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I. Introduction
[.1 Concept de bioinformatique

Lors de sa création, la bicinformatique correspondait a I’utilisation de I’informatique pour
stocker et analyser les données de la biologie moléculaire. Cette définition originae a
maintenant été étendue et le terme bioinformatique est souvent associé a I’utilisation de
I’informatique pour résoudre les problemes scientifiques posés par la biologie dans son
ensemble (figure 1). Il s’agit dans tous les cas d’un champ de recherche multidisciplinaire qui

associe informaticiens, mathématiciens, physiciens et biologistes.
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Figure 1. Apport des mathématiques et de I’informatique dans
I’élucidation de problémes de biologie

La bioinformatique est ainsi une discipline relativement nouvelle, qui évolue en fonction des
nouveaux problémes poseés par la biologie moléculaire. En effet, 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. En effet, il est aujourd’hui démontré
que les données produites par les technologies de séquencage a haut débit seront plus
importantes que tout ce qui a été produit dans le passe y compris le web lui-méme. Les
scientifiques font donc face a de multiples challenges tant pour le stockage de ces données (les
nouvelles plateformes de séquengage peuvent produire jusqu’a 0,1 téraoctets de données par
heure) que pour leur analyse.
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En anglais on distingue deux termes:

+ «Bioinformatics» Analyse "in silico" de l'information biologique contenue dans les

séguences nucléques et protéiques

4+ «Computational biology» Ensemble de méthodes et de logiciels qui permettent de

gérer, manipuler, traiter et analyser les données biologiques

La bioinformatique est donc constituée par I’ensemble des concepts et des techniques
nécessaires a I’interprétation de [I’information génétique (séquences) et structurale
(repliement 3-D). C’est le décryptage de la "bioinformation” ou computational biology. La
bioinformatique est donc une branche théorique de la biologie. Son but, est d’effectuer la
synthese des données disponibles (a I’aide de modeles et de théories), d’énoncer des hypotheses
généralisatrices (ex.: comment les protéines se replient ou comment les especes évoluent), et de

formuler des prédictions (ex.: localiser ou prédire la fonction d’un géne).
La bioinformatique permet notamment de:

» Formaliser des problemes de biologie moléculaire;
= Développer des outils formels;

= Anayser les données;

» Prédire des résultats biologiques.

Cette discipline s’applique a tout type de données biologiques, en particulier moléculaires:

= Lesséquences d’ADN et de protéines

= Les structures d’ARN et de protéines

= Lescontenus en genes des génomes

» Lespucesa ADN (microarrays)

= Les réseaux d’interactions entre protéines
» Lesréseaux métaboliques

= Lesarbresde phylogénie
Elle permet ainsi de:

» Fare avancer les connaissances en biologie, en génétique humaine, en théorie de

I’évolution
= Aider alaconception de médicaments

=  Comprendre les maladies complexes



Introduction ala Bioinformatique Appliquée ala Génomique

|.2 La Bioinformatique, une histoire

Voici une breve promenade historique le long de quelques évenements biologiques ou

informatiques :

1646: Blaise Pascal invente une machine ("La Pascaline") capable d'effectuer des additions et

des soustractions afin d'aider son pére, collecteur d'impéts a Rouen.

1673: Gottfried Wilhelm von Leibniz construit une machine effectuant automatiquement les
additions, soustractions, multiplications et les divisions.

1812: Charles Babbage, professeur de mathématiques, réalise les plans d'une machine capable
d'exécuter n'importe quelle séquence de calculs au moyen d'une cinquantaine de roues dentées

qui étaient activées grace a des instructions lues sur une carte perforée.

1840: Collaboratrice de Charles Babbage et fille du poéte Lord Byron, Ada Lovelace,
mathématicienne, définit le principe des itérations successives dans I'exécution d'une opération.
En I'nonneur du mathématicien Arabe Al Khowarizmi, elle nomme le processus logique

d'exécution d'un programme : algorithme.

1854: George Boole pose les axiomes et regles de l'algébre booléenne, fondement des

ordinateurs a arithmétique binaire.
1866: Gregor Mendel publie seslois de I'hérédité a partie d'études menées chez | e Pois.

1896 : Herman Hollerith crée la Tabulating machine et fonde une compagnie, qui deviendra
IBM.

1901: De Vries redécouvre expérimentalement les lois de Mendel et publie "La théorie de la

mutation”.

1903: Walter S. Sutton (1903) et Boveri (1904) proposent pour la premiere fois d'associer les
genes au chromosome qui deviennent ainsi supports de I'hérédite.

/////

1909: Wilhem Johannsen dénomme "genes" les particules de |
puis redécouvertes par de Vries.

- Archibald Garrod propose la relation un géne-une enzyme a partir de |'étude d'une anomalie
meétabolique humaine: I'alcaptonurie (déficit en acide homogentisique-oxydase sur la voie du

catabolisme de latyrosine).

1913: Thomas Morgan et Alfred Sturtevant publient la premiere carte génétique du
chromosome X avec la position respective de 3 génes évaluée par le pourcentage de

recombinaison (phénomeéne de crossing-over).
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1915: Thomas Morgan publie avec Sturtevant, Muller et Bridge: "Le mécanisme de I'hérédité

mendélienne”.
1928: Fred Griffith fait les premieres expériences de la transformation bactérienne.

1930: Georges Stibitz construit un additionneur binaire, appelée "Calculateur de Nombres

Complexes’, en sappuyant sur les idées de Georges Boole.
1931: Konrad Zuse construit, le Z1 : premier calculateur digital électromécanique.

1935: Max Delbriick étudie le géne par e biais de I'effet induit par des rayonnements sur celui-
ci. Il fonde le Groupe du phage, avec Salvador Luria et Alfred Hershey six ans plus tard.

1936: Alan Turing définit le concept de la machine de Turing et de la les notions de fonctions
calculables.

1940: Alan Turing parvient a décrypter le code Enigma utilisé par I’Amirauté du Reich pour

communiquer avec ses sous-marins sillonnant I’ Atlantique.

1941: George Wells Beadle et Edward Tatum établissent la relation un "géne-une enzyme"

chez Neurospora crassa.

1944: Oswald Avery démontre avec Colin McLeod et McLyn McCarthy que I'ADN transporte
I'information génétique responsable de la transformation bactérienne.

- Erwin Schrédinger introduit la notion de programme et de code génétique.

- Howard Aiken termine la construction du Mark |: ler ordinateur éectronique a programme

interne (aregistre).

1946: L'annonce de I'ENIAC (Electronic Numerical Integrator and Computer) par J. Presper
Eckert, marque le début de I'histoire moderne des cal culateurs.

1947: Le DOE (agence fédérale responsable des programmes nucléaires aux Etats-Unis)
sengage dans les recherches génétiques.

- John Mauchly, J.P. Eckert, et John von Neumann travaillent a la conception d'un ordinateur
éectronique, I'EDVAC (Electronic Discret VAriable Computer) : ler calculateur a programme
enregistré. C'est le descendant direct de I'ENIAC (capacité mémoire est de 1024 mots de
44 hits).

1948: Claude Shannon publie "Une théorie mathématique de la communication” et est a
I'origine de lathéorie de I'information).
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1949: John Mauchly présente "Short Order Code", le premier langage de programmation.
EDSAC (Electronic Delay Sorage Automatic Computer): ler ordinateur numérique et

électronique basé sur |'architecture de John von Neumann.

1950: Alan Turing publie le Test de Turing, pour définir I'lA (intelligence artificielle) d'une

machine.

1952: Alfred Day Hershey et Chase démontrent que les bactériophages injectent leur ADN

dans les cellules hétes (corrélation entre I'ADN et I'information génétique).

1953: James Watson, Francis Crick et Maurice Wilkins (prix Nobel) découvrent la structure en
double hélice de 'ADN.

- Début de I'lBM 650, le premier ordinateur "commercia™.

1956: Frédérick Sanger établit la séquence en acides aminés de I'insuline.
- Vernon Ingram montre qu'une mutation liée a une atération héréditaire de I'némoglobine se
traduit par un changement d'un unigue acide aminé dans la protéine.

1960: DEC présente le PDP1, premier ordinateur commercia avec écran/clavier.
1961: Marshall Nirenberg et J. Heinrich Matthael déchiffrent le code génétique.

1965: Jacques Monod, Francois Jacob et André Wolf (prix Nobel) découvrent les mécanismes
de la régulation génétique impliqués dans le dogme centra de la biologie moléculaire, énoncé

initialement par Crick.
1970: Programme d'alignement global de sequences (algorithme de Needleman & Wunsch).
1971: Annonce du microprocesseur INTEL 4004 : 1ler microprocesseur.

1972: Clonage de fragments d'un plasmide bactérien dans le génome du virus SV40 (Paul Berg,

David Jackson, Robert Symons).

1973: Découverte des enzymes de restriction.

- Obtention d'une méthode fiable de transfection (introduction d'un ADN étranger) des cellules
eucaryotes grace aun virus (vecteur). (Franck Graham et Alex Van der Eb).

- Développement de I'ALTO de Xerox suite aux recherches demarrées en 1970. Ce prototype,
pensé pour devenir le bureau du futur, est le premier a introduire I'idée de fenétres et d'icones
gue l'on peut gérer grace a une souris. || ne seraintroduit sur le marché qu'en 1981 sous le nom
de Star 8010 qui connaitra un échec commercial total.

1977: Frédérick Sanger met au point la méthode de Sanger pour établir le séquencage. Premier

ensembl e de programmes sur I'analyse des sequences (Staden).
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- Création d'‘Apple Computer (Apple Il) et de Microsoft.

1978: Mutagenése dirigée. (Michael Smith)
- Séquencage du premier génome a ADN, le bactériophage phiX174 (5386pb) (Frederick
Sanger)

1980: David Botstein et Ronald Davis introduisent les marqueurs mol éculaires, notamment, les
RFLP.

- Découverte de la technique de FISH (hybridation in situ sur chromosome), technique
notamment utile dans la construction des banques génomiques (identification d'un fragment
d’ADN sur un chromosome).

- Création de la banque EMBL : banque européenne généraliste de séquences nucléques créee
a Heidelberg et financée par 'EMBO (European Moleculary Biology Organisation).Elle est
aujourd'hui diffusée par I'EBI (European Bioinformatics Institute, Cambridge, GB).

1981: Programme d'alignement local de séquences (algorithme de Smith et Waterman).
- Naissance du ler animal transgénique (une souris).

- Découverte des oncogenes humains.

1982: Création de la banque Genbank : bangue américaine généraliste de séquences nucléiques
créée par la société IntelliGenetics et diffusée aujourd’hui par le NCBI (National Center for

Biotechnol ogy Information).

1984: Développement de la réaction de polymérisation en chaine par Mullis de la PCR: outil
devenu indispensabl e tant en recherche appliquée que fondamentale : séquencage genomique et
cartographie, diagnostic génétique, analyse de |'expression des géenes.

- Creéation de la banque NBRF : bangue américaine géenéraliste de séquences protéiques créée
par laNBRF (National Biomedical Research Foundation).

1985: Programme FASTA (Fast Alignment, Pearson-Lipman) : recherche rapide d'aignements
locaux dans unebanque.

1986: Création de la banque DDBJ : banque japonaise généraliste de sequences nucléiques
créee par le NIG (National Institute of Genetics, Japon).

- Création de la banque SwissProt: banque généraiste de séquences protéiques créée a
I'Université de Geneve et maintenue depuis 1987 dans le cadre d'une collaboration, entre cette
université (via ExXPASy, Expert Protein Analysis System) et I'EBI.

1987: Rédlisation et commercialisation du premier séquenceur automatisé par la société

Applied Biosystems (Californie).
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- Mise au point d'un nouveau vecteur: le YAC (Yeast Artificial Chromosome), premier vecteur
permettant de cloner des fragments dADN 20 fois plus grands que les plasmides utilisés
jusqu'aors.

- Publication de |a 1ére carte génétique du génome humain.

- Apparition de latechnologie des puces a ADN.

1988: Création du projet HUGO (Human Genome Organization) pour coordonner les efforts de

cartographie et de séquencage entrepris dans le monde et éviter les doublons.

1989: INTERNET succede a ARPANET et BITNET.

- Découverte des marqueurs microsatellites.

- Découverte du systeme double hybride permettant d'étudier dans des cellules de levure
(ou d'Escherichia Coli) I'interaction entre deux protéines hybrides fusionnées a des facteurs de
transcription.

1990: Programme Blast: recherche rapide d'alignements locaux dans une banque.
1996: Sequencage du ler génome eucaryote, Saccharomyces cerevisiae (12 Mb).
1998: Sequencage du ler organisme pluricellulaire, Caenorhabditis elegans (100 Mb).
2000: Séguencage du ler génome de plante, Arabidopsis thaliana

2001: Annonce du décryptage presque complet du génome humain.

|.3 Lesapplications de la Bioinfor matique

La bioinformatique est non seulement devenue essentielle pour la recherche fondamentale
en génomique et en hiologie moléculaire, mais elle a également un impact majeur sur de
nombreux domaines de la biotechnologie et des sciences biomédicales. Elle a des applications
dans la conception de médicaments basés sur la connaissance, |I'analyse ADN médico-légale et

la biotechnologie agricole.

Les études informatiques sur les interactions protéine-ligand fournissent une base rationnelle
pour l'identification rapide de nouvelles pistes pour les médicaments synthétiques. La
connaissance des structures tridimensionnelles des protéines permet de concevoir des
molécules capables de se lier au site récepteur d'une protéine cible avec une grande affinité et
spécificité. Cette approche basée sur I’informatique réduit considérablement le temps et le codt
nécessaires au développement de médicaments plus puissants, avec moins d’effets secondaires

et moins de toxicité que I’approche traditionnelle par essais et erreurs.
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Dans le domaine de la santé, la génomique et la bioinformatique permettront de proposer
une médecine personnalisée. Le séguencage génomique a haute vitesse, associé a une
technologie informatique sophistiquée, permettra au médecin d’une clinique de séquencer
rapidement le génome du patient, de détecter facilement |es mutations potentiellement néfastes,

de diagnostiquer rapidement et de traiter efficacement les maladies.

Les outils bioinformatiques sont également utilisés en agriculture. Les bases de données sur
le génome des plantes et les analyses du profil d'expression génétique ont joué un role
important dans la mise au point de nouvelles variétés de cultures plus productives et plus

résistantes aux maladies

I1. Le séquencage de génomes
1.1 Historique

La génomique est née avec I’apparition des techniques de séquencage de I’ARN, puis de
I”’ADN. En 1965, Holley et ses collaborateurs ont séquencé les deux premiers acides nucléiques
de I’histoire, I’ARNt de I’alanine d’Escherichia coli, puis celui de la levure. C’est grace a la
capacité de purifier des ARNt particuliers et a la connaissance de RNAses dont |a spécificité
était connue que ces premiers séquencages ont pu avoir lieu. De plus, il a été possible de
déterminer la structure secondaire de I’ARNTt, puisque I’hybridation entre les bases était connue
a I’époque. C’est en 1971 que la premiére molécule d’ADN a été séquencée. Cette molécule
consistait en une séquence del2 nucléotides, soit la séquence des extrémités cohésives du
phage lambda. Ces premieres séquences ont été obtenues a I’aide de réactions chimiques
spécifigues, comme la dépurination. Ces methodes permettaient d’obtenir des sequences

longues de 10 a 20 nucl éotides.

En 1975, Sanger et Coulson ont introduit la méthode de terminaison des chaines pour le
séquencage de I’ADN. En 1977, Maxam et Gilbert ont concu une méthode similaire a celle de
Sanger, mais ils utilisaient plutdt des nucléotides qui ne permettaient pas I’élongation des
chaines. La méme année, Sanger a introduit la méthode des didéoxynucléotides, méthode qui
permettait de séquencer jusqu’a 100 nucléotides. Cette technique a permis le séquencage du

génome du phage PhiX, aussi publié en 1977.



Introduction ala Bioinformatique Appliquée ala Génomique

I1.2 Préparation de la sequence cible

Ces trois méthodes utilisent des bases communes: le brin d’ADN a séquencer est extrait,
amplifié, puis dénaturé (on sépare le double brin d’ADN en deux), et on utilise la polymérase,
une enzyme dont le réle est de dupliquer un lément. L'amplification, c'est a dire la réplication
de la séquence, est réalisee a partir d'une technique appelée PCR ou "Polymerase Chain
Reaction” (réaction de polymeérisation en chaine). Cela permet de dupliquer a plusieurs millions

d'exemplaires un fragment dADN gréce al'’ADN polymérase.

Cette technique utilise des cycles de trois phases au cours desquelles chague double brin est
dénaturé et séparé de sa polymérase (qui est maintenu par des protéines). Une variation
spécifique de la température permet aux nombreuses amorces présentes en suspension dans la
solution de shybrider aux simples brins sans que ceux-ci ne shybrident entre eux (ce qui

rendrait impossible I'accrochage de I'amorce).

Enfin, la polymérase assimile progressivement les nucléotides néoformés libres gjoutés
également dans la solution jusqu'a lI'obtention de doubles brins complets; c’est I’élongation. Le
cycle, d'une durée maximum de quatre minutes, est répété en boucles de nombreuses fois (entre
35 et 45 par PCR) et double e nombre de brins a chaque fois (suite logique de puissance 2). La
dénaturation (ou déshybridation), c'est a dire la séparation des deux brins composant la
molécule dADN, est obtenue par élévation de température ce qui a pour effet de fragiliser les

liaisons hydrogénes reliant les bases azotées (figure 2).
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[1.3. Principedela M éthode de Maxam & Gilbert

Cette méthode utilise des échantillons d’ADN double brin et ne nécessite donc pas le

clonage de I’ADN dans un vecteur pour produire de I’ADN simple brin comme c’est le cas

pour la méthode de Sanger. Cette méthode est basée sur une degradation chimique de I’ADN et

utilise les réactivités différentes des quatre bases A, T, G et C, pour réaliser des coupures

sélectives. Les réactifs sont résumés dans le tableau |. En reconstituant I’ordre des coupures,

on peut remonter alaséquence des nucléotides de I’ADN correspondant.

Tableau | : Principaux agents chimiques utilisés pour la méthode de séquencage Maxam et Gilbert

Bases Altérations des bases Suppression des bases Coupuredu brin
G diméthylsulfate piperidine piperidine
A+G acide acide piperidine
C+T hydrazine piperidine piperidine
C Hydrazine + alkali piperidine piperidine
A>C alkali piperidine piperidine

10
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Ce séguengage chimique peut-étre décompose en six étapes successives (figure 3):

1. Marquage. Les extrémités des deux brins d’ADN a séquencer sont marquées par un
traceur radioactif (**P). Cette réaction se fait en général au moyen d’ATP radioactif et de

polynucl éotide kinase.

2. Isolement du fragment d’ADN a séquencer. Celui-ci est séparé au moyen d’une
électrophorese sur un gel de polyacrylamide. Le fragment d’ADN est découpé du gel et
récupéré par diffusion.

3. Séparation de brins. Les deux brins de chaque fragment d’ADN sont séparés par

dénaturation thermique, puis purifiés par une nouvelle électrophorése.

4. M odifications chimiques spécifiques. Les ADN simple-brin sont soumis a des réactions
chimiques spécifiques des différents types de base. Walter Gilbert a mis au point plusieurs
types de réactions spécifiques, effectuées en paralléle sur une fraction de chaque brin
d’ADN marqué. Par exemple une pour les G (alkylation par le diméthyle sulfate), une pour
G et les A (dépurination), une pour les C et une pour les C et les T (hydrolyse alkaline). Ces
différentes réactions sont effectuées dans des conditions trés ménagées, de sorte qu’en
moyenne chague molécule d’ADN ne porte que zéro ou une modification.

5. Coupure. Apres ces réactions, I’ADN est clivé au niveau de la modification par réaction

avec une base, la pipéridine.

6. Analyse. Pour chaque fragment, les produits des différentes réactions sont séparés par
électrophorése et analysés pour reconstituer la séquence de I’ADN. Cette analyse est

analogue a celle que I’on effectue pour la méthode de Sanger.

La méthode de Maxam et Gilbert nécessite des réactifs chimiques toxiques et reste limitée
guant a la taille des fragments d’ADN qu’elle permet d’analyser (<250 nucléotides). Moins
facile arobotiser, cette technique est aujourd'hui trés peu utilisée.

11
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I1.4 Principe de la M éthode de Sanger

Cette méthode est basée sur I’interruption de la synthése enzymatique d’un brin d’ADN
complémentaire (arrét d’élongation). L’ADN a séquencer est cloné et de nombreuses molécules
d’ADN simple brin sont produites. Une courte amorce d’oligonucléotides (généralement
synthétisée chimiquement et éventuellement marquée) est ajoutée a I’ADN. Le point de

fixation de I’amorce sert de point de départ pour la synthese du brin complémentaire.

Le recopiage d’un brin matrice par une ADN polymérase ADN dépendante (Taq) est initiée
par la fixation d’un oligonucléotide spécifique (amorce), complémentaire du brin matrice. Cette
ADN polymérase va permettre I’élongation d’un nouveau brin complémentaire du brin matrice
dans le sens 5°-3’. L’ADN polymérase permet I’incorporation de nucléotides (dNTP:
déoxynucléotides) libres présents dans le milieu réactionnel par la formation d’un pont

phosphodiester entre le 3’OH de la chaine et le 5” phosphate du dNTP suivant.

La réaction de Sanger repose sur I’incorporation aléatoire par cette ADN polymérase de
didéoxynucléotides interrupteurs de chaine (ddNTP) eux aussi présents dans le milieu
réactionnegl. Ces ddNTP différent des ANTP par leur extrémité 3’. L’extrémité 3’OH des dNTP
est remplacée par une extrémité 3’H (figure 4). Cette modification empéche la formation de la
liaison phosphodiester entre le ddNTP incorporé dans la chaine et le nucléotide suivant.

L allongement de la chaine est alors interrompul.

Dans le milieu réactionnel il y a compétition entre les dNTP et les ddNTP. Le rapport
spécifiqgue ddNTP/ANTP et I’affinité de la Tag pour chaque nucléotide sont optimisés de telle
facon qu’un ddNTP soit statistiguement incorporé a toutes les positions possibles. Une
migration électrophorétique du produit de cette réaction de séquence sur un gel trés résolutif
(polyacrylamide) va séparer tous les fragments présents en fonction de leur masse moléculaire
(taille). Les plus petits fragments vont migrer plus rapidement que les grands. La grande
résolution de ce gel permet de distinguer des fragments différents entre eux d’une paire de base.
L’identification du ddNTP présent a I’extrémité 3’ de chaque fragment déterminera la séquence

nucl éotidique du brin matrice initial (figure5).
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Base azotée

Base azotée

O o) 9)
o I 1 1
OO0

OH oo o®

Figure 4: Les deux types de nucléotides triphosphates utilisés dans la

méthode de Sanger. A. Groupement OH présent, désoxyribonucléotide (ANTP). B.
Groupement OH absent didésoxyribonucléotide (ddNTP)
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Figure 5:Réaction de séquencage par la méthode de Sanger

[1.5 Automatisation du séquencage

Aujourd'hui, la plupart des séquencages sont réalisés par des séquenceurs industriels
entierement automatisés. Ceux-ci utilisent la technique de Sanger mais avec des méthodes de

révéation différentes.

Les fragments d/ADN sont marqués par des marqueurs fluorescents; leur taille est ensuite

déterminée par chromatographie ou é ectrophorése assistée par ordinateur.

Avec ces techniques, on peut séquencer jusqu'a 1000 bases avec les meilleurs séquenceurs
contre 200 a 300 via une méthode manuelle comme celles exposées ci-dessus. En effet, lors de
I’électrophorese  manuelle, le nombre de bases est limité afin de ne pas rendre le
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chromatogramme illisible par la surcharge des bandes et ainsi ne plus permettre une lecture

horizontale.

C’est notamment gréce a la rapidité de ces appareils que le sequencage du génome humain
fut réalisé en un temps record par rapport aux prévisions effectuées lors du démarrage du

projet.

Plus adaptée a la robotisation, la méthode de Sanger a été largement développée gréace a
plusieurs avancées technol ogiques importantes :

Lamise au point de vecteurs de séquencage adaptés, comme le phage M 13 dével oppé par
Joachim Messing au début des années 1980.
Le développement de la synthese chimique automatisée des oligonucléotides qui sont
utilisés comme amorces dans la synthese.
L'introduction de traceurs fluorescents a la place des marqueurs radioactifs utilisés
initialement. Ce progres a permis de sortir le séquencage des piéces confinées, réservées a
I'usage des radioi sotopes.
L ‘adaptation de la technique PCR pour |e séquencage.

L 'utilisation de séquenceurs automatiques de genes.

L'utilisation de |'éectrophorese capillaire pour la séparation et l'andyse A cOté des
sequenceurs en gel plat, les sequenceurs capillaires ont apporté une plus grande automatisation
dans les laboratoires de plus en plus demandeurs en séquencage de routine. La technique de
Sanger est celle qui est mise en ceuvre dans les premiers séquenceurs automatiques (le premier
sequenceur automatisé a été mis au point en 1987, par la compagnie Applied Biosystem ABI).

En général I’automatisation requiert I’emploi:
d'un systéme d'é ectrophorése piloté par ordinateur,
des marqueurs fluorescents de différentes couleurs qui sont révélés apres excitation par
un laser al'aide d'une caméra CCD.
des logicielles permettant I'analyse des signaux sortant de I'appareil et leur mise en forme
sous forme de résultats (él ectrophorégramme et séquence).
d'un robot passeur d'échantillon permettant d'enchainer les échantillons les uns a la suite

des autres (notamment passage de plagues de réaction a 96 puits (12x8)).

Les sequenceurs capillaires
Un séquenceur de gene a capillaire utilise des tubes capillaires de verre ayant quelques
microns de diamétre, sur plusieurs dizaines de centimetres de longueur (30 a50 cm en général),
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pour réaliser la séparation des brins d’ADN durant I’électrophorése. Avec genéralement un
nombre de capillaires multiples de 2 (2, 4, 8, 16...). On multiplie ainsi e nombre de migrations
simultanées, ce qui permet de passer un plus grand nombre d’échantillons dans le méme laps de

temps.

Les instruments a capillaire les plus modernes de séquencage automatique de I’ADN sont
capables de lire jusqu’a 384 échantillons d’un coup (1 run) et réaliser jusqu’a 24 runs en une
journée. Ces instruments ne réalisent que la séparation des brins et la lecture des pics ; les
réactions de séquencage, la purification et la suspension dans un tampon approprié doivent étre

réalisées separément, de facon manuelle ou a I’aide d’un robot pipeter.

Les séquenceurs automatiques présentent de nombreux avantages. |’automatisation et
I’utilisation d’une chromatographie au lieu d’une électrophorése permet un gain de temps
appréciable. Le colt de revient est bien moindre. De plus, ce type de séquenceurs permet de lire
plusieurs centaines de nucléotides avec une tres bonne qualité, jusqu’a 1000 a 1100 pb pour les

appareils les plus performants.

[1.6 Le pyroséquencage: méthode non Sanger de sequencage

Le pyroséquencage est de loin la technique non Sanger qui a connu le plus de succés. Cette
technique de sequencage d’ADN introduite depuis1988, par Hyman et al., et amélioré par un
groupe suédois par introduction de la PCR. Il s’agit d’un séquencage par synthese (sequencing
by sysnthesis, SBS) et qui se caractérise par la révélation en temps réel de I’activité de I’ADN

polymérase (real time sequencing) qui goute un seul nucléotide non fluorescent alafois.

Principe du pyroséquencage

Le pyroséquencage se déroule en 5 étapesillustrées danslafigure 6:

Etape 1. Consiste a préparer le mélange réactionnel, avec les enzymes clefs et les
différents substrats

Etape 2: Ici, les nucléotides ne sont pas ajoutés tous ensemble comme dans une réaction
de séquencage normale mais I’un aprés I’autre. Si le nucléotide gouté dans le milieu
réactionnél correspond a celui attendu par la polymérase, il est incorporé dans le brin en

cours de synthese (d’élongation) et libere un pyrophosphate.

Etape 3:L’ATP sulfurylase vient aors transformer ce Pyrophophate (PPi) en ATP qui est
alors utilisé, couplé a une Luciférine, par une Luciférase. On a aors production

d’Oxyluciférine et d’un signal lumineux
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Etape 4. L’Apyrase dégrade les nucléotides en surplus.

Etape 5: Le signale lumineux est capté par un capteur CCD (Charge-Coupled Device)
puis reproduit sous forme d’un pic sur le pyrogramme. La hauteur de ce pic est fonction
de I’intensité du signal lumineux, elle-méme proportionnelle au nombre de nucléotides
incorporés en méme temps. On peut donc déduire la séquence a partir de lataille des pics
obtenus. Par ailleurs, en cas de mélange de nucléotides a une méme position
(polymorphisme de séquence), la taille des pics permet d’avoir une quantification de la
proportion de brins porteurs de 1’un ou I’autre des nucléotides.

Avantages et limitations de la technique de pyroséguencage

Le pyroséquencage est une technique qui permet d’effectuer un séquencage rapide et a
moindre colt qu’un séquencage par la méthode de Sanger. En effet, cette technique ne
nécessite pas de clonage (donc gain de temps et d’argent), et permet une lecture directe de la

sequence obtenue apres le séquencage.

Toutefois, contrairement aux méthodes traditionnelles, le pyroséquencage ne peut sequencer
que des brins d’une centaine de bases azotées (100 pb). Par conseéquent, cette méthode n’est pas
treés courante. Elle est utilisée principalement pour détecter des mutations sur des séquences
ciblées par comparaisons de brins.

Avec cette capacité de lecture le pyrosequencage trouve son application dans I’identification
d’étiquettes des séquences (ségquence tag), le minis-séquencage de SNP (Sngle Nucleotid
Polymorphism) connu, et pour la cartographie relative des génomes par rapport a une séguence
de référence.
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Etape 1

Une amorce de séquencage est hybridée a la matrice d’ADN simple brin
obtenu par PCR en présence:
Enzymes =» ADN polymérase, ATP sulfurylase, Luciférase et Apyrase
Substrats =» Adénosine 5’ phosphosulfate (APS) et Lucéférine

Etape 2
Polymé
(ADN), + dNTP ——~"""**_ (ADN)_,, +PPi
Etape 3
~ Sulfu
APS + PPi ATP
Luciférine Oxyluciférine

Luminescence

ATP Luminescence

Temps
L'incorporation de chague nucléotide

génere une luminescence traduite par un
pic dans le pyrogramme

Etape 4
Apyrase )
dNTP —— > dNDP + dNMP + phosphate
Apyrase )
ATP — ADP + AMP + phosphate
ELEREE Séquence nucléotidique
G C — A GG CC T

G C 18 A G C i
Nucléotide ajouté

Y

Figure 6: Etapes de déroulement du pyrosequencage
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1.7 Le sequencage a haut débit (nouvelle génération de séquencage)

Depuis 2005, I’émergence de nouvelles technologies considérées comme la nouvelle ou
seconde génération de séquencage (NGS, next-generation sequencing) a permis de séquencer
avec des débits qui évoluent encore aujourd’hui de fagon phénoménale.

Les trois (03) technologies de séquencage qui dominent actuellement le marché se
démarguent les unes des autres par les chimies qui les constituent. Elles se décomposent
cependant toutes en quatre (04) grandes éapes principales: la préparation des librairies qui
contient une étape d’amplification par PCR, les cycles de réactions de séquencage, la prise
d’image apres chacun de ces cycles pour déterminer le nucléotide correspondant, puis I’analyse
des données. Ces nouvelles générations de machines ont pour avantage leur capacité a analyser

aanayser de grands génomes a haute résolution grace ala parallélisation des réactions.

I1.7.1 454/Roche

Le premier des séquenceurs de nouvelle génération a été commercialisé par 454 Life
Sciences en 2005, depuis racheté par Roche, mais la plateforme est toujours connue sous le

nom générique de 454.

La spécificité de cette technologie repose sur une PCR en émulsion pour I’amplification des
fragments a séquencer. La PCR a lieu dans une microgoutte renfermant une microbille
d’agarose en phase aqueuse, separée des autres billes (plusieurs millions) par de I’huile. On
obtient ainsi des copies d’un seul fragment d’ADN par bille (figure 7). Chacune des billes est

ensuite déposée dans un des 1,6 millions de puits d’un support solide PTP (PicoTiter Plate).

Des réactions de pyroséquencage ont alors lieu a I’échelle du picolitre dans chague puits: un
flux de nucléotide (chaque nucléotide I’'un aprés I’autre) traverse la PTP et lorsque I’un d’entre
eux est incorporé par la polymérase, un pyrophosphate est libéré. Le reste de la réaction se

déroule comme décrit précédemment (cf. Chap. 11.6).

On obtient ainsi jusqu’a 900 Mégabytes de données en une dizaine d’heures, soit 15.000 fois
plus qu’avec les méthodes de séquencage classiques. Cette technologie présente la plus grande
taille de lecture (jusqu'a 700 pb par rapport a 100 pb a ses débuts) et sa grande précision larend

appropriée au séquencage de novo.
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o Rr N W A U O N

Amplification dans des microréacteurs en émulsion
(une molécule par bille)

S PR

Amorces (sur les billes),
brin matrice,

dNTPs

et polymérase
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2
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» ) t" Pyroséquencage dNTP
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Sulphurylase
ATP
Luciférase ; I Luciférine

Luminescence et oxyluciférine

Figure 7: Séquencage haut débit par la technologie 454. PTP: PicoTiter Plate, PPi :
pyrophosphate inorganique, APS : adénosine phosphosulphate, ATP : adénosine triphosphate

I1.7.2 Solexal/l llumina

L’entreprise Solexa a commercialisée son premier séguenceur avec succes en 2006, le
Genome Analyzer (GA). La spécificité de cette technologie repose sur une amplification en

pont (bridge PCR) des fragments a séquencer.

La réaction se déroule sur une surface en verre appelée flow cell (FC), similaire a une lame
de microscope, divisée en huit lignes (a I’origine, une ligne par échantillon). Les fragments de
la librairie & séquencer possédent des adaptateurs a leurs extrémités. Ceux-ci vont leur
permettre de se fixer de facon aléatoire sur la FC, par hybridation sur les amorces qui en

couvrent la surface (figure 8)
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Un nouveau brin est alors synthétise par une polymérase (figure 8a); il est fixé de fagon
covalente a la FC. Le brin d’origine est alors éliminé par dénaturation (b) et I’extrémité libre du
brin restant s’hybride a une amorcé adjacente pour former un pont (c). La polymérase
synthétise a nouveau le brin complémentaire pour former un pont d’ADN double brin (d) puis
les deux copies sont libérées par dénaturation (€). Le cycle de dénaturation en pont
(étapes c a €) recommence pour former un regroupement d’ADN clonal en une appelée cluster

(f). Les brins anti-sens (correspondants aux amorces vertes) sont ensuite clivés (g); c’est la

linéarisation.
Flow Cell
m Amorces fixées
| surla Flow Cell
! |
|
/ | '
|

—

X

‘m
‘c‘

Cluster

1

A1 e | | AR ae |
Ly 20 « I

e

Figure 8: Amplification en pont de la technologie Solexa/l lumina. a) Synthése du brin
complémentaire par une polymérase. b) Dénaturation. c) Formation d’un pont. d) Synthése du brin

complémentaire par une polymérase. €) Dénaturation. f) Nombreux cyclesc ae. g) Linéarisation.

L’extrémité 3’ livre des fragments d’ADN est bloquée et I’amorce de séquengage S’y
hybride (figure 9). Le séquencage s’effectue sur des centaines de millions de clusters
simultanément, gréce a une chimie de terminateurs réversibles. Ainsi, des nucléotides bloqués
marqués par fluorescence sont ajoutés, I’un d’entre eux est incorporé, la fluorescence est
relevée puis le fluorophore et le bloqueur sont clivés permettant I’ajout d’un nouveau
nucléotide. A chaque cycle d’incorporation une base peut étre déterminée.
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Blocage des extrémités 3’

& Amorce de
séguencgage

/
2 e
-

A

Nucléotides marqués
par fluorescence

Figure9: Détail delatechnologie Solexa/lllumina.

Cette chimie a pour avantage de séquencer correctement les homopolymeéres. Toutefois, elle
a pour inconveénient de lire peu de bases (36 a ses debuts, jusqu’a 150 bases de nos jours), ce
qui le rend approprié a I’analyse de génomes dont on a une bonne annotation. La technologie
Solexal/lllumina peut produire jusgu'a 600 Gigabites de données en une dizaine de jours, ce qui

fait d’elle le leader sur le marché du séquencage.

[1.7.3 SOLiID

Le SOLID (Sequencing by oligonucleotide Ligation and Detection) a été la troisieme
plateforme de séquencage de nouvelle génération, commercialisée par Applied Biosystems

(aujourd’hui Life Technologies) depuis 2007.

Cette technologie repose également sur une PCR en émulsion sur billes. Le séquencage ne
s’effectue toutefois pas par synthése comme sur les plateformes précédentes mais par ligation
(figure 10).
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Une amorce de séquencage universelle se fixe sur I’adaptateur puis des oligonucléotides
dégénérés de huit (08) bases, marqués par fluorescence, sont goutés
(étape 1). Dés que I’un d’entre eux correspond a la séquence adjacente a I’amorce, la ligase le
fixe et de la fluorescence est émise, permettant d’identifier I’oligonucléotide fixé et d’interroger
ains ses premieres bases (étapes 1, 2). Un clivage chimique retire les bases 6 a 8 ainsi que le
fluorophore puis les oligonucl éotides sont alors ajoutés a nouveau; on identifie les bases 6 a 7
du fragment a ségquencer, puis dans un troisieme temps les bases 11 et 12, et ains de suite
jusgu’aux bases 31 et 32 (étapes 3, 4). Un deuxieme cycle de ligation est alors entamé avec une
amorce universelle se fixant en position n-1 et on identifie les bases en position O et 1, 5 et 6, et
ainsi de suite jusqu’aux bases 30 et 31 (étapes 5, 6). Trois (03) nouveaux cycles de ligation
sont effectués grace a des amorces se fixant en n-2, n-3 puis n-4 (étape 7). Le nombre de cycles
de ligation, détection et clivage détermine ainsi la longueur de lecture, de 35 bases dans le cas
présentéici a 75 bases.

1. Hybridation et ligation

Oligonucléotide marqué
(interrogation de 2 bases)

3 Séquence ”
/ ok 5. Changement d’amorce
POH b TTE
vl L g Ale
mim 6 =5 et B i
: B 1P
Cycle avec 1%¢amorce : sl D T Dy —_—
w i B K 3 e ce Amorce de séquencage universelle (n-1) i 1. Dissociation du
N - versele kY3 - n 3'I'I'I'I'I'H'I'I'I'I'!'!"'I'l'"\\\2.Hybridation dune____/  brinsynthétisé
morce de seq;en;age universelle (n) AT » Site de clivage V nouvelle amorce
# L 3 - 3
Adaptateur i Séquence cible
Bille (1 um)
6. Répétition des étapes 1-4 avec une nouvelle amorce
Excitation Fluorescence
. ”
2. Prise d'image \\A /_} Décalage d’une base
] 5E Cycle avec 2® amorce (n-1) u
4 1
TA
Amorce de séquengage universelle (n-1) AA  CA  CG AL TA cc
3 TITTTTIITTT T AT T T T T T TR T T T A TN T T I T
- R NIRRT IR NN Ariininey
i . T GT GC T AT GG
3. Clivage chimique
Agent de clivage
HO rn/ PR . .
7. Répétition des étapes 5-6 avec amorces n-2, n-3 puis n-4
AT
P
TP Position de lecture de labase ‘'z 1 7 1 4 s 8 ¢ 100 (12 e el vs v 1 ol 2 e s e 2 0 1 0 0
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® Indique les positions des bases interrogées Cycle de ligation Wz & + w '+ @
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Figure 10: Etapes de séquencage par la technologie SOLID.
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Avec cette technologie, chaque base est lue deux fois, ce qui explique sa grande précision et
qui la rend adaptée au reséquencage ou a I’analyse de polymorphismes. Néanmoins, la
complexité de fonctionnement de cette plateforme de séquencage en est un inconvénient étant

donné qu’elle implique un lourd travail d’analyse.

11 LesBases de données biologiques

Une base ou banque de données est un ensemble structuré et organisé permettant |le stockage
de grandes quantités d’informations afin d’en faciliter leur utilisation (ajout, mise a jour,

recherche et éventuellement analyse dans les systémes les plus évolués) (figure 11).

L’ensemble des données relatives a un domaine particulier, sont organisées par traitement
informatique et peuvent étre accessible en ligne et a distance. Elles sont souvent stockées sous

la forme d’un fichier texte formaté, respectant une disposition particuliere.

—
3D Domains

Structure
Orgamnism

CDD/CDART == Taxonomy
Protein Genome
UniSTS
HomoloGene
SNP
UniGene \
f@@
Gene
GEO/GDS
PopSet Nucleotide

Figure 11: Exemple d’une base de données biologiques: NCBI (National

Center for Biotechnology Information).

Il existe un grand nombre de bangues ou bases de données d'intérét biologique. Nous en
distinguons deux types:

- Banques généralistes: Celles-ci correspondent a une collecte des données la plus exhaustive

possible et offrent finalement un ensemble plutét hétérogéne d'informations tel's que:
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Banques de séquences nucléiques
Banques de séquences nucléiques
Banques de séquences protéiques
Banques de structure 3D de macromolécules

Banques d’articles scientifiques

Ce type de base de données présente comme avantage de tout permettre de consulter en une
seule fois. Elles présentent toutefois des inconveénients tels qu’une difficulté a maintenir et a

interroger.

- Banques spécialisées. Elles correspondent & des données plus homogenes établies autour
d'une thématique et qui offrent une valeur ajoutée a partir d'une technique particuliere ou d'un
intérét suscité par un groupe d'individus (ex. banques spécialisées pour un génome, banques de

séquences d'immunologies, banques sur des séquences validées...)

e Avantage: facilité pour mettre a jour les données, vérifier leur intégrité, offre une
interface adaptée.
® Inconvénients. ne cible pas toujours ce que I’on veut; toutes les banques possibles

n’existent pas.

[11.1 Les Banques de séquences biologiques

Il existe un grand nombre de bases de données d'intérét biologique. Ici, nous nous limiterons
a une présentation des principales banques de données publiques, basées sur la structure
primaire des séquences nucléiques, et qui sont largement utilisées dans |'analyse informatique

des séquences.

En effet, la séquence est I'éément central autour duquel les banques de données se sont
constituées. Les séquences biologiques, dés qu'elles ont pu étre établies, ont trés tot fait I'objet
d'une compilation dans les banques de données. La premiére compilation de protéines est
publiée en 1965 par Margaret Dayhoff: c'est I'Atlas of Protein Sequences qui contient alors

50 entrées. D'abord imprimé jusqu'en 1978, il fut ensuite proposé sous forme él ectronique.

C'est au début des années 80 que les premieres banques de séquences sont apparues sous
I'initiative de quelques équipes dont la premiére a l'initiative de Grantham et C. Gautier a Lyon.
Tres rapidement avec les évolutions techniques du séquencage, la collecte et la gestion des
données ont nécessité une organisation plus conségquente. Plusieurs organismes ont pris en

charge la production de telles bases de données.
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Ains sont nées trois (03) banques nuclé ques:

EMBL: banque européenne créée en 1980 et financée par I'EMBO (European
Moleculary Biology Organization), elle est aujourd'hui diffusée par I'EBI (European
Bioinformatics Institute, Cambridge, UK).

GenBank: créée en 1982 par la société IntelliGenetics et diffusée maintenant par le
NCBI (National Center for Biotechnology Information, US).

DDBJ: créee en 1986 et diffusée par le NIG (National Institute of Genetics, Japan)

Ces trois banques séchangent systématiquement leur contenu depuis 1987 et ont adopté un
systéme de conventions communes : "The DDBJEMBL/GenBankFeature Table Definition",
garantissant ainsi dans chacune d’elles un ensemble de données le plus complet possible

Chaque enregistrement ou « entrée » correspond a une séquence nucléque.

Parallélement, pour les protéines, deux bangues principales ont été créées. La premiére, sous
I'influence du National Biomedical Research Foundation (NBRF) & Washington, produit
maintenant une association de données issues du MIPS (Martinsried Ingtitute for Protein
Sequences), de la base Japonaise JIPID (Japan International Protein Information Database) et
des données propres de la NBRF. Elle se nomme la Protein Identification Ressource (PIR-
NBRF). La deuxieme, Swissprot a été constituée a I'Université de Genéeve a partir de 1986 et
regroupe entre autres des séquences annotées de la PIR-NBRF ainsi que des séguences
codantes traduites de 'EMBL.

Dans la suite de ce document nous nous intéresserons particulierement aux trois (03)

banques de données nucl é ques présentées ci-dessus.

[11.2 Les Banques de séquences nucléiques

Comme mentionné ultérieurement les trois (03) banques nucléotidiques principales
coexistent et coopérent entre elles. Elles collectent des informations de sequences (ADN et
ARN), associées ou non a une publication, par soumission directe des auteurs ce qui représente
95% de I’ensemble des données, mais également par balayage systématique de la littérature
scientifique (principalement les brevets). Chaque enregistrement ou « entrée » correspond a une
séquence nucléique. Afin d’identifier ces séquences, les différentes banques de données leur
assignent des Numéros d’Accession (Accession Number) uniques au sein de leur collections

respectives.
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L’organisation de I’information suit un format général ou les données sont organisees
sequentiellement. Les banques sont distribuées dans un fichier plat «Flat file » c’est-a-dire

sous la forme d’un simple fichier texte (format .txt).

D’autre part, une fiche ou entrée dans une banque nucléotidique comporte deux (02) parties
essentielles. La premiére contient des informations relatives a la séquence ou qu’on appelle
annotation. Cette derniere est organisée sous forme de champs regroupant des informations de
méme type permettant ainsi de faciliter I’accés a I’information. La deuxiéme partie contient la
sequence elle-méme (Voir les exemples d’entrées dans les paragraphes suivant).

Afin d’éviter toute ambiguité, les séquences sont représentés par leur codes IUPAC standard
(figure 12). De plus toutes les séquences quelles soit ADN ou ARN sont écrites avec des T

(Thymine) et sont toujours orientées de 5’ a 3’.

acid codes
Ala Alanine

Arg Arginine

Asn Asparagine
Asp Aspartic acid

g
'—l-
2]
(o]

Codes IUPAC

Cys Cysteine

Nucleic acid codes GIxGlutanine

Trp Tryptophan

Tyr Tyrosine

Val Valine

Asx Aspartic acid or Asparagine
Glx Glutamine or Glutamic acid
Xaa Any amino acid

C, T, U, or G (not a)

A, T, U, or G (nect ¢C)

A, T, U, or ¢ (not G)

A, C, or G (not T, not U)
Any base

XN <<KEZHLWURIACHEOTDQEO QMU Z =™ WP

A Adenine Glu Glutamic acid
C Cytosine Gly Glycine

G Guanine His Histidine

T Thymine Ile Isoleucine

U Uracil Leu Leucine

R Purine (A or G) Lys Lysine

Y Pyrimidine (C, T, or U) Met Methionine
ucior A Phe Phenylalanine
K T, U, or G Pro Proline

W T, U, or A e

S Cor G

B

D

H

Y

N

Figure 12: Codes IUPAC standard. Nucleic acid codes (codes d’ambiguité nucléotidique);

Amino acid codes (codes d’ambiguité d’amino-acide)
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I11.2.1 GenBank

Du cété américain, soutenue par le NIH (National Institute of Health) une banque nucléique
nommée GenBank a été créée en 1986. Cette base de données était distribuée par la société
IntelliGenetics et est diffusée maintenant par le NCBI (National Center for Biotechnology

Information).

Cette banque contient 776,291.211.106 nucléotides (figure 14A) dans 226,241.746 entrées
(figure 14B) a la date de février 2021. A titre de comparaison, GenBank a ses débuts

(décembre 1982) ne contenait que 680.338 nucl éotides dans 606 entrées.

A

Nucléotides
1,000,000,000

000.000 —— GenBank
— WGS
10,000.000.000,
000
100,000,000,
ooo

1,000,000,000

10,000,000

a
1985 1990 19%%5 2000 2005 2010 2015 2020

B
Séquences
10.000,000,000
—— GenBank
— WGS
100,000,000
1,000,000
10,000

0

1985 1990 1895 2000 2005 2010 2015 2020

Figure 14: Statistiques d’évolution de la banque nucléiques GenBank:

A. Evolution par nombre de nucléotides. B. Evolution par nombre de séquences.
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Ci-apres vous trouverez les étapes de recherche d’une séquence nucléotidique dans la

bangue de donnée NCBI:

Allez dans: https://www.ncbi.nlm.nih.gov

] How To ¥

Sign in to NCBI

—=NCBI

National Center for
Biotechnology Information

Al Databases |+ |

‘ MedGen
MeSH

o COVID-19  NCBI Web Site
Public health inf NLM Catalog

|

rmation (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (HHE) | Espariol

Nuclectide
2 ‘or\mm
| PMC ) ) _ - ) ) _
PopSet nd structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.
Ending
Structural Rrotetn
Racism Protein Clusters r
rilh, govrending-sructural-racism
Protein Family Mcdels
PubChem BoAssa
AHERAT s s o Yd NCBI Popular Resources
5 ubChem Compoun
Resourceilist (2 7) ; 1 [ur Bivlechnolugy Infuimaltion advances science and heallh by Publed
All Resources PubChem Substance £ | biomedical and genomic information. Bookshelf
i : PubMed
Chemicals & Bioassays Mission | Organization | NCBI News & Blog Publed Central
Data & Sofware SR BLAST
SRA :
DS & RNG ctruct Download Learn Hucleotids
: ructure c
Domains & Structures B Transfer NCBI data to Find help documents, i
Genes & Expression Taxonomy your computer attend a clasg or SNP
Goneios & Madicine Toolkit - watch a tutorial Gene
Genumes & Maps Proteir
PubChem

Homology

Key words

[ P
S NCB

¥ HowTo &

Resource

—=NCBI

National Center for
Biotechnology Informaton

Sign in to NC3I

Nucleotidz -~ |human neuropestide Y4~

o COVID-19 Information

Public health information (CDC) | Rescarch information (MIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (HHE) | Espafiol

UNITE
A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.
Ending
Structural . LEARN MORE
Racism
rh, goviending structural-racism
NCBI Home Welcome to NCBI i’opular Resources
Resource List (A-Z) Thz Mational Cen:er for Bio:echrology Information advances science and health by Publed
All Resources providing access to biomedical and genomic in‘ormation. Bookshelf
Chemicals & Dioassays About the NCBI | Mission | Qrganizatior | NCBI Naws & Blcg PubMad Cantral
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn pacleonds
Genome

Domains & Siructures Transfe- MCBI daia to

your computer

Jeposit data or
manuscripts in.o

=ind help documents,
=

Geres & Expression attend a class or SHI

Geretics & Nedicine NCBI database.s watch a tL.m”a Gene
Geromes & Maps Protein
PubChem

Homology
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OoLAD ] vuwniuga |
|

| wInmugs |

AIENUIIE DIJWSEL ||

RefSeq Sequences

Items: 1 to 20 of 500

Page 1_ of25 Mext= Last==

[[] Human neuropeptide Y mRNA complete cds
417 bp linear mMRNA

Accession: M15783.1 Gl 1£9281
PubMed  Taxonomy

@ Protein
GenBank FASTA Graphcs

Human neurcpeptide Y (NPY) mRNA_complete cds
551 bp iInear mRNA

Accession: K01911.1 Gl 189273

Protein  PubMed  Taxonomy

Genbank FASIA Graphcs

-

ME

[C] Homo sapiens neurope;
1.314 bp linear DNA
Accession: AHOD2314.2 Gl 1045011018
Protein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphcs

Y (NPY) gene_complete cds

[

Homo sapiens neuropeptide Y. mRENA (cDMNA clone MGC 33138
IMAGE 5278692), complete cds

568 bp linear mRNA

Accession: BC029497.° Gl 20809582

el |

Resources

Search details

("Homo sariens"[Organism]l CR
humran [A11 Fields]) RND
neuropeptide v[All Fields]

| Search | See more...

Recent activity [
Jurn Off Cear

Q_ human neuropzptide Y (500)

MNucleatide

B Human neuropeptice Y mRMA,
complete cds Nuclestide

See more...

Sign in to NCBI

Nucleotide

GenBank =

Nucleotide  ~

)

Advanced

€ There were some problems retrieving the sequence. GI: 189281

Human neuropeptide Y mRNA, complete cds

GenBank: M15789
FASTA Graphics

Send to: ~

Goto @
LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSIOHN
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

PUSMED
COMMENT

FEATURES

HUMNEYA 417 bp mRNA linear PRI 07-JAN-1985
Human neuropeptide Y mRMA, complete cds,

M15789

M15789.1

neuropeptide Y.

Homo sapiens (human)
Homo sapisns

Eukaryota; Metazca; Chordata;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires:
Catarrhini; Hominidae: Homo.

1 (bases 1 to 41T)

Takeuchi,T., Gumucie,D.l., Yamada,T., Meisler,M.H., Minch,C.D.,
Dixon,J.E., Eddy,R.E. and Shows,T.B.

Genes encoding pancreatic polypeptide and neurcopeptide Y are on

Craniata; Vertebracta; Euteleostomi;
Primates; Haplorrhini;

human chromosomes 17 and 7
J. Clin. Invest. 77 (3}, 1038-1041 (1986)
3753985

Criginal source text: Homo sapiens phenchromocytoma cDNA to mRMA.

Neurcopeptide and pancreatic polypeptide Y share a 50% homology

suggesting common ancestral origins, see locus HUMPPY.
Location/Qualifiers

Help
Change region shown =
Customize view '

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers
Highlight Sequence Features
Find in this Sequence

Show in Genome Data Viewer

Articles about the NPY gene =

Serum Neuropeptide Y Level is
Associa [J Stroke Cerebrovasc Dis. 2021]

A role for NPY-NPY2R signaling in
albumin [Proc Natl Acad Sci U S A 2020]

A reference map of the human binary
protein interactome. [Mature. 2020]

See all...

Pathways for the NPY gene =
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Voici un exemple d'entrée (Human Neuropeptide Y) dans la banque de données GenBank:

LOCUS HUMNPY 551 bp MRNA ['i near PRI 07- JAN- 1995
DEFI NI TI ON  Hurman neuropeptide Y (NPY) nRNA, conpl ete cds.
ACCESSI ON  K01911

VERSI ON K01911. 1
KEYWORDS neur opepti de Y.
SOURCE Hono sapi ens (‘human)

CORGANI SM Honmo sapi ens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Eut el eostom ; Mammal i a; Eut heria; Euarchontoglires;
Pri mat es; Hapl orrhini; Catarrhini; Hom nidae; Hono.

REFERENCE 1 (bases 1 to 551)
AUTHORS Mnth,C. D., BloomS. R, Polak,J.M and D xon,J.E
TITLE doning, characterization, and DNA sequence of a human cDNA
encodi ng neur opepti de tyrosine
JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U S. A 81 (14), 4577-4581 (1984)
PUBMED 6589611

COMVENT Oiginal source text: Human pheochronocytoma, cDNA to
MRNA, cl one pNPY3-75. Neuropeptide Y (NPY) is one of

the nost abundant peptides in the mammal i an nervous

system and its extensive distributionsuggests a
neuro-transmtter or -nodulator role. NPY is also

found in sone chromaffin cells of the adrenal nedull a.

FEATURES Location/Qualifiers

sour ce 1..551
/ organi sm=" Hono sapi ens”
[/ mol _type="nRNA"
/db_xref ="t axon: 9606"
[ map="7pter-q22"
/tissue_type="pheochronocytoma"

gene 1..551

/ gene=" NPY"
mRNA<1. . 551

/ gene=" NPY"

/ not e=" G00- 119- 456"
CDs87. . 380
/ gene="NPY"
/codon_start=1
/ product =" neur opepti de Y"
[ protei n_id="AAA59944. 1"
/ db_xr ef =" GDB: 00- 119- 456"
/transl ati on="M.G\NKRLGLSG.TLALSLLVCLGALAEAYPSK
PDNPGEDAPAEDVARYYSALRHYI NLI TRQRYGKRSSPETLI SDLL

MRESTENVPRTRL EDPAMN
si g_peptide 87..170

/ gene=" NPY"

/ not e=" G00- 119- 456"
mat _pepti de 171..278

/ gene="NPY"

/ product =" neur opepti de Y"
/ not e=" G00- 119- 456"
ORIA N 51 bp upstream of Rsal site.
1 accccat ccgct gget ct caccect cggagacgcet cgcccgacagcat agt actt geccge
61 ccagccacgcccgcgcgceccagcecaccat gect aggt aacaagcgact ggggcet gt ccggac
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121 tgaccctcgccectgtccct get cgt gt gecct gggt gecget ggccgaggegt acccct cca
181 agccggacaacccgggcgaggacgcaccagcggaggacat ggccagat act act cggcgce
241 tgcgacact acat caacct cat caccaggcagagat at ggaaaacgat ccagcccagaga
301 cactgatttcagacctcttgat gagagaaagcacagaaaat gttcccagaactcggcttg
361 aagaccct gcaat gt ggt gat gggaaat gagacttgctctctggccttttcctattttca
421 gcccatatttcat cgt gt aaaacgagaat ccacccat cct accaat gcat gcagccactg
481 tgctgaattctgcaatgttttcctttgtcatcattgtatatatgtgtgtttaaataaagt
541 atcatgcatt c

I

Le texte sous-ligné est une information par un lien (URL) vers un serveur Web. Les
informations et leurs formats sont tres similaires a celles de la banque EMBL, a ceci prés que
les étiquettes ne sont pas des abréviations mais le nom complet, directement explicite.
Rappelons que depuis 1987 pour les "Features’, un systéme de conventions communes a été
adopté par les trois banques généralistes nucléiques : "The DDBJEMBL/GenBank Feature
Table Definition".

Il est également possible de retrouver la séquence uniquement sous le format simplifié
FASTA (Fast Alignement). Ce dernier est commun a toutes les bases de données
nucléotidiques. 1l permet ainsi de manipuler facilement des séquences dans les bases de
données, a I’aide d’un format universel, compatibles avec les traitements de texte, sous forme

de fichier texte dépourvu de chiffre, par simple copie/coller.

Voici atitre dexemple la procédure pour accéder a la forme FASTA d’une séquence dans la

banque GenBank. Deux (02) possibilités:

RefSeq Sequences + ~

search details

items: 1 to 20 of 500

Human neurcpeptide Y mRNA compiete cds
417 bp Iincar mRNA

- : Q, human neurapeptide Y (500
Human neun Y (NFY) miRNA mpiéte cas
551 bp Inear mRI
11 4 . Hurmg europeptide Y mENA

Homo sapiens neurcpeptide Y (NFY) géne compiels cds
1.314 bp inear DNA

Homo sapiens neuropeptide Y miNA (cDNa
4 VIR S TREDT P ———

568 bp Inear mRNA
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= NCBI

Resources ¥ How To &

Nucleotide Nucleotide |
Advanced Help
GenBank - Sendto: ~
Change region shown i
Customize view »

Human neuropeptide Y mRNA, complete cds

GenBank: M15789
FASTA  Graphics

LOCUS HUMNEYAR 417 bp mRNA linear PRI 07-JAN-1995
DEFINITICN Human neurcpeptide Y mRMA, complete cds.
ACCESSION  Mis7ee
VERSICHW M15789.1
KEYWCRDS neurcpeptide Y.
SCURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota: Metazoa; Chordacta; Craniata: Vertebrata:; Euteleoscomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini:
Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 417)

AUTHCRS Takeuchi,T., Gumuciec,D.L., Yamada,T., Meisler ,M.H., Minch,C.D.,
Dixon,J.E., Eddy,R.E. and Shows,T.B.
TITLE Genes encoding pancreatic polypeptide and neuropeptide ¥ are on
human chromoscmes 17 and 7
JOURNAL J. Clin. Invest. 77 (3), 1038-1041 (1986)
FUBMED 3753985
COMMENT Original source textc: Homo sapiens phenchromocytoma cDMNA to mRMA.
Neuropeptide and pancreatic polypeptide Y share a 50% homology
suggesting common ancestral origins, see locus HUMPPY.
FEATURES Location/Qualifiers
7
Reésultat

& How To ¥

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers
Highlight Sequence Features
Find in this Sequence

Show in Genome Data Viewer

Articles about the NPY gene 2

Serum Neuropeptide Y Level is
Associa [J Stroke Cerebrovasc Dis. 2021]

A rale for NPY-NPY2R signaling in
albumin [Proc Natl Acad Sci U S A 2020]

A reference map of the human binary
protein interactome. [Mature. 2020]

See all..

Pathways for the NPY gene

Nucleotide

‘Nucleotide -
Advanced

FASTA ~

Human neuropeptide Y mRNA, complete cds

GenBank: M15789.1
GenBank  Graphics

>M15789.1 Human neuropeptide Y mRMA, complete cds
GCGCECCAGCCACCATECTAGCTARCARGCCACTGEEGCTCICCEEACTCACCCTIGECCCTGICCCIGCT
CEIGTECCIGEETGCECTIGECCCAGECETACCCCTCCAAGCCEEACARCCCEGEECCAGGACGCACCAGLE
GAGGACATGGCCAGATACTACTCGECECTGCGACACTACATCRAACCTCATCACCAGECAGAGATATGEAR
AACGATCCAGCCCAGAGACACTGATTICAGACCICTITCATGACAGAAACCACAGAARRTGITCCCAGARC
TCGECTTGAAGARCCCTIGCARTGTGET GAT GEGARATGAGACTIGCICICTIGECCTITICCTATITICAGLC
CATATITCATCGTGTAARRCGAGRATCCACCCATCCTACCAATGCATGCAGCCACTCTGCTGRATIC

Send to:

e

Help
Change region shown -
Customize view =
Analyze this sequence &
Run BLAST
Pick Primers

Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Articles about the NPY gene 2~

Serum Meuropeptide Y Level is
Associa [J Stroke Cerebrovasc Dis. 2021]

A role for NPY-NPY2R signaling in
albumin [Proc Natl Acad Sci U S A 2020]

A reference map of the human binary
protein interactome [Nature. 2020]

See all...
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.22 EMBL

En Europe, financée par 'EMBO (European Moleculary Biology Organisation), une équipe
Sest constituée pour développer une banque de séquences nucléques (EMBL data library) et
en assurer la diffusion. Cette équipe travaille au sein du Laboratoire Européen de Biologie
Moléculaire qui est longtemps resté a Heidelberg et qui se trouve actuellement pres de

Cambridge au sein de I’EBI (European Bioinformatics Institute).

Cette banque contient 10,265.200.000 nucléotides dans 2,808.100 a la date de mai 2021
(figure 13).

1el3
lad:
lel2
: lell
17 1 (%)
3 le7. S
c 1el
Q o
3— lab %
:g 1e9 ég
1e5: t1eB
|
led: le7
: I
le3. /7 L 1e6
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020
Année
Figure 13: Statistiques d’évolution de la banque de données EMBL depuis sa création

Voici un exemple d’entrée dans EMBL (Human Neuropeptide Y):

ID KO1911; SV 1; linear; nmRNA;, STD, HUM 551 BP.

| |
| XX |
| AC K01911, |
1 XX 1
DT 13-JUN-1985 (Rel. 06, Created) !
| DT 04- MAR- 2000 (Rel. 63, Last updated, Version 5) |
D
| DE  Human neuropeptide Y (NPY) nmRNA, conpl etecds. |
| XX |
' KW neuropeptide Y. :
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XX
OS Hono sapi ens (human)

oC Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
cC

cC

Eut el eostom ; Mammal i a; Eut heri a; Euarchontoglires; Primates;

Hapl orrhini; Catarrhini; Hom ni dae; Hono.

XX

FH  Key Location/ Qualifiers
L
FT sour ce 1..551

FT / or gani sm=" Hono sapi ens”

FT [ map="7pter-q22"

FT / nol _t ype="nRNA"

FT /tissue_type="pheochronocytoma"

FT [/ db_xref ="t axon: 9606"

FT  nRNA <1..551

FT / gene=" NPY"

FT / not e="G00- 119- 456"

FT  sig_peptide 87..170

FT / gene=" NPY"

FT / not e="G00- 119- 456"

FT  CDS 87..380

FT /codon_start=1

FT / gene="NPY"

FT / product =" neur opepti de Y"

FT / db_xr ef =" GOA: P01303"

FT / db_xref="H | nvDB: H T000191373. 15"

FT / db_xr ef =" HGNC: HGNC: 7955"

FT /db_xref="InterPro: | PRO01955"

FT /db_xref="InterPro: | PR0O20392"

FT / db_xref ="PDB: 1QFA"

FT / db_xref =" PDB: 1RON'

FT / db_xref ="Uni Prot KB/ Swi ss- Prot: P01303"
FT / protei n_i d=" AAA59944. 1"

FT /transl ati on="M.GNKRLGLSG.TLALSLLVCLGALAEAYPSKPDNPGEDAPAEDM
FT ARYYSALRHYI NLI TRQRYGKRSSPETLI| SDLLMRESTENVPRTRLEDPAMA
FT  mat_peptide 171..278

FT / gene="NPY"

FT / product =" neur opepti de Y"

FT / not e="G00- 119- 456"

XX

RN

RP

RX DA ; 10.1073/pnas. 81. 14. 4577

RX PUBMED; 6589611.

RA Mnth CD., BloomS R, Polak J.M, D xon J.E
RT
RT
RL

"C oning, characterization, and DNA sequence of a human cDNA

encodi ng neur opepti de tyrosine";
Proc. Natl. Acad. Sci. U S. A 81(14):4577-4581(1984).

SQ Sequence 551 BP; 131 A, 171 C 129 G 120 T; 0O other

accccat ccgct gget ct cacccct cggagacgct cgecccgacagcat agt actt gccge 60
ccagccacgcccgcgcecgecagceccaccat gect aggt aacaagcgact ggggcet gt ccggac 120
t gaccct cgccect gt ccct get cgt gt gect gggt gecget ggecgaggegt accect cca 180
agccggacaacccgggcgaggacgcaccagcggaggacat ggccagat act act cggcgc 240

t gcgacact acat caacct cat caccaggcagagat at ggaaaacgat ccagcccagaga 300
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cactgatttcagacctcttgat gagagaaagcacagaaaat gttcccagaact cggcttg 360 :
| aagaccct gcaat gt ggt gat gggaaat gagacttgctctctggecttttcctattttca 420 !
| gcccat atttcat cgt gt aaaacgagaat ccacccat cct accaat gcat gcagccactg 480 !
| tgctgaattctgcaatgttttcctttgtcatcattgtatatatgtgtgtttaaataaagt 540 |
 atcatgcattc 551 |

Chaque entrée de la base EMBL est composée de lignes ou champs qui commencent par une
étiquette, code a deux (02) caractéres indiquant le type d’information contenue dans la ligne et
lafin de I'entrée est indiquée par /.

Ces étiquettes sont divisées en cing parties:
1) General Information

= Etiquette I D: identificateur de I’entrée contenant la séquence. Cette ligne a la structure
suivante: nom de I’entrée classe de la donnée ; molécule (ADN, ARN, ARNm, XXX s
I’entrée n’a pas été annotée) ; division ; longueur de la séquence en paire de bases (pb).

= Etiquette XX: C'est une ligne vide qui sert a limiter les différents champs de I’entrée et
aclarifier salecture

= Etiquette AC: numero d’accession de I’entree

» Etiquette SV: version de la séquence

= Etiquette DT: donne la date d’incorporation dans la base (1ére ligne) et la date de la

derniére mise a jour de I’entrée (2eme ligne)
2) Description

= Etiquette DE: informations descriptives sur la séquence
= Etiquette KW: mot(s)-cl&(s)

= Etiquette OS: organisme

= Etiquette OC: ordre danslaclassification

3) References

= Etiquette RN: numéro de laréférence (peut étre utilisé dans les features)

= Etiquette RC: commentaires sur laréférence

= Etiquette RP: région de la séquence

= Etiquette RX: lien (URL) vers des bases hibliographiques accessibles par le réseau
(par exemple Medline, PubMed)

= Etiquette RA: auteurs de la publication

= Etiquette RT: titre de la publication
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= Etiquette RL : référence : journal, volume, pages, année (peut aussi porter la mention:
unpublished)

4) Additional Information:

Features (facultatif): La ligne est composée de I'éiquette FT, suivie d'un mot-clé (Key),
lui-méme suivi par le champ (L ocation/Qualifiers) qui est un couple de mot-clé/valeur, le mot-
clé étant soit de type "location” soit de type "qualifier”. Depuis 1987 un systeme de
conventions communes a été adopté par les trois banques généralistes nucléques : "The
DDBJEMBL/GenBank Feature Table Definition".Lorsque le mot-clé (key) est absent, cela

signifiequelaligne"FT Location/Qualifiers’ est la suite de la précédente.

Un "qualifier" de type db_xref est un lien (URL) vers une bangque ou base de données, c'est

une référence croisée.

5) Sequence: Une seule étiquette: SQ qui contient le nombre de paires de base et la
répartition entre les différents nucléotides. La séquence est suivie par I'étiquette // qui indique la

fin de l'entrée.

[11.2.3DDBJ:

Créée en 1986 et diffusée par le NIG (National Ingtitute of Genetics, Japon), elle contient
13,231.329.651.111 nucléotides dans 2,695.960.482 entrées a la date du Décembre 2020
(figure 15).
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Figure 15: Statistiques d’évolution de la banque de donnees DDBJ

Voici un exemple d'entrée dans la banque de données DDBJ (méme géene que pour GenBank
et EMBL):

LOCUS HUMNPY 551 bp mRNA l'i near HUM 07-
JAN- 1995

DEFI NI TI ON  Human neur opeptide Y (NPY) nRNA, conpl ete cds.
ACCESSI ON  K01911

VERSI ON K01911.1
KEYWORDS neur opepti de Y.
SOURCE Hono sapi ens (‘human)

ORGANI SM  Honp sapi ens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Eut el eostom ; Mammal i a; Eut heria; Euarchontoglires;
Pri mat es; Hapl orrhini; Catarrhini; Hom nidae; Hono.
REFERENCE 1 (bases 1 to 551)
AUTHORS Mnth,C.D., BloomS. R, Polak,J.M and D xon,J. E
TI TLE C oni ng, characterization, and DNA sequence of a human
cDNA encodi ng neur opeptide tyrosine
JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U S. A 81 (14), 4577-4581 (1984)
PUBVED 6589611
COMVENT Original source text: Human pheochronocytoma, cDNA to
nRNA, cl one
pNPY3- 75.

Neur opeptide Y (NPY) is one of the nost abundant peptides

in themammal i an nervous system and its extensive
di stribution suggests aneuro-transmtter or —nodul ator
role.NPY is al sofound in sone chromaffin cells of the
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adr enal nedul | a.
FEATURES Location/Qalifiers
source 1..551
/db_xref="H I nvDB: H T000191373"
/ or gani sm=" Honp sapi ens”
/ol _type="nRNA"
[ db_xref ="t axon: 9606"
[ map="7pt er-q22"
/tissue_type="pheochronocyt oma"

gene 1..551

/ gene=" NPY"
nMRNA<1. . 551

/ gene=" NPY"

/ not e=" &00- 119- 456"
CDS 87..380

/ gene="NPY"

/codon_start=1
/ pr oduct =" neur opepti de Y"

[ protein_id="AAA59944, 1"

[/ db_xref =" CGDB: Q00- 119- 456"
/transl ati on="M.GNKRLGLSGLTLALSLLVCLGALAEAYPSKPD
NPGEDAPAEDVARYYSALRHY! NLI TRQRYGKRSSPETLI SDLLMRES

TENVPRTRLEDPAMN
si g_peptide 87..170
/ gene=" NPY"
/ not e=" @G00- 119- 456"
mat pepti de 171..278
/ gene="NPY"

/ product =" neur opepti de Y"
/ not e="@00- 119- 456"
BASE COUNT 131 a 171 c 129 ¢ 120 t
ORIA N 51 bp upstream of Rsal site.
1 accccat ccgct ggct ct caccecct cggagacgct cgcccgacagcat agt actt gccgce
61 ccagccacgcccgcgcecgecagceccaccat gect aggt aacaagcgact ggggct gt ccggac
121 tgaccctcgecct gt ccct get cgt gt gecct gggt gecget ggccgaggegt accecct cca
181 agccggacaacccgggcgaggacgcaccagcggaggacat ggccagat act act cggcgce
241 tgcgacact acat caacct cat caccaggcagagat at ggaaaacgat ccagcccagaga
301 cactgatttcagacctcttgat gagagaaagcacagaaaat gttcccagaactcggcttg
361 aagaccct gcaat gt ggt gat gggaaat gagacttgctctctggecttttcctattttca
421 gcccatatttcat cgt gt aaaacgagaat ccacccat cct accaat gcat gcagccact g
481 tgctgaattctgcaatgttttcctttgtcatcattgtatatatgtgtgtttaaataaagt
541 atcatgcatt c
I

Le texte sous-ligné est une information par un lien (URL) vers un serveur Web. Les
informations et leurs formats sont tres similaires a celles de |a banque GenBank.

« Défauts » des banques nucléiques:

4+ Aucun controle des banques:

* |es auteurs sont responsables de la qualité des séquences soumises.
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+ Hétérogéenéte:
* ADN nucléaire, mitochondrial, chloroplastique, ARNm, ARNt, ARNs, ARNr,
chromosomes entiers ...
* génes, fragments ... (10 bp a 350000 bp)

+ Variabilitédel'éat des connaissances sur les séquences.
» Annotation effectuée ou non

» Annotation hétérogenes. automatique ou expérimentale

+ Erreursdansles séquences (qualitéinégale):
* origine du fragment
* cultures infectés
* présence de séquences de vecteurs de clonage

« erreurs de saisie

+ Redondance des données: plusieurs entrées pour une méme séquence:
« Certains genes sont séquencés a la fois sous forme d’ARNm et de fragments
génomiques.

« Certaines séquences ont été saisies plusieurs fois dans la banque.

V. Lacomparaison de sequences

La recherche de similitude entre séquences constitue souvent la premiere étape des analyses
de séguences. La comparaison de séquences biologiques, ainsi que leur alignement, nécessite la
mise en ceuvre de procédures de calcul et de modéles biologiques permettant de quantifier la
notion de ressemblance ou similitude entre ces séquences (% match, score,
E-value...).

Une ressemblance entre séquences peut indiquer par exemple:

- une fonction biologique proche
- une structure tridimensionnelle semblable

- une origine et/ou une histoire évolutive commune

Une similitude entre séquences est souvent un argument en faveur d'une homologie : deux
sequences sont homologues si elles ont un ancétre commun. Remarquons quand-méme qu'il n'y
a pas de d'éguivaence entre similitude et homologie : deux séquences peuvent avoir un degré
de similitude conséquent sans étre homologues et deux séquences peuvent étre homologues

avec un degré de similitude faible.
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Cette notion d'homol ogi e refl ete le dogme fondamental de I'évolution biologique :

- les régions fonctionnelles des génes ou de leurs produits (sites catal ytique, de fixation,
etc.) sont soumises a la sélection : elles sont relativement préservées par I’évolution
cardes mutations trop radicales sont désavantageuses et pourraient leur feraient perdre
leurs fonctions.

- les régions non fonctionnelles, qui ne subissent aucune sélection, et donc divergent
rapidement a mesure que s’accumulent les mutations.

- les nouveaux géenes apparaissent surtout par remaniement de genes ancestraux : on
peut souvent déduire la fonction de la plupart des genes par comparaison avec les genes

«homologues » d’autres especes.
L ors des comparai sons de ségquences, on retrouve fréquemment la terminologie suivante:

%+ |dentité: Représente la proportion de paires de résidus identiques entre deux séguences

alignées (exprimée généralement en %).

+ Similitude: C’est la mesure de la ressemblance entre deux séquences. Le degré de
similitude est quantifié par une score basé sur le % de similarité (% identité +

% substitutions conservatives) des séquences.
+ GapdIndels: Proportion d’Indels entre deux séquences alignées (exprimés en %).

+ Homologie: Deux séquences sont homologues si elles ont un ancétre commun.

Attention : 1l n’y a pas de degré d’homologie, c’est soit oui ou non !!

On ne dit pas trés homologue, faible homologie...

V.1 Lesalignements
II'y aplusieurs objectifs possibles dans une opération d'alignement, en voici quelques uns:

» Comparaison: Comparer deux (02) séquences (deux (02) genes proches chez une méme
espéece, deux(02) mémes genes chez deux (02) espéces différentes)

* | dentification: Identifier une séquence en cherchant les séquences les plus proches dans
des bases de données de sequences connues.

* Prolongation: trouver la séquence compléte d'un géne dans une base de données a partir
d'un simple fragment (cela peut économiser du sequencage).

* Localisation génomique: localiser un géne sur un génome (alignement ARN/ADN).
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Un programme d'alignement est un programme qui permet de comparer deux (02) séquences
(ou plus) en minimisant les éditions (insertion/dél étion/substitution) permettant d'aligner au

mieux tout ou partie des symboles composants les séquences.

Seq A GARFIEVAIHELASTFA——CAT

LU RS NS -
Seq B GARFIELDTHEV—-YFASTCAT

Lors d’un alignement trois (03) situations sont possibles pour une position donnée de

I’alignement:

» Lescaractéres sont les mémes: | dentité ou match

/" N\

Seq A[{GARFIEVAIHELASTFA——CAT

L LS . )3 | | ||
Seq B\GARFIFLDTHEV--YFASTCAT

Identité ou match (1 ou * ou C)

> les caractéres ne sont pas les mémes: Substitution

Seq A GARFIRVAIHELASTFA——CAT

NEREN B R o N
Seq B GARFIBLDTHEV—-YFASTCAT

7_4

Substitution non conservative ou mismatch (néant)
Substitution conservative (+ ou : ou .)
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> I’une des positions est un espace: I nsertion/Délétion

Se-q A GARFIEVAIHEI|ASTFA-—CAT

LI & () ol
Seq B GARFIELDTHEY-YFASTCAT

\

Délétion

Insertion

. J
Y

Indel ou Gap

Il existe trois types d’alignement:

< Alignement global de séquences. Un alignement global de ségquences fait correspondre
chacun des nucléotides d'une séquence avec un nucléotide de |'autre séquence en tentant de
maximiser le nombre de matchs. Il est utilisé lorsque lat aille des séquences est semblable
et les séquences assez similaires sur toute leur longueur. |l permet par exemple didentifier

des régions conservees.

<+ Alignement global multiple de séquences: Un alignement global multiple est une
généralisation d'un alignement global a plus de deux séquences. Cela peut permettre de
mettre en évidence des relations (une histoire évolutive) entre deux sequences qui sont
assez divergentes lorsque comparées deux a deux, mais dont I'évolution peut devenir

visible avec la présence de séquences intermédiaires.

% Alignement local de séquences. Un alignement local cherche a identifier les sous-
sequences les plus similaires, sans tenir compte de la position. L'alignement local est utilisé
lorsgue la taille des séquences différe beaucoup, pour rechercher des motifs partagés, ou

pour faire des recherches dans les bases de données.

Dans la suite de document on décrira le mode d’utilisation d’un logiciel le plus utilisés en

bioinformatique pour la recherche d'alignements locaux en I’occurrence le logiciel BLAST.
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IV.2BLAST

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) est I'un des choix les plus populaires pour la
recherche et I'alignement de séquences. Il a l'avantage d'utiliser une technique de recherche
rapide qui lui a permis de devenir I'outil le plus utilisé pour les recherches dans les bases de

données.

Le programme BLAST est apparu en 1990, il est basé sur un agorithme heuristique et
permet de trouver des séquences similaires a une séquence requéte dans une banque de
données. Il compare une séquence de nucléotides ou de protéines comme entrée contre une
base de données de ségquences de nucléotides ou des séquences de protéines, et calcule la
signification statistique des résultats. BLAST peut étre utilisé pour déduire les relations
fonctionnelles et évolutives entre les séquences ainsi que pour aider a identifier les membres de
familles de génes.

NB: En informatique I’heuristique est un algorithme qui permet de rapidement dénouer des
difficultés complexes d’optimisation, sans concevoir une modélisation formelle. Cela ne se

résout pas forcément par une solution optimale.
Dans ce qui suit vous trouverez la procédure de recherche avec une séguence nucléotidique
en utilisant I’outil BLAST de la bases de sonnées NCBI.

1) Vous pouvez accéder a cet engin de recherche soit via [I’adresse:

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi soit & partir du menu des «Popular Resources» ou

ressources populaires sur la droite, ou par le biais du lien «Resource list (A-Z)», dans le menu

agauche, dans la page d’accueil de NCBI.
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UNITE

A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.
Ending
Structural LEARN MORE
Racism m»

i geending 4

Welcome to NCEI

Popular Resources

The Mational Center for Bictechnology Information advances science and health by providing acoess to Fubhted
All Resources biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog Publied Central

Dats & Software

DNA & RNA Submit Download Learn Mucieotide

Domains & Structures Deposit dsta or manuswipts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend & ename
Genes & Expression into MCB| databases computer class or watch a tutorial SNF
Genetics & Medicine _ Gens
Genomes & Maps Frotein
G ol PubChem
Literature
Proteins NCBI Hews & Blog
Sequence Analysis =8 n
Develop Analyze Research i 3 : e
Taxonomy update—over 800 new species! )
L X Use NCBI APls and code Identify an NCBI tocl for your Explore NCBI resesrch and 13 M
Training & Tutarials libraries to build applicaticns data analysis task collaborative projects ‘We are happy to anncunce an updsated
i hartarizl and archazal ranrscantative

and your prokary
genocmes with RAPT

Do you need an easy way to analyze a
harterium iust isnlated? The Read

2) « Resource List (A-Z) »: Sur cette page se retrouve la mgjorité des liens composant la base
de données NCBI.

%NCBI AllDatabases o | |w

NCBI Home

3 Site Map
Resource List (A-Z}

All Resources
1A (B |E€|lD||E|HE] G W B

e
=
=
=
=]
I
1=
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|
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Chemicals & Bicassays

Data & Software
Featured items are in bold.
DNA & RNA
1 1000 Genomes Browser
Dromains & Structures
Crepes i Expecesion A Amino Acid Explorer
Genetics & Medicine

Assemnbly
Genomes & Maps
Homology B Basic Local Ali Search Tool (BLAST)}
Literature Batch Entrez
Proteins BioCollections

BioProject (formerly Genome Project}
Sequence Analysis
BicProject Submissicn

Taxonomy

BioSample
Training & Tutorials BioSystems
\ariation BLAST {Stand-alone}

BLAST Microbial Genomes
BLAST RefSeqGene
BLAST Tutor
Bockshelf

Is and Guides

C CDTree

Clincisl Trials. gov
Clin\ar
Clinvar Submissions
Cn3D

COBALT
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3) En cliquant sur le lien Blast, vous devriez obtenir |a page suivante:

m) U.s. fl\!_ational Library of Medicine

oa
Center for Biotechno Information Sodi

BLAST® Home Recent Results Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool
A new feature was added to Primer-BLAST.

We now offer the ability for user to run primer-blast from
MCBI assembly page..

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The
program compares nuclectide or protein sequences to sequence
databases and calculates the statistical significance. |Learn more!

Tue, 23 Feb 2021 12:00:00 EST

i More BLAST news...

W,

Web BLAST

/

BLAST Genomes

Human Mouse Rat
Microbes
Standalone and APl BLAST
' Download BLAST = Use BLAST AFI Use BLAST in the cloud
L] Get BLAST databases and executables MWW Call BLAST from your application Start an instance at a cloud provider

Specialized searches

Find proteins highly Dresign primers specific Compare two sequences Find conserved domains
similar to your query to your PCR template aoross their entire span in your sequence:
{Meedleman-Wunsch}

Search immuneoglobulins Search sequences for Find sequences with Align sequences using
and T cell receptor wector contamination similar conserved domain and protein
SEqUences domain architecture constraints

Establish taxonomy for
uncultured or
environmental

sequences

O o @ @ O @Blog OSupportCenter
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Comme vous le voyez ci-dessus, « BLAST » est une collection d’engins de recherches de
similarités congus pour examiner toutes les bases de données de séquences indépendamment

qu’elle soit protéine ou ADN (figure 16).

+ « Nucleotide blast » ou « Blastn » compare une séquence nucléique d’intérét aux

séquences d’une base de données d’acides nucléiques.

%+ « Protein blast » ou « Blastp » compare une séquence d’acides aminés d’intérét aux

séquences d’une base de données de protéines.

% « Blastx » compare une séquence nucléique d’intérét traduite dans tous les cadres de
lecture aux séquences d’une banque de données de protéines. VVous pourriez utiliser
cette option pour trouver les produits de traduction d’une séquence nucléique inconnue.

< « Thblastn » compare une séquence d’acides aminés d’intérét aux séquences d’une base
de données d’acides nucléiques dont la traduction a été faite dans tous les cadres de
lecture.

% « Thlastx » compare les traductions dans les six cadres de lectures d’une séquence
nucléique d’intérét aux séquences d’une base de données d’acides nucléiques traduites.

/  Banaue
blastp \——=s protéique
blastn —— nucléique

~ nucléique
tblastn —-—-*C protéique
blastx
(s protéique
R\ tblastx - nucléique
—‘tg- protéique Y,
Figure 16: Différents modes derecherchesde similarité du logiciel Blast
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4) Cliquer sur I’option « Nucleotide blast" (blastn) ». Vous devriez obtenir |a page suivante:

m U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST
m blastp blastx tbiastn tbiastx
BLALTN progr saarch using & nuc quary mors_ Riwlilé ) [ Bookmsn |
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ cuar Query subrange &
From [ ] New columns added to the
Description Table = m

To ] Cick " Saiact Columns’ o "Mansge

Or, upload file Columng’

Parcouri.... | Aucun fichier sélectionné. @
Job Title [ |

Ertier 3 ceecriptve e r ot BLAST searcn @

r Algn two of more SEJUENCES g

Choose Search Set

Database @ Standard databases (nretc): ' rRNATS databases Genomic + transcrpt databases Belacoronavirus
[ Nucleotide coiection (nrint) v |@

Organism .

Ostons [ ] ] exciude (2o organism
Entief 0iganiem common name. binomial o B 1. Only 20 fop B will e sAiwn (]

Exclude Ll Models DIMXF) _| Uncultured/environmental sample sequences

Sequences from type maternial

] | YoulfFT Create custom databsse
Enter an Ersrez query 1o it search @

Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
! More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat simiar sequences (blastn)
Crooee 3 BLAST aigorem @)

BLAST Search database Nucleotide collection (nrint) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
| 30w resunts m 2 msw wingow

4
5). Avant de pouvoir faire I’entrée de la sequence d’intérét, vous devez vous assurer que le
format de celle-ci est compatible avec le logiciel. Comme mentionnez précédemment, la

majorité deslogiciels qui traitent des sequences peuvent comprendre un format appelé FASTA.

7) Copier et coller la sequence dans la boite de requéte de « Nucleotide blast » (a). Choisir la
banque de données sur laquelle la recherche sera exécutée dans le menu
« Choose Search Set » (b). Choisir « Standard databases (nr/nt) » si I’origine de la séquence

est inconnu « nucleotide collection (nr/nt) » (c).

8) Maintenant, choisir le logiciel qui feralarecherche a partir du menu « Program Selection »
(d). Choisir « Somewhat similar sequences (blastn) » (e). (Voir I’image ci-dessous)
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u S. National Library of Med

ional Center for Bic ogy Inform

BLAST © » blastn suite

m blastp blastx tblastn thlastx

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s). or FASTA sequence(s) @ cuer

Home RecentResults Saved Strategies Help

Standard Nucleotide BLAST

BLASTH programs search usng s GUATY MOTs.

(mssstpage
Query subrange @

From [
To

smrssm ECEEIGREC

New columns added to the
Description Table e
CBck "Seict Commng’ of "Manage I
Cowmns

OF teload e | Parousic... | Aucun fichier sélectionné. @

Job Title [ |

Ertar 2 cescripive thie Tt your BLAST seacen @
Align two or more sequences @

(b) ‘ Choose Search Set

Database @) Standard databases (nr etz); () (RNA/TS databases (| Genomic + o
‘ [ Huclectide coliection (noint) v |@
Organism (c)

Optionn [

] ") axcivde (o organim |

Exclude L | Models 0OWXP) _| Uncultured/environmental sample sequences
Oppones

Limit to I "1 Sequences from type matesial

Dotiome

Entrez Query

v

em
&
3
i
i
5
m
e
o

ster an Entrez query Io imit searce @)

(d) ‘ Program Selection

Optimize for ~) Highly similar sequences (megablast)
Morg gissimilar Sequincas (Jscontguous megablast)
(e) ‘ @ sorewhat similar seguences (asts)
Croose 3 BLAST aigormm ©)
BLAST Search database Nucleotide collection [nrint) using Blastn {Optimize for somewhat similar sequences)

| wneow resasts i 2 e wancow

+ Algorithm parameters
4

9) Cliguer sur BLAST. Une nouvelle page apparaitra vous indiquant d’attendre pour que la
requéte soit complétée. Cela pourrait étre tres rapide ou trés long en fonction de la charge sur le
serveur de NCBI. Selon le temps d’attente vous verrez cette page:

U S. National Library of Medtcme

I Center for Biote:

Job Title: Nucleotide Sequence

Request ID
Status
Submitted at

Cuzrent time
- Time since submissian

This page will be automatically updated in 6 seconds

O 00 ® O Qb

National Center for Biotechnology
Information

8600 Rockville Pike
Bethesda MD, 20894 USA

Aboutus Contactus Policies FOlA

Home Recent Resulis

Format Request Status

SWNZESEGOIN
Searching

Fri May 14 08:58:48 2021
Fri May 14 08:55:18 2021

Popular Resources
PubMed Literature
PubMed Central Health
Bookshelf Genomes
PubChem Genes
Gene Proteins
BLAST Chemicals
Nucleotide

Protein

GEO

NLM | NH | HHS | USA.gov

Saved Strategies Help

e Support Center

Actlons
Submi
Download
Learn
Develop
Analyze

Research
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10) Une fois que votre requéte aura été compl étée, une nouvelle page sera ouverte indiquant les

résultats de votre recherche;

> Sousformat textudl

U.S. National Library of Medicine

Mational Center for Biotechnology Information

BLAST © » blastn suite » results for RID-SWNZ656G01N Home RecentResults Saved Strategies Help
< Edit Search Save Search Search Summary v © How to read this report? B BLAST Help Videos  “)Back to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Fliter Results
RID SWNZESEG0N Search expires on 05-15 18:58 pm Download All v —
Organism only fop 20 wil appesr =t FRALE
Program BLASTN @  Citation v
Type common name, binomial, taxid or group name
Database nt  See details v SN A O S |
+ Add organism
Query 1D IcfQuery_2384%
Description None Percent ldentity E value Query Coverage
Molecule type dna | | to | | | | to | | | | to | |
Query Length 236
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant allgnments Download “ [&3 Selectcolumns ~  Show @
selectall 28 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results MSA Viewer
Descriptios
F mRNA
B =
]
F RNA
FRE {secretogranin 1) (CHGE), mRNA
Ets
P ariznt X2_mBANA
- - nt X1, mANA
Er

Sous ce format, parmi |'information qui peut étre retrouvée sont les valeurs suivantes:

+ «Max Score », « Total Score »: En pratique, plus le score d’alignement est élevé, plus les
sequences sont similaires et présenteront des propriétés et des fonctions proches
(figure 17).

+ « Query coverage » : Cette valeur indique I’étendue de la séquence (de requéte) qui
correspond a la séquence trouvée. Par exemple, si la requéte est de 236 nucléotides et
BLAST peut aligner tous les 236 nucléotides de cette requéte a une correspondance, aors
cela serait une couverture de 100%. A noter, « Query coverage » ne prends pas en
considération la longueur de la séquence retrouvée, mais seulement le pourcentage de la

requéte qui s’aligne avec la correspondance.

# « E value » Expect value ou valeur prévue représente le nombre de correspondances
(Hits) que vous devriez trouver lors d’une recherche d’une base de données de séquences

aléatoires. Lorsgue les valeurs E sont inférieures a 1, elles sont équivalentes ala probabilité
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gue deux séquences ont une certaine correspondance. Cela signifierait que si nous avons
une « valeur E » de 0,01, il y a 1% de chances qu’on trouverait une correspondance dans
une base de données de séquences aéatoires. Sa valeur décroit proportionnellement alors
gue le score augmente. Souvent, les valeurs E sont trés faibles.

En fait, s nous avons une correspondance parfaite, la "valeur E" peut ére donnée comme
zéro. Deux facteurs supplémentaires ont une forte influence sur les valeurs E. Ce sont la
longueur de la séguence et lataille de la base de données. C'est parce qu'il est plusfacile de
trouver une correspondance parfaite a une séquence plus courte. Il est également plusfacile

de trouver une correspondance dans une base de données plus grande.

+ «Per Ident. » : BLAST calcule le pourcentage d'identité entre la requéte et le résultat pour

un alignement de nucl éotide a nucl éotide.

Exemple: Séquencede référence : AAATTT GGG CCC

Séquence 1 a analyser: Séquence 2 a analyser:
AAA CCC GGG CCC AAATTT CCC
Alignement: Alignement:
AAA TTT GGG CCC AAA TTT GGG CCC
AAA €e€ GGG CCC AAA TTT --- CCC
Non identité (mismatch) Non correspondance (gap)

Score d’alignement = Somme des scores individuels
(avec identité (match) = +2, non identité = -1 et gap -8)
Score de la séquence 1: Score de la séquence 2:
242+2-1-1-1+242+242+2+2 = 15 242+2-8+2+2+2+2+2+2 = 10

Figure 17: Principe du calcul des scores d’alignement
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> En cliquant sur « Graphic Summary » vous obtiendrez le format graphique suivant:

| Reset |
Other reports  Distance tree of results MSA viewer & | m I—I |
Rl - [
 haver to see the title & click fo show alignments Alignment Scores <40 40-50 [50-80 [Es0-200 =200 @

22 sequences selected @
Distributlon of the top 100 Blast Hits on 88 subject sequences

Une liste des ségquences trouvées sous forme graphique, avec un lien vers toutes les

informations connues sur |a séquence correspondante (en cliquant sur les lignes du graphique),

est affichée, dans |'ordre de similarité décroissant.
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> Encliquant sur « Alignments », vous trouverez les alignements des séquences:

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Descriptions Graphic Summary Taxonomy

Reset

Ali view | Pairwise v | [ | cOS feature @ [Restore defauies

88 sequences seleci=d @

L Download~  GenBank Graphics v N
PREDICTED: Bos indicus chromogranin B (CHGB), mRNA
Sequence ID: XM_019973370.1 Length: 2724 Humber of Matches: 1

Range 1: 628 to 863 Ggnfank

Score Exp

426 bits(472) 3e-115

‘ Query 1 ARATGARARCAC
] 1
il 3

=== S
0/236(0%) Plus/Plus datails

CICAGAAGT €0

& Download v  GenBank Graphics
Bovine mRNA for chromogranin B
Sequence ID: X65027.1 Length: 2367 Mumber of Matches: 1

Range 1: 351 to 586 GenBark Graghics

426 bits(472) 2e-115 236/236(100% 0/226[0%) Plus/Plus d=tzils

Quezry 1 ARATGARRACACA
1111 11

< Descriptions

Related Information
[— Gene-associated gene

Genome Data Viewer- aligned
genomic context

¥ Hext & Previous <wDescriplions

Related Information
Gans - associated gans

SERE

[=! Feedback

Le nom et les références de la séquence similaire trouvée dans la banque sont rappelés, ainsi

gue le score d'alignement (voir figure 17), la E-value et un ensemble d'autres informations

dépendantes du type d'alignement:

= Lebrin (Strand)
= Lenombre de base identique
= Nombre de Gaps...

NB: La séquence « Query » est la séquence que vous avez soumis a la banque, la séquence

« Subject » est 1a séquence trouvée dans la banque.
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Comment interprétez les résultats d’un Blast:

Important: Il ne faut pas oublier que ces algorithmes d'alignement sont des heuristiques ils
sont loin détre parfaits mais ils sont trés rapides. Cela implique un certain nombre
dimprécisions dans les alignements en particulier aux extrémités. Le principe de I'heuristique
est de retrouver des zones identiques (ou tres proches) via un systéme trés rapide de recherche

par index puis d'éendre les alignements a posteriori.

Il faut garder a I’esprit que la signification statistique ne reflete pas forcément la
signification biologique et inver sement!!!

B 30<ID* <=50 = Séquences faiblement similaires
B 50<ID <=70 = Séquencessimilaires
E 70<ID <= 100 = Séquences fortement similaires

*|D: ldentités

On peut déja parler de séguences homologues au dela de 70% de similarité, mais celareste &

confirmer par d’autres hypotheses: présence de motifs communs, etc....

Si la Evalue est trés faible (<10%°), c’est probablement le signe d’une similarité entre les

sequences. Mais, il ne faut jamais se fier uniqguement ala Evalue.
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