Outils informatiques
de biologie moleculaire
appliquée



A. LA BIOINFORMATIQUE

» Ensemble de méthodes, de logiciels et d’applications
en ligne qui permettent de gérer, manipuler,
et analyser des donnees biologiques.

» La bioinformatique met en jeu plusieurs champs
disciplinaires :

Informatique  Mathématiques Statistiques
formelles

\ )
|

Biologie




Paradoxe :

* La biologie porte une part de variabilité. Elle peut ne pas étre
totalement prévisible et totalement reproductible et est souvent
dynamique

* Les Mathematiques et I'Informatique qui sont des sciences exactes
comportent des concepts et des théories préecises

- La bioinformatique nécessite souvent de décomplexifier des
problémes biologiques (modeles)



Apport de lI'informatique

Stockage et
organisation des
données

Automatisation
de taches
manuelles

Algorithme

Permet de stocker par exemple |les sequences des protéines et d'y associer
différentes annotations : positions des domaines, des sites actifs, d'un pro-

peptide, spécificité d’expression, role fonctionnel, associations a des
pathologies....

Certaines taches simples ne peuvent pas étre realisees a la main pour de
nombreuses séquences (manque de temps, d'intérét et risque d'erreurs)
et sont donc automatisées (traduction, recherche de sites d'enzymes de

restriction...)

Un algorithme est une suite finie et non-ambigueé d'instructions
permettant de donner la réponse a un probleme.



* Apport des mathématiques

Permet d’évaluer des résultats entre eux en proposant
Statistiques des calculs de scores et de probabilités (p-value)
=> Aide l'interprétation

Permet de faire des predictions a partir d’'une mise en
Modelisation équation d’'un systeme et des données biologiques




Objectifs de la bioinformatique

La bioinformatique a differents objectifs et differentes
applications :

|- Collecter et stocker des informations
dans des bases de données, accessibles
en ligne.

Explosion de la quantité de données biologiques nécessitant
des outils de stockage adaptés.



2- Fournir des outils de comparaison de séquences
(protéiques ou nucléotidiques).

e

reference
I . e Séquence a

o _ analyser
Identification ? Points communs ?

Objectifs :
- identifier une séquence par rapport a une base de données
- déterminer le degré de similitudes entre deux séquences (intérét en taxonomie)
- repérer des motifs structuraux :
-génes, promoteurs, etc. pour un nucléotide.
-zone de repliement, site actif, etc. pour un polypeptide.




3- Fournir des outils de traduction de séquences.

Séquence . Séquence
nucléotidique * Traduction ——= 5ypeptidique

Objectifs :

- simplifier les taches de traduction

- proposer plusieurs possibilités de protéines pour une méme séquence
- repérer exons / introns




4- Fournir des outils de prédiction

Preédiction . re .
. . Prédiction
physiologique expérimentale
et fonctionnelle P

Objectifs :
Objectifs : - repérer des sites de restriction
- repérer un opéron - prévoir la digestion d’un nucléotide
- repérer un géne ou une protéine |- prévoir |/ simuler la migration de
anormale fragments nucléotidiques ou protéiques
- prévoir la structure 3D d’une protéine lors d’une électrophorése...
- repérer des mutations
- prédire une pathologie...




* Quelques théories et concepts en Biologie :

* Lathéorie de I'évolution énoncée par Darwin (1859), complétée par Kimura avec la
theorie neutraliste de |'évolution (1983).

* Les lois de Mendel (en 1866 ).
=> Premiere théorie biologique a partir d'une analyse statistique.

* La mise en évidence des chromosomes comme support cellulaire de I'heredité et
de l'information genetique (Morgan, 1913).

* La decouverte de la structure en double hélice de I'ADN (Watson et Crick, 1953),
puis du mécanisme de la régulation génétique impliqué dans le dogme central de
la biologie moléculaire (1965). Des derogations au dogme ont finalement ete
trouvees notamment par Temin et Baltimore (1970)



B. La séquence biologique pour les informaticiens

* Enoncer que l'information génétique de tout organisme vivant est contenue dans
une séquence fut un concept révolutionnaire. La séquence devient un élément
essentiel en biologie grace a la biologie moléculaire (enzyme de restriction, PCR,

vecteur de clonage, évolution des techniques de séquencage)

—> La séquence devient un objet élémentaire et formel qui manquait a la
biologie pour se constituer une branche théorique

« (C'est une chaine de caracteres basée sur un alphabet simple et fixe.

— ADN : 4 nucleotides ATCG
— ARN : 4 nucléotides AUCG
— Protéines : 20 acides aminés

* Lasequence est manipulable par des algorithmes !

—>Récupération et manipulation de certains élements ou groupes
d’éléments dans la chaine de caractere



Le code génétique : une regle de traduction !

Second base
UUUT_Phenyl- ucu’ UAU \ UGU :
vuc alanine  |ucc | o . UAc]'T"“'"" uc;c:}'c”’“""e
UUAT cucine UCA UAA Stopcodon | UGA Stop codon
UUG_ UCG._ UAG Stopcodon UGG Tryptophan
cuu ccuT 'CAU}_ .. |eceu
Histidine

CucC . cCC . CAC CGC o
CUA — Leucine CCA Proline CAA - i CGA Arginine
CUG. CCG_ CAG utamine | cGG
AUU ACU™ AAU . AGU "
AUC [-Isoleucine | ACC | AAC }‘A""m"'“" Aec]'s“'""
AUA _ AGA [~ThHecnine | o AGA-
AUG Methionine | ACG_ MG]—Lysine AGG [TArginine

start codon o
GUU GCU GAUT Aspartic | GGU
auc | ... GCC . GAC J ™ acid 6G6C | anes
Gua [~ Valine GCA [Alanine | D Guutamic | GGA Glycine

GUG GCG GAG ™ acid GGG

O>»0C O>»0C O>»0C



* Les séquences les plus fréquentes :

ADN ARN Protéine
[\
/ \
/ \ / \ /
- / \
/ \
Génome Fragment ADNc / \
Complet génomique (entier ou EST / \
partiel) / \
i \
Linéaire Contient / \
ou Circulaire  0angenes 4 N
ADN "
: Proteine Fragment
recombinant
Protéine
—

recombinante



* Lesséquences issues de 'ADN recombinant:

Exemple de construction pour un géne de o, Protein of interest Coding Sequence .
fusion avec un tag en C-terminal :Gmt Construct
. . Gene Fusion -
CDS du géne d'intérét | Affinity Tag Sequence

Expression
Linker( + Site de Protéase)

-
TAG @4;
Promoteur

. I Purification by
Plasmide Contamination Affinity Chromatography
Affinity Column

14'

¢ @ >
*.1. =
A >

I 1. Wash
2. Elution

ARNm de fusion 5" s mm— 3’
>

N I Tag Cleavage (if necessery)

o . L]
Protéine de fusion .e
@ Purified Protein

Géne de résistance
a un antibiotique

MN-term C-term



Rappel de biologie : tous les ARN ne codent pas pour des proteines !!
Certains ARN sont dit « non-codants »

A on

(>250 nt)




5I
3I

5I

3I

Rappel de biologie : convention Brin sens = Brin codant

.,y 3'
I ——— >'

Transcription

Brin sens= brin codant
.

ARN
S 3
. S

Brin matrice = brin antisens = brin non-codant




* Représentation graphique du gene eucaryote:

Amont Aval

5'UTR / \ 3'UTR

Y NV

‘Q‘HH T
Promoteur ~
Introns
*
ATG
Région codante (CDS = coding sequence) codon stop

TGA, TAA, TAG
| ll . |
— f

Premier exon Dernier exon




 Effet d’'une mutation sur la séquence nucléotidique selon sa localisation

Promoteur

.

Regulation ?

5'UTR / \ FUTR
ﬂ"‘“a N/
E,__&E h
R"“—n
Introns
ATG *
____,/I\H“"---____ . P __F--"'/\\___ ___/
~ Y
Effet sur la séquence de la protéine traduite ? Régulation ?
-Mutation faux-sens (Substitution d’acide aming)
-Mutation synonyme (méme acide aming)
-Mutation non-sens (introduction d’'un codon STOP) Exon .
v -Insertion(s)
Prntem? _Délétion(s) . Protéine
tronquee -Défaut d’épissage (jonction intron/exon) plus longue

Exons




* Insertion/délétion d’1, 2 ou nucléotides groupés dans la région codante

1 nucleotide 2 nucleotides

Décalage de phase
(= Frameshift)

3 nucleotides

Y,

N
N
AN

Pas de Décalage de phase
1 insertion/délétion

Pas de Décalage de phase
1 insertion/deletion
+ 1 substitution




* Exemples d’analyse bioinformatique d’une séquence :
—> Création de I'inverse complémentaire (reverse complementary) outil RevSeq

— — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

— — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —
To unload a seauence from vour local computer. select it herae: | Parcourir |
! 1 : f : . ;

rgegquence 1
AL TCACAGTCAAAATACACCCAGATSCTCTCACACACCCAGACGCGCGC

B i e i e v

To enter the sequence data manually, type here:

OUTPUT FILE outseq

>sequence_1
GCGCGCGTCTOGGTGTGTGAGAGCATCTGGGTGTATTTTGACTGTGATT



* Exemples d’analyse bioinformatique d’une séquence :
—> traduction dans les 6 phases de lecture (= 6-frames translation)

2
Phase +3 . y - g e ' 1 y .

Phase +2

Phase +1 I D D D D D D D

Phase -l comem o coes coes cees oo e s S
Phase -2

PhaSE-3 L 1 1 1 L ] L 1 L ] L ] L ] 1 |




C. Bases de données

Differentes catégories de bases de données :

Bases de données bioinformatiques

— ™~

Bases généralistes Bases spécialisées
- banque N / \
- banque P

Banques Banques

génomiques fonctionnelles :
- transcriptome
Difficultés: - Protéome

- Harmoniser le classement des informations - metabolome...

- Utiliser un langage commun pour échanger
des informations entre toutes ces bases



C. Bases de données

* Historigue : Un besoin de stockage !

Dans les années 80 :

— Le nombre de séquences publiées augmente considérablement grace aux avancées
technologiques et un acces facile pour la communauté des biologistes doit étre

propose.
— Les eéchanges de données informatiques commencent étre facilites par le
développement de réseaux informatiques

— Un consensus apparait : il faut disposer de centres de références dans lesquels toutes
les séquences connues seront déposées. Des serveurs "mondiaux" naissent :

1988 : NCBI aux USA / Base de données Genbank
1986 : DDBJ au Japon / Base de données DDB)J Séquences nucléiques

1980 : EBI en Europe / Base de données EMBL
1986 : SIB en Suisse / Base de données SwissProt Séquences protéiques



Bases de données

Organisation des données :

* Notion d’identifiant unique

Un identifiant permet de retrouver un élément dans un base de données de facon non ambigué

* Fichiers Textes

Les informations peuvent étre présentées dans une fiche (= un fichier texte) avec une fiche pour

chaque élément de la base. Cette fiche peut étre présentée ensuite sous format html avec des
hyperliens, des illustrations....

*» Base de données relationnelles

Souvent, les bases de données en biologie utilisent des outils informatiques de

stockage de I'information = Systeme de gestion de Base de données relationnelles (SGBD)
* Organisation des informations sous forme de tables ayant des liens entre elles

* [Efficacité de stockage et de recherche d'informations croisées (« requétes »)

» Références Croisées

* Liens entre les différentes bases de données pour permettre aux biologistes de trouver un
maximum d’informations



Bases de données

Echange des nouvelles soumissions toutes les 24h !

emBL:| [

—
NUCLEOTIDE

SEQUEMCE
DATABASE

ENA : EMBL nucleotide

\ / Archive

($ DDBJ S
T e

Genbank

En une journée, la séquence soumise par le chercheur francais a 'EMBL va se retrouver dans
les 3 banques de données avec un reformatage spécifique a chaque banque.



Bases de données
Acides nucléiques

* Soumission d’'une séquence et suite :

* Le chercheur est l'auteur de la séquence, il soumet :
* Laséquence nucléotidique
Attention, cette séquence peut contenir des erreurs de séquences :
- erreur de séquencage

- erreur de manipulation informatique (envoie de 'inverse
complémentaire, séquence de vecteurs de clonage ...)

* Les informations supplémentaires = des annotations
Organisme, position des genes si ADN génomique, du CDS si ARNm.....

Elle peut aussi contenir des erreurs d’annotations souvent dues au manque de
connaissances biologiques a la date de soumission

* Chaque banque réorganise |'information (identifiant, format spécifique)

Mise Les annotations vont évoluer avec les nouvelles connaissances en biologie =>
3 > Beaucoup d’annotations sont automatiques

jour * Des liens vers d’autres bases de données seront rajoutées
. Références croisées (= Cross-References)




» Harmonisation des fiches de données

En resume, une fiche comporte de nombreuses informations :

Locus |dentificateur (nom et taille de la séquence)

Definition Description de la séquence

Accession / version Numéro d’acces dans la base

Keyword / Source / Organism / Informations diverses (taxonomie,

Reference / Authors / Title / Journal publications...)

Features Caractéristiques de la séquence / produits
d’expression

Origin Séquence (par blocs de caracteres / par lignes)

I Fin de I'entrée dans la base




Bases de données protéiques

UniProt B

thewvnivarsal proteln resource

prOt ; http:// www.uniprot.org

UniProt Knowledgebase: Collaboration entre EBI, SIB et PIR

Décrire dans une fiche unique les produits derivés d’un gene dans une espéece donnée.

- - A
- UniProtKB/Swiss-Prot suiterot
Non-redondante, annotation manuelle.
. TrEMBL
- UniProtkKB/TrEMBL "

Traduction automatique de la base de données EMBL selon les annotation de CDS
Redondante, annotation automatique i



C. Bases de donneées : c) UniProtKB

Prot :: TrEMBL
Eﬁ‘é*.f"‘“““ Llihf‘

* TrEMBL

Ensemble des séquences protéiques conceptuelles
obtenues par traduction automatique des séquences codante
contenues dans EMBL, avec des annotations non vérifiées, mais
avec |'objectif d'obtenir une couverture maximale



C. Bases de données : c) UniProtkKB

e ®®

Prot ¢

* Les annotations :

Nom de la protéine, Nom du gene

Fonction

Activité enzymatique

Composition en domaines

Localisation cellulaire

Spécificité d’expression (tissus, stade de developpement...)
Implication dans des pathologies

Effet des mutations

Interactions moléculaires

Liens vers d’autres base de données = Références croisees
(EMBL, SMART,GO, PDB,OMIM....)

NN N NE N N N NE VRN



* Notion d’ontologie :

* Une ontologie est I'ensemble structuré des termes et concepts représentant le
sens d'un champ d'informations d'un domaine de connaissances.

* L'ontologie constitue en soi un modele de données représentatif d'un
ensemble de concepts dans un domaine, ainsi que des relations entre ces

concepts.

=> Un recensement des concepts sous la forme d'un vocabulaire controlé.

—> Liaison de ces concepts par des relations qui modélisent notre
connaissance. Exemple Gene Ontology (is_a, part_of a)



* Exemple:
[ Meuble ]
Is_a ‘/ - is_a‘
- -
[ . ] [ Meuble de ]
Siege
rangement
sa \@’ ,l,‘is_a
[ Chaise ] [ fauteuil ] [Tabouret] [ Placard ]

Part_of a /Part of a

[ Dossier




Term D

http://www.ebi.ac.uk/ego

GO Term GO:0016303 i

GO:0016303

Name [7]

phosphatidylinosital 3-kinase activity

2001-03-30 04:29:44 0

Catalysis of the reaction: ATP + 1-phosphatidyl-10-myo-inositol = ADP + 1-
phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate.

—¥T
Gene_Ontolegy

molecular_function

T DOOIE24
catalyvtic activity

- r
transferase activity

transferase activity,
transferring
phosphorus-

—

Synonyims PIRK ldnase lﬂl;'.ié'fl : pnn:phatmml:;:-l;s”t.
il activity, alcohol
group as acceptor
ECTC) Enzyme 271137
" 17 MetaCyc 1-PHOSPHATIDYLINOSITOL-3-KINASE-RXN
lipid kinase a:ctwny imositol a.r. o
phosphatidylinositel
kinase ity
At m“::z Term Significance Cther Both This v
] )
With 7] phosphoinositide 3-kinase complex 83% a4 93 11
. phospheinositide 3-
InterPro | IPRO00341: Phosphoinositide 3-kinase, ras-binding kinase activity

Mappings

IPROD1720: PI3 kinase, PB5 regulatory subunit
IPRO02420: Phosphoinositide 3-kinase, C2
IPR0O0D3113: Phosphatidylinositol 3-kinase, pB5-binding
IPRODB290: Phosphatidylinositol 3-kinase, Vps34 type

phosphatidylinositol
J=kinase activity

ooLA 1]

[F‘aurent terms

| s5a

I!tlmd terms (00

| Part oF A

IPrim:.r'.r term
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* Protein Data Bank ou PDB est une collection mondiale de données sur la structure
tridimensionnelle (ou structure 3D) de macromolecules biologiques : proteines,
essentiellement, et acides nucleiques.

« Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou
par spectroscopie RMN.



