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Objectifs et notions

Objectifs

e L'objectif de ce TP est de découvrir les sites web permettant de générer des alignements de séquences
protéiques par paire ou multiples, d’essayer d’y localiser les domaines et de modéliser la famille pour en
détecter tous les membres.

Notions mises en pratique
e Recherche par similarité : alignement par paire d’'une séquence d’intérét (requéte, “query”) avec toutes les
séquences d’une base de données (“subject”)

o Alignement local
O Eléments de l'alighement: matches, mismatches, indels

e Alignements multiples
O  constater les blocs de conservation, et les régions plus variables, les domaines fonctionnels
O résolution des insertions versus délétions, qui n’était pas résoluble en alignement par paire
O  constater les substitutions fréquentes

e Matrices de substitution — Liens avec la biochimie.

N’oubliez pas que vous pouvez a tout moment consulter le glossaire du cours pour obtenir une
définition sommaire des principaux termes utilisés.


https://jvanheld.github.io/intro-bioinfo-L2-SV-AMU-SSV3U15_public/glossaire_bioinfo/glossaire_bioinfo.html

Déroulé du TP

Etapes

o Exercice 1. Alignement par paire et alignement multiple au NCBI
O  Observation et compréhension des résultats de BLAST
o  Téléchargement d’'un ensemble de séquences homologues
o Alignement multiple et MSA viewer au NCBI
e Exercice 2. Alignement multiple a I’EBI
o Différents formats de sortie (Pearson/FASTA, ClustalW)
O Outil de visualisation et d’édition d’un alignement multiple

Complétion
o Tous les exercices doivent étre réalisés par chaque étudiant.
e En principe, les deux exercices devraient étre faits en séance (avec explications par les
enseignants).
e Sinécessaire, ils peuvent étre terminés ultérieurement.
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Matrice de substitutions

e Une matrice de substitution associe un score a chaque Matrice de substitutions entre nucléotides

paire de résidus qu'on peut trouver dans un alignement.

o  Chaque ligne et chaque colonne représente l'un AiICiIGIT
des résidus (4 nucléotides, 20 acide aminés). Al 2 : :
La diagonale correspond aux identités. Ezh&g&“

o Le triangle inférieur correspond a des substitutions. | G |2 1212
Le triangle supérieur est symétrique au triangle Tl :-2 -2 {2

inférieur, il n'est pas nécessaire d'indiquer les
nombres.

Matrice de substitutions entre acides aminés

Les scores négatifs sont considérés comme des Ala A 4
y " .z N i . . y Arg R -1 5
p,enalltes associées a certaines supstltutlons qu’'on Asn N -2 oS
n'observe que rarement dans les alignements. Les Asp D -2 -2 1 6
algorithmes d'alignements tenteront donc d'éviter ces o G i o o EE
substitutions. GuE -1 0 0 2 -4 2 5
Les scores positifs correspondent a des substitutions f"_v f' g -3 g : : -g -g g 2
, . is - -1 - -
qu’on observe plus souvent que prévu, dans les Ie I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4
alignements d’'un grand nombre de séquences. Ceci Lew L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4
P : : : A : Lys K -1 2 o0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5
suggere que ces substitutions partlcullere§ §ont moins Mok M -1 -1 -2 -3 1 0 -2 -3 -2 WSS -1 B
dommageable que d'autres, et on les qualifie donc de Phe F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 O 6
« substitutions conservatives » ou encore de Pro P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4
. L, Ser S i-1 1 0-1 0 0 O0 -1 -2 -2 O0 -1 -2 -1 4
« mutations ponctuelles acceptees » (PAM) Thr T 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1
TTp W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3
Tyr ¥ -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2
val Vv o-3 -3 -3 -1 -2-2-3-3 3 1-2 1-1 -2 -2
8 25§ % £ 3 29 3 28 2 2 5
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Rappel — Nomenclature et composition des acides aminés

Amino Acid
Alanine
Arginine
Aspartic acid
Asparagine
Cysteine
Glutamic acid
Glutamine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline
Serine
Threonine
Tryptophan
Tyrosine
Valine

STOP

Abbrev |1-lettre Codon(s)

Ala
Arg
Asp
Asn
Cys
Glu
GIn
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

A

I oo molzlo=

< < g4 vonz=x-r

GCA, GCC, GCG, GCT

CGA, CGC, CGG, CGT, AGA, AGG
GAC, GAT

AAC, AAT

TGC, TGT

GAA, GAG

CAA, CAG

GGA, GGC, GGG, GGT

CAC, CAT

ATA, ATC, ATT

CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG
AAA, AAG

ATG

TTC, TTT

CCA, CCC, CCG, CCT

TCA, TCC, TCG, TCT, AGC, AGT
ACT, ACC, ACG, ACT

TGG

TAC, TAT

GTA, GTC, GTG, GTT

TAG, TAA, TGA

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amino_Acids_(Histidine_Update 9-19-2014).svg
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amino_Acids_(Histidine_Update_9-19-2014).svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amino_Acids_(Histidine_Update_9-19-2014).svg

Similarités chimigues entre acides aminés

é Valine (Val) Isoleucine (lle) Leucine (Leu) Méthionine(Met)\ ( Tyrosine (Tyr) Phénylalanine (Phe)  Tryptophane (Trp) )

i '

\Hydrophobes y \Aromatiques

Lysine (L Arginine (A . N . .
(" ysine (Lys) rginine ( rgﬁ Matrice de substitutions entre acides aminés

Ala 4

Arg -1 5

Asn -2 0 6
Asp -2 -2 1 6

Cys
Gln
Glu
Gly
His

Ile -1 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3
Gharges + -1 -2 -3 -4 -3 4
Lys -1 o -3 1 1 -2 -1 _-3 - 5
Met -1 -1 -2 -1 0 -2 -3 -2 -1 5

(" Acide aspartique Acide glutamique) Phe -2 -3 -3 2 -3 -3 -3 -1 -3 0.6
partiq g q Pro 42 -2 3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7
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https://en.wikipedia.org/wiki/File:Aspartic-acid-from-xtal-view-2-3D-bs-17.png
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Glutamic-acid-from-xtal-view-2-3D-bs-17.png

Exemple d’alignement par paire

e Laligne entre les séquences
“Query” et “Sbjct” indique les
correspondances entre acides
aminés.

o [Identités |

e | Substitutions “conservatives”:
paires de résidus distincts
mais dont la substitution est
généralement moins délétére
qgue pour d’autres paires de
résidus.

e | Substitutions non

conservatives

e | Positives: identités +

substitutions conservatives.

® | Gaps:|lacunes inserees dans

une sequence afin d’'optimiser

I'alignement des fragments

avoisinants.

Note: le mode de représentation
des identités, substitutions
conservatives et gaps varie d’un
outil a l'autre.

>g1|16127996 | ref |[NP_414543.1| bifunctional: aspartokinase I

(N-terminal) ; homoserine dehydrogenase I (C-terminal)
[Escherichia coli K12]

Length = 820

Score = 344 bits (882), Expect = 2e-95
[Identities = 247/821 (30%) |[Positives = 410/821 (49%))|Gaps = 44/821 (5%)]
Query: 16 KFGGSSLADVKCYLRVAGIMAEYSQPDDMM-VVSAAGSTTNQLINWLKLSQTDRLSAHQV 74
KFGG+S+A+ + HLRVAJTI+ ++ + V+SA ™ L+ ++ + + + + +
Sbjct: 5 KFGGTSVANAERHLRVAPILESNAROQGOVATVLSAPAKITNHLVAMIEKTISGQDALPNI 64
Query: 75 QQTLRRYQCDLISGLLPAHEADSE.--ISAFVSDLERLAALLDSGIN------ AVYAEVV 126
R + +L++GL A+ L+ FV + GI+ ++ A ++
Sbjct: 65 SDAERIF-AELLTGLAAAQPGFPLAQLKTFVDQEFAQIKHVLHGISLLGQCPDSINAALT 123
Query: 127 GHGEVWSARLMSAVLNQQGLPAAWLDAREFLRAER---AAQPQVDEGLSYPLLQQLLVQH 183
GE S +M+ VL +G +D E L A + + E ++ H
Sbjct: 124 CRGEKMSIAIMAGVLEARGHNVTVIDPVEKLLAVGHYLESTVDIAESTRRIAASRIPADH 183
Query: 184 PGKRLVVTGFISRNNAGETVLLGRNGSDYSATQIGALAGVSRVTIWSDVAGVYSADPRKV 243
+++ GF + N GE V+LGRNGSDYSA + A IW+DV GVY+ DPR+V
Sbjct: 184 ---MVLMAGFTAGNEKGELVVLGRNGSDYSAAVLAACLRADCCEIWTDVDGVYTCDPRQV 240
Query: 244 KDACLLPLLRLDEASELARLAAPVLHARTLQPVSGSEIDLQLRCSYTPDQ----- GSTRI 298
DA LL + EA EL+ A VLH RT+ P++ +I ++ + P G++R
Sbjct: 241 PDARLLKSMSYQEAMELSYFGAKVLHPRTITPIAQFQIPCLIKNTGNPQAPGTLIGASRD 300
Query: 299 ERVLASGTGARIVTSHDDVCLIEFQVPASQDFKLAHKEIDQILKRAQVRPLAVGVHNDRQ 358
E L + +++ +++ + P + + + RA++ + + +
Sbjct: 301 EDELP----VKGISNLNNMAMFSVSGPGMKGMVGMAARVFAAMSRARISVVLITQSSSEY 356
Query: 359 LLQFCYTSEVADSALKILDEA------- GLPGELRLRQGLALVAMVGAGVTRNPLHCHRF 411



Résultat de BLAST — Requéte
peptidique vs DB de peptides

Exemple de résultat de recherche

par similarité de séquences.

e Requéte (query): metA

e Protéine identifiée dans la
base de données: (subject):
thrA.

Le premier critere d’évaluation
d’un résultat de BLAST:

e La e-valeur (expect) indique le
nombre de faux-positifs
attendus au hasard, si I'on
plagait le seuil au niveau du
score observé ( dans
ce cas-ci).

e Plus la e-valeur est faible, plus
le résultat est statistiquement
significatif. Dans le cas
présent, il est trés significatif
(Expect = 2e-95)

o Silae-valeurest>=1,le
résultat n’est pas significatif
(on s’attendrait a trouver un
alignement « aussi bon » avec
des séquences aléatoires.

>gi|16127996 | ref |[NP 414543.1| bifunctional: aspartokinase I

Score =

Identities
Query: 16
Sbjct: 5
Query: 75
Sbjct: 65
Query: 127
Sbjct: 124
Query: 184
Sbjct: 184
Query: 244
Sbjct: 241
Query: 299
Sbjct: 301
Query: 359

344 bits (882), [Expect = 2e-95

(N-terminal) ; homoserine dehydrogenase I (C-terminal)
[Escherichia coli K12]

Length = 820

= 247/821 (30%), Positives = 410/821 (49%), Gaps = 44/821 (5%)

KFGGSSLADVKCYLRVAGIMAEYSQPDDMM-VVSAAGSTTNQLINWLKLSQTDRLSAHQV
KFGG+S+A+ + +LRVA I+ ++ + V+SA TN L+ ++ + + + + +

KFGGTSVANAERFLRVADILESNARQGQVATVLSAPAKITNHLVAMIEKTISGQDALPNI
QQTLRRYQCDLISGLLPAEEADSL--ISAFVSDLERLAALLDSGIN------ DAVYAEVV
R + +L++GL A+ L + FV + GI+ D++ A ++

SDAERIF-AELLTGLAAAQPGFPLAQLKTFVDQEFAQIKHVLHGISLLGQCPDSINAALI

GHGEVWSARLMSAVLNQQGLPAAWLDAREFLRAER- - -AAQPQVDEGLSYPLLQQLLVQH
GE S +M+ VL +G +D E L A + + E ++ H
CRGEKMSIAIMAGVLEARGHNVTVIDPVEKLLAVGHYLESTVDIAESTRRIAASRIPADH

PGKRLVVTGFISRNNAGETVLLGRNGSDYSATQIGALAGVSRVTIWSDVAGVYSADPRKV
+++ GF + N GE V+LGRNGSDYSA + A IW+DV GVY+ DPR+V
- - -MVLMAGFTAGNEKGELVVLGRNGSDYSAAVLAACLRADCCEIWTDVDGVYTCDPRQV

KDACLLPLLRLDEASELARLAAPVLHARTLQPVSGSEIDLQLRCSYTPDQ----- GSTRI
DA LL + EA EL+ A VLH RT+ P++ +1I ++ + P G++R
PDARLLKSMSYQEAMELSYFGAKVLHPRTITPIAQFQIPCLIKNTGNPQAPGTLIGASRD

ERVLASGTGARIVTSHDDVCLIEFQVPASQDFKLAHKEIDQILKRAQVRPLAVGVHNDRQ
E L + +++ +++ + P + + + RA++ + + +
EDELP- - - -VKGISNLNNMAMFSVSGPGMKGMVGMAARVFAAMSRARISVVLITQSSSEY

LLOFCYTSEVADSALKILDEA------- GLPGELRLROQGLALVAMVGAGVTRNPLHCHRF

74

64

126

123

183

183

243

240

298

300

358

356

411
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Exercice 1. Alignements par paires et multiples au NCBI

Nous travaillerons a partir de la protéine dextransucrase
(AJE22990.1) de la bactérie Azotobacter chroococcum. Cet
enzyme catalyse notamment la biosynthése du dextrane a partir

du sucrose. Pour collecter des séquences protéiques homologues

de la dextransucrase, nous allons lancer des recherches BLASTP en
utilisant I'interface web du NCBI. L'objectif sera de sélectionner un

sous-ensemble d’homologues dans les résultats et de les

télécharger afin de générer ensuite un alignhement multiple

(Exercice 2).

Dans la base de données protein du NCBI, ouvrez la fiche
de la protéine AJE 22990.1.

Dans la section “Analyze this sequence” (colonne de
droite) cliquez sur “Run BLAST”. Une fenétre BLASTP
s‘ouvre.

Dans un premier temps, choisissez comme database
UniProtKB/Swiss-Prot, qui ne contient que des séquences
vérifiées par des humains et est plus petite et donc plus
rapide.

Lancez la recherche en cliquant sur le bouton BLAST en
bas de page.

Au bout de quelques secondes, le résultat devrait s’afficher.

Change region shown

Customize view

Analyze this~seguence
Run BLAST
dentify Con ‘ed Domains

Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Recent activity

a @ @ @

dextransucrase [Azotobac
NCIMB 8003]

RecName: Full=Glucosyltr
Short=GTF-S; AltName:

RecName: Full=Alpha-am)
Full=1,4-alpha-D-glucan g

RecName: Full=Alpha-am:
Full=1,4-alpha-D-glucan g

blastn m blastx tblastn tblastx

BLASTP proy
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear Query subrange @
AJE22990.1
From
A To
Or, upload file [ Choose file | No file chosen (2]
Job Title I
Enter a descriptive title for your BLAST search @
(2] Align two or more sequences @
Choose Search Set
Databases @ standard (nretc.): O
Compare ("] select to compare standard and experimental database @
Standard
Database  Non-redundant protein sequences (nr)
Organism RefSeq Select proteins (refseq_select)

Optional () exclude (Add organism

Reference proteins (refseq_protein) 1 will be shown @

Exclude Model Organisms (landmark) PO L g s

Optional UniProtKB/Swiss-Prot(swissprot)

Patented protein sequences(pataa)

Program Selectic
Algorithm (

Protein Data Bank proteins(pdb)
Metagenomic proteins(env_nr)
( Transcriptome Shotgun Assembly proteins (tsa_nr)
O PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)

(O DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm @

Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

BLAST
[ show resuits in a new window
<+ Algorithm parameters
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=AJE22990.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=AJE22990.1

BLAST — Observer, comprendre le tableau de résultats

Explorez le tableau (onglet Descriptions) :

e Combien de séquences retourne
BLAST?

e Observez I'étendue des e-valeurs
(Expect). Comment
interprétez-vous les premiers et les
derniers alignements en terme de
significativité statistique ?

e Quels sont les % d’identité et de
couverture (Cover) ?

Ces statistiques sont importantes car elles
sont nécessaires a la bonne appréciation
de la qualité de l'alighement, notamment
la significativité de la similarité.

Une significativité élevée permet de
conclure a 'homologie des séquences
(émettre I'hypothese que ces séquences
sont issues d’un ancétre commun).

[N[[E)) National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » blastp suite » results for RID-GMBW1SY5013

Search Summary v

© How to read this report?

Home Recent Results

@ BLAST Help Videos

Saved Strategies Help

“Back to Traditional Results Page

Job Title gbl|AJE22990.1| Filter Results
RID GMBW1SYS013 Search expires on 10-13 16:12pm Download All v -
Program BLASTP@ Citation v Organism only top 20 will appear [7| exclude
Database swissprot _ See details v | Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism
Query ID AJE22990.1
Description dextransucrase [Azotobacter chroococcum NCIMB 8003] Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  amino acid | ‘ to l ‘ | ‘ to l ' ‘ ‘ to l |
Query Length 780
Other reports Distance tree of results Multiple alignment MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Select columns ~  Show (2]
select all GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer

Description
v

RecName: Full=Gluco:

Scientific Name
v

1sferase-I; Short=GTF-I; AltName: Full=Dextransucrase; AltName: Full=Sucrose 6-glucos...

Max  Total
Score Score
v

m...

RecName: Full=Glucosyltransferase-I; Short=GTF-I; AltName: Full=Dextransucrase; AltName: Full=Sucrose 6-glucos...

do... 144 144

RecName: Full=G

sferase-S|; Short=GTF-S|; AltName: Full=Dextransucrase; AltName: Full=Sucrose 6-gluc...

m... 140 140

RecName: Full=Gl

sferase-S; Short=GTF-S; AltName: Full=Dextransucrase; AltName: Full=Sucrose 6-gluco...

do... 139 215

: Full=Gls ansferase-I; Short=GTF-I; AltName: Full=Dq

ransucrase; AltName: Full=Sucrose 6-glucos...

do... 138 138

RecName: Full=G

sferase-S; Short=GTF-S; AltName: Full=Dextransucrase; AltName: Full=Sucrose 6-gluco...

m.. 136 217

RecName: Full=Alpha-amylase; AltName: Full=14-alpha-D-glucan glt

AltName: Full=BLA; Flags: Pre..

Bacillus lichenifor... 82.8 145

RecName: Full=Alpha-amylase; AltName: Full=1,4-alpha-D-glucan gt

Flags: Precursor [Bacillus amyl...

Bacillus

824 145

RecName: Full=D

ase 1; AltName: Full=Glucansucrase 1; AltName: Full=Sucrose 6.

1sferase 1 [... Let

mes... 793 793

RecName: Full=Glucan 1.4-alph:

RecName: Full=Alpha-amylase; AltName: Full=1,4-alpha-D-glucan gl

AltName: Full=Exo-maltohexaohydrolase; AltName: Full=G6-am..

Flags: Precursor [Vigna mungo]

.Bacillus sp. 707 79.0 137

Vigna mungo 639 639

IN<E<H<E<H<E<H<N<N<N<N<]

Cover value Ident
v

Accessior

1476 P08987.3
58% 3e-34 26.92% 1597 P11001.1

43% 9e-33 28.82% 1455 P13470.2

72% 2e-32 27.64% 1365 P29336.1

58% 3e-32 26.57% 1592 P27470.1

71% 1e-31 26.51% 1462 P49331.3
62% 3e-15 34.78% 512 P06278.1
61% 4e-15 35.58% 514 P00692.1
18% 6e-15 30.81% 284 B2MUU6.|

63% 5e-14 33.13% 518 P19571.1

12% 2e-09 37.37% 421 P17859.1
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BLAST — Interprétation d’un alignement

Sur Ametice, répondez aux questions du Questionnaire 1

“Alignement local par paire avec BLAST”.

Pour plus de détails, vous pouvez cliquer
sur I'onglet “Alignments”, qui affiche un a
un chacun des alignements entre votre
protéine de requéte et les protéines
similaires trouvées dans
UniprotKB/Swiss-Prot.

e Observez les positions de
début/fin de la séquence requéte
et de la protéine similaire
(“Subject”) dans les alignements.

e Evaluez les nombres et
pourcentages d’identités, de
positifs et de gaps.

e Retrouvez les correspondances
entre ces chiffres donnés et les
caractéres de l'alignement.

e Evaluez également la significativité
de l'alignement, sur base de la
E-valeur (“Expect”).

Descriptions Graphic Summary Taxonomy

Alignment view | Pairwise v | © [Restore defauits

25 sequences selected @

Download “

& Downloadv  GenPept Graphics ¥ Next <«Descriptions
RecN: : Full=Gl yl fi I; Short=GTF-I; AltName: Full=Dextransucrase; AltName: Full=S 6-gl yl fi ; Flags:
Pr [Strep UA159]

Sequence ID: P08987.3 Length: 1476 Number of Matches: 1

Range 1: 404 to 795 GenPept Graphics

thod
pmpositional matrix adji

GNDLDTIREDVQQEQLNWQKYLLD
EFL+ ND+D VQ EQLNW +L++FG D RYDA  +++ D+L+
EFLLANDVDNSNPVVQAEQLNWLHFLMNFGNIYANDPDANFDSIRVDAVDNVDADLLQI 463

Identities Positives Gaps
. 118/406(29%) 183/406(45%) 79/406(19%)

Score

784 E————VTORLNHFAGEDVNEHLSYIESYVTQQVDFLQSNNYGQMAMDAGPFSGLMFSFGR 539
H N+HLS +L + MD

+E++ L+
Sbjct 464 AGDYLKAAKGIHKNDKAANDHLSILEAWSDNDTPYLHDDGDNMINMDNKLRLSLLFSLAK 523
Query 540 ———DWAPLRYAFEASLIDRVNGGP———ALPNWSFVNNHDQEHNILVTVPLTEEEAGGYEP 593
SL++ A+P++SF+ + E
Sbjct 524 PLNQRSGMNPLITNSLVNRTDDNAETAAVPSYSFIRAHDSEVQDLIRDIIKAE————INP 579
Query 594 NSQPYEL----—-| RQLEKYDADRNSVEKQWAPHNVPAMYAILLTTKDTVPTVFYGDMFVS 647
N Y Y+ + EK++  +N YA+LLT K +VP V+YGDMF
Sbjct 580 NVVGYS FTMEEIKKAFE IYNKDLLATEKKYTHYNTALSYALLLTNKSSVPRVYYGDMFTD 639
Query 648 SKPYMSTPTPYRDDIVNILKLRKOFAKGEgVIRYENSNTGSNGEDLVSNIngN—————— 701
Sbjct 640 DGQYMAHKTINYEAIETLLKARIKYVSGGQAMR--NQQVGNS—-EIITSVRYGKGALKAT 695
Query 702 ----—-DRKTGVAVVAGNNPAL----DTTITVDMGAQHRNQWFVDAMGYQPERLKTDK-- 749
R +GVAV+ GNNP+L + V4MGA H+NQ Y+ L TD
Sbjct 696 DTGDRTTRTSGVAVIEGNNPSLRLKASDRVVVNMGAAHKNQ-——--_A AR TTONGI 749
Query 750 ———————————————eee DGRL---TVQVKGTQNVDVKGYLAAI

G L +KG N V GYL
Sbjct 750 KAYHSDQEAAGLVRYTNDRGELIFTAADIKGYANPQVSGYLG

& Download v GenPept Graphics

RecN Full=Gl yl f I; Short=GTF-I; AltName: Full=Dextransucrase; AltName: F

Pr [strep downei]
Sequence ID: P11001.1 Length: 1597 Number of Matches: 1

Range 1: 236 to 798 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

144 bits(364) 3e-34 Compositional matrix adjust. 154/572(27%) 243/572(42%) 122/572(21%)

Query 316 IDGYLLADTWFAVEN---—--—- AESENAVYAPLFLYY—-——EEPRNGV————————VEO 355
ID YL AD+W+ ++

L+
Sbjct 236 IDNYLTADSWYRPKSILKDGKTWTESSKDDFRPLLMAWPDTETKRNYVNYMNKVVGIDK 295
Query 356 TFMDFARENGYTGSDEDIRATMLAELRMTPNP--IGPLMDEYLAAQPGYSKKSE-——-DD 409
T+ + T 4 F aah a au N 1 4+ 44 0D i1 uGF n

Related Information
AlphaFold Structure - 3D
structure displays

v Next A Previous <«Descriptions

6-gl I fi ; Flags:

Related Information
AlphaFold Structure - 3D
structure displays



BLAST — Graphic summary

Cliquez maintenant sur l'onglet “Graphic
Summary” pour retrouver ces
informations avec une représentation
plus visuelle.

Chaque rectangle coloré
correspond a un alignement local
(un “hit”).

La couleur indique le degré de
significativité, selon le score en
bits (Iégende au dessus).
Attention, plusieurs hits peuvent
apparaitre a la méme hauteur sur
le graphique mais correspondre a
des protéines subject différentes.
Les régions alignées reliées par un
fin trait gris indiquent des cas ou
une méme protéine subject
comporte a plusieurs régions
disjointes similaires a la protéine
requéte des alignements.

La barre grise marque l'intervalle
qui sépare les deux régions
alignées sur la protéine requéte.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

sitfe R olick to show afignments 54 Show Canserved Domains Alignment Scores [ll<40 [40-50 [50-80 |[@80-200

lected © Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

o

Sy s
.........

Super € ami h bew Pomusc Fomlly ouger Tl ly

Distribution of the top 30 Blast Hits on 25 subject sequences

|

W >=200
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Permutation circulaire

La permutation circulaire au sein d'un groupe de

protéines fait référence a un réarrangement de I'ordre
des domaines ou des motifs dans la structure de ces
protéines. Le résultat est une organisation topologique
(succession des domaines sur la séquence) différente,

mais une structure tridimensionnelle (3D)
globalement similaire.

En génomique, la permutation circulaire est souvent
étudiée a l'aide de techniques bioinformatiques pour
analyser la structure et I'évolution des protéines en
comparant les arrangements entre différentes
especes.

Répondez aux questions du Questionnaire 2.
Alignements multiples et MSA viewer.

am U SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
TP4. Alignements par paires et multiples

Aix Marseile  Université


https://en.wikipedia.org/wiki/Circular_permutation_in_proteins

Visualisation des alignements multiples — MSA Viewer

Linterface web du NCBI-BLAST propose de voir un alignement multiple (Multiple Sequence Alignment ou MSA) en cliquant sur MSA

Viewer. Cependant attention : il ne s’agit pas d’un vrai alignement MSA mais de I'alignement de chaque résultat sur la séquence “requéte”.
MSA viewer propose donc une compilation d’alignements par paires.
Facultatif: un vrai MSA peut étre généré grace au logiciel Cobalt en cliquant sur Multiple Alignment.

® Au-dessus du Graphic Summary, cliquez
sur le lien MSA viewer.

e Comparez cette présentation avec le
Graphic summary.

e Regardez bien attentivement les positions
de et de fin des fragments alignés
dans le cas des protéines avec deux hits
retourneés par BLAST, au besoin faites un
petit schéma.

Que remarquez-vous ?
(observez, réfléchissez, puis consultez
I'explication a la diapo suivante)

Rappel : AJE22990.1 est le numéro d’accession de
votre protéine requéte (query), les autres
numeéro d’accessions sont les protéines sujettes

(iR A ~+~)

NCBI MSA Viewer 1.25.0 Help Release Notes
Alignment
Link To View | Feedback
[
1 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 7
L ! O T L e e
FHc_fomily
i + i
A ———
9| Find: K= K= A HCQ] @ A A Tools + | B Columns | B Rows | ¥, Download - | ¥t Coloring + | @& 7 ~
Sequence ID Start 89 150 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 767 | End Organism
AJE22990.1 s 1] 3 V72 [Azotobacter chroococcum...|
P08987.3 k404 [] TEE 3 o it Il -3 [795 reptococcus mutans UA...
11001.1 ¥ Tl e Jelemml I IIIL 798 reptococcus downei
13470.2 4 ¥ Rl 1 - <I1 -d g2t reptococcus mutans UA...
P29336. ¥ L% -1 1 G o gl ] 231 reptococcus downei
P29336. 794 ¥ | BT SRS 1,04 Streptococcus downei
A ¥ PR E— (B T I =T PO 792 Streptococcus downei
49331.3 4 v T ] T T - £ I TTXIT 826 Streptococcus mutans UA...
P49331.3/ ¥ T I I 1,095 |Streptococcus mutans UA...
062781 35 ¥ -1 | L 1 | —1-- - -1 Bacillus licheniformis
P00692.1 35 ¥ il T R - —R-] = Bacillus amyloliquefaciens
B2MUUG.1 ¥ i~ 1 Leuconostoc mesenteroides
P19571. 51 v | Hi =L - HE-H] 3 Bacillus sp. 707
17859. 5 ¥ - \Vigna mungo
06279. 4 ¥ -1 | Geobacillus stearothermo...
00693. ¥ 1 H 7 Hordeum vulgare
27933.2 ¥ 1 73 Oryza sativa Japonica Gro...
27932.2 ¥ 1 0 Oryza sativa Japonica Gro..
27939.2 ¥ 1 Oryza sativa Japonica Gro...
04747.1 ¥ ] Hordeum vulgare
04063.3 26 ¥ 1 Hordeum vulgare
27937.1 ﬁﬁ 1 Oryza sativa Japonica Gro...
4750.2 }2_6 1 Hordeum vulgare
A2YGY2.1 22 1 Oryza sativa Indica Group
Q0D9J1.1 22 1 4 Oryza sativa Japonica Gro.
P17654.2 3 1 Oryza sativa Japonica Gro...
P27350.2 165 225 Streptomyces thermoviola..
P53354.2 1404 ¥ 1458 Aedes aegypti

PROTEIN: 89 - 767 (679r shown) - anchor AJE22990.1

Q Rows shown: 28/28
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Construction d’un jeu de séquences homologues pour réaliser un alignement multiple

Dans un deuxieme temps, nous allons chercher un ensemble plus large d’homologues a partir d’'une plus grande base
de données. A partir de la fiche NCBI de la protéine dextransucrase (AJE22990.1), relancez une recherche BLAST en
choisissant la base de données “refseq_select” dans le menu déroulant “Databases”.

Astuce : les séquences sélectionnées dans l'onglet
“Descriptions” vont étre utilisées pour les onglets _ ) i
“Graphic Summary”, “Alignements” et “Taxonomy” ®= =
avec le méme ordre (c’est-a-dire de l'alignement le ~™"""" P
plus significatif au moins significatif), ce qui permet
de visualiser les différences entre les alignements
successifs selon notre sélection (ex : nombre de hits, i | T —— | T
recouvrement, etc). /Hit . — — — — - T
o Dans les représentations “Graphic Summary”
et “Alignments”, repérez dans ce nouveau
BLAST I'endroit de la “transition” entre
protéines homologues avec un seul ou avec 2
hits séparés. L
o Enappliquant la méme méthode que (Hits séparés
précédemment, identifiez la premiére
séquence “hits séparés” a l'aide du “Graphic - s J
Summary”.
o Identifiez cette séquence comme un jalon,
gui vous permettra ensuite de sélectionner
uniguement les séquences avec un hit
continu.

Distribution of the top 168 Blast Hits on 100 subject sequences

continu

N

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=AJE22990.1

Construction d’un jeu de séquences homologues pour réaliser un alignement multiple

Basez-vous sur le hit “jalon” défini précédemment pour télécharger uniquement le groupe de protéines homologues avec un hit continu.
Pour cela, retournez dans l'onglet “Descriptions”, puis sélectionnez les séquences “hit unique” dans le début du tableau. Vous pouvez
vérifier votre sélection dans l'onglet “Graphic Summary” en vous assurant de n’avoir que des alighements avec un seul hit.

Astuce : pour effectuer facilement votre sélection:

e désélectionnez toutes les séquences en cliquant Mowoauletype @nifoac \ ‘w\ ‘ ‘ ‘w!
I'option “Select all”, puis Svavilmgh: 750

e sélectionnez la séquence juste au-dessus de la séquence
seuil. Graphic Summary Alignments Taxonomy ———_

e Ensuite, remontez en début de liste, enfoncez la touche
Shift de votre clavier, et cliquez sur la premiére
séquence de la liste en maintenant la touche Shift

Other reports Distance tree of results Multiple alignment MSA viewer @

Download v Select cojum

Sequences producing significant alignments

FASTA (completesequence)
select all 100 seuences selected GenPept 9

enfoncée. Cette action vous permet de sélectionner en Description Scientific Name fli”zi”l: (‘:;’:;p‘et“eq“e”ce’ e
un C/iCk toutes /es séquences dans l'interva//e. glycoside hydrolase family 70 protein [Azotobacter chroococcum] Azotobacter chroococcum Hit Table (CSV) 0.0

e Pour télécharger cet ensemble de séquences au format iycoside hydrolase famify 70 protein [AZotobacter salinestr] Azotobacter salinestris Text 00
FASTA, cquuez sur le menu déroulant “Download”’ et glycoside hydrolase family 70 protein [Pseudomonas cavernicola] Pseudomonas cavernicola E;T_mpnonﬂable G 00
séIection nez FASTA (complete sequence). glycoside hydrolase family 70 protein [Frateuria defendens] Frateuria defendens SN 0.0

. . . . , . glycoside hydrolase family 70 protein [Paenibacillus vietnamensis] Paenibacillus vietnamensis A —e 0.0

e Sauvega rdez ce fIChIer afln de pOUVOIr I Utlllser dans glycoside hydrolase family 70 protein [Paenibacillus caui] Paenibacillus caui 631 631 86% 0.0
I'exercice 2. R R R S

Sur Ametice, répondez au questionnaire 3. Sélection des
séquences homologues.
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Exercice 2. Alignement multiple a I'EBI

L'European Bioinformatics Institute (EBI) met a disposition un ensemble d’outils d’alignement multiple sur une page dédiée aux MSA.
Observez les descriptifs des différentes méthodes. Ces outils ont été développés par différents groupes de recherches, pour affiner les
résultats dans des cas un peu particuliers et propres a leurs questions de recherche/objectifs (ex : un grand nombre de séquences, une
meilleure précision, un alignement structural, etc) mais dans 'ensemble les résultats seront trés similaires. Lors de ce TP, nous allons utiliser
ClustalO pour aligner les séquences.

e  Allez sur la page MSA de I'EBI.
e  Cliquez sur “Launch Clustal Omega”. nput sequence @
®  Assurez-vous que “protein” est sélectionné
dans le champ “Sequence type”.
e Cliquez sur “Choose File” et téléversez le
fichier fasta obtenu dans I'exercice 1.
e Nommez votre requéte “ClustalW” dans le
champ ‘Title".
e Dans “Parameters”, cliquez sur “More

. , . r r ©, DEALIGN INPUT @ MBED-LIKE CLUSTERING GUIDE-TREE @
options” et dans le menu Order sélectionnez Parameters . vy e 1

Sequence Type

Paste your sequence here - or use the example sequence

Hlnput”. Cette Opt'on permet de conserver MBED-LIKE CLUSTERING ITERATION®  COMBINED ITERATIONS @ MAX GUIDE TREE @ MAX HMM ITERATIONS @
I'ordre des séquences du fichier FASTA dans v v v e v
Iralignement ORDER @ DISTANCE MATRIX ® OUTPUT GUIDE TREE @

v v v

e  Cliguez sur submit.
e  Observez le résultat.
e  C(Cliquez sur Resubmission.


https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa

Exercice 2. Alignement multiple a I'EBI

Relancez un calcul en sélectionnant cette fois-ci I'option “Pearson fasta” dans le menu OUTPUT FORMAT et en
renommant votre requéte “Pearson” dans le champ “Title”. Cliquez a nouveau Submit.

Une fois cette opération effectuée, cliquez sur le bouton “Your Jobs”: un tableau de I'historique de vos alighements
s’affiche. Ouvrir les deux alignements en format Pearson et clustalW dans deux onglets séparés
(click droit > ouvrir dans un nouvel onglet).

Observez les différences de ces deux formats dans “Tool Outputs”, notez les différences de visualisation entre eux.

=
Job Title (ID) [ALL] Status Last update Delete
cese  YOUR JOB IS FINISHED Clustal (clustalo-120241011-125433-0155-49015409-p1m) ] 2 minutes ago ®

Pearson (clustalo-120241011-125516-0751-81092089-p1m) ° 1 minute ago a
Please note that results can only be retrieved for jobs submitted
WIth'n the laSt seven days. Jobslalus:QSuccessIoFanled,E"ov Ion found
Job 10: clustalo-120241011-125516-0751-81092089-p1m

View Results ' )
SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden) 20

TP4. Alignements par paires et multiples



Exercice 2. Alignement multiple a I'EBI

e  Pour l'alignement clustalW, affichez la page ‘Alignments’ : votre alignement multiple sera visible.

e Familiarisez-vous avec l'interface d’exploration de l'alighement multiple: zoom, glissement de |la fenétre d’observation,
schéma de coloration.

e Testez différents schémas de coloration, notamment la possibilité de ne montrer que certaines catégories tels que les AA
chargés, aromatiques etc.

Sur Ametice, répondez au questionnaire 4. Alignement multiple

Tool Output Alignments Guide Tree Phylegenetic Tree Results Viewers Result Files Submission Details

COLOR SCHEME GEND
ARNDCQEGHILKMFPSTWYVBXZ

NESNINNNEEE GNEEE Fenétre d’affichage (cliquer et faire glisser)

Schéma de coloration
Nightingale

’ clustal2

19 sequences

WP_198318972.1 GLYCOSIDE HYDR ~ DEHVIFQAFALYQPNDN- - - - - ATYKALAENAPQLAQWG | TDVWSPPPYRAASDSKYGEGYA | ADRYDLGAYDKGP - - - - - TKYGTADELKAA | GALHNN
WP_167520052.1 GLYCOSIDE HYDR ~ DEHV IFQAFALYQPNDN- - - - - ATYKALANNAPQLAQWG | TDVIWSPPPYRAASDSKYGEGYA | ADRYDLGAYDKGP - - - - - TKYGTADELKAA | GALHNN
WP_158592123.1 GLYCOSIOE HYDR ~ DGHVILQAFALYQPNDN- - - - - ATYWALAENAGRLAQWG | TDVIHSPPPYRAASDSKYGEGYA | ADRYDLGAYGKGP - - - - - TKYGTADELRTAIGALHDQ
WP_049623289.1 GLYCOSIDE HYOR  DDHVIFQAFALYQPNDH- - - - - ATYTSLASHAKELAGWGVTDVWSPPPYRAASDSKYGEGYA | ADRYDLGAYGKGP - - - - - TKYGTADQLKSALDALHGA
WP_224722266.1 GLYCOSIDE HYOR  DKRVIYQTFSLYQPYDK- - - - - NMYR | LEKNSKQLKDWGVTDVWMPPAYRAFSQSYYGEGYA | ADF GEFPQGLNGERATKYGTSDELKKA | KKMQAG
WP_223067679.1 GLYCOSIDE HYDR  DKHVIFQSFSLYQPYDS- - - - - NMYKVLDKNSNLLKDWG | SDVWMPPAYRAFSGSYYGEGYA | ADR GEFPEGLNGQRAT@YGJSDEJO(V INKLHAK
WP_052702730.1 GLYCOSIDE HYDR  DKHVIFQSFSLYQPYEK- - - - - NMYN | LGKNSAKLKDWG I TD | WMPPAYRTFSGSYYGEGYA | SDRYDLGEFPNGLNGERA SDELKRA | KQLHSK
WP_251460192.1 MULTISPECIES:  DNRVIFQSFSLYMPYES- - - - - NMYK | LSAKGSELKDWG 1 TD | WLPPAYRSFNMARYMEGYA | ADRYDLGEFNQGPNNTRPTKYGTSDELKSMVSALHAS
WP_234969614.1 GLYCOSIDE HYDR ~ DNRVIFQSFSLYMPYES- - - - - NMYK | LSAKGNELKDWG I TD | WLPPAYRSFNAARYMEGYA | AM!YDLGEFNQGPNNTRPT?VGTSDEU(SWSVUIAN
WP_035322188.1 GLYCOSIDE HYDR ~ DNRVIFQSFSLYQPYES- - - - - NMYKELSQKGDLLKEWGVTDVWMPPAYRSFGMARYMEGYA | SDRYDLGEFNQGPNGTTATKYGTSEELKSVLNTLHTK
WP_239984758.1 GLYCOSIDE HYDR  DKHV I FQSFSLYQPYDGNNSNNNMYSTLNKNTSLLKSHG | TDVIMPPAYRAF SMSRYQEGYANTDRYDLGEFNQGPNGTKATKYGTSDELKAV | SSLHSQ
WP_026830256.1 GLYCOSIDE HYDR  DNHVIFQSFSLYQPYDS - - - - - NMYRTLAKKGDLLNSWGVTDVWMPPAYRSFDMARYMEGYA | ADRYDF GEFPQGPGGTTATKYGKASHLEMMVDMLHDD
WP_047390368.1 MULTISPECIES: DNRV IFQSFSLYQPYES----- NMYRTLAKKGELLNSWGVTDVWL PPAYRSFDMARYMEGYA | ADRYDLGEFPQGPGGSVATKYGKATQL EMMVDMLHDD
WP_012371512.1 GLYCOSIDE HYOR  DNHVIFQSFSLYQPYDS- - - - - NMYRTLAKKGDLLNSWGVTDVWMPPAYRSFDMARYMEGYA | ADRYDLGEFPQGPGGTTATK
WP_028105602.1 GLYCOSIOE HYDR  DNHVIFQSFSLYQPYDS- - - - - NMYRTLAKKGDLLNSWGVTDVWMPPAYRSFDMARYMEGYA | ADRYDFGEFPQGPGGATA HLI

WP_142092843.1 GLYCOSIDE HYOR  DDRVIFQGFSLYQPYES- - - - - NTYQRLGDHADQLKEWGVTDVWLPPGYRSFGMARYMEGYA | ADRYDLGEFPKGLNNERATKYGTSDELKAL MDDLHGA
WP_094364734.1 GLYCOSIDE HYDR  DDRVIFQSFSLFQPYES- - - - - NMYARLAGQTGQLNSWGVTDVWL PPAYRAFGMSRYLEGYAVTDRYDLGEFPQGPNNSVPTK LMSSLHGA
WP_238594742.1 GLYCOSIDE HYDR ~ DNRVIFQSFSLYQPYES---- - NMYK | LATKGDLLKEWG | TDVWLPPAYRSFNMARYMEGYA | ADRYDLGEFNQGPNNERATKYGTSDELKDM | DKLHAA
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Jalview — Outil de visualisation et d’édition d’un alignement multiple

La page web MSA ne nous permet pas de modifier ou de réordonner les séquences dans l'alighement.

Afin d’éditer cet alighement, allez, dans l'onglet “Result viewers”, copiez le lien de la sortie. Ce lien va nous permettre d’ouvrir
I'alignement dans le programme d’alignement multiple JALVIEW pour visualiser et éditer des alignements.

A l'ouverture d’'une page JALVIEW, une
fenétre “Jalview development” dédiée a
I'application apparait devant celle du
navigateur. Vous pouvez positionner cette
fenétre en haut a gauche puis la
redimensionner vers le bas a droite pour
gu’elle occupe bien votre écran.

Dans cette fenétre, cliquez sur le menu
“File”, sélectionnez “Input alignment” puis
I'option “From URL".

Collez le lien de votre alighement ClustalW
généré dans |'exercice 2.

Cliguez sur OK.

= Jalview = Menu
Jalview DEVELOPMENT X
File Tools Helo Window
input Alignment 2 From File - ctl.0
Fetch Sec.:uences,“ from URL
Save Project from Textbox
Save Project as...
Load Project
Quit
Jalview DEVELOPMENT
File Tools Help Window
Input Alianment From URL X

Enter UKL or input rlie

[Iresult/clustalo-120241014-110746-0220-42891832-p1m/aln-fastd
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https://www.jalview.org/jalview-js/JalviewJS/
https://www.jalview.org/jalview-js/JalviewJS/

Jalview — Schémas de coloration des résidus

Une nouvelle fenétre s’ouvre montrant I'alignement multiple.

Déplacez le curseur blanc au bas de la fenétre pour
avancer vers le coeur de l'alignement (dépassez les gaps
initiaux, généralement peu informatifs)

Modifiez I'affichage de I'alignement en changeant la
coloration (menu Colour) en BLOSUMG62 ou
Pourcentage d’identité. Vous devriez observer que les
colonnes colorées sont celles qui affichent les valeurs
les plus élevées de conservation dans le profil de
conservation sous l'alignement.

Essayez ensuite la coloration ClustalX, qui combine
conservation et groupes de propriétés
physico-chimiques des acides aminés.

WP_198318972.1/1-736 |1 TTE

WP_004364734.1/1-1016 AAAT
WP_238504742.1/1471 1 GVF
WP_193432279.1/1-568 - - - -

uiate

It/clustalo-120241014-110746-0220-42891832-p1m/aln-fasta

© 1
0G5 - V- KVEMGKPEVRQPASGDVF V! - a7}

750
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jannapaflagl

-KPTATTATPQAPA- KPRADFTSF
So--------GKAHAYSEGPE]

sakaD L BKEl
nkn T SLEKS|
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jakkao L |

acaTcafiv s|
aTKao LHKe

Conservation
Tooo

7

n el e mn un o el e n
TT0020033224230221331110213033331 1433473021130
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Jalview — Ré-ordonnancement des séquences en fonction de leur proximité sur un arbre

Les gaps peuvent provenir d’'un événement évolutif réel d’insertion ou de délétion, pour s’en assurer il faut évaluer la cohérence entre les
gaps de plusieurs protéines. Ainsi il est impossible de déterminer l'origine des gaps sur base d’un alignement par paire. Par contre, dans un
alignement multiple, on peut dans certains cas évaluer si des gaps sont consistants avec un évenement d’insertion ou de délétion.

Pour mieux visualiser cette information, nous
pouvons ré-ordonner les séquences dans JALVIEW
afin de rapprocher dans I'alignement multiple
celles qui sont les plus similaires.

Pour cela nous procédons en deux temps

e  Construction d’un arbre a partir de
I'alignement multiple: menu
Calculate > Calculate Tree or PCA, et laisser
les parametres par défaut.

e Ré-ordonnancement des séquences de
I'alignement multiple en fonction de leur
proximité dans l'arbre : Calculate > Sort >
By tree order. Vous pouvez ensuite fermer
la fenétre contenant l'arbre.

Rappel : dans un arbre phylogénétique, la distance
entre deux séquences se calcule en faisant la
somme des longueurs des branches (horizontales
sur la représentation de Jalview).

Dans Ametice, répondez au Questionnaire 5.

Edition d’un alighement multiple dans JALVIEW.
NE PAS OUBLIER DE CONTINUER LE TUTO POUR
REPONDRE AUX QUESTIONS

Neiahbour Joinina Usina BLOSUMG2 from
File_View

188660

ulticlustalo-1202

el

Jalview DEVELOPMENT

ac.uk/Tools/services/resticlustaloiresulticlustalo-2024101

o Iim N

QT — T R p—— |

U T

- P N RO TR R —" |

By wll sak Im
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JalView - Edition du fichier d’alignement multiple

Une des premieres étapes lorsque I'on édite un alignement multiple est de rechercher d’éventuelles séquences fragmentaires et
de les effacer/enlever. Dans notre cas, la séquence WP_238594742.1 est beaucoup plus courte que les autres. Il convient donc de

la retirer.
e Fermez la fenétre de visualisation de I'alignement
g httos://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120241014-110746-0220-42891832-p1n
. Y i j i
multiple dans JALVIEW, et ouvrez a nouveau votre L L e = 50
. ). . WP_198318972.1/1-736 DVNEHLSY IESYVAQ-QVDFEQS-NNYGQMAMDAGPFSGLMFSFGRD - - -WAPLRYA- - FEAS
fichier d allgnement multlple WP_167520052.1/1-742 DVNEHLSY IESYVAQ-QVDFEQS-NNYGQMAMDAGPFSGLMFSFGRD - - -WAPLRYA- - FEAS
WP_158592123.1/1-780 DVNNHLSY IESYVAS-QVDFQQS-NKFGQLVMDAGPFSGFLFSFGRD- - -WAPLRYA- - FTAS
(Flle > |nput alignment > From URL) WP_049623289.1/1-790 DNDNHLSY IESYVTA-QVGFEQS-NKFGQMVMDAGPYSGLLFSFGRG- - -WAPLRYA- - FEAS
: WP_224722266.1/1-777 DLNNHLSY |IESYTDN-QVDFENA-NSNGQLVYDHRMFGAMRDVLGNSWS-WRPLRD | - - VSSS
B 2 . 7 7z WP_223067679.1/1-777 NLNNHLTYI|IESYTDN-QVDFQNNQNNNGQLVYDHGLFGKLRISLGKVDS-WRPLSEI|--VSAS
e Collez le lien de 'alignement ClustalW géneré dans WP 052702730.1/1.776 DLUNNHLSY | ESYTDN-QLGFENS- TGNGQLVYDHGVFGALRD SLGKEHN -WRPLSD | - - VTS5
’ . . WP_251460192.1/1-889 NLNDHLSY |ETYESA-GTNFENA-NGNPQLMMDYALFYSLQNALGKNSP-SNNLSTI--ATNA
| exercice 2 C||quez sur OK WP_234969614.1/1-965 HLNDHLSY |IESYQSA-GTDFENK-NGNPQLMMDYALFYSLQONALGKNSP-SNSLSTI--ATNA
WP_035322188.1/1-904 DQNNHLSY |IESYSNV-QNQFEKE- YGNGQLVMDHNLYYSLQNALARGTNKPGALKT |- -ASNS
. . .
[ WP_239984758.1/1-1022 DLNNHLSY |ESYEGQ-QNGFENS- IGNGOQLAYDSSLFYTLQNALGKASG- AQSLTML--ATNS
Sélectionnez la sequence WP—2385947421 en WP_026830256.1/1-893 - - KEHLSY |IESYKSE-QKTYMKA-NNDEQL IMDSPLYFTMRNALGNEMS - KRPLSA| - - ASGS
. . P WP_047390368.1/1-892 - -QDYLSY |IESYKTE-QNAYMKA-NNNEQLVMDGELYFTLRTALTP-SN-KRALSDL- -AKVS
Cllquant sur son identifiant. WP_012371512.1/1-893 - - KEHLSY |ESYKSE-QKAYMKA-NNDEQL IMDSPLYFTMRTALGNEAS- KRPLSA |- -ATGS
WP_028105602.1/1-893 - - KEHLSY |IESYKSE-QKSYMKA-NNDEQL IMDSPLYFTMRNALGNEAS-KRPLSAI|--ASGS
[ ) Utlllsez Ie raccourcl Ctr|+x pour Ia Supprlmer. WP_142092843.1/1-1011 DRSKYTSYLEAYYDD-QNGYLDS-RGNRQLAMDGDLFYNMQGTLGRRDH- PAWLRESFEGRHS
PSRYLDYLETYYNGAQNAYVDS - TGNRAL AMD S AN EAidteeSTSCTAT- VORTYRNS
R . i . <WP 238504742.1/1471 NDNNHLSY | ESYSSA- AEKFENE - NGNPHL TMDWAL Y - - = =~~~ = - =~ o2~
Astuce: au cas ou vous devriez supprlmerpIUSIeurs = NLNNHLSYIESYSSA- AEKFENE-NGNPHLTMDWALYYTTOr 5

séquences d’un alignement, JalView permet
ega/ementdeseleCtlonner: 1045876 7°153-6330453-3442396 32590010011100---0002100--1101

e plusieurs séquences en cliquant . l : [] i I ] ' i g
. . . uality L It

successivement leurs identifiants tout en

Conservation

. p 4802747
maintenant la touche Ctrl enfoncée R
[ ] un bloc de Séquences en C/iquant surla DLNNHLSY IESY+SAAQVDFENSQONGNGQLVMDSGLFYTLRNALG+ESSKWRPLS+ | +EATAS
premiére, puis en maintenant la touche Shift Soomeny

avant de cliquer sur la derniére.

Column 618 48.02747




Suppression des séquences terminales excédentaires

Une fois les protéines fragmentaires éliminées, on observe souvent dans les alignements que les portions N- et C-terminale sont
moins conservées (plus variables). Cela peut s’expliquer par la présence d’un domaine fonctionnel plus conservé que ce qui le
précede ou le suit. Nous souhaitons donc borner notre alignement en fonction de la longueur de notre séquence référence
WP_198318972.1. Pour cela, on doit supprimer les portions N- et C-terminales en amont et en aval de cette séquence référence.

o Repérez la séquence de référence.

httos://www.ebi.ac.uk/T¢ / / 120241014-110746-0220-42891832-p1m/aln-fasta X

dit f_w __Annotatio orma olo alcula
. . ), .y [ & . £ . 7 . 80 . %0 . 100 ; 110 ; 120
En pr|nc|pe cest Ia prem|ere du ’ e o, V8 WQEVQHDASAEEEQKGQGRKKFLGIQA- - I TTEPDGS- V- KVEMGKPEVRQPASGDVFVSNEKLDEHY ™
e S P IE B o S e S S R S MPDGKGOVKWAEVTPDTSTEESQK- - GKSQLLG 1QA- - I TTEPDGS- V- KVEMGKPEVRQPTSGDVFVSNEKLDEHV
. . WP_158592123.1/1-780 |- MH | SVSRRLSVSLLS |A|AGLVSGTATAAPPA- - - - - - - - GTIEQVPDGNGGVKWRKAQ IGDPDEDPSQRERRKKLLG 1QS- - I TTGPDGY- KVEVGN YRGKVRQAEQGDVFVSGDKLDGHY
f|ch|er‘ que VOUusS venez de [WP_049623269.1/1-790 |- MKKPSGPQFTASLLS IAITGLLSGLAVAAPQASPGATNOSTHE IRQVRDGKGGY IWADARS | KSTNVPQGR - TGSDL 1G1QS- - I TTDPQGKLAVKLGKFAGALRTTEQGDVFVSNPKLDDHY
- T CCSLLSGSVI--AGAAPA------ AAKQTD- - -QTD | SKGFVSNSELDKRV
WP_223067679.1/1-777 |- MR | SSKWMKAAL - - - - - S S S S S S SGSLLFGTIL--AGAVPT------ TAKGNNQNEGATTSQGFVSNADLDKHV

SNAKGFVSNAELDKHV
KSAKAYTSGTSLDNRV
-- - -KSAKAYTSGTSLDNRV

4 H X WP_035322188.1/1-904 MFKKNHFKKGL I |- - - - - S - B GTISLLTAAS- - SKAKAYTSSETLDNRV
[ ] Selectlonnez IeS COIOnneS a WP_MM758.'/1-1B22:’-‘--MKNVKLLLVF ----- .- B e MMV | -FIFGN--VYSVPE------ TAK------ AARTTHGY | SNAALDKHV
WP_026830256.1/1-893 1- - - MKNTKKVSVG- - - ---LLATLVATSS--FGVAP- - - - -KQAAAYTSGEKLDNHV
-MNKTKKVSTG- - - - - - “e- B B LLAALVATSG- -LTYAP------- ----ESAKAFAPSEKLDNRV
-MKNTKKVSAG- - - - - .- B T LLATLVATSS--FGVAP------- ----KQAAAYTSGEKLDNHV
-MKNTKKVSAG- - - - - -LLATLVAASS--LGVAP----z-uummmmnnnno KQAAAYTSGEKLDNHV
S FKRLTASY ST - - o s m e s oo e oo ool LVVGLTTAFVGTTADAA----FPET-DPAPQTPMTSSMTPAPELDDRV
= SPRVPRTVGTVALAG- = = = = = = = = == = = = m s s s o m e e e oo oo e e oo AVLFGLT IPQAAATPTPA----KPTATTATPQAPA- KPRADFTSFDDRV

rechar er WP_052702730.1/1-776 |- MTLRNNWMKVSL - - - - - s oo it U e et B et ke e U ot R e b SLSLLAGTAI- -
g . WP_251460192.1/1-889 - MEKKFFSRLSIL- - - - - .- e B MLSLLLVAGS- -

WP_234969614.1/1-965 |- MEKKFFSRLSIL- - - --MLSLLLVAGS- -

WP_047390368.1/1-892 |

supprimer en cliquant au-dessus e orzartsta i |
WP_028105602.1/1-893 :
WP_142092843.1/1-1011 ML

de la premiére position de WP 034364734 111010 -

WP_193432279.1/1-558 .- - Il
I'alignement puis en étirant la Comsenaten ST
sélection jusqu’a la position N T il . .  melm N
souhaitée (c'est a dire jusqu'a la s
sosition qui précede le premier T PR T T Tt Y YT B E T T T T T T L P T TR e o Yy Ty e T
acide aminé de la séquence “W.J - |

{Column 123 17

référence).
« Utilisez le raccourci Ctrl+X pour
supprimer la région sélectionnée.
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Suppression des séquences terminales excédentaires

e Faite de méme pour supprimer la région

C-terminale qui dépasse de la séquence 2. Début de sélection 4. Fin de sélection

de référence. (click) (shift-click)

AStuce.' vous pouvez Sélectionner un nombre httos://www.ebi.ac.uk/Tools/ / 1014-110746-022 X .ebl.ac.uk/T 120241014-110748922 X
de colonnes qui dépasse la taille de votre R (A I R ——
7 P <””:D”“’“”"” KoTa.NVDVKGYL AAWYRDLaACSR®, L. 110 11111l e I NG

4 . n - o
fenétre en cliquant sur les en-tétes de WP TEBSRIES AETB0 GG 7O NVDVROYL AAWVROVAARD. o e
WP_049623289.1/54-790 QGSQ-TVDVKGYLATWVPDTFVREI- - == =« s e e memim i caaan s WP_049623289.1/54-790 - - - - - -
--NGIKGIDA WP_224722266 1/11-777 - - - - - -
- -KGVNGTDA WP_223067679.1/13-777 ----
- -KGKIGVDA WP_052702730.1/13-776 - - - - = - = < - - - cc- oo
--KWIGY INAKAVKSK- -

eee—— --KWIGY INAKAVKSK- -
WP_035322188.1/14-904 - - - - - - - - - - - - - L

g WP_224722266.1/11-777 LGKT-DPLVRGYLGVWVPSEDTKGKKLD - -

CO/OI‘H’)ES tOUl' en ma/ntenant Ia tOUChe WP_223067679.1/13-777 VGVK-NF‘LVNGYLGVWVPSDKKGGEK:KLD--

. . , WP_052702730.4/13-776  KGVS-NPLVHGYLGVWVPSKEKGGEKVKYV - e ]

WP_251460192.1/13-889  KGTQ-NARVKGYLGVWIPAKKAATPKQGP - - - -~ === === === -~ 2

Shl.ft-ClICk enfoncee WP_234969614.1/13-965 KGTQ-NPRVKGYLGVWIPSKKAATPIKQGP - = = = = = = = === ===~ WP_234969614.1/13-965

1 P .t_ t WP_035322186.1/14-904 KGTS-NPQVTGY IGVWTPSKDKTPS|I SWT- - L ey

OS| |Onnez Ie curseur (rec angle WP_239984758.1/11-1022 KGVS-NP | VHGYLGVWVPGQSASVGYLTS- - - — 2 2 S

° WP_026830256.1/11-893  KGMR - TAEVNGYLGVFVPQTTKAPTAT | - - - - e
WP_047300368.1/11-892  KG | K- TAEVNGYVGVFVPQATKAPNVAT I - - P eI R - - - -

blanc en bas de la fenétre) sur la L e M e e Worasrisia 103

WP_028105602.1/11-893  KGMR - TAEVNGYLGVFVPQTTKAPTAT |- - - - - mmmmmmmaaaooo O Dedf d5802 11T E93 =)
5 ! WP_142092643.1/14-1011 YASTGWERGRFGYPVEAERCTVGTKGLECTQRFQGGV IRWSHARG IH- -1

h

N . . 7. WP_142002843.1/14-1011 KGKK- TAQVHGSLGVWAPVNSDESIIAVHGA IRAKWGSLGGATGVMGRAT
premlere C0|0nne C{UI SLIIt Ia prOtEIne WP_094364734.1/18-1016 KGSDSTPEVSGYLGVWAPVDTVTQKL THGA IDAKWQAD - - - KA | LGQPT WP—?““"";Z“M‘ WASQGWETGRLGY:TTGEQCNA"AGNDCVQYYQGGRITWNAATGSRM\
WP_193432279.1/1-558 KGTA-NALVKGYLGVWVPTKDKAPGIL SWN- - = -« =« 2 ccamaonann SA o : A R R e e

référence. - i
2. Cliquez sur en-téte de la premiére e sy [ IR e

6 3222320100 ccecocoooonnn-

colonne a sélectionner (celle qui suit TR ™ cumy

immédiatement la séquence
référence) e e I
3. Déplacez le curseur jusqu’a la oceupaney " Ig— -  — 7
derniére colonne a supprimer (dans L« C ) ; : S
votre cas, la derniére de I'alignement) T
4.  Shift-click sur I'en-téte de cette
colonne.
5. Ctrl-X pour supprimer toutes les

colonnes sélectionnées

Consensus

1. Positionner 3. Repositionner
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Analyse des séquences alignées avec les acides aminés catalytiques

Recherchez dans l'alignement, les acides aminés catalytiques httos:/www.ebi.ac.uk/Tools/services

D427' E469 et D528 de |a séquence référence File Edit Select View Annotatgazg Format %%lo r Calcula}‘_’:-;0 0 ‘
WP_198318972.1. Pour cela, vous pouvez vous aider des WD SHANTD ILRDEVIQRLNYFAGEDVNEHLSYI
—_— WP_167520052.1/8-742 INTDMLRDEVTQRLNYFAGEDVNEHLSY |

. . . , s . .
aCIdeS amines qu| precedent et qu| su|vent Chacun de ces WP_158592123.1/45-780 - - - - - - DFGFDGFRIDAASH INMQVLRDETEQRLKYFAGDDVNNHLSY I
WP_049623289.1/54-790 - - - - - - DFGFDGFR IDAASH INTQVLRNETAQRLDYFAGDDNDNHLSY |
sites catalythue: WP_224722266.1/11-723 - - - - - DEYGFDGFR IDAASHLNTD ILTKMRDLMSSRY-GKDLNNHLSY |
WP_223067679.1/13-729 - - - - - DEYGFDGFRVDAASHFNTKVLTDLKELMSSRY-GSNLNNHLTY |
. WP_052702730.1/13-721 - - - - - DKYGFDGFR IDAASHYNTK | LTDMRDEMSSRF - GDDLNNHLSY |
® D427 est compris entre letA WP_251460192.1/13-736 - - - - - DTYQFDGFR IDAASHYDQQVLLDEADVMKQHF - GNNLNDHLSY |
. WP_234969614.1/13-735 - - - - - DTYQFDGFR IDAAGHYDKQVLLDEGDVMKQHF -GSHLNDHLSY |
[ E469 est compris entreletS WP_035322188.1/14-739 - - - - - DTYKFDGFR IDAASHYDKQVLLDEMDVKKDHF - GSDQNNHLSY |
. WP_239984758.1/11-780  KKGE
® D528 est compris entre H et Q WP_026830256.1/11-731 - - - - | Fl
47, . 1/11- = 2
Attenti / iti d Ssidus d 3 zﬁ‘zyzﬁfg ;/1; ;;3 [IDA ]| Find next
ention: ies positions des resiaus aans une sequence WP 028105802 1.731 - - ) Match Cse

, cren 9ng 9 Fi Find all
donnée différent des positions des colonnes de I'alignement, — *°-1#20es. 114739 g [ L

WP_094364734.1/18-747
du fait de la présence de gaps. Il ne fait donc pas confondre = "r-e34227a.1/1-394
I'acide aspartique a la position 427 de la séquence référence

et I'acide aminé a la position 427 de l'alignement. Cammsnn i

----- 0593 57643 22424443369-731045876
Astuce: pour trouver ces trois fragments dans 'alignement, sty 1) l__l_“ i ‘ !
sélectionnez la séquence référence, placez vous en début
d’alignement et lancez une recherche de caracteéres a l'aide

Include Description New Feature

{aEh

Consensus
de l'outil Ctrl-F. Par exemp/el pour trouver le résidu D427, KKGE IDTYGFDGFR IDAASHYDTQ ILKDEA+VMK+HFAGKDLNNHLSY |
cherchez la chaine de caractéres “IDA”. Goaumency L
Sur Ametice, répondez au questionnaire 6. Recherche ‘

[Sequence 13 ID: WP_047390368.1 Residue: ILE (423)

de sites catalytiques
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_198318972
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_198318972

Debriefing

e Acides aminés du site catalytique (figure du haut)
o Les acides aminés qui forment le site catalytique ((D427,
E469 et D528) sont fortement conservés (identiques
dans toutes les protéines analysées ici)

o lls occupent des positions éloignées sur la séquence
(427, 469 et 528), mais rapprochées dans la structure
3D.
e  Permutation circulaire (figure du bas)
o A FAIRE
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Analyse des séquences alignées avec les acides aminés catalytiques

C'est fini |
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