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Objectifs du TP 2 — Du gene a la protéine

o Mettre en pratique les concepts présentés au CM “Du géne au génome”
o  Geéne, transcrit, exon, intron, UTR, région codante
o Apprendre a utiliser l'interface de la base de données de génes du NCBI, qui est 'une des grandes
références internationales (partenaire américain du International Nucleotide Sequence Database
Consortium, INSDBC)
O  Consulter les annotations d’un géne dans une base de données de référence
o  Extraire les différents types de séquences associées (géne, ARNm, protéine)
o  Comprendre le format FASTA (le plus utilisé pour les séquences macromoléculaires)
o Effectuer des alignhements par paire entre ces trois types de séquences
o Utilisation de différentes modalités de BLAST pour aligner des séquences nucléiques (traduites) et
des séquences protéiques



Déroulé du TP

Etapes

Requéte pour trouver un gene sur la base de données NCBI-Gene

Exploration des annotations de ce géne sur 'interface graphique de NCBI-Gene
Exercice 1: Extraction des séquences du gene, de '’ARNm et de la protéine

Exercice 2 : Comparaison d’un gene et de son ARNm - alighement global avec needle
Exercice 3 : Comparaison de '/ARNm et de |la protéine - alignement local avec BLAST
Exercice 4 - Comparaison de ’ARNm et protéine - alignement global avec needle
Exercice 5 - Comparaison d’un gene et de son ARNm - alignement local avec BLAST

Complétion

Aix Marseile  Université

Tous les exercices doivent étre réalisés par chaque étudiant.

En principe, les exercices 1 a 3 devraient étre faits en séance (avec explications par les
enseignants).

Si nécessaire, les exercices 4 et 5 peuvent étre terminés ultérieurement.

Ne vous inquiétez pas, 'exercice 1 prend plus de temps que les suivants.
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Astuces - S'orienter dans les séquences génomiques

Le navigateur génomique du NCBI peut présenter les cartes
d’annotation, selon la fagon dont on I'invoque.

Perspective chromosomique (schéma du haut)

e Le graphique est orienté selon le sens de la séquence
chromosomique
e Cesens est arbitraire, il est fixé une fois pour toutes lors du
séquencage génomique
e Les coordonnées chromosomiques vont en croissant
e Les génes sont orientés en fonction de leur brin
o geéne sur le brin chromosomique direct (D, +)
— de gauche a droite
o geéne sur le brin chromosomique complémentaire (R, -)
— de droite a gauche

Perspective chromosomique

Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p14 Primary Assembly

NCBI Reference Sequence: NC_000001.11
GenBank FASTA
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Orientation du chromosome

Perspective du géne (schéma du bas).

e  Graphique orienté dans le sens du géne/transcrit/ARNm
(site d’initiation et codon start a gauche, codon stop et site
de terminaison a droite)

e Sile géne est sur le brin chromosomique complémentaire,
les

Pour ce TP, nous utiliserons la perspective du gene

< Orientation du gene
Perspective du géne
“ Genomic regions, transcripts, and products al[?

Go to reference sequence details
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NC_000001.11&tracks=[key:sequence_track,name:T15993,display_name:Sequence,id:T15993,dbname:GenBank,annots:NA,ShowLabel:false,ColorGaps:false,shown:true,order:1][key:gene_model_track,name:T2945488,display_name:NCBI%20RefSeq%20Annotation%20GCF_000001405.40-RS_2024_08,id:T2945488,dbname:SADB,annots:NA000467232.1,Options:ShowAll,HideNonCoding:false,HideModels:false,CCDSOnly:false,SelectOnly:false,CDSProductFeats:false,NtRuler:true,AaRuler:true,HighlightMode:2,ShowLabel:true,shown:true,order:60]&assm_context=GCF_000001405.40&app_context=Gene&v=186440933:186463745&c=null&gflip=1&select=null&slim=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NC_000001.11&tracks=[key:sequence_track,name:T15993,display_name:Sequence,id:T15993,dbname:GenBank,annots:NA,ShowLabel:false,ColorGaps:false,shown:true,order:1][key:gene_model_track,name:T2945488,display_name:NCBI%20RefSeq%20Annotation%20GCF_000001405.40-RS_2024_08,id:T2945488,dbname:SADB,annots:NA000467232.1,Options:ShowAll,HideNonCoding:false,HideModels:false,CCDSOnly:false,SelectOnly:false,CDSProductFeats:false,NtRuler:true,AaRuler:true,HighlightMode:2,ShowLabel:true,shown:true,order:60]&assm_context=GCF_000001405.40&app_context=Gene&v=186440933:186463745&c=null&gflip=1&select=null&slim=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NC_000001.11&tracks=[key:sequence_track,name:T15993,display_name:Sequence,id:T15993,dbname:GenBank,annots:NA,ShowLabel:false,ColorGaps:false,shown:true,order:1][key:gene_model_track,name:T2945488,display_name:NCBI%20RefSeq%20Annotation%20GCF_000001405.40-RS_2024_08,id:T2945488,dbname:SADB,annots:NA000467232.1,Options:ShowAll,HideNonCoding:false,HideModels:false,CCDSOnly:false,SelectOnly:false,CDSProductFeats:false,NtRuler:true,AaRuler:true,HighlightMode:2,ShowLabel:true,shown:true,order:60]&assm_context=GCF_000001405.40&app_context=Gene&v=186440933:186463745&c=null&gflip=1&select=null&slim=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568815597?report=graph&tracks=[key:sequence_track,name:T15993,display_name:Sequence,id:T15993,dbname:GenBank,annots:NA,ShowLabel:false,ColorGaps:false,shown:true,order:1][key:gene_model_track,name:T2945488,display_name:NCBI%20RefSeq%20Annotation%20GCF_000001405.40-RS_2024_08,id:T2945488,dbname:SADB,annots:NA000467232.1,Options:ShowAll,HideNonCoding:false,HideModels:false,CCDSOnly:false,SelectOnly:false,CDSProductFeats:false,NtRuler:true,AaRuler:true,HighlightMode:2,ShowLabel:true,shown:true,order:52]&assm_context=GCF_000001405.40&v=186434791:186469888&c=FF0000&select=null&slim=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568815597?report=graph&tracks=[key:sequence_track,name:T15993,display_name:Sequence,id:T15993,dbname:GenBank,annots:NA,ShowLabel:false,ColorGaps:false,shown:true,order:1][key:gene_model_track,name:T2945488,display_name:NCBI%20RefSeq%20Annotation%20GCF_000001405.40-RS_2024_08,id:T2945488,dbname:SADB,annots:NA000467232.1,Options:ShowAll,HideNonCoding:false,HideModels:false,CCDSOnly:false,SelectOnly:false,CDSProductFeats:false,NtRuler:true,AaRuler:true,HighlightMode:2,ShowLabel:true,shown:true,order:52]&assm_context=GCF_000001405.40&v=186434791:186469888&c=FF0000&select=null&slim=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568815597?report=graph&tracks=[key:sequence_track,name:T15993,display_name:Sequence,id:T15993,dbname:GenBank,annots:NA,ShowLabel:false,ColorGaps:false,shown:true,order:1][key:gene_model_track,name:T2945488,display_name:NCBI%20RefSeq%20Annotation%20GCF_000001405.40-RS_2024_08,id:T2945488,dbname:SADB,annots:NA000467232.1,Options:ShowAll,HideNonCoding:false,HideModels:false,CCDSOnly:false,SelectOnly:false,CDSProductFeats:false,NtRuler:true,AaRuler:true,HighlightMode:2,ShowLabel:true,shown:true,order:52]&assm_context=GCF_000001405.40&v=186434791:186469888&c=FF0000&select=null&slim=0

Alignement de séquences — Genes S de SARS-CoV-2 et RaTG13

# Aligned sequences: 2

# 1: Human_SARS—COV—2_BetaCoV/Wuhan/IPBCAMS—WH—01/2019

# 2: Bat RaTG13

#

# Length: 3822

# Identity: 3549/3822 (92.9%)

# Similarity: NA/3822 (NA%)

# Gaps: 12/3822 (0.3%) Substitution

# Score: 5435.624 Identités l Identités

Human SARS-CoV-2 1 |ATGTTTGTTTTTCTTGTTTTATTGCCACTAGTICITCTAGTCAGTGTGTTAA 50
NERRRRR RN RN N RN RERRRRNANY

Bat RaTG13 21545 |ATGTTTGTTTTTCTTGTTTTATTGCCACTAGTITTCTAGTCAGTGTGTTAA| 21594

Indel

Human SARS-CoV-2 2001 TGCAGGIATATGCGATAGTTATCAGACTC CTAATT(ICCTCGGCGGG 2050

Bat RaTG13 23545 TGCAGGRATATGCGACAGTTATCAGACTCARRCTAATTC---------- 23583
Indel
Human SARS-CoV-2 2051 |[CACGTAGTGTAGATAGTCAAT TTGCCTACACTATGTCACTTGGT 2100
NERRRRE N NN RN RINRRRERRRRRRRRRRRR RN
Bat RaTG13 23584 |-ACGTAGTGTGEACAGTCAAT TTGCCTACACTATGTCACTTGGT 23632
Note
®  “Indel” signifie “Insertion ou délétion”

e  Sur base de ce seul résultat, one ne peut pas déterminer si la différence observée provient d’une insertion chez un ancétre de
SARS-CoV-2, ou d’une délétion chez un ancétre de RaTG13



Matrice de substitutions

. Une matrice de substitution associe un score a chaque paire
de résidus qu'on peut trouver dans un alignement.

Matrice de substitutions entre nucléotides

o Chaque ligne et chaque colonne représente I'un des A c G T Scores
résidus (4 nucléotides, 20 acide aminés). A 1 -2 -1 -2 1 identité
o La diagonale correspond aux identités. C 2 1 2 1 -1 | transition
o Le triangle inférieur correspond a des substitutions. G 1 P 1 ) 2 transversion
o Le triangle supérieur est symétrique au triangle inférieur, il T ) 1 D) 1

n'est pas nécessaire d'indiquer les nombres.

. Les scores négatifs sont considérés comme des pénalités Matrice de substitutions entre acides aminés

associées a certaines substitutions qu’on n’observe que Ala A 4

rarement dans les alignements. Les algorithmes d'alignements arg R

tenteront donc d'éviter ces substitutions. Asp D -2 -2 1 6

iy . T , Cys C 0 -3 -3 -3 9
. Les scores positifs corresp(?ndentades substitutions qu’on GnQ -1 1 0 0 -3 5

observe plus souvent que prévu, dans les alignements d’'un Glu E -1 0 0 2 -4 2 5

grand nombre de séquences. Ceci suggére que ces b e i

substitutions particulieres sont moins dommageable que e I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

d'autres, et on les qualifie donc de « substitutions Lew L -1 -2 -3 4 -1 -2 -3 4 -3 2 4

. . Lys K -1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5
conservatives » ou encore de « mutations ponctuelles Met M -1 -1 -2 -3 -1 © -2 -3 -2 1 2 -1 5
acceptées » (PAM)_ Phe F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6
. . Pro P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7
« Au sein d’'un alignement, le terme similarité désigne les Ser s 1-1 1 0-1 0 0 O0-1-2-2 0 -1 -2 -1 4

positions ou se superposent des résidus ayant un score positif ;‘r‘; VTV g ; 2 ': ; ; ; ; ; ; ; ; : i ': ;

dans la matrice de substitution (|dentlté ou substitution Tyr Y -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2

Conservative)_ Valv 0 -3 -3 3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 -2
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Utilisation d'une matrice de substitution pour calculer le score d'un alignement

® Les matrices de substitution sont utilisées pour
calculer le score d'un alignement.

e Ce score est la somme, pour toutes les positions
de l'alignement (ide 1 a L), des scores des paires
de résidus (rlll. et rz,l.).

e Les "gaps" sont traités par une régle spécifique
reposant sur deux parameétres de pénalité:

o  Pénalité d'ouverture de gap (go)
Valeur typique : -10

o  Pénalité d'extension de gap (ge)
valeur typique: -1
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Exercice
Dans l'alignement ci-dessous,

e identifiez les identités, les transitions et les transversions
® en vous basant sur la matrice de substitution, calculez le
score de l'alignement

Scores
1 identité

-1 transition

-2 transversion
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Utilisation d'une matrice de substitution pour calculer le score d'un alignement

® Les matrices de substitution sont utilisées pour

A l: (_; (i 12 Smlres entite calculer le score d'un alignement.
N . .. 7 lansition e Ce score est la somme, pour toutes les positions
12 Bl . Bl T —— de l'alignement (i de 1 a L), des scores des paires
= E de résidus (rl’ietrz,i).
e Les "gaps" sont traités par une régle spécifique
reposant sur deux parameétres de pénalité:
o  Pénalité d'ouverture de gap (go)
Valeur typique : -10
o  Pénalité d'extension de gap (ge)
valeur typique: -1
L
S:Z n,i",i
=1
i 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
AT A A C T T AGG - - - - C CCA AT G
| | | | | GO ge ge ge | | |
A T G C C T G A G G A T T A C C A G T G
l1+1 -1 -2 +1 +1 -2 +1 +1 +1 -10 -1 -1 -1 +1 +1 -2 -1 +1 +1 = -10



Utilisation d'une matrice de substitution pour calculer le score d'un alignement

L
Ala A 4 E
Arg R -1 5 S: S
Asn N -2 0 6 N,
Asp D -2 -2 1 6 i1
Cys C 0 -3 -3 -3 9
GhQ -1 1 0 0 -3 5
GuE -1 0 0 2 -4 2 5
Gy G 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6
His H -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8
Ile I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4
leu L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4
Lys K -1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5
Met M -1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5§
Phe F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6
Pro P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7
Ser S 1 -1 1 0-1 0 0 0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1 4
Thr T 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5§
Trp W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11
Tyr Y -2 -2 -2 -3 -2 -4 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7
val Vv 0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 -2 0 -3 -1 4
s P £ 2 0 £ 3 > 0 5 v B 2 o0 = = o = =
< 3¢ 3500683z 888EkEPrS
A RNDTG CQEGHTILIEKMTETPSTWYV
L]
i 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
R L A S VvV E T D M P - -
T L T S L O T T L K N L

Les matrices de substitution sont utilisées pour
calculer le score d'un alignement.
Ce score est la somme, pour toutes les positions
de l'alignement (ide 1 a L), des scores des paires
de résidus (rlll. et rz,l.).
Les "gaps" sont traités par une regle spécifique
reposant sur deux parameétres de pénalité:
o  Pénalité d'ouverture de gap (go)
Valeur typique : -10
o  Pénalité d'extension de gap (ge)
valeur typique: -1

13 14 15 16 17 18 19 20 21
- - - L T L R Q H
K E M A H L G T H




Utilisation d'une matrice de substitution pour calculer le score d'un alignement

A L ® Les matrices de substitution sont utilisées pour
Arg R -1 5 S = E S, calculer le score d'un alignement.
Asn N -2 0 6 1,i"2,i L.
Asp D -2 2 1 6 i1 e Ce score est la somme, pour toutes les positions
Cys C 0o -3 -3 -3 9 . . N .
GhQ -1 1 0 0 -3 5 de l'alignement (ide 1 a L), des scores des paires
Glu E -1 0 0 2 -4 2 5 s .
Gy G 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6 de résidus (r, .etr_ ).
His H -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8 " w L 20 R , g
e I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4 e Les "gaps" sont traités par une regle spécifique
Leu L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4 \ s s
lys K -1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5 reposant sur deux parametres de pénalité:
Met M -1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5 , ey s 1
Phe F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6 o Pénalité d'ouverture de gap (go)
Srs 111010004232 01521 4 Valeur typique : -10
W S 54 s E s Aa o Pénalité d'extension de gap (ge)
VAV 0333423333 13112232 6-3-1 4 valeur typique: -1
2255553522388k
A R ND COQ E GH I L KMFUP S TW YV

i 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

R L A s VvV E T D M P - - = = - L T L R Q H

. | <« 1 <« < | . : . gogegegege . . | . . |

T L T S L O T T L K N L K E M A H L G T H
S -1 +4 +0 +4 +1 +2 +5 -1 +2 -1 -10 -1 -1 -1 -1 -1 -2 +4 -2 -1 +8 =7 %



Traduction d’'une séquence nucléigue dans les 6 cadres de lectire

= Silon dispose d’une séquence nucléique, on
peut facilement déduire la séquence de la
protéine qui pourrait étre produite par sa
traduction, sur chacun des 6 brins.

= Si cette séquence n’est pas codante, on
s’attend a trouver des codons stop assez
fréiquemment (3 codons sur 64).

= Cependant, rien n'empéche d’aligner les 6
séquences ainsi produites avec d’autres
séquences peptidiques.

Traduction sur 6 cadres de lecture

ATTGTGAGTCCTGATGATGGT
TAACTCTCAGGACTACTACCA

-
44
Résultat
F1 I VvV S P D D G
F2 L * V. L. M M V
F3 c E S * * W X
1 ATTGTGAGTCCTGATGATGGET 21
1 TAACACTCAGGACTACTACCA 21
Fé6 X T L G S S P
F5 X QO S D Q H H
F4 N H T R I I T

« Outil: http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_sixpack/
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_sixpack/

Modalités de BLAST

Le logiciel BLAST présente 5 modalités différentes en fonction du

type des séquences (peptidique ou nucléotidique) de requéte et

de la base de données.

Pour les comparaisons entre séquences nucléotidiques et

peptidiques, la séquence nucléotidique est traduite dans les 6 <
phases de lecture (3 par brin), et on lance ensuite une recherche <

de similarité “protéine versus protéine”.

Séquence requéte
peptidique

nucléique

nucléique (traduite
dans les 6 cadres)

peptidique

nucléique (traduite
dans les 6 cadres)

Base de données
peptidique

nucléique

peptidique

nucléique
(traduite dans les
6 cadres)

nucléique
(traduite dans les
6 cadres)

Outil
blastp

blastn

blastx

tblastn

tblastx

Traduction sur 6 cadres de lecture

ATTGTGAGTCCTGATGATGGT
TAACTCTCAGGACTACTACCA

Exemples d’applications

En partant d’'une protéine de fonction connue, collecter les protéines similaires dans la
base de données Uniprot afin de constituer la famille de protéine supposées homologues.
Comparer les séquences d’ARNm aux séquences génomiques.

Aligner un ARN d’interférence (ARNi) sur un génome pour détecter ses cibles potentielles.

Apres avoir séquencé un morceau d’ADN, chercher des fragments potentiellement codants
(susceptibles de produire un polypeptide similaire a des protéines connues) dans cette
séquence méme si on ne connait pas la position des genes.

Identifier une région génomique susceptible de coder pour un homologue d’une protéine
d'intérét.

Identifier dans un génome les pseudo-génes (génes défectifs, qui peuvent contenir un ou
plusieurs codons stop) correspondant a une protéine d’intérét.

A partir d’une séquence d’ADN, identifier des segments de régions codantes ayant une
contrepartie dans un génome ou une base de données de référence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

