page 7

- Click on the 'Library Page'
tab on the menu bar,

* Linking to SRS?

- Please read this document
for iImportant inform ation
regarding linking to our SRS
SEFYErR,

“Public SRS servers
watldwide

Search Tips
Get Mucleotide Secuences _\f‘J matehing

nmp Search )
EMBLCDS)

News and Annoucements Search Tips

Important notes to users,

« 18,10.04 - Links between EMBLRELEASE, EMBLNEWY, EMBLTPA and TAXONOMY are now
changed ta go via Spacies and Crganism fields rather than via NCRI_TaxlD,

o 12,10,04 - The default view for the EMBL nucleotide sequence databse is now the
EmbIEntry view (with html], IF you want to retrieve entries in falthle format, please add
"=yn2' Eo your woetz cal,

e 16.09.04 - The coding sequences from the EMBL Nudedtide Saquence Database now
appear in a seperate database EMBL(Coding Sequances).

« 03.09.04 - EMEL Release B0 is now on-line, NOTE; WGS's are in EMBLRELEASE,

« 31.08.04 - Pleasa note: Az of EMEL Release 80 the WGE enfries ars now in the
EMBLRELESSE library, _

« 07.07.04 - New GN (Gene) racard line prasent in UniProt datshases,

o (09.06.04 - EMBL Release 79 s now online,

e 25,05.04 - When viewing MECLINE references or abstracks you can now link to Full
Taxt Articles from selected publishers.

¢ 20.03.04 - Mew MSD images and Astex Viewer launcher for POE, Choose
"ERIMEDAsteiew ", whan viewing PDB antries!

a AAATAA Pakla CEeseessn Aemses be Dialasiss] Deemvsne smd Tefmeem sblime




1 - Interrogation par annotations

Nombre d'entrées (séquences +

_ : Entrées disponibles, téléchargeables
annotations) trouvées

Quick
Searches

Select
Databanks

Projects

formation

SRS
Reset J Query "[EMBL-alltextATPase*]" found E8018 entries next J
Apply Options to: MBL SeqlLength
[T EMEL (Release):A~415099 WMg0055 RCW Lambda Zap Express Library Pyricularia grisea cDNA clone
C selected results only AA415099 ||RCWSS similar to Nuclear Control of ATPase mRNA Expression (NCA3), mMRNA 497
(¢ unselected results only Sequence.
[T EMBL (Release)AF146054 |[ 1145054 AF146054 Lentinula edodes L54 Lentinula edodes cDNA similar to plasma 282
membrane proton ATPase; Pma, mRNA sequence.
Result Options [T EMBL (Release):AF487323 || nrag7gzg ||AF487323 Tuber borchii fruit body Tuber borchii cDNA clane VAS similar to 592
putative sodium P-type ATPase of Neurospora crassa, mRNA sequence.
Link to related information: [ EMBL (Release)Al392066 (4392055 ||NCC5G10T7 Conidial Neurospora crassa cDNA clone NC5G10 3 similar to V- 6510
= type ATPase subunit G, N. crassa, mRNA sequence.
[T EMBEL (Release):Al392186 Al392186 NCSMZBETT Subtracted Mycelial Meurospora crassa cDNA clone SM2B6 3 501
Save results: Save ) similar to putative 20 kD subunit of the V-ATPase, N. crassa, mRMA sequence.
[T EMEL (Release):Al392219 Al302219 NCSP1ATTT Subtracted Perithecial Neurospora crassa cDNA clone SPLAY 3° 503
similar to putative 20 kD subunit of the V-ATPase, N. crassa, mRMA sequence.
Display Options [~ EMBL (Release):Al302246 |5 390045 ||NCSPLATT3 Subtracted Perithecial Neurospora crassa cDNA clone SP1AT 5' 529
similar to putative 20 kD subunit of the V-ATPase, N. crassa, mRNA sequence.
View results using: [T EMBL (Release):Al392371 AI392371 NCSM2G3TT Subtracted Mycelial Neurospora crassa cDNA clone SM2G3 3 167
SeqSimpleview - similar to putative 20 kD subunit of the V-ATPase, N. crassa, mRMA sequence.
[ EMBL (Release)AI392500 AI392500 NCSPEA4TT Subtracted Perithecial Neurospora crassa cDNA clone SPEA4 3 242
Show (30 B resiis similar to putative 20 kD subunit of the V-ATPase, N. crassa, mRMA sequence.
[T EMBL (Release):Al392596 (4390595 ||NCSPAEBT? Subtracted Perithecial Neurospora crassa cDNA clone SP4E6 3 569
perpage similar to putative 20 kD subunit of the V-ATPase, N. crassa, mRNA sequence.
Printer friendly view [~ [T EMEL (Release):AI398415 NCWO1B12T7 Westergaards Neurospora crassa cDNA clone W01B12 3 similar
Al398415 |(|to vacuolar ATP synthase 14 kD subunit (V-ATPase F subunit), mRMNA 595
sequence.
Apply Display Options » il
[T EMEL (Release):Al399433 Al300483 NCSPEA4T3 Subtracted Perithecial Neurospora crassa cDNA clone SPEA4 5 553
similar to putative 20 kD subunit of the V-ATPase, N. crassa, mRMA sequence.
[T EMEL (Release):AI399576 NCSPEET7T3 Subtracted Perithecial Neurospora crassa cDNA clone SPEET 5
AI399576  ||similar to ATPase, H+ transporting, plasma membrane, N. crassa, mRMNA 524
sequence,
[T EMEL (Release):Al399577 NCSPEETTT Subtracted Perithecial Neurospora crassa cDNA clone SPEET 3°
AI399577 ||similar to ATPase, H+ transporting, plasma membrane, M. crassa, mRMNA 557
sequence.
[ EMBL (Release):A)843036 |[41843936 | Pleurotus ostreatus EST POLAM106 297
[T EMEBL (Release):AW179985 AWLTO985 MgADD38T Mga Library Mycosphaerella graminicola cDMA clone MgAQ038 5 519
similar to plasma membrane H{+)ATPase, mRNA sequence.
[~ EMBL (Release):AW180008 | a\w1e0008 MgADDG3T MgA Library Mycosphaerella graminicola cDNA clone MgAQ063 5° 759
similar to (AF036763) P-ATPase, mRNA sequence.
[T EMEL (Release):AW1B80009 AW1B0009 MoADDE4T Mga Library Mycosphaerella graminicola cDMA clone MgAQ064 5 733
similar to endoplasmic reticulum-type Ca-2+-ATPase, mRNA sequence.
[T EMEL (Release):AW180064 AW1B00G4 MgADL127T Mga Library Mycosphaerella graminicola cDMA clone MgA0127 & 577
similar to plasma membrane H{+)ATPase, mRNA sequence.
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Changer de bases de données

Help Center@

Quick Selea

Searches Databanks Projects Information
SRS
Reset J | | Quick Search )
Search Options Available Databanks

[+] Expand all [-] Collapse all Show databanks tooltips: [
1.Select the databanks
you want to search
[=] combined Sequence Databases

2. Enter your search terms [ ™ EmBLALL [T GENBAMK (Release+updates) [ UNIPROT
in the Quick Search box, or
ey TRavalEiin [T ENSEMBL [T ENSEMBL_CDMNA [T ENSEMBL_RNA
below [T REFSEQ DNA_ALL [~ ENSEMBL PROT [ REFSEQ PROT ALL

standard Query Form ) | [=] General DNA Databases
Extended Query Formj_*r EMBL (Release [ EMBEL (Updates) [~ EMBL (Whole Genome Shotgun Sequences) [ GENBANK (Release)

[T GENBAMK (Updates) [ NRNUC [T RefSeq DNA (release) [T RefSeq DMA (updates)
2lthe entries in any databanks, =) General Protein Databases
First, select the databanks y W SWISSPROT (Release) [T SPTREMBL [T NRPEP
ST ELEE ED LI el [T GENPEPT [C RefSeq_Prot (release)
L e [ RefSeq_Prot (updates) [~ UNIREF100 I UNIREF90
[ UNIREF50 [ COGS_SEQUENCES [ EXPROT

[T SWISSPROT (Updates) [T SWISSPROT_SPLICEVAR
1ps
4 [#] Qutdated Protein Databases

[+] cDNA Sequences

[+ EST&STS

H Eukaryotic Genomes - NCBI - Genomes

[+ Eukaryotic Genomes - NCBI - Proteins

[+ Eukaryotic Genomes - NCBI - mRNAs

=] Eukaryotic Genomes - NCBI - Contig Layouts
[+ Eukaryotic Genomes - Ensembl - Genomes
[# Eukaryotic Genomes - Ensembl - Proteins
# Eukaryotic Genomes - Ensembl - cDNAs

[+ Eukaryotic Genomes - Ensembl - RNAs

[# Eukaryotic Genomes - Other Libs

[# Microbial Genomes

[+| Genome Annotations

H Unigene representative sequences

[+] Unigene Clusters - taxonomic subsections
[+ organism specific tissue distribution

[* Non-Coding RNAS

[#] Frantin Ratahacae

» bookmark this link to return to
your project
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.. ¢

Reset) _soarch LIERLING Caient ARsacts SRl
TMETHLA UniProt

In a single figld, you can separate multiple values by & [, | I10p_Search —
Combine search terms '
with! [__&_[_AND_]_ v | 0 Aex 1

ATex v

Use wildeards [¥] 0 = _|

O ATed v
Get results of typa: = ===
. - O ATed v
Ertry v

stk bty Cothte

_ Select the fields you want displayad in your view and choose the format
(9 View resutts using,

“Nemesorly* | Choose 1 or more fields: Display As: © Table O Lt
ar ||:|

Sequence Format; | v

() Create a view |M

Show 0 ¥ lmp _Search J
results par page
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Tools Resulls

Resat ) cearch EMBL UniProt UniProt/TrEMBL

NN N .
( oons )
n a single fieic, you can separate mutiple values by & || | sy _Search
Combine saarch terms ) ‘—\
%TPase

with; & (AND) V| (AllTex
Organism MName v '
Use widcards £ Imrm:l Fapens
AllText |
Get rasults of type:
|—| Sequence Length |
Entry bt Aczession Number
Entry Creation Date
- : Cescripton
t
Result Display Options i cy VM —
Crganism MNarme ed in your view and choose the format
() iew resuts using; INCEI_Taxld
Crganelle . ,
“Narescrly* i G, . V- Display &5t @ Table O List
or Feferances: MedlinelD
Feferznces; RetGroug N
: Feterances: Authors Sequence Format. gyl v
O Creats a view |Feferances: Title N
I.BD i Feferznces: Joumal
show| -0 & T|Feferences: Valumehla
results per page 1Feferances; FirstFage !
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& Query Resulis - Microsoft Internet Explorer

Fichizr Edbon  Affichage Favors  Qulils 7 IF

@Pre-:é-:ia'ute T & |£| @ ;j _,','_'Hen:hen:her 'F;T;‘Fawurls a“lﬂédla @3 E':' _;; [5=H4 B %5 ﬂ
i Ackesse |@ http:f'srs, g0l o0, Uy srshin cgi-bindrgetz et | i
o

| Quick Search [#] Fomm Tools Results Projects Views Catzbanks

Reset § Guery "C[libs={embl uniprot sptrembl -2l TestATRase*] & ([libs-Oroamsm:homo®*] & [lbs- next §
Crganism:sapiens*]] | [libs-Organismehomo <apiens*10 'Lound 3981 _entrjes

Apply Options to: ) EMBL \CC Description SoqlLength
LniProt/TrEMBL

o UniProt -
SE'QEth'rEEUHZF |:||-I|!|" o = forn — - — — = —
"] EMBL:HSMAO0ZTZ |Homo £zpiens mRRA, cOMA OKFZpS6200582 (from clone
@ urselected results orly | D T2 ALD49928 | ponetunnsen) =
= ' [ EMBL:HSMB02065 &) 137377 EHDrru:u czpiens MRNA; cOMo DEFZp424K0 126 (fram clong ' 106D
Result options : EDKanH#-@u o) '
EMBL; HSMAIZE2S |Homo s2piens mRkE, cOMA OEFEp434P0831 (fram clone
Launch analysis tool: 0 = -ﬂLlE‘ = ?DKFZHHWDEEI) i
EMBL:HS MA042 02 [Hamma szpiens mRKA; eDMA ODKFZRRREGE17E (from clame
Bilasth w Lounch j | | [ EmeL:HsMonta0e 2 L=cE A |DKFZRBERGEL72) [ CELE
— =ML o i T R e 2l =
Shgw tools relevart oo these D EMBL:HSMABO4295 | nig3zggg Egs;ﬂznpgggg?ggr?&m' EEIA E e e ) (Tl e 2400
results: -.EEJ ' [0 EMBL:HSMBO0103 |5 g33212 fHu:urnn sapiens MK, cOMA DKEFZpS62C2 36 (from done 9161
. . . | ————— |DKFZp554Z236 |
Link to related information: - o H 3 = :lhhl.f': I_:)NP.DKF_Z-?ﬁILll:I_Eé-fﬁ"D =7 i =
|:| EMBL:HSMEO0EaT4 |Homo sapiens mi G jul mclone
Link ErEeratielen 2 ALBIMITS \DEFEpTELL1023) =
Saup results: S | [0 EMBL:HSMaO0544s EHDrru:u sapiens mERA; cDMA DKFZp762C11132 [from clans '
Loe | = ——=eees, IALBSED. |l ppznzeec1113) . i
[ E] : iHu:urru:u £apiens protzacsome [prosome, macropan) 2685 |
o OB EMBLBLOMARIL  BCOISBLY | it ATPase, 4, mANE (cDMA clone TMASE: 2061322). L6
| : [ EMBL:BCO1SESD BCOiAaEg \Homo sapiens probzasame [prosome, macrogain) 2as {553 W

Lmyilmy vimie ATl mmm A e FIRIA FalAI A wlm e TRAA ST A4 4404, |
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2 - Interrogation par similarité - Recherche dans les seéquences |

Pourquoi ? => Savoir si ma séquence ressemble a d'autres déja connues ; Trouver toutes les
séguences d'une méme famille ; Rechercher toutes les séquences qui contiennent un motif

donné
Comment ? => Comparaison d’'une séguence aux sequences de la banque : BLAST, FASTA,

Blat, YASS, ...
/ Questions biologiques / Contexte de recherche

Comparaison

Observation de smulltudes
\ k (alignements, score)

Biologie 4——’[ Interprétation ]*——P Statistique

r

[ Déductions biologiques J

Programme = alignement + statistique |===d analyse biologique




2 - Interrogation par similarite — les alignements

Notion clé : I'alighement — 2 types d'alignements :

A ﬁ
_]_3__ -

A T T [ T ] T — s ;-
» Uutilisé en phylogénie

B [ I [ L1 LTI [ I [T 11 1 I I I [TTTT1 T[]

Alignement global: alignement de toute la séquence A avec toute la séquence B
Méthode employée pour aligner des séquences dont on soup¢onne I'homologie.
L'alignement est optimisé sur toute la longueur des séquences.

['algorithme de référence est celui de Needleman & Wunsh.

B ! ' » utilisé pour la recherche de
similarité

A ) s |

B [ 1 1 1 ]
Alignement local: alignement de sous-séquences de A avec des sous-séquences de B
Aligne seulement les régions dont le score est supérieur a un seuil donné. Utilisé lorsque 'on
veut aligner deux séquences de taille tres différente. (par ex. dans une recherche de sous-
séquence). Beaucoup plus rapide que I'alignement global. Algorithme de Smith &Waterman.




2 - Interrogation par similarité — types d'alignements

Identité

Substitution Insertion

Identité ou Match (| ou * ou C)

Substitution non conservative ou Mismatch ( néant )
Substitution conservative (+ ou:ou.)

Indel ou Gap (-ou.)

Indel ou Gap

3 situations sont possibles pour une position donnée de l'alignement :

- les caracteres sont les mémes: Identité ou match
- les caracteres ne sont pas les mémes: Substitution
- les caractere existent dans un cas et pas dans l'autre : Insertion ou Délétion



2 - Interrogation par similarité - Définitions

Identité (globale) :

Proportion des paires de résidus identiques entre deux séquences alignées. (Exprimé
géneéralement en %).

Similitude (=similarité) :

Mesure de la ressemblance entre deux séquences. Le degré de similitude est quantifié par
un score basé sur le % de similarité (% identité + % substitutions conservatives) des
séguences. De 100% a quelgues nucléotides/aminoacides en commun.

Gaps ou InDels :

Proportion d’Indels entre deux séquences alignees (Exprimé en %).

Homologie :

Deux sequences sont homologues si elles ont un ancétre commun. Il n'y a pas vraiment de
degré d'homologie (remarque : on ne dit pas: tres homologue, faible homologie, etc.)

Il n'y a pas vraiment de limite, mais en dessous de 20-25% (twilight zone), il devient tres
difficile de distinguer une homologie d'une ressemblance fortuite.

A noter aussi que des sequence sans ressemblance apparente peuvent aussi étre

homologues (on le retrouve par ex. au niveau 3D) =>Des séquences homologues ne sont
pas nécessairement similaires.



2 - Interrogation par similarité — Qualité alignements : Le score

Le score de I'alignement est la somme de toutes les positions 2 a 2.

~ Exemple: On peut associer une récompense (positive) a des symboles alignés

identiques et une pénalité (négative) a un substitution ou a un gap.

AJCYT
-|CJCT

1 424242 -2 -2 -1 +2 +2 +2

Sc (identité) = 2
Sc (substitution) = -1

Sc (gap) = -2

A

C

T

T

G

G

Cc

C

G

G

=

Score total

+6

=> bon alighement donnera le score maximum entre 2 sequences



2 - Interrogation par similarité — alignement sur Bases de seq. |

Comparaison d’une séquence aux séquences de la banque

=> |dentifier les [fragments de] seéquences de la banque ayant une forte ressemblance avec
la séquence requéte

* Requéte : une ou plusieurs séquences (ADN/ARN ou protéine)

* Résultat : une liste de séquences ressemblant a la séquence entrée (classées par score,
identité, couverture, e-value)

=> exemples suivants avec “Blast” (avec interface graphique du NCBI)

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi



2 - Interrogation par similarité — Blast |

L'algorithme est basée sur un modele statistique (Karlin et Altschul, 1990) qui s'applique aux
comparaisons de sequences sans insertion / délétion.

Differents programmes :

' Banque \ Utilisation types :

I .
blastp - \vs =—> proteique Etude de familles de proteines
(o) .
blastn = 5= nucléique Test existance séquences, arn, etc.
C nucléique
tblastn = “/\ @:——r protéique Prédiction de génes et de CDS
blastx
(VS )——>  protéique Localisation du géne codant la
— proteine dans le génome
tblastx P, C nucléique
i”_sj ™ protéique / Annotations, autres




RS
>

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Home Recent Results  Saved Strategies Help

» NCEI BLAST! blastn suite Standard Nucleotide BLAST
blastn blastp | blastx | tblastn | tblastx |
Enter QUEI}I’ SEEILIEHEE BELASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more.
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Queery subrange &)

From[ |
L —

Or, upload file | Choisir... | &

=

Job Title |

Enter a descriptive title for your BLAST search &)

[T Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database " Human genomic + transcript  Mouse genomic + transcript & Others (nr etc.):
Mucleotide collection (nr/nt) ~ | @
Organism
+
Optional | | [T Exclude

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &)

Exclude [T Models (XM/XP) [ Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Entrez Query |
Optional

Enter an Entrez query to limit search &)

Program Selection

Optimize for " Highly similar sequences (megablast)

" More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
(= Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &)

Search database Nucleotide collection (nrint) using Blastn (Optimize for somewhat similar sequences)

[T Show results in a new window

(=) Algorithm parameters

General Parameters



(=) Algorithm parameters Mote: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with + sign

General Parameters

Max target 100

=il Lete Select the maximum number of aligned sequences to display &
Short queries v Automatically adjust parameters for short input sequences &
Expect threshold @

Word size * x| @

Max matches in a ICI @

query range

Scoring Parameters

Match/Mismatch 1. v | &
Scores
Gap Costs Linear v | @

Filters and Masking

Filter ¥ Low complexity regions &
[T Species-specific repeats for: Homo sapiens (Human) ~ | G
Mask ¥ Mask for lookup table only &

[T Mask lower case letters &)

‘ Search database Nucleotide collection (nrint) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

[T Show results in a new window
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2. représentation graphique
des résultats
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Distribution of 58 Blast Hits on the Query Sequence 4

er to show defline and seores, click to show alignrments

Color key fer alignment seeres

2. représentation graphique
des résultats

ce trait représente

la séquence soumise (long. 253 AA)

chaque trait de couleur représente
un alignement entre la séquence de
départ et une séquence de la
\ banque de donnée sélectionnée
couleur - score
longueur = taille de |'alignement

= HSP ("high scoring pair")




3. Résumé des résultats

(=) Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0

i1 Alignments O
Description Max | Total \Query| E Ident = Accession
SCore sScore cover walue
[T Uncultured bacterium clone Z206 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2676 26876 98% 0.0 99% GO3BBE820.1
[T Uncultured Afipia sp. clone NW-12 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2663 2663 99% 0.0 99%% AYSG6E510.1
[T Uncultured Afipia sp. 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2658 2658 98% 0.0 99 FEISV2667.1
[T Uncultured bacterium clone MA-T8-198C 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2656 2656 97% 0.0 99% HM1418B89.1
[Tl Uncultured bacterium clone BL 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2643 2643 97%% 0.0 99 FEJ154870.1
[T Afipia sp. BAC308 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence 2643 2643 98% 0.0 99% EU130950.1
[Tl Afipia sp. OHSU_| 16 ribosomal RMA, tRNA-lle. tRNA-Ala, 235 ribosomal RNA, and 55 ribosor 2615 2615 100% 0.0 99% KCE77616.1
[Tl Afipia sp. OHSU_Il 16 ribosomal RMA, tRNA-lle, tRNA-Ala, 23S ribosomal RMA, and 55 riboso 2615 2615 100% 0.0 99% KC677615.1
[T Uncultured Afipia sp. clone AV _6J-C05 16S ribosomal RMNA gene, partial sequence 2606 2606 96% 0.0 99%% EU3412271
I Uncultured bacterium clone SPCUL1AL 16S small subunit ribosomal RNA gene, partial seque 2601 2601 95% 0.0 99% AY186080.1
™ Uncultured Afipia so. clone C-12 16S ribosomal RNA oene. partial seauence 2595 2585 99% 0.0 98% AYDEBEH03.2




4. Présentation des alignements
obtenus pour chaque séquence
sélectionnée de la banque

Sbjct 1321 COGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATOOGAGTTGOTTCTACCTGAAGGCAGTGCG 1386

Query 1382 CTAACCCGCAAGGGAGGCAGCTGACCACGGTAGGGTCAGCGACTOGGGGTGAAGTCGTAAC 1441
, FEPEELOERL R e et e e et e et et e et et

Sbjct 1381 CTAACCCGCAAGGGAGGCAGCTGACCACGGTAGGGTCAGCGACTGLOGTGAAGTCGTAAC 1440

Query 1442 TT??TTG???TT 1453

Sbjct 1441 AAGGTAACCGTA 1452

BlDownload -~ GenBank Graphics

Uncultured Afipia sp. clone NW-12 165 ribosomal RNA gene, partial seguence

Sequence |D: gblAY568510.1| Length: 1487 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 1483 GenBank Graphics

Score Expect ldentities Gaps Strandd

2663 bits(1442) 0.0 1470/1482(99%) BI1482(0%) Plus/Plus

Query 4 GTTTGATCCTGGCTCAGAGCGAACGCTGLGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGE 63
, FELRET LR E e et b e ettt

Sbjct 2 GTTTGATCCTOGCTCAGAGCGAACGCTOOCGGCAGGCTTAACACATOCAAGTCGAGCGGE 61

Query 64 COTAGCAATACGTCAGCOGCAGACGGOTOAGTAACGCOTOOGAACGTACCTTITGLGTTCG 123
, IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct B2 COTAGCAATACGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGOGAACGTACCTTTTGGETTC 121

Query 124 GAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGOGGGAAAGATTTATCG 183
, PELLRIERLERT e ettt e e e et enrtini

Sbjct 122 GAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCG 181

Query 184 CCOAAAGATCOGCCCOCOTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGAC 243
, FEETETELRL e e e e e e i e e e e erningl

Sbjct 182 CCOAAAGATCOGCCCOCOTCTGATTAGCTAGTTGOTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGAC 241

Query 244 GATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGLACTGAGACACGGCCCAAACT 303
, LRI ERT e e et e e e e e e et

Sbjct 242 GATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGLACTGAGACACGGCCCAAACT 361

Query 304 CCTACGOGAGOCAGCAGTOOGOAATATTOOACAATOGOCOAAAGCCTGATCCAGCCATGC 363
. PELEELERLERE e ettt e ettt enetni

Sbjct 382 CCTACGOGAGGCAGCAGTOGOGGAATATTGGACAATOGOCGAMAGCCTGATCCAGCCATGC 361

Query 364 COCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGOGAAGATAATGACGG 423
, FEELELELRRt e e et e et e e e e et e e ettt

Sbjct 362 COCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGOGAAGATAATGACGG 421

Query 424 TACCOCAAGAATAAGCCCCOOCTAACTTCOTOCCAGCAGCCOGCOOTAATACGAAGLGGGGC 483



=> La signification statistique de reflete pas forcément la signification biologique et
inversement !

-  En générale, lorsque 1’alignement est fait sur au moins 70% de la séquence:

-30<ID <=350 -> Séquences faiblement similaires
-00<ID<=T70 = 4 Séquences similaires
-70 <ID <=100 > Séquences fortement similaires

-On peut déja parler de séquences homologues au dela de 70% de similarité,
mais cela reste a confirmer par d’autres hypotheses: présence de motifs communs,
etc....

-Si la Evalue est tres faible (<10-20), c’est probablement le signe d’une
similarité entre les séquences. Mais, il ne faut jamais se fier uniquement a la

Evalue.
e-value : 1 10"
pas le signe ! zone incertaine homologie
d'une homologie ("twilight zone") certaine
. /
Y

faux-positifs: on a un alignement, mais
les séquences ne sont pas homoloques => similarite due au hasard



Exercice |

1 - “séquences cibles” : récupération des séquences (homologues) de « Bacillus anthracis »,
gene « cya »

2 - "séquences non-cibles” : récupération des séquences proches, mais n'étant pas de Bacillus
anthracis »

Methodes a utiliser :

1.1 En effectuant une recherche par mots-clefs grace aux applications suivantes : SRS
(http://www.dkfz.de/srs/), Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ou WWWQuery (=ACNUC)
(http://doua.prabi.fr/search/query_fam), récupérer sur votre disque dur toutes les séquences codantes
(CDS) relatives au gene “cya” de Bacillus anthracis. Sauvegarder dans un fichier fasta I'ensemble de
ces sequences cibles.

1.2 Pour compléter (ou vérifier) le jeu de séquences cibles, a I'aide d’une séquence représentative de
votre résultat précedent, effectuer une recherche par similarité des séquences du gene, en utilisant le
programme BLASTnN (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Ce programme renvoie pour chaque séquence trouvée un score, une e-value et une identité. Servez-
vous de ces valeurs pour sélectionner les séquences qui pourraient etre ajoutées a votre jeu de
séguences cibles.

2 Toujours par similarité (BLASTn donc), récupérer les séquences proches, mais n'étant pas de
« Bacillus anthracis », afin de consituter un jeu de séquences proches «non-cibles ». Sauvegarder ces
séguences dans un autre fichier fasta.

Pour ceux qui sont a l'aise avec les notions précedentes (ou qui ont terminé), effectuer la meme
recherche par Blast, mais en ligne de commande en utilisant le serveur du laboratoire
=> http://www.bioinfomed.fr/ __ Teachings/bioinfo_urmite/blast URMITE _tuto/blast URMITE_ tuto.html



