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\ Déduction par homologie

L'évolution des genes laisse des "traces" visibles lorsqu'on compare
leurs séguences.

Les régions fonctionnelles sont relativement préservées car des
mutations trop radicales sont catastrophiques.
Les régions non fonctionnelles divergent rapidement.

Les nouveaux

genes | on peut déduire

apparaissent la fonction d'un géne

surtou’; par “ par comparaison avec
remaniement des les génes "homologues" d'autres
genes especes.

ancestraux:



Recherche de similarité entre deux
seqguences

But: identifier la fonction d'une ségquence par
comparaison avec une ou plusieurs autres
sequences.

Similarit Homologie
e

analogie

convergence



Homologie

Ancétre
commun

Mutations, sertions\et/ou délétions

sequence 1 sequence 2

Protéines a fonction similaire ?



Orthologue et paralogue (Fitsh, 1970)

Homologue: Genes dérivent d'un ancétre commun
Paralogue : Genes homologues issus de la duplication
Orthologue: Genes homologues issus de la spéciation

L'exemplaire original
du géne conserve
généralement sa
fonction premiére.

Spéciation 1

Duplication 1 Les dupliquées
peuvent acquerir
des fonctions

Duplicatimlmouve”es_

Spéciation 2

Al Bl B2 C1 Cc2 C3

A1 est orthologue a B1,B2,C1,C2 et C3

B1 est orthologue a C1 et paralogue a B2, C2 et C3

B2 est orthologue a C2 et C3 et paralogue a B1 et C1

C1 est orthologue a B1 et paralogue a B2, C2 et C3

C2 et C3 sont paralogues, ils sont orthologues a B2 et paralogues a B1 et C1

Déf. spéciation est le processus évolutif par lequel de nouvelles espéces



Analogie

Ancétre 1 Ancétre 2

sequence 1 sequence 2

Protéines a fonction similaire



Convergence

Ancétre 1 Ancétre 2

séquence 1 ¢ séquence 2

Protéines a fonction similaire



Similitude et homologie

Similitude faible sur courte Convergence
2 fonctionnelle
region Convergence structurale
Hasard
Similitude due a biais en Régions riches en Pro,
composition Ala,...

Similitude > 30% sur au moins 100 résidus

Séquences dérivent d'un
ancétre commun



\ Comparaison de genes homologues

*Détermination de la fonction et de la structure d'une séquence

*Repérage des régions fonctionnelles au sein des séquences

*Etude des processus de I'évolution a I'échelle moléculaire

*Phylogénie des especes



séquence d'intérét
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Séquence #2

Séquence #3
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* utilisent des heuristiques pour rendre la recherche rapide

une perte de la rigueur de la comparaison (des programmes plus rigoureux existent mais ils
sont beaucoup plus lents).

* peuvent « rater» une similarité importante (faux négatifs).

#* peuvent ramener des séquences dont la similarité avec la séquence d'intérét
n'est pas significative (faux positifs).

#* constituent une aide pour identifier un échantillon de séquences

nécessitant une analyse plus poussée mais ne constituent pas l'analyse.



ADN ou protéine ?

#*séguence protéique plus sensible qu'a partir d'une séquence
d'ADN

pauvreté de l'alphabet de 'ADN (4 lettres contre 20 pour les protéines):
la probabilité de bon appariement est donc beaucoup plus importante
lors de comparaisons ADN / ADN.

La comparaison de deux nucléotides répond le plus souvent a une loi
oui / non tandis que pour deux AAs, cette comparaison est plus fine car
elle peut étre basée sur des critéres physico-chimiques, la similarité des
codons d'ADN ou sur des taux de mutations naturels.

% Les banques protéiques sont beaucoup plus petites que les
banques nucléiques.



— ) Systemes de scores
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Principe de la recherche de similitude
entre 2 sequences

Repérer des régions proches

Comptabilisant un maximum Comptabilisant un minimum
de caracteres communs de changements
Appariements Substitutions

insertion, délétion



Quantification de la similitude

Score global = Z(scores élémentaires)

|

Score élémentaire calculé sur
chacune des positions en vis
a vis des 2 séquences dans
leur appariement optimal

\

Score gIobaI=Z<< bons appariements » —Z« mésappariements »



Origines des mésappariements

@

Substitution d'un caractere par

un autre
 » mutation

Insertion

Introduction d'un « gap »
pour optimiser l'alignement

délétion
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Séquences nucléigues

Score élémentaire

0 1

si les 2 bases sont
identiques

si les 2 bases sont
différentes



Séquences nucléigues

Matrice unitaire

ACGT
A1 00O
C 01 0O
GO 0O 10
T 00 01



(2

Séquences nucléigues

(2

0

0

1 000010
Score global = 4



Séquences nucléiques

Matrice transversion/transition

ACGT
0 1 0
3 0 1
0 3 0
T 01 0 3

Q QP
= O W

Matrice BLAST

A C G T
A 1 -3 -3 -3
C -3 1 -3 -3
G -3 -3 1 -3
T -3 -3 -3 1

Transition: Substitution (mutation) d'une purine (Adénine, Guanine) en une autre purine ou
d'une pyrimidine (Cytosine, Thymine) en une autre pyrimidine dans une séquence d'ADN.

Transversion: Substitution (mutation) d'une purine (Adénine, Guanine) en une pyrimidine
(Cytosine, Thymine) ou d'une pyrimidine en une purine dans une ségquence d'ADN.



Séquences proteiques

A RNDCOQEGHTILIEKMEFPSTWYYV




Matrices protéiques lieées a I'evolution



Matrice PAM
(Percent Accepted Mutation)

Matrice de mutation de Dayhoff et al., (1978)
*Distance évolutive mesurée en unités PAM

%1 unité PAM = 1 substitution pour 100 résidus

Dayhoff M. O., Schwartz R. M. and Orcutt B. C. (1978). A model of evolutionary
change in proteins. Atlas of Protein Structure, S, Suppl. 3, 345-352.



/1 familles de protéines tres semblables (# 1300
séguences)

Matrice de probabilité de mutation 1PAM



Matrice 1PAM

AA col. Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His 1Ile
substé A R N D C 0 E G H T
par AA
Ryhe A 9867 2 9 10 3 g 17 21 2 6
Arg R 1 9913 1 0 1 10 0 0 Qo 3
(@)
-
Asn N 4 1 9822 36 0 4 6 : O 3
—
Asp D 6 0 42 9859 0 6 53 ¢ X4 1
O
Cys C 1 1 0 0 9973 0 0 0 == 1 1
O
Gln O 3 9 4 5 0 9876 27 1 (O3 1
O
Glu E 10 0 7 56 0 35 9865 4 92 3
Gly G 21 1 12 11 1 3 7 9935 al 1 0
His H 1 8 18 3 1 20 1 0 9912 0




Matrices nPAM

Extrapolation
2PAM = 1PAMx1PAM
3PAM= 2PAM x 1PAM

250PAM = (1PAM)Z



Matrice 250PAM

Probabilit Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His TIle
i A R N D C Q E G H 1
é x100

Ala A 13 6 9 9 5 8 9 12 6 8

Arg R 3 17 2 3 2 5 3 2 6 3

Asn N 4 4 6 ] 2 5 6 4 6 3
Asp D 5 / 8 11 1 7 10 5 6 3
Cys C 2 1 1 1 52 1 1 2 2 2
Gln Q 3 5 5 6 1 10 7 3 7 2
Glu E 5 4 711 1 9 12 5 6 3

Gly G 12 5 10 10 4 '/ 9 27 5 5
His H 2 S S 4 2 '/ 4 2 15 2

Tle T 3 2 2 2 2 2 2 2 2 10




Matrices nPAM et PAMnN

matrice de probabilités nPAM— matrices de similitude
PAMnN (matrice log odds)

. q

Sij= log2f( )
(p|J *
p)

[qij] :fréquences d'observation des résidus i et j dans des
séquences apparentées. Elles sont dérivées d'une
"transition probability matrix."
[pi] et [pj] : fréquences d'apparition des résidus i et j ds un
ensemble de séquences.




Distances PAM et % d'identité

% difféerence  distance PAM

~ Qobservée
1 1
5 5
10 11
15 17
20 23
25 30
30 38
80 24




Matrice PAM250
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Matrice PAM250

Matrice PAM250 optimale pour distinguer des protéines
apparentées de celles dont les similarités sont dues au hasard

Matrice PAM250 matrice de mutation standard de
*xAvarhdaybeff

échantillon assez large
représente assez substitution d'un résidu par un autre
*|nconvénients

points de mutation equiprobables au sein d'une méme protéine
(faux)

échantillon biaisé (nouveau calcul en 1992 par Jones et al.)



Matrices BLOSUM
(BLOcks Substitution Matrix)

*Henikoff et henikoff (1992)
xDérivées d'alignements locaux multiples ( # matrices PAM)

*@Groupes de sequences (blocs) de |la base de donnée
BLOCKS

*Bloc : alignement multiple de courtes regions tres conservées
dans des familles de protéines éloignees.



Matrices BLOSUM
(BLOcks Substitution Matrix)

Calcul d'une matrice

*Utilise > 2000 blocs.

*Fréquences de substitution pour chaque paire d'AA calculées
comme chez Dayhoff.

*CGonversion en matrice logarithmique de similitude BLOSUM

*Toutes les mutations n'ont pas la méme valeur: le calcul prend en compte
le fait que la mutation intervienne entre 2 séquences appartenant a la méme
famille ou non.



Matrices BLOSUM
(BLOcks Substitution Matrix)

*Calculees indépendamment pour chaque distance évolutionnaire.

*Indice de la matrice correspond au % identité des blocs ayant servi
au calcul.

*Ex: BLOSUMBSO : alignement de sequences avec 80% d'identité.
Distance évolutionnaire proche.

*Ex: BLOSUM45 : alignement de sequences avec 45% d'identité.
Distance évolutionnaire grande.



Matrices BLOSUM

*(Généralement plus performante que les matrices PAM pour
les alignements locaux.

*Relations BLOSUM / PAM

BLOSUM45 =— PAMZ250

BLOSUM60 = = PAM160



Matrice de GONNET
(Gonnet, Cohen, Benner (1992))

*Tres large échantillon (SwissProt)

*Calculée par itérations jusqu'a convergence

—

Matrice

affinée
v
Calcul d'une nouvelle

matrice

Alignements de séquences




Matrices protéiques liées
aux propriétes physico-chimiques

*Matrice d'nydrophobicite de Levitt (1976)

*Matrice de structures secondaires de Levin et al. (1986)

*Matrices utilisant des superpositions de structures 3D (ex:
matrices de Johnson et Overington, 1993)



Quelles matrices choisir ?

%« Toutes les matrices sont meilleures pour les alignements
globaux que pour les alignements locaux

*xLes performances sont sensibles aux pénalités d'insertion-
délétion

#*Gonnet, BLOSUM50 et BLOSUM®62, structure 3D > PAM



Algorithmes

et
programmes




Principes

Programmes de comparaison

|

segments de
séguences

(fenétre, motif, mots)
-

Segments Segments
a ressemblance parfaite a ressemblance non parfaite
Similitude
|dentité i

Ressemblance significative
si score > seuil donné



Principes

Programmes d'alignement

Recherche de positions ou il est
— possible de faire des insertions-
délétions

Recherche de segments
a ressemblance (im)parfaite

Optimisation du
> score de
comparaison




Recherche de segments similaires

sequ- 1 GATCAACTGACGTA

sequ. 2 GTTCAGCTGCGTAC

Fenétre

Valeur de seuil

m X N comparaisons



Seuil = 75% d'identité

GATC AACTGACGTA

GTTC AGCTGCGTAC

TTCA GCTGCGTAC

N,

GT TCAG CTGCGTAC




Dotplots

*CGomparaison visuelle de 2 séquences

*xDeétection de regions a forte similarité

*Utilisés par les programmes de recherche dans les 1eres éetapes



ATCAACTGACGTA

C A GCTGCGTAC




G A NCEE ACT G A DIGTEE




Dotplots: utilisation d'un filtre

*Pour éliminer le « bruit de fond » et mettre en évidence les
régions a forte similarité

xUlilisation d'une fenétre et d'un pourcentage d'identites
xExemple :

-Filtre de fenétre de largeur 4 avec 75% d'identités

-On place un point que si 3 bases adjacentes sur 4 sont

identiques avec leurs vis a vis

*Pour détecter des similarités lointaines, fenétres beaucoup
plus grandes et 9% d'identités plus faibles



CATLCAALTGALGTA

D= = 2 =L D = DD = =T




G TTCAGTTO CGTTAZC

OBHBHOKOHBHOUOHKHBQDO



G TTCAGTTO CGTTAZC

X * *
OHBHOKUOHBOUOHKHBECKO
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Choix de la taille de la fenétre

*Programmes ont valeur par défaut pour 1ers essais
*Petite fenétre pour promoteurs ou sites actifs

*Grande fenétre pour éléments structuraux ou exons



