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Résume :

L’information génétique fait le sujet du jour pour la recherche. Des centaines d’organisation
autour du monde font la récolte de ces données essentiellement representées par les séquences
biologiques (bases nucléiques de I’ADN et acides aminés des protéines). Le volume de ces
données ne cesse de croitre alors il faut faire appel aux techniques bioinformatiques. La
recherche dans ces banques est basée sur 1’alignement et le calcule de score pour obtenir des
résultats biologiquement significatifs, qui peuvent étre contenues dans des segments alignés
entre sequences.

Notre projet de Master consiste a concevoir et implémenter un outil pour faire la
comparaison de séquences (Dot Plot, algorithmes d’alignement global et local), la lecture des
séquences au format FASTA, la transcription et la traduction des séquences d’ADN.

Mots clés : Information génétique, Banques de séquences, Alignement.

Abstract :

The genetic information is the newest domain of search, hundreds of organizations
worldwide are harvesting those datas represented by biological sequences (nucleic bases of
DNA and amino acids of proteins), so the volum of these data never stop growing, what
makes it primordial to use bioinformatic techniques. This kind of researches is essentially
based on alignment and calculating score, to obtain results biologically significant, which
might be contained in aligned segments between sequences.

Our work is to implement algorithms of comparison between sequences (Dot Plot, global
and local alignment algorithms), and other functionalities of sequence processing.

Key words: Genetic information, Sequence data banks, Alignment.
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Liste des abreviations

ADN : Acide désoxy ribo nucléique.

ARN : Acide ribo nucléique.

EMBL : European molecular biology laboratory.
GenBank : Genetic bang.

DDBJ : DNA data banq of Japan.

UniProt : Universal protein ressource.

NCBI : National center for biotechnology information.
EMBL-EBI : EMBL- European bioinformatics institute.
SMS : Sequence manipulation suite.

PAM : Probability of accepted mutations.

BLOSUM : Blocks substitution matrix.

BLAST : Basic local alignment search tool.
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Introduction

Introduction générale

La différence dans nos visages, cheveux, corps et tout le métabolisme humain et celui des
autres especes, 1’activité naturelle des différents organes et méme les anomalies qui
apparaissent, peuvent étre expliqués par un code spécifique qu’on appelle geéne, donc pour
chaque phénotype ils existent un équivalent invisible appelé génotype.

On considere I'information génétique comme la suite des bases azotique d’un ADN ou des
acides aminés d’une protéine, dont le type et I’ordre de ces derniers peut construire une large
différence, donc ces molécules représentent le livre de la vie, permettant d’extraire les secrets
derriere les pathologies et anomalies génétiques, mais cette information et trés volumineuse
(par exemple il ne suffit pas une centaine de livres pour écrire tous le génome humain), et le
nombre de séquences dans les banques de données ne cesse a croitre jusqu’a ce jour, et
I’extraction de connaissances a partir d’une masse de données assez grande nécessite un
traitement automatique ou informatisé, ce qui fait appel a la discipline de bioinformatique.

Les séquences génétiques ne peuvent pas €tre comparées comme n’importe quel chaines de
caracteres, puisqu’une similarité ce voie dans différentes parties des séquences, une recherche
dans les banques de données relationnelles ou textuelles consiste a comparer la requéte avec
tous les lignes de la table ou toutes les Strings du corpus, le résultat contient les individus
égaux avec la requéte, mais une recherche dans une banque de séquences génétique - pour
donner des résultats avec un sens médical ou biologique - doit extraire comme résultat les
zones de similitudes entre la séquence requéte et chaque séquences de la banque, dont la
méthode et d’aligner la requéte avec chaque séquence de la base, et d’affecter un score pour
chaque alignement, le résultat sera les séquences par ordre décroissant de leurs scores
d’alignement.

Notre but dans ce mémoire est de réaliser un alignement automatique entre séquences
génétiques pour pouvoir effectuer des recherches dans les données biologiques.

Dans le premier chapitre on va essayer de donner le maximum de connaissances sur
I’information génétique, on va divisé le contenu sur deux partie, une pour les notions
biologiques dont on va discuter ces origines et influences sur 1’organisme, ’autre partie est
réservée pour décrire les banques de séquences biologiques existantes, leurs types et
organisations.

Le deuxiéme chapitre consiste a décrire les algorithmes d’alignement entres séquences
génétiques et les méthodes de recherche dans les banques de séquences, ce chapitre est aussi
divisé en deux parties, la premiere décrit les outils bioinformatiques qu’on a pu tester parmi
les dizaines qui existent sur web, les résultats qu’elles donnent pour certaines exemples, et
I’avis d’un médecin dans ce genre de programmes, et dans la seconde partie on a détaillé les
différents algorithmes d’alignement et recherche des séquences avec quelques exemples de
calcule pour les alignements globaux et locaux.
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Le troisieme chapitre représente le programme réalisé, et les différentes interfaces
implémentées, dont chacune affiche le résultat d’application d’un des algorithmes détaillés
dans le deuxi¢me chapitre, on va utiliser I’API BioJava pour effectuer quelques analyses sur
les séquences de génes, et puis une comparaison entre le résultat de calcule manuel effectué
au deuxieme chapitre et celui trouveé par le calcul automatique de notre programme.

Enfin on terminera par une conclusion générale.
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Chapitre I : L’information génétique

Préambule

Notre sujet fait partie de la bioinformatique (pour les anglophones : Bioinformatics,
Computational biology, Computational Genomic , In silico biology) [6], elle englobe
I’analyse, la prédiction et la modélisation de données biologique a 1’aide de 1’ordinateur ce qui
demande un travail collaboratif d’une équipe multidisciplinaires, ressemblent aux participants
dans un concert (biologiste, mathématicien, physicien, médecin et informaticien) puisqu’il est
impossible d’étre expert dans tous les domaines nécessaires pour répondre a une question
biologique, donc la réalisation d’une recherche pareil fait appel aux plusieurs autres
recherches dans ces domaines. [6,8]

La bioinformatique est un nouveau domaine de recherche qui a devenu un outil
indispensable aux biologistes, en concrétisant trois activités principales :
e Acquisition et organisation des données biologiques.
e Conception des logiciels pour 1’analyse, la comparaison et la modélisation des
données.
e Analyse des résultats produite par les logiciels. [9]

Donc basiquement on doit comprendre comme novices en biologie c’est quoi I’information
génétique (donnée biologique)? Dans ce chapitre on verra les banques de données génétiques,
leurs types, comment elles sont récoltées et ordonnées ? Quels types d’informations
accordés ? Et surtout comment exploiter cette immense quantité d’information ; ou on cherche
a démontrer le taux de connaissances qui peuvent étre retirées a partir de ce genre de banques
de données.

Pour comprendre le dogme générale de 1’'information génétique il faut passer d’abord par
quelques notions de base biologiques qui englobent comment cette information est stockée, et
considérée comme « le livre de vie ».

Partie | : Notions de biologie

1. Emergence de la bioinformatique :

11 est difficile d’appointer ou et quand la bioinformatique a vraiment apparus comme terme
et comme discipline, es ce que I’histoire commence en Autriche par la publication de Gregor
Mendel des lois de I’hérédité a partir des études faites sur les pois en 1866 (la naissance de la
génetiques) ? [9], ou bien quand le concept du gene est inventé en 1905 par Johannsen ?
Aprés D’identification de I’acide désoxyribonucléique (ADN) comme support matériel de
I’information génétique par O. Avery, C. McLeod et M. McCarty en 1944 ? Ou par la
découverte du modele en double hélice de I’ADN par Watson, Crick et R. Franklin en 1953 ?
[3,12], et pourquoi pas allant jusqu’a l’association entre tri-nucléotides et acides aminés
déchiffrée complétement en 1966 par Khorana, et la découverte des exons et introns en 1977 ?
Sans oublier qu’en revenant un peu plus tard au 1956 1’établissement de la séquence en acides
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aminés de I’insuline par F.Sangen, et la construction de I’arbre phylogénétique par Fitch et
Margoliash en 1967, et le programme d’alignement global de Needleman et Wunsch réalisé
en 1970, peuvent étre aussi considéré comme un bon point de départ pour la bioinformatique
[3.9].

Le séquengage en masse débute avec ’apparition de la séquence de chromosome de la
bactérie Haemophilus Influenzae en 1995, et la sequence des chromosomes de la levure
Saccharomyces Cerevisiae en 1996, et est accéléré avec 1’apparition de nombreuses séquences
de procaryotes et de nombreux micro-organismes pathogénes, et de génomes d’eucaryotes [3].

Les progres en biologie conduisent vers le développement de plusieurs nouvelles méthodes
en bioinformatique, citons parmi ces méthodes la comparaison et la prédiction dans 1’analyse
des structures macromoléculaires a partir des années 1950, le séquencage depuis les années
1970 qui englobe I’alignement des séquences et la recherche des similarités dans les banques
de données, méthodes d’annotation et de classification fonctionnelle sur les génomes a partir
des années 1990, les premieres cartes génétiques du génome humain sont publiées par
J.Weissenbach et D.Cohen entre I’année 1992 et I’année 1996, les analyses multivariées sur
les transcriptomes depuis 1997, et I’analyse de graphes sur les interactomes presque a partir
des années 2000, NIH et Celera Genomics annoncent chacun 1’obtention de 99% de la
séquence du génome humain en Juin 2000, et la fin du séquencage du génome humain est
annonceée en 14 Avril 2003, quand les années 2010 vont vers la fin du « tout géne » [5, 6].

Tous ses avancements jouent un role important dans 1’émergence du nouveau secteur
scientifique connu aujourd’hui par la « Bioinformatique », mais I’utilisation du terme est
documentée pour la premiere fois en 1970 dans une publication de Paulien Hogeweg et Ben
Hesper (Université d’Utrecht, Pay-Bas) en référence a 1’étude des processus d’information
dans les systemes biotiques. [10]

C’est toute un monde la bioinformatique, qui se développe jour apres jour et avance tres
rapidement, les derniéres années connaissent la découverte de plusieurs nouvelles applications
conduisant vers une révolution a la biologie, I’ADN est la molécule centrale du cercle qui
comprend tous types de travaux dans ce domaine, puisqu’il est le support de 1’information
génétique, donc il faut détailler pour expliquer comment porte-t-il I’information génétique, et
comment exprimer cette information par autre moyens que I’ADN.

2. La molécule d’ADN et I’information génétique :

Le génome est I’ensemble du matériel génétique, il est composé d’un ou plusieurs
chromosomes (un seul chromosome circulaire chez les Procaryotes comme les bactéries, et
plusieurs chromosomes chez les Eucaryotes) qui peuvent étre vu comme support de
I’information responsable du fonctionnement des cellules (le métabolisme) [1,3]. On allant
plus profondément, le chromosome lui-méme est constitué d’une macromolécule (i.e.,
molécule composée de plusieurs molécules) qui se recopie et s’enroulent pour pouvoir tenir
dans le noyau de la cellule, cette macromolécule est ’ADN [7,12], les segments d’ADN
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conditionnant la transmission d’un caractére héréditaire déterminé sont appelées genes, cette
chronologie est représentée dans la Figure-1.1-. [1]

Génome
Chromosomes
Cellule

Figure -1.1- : Molécule d’ADN dans la cellule vivante. [5]

L’ADN est un tres long filament formé de deux chaines qui se font face et sont enroulées en
double hélice, I'unité de base de chaque brin de I’ADN est le nucléotide constitué par un
groupement phosphate, un sucre, et une des quatre types de bases azotées : Adénine ‘A’,
Thymine ‘T, Cytosine ‘C’, Guanine ‘G’, un brin peut donc étre décrit comme une suite de
nucléotides, et les deux brins sont liés par des liaisons faibles (type hydrogéne et connus sous
le nom des premiers inventeurs de cette structure double hélice ; liaison de Watson et Crick)
qui unissent les bases azotées suivant deux appariements (A avec T et G avec C) par rapport a
leurs catégorisation physico-chimique (A et G a la catégorie des Purines, G et T a la catégorie
des pyrimidines). [7,12]

o ¢ ¥

Figure -1.2- : Structure doubles hélices de I’ADN. [12]

L’information génétique est transmise des parents a leurs descendants, elle est utilisée
pour la synthése des protéines et lors de la formation d’un embryon. Elle est portée par I’ADN
et donc constituée par 1’ordre des nucléotides, ou cette suite de nucléotides le long d’un brin
ressemblent a un message écrit dans un code a quatre lettres (ACCTGAAAT...), la suite de
lettres (ordre et nombre de nucléotides) constitue une séquence spécifique a chaque étre
vivant. Le géne est un segment d’ADN qui porte une séquence particuliere de nucléotides
correspondant a un ou plusieurs caractéres héréditaires. [5,12]
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Figure -1.3- : Séquence de nucléotides.

3. Autres formats de I’information génétique :

D’apres les expériences faites par les biologistes, I’information transmise par un étre a sa
progéniture ne repose que sur I’ADN, mais comment considérer les autres molécules comme
I’acide ribonucléique (ARN) et les Protéines comme sources de I’information génétique, ou
molécule porteuses de cette information ?

Pour répondre a cette question on doit comprendre la relation entre ces molécules et I’ADN,
qui se résume en deux phases ; la transcription de I’ADN en ARN avec une équivalence, puis
la traduction de I’ARN en chaine polypeptidique qui replient sur elle-méme pour prendre une
structure 3D complexe constituant les protéines qui interagissent pour assurer le métabolisme
de la cellule. [3]

Donc pour détailler se passage entre ’ADN et les protéines via I’ARN il faut explorer les
deux phases Transcription et Traduction ;

3.1. Transcription :

Le processus est un peu différent entre la transcription chez les procaryotes et les eucaryote,
mais 1’idée globale est la méme, donc on va s’intéresser par les eucaryote comme exemple des
cellules animales.

La transcription des génes de ’ADN en ARN pré-messager a lieu dans le noyau de la
cellule, comme I’ADN est constitué¢ de deux brins complémentaires ol la connaissance d’un
brin apporte la connaissance de 1’autre (couples de bases azotées A-T et C-G), le méme
principe avec I’ARN qui est synthétisé a partir du complément d’un brin d’ADN sauf qu’il
est constitué d’un seul brin et la base azotée T est remplacée par une autre appelée Uracile
‘U.

--- CGTTAACGTAGTCATCGT ---
— GCAATTGCATCAGTAGCA —-

-- CGUUAACGUAGUCAUCGU --- [15]

La synthese est catalysée par I’ARN polymérase, une enzyme oligomérique (i.e., un
polymere constitué d’un nombre limité de sous-unités moléculaires). L’ARN pré-messager
devient mature et appelé ARN messager (ARNm) aprés 1’excision des introns (parties qui ne
codent pas un polypeptide) et 1’épissage des exons (les brins codant), I’ARN messager quitte
le noyau au cytoplasme via les pores nucléaires portant I’information nécessaire pour la
synthése des protéines [3, 7, 14], I’étape de transcription est représentée dans la figure-1.4-.
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3.2. Traduction :

Les protéines sont des macromolécules synthétisés par les cellules a partir de I’information
contenue dans le génome et véhiculée par ’ARNm, 1’unité de base des protéines sont les

acides aminés codés par les bases de ’ARNm en triplés, il existe 4> = 64 combinaisons

autorisés appelées codons et 22 types d’acides aminés (donc le code est redondant =»
plusieurs codons peuvent engendrer un méme acide aminé) [3, 7, 16], le processus est
représente dans la figure-1.4-.

Une fois que le brin d’ARNm a atteint le cytoplasme, il se fixe & un ribosome qui va
assembler une séquence d’acides aminés selon les instructions du code génétique démontrés
dans la table -1-.

Traduction de
I'ARN en protéine

Association des
ribosomes at de
I'ARNm dans le
cytoplasme

. petite et grande
SOus-unités
ribosomalas

Figure -1.4- : Principe de la synthése des ARNm et des protéines. [7]
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Protéine Abréviation | Code i unelettre | Codon

Alanine Ala A GCU GCC GCA GCG

Cystéine Cyvs C UGU UGC

Acide aspartique | Asp D GAU GAC

Acide glutamique | Glu E GAA GAG

Phénylalanine Phe F uuu uac

Glvcine Gly G GGU GGC GGA GGG

Histidine His H CAU CAC

[soleucine Ile I AUUAUC AUA

Lwvsine Lys K AAM AAG

Leucine Leu L CUU CUC CUA CUG UUA UUG
Meéthionine Met M AUG

Asparagine Asn N AATTAAC

Proline Pro P CCU CCC CCA CCG

Glutamine Gln Q CAA CAG

Arginine Arg R AGA AGG CGU CGC CGA CGG
Sérine Ser 5 AGUAGCUCUUCCUCAUCG
Thréonine Thr T ACUACC ACA ACG

Valine Val V GUU GUC GUA GUG
Trvptophane Tmp W UGG

Tvrosine Tvr Y UAU UAC

Codon-Stop X TUAA TAGUGA

Table -1- : Le code génétique. [20]

Comme il est remarquable apres 1’étude de synthése d’ARN et des protéines, I’information
initiale contenue dans I’ADN est conservée puis reportée par I’ARNm lors de la transcription
puis sert de support pour la synthése des protéines lors de traduction, ce qui permet la
considération d’ARNm et les protéines comme autres types de définition pour 1’information
génétique.

4. Du génotype au phénotype :

L’organisme est constitué des cellules qui proviennent d’une méme cellule mére divisee
plusieurs fois, donc le processus est le suivant ; I’ADN support de I’information génétique
transcrit en ARNm qui sera traduit en Protéines décrivant le phénotype moléculaire puis
cellulaire est enfin le phénotype de 1’organisme (Phénotype de la cellule initiale est recopié
dans toutes les cellules filles pendant la division cellulaire) [5].

4.1. Définitions :

- Genotype : ensemble des caractéres génétiques d’un étre vivant, qui se traduisent ou non
dans son phénotype, donc il représente la partie invisible qui contient les composantes
informative du génome. [1, 4]

10
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- Phénotype : ensemble des caractéristiques corporelles (physiques et biologique) d’un
organisme, c’est 1’expression morphologique de certain éléments du génotype, donc il
représente la partie visible, par exemple la couleur des yeux des cheveux ou de la peau. [1, 4]

L’information se déplace de génotype au phénotype, donc au moment ou le terme
« phénotype » est utilisé pour décrire les caractéristiques observables d’un organisme, le
terme « génotype » dénote son maquillage génétique. [4, 17]

D’aprés ce qu’on a vu avant, la séquence en acides aminées dépend directement de la
séquence en nucléotides de I’ADN, aussi les protéines forment le phénotype moléculaire de la
cellule ce qui conditionne le phénotype cellulaire et enfin le phénotype de 1’organisme, [5]
donc n’importe quelle modification au niveau d’ADN va souvent entrainer une modification
phénotypique.

4.2. Mutations :

Avant la division cellulaire (mitose) la cellule réplique son ADN de sorte qu’elle a deux
copies complétes de son information génétique [5], donc au cours de leur vie les genes se
reproduisent a chaque fois que les chromosomes se dédoublent, la copie est presque toujours
conforme au modele original, de sorte qu’on peut dire que le génotype reste constant de la
fécondation jusqu’a la mort, mais ce n’est pas toujours le cas, ou il se produit par fois
quelques erreurs qui donnent des copies différentes du modéle original, et ¢’est le phénoméne
de « mutation génique ». [23]

Donc une mutation est une modification aléatoire brusque et permanente dans la séquence
de ’ADN qui se manifeste par des caractéres phénotypiques nouveaux, ce qui la rendre
moteur de I’évolution des espéces mais aussi elle peut étre responsable de plusieurs maladies
génétiques. [20, 21, 23]

Le mot mutation désigne les génes ayant subi une altération interne, et les variations
structurales de chromosomes, ce qui distingue deux types de mutations :
* Mutation chromosomique; c’est toute perte, duplication ou réarrangement de
chromosomes entiers, et I’exemple le plus connu ici c’est « la trisomie 21 ».
* Mutation ponctuelle (génétique) ; elle touche un ou plusieurs nucléotides du méme géne
par une perte, duplication ou bien altération de petit segments d’ADN, ce genre de mutations
peut venir sous différentes formes :

- Substitution : en remplacant un nucléotide par un autre ;

Faux-sens = quand la modification au niveau d’ADN provoque une modification de 1’acide
aminée.

Non-sens = quand la modification entraine le remplacement d’un acide aminée par un
codon d’arrét.

Silencieuse = modification du géne qui n’entraine pas la modification de I’acide aminé
gréce a la redondance du code génétique.

11
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Les trois substitutions qui existent sont montrées dans la Figure -1.5-.

Non-sens Faux-sens Méme-sens
Silencieux
12 12 o 12 12 12 12
—y 3 )
o
- ) ool s
. € U|e g G |5 = A AT
K A Al 3 u|ls 3 b T
= A AT o L 3 | Al
-

chromosome

Figure -1.5- : Types des substitutions. [21]

- Insertion / Délétion : c’est une mutation de décalage qui veut dire I’addition ou la
suppression d’un nucléotide en cas d’une chaine non multiple de trois, ce qui change la
lecture du code génétique, et génére le plus souvent 1’apparition d’un codon-stop prémature,
Les deux mutations (insertion et délétion) sont clarifiées par la Figure-1.6-. [19, 20, 23]

Il est important de savoir que les substitutions sont moins dommageables que les insertions
et les suppressions. [7]

Insertion Deletion
Bl ol .m.:lm
BTl R

Figure -1.6- : Les mutations Insertion et Délétion.

4.3. Exemples :

Des anomalies au niveau de I’information génétique peuvent entrainer des malformations
physiques, ou un retard mental. [18]

Les conséquences d’une mutation peuvent varier selon la partie du génome touchée,
plusieurs pathologies qui dépendent d’une modification génétique simple cause une large
variabilité clinique, certaines mutations peuvent avoir des conséquences graves comme le
cancer ou autres maladies génétiques, car la modification d’un seul acide aminé dans une
chaine constituant une protéine peut modifier toute la structure spatiale de cette derniéere qui
conditionne son fonctionnement. [17, 19]

Pour comprendre 1’effet des mutations on choisit les deux exemples qui suivent :

4.3.1. Troubles héréditaire de ’hémoglobine :

La structure de I’Hémoglobine (Hb) humain change pendant la vie embryonnaire, feetale et
adulte, plusieurs variantes on était identifiées ou la grande part de ces variantes ne cause
aucune incapacité clinique, cependant il y on a d’autres qui peuvent entrainer une anomalie au

12
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phénotype (maladie), quand la substitution d’un acide aminé modifie la stabilité¢ ou la fonction
de la molécule d’hémoglobine.

Par exemple la substitution de 1’acide aminé « Glutamine » par la « valine » dans la sixieme
position d’une chaine peptidique appelée béta, provoque la molécule d’Hb a former des piles

linéaires ce qui entraine les cellules rouges a prendre une falciforme, comme il est montré
dans la Figure-1.7-. [17]

Figure -1.7- : L’anomalie cellulaire provoquée par les troubles héréditaires de I’hémoglobine.
La mutation qui entraine cette maladie est une substitution Faux-sens comme il est représenté
dans la Figure -1.5-.

4.3.2.Le cancer :

Plusieurs facteurs conduisent vers 1’apparition du cancer par leur effet cancérigéne en
provoquant des modifications au niveau de I’ADN a I’intérieur de certains génes spécifiques
appelés « Oncogeénes » qui sont présent dans toutes les cellules et participant a la régulation
de la croissance et division cellulaire, mais lorsqu’un accident affecte directement un
oncogene, ou bien qu’il n’est plus régulé ou il produit une protéine anormale, la cellule peut
devenir une cellule cancéreuse. [24]

Par exemple pendant la cicatrisation d’une blessure des cellules ce multiplient pour remplir
I’espace laissé par la plaie, la multiplication est contrélée par 1’oncogene, donc une mutation
sur ce dernier peut rendre 1’opération de cicatrisation incontrélable (donc un cancer de peau
comme il est présenté dans la Figure-1.8-). [24]

Figure-1.8- : Cancer de peau du a une chéloide (sur-cicatrisation).

13
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Partie Il : Notions informatiques

1. Séquences biologiques :

Puisque I’information génétique est portée par ’ADN et I’ARNm sous forme de séquence
de nucléotides (message en quatre lettres ACGT ou ACGU), ou bien par des chaines
polypeptidiques sous forme de séquence d’acides aminés (cité dans la Table-1-), il est
important de savoir comment extraire ces séquences a partir des genes, est ici on revient a la
définition initiale de la bioinformatique qui dit que cette derniére est la combinaison de
plusieurs disciplines, et une de ces disciplines est la biochimie qui aide a I’extraction des
séquences génétiques.

Le séquengage a un impact majeur dans la résolution de nombreux problemes en biologie et
surtout dans le domaine de santé, et scientifiquement des recherches sont faites sur 1’évolution
des especes et le fonctionnement des cellules, et pour le publique ¢’était important de savoir
I’effet nutritionnel et environnementale sur la propagation des maladies. [44, 45]

1.1. Détermination des séquences :

Le séquencage de ’ADN permet d’atteindre un des objectifs ultimes de la génétique :
déterminer I’ordre linéaire des composantes d’une des macromolécules (acides aminés d’une
protéine, ou nucléotides d’un ADN), et a partir de 1a il sera possible de déterminer quelles
mutations spécifiques sont responsables de quels phénotypes. [25, 44]

L’extraction d’une séquence polypeptidique (d’acides aminés), nécessite I'utilisation d’un
matériel cher, mais elle peut étre déduite a partir des séquences d’ADN (nucléiques) qui sont
plus simples a extraire avec des techniques tres répandues, d’ou ils existent beaucoup de
laboratoires posseédants un petit séquenceur automatique. [44]

Le séquengage débute dans la deuxiéme moiti¢ des années 1970 avec I’invention de deuX
méthodes ; une par I’équipe de Walter Gilbert aux Etats-Unis, repose sur le marquage
radioactif de fragments coupés de facon sélective, et I’autre par I’équipe de Frederick Sanger,
et basées sur une synthese enzymatique. [25, 29, 45]

2. Banques de données biologiques :

Tous d’abord il faut différencier les banques des bases, ou le terme ‘banque de données est
utilisé¢ pour décrire I’ensemble de données relatifs & un domaine défini des connaissances, et
organisées pour étre offertes aux consultations d’utilisateurs, 1a que le terme ‘bases de
données’ désigne 1’ensemble de données organisé en vue de son utilisation par des
programmes correspondant a des applications distinctes et de maniere a faciliter I'évolution
indépendante des données et des programmes, sans oublier 1’élément de base de chaque
collection qui est considéré comme facteur de discrimination entre la banque qui a le fichier
de données comme élément de base et la base qui a la donnée comme élément de base. [33,
34]
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Et plus largement, une banque de données est un ensemble structuré et organisé permettant
le stockage de grandes quantités d’informations relatives a un domaine, souvent les données
sont stockées sous format texte respectant une disposition particuliere, et pour les interroger il
faut développer des logiciels spéecifiques qui facilitent leurs utilisations (ajout, mise a jour,
recherche et éventuellement analyse dans les systemes les plus évolués). [27, 28]

Alors si on définit une banque de données de cette facon générale, il faut spéecifier un peu
pour savoir le sens exact des banques de données génétiques.

2.1. Qu’es ce qu’une banque de données génétiques :

C’est une banque de données contenant des informations biologiques et des données de
séquences largement diffusées par le réseau internet, elles sont généralement reliées entre
elles par des ‘liens’ ou des ‘cross-références’. [30]

Donc ces banques de données sont pour 1’archivage, stockage, diffusion et 1’exploitation
des donneées biologiques.

Une autre définition acceptée par le comité de direction et le conseil d’administration ;
« Ensemble structuré ou non de spécimens humains (ADN, cellules ou tissus) ou
d’informations personnelles a caractére génétique ou protéomique — iSsus de sources diverses
et auxquels peuvent s’ajouter I’information provenant des dossiers médicaux et autres dossiers
de santé, de I’information généalogique, socio-économique ou environnementale — qui
existent de fagon autonome ou en relation avec d’autres sources d’information ». [31]

2.2. Notes historiques :

Avec le développement de la génétique et des nouvelles technologies a trés haut débit, nous
faisons actuellement face a la production de données a un niveau encore jamais atteints. Il est
aujourd’hui démontré que les données produites par les technologies de séquencage a haut
débit seront plus importantes que tout ce qui n’a jamais été produit dans le passé y compris le
web lui-méme ! Nous faisons donc face a de multiples challenges tant pour le stockage de ces
données que pour leur analyse. [27]

En effet, les données biologiques sont produite depuis longtemps, ou 1’apparition des
premiéres banques de séquences était au début des années 80, et voila quelques dates
importantes dans le développement des banques de données biologiques :

- 1977 : Sequencage d'ADN : F. Sanger / Maxam & Gilbert. et la premiere suite
logicielle bioinformatique (Staden).

- 1980 : Banque de séquences nucléiques EMBL.

- 1981: La création du programme d'alignement local de séquences ‘Smith &
Waterman’, et ’extension de l'algorithme de Needleman et Wunsch au probléme de
recherche de similitude locale.

- 1982 : Creation de GenBank ; banque américaine généraliste de sequences nucléiques

- 1984 : Creéation de la banques de séquences protéiques NBRF.

- 1985 : Programme d’alignement local ‘FASTA’ (Pearson & Lipman).
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- 1986 : Création de la banque de données protéiques Swissprot et la banque de
séquences japonaise DDBJ.

- 1987 : Collaboration entre EMBL et GenBank.

- 1990: La naissance du format unique dans la description des caractéristiques
biologiques qui accompagne les séquences dans les banques de données nucléiques
(EMBL/GenBank/DDBJ), et la création du programme d’alignement local de
séquences ‘BLAST’ (Altschul & Al). [26, 32, 33]

2.3. Types de banques de données génetiques :

Il existe plusieurs différenciations possibles entre banques de données génétiques, citant
parmi eux :

= Banques primaires ou secondaires :
Les banques primaires contiennent majoritairement des résultats expérimentaux avec
quelques interprétations, juste archivés mais ne sont pas Vérifiés ni analysés, tandis que les
banques secondaires portent des données vérifiées corrigées et annotées. [34]

= Banques de séquences nucléiques ou séquences protéiques :

Ici la différence réside dans les sequences que porte chaque banque, soit qu’elle contient des
séquences de nucléotides d’ADN ou bien d’ARN et appelées (Banque de séquences
nucléiques), soit qu’elle contient des séquences d’acides aminés et appelées (Banque de
séquences protéiques).

= Banques généralisées ou specialisées :
C’est la distinction la plus connue, qui sépare les banques de données génétiques en deux
grands groupes :

2.3.1. Banques de séquences généralistes :

Correspondent & une collecte de données la plus exhaustive possible et qui offrent
finalement un ensemble plutdt hétérogéne d'informations, elles a I’avantage des données
consultables toute a la fois, ou la majorité des séquences sont réunies en un seul ensemble se
qui aide a la recherche de similitudes avec une nouvelle séquence, et la diversité d’organismes
représentée permet des analyses de type évolutif ou il est possible d’extraire les séquences
d’un méme gene issus de plusieurs especes, aussi ce genre de banque contient des références a
autres banques ce qui permet d’accéder a des informations non répertoriées, malgré tous ces
avantages I’information contient quelques lacunes, comme le manque de vérification des
données soumises ou saisies surtout pour les séquences anciennes, et pour les nouvelles
séquences il y a le probleme de dizaines de mois de retard a ’insertion dans la banque, 1ié
souvent au volume des séquences a traiter, donc elles sont des banques difficile a maintenir et
a interroger.
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Parmi ces banques il y on a trois banque nucléiques (EMBL en Europe, GenBank aux Etats-
Unis et DDBJ au Japon), et deux banques protéiques (PIR-NBRF et SwissProt). [22, 26, 33,
34]

2.3.2. Banque de séquences spécialistes :

Correspondent a des données plus homogénes établies autour d’une thématique particuliére,
elles sont créés au sein des laboratoires pour des besoins spécifiques liés a 1’activité d’un
groupes d’individus ou par compilation bibliographiques, leurs masse de données varie d’une
banque a I’autre, ce genre de banque est facile @ mettre & jour et a vérifier I’intégrité de ces
données, elles offrent aussi une interface adéquate, mais malheureusement elles ne cible pas
toujours exactement ce qu’on veut et toutes les banques possibles n’existent pas.

Parmi les banques de séquences spécialisées qui existent, SGD (Génome des
Saccharomyces), MGI (Génome de la souris), Transfac (Facteurs de transcription), KABATP
(Séquences d’immunoglobines), PFAM (Famille de protéines) et TAXONOMY (Taxonomie).

Pour des besoins spécifiques, de nombreuses bases de données spécialisées ont été créées,
certaines sont pérennes et continuent d’étre développées et mises a jour, d’autres sont laissées
a I’abandon et d’autres ont disparu. [22, 26, 33, 34]

2.4. Banques de données utiles en génétique :

Pour savoir plus sur I’information génétique on a besoin de citer quelques exemples qui
explique comment les données sont-elles ordonnées est stockeées.

2.4.1. Les banques de séquences nucléiques :

Les données stockées sont des fragments du génome (un ou plusieurs genes ou un bout de
géne), ce genre de banque suit un format de stockage similaire ou chaque entrée est une
(séquence + quelques informations) stockées dans des fichiers (flat files), qui se compose a
son réle de trois parties :

=> Entéte (header) : description générale de 1’entrée
=>» Les caractéristiques (features) : objets biologiques présents sur la séquence
=>» La séquence elle-méme

Chaque ligne de I’entrée commence par un mot clé (abrégé en deux lettres pour EMBL et le
mot complet maximisé a 12 lettres pour GenBank et DDBJ), et la fin de I’entrée est déclarée
par I’insigne //, toutes les séquences sont écrites avec T soit qu’elle est une séquence d’ADN
ou d’ARN, et elles sont toujours avec la méme orientation. [28, 34, 35]

a- EMBL:

European Molecular Biology Laboratory [35] financée par 'TEMBO (European Moleculary
Biology Organisation), développée au sein du Laboratoire Européen de Biologie Moléculaire
situé a Heidelberg (Allemagne), elle est maintenant diffusee par I'EBI (European
Bioinformatics Institute), situé prés de Cambridge (Angleterre), sa premiere version
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disponible fut distribuée en avril 1982, c’est une collection exhaustive des séquences d’acides
nucléiques et utilise le systeme de gestion de bases de données (SGBD) relationnel ORACLE.

Cette banque contient 74 491 158 213 nucléotides dans 44 538 943 entrées a la date du
Vendredi 22 Octobre 2004. Dans la Figure-1.9- I'évolution du nombre du nombre de
nucléotides depuis sa création : [33, 36]

76
72
68
B4
B0
56
52
45
44
40
38
32
i
24
20
16
12
: |
4 1

1

Ghases

1
82 &5 54 65 86 &7 65 9 90 91 92 93 94 95 96 97 95 99 00 01 02 03 04
Annee

Figure-1.9- : Un graphe aux batonnets représentant 1’évolution de la banque EMBL depuis sa
création jusqu’a I’année 2004. [33]

Chaque séquence est identifiée par une mnémonique (identifiant) ID, numéro d’acces AC, et
plusieurs autres informations comme la date DT et les caractéristiques FT, et enfin la
séquence primaire SQ, 1’ensemble constitue une entrée comme il est représenté dans les
Figure-1.10- et -1.11-. [33, 36]

D - identification {begins each entry; 1 per antry)
LC - cession numkber (=2

PR - project identifier a

DT - [

E - on

EW -

o5 - ganism species

OC - organism classification

RN -

RC -

RF -

¥ -

RG — grour

EL - author (s)

RT - title

EL - location (=2

DR -

LHE -

Ls - ENTry)
FH —

XX -

50 -

CO - econtig/eonscruct line (0 or =1 per =entry)
bbb - i>=1 )
Flo- (ends sach entry: 1 per entry)

Figure-1.10- : La liste des lignes de codes qui composent une entrée de la banque de
séquences EMBL. [38]
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1D X56734; SV 1; linear; mRMNA; STD; PLN; 1859 BP.
R

AC X56T34; S40826;

K

DT 12-S5EP-1991 (Rel. 29, Created)

DT 25-NOW-2005 (Rel. 85, Last updated, Version 11)

HH

DE Trifolium repens mRMNA for non-cyanogenic beta-glucosidase
R

KW beta-glucosidase.

K

0s Trifolium repens (white clover}

OC Eukaryota; Viridiplantae: Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta:

OC Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons; rosids;
OC fabids; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Trifolieae; Trifolium.

XX
RN [S]
RE 1-1859

RX DOI; 10.1007/BF00039495.

RX PUBMED; 1507511,

RA Oxtoby E., Dunn M.A., Pancoro A., Hughes M.A;

RT "MNucleotide and derived amino acid sequence of the cyanogenic

RT beta-glucosidase (limamarase)} from white clover (Trifolium repens L.)}";
RL Plant mMol. Biol. 17(2):209-219(1991).

BN [6]

RP 1-1859

RA Hughes M.A.;

RT ;

RL Submitted (19-NOW-1990) to the INSDC.

RL Hughes M.A., University of Newcastle Upon Tyne, Medical School, Newcastle
RL Upon Tyne, NE2 4HH, UK

by

DR EuropePMC; PMC99098; 11752244,

HH

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source

FT

FT

FT _lib="lambda gt10"

FT fclone="TRE351"

FT Stissue_type='

FT fdb_xref="taxon:3899"

FT mRMNA 1..1859

FT fexperiment="experimental evidence, no additional details

FT recorded"”

FT CDs 14..1495

FT fproduct="beta-glucosidase"

FT FJEC_number="3.2.1.21"

FT /fnote="non-cyanogenic"

FT "GOAIP26204

FT nterPro:IPRO0OL360"

FT

FT

FT nterPro:IPRO18120"

FT Sdb_xref="UniProtkB/Swiss-Prot:P26204"

FT fprotein

FT Stranslation="MDFIVAIFALFVISSFTITSTNAVEASTLLDIGNLSRSSFPRGFI

FT FGAGSSAYOFEGAVMNEGGRGPSIWDTFTHEKY PEKIRDGSNADITVDOYHRYKEDWGIMEK
FT DOMNMDSYRFSISWPRILPKGKLSGGINHEGIKYYNMNLINELLANGIQPFWVTLFHWDLPQ
FT VLEDEYGGFLNSGWINDFRDYTDLCFKEFGDRWVRYWSTLNEPWWFSNSGYALGTNAPGR
FT CSASMNVAKPGDSGTGPYIWTHMNQILAHAEAWHVYKTEKY QAYQKGKIGITLVSNWLMPLD
FT DNSIPDIKAAERSLDFOQFGLFMEQLTTGDYSKSMRRIVKNRLPKFSKFESSLVNGSFDF
FT IGINYYSSSYISMNAPSHGMNAKPSYSTMNPMTMNISFEKHGIPLGPRAASIWIYWYPYMFIQ
FT EDFEIFCYILKINITILQFSITENGNMMNMEFNDATLPVEEALLNTYRIDYYYRHLYYIRSA

FT IRAGSMNVKGFYAWSFLDCNEWFAGFTWRFGLNFWVD"

by

SQ Sequence 1859 BP; 609 A; 314 C; 355 G: 581 T: 0 other:
aaacaaacca aatatggatt ttatigtagc catatitgct cigtttgtta ttagctcatt 80
cacaattact tccacaaatg cagttgaagc ttctactctt ctigacatag gtaacctgag 120
tcggagcagt tttocctogtg gottcatett tggtgctgga tottcageat accaattiga 180
aggtgcagta aacgaaggcg gtagaggace aagtatttgg gatacctica cccataaata 240
tccagaaaaa ataagggatg gaagcaatge agacatcacg gttgaccaat atcaccgcta 300
caaggaagat gttgggatta tgaaggatca aaatatggat tcgtatagat tctcaatctc 360
ttggccaaga atactcccaa agggaaagtt gagocggaggc ataaatcacg aaggaatcaa 420
atattacaac aacctiatca acgaactatt ggctaacggt atacaaccat tigtaacict 480
ttttcattgg gatcticcoce aagicttaga agatgagtat ggtggttict taaactccgg 540
tgtaataaat gattttcgag actatacgga totttgettc aaggaatttg gagatagagt 600
gaggtattgg agtactctaa atgagocatg ggtgtttage aattctggat atgcactagg 660
aacaaatgca ccaggtcgat gittcggectc caacgtggee aagectggtg attctggaac 720
aggaccttat atagitacac acaatcaaat tctigctcat gecagaagcetg tacatgigta 780
taagactaaa taccaggcat atcaaaaggs aaagatagge ataacgtige tatctaactg 840
gttaatgcca ctigatgata atagcatacc agatataaag gectgecgaga gatcactiga 900
cticcaattt ggatigtita tggaacaatt aacaacagga gattaticta agagcatgcg 960
gcgtatagtt aaaaaccgat tacctaagtt ctcaaaatic gaatcaageoc tagtgaatgg 1020
ttcatttgat tttattggta taaactatta ctcttctagt tatattagea atgoccocttc . 1080
acatggcaat gccaaaccca gittactcaac aaatcctatg accaatattt catttgaaaa 1140
acatgggata cccttaggtc caagggcetge ticaatttgg atatatgtit atccatatat 1200
gtttatccaa gaggacttcg agatctitig ttacatatta aaaataaata taacaatcct 1260
gcaatttica atcactgaaa atggtatgaa tgaaticaac gatgcaacac ticcagtaga 1320
agaagctctt ttgaatacit acagaatiga ttactattac cgtcacttat actacaticg 1380
ttctgcaatc agggctgget caaatgtgaa gggtttttac gecatggtcat tittggactg 1440
taatgaatgg tttgcaggct ttactgticg tittggatta aactttgtag attagaaaga 1500
tgegattaaaa aggtacccta agecttictge ccaatggtac aagaactitc tcaaaagaaa 1560
ctagctagta ttattaaaag aactttgtag tagattacag tacatcgtit gaagtigagt 1620
tggtgcacct aattaaataa aagaggttac tcttaacata titttaggece attcgtigts 1680
aagtigttag gcigtiatit ctattatact atgtigtagt aataagigcea tigtigtacc 1740
agaagctatg atcataacta taggtigatc cticatgtat cagttigatg ttgagaatac 1800
tttgaattaa aagtctitit ttattttttt aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 1859

rr

Figure-1.11- : Exemple d’une entrée dans la banque EMBL. [37]
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b- GenBank:

La banque américaine Créée en 1982 par la société IntelliGenetics et diffusée maintenant
par le NCBI a Bethesda (USA), elle contient 43 194 602 655 nucléotides dans 38 941 263
entrées a la date du Vendredi 22 Octobre 2004, le schéma conceptuelle des données de cette
banque a était restructuré dans le nouveau contexte informatique caractérisé par 1’introduction
d’un SGBD relationnel spécifique.

Elle contient les mémes informations que celle contenues dans la banques EMBL, mais avec
une maniere différente, ou chaque ligne débute avec un mot au lieu d’une abréviation, par
exemple la mnémonique dans cette banque est dite « LOCUS ». L’exemple dans la Figure-
1.12- montre le format ‘flat file’ d’une entrée dans la banque GenBank. [33, 36, 37]

c- DDBJ:

Banque de séquences nucléique de Japon (Mishima), Créée en 1986 et diffusée par le NIG
(National Institute of Genetics, Japon), elle contient 42 245 956 937 nucléotides dont 37 926
117 entrées a la date du Vendredi 22 Octobre 2004. [22]

Cette banque est trés similaire & Genbank du coté format, ce qui fait que le méme exemple
représente sa format Figure-1.12-.
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LOCUS SCU49845 5028 bp DMNA PLMN 21-1JUN-1999
DEFINITION Saccharomyces cerevisiae TCP1-beta gene, partial cds, and AxI2p
(AXL2) and Rev7p (REVT) genes, complete cds.
ACCESSION U49345
WVERSION  U49845.1 GI:1293613
KEYWORDS
SOURCE  Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast)
ORGAMISM Saccharomyces cerevisiae
Eukaryota; Fungi; Ascomycota; Saccharomycotina; Saccharomycetes;
Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Saccharomyces.
REFEREMCE 1 (bases1to5028)
AUTHORS Torpey,L.E., Gibbs,P.E., Melson,). and Lawrence,C.W.
TITLE Cloning and sequence of REV7, a gene whose function is required for
DMA damage-induced mutagenesis in Saccharomyces cerevisiae
JOURNAL Yeast 10 {11}, 1503-1509 (1994)
PUBMED 7371390
REFEREMNCE 2 (bases1to 5028)
AUTHORS Roemer,T., Madden,K., Chang,). and Snyder,M.
TITLE Selection of axial growth sites in yeast requires Axl2p, a novel
plasma membrane glycoprotein
JOURNAL Genes Dev. 10 (7), 777-793 (1996)
PUBMED 8846915
REFEREMCE 3 (bases1to 5028)
AUTHORS Roemer,T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (22-FEB-1996) Terry Roemer, Biology, Yale University, New
Haven, CT, USA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..5028
forganism="Saccharomyces cerevisiae"
fdb_xref="taxon:4932"
Jchromosome="1x"
/map="9"
CDs <1..206
feodon_start=3
/product="TCP1-beta"
/protein_id="AAA98665.1"
fdb_xref="G1:1293614"
Jtranslation="SSIYNGISTSGLDLNNGTIADMRQLGIVESYKLKRAVVSSASEA
AEVLLRVDNIIRARPRTANRQHM"

gene 687..3158
/gene="AxL2"

CDS 687..3158
fgene="AxL2"

/note="plasma membrane glycoprotein"

Jcodon_start=1

ffunction="required for axial budding pattern of 5.

cerevisiae"

/product="Ax12p"

/protein_id="AAA98666.1"

fdb_xref="G1:1293615"
ftranslation="MTQLQISLLLTATISLLHLYVATPYEAYPIGKQYPPVARVMNESF
TFQISNDTYKSSVDKTAQITYNCFDLPSWLSFDSSSRTFSGEPSSDLLEDANTTLYFMN
YGSOKTVDTEKLFDLEAPEKEKRTSRDVTMSSLDPWMNSNISPSPVRKSVTPSPYNVTK
HRMRHLONIQDSOQSGKMNGITPTTMSTSSSDDFVEVKDGENFCWYWHSMEPDRRPSKKRL
VDFSNKSNYNVGQVKDIHGRIPEML"

gene complement(3300..4037)
/gene="REV7"

CcDs complement({3300..4037)
/gene="REV7"

feodon_start=1
/product="Rev7p"
/protein_id="AAA98667.1"
fdb_xref="G1:1293616"
ftranslation="MNRWWVEKWLRVYLKCYIMNLILFYRNVYPPQSFDYTTYQSFNLPQ
FVPINRHPALIDYIEELILDVLSKLTHYYRFSICIINKKNDLCIEKYVLDFSELOHVD
KDDQITETEVFDEFRSSLNSLIMHLEKLPKVNDDTITFEAVINAIELELGHKLDRNR
RVDSLEEKAEIERDSNWWKCQEDENLPDNNGFQPPKIKLTSLVGSDVGPLIIHOFSEK
LISGDDKILNGVYYSQYEEGESIFGSLF"
CORIGIN
1 gatccteeat atacaacggt atctecacct caggtttaga tetcaacaac ggaaccattg
61 ccgacatgag acagttaggt atcgtcgaga gttacaaget aaaacgagea gtagtcaget
121 ctgcatctga agocgetgaa gtictactaa gggtggataa catcatccgt gecaagaccaa

4921 ttttcagtgt tagatigete taattctttg agetgtictc tcagetecte atatttttct

4981 tgcecatgact cagattctaa ttttaagceta ticaattict cttigatc
i

Figure-1.12- : Exemple d’une entrée dans la banque GenBank/DDBJ. [39]
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2.4.2. Les banques de séquences protéiques :

Les données stockées sont des protéines entieres ou fragments des protéines, dans les
banques généralistes on parle des protéines de tous les espéces, et dans les banques
spécialisées c’est une famille des protéines particuliéres, groupe des protéines ou d’un
organisme particulier, ’entrée stockée dans ces banques est la séquence concernée + des
annotations. [34]

a- SwissProt :

Une banque de données biologique contenant des séquences protéiques, crée par Amos
Bairoch en 1986, ses informations sont saisies et vérifiés manuellement. SwissProt s’efforce
de fournir des séquences de protéine fiables, avec un haut niveau d’annotation sur celle-Ci
(comme la description de la fonction d’une protéine, ces modifications post-traductionnelles,
la similarit¢ a d’autres protéines et les maladies associées), limitant les redondances et
possédant plusieurs liens vers d’autres banques de séquences. [49, 50]

Elle est déduite a partir de la translation des séquences codantes dans la base de séquences
nucléiques EMBL, Une partie d’un enregistrement est représentée dans la Figure-1.13-.

ID DHE2 CLOSY STANDARD; FRT: 449 AR,
BC P24235;

DT 01-MAR-159%92 (REL. 21, CEEATED)

DT 01-BAPFR-1993 (REL. 25, LAST SEQUENCE UFDATE)

DT 01-HOV-1597 (REL. 35, LAST ANNOTATICH UFDATE)

DE HAD-SPECIFIC GLUTAMATE DEHYDROGEMASE (EC 1.4.1.2)
GH GLDH.

] CLOSTRIDIUM SYMEICSUM (BACTERCIDES SYMEIOSUS) .

oC PROFARYOTA; FIRMICUTES; ENDOSFORE-FORMING RODS AND COCCI:

(HAD-GDH) .

EACILLACEAE.

EW OXIDOREDUCTASE; MHAD: 3D-STRUCTURE.
FT INIT MET 0 0
FT LCT SITE 125 125

5Q SEQUENCE 445 ARy 48165 MW:; ESE22R020 CRC32:

rr

Figure-1.13- : Début et fin d’une entrée dans la banque de séquences SwissProt. [48]

SEYVDRVIAE
RVFWEDDNGE
HGGAKGGSDE
REIVGGFYNG
VAWGARFKLA
VQFFPGEEEW
QFNMVWVAFPSE
GLGYNLVAGA

b- GenPept :

VEEEYADEPE
VHVNTGYRVQ
DEHNGESDEEV
VLTGERARSFG
ELGRAFAVTLS
GREVDIIMEC
AVNAGGEVLVS
NIVGFQEIAD

FVQTVEEVLS
FNGAIGPYKG
MRFCQAFMTE
GSLVREPEATG
GEDGYIYDEE
ATQNDVDLEQ
GFEMSQNSER
AMMAQGIAW

SLGPVVDAHFP
GLEFAPSVNL
LYRHIGFDID
YGSVYYVERWV
GITTEEEKINY
BEFIVANNVE
LSWTAEEVDS

EYEEVALLER MVIPERVIEF

SIMEFLGFEQ
VPAGDLGVGA
MEHENDTLVG
HMLEMRASGEN
YYIEVANMET
KLHQVMTDIH

BAFEDSLTTLF
EEIGYMYGQY
ETVALAGFGHN
EVQDYRDKFG
THNEALEFLMQ
DESRARAERY

La banque de séquence GenPept est une collection annotée de toutes les séquences de

protéines disponibles avec leurs caractéristiques, compilée a partir d’une variété de sources y
compris SwissProt, et de traduction de toutes les séquences codantes annotées dans GenBank.
Elle est produite au NCBI (National Center for Biotechnology Information) en recevant des
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séquences produites dans des laboratoires a travers le monde a partir de plus de 100 000
organismes distincts. [46, 47]

Le format de GenPept est a base de texte dérivé de la banque mere GenBank, sous format
multi séquences, ou chaque entrée se termine par double barre oblique (‘//°), ce genre de
fichiers ne peut pas étre édité manuellement, puisque cette format est complexe et exige une
connaissance précise de chaque mise en forme des étiquettes, donc c¢’est mieux de le générer
par un logiciel. [46]

Voici un exemple d’un enregistrement de GenPept, le début de I’entrée est indiqué a la
Figure-1.14- et la séquence représentée dans la Figure-1.15-.

1 LOCTS NP_001091 377 aa linear PEI 20-Mi¥-2005
Z DEFINITION actin, alpha 1, skeletal muscle [Howmo sapiens].

3 4CCESSION NP_001091

4 YERIZION NP_001091.1 GI:4501851

& |DE3O0URCE BEFRSEN: accession NM _001100.3

& FEYWORDS

7 S0URCE Homo sapiens (humarn)

2 Homo sapiens

9 Eukaryota; Metarzoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostoni:
10 Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires: Primates: Haplorrhini:

11 Catarrhini; Hominidae; Howma.

Figure-1.14- : Le début d’un enregistrement dans la banque GenPept. [46]

1 legredvlgt egvmrhdlia dkdvpvitkit vadplaiggt neeksirnim dowesdikyy

1 wgdaveippes llvsatydsg agavvlkfve pesgkivhwt dntghkpyvey trgppselge

g kviphdnpis devklalksl lwdkvvdegm adrkefrefi
1 1 ievdseegri pdpkisdrrv tavgfaatdg lkgvivlirsg
241 aeegengvtp gvevviyvdke admirdalsv igsypifvlity ngddfdogpym lnrarrlgvs
301 desdiplymmr dsatlrhgvh ldlyrtfsnr sfglyafaak ytdyslnsvt kamlgegkwvd

rltlelstcf gneilmdllv wvtesriarmpi ddmsrmgvadg

36l ygvklgdltcl g
421 wirsllyyeh rgrnaliprr delegrsrev sndavikdkk frgglvvepe egihfdvtvm
481 dfaslypsii kvrnlsyetwv rovhaeckkn tipdtnhwve tknngltsmi igslrdlrvn
541 wyvykslsksts iteegrgogyt wvisgalkvwl nasygvigas ifplyflpaa sattavgryi
viygdt dslfikdpee rgiheiwveha kkehgvelev dkeyryvvls
vdvkgl tgkkshtppf ikelfyslld ilsgvesede fesakmrisk
vdla fronvmiskaps eyvktvpghi raarllenar evkkgdiisy

v dtskylefme stldgltssm gldfdeilgk pkgtgmegff

601 imgtishcedq mg
661l nrkknyfgvt =
721 aiaacgkrle er
781 vkvnnktgvk p
241 fk

Figure-1.15- : Exemple d’une séquence peptidique pris de la banque GenPept. [48]
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c- UniProt :

Une base de données ouverte de séquences protéiques, stable et accessible en ligne, son
nom dérive de la contraction de « Universal Protein Resource » (base de données universelle
des protéines).

C’est une base annotée hiérarchisée, ol chaque séquence est riche en métadonnees (résultats
expérimentales caractéristiques et conclusions scientifiques), et des liens vers d’autres bases
de données.

C’est la combinaison des données de bases SwissProt, TTEMBL et Protein Informations
Resource (PIR), et regulierement mise a jour. [51]

3. Domaines d’application :

La bio-informatique propose des méthodes et des logiciels qui aident en plusieurs domaines,
par ses puissances en traitement des données biologiques générées par les nouvelles
biotechnologies, elle est constituée de plusieurs sous-disciplines ou champs d’applications
comme la bioinformatique statistique utilisée a 1’étude des populations ou la bioinformatique
des réseaux qui s’intéresse au flux génétique en analysant les interactions entre genes,
protéines, cellule et organismes, il existe aussi la bioinformatique structurale qui s’occupe de
la reconstruction 3D des protéines ou d’acides aminés, et enfin la bioinformatique des
séquences qui traite I’information génétique contenue dans la séquence (soit d’ADN ou des
protéines). [10]

= En biologie : de fagon la plus large, c’est la nécessité de former des bio-informaticiens
pour répondre a 1I’émergence des nouveaux besoin biologiques, citant parmi ces
besoins I’organisation moléculaire de la cellule et les mécanismes évolutifs [6]
= En médecine : d’aprés ce qu’on a vu, les mutations dans les génes, et 1’information
génétique d’une fagcon générales, sont en forte relation avec plusieurs anomalies au
niveau phénotypique de la santé humaine, donc il est important d’utiliser toute une
discipline (bioinformatique) pour découvrir quelques solutions pour certaines
pathologies ayant des origines génétiques, ou méme juste des connaissances sur ces
dernieres, et parmi ces utilisations de la bioinformatique en médecine :
- Diagnostic de cancer
- Détection des genes impliqués dans le cancer
- Recherche pharmaceutique
- Mécanisme d’action des molécules thérapeutiques
- Identification de cibles thérapeutiques
- Thérapie génique [6]

Pour plus de détails on cite quelques mystifications qui peuvent étre résolus en manipulant
I’information génétiques par des outils informatiques ;

- Comparaison d’une protéine avec sa source génomique
- Recherche des séquences identiques (ancétres).
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- Recherche d’origines des mutations pathologiques (maladies génétiques).

- Recherche des séquences qui contiennent un gene.

- Savoir si un gene appartient a une famille connue (a partir des banques de séquences).

- La fonction d’une protéine.

- Existence d’une protéine dans d’autres organismes (sa donne des intéréts dans le coté
médicale comme ’exemple de I’insuline, et dans le cadre des recherches effectuées a
I’évolution des especes).

- Recherche des protéines ayant les mémes domaines ou motifs structuraux.

- Trouver les occurrences similaires a une séquence requéte dans une séquence de
référence.

- Comparer deux genes supposés semblables pour mesurer leurs similarités, et repérer
ce qui est conservé ou muté. [26, 41, 42]

Conclusion

Le chapitre qui précede résume en grosso modo toutes les notions de base pouvant nous
introduire la recherche en domaine bioinformatique.

Pour faire une recherche dans un domaine assez vaste, il deviendra primordiale d’intégrer
une grande partie qui s’intéresse a la biologie pour savoir avant tous c’est quoi I’information
génétique dans I’organisme, et malgré qu’elle est supposée étre un caractére inobservé tacite,
il faut savoir quand méme son influence observable, ou chaque partie de cette information
encapsulée appelée génotype ou caryotype, définie en paralléle un phénotype, donc toutes
anomalies internes peuvent produire une modification superficielle, soit qu’elle est juste une
différence a D’apparence (comme la couleur des yeux et cheveux) ou bien un
dysfonctionnement (comme les pathologies génétiques).

Des entreprises et des laboratoires déploient des efforts considérables, ce qui aboutis a une
énorme quantité¢ d’informations, des tira bites de séquences génétiques sont récoltées et
ordonnées en plusieurs banques biologiques, dont les séquences avec leurs annotations sont
structurées d’une maniere différente pour chaque banque de référence (standard), et la
quantité géante des données était traitée pour extraire un taux de connaissances acceptable,
une de ces connaissances : les séquences responsables des pathologies génétiques, et la
recherche des nouveautés a la génie-thérapie, les protéines et leurs fonctionnement...etc. et
plusieurs autres domaines qui font aujourd’hui de la biotechnologie un grand espoir pour tous
problemes encore poses, biologique biochimique ou méme medicale.
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Préambule

A partir des connaissances acquises dans le chapitre précédent sur les données biologiques,
on peut estimer le traitement efficace a effectuer sur ce genre de données. Pour plus de
précision on prend I’exemple de type des données, qui est de format textuelle, ce qui fait
appel a I'utilisation des techniques de traitement de texte, et le méga volume des banques
biologiques qui s’augmente chaque jours, ce qui nécessite des algorithmes trés puissants, sans
oublier les domaines d’application de la bioinformatique cités au préalable, qui démontrent le
but a atteindre en appliquant I’informatique sur des données biologiques, dont I’alignement
des séquences apporte un taux géant de connaissances dépendant de la banque de sequences
traitée, et le besoin d’utilisateur (ou la requéte qu’il a introduit).

« La biologie moléculaire dépend des algorithmes de traitement de textes en informatique,
comme outils de recherche ». [54]

Une petite navigation dans le web peu offrir un large savoir sur les outils de manipulation
des banques de séquences biologiques disponibles, donc pour pouvoir extraire des
connaissance a partir de ces banques ou effectuer une recherche dans ces derniers, il faut
passer d’abord par ces outils, comprendre leurs mode d’utilisation, et rechercher
I’interprétation des résultats qu’elles donnent par rapport a 1’avis d’un expert.

Le but de ce chapitre et d’accéder au nombre maximale des banques de séquences
disponibles, tester les différentes interfaces de recherche qui existent, et par la suite on va
essayer de découvrir le principe de leurs développement on détaillant les différent algorithmes
populaires au domaine de la recherche dans les séquences genétiques.

Partie | : Outils bio-informatiques testés

1. NCBI : (National Center for Biotechnology Information)

e Description :

Le Centre américain pour les informations biotechnologiques, est un institut national
américain pour I’information biologique moléculaire, fondé en 1988, et situé¢ a Bethesda dans
le Maryland, il fait partie de la bibliothéque américaine de la médecine, ¢’est un des instituts
de la santé. [54]

NCBI conduit des recherches dans la biologie informatique en développant des logiciels
pour analyser des données de génome afin de fournir des informations biomédicales, c’est une
des trois ressources principales de stockage et distribution de séquences (NCBI — EMBL —
DDBJ), les séquences dans ces bases de données sont identifiés par un nombre d’acces, la
recherche devient possible via une interface web représentée a la Figure -2.1-. Le NCBI
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développe des bases de données publiques telles que GenBank, RefSeq et PubMed ...etc. [54,
55]

S NCBl  Resowces ) How To

- -
—=NCBI AR Cotsbeses v [ Soacch
Hatew s Corter ts
s i) Wi mston
NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (AZ) The Natiorat Center for Bictechnaiogy Information advances sclence and healh by peovidng access 5o biomedical and
ey son

als & Bioassay

Submit Download Learn
« NCB
' Lad

NCB! Announcements
Develop Analyze Research s it
troducing MOLE BLAST
g Apd 151 webinar “A Practcal
% Vb
am %} _2

Figure -2.1- : La page d’accueil pour I’interface web NCBI.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e Exemples:

Pour explorer les différentes fonctionnalités qui existent sous cette application on exécute

quelques exemples, les possibilités sont plusieurs mais on va choisir les exemples qui dépend
de nos besoins.

La Figure-2.2- représente le résultat d’une recherche simple dans NCBI au répertoire des
nucléotides, cette recherche est dans le but de retrouver 1’enregistrement qui correspond au
génome du virus de la rage via son identifiant : NC 001542, et I’afficher avec toutes ces
annotations. La sortie compléte se trouve dans I’'URL :
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001542
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= NCBI Resources ¥ How To @

Nucleotide R NC 001542
Advanced

Display Settings: (¥] GenBank

Rabies virus, complete genome

NCBI Reference Sequence: NC_001542.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUs N 42 11932 bp sS3-RHA linear VRL 08-DEC-2008
DE TICHN Rabkies virus, complete genome.

RCCESSICH

VERSICH

BioProject:
RefSeq.
Rabies virus

CRGRNISM Rabi
W uses; RN& negative-strand viruses; Mononegavirales;
Rnakbdoviridae; Lyssavirus.
REFERENCE 1 (bases 5388 to 11932)
AUTHCRS Tordo,N., Poch,C., Ermine,A. . and Rougeon,F.

pletion of the rabies v e sequence determination:
highly conserved domains among t L (polymerase) proteins of
1 egmented negative-strand RNA viruses

ology 165 (2), 565-576 (1988)

JOURNAL

FUBMED 52
REFERENCE P (pases 1 to 5500)
AUTHCRS Tordo,N., Poch,0Q., Ermine,X., Keicth,G. and Rougeon,F.
TITLE Walking along the rabies genome: is the large G-L intergenic region
a remnant gene?
JOURNAL PFroc. Matl. Acad. Sci. U.S5.A. 83 (11), 3914-391g (1l98s)

Figure-2.2- : Résultat de recherche pour le virus de la Rage par son identifiant ‘NC_001542’.

C’est une des fonctionnalités disponibles mais il y on a plusieurs, la requéte qui précede est
un identifiant, donc le résultat doit étre unique, mais les autres possibilités qui existent peut
étre une recherche par rapport a I’auteur, une espeéce ou bien une pathologie ...etc. et dans ce
cas le résultat sera une liste et le choix revient a I’utilisateur, I’exemple suivant sera dans le
but de retrouver toutes les séquences associées a la pathologie « Malaria » figure 2.3 :

Search NCBI databases Help

Malara

Results found in 33 databases for "Malaria"

Literature Genes
Books 4,199 books and reports EST 138,200 expressed sequence tag sequences
MeSH 9 ontology used for PubMed indexing Gene 530 collected information about gene loci
NLM Catalog 3,860 books, journals and more in the NLM Collections GEO DataSets 1169 functional genomics studies
PubMed 73,926 scientific & medical abstracts/citations GEO Profiles 308,646 gene expression and molecular abundance profiles
PubMed Central 76,420 full-text journal articles HomoloGene 15 homologous gene sets for selected organisms
sequence sets from phylogenetic and population
Health PopSet 1,366 o
ClinVar 4 human variations of clinical significance UniGene 4233 clusters of expressed transcripts
dbGaP 16 genotypeiphenotype interaction studies Proteins
GTR 2 genetic testing registry
MedGen 58 medical genetics literature and links Conserved Domains 2 conserved protein domains
OMIM 83 online mendelian inheritance in man Protein 321.063 protein sequences
PubMed Health 203 cinical effectiveness, disease and drug reports Protein Clusters 2 sequence similarity-based protein clusters
Structure 784 experimentally-determined biomolecular structures
Genomes
Chemicals
Assembly 0 genome assembly information
BioProject 7 biological projects providing data to NCBI BioSystems - mhmecu\a‘v pathivays vith links to genes, proteins and
chemicals
BioSample 786 descriptions of biological source materials
PubChem BioAssay 7,449 bioactivity screening studies
Clone 0 genomic and cONA clones f )
chemical information with structures. information and
dbVar 0 genome structural variation studies PubChem Compound 197 I

Figure -2.3- : Résultats pour la requéte ‘Malaria’.

L’utilisateur est libre pour choisir les résultats qui lui intéressent a partir des 33 bases de
données, on peut voire quelques résultats, la Figure -2.4- représente la liste des 2 résultats
retrouvés dans la base de données ‘Protein clusters’ (Groupes des protéines), et la Figure -
2.5- représente les 784 résultats retrouvés dans la base de donnée ‘Structure’.

30



Chapitre 11 : Etat de Part

& NCBI Resources ¥ How To (¥

Protein Clusters Protein Cluster v ||malaria|

Save search Limits  Advanced

Display Settings: [~] Summary

Results: 2

malaria antigen
1. Source: genomic
Conserved in: Flasmodium
Froteins: 3
Accession: CLSZ2658704 1D: 2558704

erythrocyte membrane-associated antigen
2. Source: genomic

Conserved in: Piroplasmida

FProteins: 4

Accession: CLSZ2435077 |D: 2435077

Figure -2.4- : Résultat pour la requéte « Malaria » dans la base de données « Protein
clusters ».

& NCBl  Resources (%) How To ¥

Structure Structure v |Malaria|
Save search Advanced

Display Settings: [~] Summary, 20 per page, Sorted by Default order Send to:
Results: 1 to 20 of 784 Page [1 |of40  MNexts | Lasts=

Crystal Structure Of A Fab Complex Whith Plasmodium Falciparum Msp1-19[immune System]
Taxonomy: Mus musculus, Plasmodium falciparum

Froteins: 3 Chemicals: 1 modified: 2013/02/06 00:00

MMDE ID: 22781 PDEID: 10B1

Viewin Cn3D  Similar Structures PubMed Protein Conserved Domains PubChem Compound

X-Ray Crystal Structure And Specificity Of The Plasmodium Falciparum Malaria Aminopeptidase[Hydrolase.
EC:34.11.21

Taxonomy: Plasmodium falciparum 307

Froteins: 12 Chemicals: 24 modified: 2013/01/03 00:00

MMDE ID: 100901 PDE ID: 4EME

View in Cn3D  Similar Structures PubMed Protein Conserved Domains PubChem Compound

Structure Of The N-Terminal Nts-Dbl1-Alpha And Cidr-Gamma Double Domain Of The Pfemp1 Protein From
Plasmodium Falciparum Varo Strain[Membrane Protein]

Taxonomy: Plasmodium falciparum

Froteins: 1 Chemicals: 4 modified: 2012/08/02 00:00

MMDE ID: 100020 PDEB ID: 2YKO

View in Cn3D  Similar Structures PubMed Protein Conserved Domains PubChem Compound

Figure -2.5- : Une partie du résultat pour la requéte « Malaria » dans la base de données
« Structure ».
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On va tester aussi un exemple dans le répertoire ‘BLAST’ :

< BLAST®
~ Home | RecentResults Saved Strategies  Help

» NCBU BLAST/ blastp suite Standard Protein BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | thlastx |

Enter OUGW Sequence BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &)

>spl|QEEZX4 | 001R_FRE3G Putat T ription factor 001R

From
BEIEAYNLT

Or, upload file
Job Title

Choose File | No file chosen (7]
splQEGZX4|001R_FRG3G Putative transcription...
Enter a descriptive title for your BLAST search &)
Align two or more sequences &)

Figure-2.6- : Le répertoire BLAST et insertion de requéte.
http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&LIN
K LOC=blasthome

Comme il est remarquable, la requéte peut étre un fichier FASTA (le format le plus utilisé
avec les fichiers biologiques, et le format qu’on va utiliser dans notre application, donc ce sera
détaillé dans le Chapitre I11). La séquence requéte introduite était prise de la base de données
UniProt, on va faire une recherche dans les bases de données qui existent sous NCBI pour
trouver les séquences similaires, et voila les résultats :

< BLAST® wy NCBI
Home RecentResults Saved Strategies  Help

Sign In] [Register]

» NCBI BLAST/ blastp suite/ Formatting Results - NKBXBKG9014

Edit and Resubmit  Save Search i tFormatting options & Download

sp|QEGZX4001R_FRGAG Putative transcription...

YoulfiTJ How to read this page  Blast report description

RID NKBXBKG9014 (Expires on 05-19 17:23 pm)

Query ID Icl|Query_88760
Description sp|Q6GZX4|001R_FRG3G Putative transcription factor 001R 0S=Frog virus 3
(isolate Goorha) GN=FV3-001R PE=4 SV=1
Molecule type amino acid
Query Length 256

Database Name nr
Description Al non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
environmental samples from WGS projects
Program BLASTP 2.2.31+ P Citation

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Related Structures] [Multiple ali t]

‘ [ DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search  (5o) ‘

Figure-2.7- : Description de la requéte
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Distribution of 58 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores

<40 40-50 20-200 *=200
e ry [ —
| | | | | |
1 50 100 150 200 250

CE=470601168FULL

Figure -2.8- : Résumé graphique de toutes les séquences similaires retrouvées par I’outil de
recherche NCBI.

Les résultats sont ordonnées par rapport a leurs similitude a la requéte, 1’utilisateur ou
I’expert peut choisir par rapport a son besoin, les figures -2.7- et -2.8- représentent une partie,
le résultat complet existe sur le lien :
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi#595085081

e Remarque :

Le temps d’exécution était long (presque une minute), il peut étre justifié par la lourdeur de
calcule (comparaison de séquences) et par la taille des données qui existent (I’existence de
plusieurs bases de sequences dans cet outil, taille de séquence elle-méme, et celle de chaque
base).

Par rapport au contenu des bases de données, type de requéte et résultats obtenus, la
recherche dans cet outil est basée sur un traitement de texte pur, mais le format de texte est
différent, donc il fait appel aux techniques nouvelles et méthodes spécifiques.
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2. Uniprot :

e Description :

Le model UniProt sert a se référer a la base de données de protéines UniProt [56], il existe
sur le lien : http://www.uniprot.org/

La mission d’UniProt est de fournir a la communauté scientifique une approche globale, de
haute qualité et des ressources librement accessibles de la séquence protéique et de
I'information fonctionnelle. [57]

La Figure-2.9- représente sa page d’accueil.

- LIRS R = -
BLAST Align Retrieve/ID mapping Help Contact

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence and functional information.

News ¥y ﬂ Ei

UniRef UniParc Proteomes
‘ A never-ending race between evolution and genomic
Sequence clusters Sequence archive & i @ integrity | Removal of IPT species proteome data sets
i *= from FTP site | UniProtkB XSD ch...
Swiss-Prot (548-454) (t./. UniProt release 2015_05
ﬁ Manually annotated

and reviewed. Suppo[‘t"’]g data Of CAT tails and protein translation by-products |

Reducing redundancy in proteomes | Retirement of
TrEMBL (47,452,313) Literature citations Taxonomy Subcellular locations UniProt Metagenomic and Environmenta

Automatically E J__I_x o UniProt release 2015_04

annotated and not

("

reviewed. Cross-ref. databases Diseases Keywords Regulation of translation initiation through folding |

News archive

Figure-2.9- : Page d’accueil pour le model UniProt

e Exemple:

Pour tester se model on va effectuer une simple recherche avec la requéte « NC_001477 »
I’identifiant qui correspond au DEN-1 génome du virus de dengue.

BLAST Align Retrieve/ID mapping p Contact

Results @ About UniProtkB

Filter by’ tro1ort how (5 7]
A reviewed (1) Lleatlen—s] [maoot Oacmat s [eci#]e

Swiiss-Prot (] P17763  POLG_DEN1W e ] Genome polyprotein Dengue virus type 1 (strain Nauru/West Pac/1974) (DENV-1) 3,302
Popular organisms

DEN1W (1) ltolof1  Show
View by

Figure-2.10- : Résultat de recherche pour « NC_001477 ».
http://www.uniprot.org/uniprot/?query=NC 001477&sort=score
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On peut faire aussi une recherche via séquences de protéines en utilisant BLAST, le résultat
est le suivant :

60 40 20
Identity %

£ Edit and resubmit |Order by:[Score ¥

Overview

Show all 84
I2BFWS . o .
Putative replication factor (European catfish virus)
Q6YH31 i o L. .
Putative replication factor (Ambystoma tigrinum stebbensi..)
Q5GAEY . L L. .
Putative replication factor (Grouper iridovirus)
Q5YFE9 X o . . .
Putative replication factor (Singapore grouper iridovirus)
Q67773 X : i L .
Putative uncharacterized protein (Lymphocystis disease virus -..)
Qo1FP2

it

Putative transcription factor 282R (Invertebrate iridescent viru..)
ANANGROI 31

Figure-2.11- : Résultat de recherche d’une séquence protéique en utilisant BLAST avec le
model UniProt.
http://www.uniprot.org/blast/uniprot/B2015051895VQ2D1LYU

Le temps d’exécution était 34 secondes, les résultats sont ordonnés par rapport a leurs
similitude avec la séquence requéte, la méme chose comme NCBI le choix revient a
’utilisateur.

e Remarque :

La remarque faite ici est la méme que celle faite avec le Model NCBI, c’est un traitement de
texte dont la requéte est une suite de caractéres, de méme pour les données de la base UniProt
qui a un contenu multi séquences. Mais la différence est dans le temps d’exécution plus court
avec le model UniProt puisqu’il utilise moins de bases de données que le model NCBI, par
exemple la recherche en utilisant le répertoire BLAST coute 34 secondes avec UniProt et
presque une minute avec NCBI.

On remarque aussi que la recherche via un identifiant ou autres criteres est moins couteuse
en terme du temps que la recherche via séquences de caracteres (alignement de séquence) qui
est une opération trés couteuse, mais trés importante aussi, puisque ce genre de recherche
permet d’étudier les nouvelle seéquences découvertes inconnues, et les relations entre
séquences connues.

3. EMBL-EBI:

e Description :
Le model EBI (The European Bioinformatics Institute), fait partie de ’EMBL, fournit des
données librement disponibles a partir des expériences de sciences de la vie couvrant la

gamme compléte de la biologie moléculaire, afin de contribuer a I’avancement de la biologie.
[58]
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EMBL-EBI fournit un environnement unique pour les recherches bio-informatiques,
I’interface d’accueil est le suivant :

EMBL-EBI Services | Research = Training = About us

The European Bioinformatics Institute

Part of the European Molecular Biology Laboratory

EMBL-EBI provides freely available data from life science experiments, performs

i . i . 3 . Popular
basic research in computational biology and offers an extensive user training programme,
supporting researchers in academia and industry. Services Jobs
Research Visit us
Training EMBL
News Contacts

_Find a gene, protein or chemical:

(- Visit EMBL.org

EMRI i

Figure-2.12- : Page d’accueil pour EMBL-EBI. http://www.ebi.ac.uk/

e Exemples:

Une recherche simple peut étre effectuée via cette interface comme tous les autres modéles,
mais le résultat dépend de la requéte introduite, par exemple le génome DEN-1 n’existe pas et
le résultat de a requéte « NC_001477 » est nulle, donc j’ai pris un autre exemple d’un génome
bactérien « nc_5744 », le résultat était le suivant :

EMBL-EBI Services Research | Training | About us

EBI Search

Help & Documentation | About EBI Search Share | Feedback

Search results for ne_6744

Showing 2 results out of 2 in All results

Filter your results ¥, Save result Create alert using RSSE)
Source
All results (2) [l GENomES (2 resuls found)
Genomes (2) ) FBan0262836 Relsted dsta = Views -
Species: Drosophila melancgaster
. Source: Ensembl Gene
Organisms 1o FBgnoz62s3s

() Drosophila melanogaster (2)

U FBgn0262791 Related data »  Views ~

Species: Drosophila melancgaster
Source: Ensembl Gene

ID: FBgr0262751

Figure-2.13- : Résultats de recherche pour la requéte ‘nc_5744’.

Concernant la recherche par rapport a une séquence, on peut prendre I’exemple de
I’algorithme FASTA, qui fait un alignement de la séquence requéte introduite avec toutes
séquences disponibles dans la base de données, et donne les résultats qui suivent :
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EMEL-EEI Sel

FASTA

Protei Nucleotide Genomes | Proteomes Whole Genome Shotgun Web services | Help & Documentation

Tools > Sequence Similarity Searching > FASTA

Protein Similarity Search

This tool provides sequence similarity searching against protein databases using the FASTA suite of programs. FASTA provide
translate a DNA query. Optimal searches are available with SSEARCH (local), GGSEARCH (global) and GLSEARCH (global que

STEF 1 - Select your databases

PROTEIN DATABASES
1 Databank Selected X Clear Selection
e [¢ UniProt Knowledgebase
o [| UniProtkB/Swiss-Prot
o [ UniProtkKB/Swiss-Prot isoforms
e [ UniProtkKB/TrEMBL

» UniProtkKB Taxonomic Subsets
» UniProt Clusters

» Patents

» Structure

p Other Protein Databases

STEP 2 - Enter your input sequence

Enter or paste a|PROTEIN ¥ | seguence in any supported format:

>sp|ABGZX4|001R_FRG3G Putative transcription factor 001R OS=Frog virus 3 (isolate Goorha) GN=FV3-001R PE=4 SV=1
MAFSAEDVLKEYDRRRRMEALLLSLYYPNDRKLLDY KEWSPPRVQVECPKARPVEWNNPPS
EKGLIVGHFSGIKYKGEKAQASEVDVNKMCCWVYSKFKDAMRRY QGIQTCKIPGKVLSDLD

AKIKAYNLTVEGVEGFVRY SRVTKQHVAAFLKELRHSKQYENVMLIHY ILTDKRVDIQHL
EKDLVKDFKALVESAHRMRQGHMINVKYILY QLLKKHGHGPDGPDILTVKTGSKGYLYDD

SFRKIYTDLGWKFTPL

d afile: | Choose File | No file chosen

STEF 3 - Set your parameters

PROGRAM
|FASTA v

The default settings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible.

(Click here, if you want fo view or change the defaulf settings.)

STEFP 4 - Submit your job

] Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are available)

Figure-2.14- : Introduction de la séquence protéique comme requéte, et recherche via
FASTA.
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FASTA

Protein = Nucleotide | Genomes Proteomes | Whole Genome Shotgun Web services Help & Documentation

<2 Share | ™ Feedback
Tools > Sequence similarity Searching > FASTA

Results for job fasta-120150518-140859-0114-11452740-oy

Tool Qutput || Visual Qutput Functional Predictions || Submission Details

Selection:
election Align.  DBID . Source . Lenoth ~ Score | Identiies Positives , E(
Select All | Invert | | Clear - s : ¢ <5 < : +
. <1 SP.001R_FRG3IG Putative franscription factor 001R OS=Frog virus 3 (isolate Goorha) GN=FV3-001R PE=4 256 1734 1000 100.0 18E-113
Apply to selection: Sv=1
Annotations: Gross-references and related information in:
Show | | Hide » Small melecules P Nuckeofide sequences b Samples & otologies P Protein familes P Literature:
B Profein sequences
Alignments: 2 TR:W8SY25_FRG3V Putative replicating factor 0S=Frog virus 3 GN=SSMEgorf1R PE=4 SV=1 256 1729 996 1000 41E-113
Show || Hide Cross-references and related information in:
P Muglectide ssquences P Samples & ontologies B Protein familes P Literature b Protsin ssquences
Entries: I3 TR:C3RWKO_FRG3V Putative replication factor 0S=Soft-shelled turtle iridovirus GN=ORF001R PE=4 SV=1 256 1724 99.2 99.6 9.3E-113
Download | in | fasta v Cross-references and related information in.
format P Nucleoide sequences P Samples & ontologies B Protein families b Literature I Protein sequences
@4 TRHOXFG4 FRG3V Replicating factor 0S=Rana grylio iridovirus GN=ORF1R PE=4 SV=1 256 1724 992 996 93E-113
Tools: Gross-references and relaled information in:
Launch B Nucleofide sequences b Samples & ontologies b Protein famiies b Literature b Protein sequences
Clustal Omega ¥ @5  TRG2WEP1RTRY Putative replicating factor OS=Rana tigrina ranavirus PE=4 Sv=1 25 1719 988 1000 21E-112

Cross-references and related information in:
P Nucleotide sequences b Samples & ontologies B Protein families b Literature b Protein sequences

Figure-2.15- : Résultats de la recherche pour une séquence protéique.
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobld=fasta-120150518-140859-0114-

11452740-oy

e Remarque:

Comme tous les autres modeles EMBL-EBI exécute un traitement de texte et affiche les
résultats ordonnés suivant leurs similitudes a la requéte introduite, le temps d’exécution était
presque le méme avec les requetés simples, mais trés long (environ deux minutes) avec
I’opération d’alignement de séquences, I’algorithme qu’on a utilisé était FASTA, on peut dire
qu’il est couteux en terme du temps, mais sa peut-étre aussi a cause du model lui-méme s’il

contient une immense quantité de données, donc le temps d’exécution dépend de I’algorithme
utilisé et de volume de données.

4. SMS (Sequence Manipulation Suite) :

SMS est une collection de programmes JavaScript au langage orienté objet écrit par Paul
Stothard (Université de Alberta, Canada), pour générer le formatage et I'analyse de courtes
séquences d'ADN et de protéines. Il est couramment utilisé par les spécialistes en biologie
moléculaire, pour tester les algorithmes, et a des fins d’enseignement. Ce model peut étre
utilisé via un site web ou en mode hors-ligne, il contient plusieurs fonctionnalités citons parmi
eux la conversion des formats, I’analyse des séquences comme par exemple ’alignement, des
représentations graphiques comme la visualisation des groupes de protéines ou le plot en

couleurs pour les alignements et enfin la génération aléatoire et automatique des séquences
génétiques. [59, 60]

SMS Sequence Manipulation Suite:

Formmat Conversion VerSion 2
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Comme exemple on peut faire quelques tests et on affiche les résultats dans les figures qui
suivent :

Sequence Manipulation Suite:

EMBL to FASTA

EMBL to FASTA accepts an EMBL file as input and returns the entire DNA sequence in FASTA format. Use this pragram when you wish to quickly remove all of the
non-DNA sequence information from an EMBL file.

Paste the contents of one or more EMBL files into the text area below. Input limit is 200000 characters
D AF177870 standard; DNA; INV; 3123 BP. -

XX

C AF1772

%

SV RF177870.1 -
XX

Please check the browser compatibility page before using this program

*This page requires JavaScript. See browser compatibility.
*You can mirror this page or use it off-line. 5

EMBL to FASTA results

>Caenorhabditis s

CB5161 putative PPZC protein phosphatase FEM-2 (fam-2)
ctttcgatgggtatgeccaattyg cattcactcgtgtt

cgcaagacaccagaaacgcgtcaaccaaagagaaaaagacgc

gagagacaaaggttatecgegttgtgttattatacatte
gggtcaactttag ttgaacatgcttcttgaaaacctagtictettaaaataa
cgttttagaagttttggtcttcagatgtctgattcgectaaatcatccatcgagttctacg
gtgcatgcagatgatggattcgagecaccaacatctecggaagacaacaacaasaasaaccg
tctttagaacaaattaaacaggaaagagaagegttgtttacggttagttacctattaget
gcaagttttgaaaaagcggaatctgtaasaagoggaatotgtasaaaaaacatctaagga
ataattctgaaaagaaaaagtttctaaatgttaatcggaatccaatttttatgaaattat
ttaaaaaaaaactaaaattagtttctaaaaaatttttctaaagtaattggaccatgtgaa
ggtacacccacttgttccaatatgocatatctaactgtaaaataatttgattcteatgag
aatatttttecaggatctattecgecagatecgtcgacgaagegetegttoctgtgattgaagaa
gctttoccaaaacgaactcatgagtgectgaaccagteccageccaaacgtgecegaatecacat
tgtgagttggaaattittatttgataaccaagagasasasagtitctacctttititcaaa
aacctttoccaaaaatgatteocatctgatataggattaagaaaaatattttecgaaate

Figure-2.16- : Exemple de conversion du format EMBL au format FASTA.

Sequence Manipulation Suite:

Pairwise Align DNA

Pairwise Align DNA accepts two DNA sequences and determines the optimal global alignment. Use Pairwise Align DNA to look for conserved sequence regions.

Paste sequence one (in raw sequence or FASTA format) into the text area below. Input limit is 2000 characters,
>seguence cne

gcgcgtgcgcggaaggagccaaggrgaagrtgtagcagrgtgtcagaagaggtgcgtgagc
accatgctgtcoccccgaggoggagegggtgotgeggtacctggtcgaagtagaggagttg

4
Paste sequence two (in raw sequence or FASTA format) into the text area below. Input limit is 2000 characters
rSequence two

gacttgtggaacctacttoctgaaaataacctictgtoctioogagotctoccgoaccegiy
gatgacCTgCtCoCOtacacagatgttgccacctIgctggatgaatgtccyaatgaagey

P
ck the browser compatibility page before using this program

Use the following parameters to specify how alignments are scored.

« Match value |2

» Mismatch value -1 v

+ Value for gaps preceding a sequence [0 v
+ Value for internal gaps [-2 +

+ Value for gaps following a sequence [0 ~

Pairwise Align DNA results

Alignment results for 120 residue sequence "sequence one" starting "gecgocgtgoge"
and 120 residue sequence "sequence two" starting "gacttgtgga"

»sedquence ons
gcg-cgtgcgcggaaggagccaaggtgaagttgtagecagtgtgtcagaagaggtgegtgg
ca-ccat-getgteececgaggegga-gogggtgetgeggtacetgg-tegaagta—-g-a
ggagttg-—-—-

»seguence two
—-—gacttgtg-gaaccta-cttcc-tgaaaata-acct-tctgtoctococgagot-o
cacccgtggatgacctgectec—-cgtacacagatgttgec——acctggectyggatgaatgte
cgaat—gaagcg

Aligmment score: 50

Figure-2.17- : Exemple d’un alignement de deux séquences d’ADN.
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Sequence Manipulation Suite:
Color Align Properties

Calor Align Properties accepts a group of aligned sequences (in FASTA or GDE format) and colors the alignment. The program examines each residue and
compares it to the other residues in the same column. Residues that are identical or similar among the sequences are given a colored background. The color is
chosen according to the biochemical properties of the residue. You can specify the percentage of residues that must be identical and similar for the coloring o be
applied. Use Color Align Properties to highlight protein regions with conserved biochemical properties.

Paste the aligned sequences in FASTA or GDE format into the text area below. Input limit is 20000 characters.
»Cremanei FEM-2 -

VHADDGFEPPTSPEDNNKE

' VIEEAFQNELMSAEPVQENVEN—
—PHSIPIRFRHQPVAGEPAHDV] SIFQKIMSRGVNADYSHWMSYWI
ALGIDERI-QMNYHMKPFCKDIYATEGSLEAKQTFIDKIRSAVEEIIWK A

AEYCDILSEKWTGIHVSADQLEGQRNKQEDREVAYPNGQYMNRGQ-5DIS P
Please check the browser compatibility page before using this program.

+ Show 80 v |residues perline
» Percentage of sequences that must agree for identity or similarity coloring to be added: [ 100
+ Used colored | backgrounds v

Enter the starting positions of the sequences separated by commas (to alter residue numbering). An example entry is: 0, 200, 0, -1. If no numbers are given, the
default starting position of 0 is used for each sequence.

Color Align Properties results

G, A, V, L, I
c, M
g, T

B

CremaneiFEM-2 ——————————————————-] MSDELNHPSSSTVHADDGFE PPTSPEDNNEKP (CIES TRLE SANSVIN ©1
CelegansFEM-2 —--———-——————————— —————— -——- [EVNE] HI [SVESL g
CbhriggsaseFEM-2 MSGPPPPRTINERS SQPVIGRSQEPTRRGQLGPNYLRIIEEDEEYGHALLEPSERQIEE LH SAQSFIR S0
Cremaneil FEM-2 AEONETMSAEPVOPNVPN-——PHSIE CPVAGE, |AVEST) TMSRGV N S| MSYWIATLGIRKKET-Q 138
CelegansFEM-2 2 MERTSYDVEVADTP-QPHIP: FPIAG |RIRDT MERIGOA] C| VSHLIATEIRERFSE 107
ChriggsaseFEM-2 THE MLGPONGIPPTTESPQSYIPE. FPAAA |AVRET) MTGE P C] MSYWIAKQI@KDS-P 159
CremaneiFEM-2 M ME DECEET GS CTETRF IRSAVEE I TWKSAEYCDILSERNTCT] I 1
CelegansFEM-2 VAERDVCOENTEI SET [EIWPAIREILOONAETCPILSERMSC TV S I

ChriggsasFEM-2 ECRET NI~ T L ENLWMYTYNSPLIRTPMTGT SLE 239
CremaneiFEM-2 MNRGQ-SDISLLA G IC FRM 2 CSRE OHHES ODMKLEMFELLEKALET TVRS SWRGSTTAVC 257
CelegansFEM-2 MDRGE-DEISVLA G IC T VREKSEDEPSDSLEDOTLRKSLEL TVRS CWBGGSTAVC 266
CbriggsaeFEM-2 MDTSRSDHIALLG G C] T [TRASYFEEP-LROLKTSLET TVRSTRECHlGSTTAVC 318
CremaneiFEM-2 CAVELNTNQIAFAWLGESPGEIMS FREFITENSPSRPERCH GGRIEVIG (GVLNLTRAT 'DCEPM 377
CelegansFEM-2 CAIRMDQKLM LGESE SHINFRCLIRCESPSRERET G IGI (GVLNLTRAT 'PCEPM 346
CbhriggsaeFEM-2 CAIRMNEEELAFAWLGESPGYIM VIV IR SPSRPE]| G IG! (GVLNLTRAT PGYPM 358
Cremaneil FEM-2 ISNKIETLLETIMEA LVLLACEGT TS| LV Y] A L CNQAWMSAGSA TVV I B 437
CelegansFEM-2 ISNEPETCOVEIMS SENTLVLLACHGT [E LV it 2T SEET CTKATIELAGSA SVV I B 426
CbhriggsaeFEM-Z I AETCORDIRV LVILACHGT TS| LV ¢ 1) AT CHEATAHGST TVV L [P 478

Figure-2.18- : Exemple d’un alignement multiple clarifi¢ par une coloration des séquences
identiques.

o

[

Sequence Manipulation Suite:

Random Protein Sequence

Random Protein Sequence generates a random sequence of the length you specify. Random sequences can be used to evaluate the significance of sequence
analysis results

Enter the length of the sequence in the text area below. Maximum accepted value is 10000
120

Please check the browser compatibility page before using this program

« Number of random sequences to generate: |1 v

Random Protein Sequence results @

>random sequence 1 consisting of 120 residuss.
CFQGRHPSMYQNAYLIEFDYRIWESNLE SWMANE FKDSPAYRQVETARFFVFRCMIWARR
NMRQYDPRYDNMMDREWT IWSQGRDNPREGIVFWPSKRGSERPYGW IHWCCCMEHCLPTC

Figure-2.19- : Exemple de génération automatique et aléatoire d’une séquence peptidique
composé de 120 acides aminés.

Ce modele est un outil qui traite les séquences génétiques individuellement i.e., il ne référe a
aucune base de données, mais son principe est de traiter les séquences introduites par
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’utilisateur soit dans le but de les analyser ou bien les aligner, et grice a son pouvoir de
générer des séquences aléatoirement, il peut aider 1’utilisateur en phase d’apprentissage a
créer des bases de séquences appelées échantillons de test.

5. Interprétation des résultats :

Au point de vue informatique il est remarquable que la réalisation d’une recherche dans les
séquences génetique fait appel aux méthodes de traitement de texte, une sequence génetique
ou une chaine de caracteres génetique, est équivalente a une chaine de caracteres simple en
informatique, c’est une séquence de lettres en ignorant les propriétés physiques et chimiques
(ces propriétés sont inclus comme paramétres codés a ’algorithme). [54] Malgre les formats
différents de chaque base de données elles restent des documents textuelles, donc 1’idée
principale est la méme, balayer le corpus texte apres texte et fouiller le texte (ou la base de
données) séquence aprés séquence, et a partir de chaque base de données 1’algorithme
ordonne les séquences par rapport a leurs relation ou similitude avec la séquence requéte, la
requéte introduite peut étre 1’identifiant d’une séquence reconnue, une pathologie, un auteur
ou n’importe quel donnée de la partie descriptif de la séquence, comme elle peut étre une
nouvelle séquence a connaitre ou a comparer avec d’autres séquences, donc un code
génétique.

Au point de vue pratique il est difficile de savoir tous sur le taux de connaissances apportées
par ce genre d’outils, a quoi sert la réalisation d’une recherche de similitudes entre
séquences ? Et quel avantage donne la découverte d’existence d’un géne dans un génome ou
espéce reconnu ? Au cdté médicale quel sont les biens fait de ces applications et comment la
médecine utilise ces outils ?

Le besoin biologique est absolument vaste et illimité, dont le biologiste fait des recherches
puissantes afin de savoir tous sur le géne humain ou d’autres espéces, mais dans le cadre
d’informatique biomédicale on doit s’intéresser par le besoin du médecin non pas celui d’un
biologiste, et on doit développer des applications qui sert a aider le médecin dans son
diagnostic ou traitement, il faut donc cibler des problématiques au point de vus médical, et j’ai
choisi de demander 1’aide d’un médecin biologiste grace a son forte relation avec la biologie
et large connaissance sur les pathologies héréditaire (ou d’origines génétiques), la méthode
était d’exposer les outils et les exemples vus au préalable pour I’expert, et il a vraiment tout
donner comme aide et informations trop riches, a partir de mes discutions avec lui j’ai pu
connaitre quelques problématiques a résoudre, et il a proposé plusieurs idées qui peuvent étre
traduite vers des projets de recherche tres utiles dans notre domaine.

5.1. Avis du médecin :

Apres discussion avec Dr. GHLAMALLAH médecin biologiste dans laboratoire de I’EPH
de Tiaret j’ai pu récapituler quelques informations concernant I’utilité¢ des outils de recherche
dans les séquences génétiques, donc au point de vue médicale, une recherche d’une séquence
d’ADN ou de protéine dans une base de séquences a deux types :
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- Rechercher une séquence dans une base de données de malades :

Dans ce cas les individus sont des patients, chaque enregistrement correspond a une
personne quoi qu’elle soit saine ou elle a une pathologie héréditaire confirmée cliniquement et
par des examens complémentaires, chaque entrée doit contenir une définition puis la séquence
ou le code génétique, la connaissance apportée par ce genre de base de données sera déduite a
partir de comparaison entre enregistrements de la base, les criteres communes presentes chez
les malades et absentes chez les non malades seront considérées comme caractéristiques pour
la pathologie étudiée (étude statistique), I’exemple le plus simple ici est le cancer, dont une
¢tude faite sur I’information génétique d’une population saine comparée avec une population
malade permet d’extraire la mutations responsable de ce cancer est aide a la découverte d’une
thérapie génique au plus tard.

- Rechercher une séquence dans une base de données des maladies :

Dans ce cas la base de données traitée doit contenir toutes les possibilités des mutations
responsables d’une certaine pathologie a étudier, ce qui peut étre considéré comme aide au
diagnostic, I’exemple le plus précis est celui des hémoglobinopathies, comme spécialiste en
biologie moléculaire le médecin a bien expliquer cet exemple en détails, et il a aussi préciser
les limites des examens disponibles et son besoin de la bioinformatique pour diagnostiquer
cette pathologie ;

Par rapport & son expérience et connaissances, le médecin a dit qu’un diagnostic des
hémoglobinopathies débute par les examens standards puis de dépistage vers les examens
spécifiques, 1’idée est d’aller des tests moins couteux vers les tests les plus couteux, donc
apres la vérification des signes ou symptdmes cliniques il fait appel aux examens
complémentaires (FNS et le taux d’Hb), un taux d’hémoglobine €levé nécessite un test
d’électrophorese et 1’obtention d’un profils pathologique est expliquée par une pathologie
quantitatif ou bien qualitatif d’Hb, mais le probléme se pose a la précision des molécules
migrées (en électrophorése une migration des molécules d’Hb se passe par I’influence d’un
champ électrique pour savoir leurs taux de présence dans 1’échantillon de test), plusieurs
molécules peut prendre la méme position et I’apparition de chaque nouvelle molécule a part
les composantes principales de I’Hb (A A2 F) représente une mutation, donc I’électrophorése
ne précise pas 1’origine de la pathologie, et ici le médecin a besoin de passer au séquengage
génétique pour estimer la molécule responsable a I’anomalie, une comparaison entre la
séquence du patient et les mutations connues sera difficile ou bien impossible d’€tre réalisée
manuellement, ce qui fait appel a un systeme d’aide au diagnostic pour automatiser la tache
de recherche, et faciliter la découverte de la mutation exacte, et aprés comparaison avec la
séquence d’Hb saine ou normale, méme la découverte d’une nouvelle mutation dans le cadre
des recherches scientifiques sera possible.

L’avis du médecin offre un large savoir sur la nécessité d’automatisation des recherches
dans les séquences génetiques au domaine medical, et aussi représente une orientation avec
les idées d’aides qu’il a proposés.
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Partie Il : Recherche dans les séquences génétiques.

1. Alignement de séquences :

Apres la découverte d’une nouvelle séquence génétique, ou le séquengage de cette dernicre,
les biologistes essayent de trouver si elle est similaire a quel séquence ? Les banques de
données génétiques contiennent extrémement une large quantité de données, le génome
humain lui-méme contient presque trois billions paires des bases nucléiques, donc pour
effectuer une recherche dans ces donnees et trouver des relations significatives entre elles, les
biologistes dépendent plus a I’algorithmique, afin de maximiser le nombre de coincidences
entre nucléotides ou acides aminés dans les différentes séquences, et I’alignement séquentiel
est un des algorithmes utilisés pour superposer deux ou plusieurs sequences de
macromolécules biologiques (ADN, ARN ou protéines) de facon & maximiser la similarité
entre elles, le but de la disposition des composantes est 1’identification des zones de
concordances voir Figure-2.20- . [54, 61, 63]

LARZ4852 TYHMCOFHC R VHNHEGEELYECHERSEAF ZCPEHLOCHERRD IGEETHEHNQUGEAFFT 60
AARB24881 0200 0—---mmmmmmm—m—m————— YECHQUGEAFAQHSSLECHYRTHIGEEPYECHQC3EAFSE 40
3 I - L HIEIE ¥ KX ¥ THNNN T H HEWEENWE
ABBZ4882 PEHLOYHERTHIGEEPYECHQCGOAFKECSLLOFHERTHIGEEPYE -CHOCGEAFAD - 116
ABBZ4881 HEHLOQCHERTHT GEEFYECHQCGEAFSOHGLLOFHERTHTGEEFYMNWINMVEPLHINS 95
HEXEE K I XEAAXXEXXENXXERE XXX - H¥ - LEXREAXEEXXERKEEXENRE . ¥ ot -

Figure-2.20- : Un alignement de séquence entres deux protéines humains. [63]

Une séquence génétique peut étre alignée avec plusieurs autres séquences dans la méme
base de données, mais le degré de similitude n’est pas toujours le méme avec toutes les
séquences résultantes, alors comment ordonner les résultats ? C’est suivant leurs scores, et
comment scorer un alignement ? C’est en utilisant un des algorithmes multiples qui existent,
donc dans cette partie on va détailler le principe de fonctionnement de quelques algorithmes
d’alignement de séquences utilisés a la recherche aux bases de données génétiques, pour
prendre une idée sur les méthodes de calcul utilisées par les outils testés au préalable.

Chague algorithme de recherche a son propre fagcon de calculer le score entre paires, mais le
point commun entre ces algorithmes est 1’utilisation d’un score pour les substitutions, dont
chaque paire de lettre a un score spécifique. Deux séquences génétiques ayant plusieurs sous
séquences similaires créent une bonne chance d’homologie de ces derniers, mais pour les
aligner on prend en considération les caractéeres identiques, les insertions dans une sequence
ou les suppressions dans I’autre appelées ‘indel’, et les miss-matchs, notre but est de trouver
I’optimale qui maximise les caractéres identiques, et minimise les miss-matchs et les indels,
donc on a besoin d’utiliser un score reconnu pour chaque alignement possible en ajoutant des
points pour les caractéres identiques (matching), et soustractant des points pour les miss-
matchs et les insertions/suppressions, et pour cela des matrices de substitution sont créés et
utilisés dans les algorithmes de recherche de séquences. [62]
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2. Matrices de substitution :

La plus part des méthodes d’alignement de séquences biologiques, et en particulier les
séquences proteiques, cherchent a optimiser un score d’alignement qui attribue un cout aux
opérations ¢lémentaires (identité, substitution, insertion et suppression), le score d’un
alignement est la somme des scores de ces évenements élémentaires, et des matrices
spécifiques sont I’outil qui permet d’évaluer les scores de substitutions entre lettres. [22, 63,

65, 66]

1.1. Matrices d’ADN :

On peut citer trois types de matrices de substitutions les plus utilisés pour les sequences
d’ADN, chacune considére un principe pour scorer ; [22]
e Matrice unitaire identité : son principe est d’affecter un score de 1 pour les identités et 0
pour les miss-matchs.

= OO >

olo|lo|r|>
olo|lr|lolo
olr|lololp
Rlololo|lH

e Matrice de transition/transversion : prend en considération la catégorisation physico-
chimique des bases azotiques, dont elle ne pénalise pas par O les substitutions des purines
avec purines (A=>G) et celle des pyrimidines avec pyrimidine (C=>»T), ces dernier son
scorés par 1 et une valeur plus grande devra étre affectée aux identités = 3.

A |C |G |T
A 0O |1 |0
c (0 |3 |0 |1
G |1 |0 |3 |0
T (0 |1 |0 |3

e Matrice de BLAST (identité) : affecte des scores positifs a I’identité et négatifs aux miss-
matchs.

- oo >
~
(€]
~
~

- Exemple en utilisant la matrice de transition/transversion :

Sachant que le score des gaps (trous) est considéré (-1) au choix d’utilisateur, le score
final Dans 1’alignement qui suit est 12 (3*4 + 0 - 1 + 1).
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Seql G T T A C G C
Seq 2 G T T - G G T
Score 3 3 3 -1 0 3 1

Table-2- : Exemple de calcule de score pour un alignement.
1.2. Matrices pour les protéines :

Les matrices de substitution pour les protéines sont beaucoup plus difficiles @ modéliser que
celle des nucléotides, un acide aminé peut étre remplacé par un autre de différentes fagons,
dont la cause peut étre une ou plusieurs mutations au niveau d’ADN [ Asp (GAC,GAU) =
Tyr (UGC,UGU) ] (voir Table-1- Chapitre I) , et quelques mutations n’ont pas une influence
sur la structure de la protéine, c’est vrai que la structure des protéines détermine leurs
fonction, mais des séquences assez différentes peuvent se replier en méme structure, donc
assurer la méme fonction, le score de quelques mutations ne doit pas étre pénalisé si elle n’est
pas trop nuisible sur la fonction des protéines, ce qui fait appel aux matrices déterminées pour
spécifier le score de chaque couple d’acides aminés. [22, 61, 64]

Ces matrices, M, sont des matrices 20 x 20 (pour les 20 acides aminés protéinogeniques) qui
recensent l'ensemble des scores M(a,b) obtenus lorsqu'on substitue I'acide aminé a par
I'acide b dans un alignement. Plus le score M(a,b) est élevé, plus la similarité entre les deux
acides aminés a et b est importante. Il existe plusieurs de ces matrices, basées sur des
principes de construction différents. On peut citer les plus fréquemment utilisées : [67]

2.2.1. Matrice PAM (Probability of Accepted Mutations) :

L’échantillon de données PAM était récoltée en 1978 par Margaret Dayhoff, basée sur des
distances évolutifs entre espéces, Chaque case dans la matrice représente la possibilité de voir
ces deux résidus remplacés 1’'un par ’autre dans un alignement, utilisé en générale aux
alignements globaux de protéines trés similaires, et convient bien pour les séquences avec un
ancétre commun. [61, 63, 64, 65, 66] Les protéines qui sont proches par des liens d’évolution
n’ont pas besoin d’avoir les mémes acides-aminés a chaque position. Elles peuvent avoir des
acides-aminés comparables voir Figure-2.21- . [8]
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Figure-2.21- : La Matrice de substitution PAM. [41]

2.2.2. Matrice BLOSUM (Blocks Substitutions Matricx) :

Construite par Henikoff et Henikoff en 1992 et basée sur le contenu en information des
substitutions, elle est calculée a partir des fréquences de substitutions d’acides aminés dans
des BLOCKS de séquences (régions conservees de famille de protéines ne contenant pas
d’indels) provenant de plus de 500 familles de protéines. Une valeur nulle a la matrice indique
une substitution neutre, et le score positif correspond a une substitution surreprésentée et donc
probablement favorable, et les scores négatifs correspondent aux substitutions sous-
représentées donc probablement défavorables. BLOSUM est la matrice la plus utilisée, elle
convient pour la recherche des similarités locales, et sa version la plus courante est
BLOSUM-62 (matrice par défaut de BLAST) voir Figure-2.22- . [22, 64, 65, 66, 67]
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Figure-2.22- : Matrice de substitution BLOSUM. [67]
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1.3. Choix de la matrice de substitution :

Les matrices de scores sont impliquées dans toutes les analyses de comparaison de
séquences, donc le résultat de cette opération dépend fortement de la matrice choisie. Pour les
deux catégories (matrices d’ADN ou de protéines) aucune matrice n’est idéale, mais il était
confirmé qu’entre les matrices de protéines BLOSUM est globalement plus performante que
PAM puisqu’elle est construite a partir d’'un nombre important de données, et utilise des
modeles d’évolution, le choix dépend de degrés de similarité des séquences a comparer, donc
il est recommandé d’expérimenter prudemment, et pour un bon choix il faut comprendre la
matrice de substitutions, par exemple PAMA40 est utile pour retrouver des alignements courts
avec des protéines trées semblable, PAM120 et PAM250 pour des alignements plus longs et de
plus faible ressemblance et PAM120 aide a calculer le degré de ressemblance inconnu a priori
entre deux séquences. [61, 69, 76]

2. Méthodes d’alignement globales :

Ces méthodes considérent les séquences en totalité de leurs longueurs et aboutissent au
meilleur alignement de toute la premiére séquence avec la seconde, les alignements globaux
sont plus souvent utilisés quand les séquences mises en jeu sont similaires et de tailles
comparables. Un alignement global est obtenu en ajoutant des gaps dans les séquences telles
que toutes les séquences ont la méme longueur et il n'existe pas de colonne avec uniquement
des gaps. [22, 62, 63, 68]

Requéte ———————- GVERYSEQ-—-———-
Référence wvcHLONEEQVERYSEQANDMORE
Figure-2.23- : Exemple d’un alignement global.

2.1. Eléments de I’alignement global : [71]

e Lacunes : (gaps) Un nombre arbitraire de caractéres nuls (représenté par des tirets) peut
étre placé a une séquence, et aligné avec les lettres de I'autre. Deux valeurs nulles ne
peuvent pas étre alignées. Selon I'un des points de vue, I'alignement d'une lettre avec un
nul peut étre comprise comme l'insertion d'une lettre dans une séquence, ou la
suppression d'une lettre de l'autre.

e Score d’alignement : Le score pour un alignement est considéré comme la somme des
scores de paires de lettres alignées, et les scores des lettres alignées avec des zéros (aux
matrices de substitution les trous sont pénalisés ce qui va diminuer le score d’alignement
qui contient plusieurs trous). Chacun de ces appariement est appelé une colonne
d'alignement.

e Score de substitution : Les évaluations pour les paires alignées de lettres sont appelées
scores de substitution, si les lettres alignées sont identiques ou non. Plus simplement, les
scores de substitution peuvent prendre la forme de scores de match et les scores de
mismatch.
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2.2. Limite des méthodes globales :

Un alignement global considére les lettres des deux séquences complétes requéte et
référence. Cependant, il est fréquent dans les applications de recherche que la séquence cible
est plus longue que la requéte, par exemple si la requéte est une courte lecture, et la séquence
de référence est un gene en pleine longueur, auquel cas, 1’alignement aura habituellement des
lacunes terminaux, comme I’exemple représenté a la Figure-2.24-. [70]

Un autre exemple est tres significatif dans ce cas, lorsqu’il s’agit des séquences protéiques,
a I’époque la comparaison était par rapport a leurs longueur compléte, mais il arrive
fréqguemment que la région homologue soit limitée a une partie des séquences, le cas ou deux
protéines partagent un domaine homologue associé a une fonction commune, mais le reste de
leurs séquences sont des parties dissemblables, comme les protéines représentée a la Figure-
2.24- au-dessous. [63, 71]

Puisqu’il est bas¢ sur la similarité, 1’alignement global a les deux inconvénients majeurs,
augmentation de la lenteur des programmes avec 1’accroissement du nombre de séquences
dans les banques, et une perte des ressemblances locales ayant une valeur non-négligeable
pour les biologistes. [22]

Figure-2.24- : Exemple d’homologie locale entre protéines représenté en 3D. [63]
Le domaine rouge brique est conservé entre les deux séquences mais le reste est différent.

3. Méthodes d’alignement locales :

C’est I’alignement des régions limités dans lequel la similarité est forte, et I’exclusion du
reste des séquences, ces programme sont des heuristiques qui supposent que les scores de
ressemblance locales indiquent une similarité globale, et le but principale est une
maximisation du score méme si on est obligé de supprimer ou négliger les lettres avec des
scores négatives (couples pénalisés par la matrice de substitutions), donc 1’idée est de ne
calculer le score que sur les régions conservées. [22, 63, 70]

Smith et Waterman définissent 1’alignement local comme suit : un alignement local de deux
séquences permet I’alignement des segments de tailles arbitraires des deux séquences sans
pénalisant les portions non-alignées des séquences, autrement, le score de cet alignement est
calculé de la méme maniére que celui d’un alignement global. [71]
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3.1. Avantage des méthodes locales :

Un alignement local aligne un segment de la séquence requéte avec un autre de la séquence
cible, ce segment peut étre la séquence complete, si les deux séquences a comparés sont
inclues, sa peut étre considéré comme alignement global, pour cette raison, les méthodes
locales sont plus flexibles, et plus souvent utilisées aujourd’hui, elles permettent a la fois
d’aligner des séquences localement ou globalement similaires. [63, 71]

4. Algorithmes de comparaison de deux séquences génétiques :

Le but de comparer deux séquences genétiques est de repérer les régions identiques ou trés
proches de deux séquences, et la difficulté se pose a la discrimination entre similitudes
significatives au sens biologique, et les similitudes observées par hasard, de nombreux
programmes ont été développés qui rendant possible la comparaison entre séquences
génétiques, les plus significatifs et utilisés sont les suivants :

4.1. Méthode Dot Plot :

Appelée Dot Plot (tracé de points) ou méthode par matrice de pixels, probablement le
moyen le plus ancien de comparaison de séquences, C’est une méthode graphique trés
puissante qui permet de comparer visuellement deux séquences biologiques de méme type
(ADN, ARN ou Protéine), est d’identifier des régions similaires entre eux, son objectif est de
mettre en évidence des ressemblances et différences globales est locales, elle est plus efficace
pour les comparaisons globales, et peut étre appliquée sur les séquences différentes ou
similaires, dont son utilisation avec les séquences identiques est le cas d’analyse de répétitions
dans la séquence visée. [61, 63, 72, 73]

4.1.1.Principe :

Dot Plot compare entre deux séquences en plagant une séquence a 1’axe des x (horizontale)
de taille A’ et I’autre dans 1’axe des y (verticale) de taille ‘B’ pour former une matrice (AxB)
de pixels, si les deux séquences sont de longueurs différentes la plus longue est toujours
placée horizontalement (en haut), chaque fois qu’une séquence ressemble a 1’autre dans une
lettre, un point est dessiné a la position correspondante dans la matrice (i.e. une image noire et
blanche), une fois les points sont plotés, ils vont se combinés pour former une ligne, la
Figure-2.25- représente un exemple de tracé de point pour une phrase anglaise. [63, 72, 73,
74, 75]
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Figure-2.25- : Illustration généralisée pour la création d’un simple Dot Plot basée sur la
comparaison de deux copies d’une séquence. Les points en blanc représentent les similarités,
et le noir représente le fond, la petite diagonale rouge représente le mot ‘THE’ qui se répéte
deux fois dans la phrase. [74]

Chaque suite de point en diagonale indique une similarité locale, Dot Plot utilise une
méthode simple et rapide sans association de score, mais puisque tous les couples similaires
sont tracés il y aura un bruit dans le fond, qui doit étre élimine par filtrage ou seuillage en
affichant un point seulement si plusieurs résidus successifs lui correspondent. [61, 63]

30 140 155 163 170 WO 180 290 290 720 230 205 250 28 279 90 790 30 30 129

Figure-2.26- : Un exemple de Dot Plot pour une séquence génétique, a la droite le plot avant
filtrage et a la gauche le plot apreés filtrage.

Une représentation plus claire et simplifiée se voie dans la Figure-2.27-, expose le Dot Plot
de deux séquences de petite taille ;
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Figure-2.27- : Dot Plot de deux séquences protéiques de petite taille, avant et apres filtrage.

4.1.2. Interprétation des résultats :

Dans un graphe bidimensionnel pareil, on remarque des lignes, rectangles ou textures,
donc par visualisation on peut distinguer et concevoir intuitivement les structures et le bruit
du fond par ceil humaine, dont I’interpréteur peut avoir une idée globale sur la similarité
présente entre deux séquences a partir du nombre et taille des segments de similitudes
présentent dans la matrice, La Figure-2.28- représente les patrons interprétables dans un Dot
Plot. [63, 74]

Séquence T,
T\ /
K .
2 a) -\b) a9 N7 g
g ~
7! w .
N N
e) f) () BN h)

Séquence T, renversé

Figure-2.28- : Vue graphique des caractéristiques possibles d’un Dot Plot, de a a f sont des
comparaisons internes dans la méme séquence, g et h sont les résultats de comparaison de
deux séquences différentes.

a- Une diagonale principale continue indique une similarité parfaite des symboles avec le
méme indice. [72, 74]

b- Les lignes paralléles a la diagonale principale indiquent les régions qui se répete a la méme
direction de lecture dans les différentes parties de la séquence, ces méthodes ont permis par
ailleurs de constater que 15 a 20% des protéines possedent de répétitions internes. [74, 75]

c- Lignes perpendiculaires a la diagonale principale indiquent les régions palindromiques,
dans ce cas la séquence est complétement palindromique, comme cette phrase en latin
« SATOR AREPO TENET OPERA ROTAS ». [74]

d- Séquences partiellement palindromiques.

e- Un rectangle noir a la diagonale principale indique la répétition du méme symbole dans les
deux séquences, appelé répetition microsatellite. [74]

f- Des lignes paralléles indiquent des répétitions doublées du méme symbole dans les deux
séquences, appelés patron mini-satellite, et la distance entre les diagonales indique la
distance de motif qui se répéte. [74]
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g- Une diagonale discontinue indique que les deux séquences en une source commune, en
analyse de séquences d’ADN sa peut étre une homologie grace a un ancétre commun, le
nombre de coupures augmente avec le taux des mutations. [72, 74]

h- Les suppressions partielle a la séquence 1, ou les insertions a la deuxieme seéquence
(indels), dans des sequences codantes la protéine peut étre observée de différentes fagons,
en générale ce résultat est obtenu d’aprés la comparaison de ’ARNm (ou ADN codant)
sans introns, avec la séquence d’ADN prématuré. [74]

4.2. Algorithme Needleman & Wunsch :

Un des premieres applications de la programmation dynamique, développé par Saul
B.Needleman et Christian D.Wunsh, et publié en 1970 dans leurs article « A general method
applicable to the search for similarities in the amino acid sequence of two protein », et appelé
aussi algorithme d’appariement optimal (optimal matching) ou technique d’alignement
globale (global alignmet). C’est un algorithme utilisé en bioinformatique pour aligner des
séquences protéiques ou nucléiques, et il est considéré comme une technique d’alignement
global puisqu’il cherche a trouver un alignement optimal de la séquence enti¢re, donc ne peut
pas étre utilisée pour trouver des régions similaires locales. Cet algorithme divise le probleme
important en plusieurs petits problémes, et reconstitue la solution du probléme vaste ou
principale en utilisant les petites solutions. [33, 77, 78]

4.2.1.Principe : [33, 76, 77, 78]

Le but de cet algorithme est de comparer deux sequences A et B de tailles m et n
respectivement, et comme initialisation on construit une matrice (mxn) dont on place une des
séquences a comparer dans I’axe des ‘x’ (horizontale) et 1’autre dans I’axe des ‘y’ (verticale),
et on remplit les cases de la matrice ou la table bidimensionnelle a 1’aide d’une matrice de
score élémentaire (matrice de substitution), et on applique sur cette matrices les trois étapes
principales d’un algorithme d’alignement global qui aide a la transformer par addition de
score ligne par ligne, du coin supérieur gauche au coin inferieur droit :

a- Calcule de la matrice de comparaison :

A partir de la matrice initialisée, une nouvelle matrice est obtenue dont le score de chaque
cellule est calculé par une technique spécifique qui prend en considération le score initiale de
la case traitée avec indice (i,j) et celui d’une cellule voisine (haute (i,j-1), gauche (i-1,j) ou de
haut en gauche (i-1,j-1) appelée diagonale), donc pour chaque case de la table en obtient trois
valeurs et en prend la valeur maximale, chaque valeur est calculée differemment :

- Lavaleur 1 avec le voisinage haut : score (i,j-1) + Pénalité du gap
- Lavaleur 2 avec le voisinage gauche : score (i-1,j) + Pénalité du gap
- Lavaleur 3 avec le voisinage haut en gauche : score (i,j) + score(i-1,j-1)

Le choix entre ces valeurs est simplement de prendre la maximale, mais il est remarquable
qu’un calcule pareil nécessite un point de départ, la solution dans I’algorithme est d’ajouter
une ligne et une colonne considérées trous (gaps) comme étape initiale pour commencer le
calcule, dont la premiére cellule prend la valeur nulle puisqu’elle ressemble deux gaps, toute
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la ligne et la colonne premieres seront calculées avec le seul voisin qui existe (pour la ligne le
voisin gauche, et pour la colonne le voisin en haut), puis le calcule deviendra de plus en plus
simple et facile.

b- Suivre la trace (Trace back) :

Apres obtention de la matrice transformée, on cherche dedans a trouver la valeur
maximale ou le score optimal qui est toujours la derniére valeur dans le cas des
alignements globaux, et on suit la trace en marche arriére jusqu’a la cellule initiale, une
remarque importante ici est qu’on doit laisser une trace pendant la création de la matrice
de comparaison (pour chaque score on clarifie le voisin utilisé dans son calcule) pour
pouvoir retourner correctement, on remonte commengant par la derniére cellule obtenue,
vers la premiére pour aligner les séquences entieres.

c- Alignement :

Le chemin dessin¢ a I’étape précédente décide I’alignement global optimal de ces deux
séquences, on retire I’alignement on considérant a partir de quel voisin on est parti, on décide
es ce qu’on a un match, mismatch ou bien une insertion dans une des séquences comme suit :

- Si le score d’une case est pris d’une diagonale, on prend deux lettres une de chaque
séquence, puisque ce mouvement indique un avancement dans les deux séquences =»
A(i)-B()).

- Si le score est extrait a partir de la cellule voisine gauche (tracé horizontal), le
mouvement indique un avancement a la séquence dans I’axe des x et que 1’autre
séquence est constante, ce qui fait, il faut prendre une lettre de la séquence horizontale,
et ajouter une insertion dans I’autre séquence = A(i) --.

- Inversement si le score est extrait a partir de la cellule voisine haute (tracé verticale),
I’avancement est dans la séquence verticale, donc D’insertion sera a la séquence
horizontale = --B(j).

4.2.2.Exemple :

Supposant qu’on a les deux séquences a comparer : {ATCCG} et {AGTCG}
Le score élémentaire choisi dans cet exemple est de : match =» +5, mismatch =» -1, et la
pénalité des trous (gap) =» -2. La matrice initiale sera donc :

- |A |T |C |C |G
- |0 |2 |-2 |-2 |-2 |-2

oo/ 4 o>
NS
KR
+
o1
KR
KR
R
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Le point de départ est ‘0’ voisin gauche de la premicére ligne et haut de la premiére colonne,
donc ces derniers vont prendre le score égal au score de cellule voisine + la pénalité d’un gap
(représentées en gras), mais chaque cellule du reste recoit trois scores, et on prend le plus
grand puis on garde une trace, par exemple la premiére case est extraite soit de la diagonale
(0+5), de la gauche (-2-2) ou du haut (-2-2) :

- A T C C G
- 0 -2 -4 -6 -8 | -10
A -2\'ﬂ +5
G| 4
T | -6
Cc | -8
G | -10

Le reste des scores sera calculé de la méme maniére, le score maximale se situe a la derniére
case, on le considére comme point de départ et on marche en arriéré jusqu’au début, a chaque
fois on prend le maximum des scores prises en considération au calcule initiale (par exemple
le point C-C avec score 11 vient des cellules de scores 6 et 13, on prend le plus grand score
‘13’ si le 6 n’¢était pas la diagonale si non on prend la valeur de la cellule diagonale méme si
elle est la plus petite), le chemin retrouvé décide par la suite notre alignement :

- | A T]c]c]|ec
- [ 2| 4| -6 | -8 |-10
Al -2 T3 1P -1\, -3
G| -4 |3\ 4> 2—>0 [4
T |-6[7T P86 NZa—"2
C | 8 |Y1 |6 [|13pQAD>9
G |[-10]"-3 [V4 Y9 T'12 [7(16)

Alignement :

Les séquences serons reliées comme suit: A-A puisque cette cellule provient d’une
diagonale, puis 0-G puisque le score provient de la case haute, T-T extraite d’une diagonale,
puis C-0 puisque le score était calculé a partir de la cellule en gauche, et enfin A-A puis G-G
extraites des diagonaux, donc les séquences étaient alignées de la maniere qui suit :

A-TCCG
AGT-CG

4.3. Algorithme de Smith et Waterman :

L’algorithme de Smith et Waterman est un algorithme d’alignement de séquence local par
programmation dynamique, utilisé notamment en bioinformatique, il a été inventé par Temple
F.Smith et Michael S.Waterman en 1981, garanti I’optimalité de la solution, et n’implique que
des régions ou segments des deux séquences analysées, cette méthode est souvent plus
sensible que celle d’alignement global, en particulier pour la comparaison des séquences
inconnues ou de longueurs différentes, et si les régions trouvées entre les deux séquences
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recouvrent la totalité de celles si, alors on peut considérer 1’alignement local comme étant un
alignement global. [33, 76, 80]

4.3.1.Principe : [33, 76, 78]

Cet algorithme est inspiré directement de ’algorithme ‘Needleman & Wunsh’, donc leurs
principes sont semblables, la seul différence est dans les deux points qui suivent :

- Pendant la création de la matrice de comparaison, les scores négatifs sont interdits, et
la case pointée avec un score < 0 sera pénalisee et réinitialisée a zéro, et considérée
comme un nouveau point de départ, donc cet algorithme concentre sur les régions
similaires et néglige les régions différentes.

- Pendant la suivre des traces, au lieu de commencer de la fin des deux séquences, on
prend le score maximale de toute la matrice ce qui cherche 1’optimal, et on arréte
lorsqu’on rencontre le premier zéro.

4.3.2.Exemple :

On peut prendre le méme exemple qui précéde, et on effectue un alignement local sur ces
deux séquences, la premiére chose a modifier sont la premiere ligne et la premiere colonne
qui sont tousse négatifs, donc serons réinitialisées a zéro, puis on continue normalement sauf
que les scores négatifs serons remplacées par des nulles, et les scores positifs serons
conservees :

- C T T C A
- 0 0 0 0 0
CcC |0 \"+5 1 5 3
T |0 3 10 8 6 4
A |0 1 8 9 7 11
C |0 5 6 7 14 12
A |0 3 4 5 12 19

On remarque I’obtention d’un alignement global puisque les séquences sont a leurs totalités
similaires, ce qui prouve qu’un alignement locale peut étre généralisé vers un alignement
globale, donc on prend un autre exemple qui démontre un alignement local, comme score
élémentaire on a +5 pour les matchs, -2 pour les mismatch et -3 pour les gaps, on construit la
matrice de comparaison d’une fagon trés normale, sauf qu’on remplace les valeurs négatifs
par des nulles, ce qui est remarquable a la matrice obtenu (I’absence des valeurs négatifs),
puis dans le suivi des traces on débute par 10 score maximal qui existe, et on arréte avec le
premier zéro, et la lecture de 1’alignement local sera pareil avec celle d’un alignement globale:

-|T|IG|A|C
-10]0J0]0]O
G|0|X]5z220
G|0]|O g\f;‘;o
Alo0o]|o0 [Y2TW>7
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L’alignement obtenuest: G A
GA

5. Programmes de comparaison avec les banques de séquences :

On définit comme la Sensibilité d’une méthode son aptitude a détecter toutes les similarités
considérées comme significatives et donc a générer le minimum de faux-négatifs. On définit
de facon analogue la Sélectivité comme l'aptitude a ne sélectionner que des similarités
considérées comme significatives et donc a générer le minimum de faux-positifs. [81, 82]

Quand il s’agit de comparer une séquence a I’ensemble de séquences répertoriées dans une
bangue entiére, un alignement sera calculé entre la séquence cible et chacune des sequences
d’une banque, le nombre de comparaisons a effectuées nécessite I'utilisation d’algorithmes de
recherche rapide, les algorithmes utilisant la programmation dynamique cité au préalable,
recherche pour chaque séquence de la banque le meilleur alignement avec la séquence cible,
ce qui est couteux en temps de calcule, la solution est donc des algorithmes de recherche de
régions de forte homologies, les heuristiques ou les algorithmes approximatifs de famille
FASTA et BLAST, qui accélére le processus de comparaison tout en essayant de garder
autant de sensibilité que possible. [75, 76, 78, 82]

Ces programmes ne sont pas adaptés a la comparaison de deux séquences entre elles, juste
utilisés pour traiter les banques de séquences, [76] et pour cela on va essayer de représenter le
principe de ces dernier théoriquement et le coté pratique sera limité & la comparaison entre
deux séquences évaluée par scores, puisque les banques de séquences sont tres volumineuses
peuvent occupées jusqu’au 24 Gigabits, donc impossible qu’elle soit traitées par une simple
machine.

5.1. FASTA:

Le premier algorithme rapide qui recherche les séquences génétiques en comparant une
séquence requéte contre une banque de séquences, développé en 1985 par Lipman et Pearson
[75, 78]. Son idée de base est qu’un bon alignement contient des sous-séquences d’identité
absolue, et repose sur la notion de ‘mot’ [75], ils existent plusieurs algorithmes de famille
FASTA, chacun correspond a une application, soit la recherche d’une séquence dans une base
de données de méme natures (nucléique ou protéique), ou la recherche d’une séquence
protéique dans une base de données nucléique. [76]

5.1.1.Principe :

Cet algorithme ne considére que les régions présentant des fortes similitudes avec la
séquence recherchée, et a chacune de ces zones il applique un algorithme d’alignement
optimale [81], les étapes en détails sont les suivantes :

- Identification des zones d’identité: decouper la séquences en courts motifs ou mots
chevauchant de longueur donnee (4 a 6 pour les acides nucléiques, et de 1 a 2 pour les
protéines), puis on cherche a trouver les similarités exactes entre mots de la requéte et de
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chaque séquence de référence, 1’idée est dérivée de la logique du « Dot Plot », ce qui
génére des diagonales de similarité (sans indels) qui représentent les régions similaires.
[75, 76, 81]

- Recherches des meilleurs segments : on recherche les dix meilleurs diagonaux ayant les
scores les plus élevées dans la matrice de points, une jointure de ces segments par les gaps
nécessite un nouveau calcule des scores en ajoutant les pénalités de ces gaps, et le reste de
la matrice sera élimine. [76, 81]

- Alignement avec la requéte : parmi les diagonaux qui existent on choisit le segment avec le

meilleur score, on aligne la séquence cible avec cette diagonale a I’aide de 1’algorithme
Smith et Waterman. [81]

5.2. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) :

Développé par Altschul et Al en 1990, c’est une méthode heuristique pour les alignements
locaux, le dernier né des programmes pour la recherche dans les bases de données, basé sur la
méme hypothése que FASTA, mais cherche a avoir plus de rapidité, devenu populaire grace a
son implémentation trés efficace. [41, 75, 78] L’idée est d’aligner les séquences sans indels, et
rechercher les segments plus longs ayant un score > seuil, les entrées sont la requéte, la base
de données et le score minimal, la sortie sera des séquences de la base de données avec des
scores d’alignement plus grands que seuil introduit en entrée. [76]

5.2.1.Principe :

BLAST suppose qu’un alignement significatif contient des mots de longueur fixe (3 pour
les acides aminés et 11 pour les bases nucléiques) en commun [41, 76], Les étapes en détaille
sont les suivantes :

- Rechercher les mots : on découpe la requéte de longueur L en N mots de taille W, et on
trouve que : N=L-W+1, la séquence « LIAWHCM » contient 5 mots de taille = 3 (LIA,
IAW, AWH, WHC, HCM). [83]

- Extension des similitudes : On étend les similitudes retrouvées entre la requéte et chaque
séquence de référence dans la BDD dans les deux directions, et lorsque I’extension devient
impossible on fait la jointure par indels (sans oublier de les compter comme pénalités dans
la somme du score). [76, 83]

- Evaluation statistique : aprés création des alignements par extension bidirectionnel des
similitudes, ces alignements vont étre évalués pour déterminer ceux qui sont
statistiquement significatifs, la méthode est un seuillage des scores des HSP (High Scoring
Pairs = alignement sans gaps des segments homologues). [42, 76]

- Fichier de sorties : Liste des séquences avec nom, nombre des HSP détectés), score de
I’HSP maximal avec la probabilité qu’il soit obtenu au hasard, et la liste des HSP par ordre
décroissant de leurs score. [76]
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5.2.2. Avantages de BLAST : [83]

- Rapidité de calcule

- Plus conviviale

- Une rigueur statistique
- Plus sensible

BLAST est rapide puisqu’il n’explore pas 1’espace de recherche entier entre deux
séquences, mais sa produit une perte de sensibilite. [42]

Conclusion

Ce chapitre concerne les principales méthodes qui aident a effectuer une recherche dans les
séquences genétiques, la premiére partie résume un peu de tous ce qui est disponibles comme
moyens d’interrogation des banques de séquences génétiques, pour une étude simplifiée de
I’existant, et pour comprendre les fonctionnalités pouvant étre appliqués sur un ensemble de
séquences de geénes, plus de détails sont intégrés dans la deuxiéme partie pour déterminer
comment ce genre d’outils ou d’applications ont pu étre réalisés. Les algorithmes qui font la
comparaison entre séquences genétiques, comme la séquence est une chaine de caracteres, la
comparaison est basée essentiellement sur 1’alignement de ces derniers par un principe de
traitement de texte, la comparaison entre deux séquences nécessite des algorithmes de
‘String’, et comme elles seront traitées sur un repaire bidimensionnel sa sera évident d’utiliser
un traitement matriciel par cellule, ressemblant au traitement d’images par pixel, et ici on
distingue les méthodes de programmation dynamique y compris 1’alignement global
considérant les chaines a comparer entiérement, et 1’alignement local qui s’intéressent a
chaque segment de la séquence, et les méthodes heuristiques plus rapides qui traitent les bases
de données.
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Préambule

Dans les chapitres qui préceédent on a introduit I’information génétique, comment elle est
stockée et ordonnée, et comment traité cette information pour extraire des connaissances au
domaine biologique et médicale. Dans ce chapitre, on doit passer vers le coté pratique, et
tester quelques fonctionnalités a partir de I’API BioJava sur un échantillon de donnée de
format FASTA. Notre objectif ici est de lire le fichier FASTA, afficher une séquence, et
ploter sur un repaire de comparaison la matrice des points et, aussi réaliser un alignement
entre deux séquences nucléiques par la méthode globale (Needleman & Wunch), et par une
méthode locale (Smith & Waterman). L’outil réalisé¢ permet aussi de traduire une séquence
d’ADN en séquence d’ARN et Protéine.

1. Outils et langages de programmation :

1.1. Langage Java :

Java est un langage de programmation et une plate-forme informatique

(( qui ont été créés par Sun Microsystems en 1995. Beaucoup
<) d'applications et de sites Web ne fonctionnent pas si Java n'est pas
< installé et leur nombre ne cesse de croitre chaque jour. On utilise Java

Java puisqu’il est simple, robuste, rapide, dynamique, sécuris¢, fiable et

disponible gratuitement en téléchargement. [84,85]

1.2. Plateforme NetBeans :

En tirant avantage de cette trousse ou boite a outils gratuite, basée sur des
standards, les développeurs peuvent concevoir des applications complexes '
plus rapidement et avec moins d’efforts, avec une plus grande assurance de J
robustesse et de concevoir des applications qui résisteront a I'épreuve du LS
temps. Notre choix de cette plateforme est exactement puisqu’elle fournit NelBea“s
une architecture fiable et flexible pour notre application, malgré qu’elle ne
rajoute pas beaucoup aux fonctionnalités de I’application, elle permet de sauver une grande
perte de temps et travail. [86, 87]

La version utilisée peut étre téléchargée a partir du lien suivant :
http://www.filehippo.com/fr/download_netbeans/tech/13516/

60


http://www.filehippo.com/fr/download_netbeans/tech/13516/

Chapitre 111 : Application

1.3. API Bio-Java:

1.2.1. Description :
BioJava a commencer a EBI/Sanger par Mattew Pocock et Thomas

Down en 1998, et maintenant elle a une API stable avec plus de 1100

classes et 130.000 lignes de code écrites en langage Java, c’est une

bibliotheque open source contenant 76 paquets organisés en catégories

principales, dont chacune contient des classes et des interfaces dévoués

pour des taches particuliéres, ces des objets java qui représentent et
manipulent les données biologiques, ce n’est pas un programme mais une bibliothéque pour
programmation, aide dans les applications d’analyse et recherche des données biologiques.
[88, 89, 90]

Voila le site de teléchargement de cet API : http ://www.biojava.org/download/. [89]

1.2.2. Caractéristiques :

BioJava résume toutes les taches typiques a la programmation bioinformatique : [91]

- Manipulation des structures des protéines

- Manipulation des séquences individuelles

- Recherche des séquences similaires

- Création des alignements de séquences

- Conversion de formats de base de séquences biologiques

2. Présentation des données :

Dans cette application on a utilisé principalement un échantillon du fichier de séquences
protéiques de format FASTA, et une matrice de substitution d’ADN appelée ‘NCU.4.4°, les
autres entrée (les séquences a comparer, afficher, traduire ou ploter) était introduites
aléatoirement, et la seul contrainte est de respecter I’alphabet du type choisit, (ACGT pour
I’ADN, ACGU pour I’ARN, et les 20 acides aminés pour les protéines).

2.1. Format de fichiers ‘FASTA’ :

Toutes les banques de séquences biologiques qu’on a vu dans la partie Il du premier
chapitre, et plusieurs autres banques qu’on a pas pu les citer, sont des types de données
standardisées a la bioinformatique, elles peuvent étre considérées comme formats de fichiers
pour stocker I’information biologique, chacune a des caractéristiques et propriétés, donc
nécessite un traitement et des outils spécifiques.

61


http://www.biojava.org/download/

Chapitre 111 : Application

On peut prendre GenPept comme exemple d’un format de fichier biologique, ou les
extensions de ce genre de fichiers sont par défaut ¢.gp’, ‘.genpept’ et ‘.genpep’. [46]

Mais, le format le plus utilisé est celui développé par William R.Pearson ‘FASTA’, au
départ c’était juste pour son programme Fasta mais son utilisation a devenu adopté au-dela de
ce simple programme et rendu populaire entre autre par le programme BLAST. [52, 53]

e Description :

Le format FASTA est un format de fichier texte utilisé pour stocker les séquences
biologiques, de nature nucléique ou protéique, Chaque séquence est composee de deux
parties, une ligne de description (defline ou entéte) et des lignes de séquences.

La ligne de description commence par un symbole supérieur-que “>’ suivi immédiatement
de I’identifiant de la séquence, puis un commentaire précédé par un espace, et concernant la
séquence, il est recommandé que toutes les lignes doivent étre plus courte que 80 caractéres,
I’apparition du symbole “>* & nouveau indique le début d’une nouvelle séquence, ce qui fait le
nombre de lignes commengant par > indique le nombre de sequences dans la banque. Un
fichier FASTA est conventionnellement signalé par une extension ‘.fasta’ ou ‘.fa’. [52, 53]

Voici un exemple de séquence nucléique : [53]

>gi|373251181 |ref |G _001742.2| Mus musculus olfactory receptor

GA xSJEBTW2GLP-600-754 (LOC25T7854) pseudogéne on chromosome 2
AGCCIGCCAAGCRARMCTTCACTGEAGTGIGCGTAGCATGCTAGTARCTGCATCTGRAATCTITTCAGCTGCT
IGETIGEECCTCTCRC A GGG T GTCTTCATGEGACTTTEATATITATITITGTACARCCTALGRGEN
ACARRATCCTTTGRACACTGRACARA AT TGGCITCCATATTITATACCTTAATCATCTCCATGITGRATTICATT
GATCARCAGTITARGAA R R A A G TGTAL R R A TGO TTTTAGRRAGRACGAGGCARRGTTATGCACARTARCT
TCTCATGRAGTCACAGTTTGTTARRAGTTGCCTTAGTTCACRAATARATRARATTATGTATGCTCTATARATTT
CAGIGR

Voici un exemple de séquence protéique : [53]

>gi | 5524211 |gh|ARD44166.1 | cytochrome b [Elephas maximus maximos]
LCLYTHIGENIYYGSY LY SETWN T GIMLLLITHMAT AFMGYVLPWNGOMS FWGATVITNLFSATIPYIGTNLV
EWIWGGFSVDEAT LNRFFAFHFILPFTHVALAGVHLTFLHETGSHNPLGLT SDSDEIPFHEYYTIEDFLG
LLILILLLLLLALLSPDHMLGDPDNHMPADPLNT PLEHIKPENY FLEAYATLESVPNELGGVLALFLSIVIL
GLMPFLHTSEHRSMMLEPLSQALFWI LTHDLLTLTWIGSPVEYPYTIIGOMASILYFEITLAFLPTIAGK
IENY

2.2.  Matrice de substitution NCU.4.4 :

Les alignements réalisés dans ce programme sont global et local pour des séquences
d’ADN, et la matrice de substitution utilisée était ‘NCU.4.4° dont ‘.4’ est son extension, la
matrice est comme suit :
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¥

¥ This matrix was created by Todd Lowe 12/10/92
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¥ Uses ambiguous nucleotide codes, probabilities rounded to
¥ nearest integer
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Figure-3.1- : Matrice de substitution (NUC.4.4) pour les séquences d’ADN.

Il est connu que les matrices de substitutions utilisées pour scorer des alignements de
séquences d’ADN doivent contenir les différentes relations entre bases azotiques (ATGC)
mais cette matrice contient 15 lettres, on explique sa par les relations physico-chimiques entre
bases azotiques, dont le W et le M ... etc. ont toutes des significations physico-chimique.

Matrice téléchargée depuis : ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/matrices/.

3. Implémentation :

Dans [D’application réalisée dans ce projet, on a essayé de tester les différentes
fonctionnalités étudiées en théorie, la programmation était en langage Java sous la
plateforme NetBeans, et les classes utilisées pour manipuler les séquences génétiques sont
importées a partir de I’API BioJava.

3.1.  Représentation de 'IHM :
e La premicre est la fenétre qui permet d’accéder au programme, par login et mot de passe.

Welcom dear user, fill in the informations to get in

If you are not registered use the key given by the owner to subscribe

User Name Maarouf Chifaa

PassWord v

You are not registered..or your name and pass word are incorrect

Figure-3.2- : Interface pour acceder au programme, avec un message d’erreur.
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File Help

Maarouf Chifaa

Date de naissance 28-04-1992

Grade Etudiante
Pass word
Programm code

[ nom | daten | grade
[Bensaid Naceur  16-04-1985 Médecin

‘ Maarouf Chifaa 28-04-1992 Etudiante
Maarouf Nafissa 21-06-1985 Médecin

Thanks, you can get in now.

Figure-3.3- : Interface pour inscrire dans le programme.

e La fenétre suivante est une interface de réception, ne contient pas de fonctionnalités, juste
elle crée le passage aux fenétres actifs (Alignement, et base de données) :

Welcom dear user

>> You would like to affect an alignement to your sequence ?

Follow this Button please : -

>> You would like to affect updates on your data base 7

Follow this Button please : -

Figure-3.4- : Interface d’accueil.

e Le bouton ‘Data Base’ ouvre une interface permettant la lecture du fichier FASTA, et
I’ajout d’une nouvelle séquence dans ce dernier :
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% Reading Gene sequence data bases and adding new | %} %

ElleEdit, .talp Regarderdans : | |, Application vi @%@~
NN "
X -t
| Emplacements l.', ! . ((
récents H& i } =
= “ '
B icon IHM Interface homme biojava-1.4.jar
ureau machine

wou =] Type: Fichier FASTA
To add a sequence to your data base Bibliothéques (( ,\: T’a,”e :370Ke ((
=0 4 e: 03/06/201519:25 || =2
B = Modifié le : 03/06/201519:25 || 2
QAN OARN @ PROT A - T —— AP
< biojava-1.7.1,jar exp.fasta GestionHopital .rar  log4j-1.2.17 jar
Ordinateur
v
=N
Q& Nom du fichier exp fasta v Ouvrir \
Réseau
Types de fichiers - | Tous les fichiers (") v Annuler

Figure-3.5- : Lecture d’un fichier de format FASTA a partir d’un ‘filedialog’.

On utilise la classe ‘readFasta’ pour déchiffrer le format, et ‘Sequencelterator’ pour balayer
tous le fichier, sans oublier de prendre en considération le type de séquences traitées (ADN,
ARN ou Protein) on manipulant les boutons radios :

if (type.equals("DHA"™)) {
Sequencelterator stream = S5egqlCTools.readFastaDNA (br) !

[
[¥1]

[
Figure-3.6- : Commandes pour teter le type de séquence et lire le fichier

{

while (stream.hasHext/()

Le résultat de lecture d’un fichier de format FASTA est 1’ensemble des entétes ou
(DefLines) pour les séquences qui se trouvent dans le fichier traité, et 1’ajout d’un simple

compteur permet de récupérer le nombre des séquences dans la base traitée :

n
File Edit Help

To add a sequence to your data base
Paste your entry here ..
QOADN (O ARN @ PROT

SPIRVCLAZ VTN NII. Vo075 Ta
splQ6GZX1]004R_FRG3G: 0.0% .
spIQ197F5(005L_IIV3: 0.0% ‘
SplQ6GZX0|005R_FRG3G: 0.0% |
splQ6GZX4|001R_FRG3G: 0.0%

splQ6GZX4|001R_FRG3G: 0.0%

SplQBGZX4|001R_FRG3G: 0.0%
Nubmer of sequences in data base is : 11 ¥

Figure-3.7- : Résultat de lecture d’un fichier FASTA, entete de chaque séquence et nombre
des séquences..
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L’ajout d’une nouvelle séquence nécessite de respecter le format FASTA, et une entrée qui ne
respecte pas les contraintes sera refusée :

To add a sequence to your data base

Paste your entry here ..
(ADN (O ARN @ PROT

Une séquence hors les normes de format FASTA

Your sequence doesn't respect the FASTA format..try to rewrite it please.

Figure-3.8- : Message d’erreur pour I’ajout d’une séquencede format incorrecte.

Et les séquences qui respectent les normes de format FASTA seront ajoutées vers la fin du
fichier choisit a partir d’une fenétre de dialogue ;
E X

File Edit Help

- 2

To add a sequence to your data base

Paste your entry here ..

(O ADN (U ARN @ PROT

>sp|Q6GZX4|001R_FRG3G Putative transcription factor 001R OS=Frog virug
MAFSAEDVLKEYDRRRRMEALLLSLYYPNDRKLLDYKEWSPPRVQVECPKAR
EKGLIVGHFSGIKYKGEKAQASEVDVNKMCCWVSKFKDAMRRYQGIQTCKIPG
AKIKAYNLTVEGVEGFVRYSRVTKQHVAAFLKELRHSKQYENVNLIHYILTDKR'

EKDLVKDFKALVESAHRMRQGHMINVKYILYQLLKKHGHGPDGPDILTVKTGS

<\ - T

Your sequence was added succesfully to the file exp.fasta

Figure-3.9- : Message de confirmation d’ajout de la séquence de format correcte.

e Le bouton ‘Alignment’ ouvre une interface qui permet de traiter les séquences génétique
de différentes facons, comme la traduction d’une séquence d’ADN vers une séquence
d’acides aminés apres transcription en ARN, la tache est réalisée en utilisant le code
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génétique (voire Table-1- partie 1 du 1* Chapitre), et les opérations de transcription et
traduction sont faites par les méthodes :

Figure-3.10- : Ligne de commande pour transcriptionet traduction d’ADN en ARN et
Proteine

File Edit Help

De quel Types est votre séquence ? @ AN (O ARN ) PROT
Sequence 1: AAGTTCCGTAAAACCCGTCGTA =
4
Sequence 2: >>The RNA equivalent sequence is 5

33guUCCoUaaaacceguegU
>>The PROTEIN equivalent sequence is :
KFRKTRR

[F——

Figure-3.11- : Résultat de transcription et traduction d’une séquence d’ ADN.

On peut aussi afficher une séquence quelque soit sa longueur ou type sélectionné dans une
nouvelle fenétre, le type est géré par les boutons radios :

L& Sequence treatment
File Edit Help

De quel Types est votre séquence ? QAN @ARN (O PROT
Sequence 1: CCUUUUUAMMCCACACAMCCCCUUUUUUUUj
v
[T Y

Sequence 2: ]

v

Figure-3.12- : Affichage d’une séquence d’ARN.
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Le ‘Dot Plot’ de deux séquence sera dessiné par des chaines de caractéres dont les étoiles
signifient les correspondances entre lettres des deux séquences, et les cases de non-
correspondances restent nulles remplis par des espaces, ¢’était juste un exemple pour traiter
nos échantillons, mais avec les séquences volumineuses il sera préferable de travailler avec
des images dont on remplace 1’étoile par le pixel noire au fond blanc ou I’inverse :

AAGGCCTTTGCTA

o

PHOOAAA00OO> >

L
v

Figure-3.13- : Résultat d’application du Dot Plot sur une séquence d’ADN.

L’alignement de deux séquences est 1’étape cruciale pour réaliser une recherche dans les
séquences génétiques. Le résultat obtenu de 1’alignement comprend le temps d’exécution
(Time), la taille des séquences alignées aprés ajout des gaps (Length), Score de 1’alignement,
la taille et le nom des deux séquences, requéte et cible (Query-Target), et ’alignement finale
chématisé :

Global alignment with Needleman-Wunsch:

Time (ms): 15
Length: 17
Score: 22
Query: Query, Length: 13
Target: Target, Length: 13
Query. 1~~aaggccttgc-ta 13

(]
Target: 1 aaaagg—tgccatg 13

L4

Figure-3.14- : Résultat pour I’alignement global de deux séquences d’ADN.
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Local alignment with Smith-Waterman:

Time (ms): 0

Length: 14

Score: 30

Query: Query, Length: 13

Target: Target, Length: 13
Query: 1 aaggcectttge—-t 12

el
Target: 3 aagg-—tgccat 12 g
|¥

<"

Figure-3.15- : Résulta pour 1’alignement local de deux séquences d’ ADN.

Le score était calculé en utilisant la matrice de substitution d’ADN ‘NCU.4.4°, le résultat
précedent concernent le méme paire de séquence, mais on remarque que le temps d’exécution
de la méthode globale est beaucoup plus grand que celui de la méthode locale, et le contraire
est juste pour le score d’alignement, puisque la méthode locale prend en considération le score
maximale qui existe pour construire I’alignement contrairement aux méthodes globales qui
alignent les séquences sur leurs totalités (voir chapitre 2 & la 2°™ partie).

3.2. Exemple:

Cet exemple est fait pour vérifier a partir de notre application les résultats obtenus dans les
exemples du 2tme Chapitre avec les deux algorithmes d’alignement global et local, dont on va
aligner les mémes séquences via ce programme, et voila les résultats obtenus avec les deux
alignements :
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De quel Types est votre séquence ? @®saN O ARN O PROT
Global alignment with Needleman-Wunsch:
Sequence 1: ATCCG [a]
Time (ms): 1s
Length: &
Score: 14
[L Query: Query, Length: S
:> Target: Target, Length: §
Sequence 2: AGTCG

Query: 1 a-tccg S
{3
Target: 1 agt-cg S

F——T»]

v

Figure-3.16- : Résultat d’alignement global pour I’exemple du 2°™ chapitre calculé par notre

programme.

De quel Types est votre séquence ? @ AN O ARN O PROT
Sequence 1: [ TGAC Local alignment with Smith-Waterman:
Time (ms): 0
Length: 2
Score: 10
C.;> Query: Query, Length: 4
Target: Target, Length: 3

Sequence 2: . GGA

Query: 2 ga 3

[T [Fe—T7]

Target: 2 ga 3

Figure-3.17- : Résultat d’alignement global pour I’exemple du 2°™ chapitre calculé par notre

programme.

On remarque [’obtention des mémes résultats par calcule manuelle, et par calcule
automatique des deux alignements, ici on ne peut pas comparer le score et le temps
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d’exécution puisque les séquences ne sont pas les méme, mais ce qu’on veut savoir, quel est
’autre critére qui influence le temps de calcule, on suppose le volume de donnée (la taille des
séguences), et on exécute pour comparer :

Local alignment with Smith-Waterman:

Time (ms) 15

Length: 142

Score: 267

Cluery: CQuery, Length: 110

Target: Tarqget, Length: 123

Query: 3 aggagagaga-t—tctetcggagat—c-tetcicggo-g-g—coctattaag- 47

FIIEE T T e

Target: 1 a-gagagacat-aga-cacac—agataacacagcicic-gcagagacacac-at—aga 51

Query: 48 cgegetcgagag--acatagag-—acacacag—t——acagatagaca-ag-tac 92 v
¥ T

Figure-3.18- : Résultat d’alignement de deux séquences génétiques de grande taille (s1=110,
§2=123).

Quand les autres exemples testés avec des alignements de séquences de petite taille,
I’exécution ce termine dans un temps trés court (moins que 1ms pour le calcul d’alignement
local), mais avec cette exemple de longues séquences qui dépassent 100 lettres, on remarque
que I’alignement local a pris 15ms, ce qui implique que la tiche sera a un niveau de
complexité plus élevé quand on traite les bases de sequences réelles absolument
volumineuses, dont chaque séquence peut contenir un nombre de lettres qui dépasse les
centaines.

Conclusion :

L’alignement global consomme plus de temps pendant 1’exécution que ’alignement local,
puisqu’il prend en considération les séquences a aligner sur leurs totalités, par ailleurs,
I’alignement local cherche seulement des segments de similarité, aussi les méethodes locales
peuvent réaliser un alignement global s’il est le meilleur qui existe, donc ils sont plus
génériques et préférables, et le choix reste en dépendance avec le besoin de 'utilisateur.

L’API BioJava est riche en outils de traitement de séquences, on a pu tester les plus connus
et relier a notre sujet, le but de cette partie et d’effectuer le nombre le plus grand possible des
opérations sur les séquences génétiques a partir de cette API, et surtout de réaliser un
alignement de séquences, mais ce qu’on a pas pu réaliser était I’application des alignements
entre une séquence requéte et toute une base de séquences pour extraire en résultat les
séquences alignées avec les scores les plus élevée organisées en décroissance, puisque
I’application des méthodes de programmation dynamique sur une base de séquences est
critique, la complexité de calcule dans ces algorithmes se dédouble avec le volume des
données traitées, 1’application de ces derniers va étre trés couteuse en terme du temps, la
solution est d’utiliser des heuristiques, mais elle est compliquée suite a I’absence des
algorithmes dans la documentation disponible sur I’API BioJava.
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Conclusion générale

Les bases de séquences génétiques sont aujourd’hui une masse trés grandes de données de
type String, riche en informations dont un traitement sur ces dernier permet d’extraire de
larges connaissances dans les deux domaines biologiques et médical, elles font le sujet du jour
et la derniére technologie en phase d’exploration.

La recherche dans les banques de séquences génétique se base sur I’opération d’alignement
de séquences, la méthode la plus classique était la méthode graphique ‘Dot Plot’ qui donne
des résultats interprétables visuellement, puis les méthodes plus précises et sensibles comme
I’alignement global et local en utilisant la programmation dynamique. On a pu prouver
théoriquement et pratiquement que la méthode locale est meilleure que la méthode globale,
mais les deux ne peuvent pas étre utilisées avec les banques de séquences puisqu’elles seront
tres couteuses en terme du temps grace a la complexité de leurs calculs, ils ne sont utile
qu’avec des paires de séquences a comparer, la solution était I’utilisation des heuristiques
(FASTA et BLAST) qui rend le balayage de toute la base de séquences rapide en sacrifiant un
peu de sensibilité, et en se basant sur la notion de mots.

On a pu a travers ce projet introduire cette discipline, et discuter les différentes
fonctionnalités proposé par la bioinformatique pour résoudre les problemes posés en biologie,
on était beaucoup plus intéressé par le coté informatique et algorithmique, pour savoir
comment traiter ce nouveau type de données qui différe absolument des autres types qu’on a
I’habitude d’utiliser, des formats différentes traités d’une manicre aussi différente.

On a utilis¢ I’API BioJava et comme résultats on a réalisé une interface graphique
permettant d’aligner deux séquences génétiques par les deux méthodes globale et locale en
implémentant les algorithmes Needleman & Wunsch et Smith & Waterman, avec affichage du
score de I’alignement, temps d’exécution, taille des séquences alignées et la représentation
des lettres alignées. L’autre fonctionnalité est la traduction d’une séquence d’ADN en ARN
puis en Protéine, et 1’affichage d’une séquence génétique. La troisiéme fonction était le
traitement d’un échantillon de format FASTA, il permet d’afficher ce dernier (sous forme des
descriptions des séquences qu’il contient, plus le nombre de ces séquences), et permet aussi
d’ajouter une nouvelle séquence au fichier.
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Perspectifs :

On espére que ce travail sera étendu dans d’autres projets pour développer encore plus la
recherche en bioinformatique.

Aucun travail n’est parfait, et aucune recherche scientifique se termine un jour, et ce projet
n’est qu’un départ, nous espérons qu’il continu et s’améliore de plus, et comme perspectives
on cite:

- Réalisation du systéme d’aide au diagnostic pour aider a découvrir les mutations
génétiques responsables de certaines hémoglobinopathies, ce travail est basé sur la
création - avec une méthode automatique — d’une banque de séquences pour les mutations
du géne correspondant, puis un mode de comparaison direct entre requéte et bases de
mutations, une généralisation pendant la création permet d’utiliser ce programme avec
plusieurs autres pathologies génétiques de méme nature.

- Implémentation des algorithmes de recherche dans les banques de séquences génétique
FASTA et BLAST en utilisant une autre API plus riche, ou une autre version de 1I’API
BioJava plus nouvelle.

Etude comparative entre matrice de substitutions qui existent pour pouvoir fixer des critéres
facilitant le choix de la matrice par rapport au sujet ou problématique traitée.
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