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AVANT-PROPOS

La bioinformatique est une « interdiscipline » a la frontiere de la biologie, de I’infor-
matique et des mathématiques. Les systémes biologiques sont trés complexes et les
techniques modernes d’investigation du monde biologique fournissent une vaste quan-
tité de données expérimentales. Le but ultime de la bioinformatique est d’intégrer ces
données d’origines trés diverses pour modéliser les systeémes vivants afin de comprendre
et prédire leurs comportements (biologie systémique ou biologie des systémes) dans
des conditions de fonctionnement normales ou pathologiques. Ainsi, atitre d’exemple,
le séquencage a tres haut débit offre la possibilité de connaitre de maniére personna-
lisée le génome de chacun. Pour tirer le bénéfice de cette connaissance, il faut déve-
lopper et appliquer de nouvelles méthodes d’analyse bioinformatique qui permettent
d’extraire I’information utile cachée dans la séquence du génome et, de maniere plus
générale, des données biologiques a grande échelle issues des progres de I’expérimentation
etdes technologies de I’automatique. La bioinformatique est donc étroitement couplée
a ses applications. Bon nombre de bioinformaticiens ne travaillent pas dans des labo-
ratoires formellement estampillés « bioinformatique ». La bioinformatique et la modéli-
sation procedent selon un cercle vertueux (schématisé page suivante) dans lequel le
point de départ est I’expérimentation biologique (un séquencage par exemple), les
données produites sont ensuite organisées dans des dépdts de données (banques ou bases
de données). Les méthodes d’analyse qui utilisent ces données sont développées par les
bioinformaticiens souvent en association avec des informaticiens et mathématiciens. Pour
que ces méthodes permettent le traitement ultérieur des données, il est nécessaire de
« carrosser » ces méthodes (sous forme de logiciels ou serveurs Web) afin de permettre
au biologiste de les utiliser pour émettre de nouvelles hypothéses qui seront testées
et qui généreront de nouvelles données.

Aujourd’hui tout projet de biologie comporte une étape d’analyse bioinforma-
tique des données. Par conséquent, un biologiste passe environ 20-30 % de son
temps a utiliser des outils bioinformatiques.

Ce livre décrit de maniere simple les tiches courantes de la bioinformatique qu’un
biologiste/biochimiste doit savoir traiter par lui-méme sans avoir recours au spécia-
liste afin de répondre a des questions usuelles comme :

* Comment extraire des informations pertinentes dans les banques de données
biologiques ?

* Est-ce qu’une nouvelle séquence a déja été completement ou partiellement répertoriée ?

* Est-ce que ce géne appartient a une famille connue ?



Avant-propos

Analyse de données

Expérimentations :;: !
Bases de

biologiques

Biologie Données

Méthodologies

Hypothese BIOINFORMATIQUE

Modélisation Traitements

Simulation Informatique bioinformatiques

Ingénierie

logicielleet Carrossage
webicielle

Applications

* Existe-t-il d’autres génes homologues ?

* Est-ce que deux séquences correspondent a deux génes homologues ?
 Existe-t-il des résidus essentiels a la fonction ?

« Alignement multiple, quel outil ? Pour quoi faire ? Etablissement de consensus.
* Quelle peut étre la fonction d’une protéine (prédit d’apres sa séquence, sa structure...) ?
* Recherche de sous-motifs communs a un ensemble de séquences.

» Recherche de régions contenant des séquences répétées.

* Recherche d’hélices ou de brins dans les protéines.

« Comment construire un modele tridimensionnel de protéine ?

* Optimisation et comparaison de structures 3D.

* Quelle est la charge globale d’une protéine a un pH donné ?

Ce livre n’a pas la prétention d’&tre exhaustif (il se limite d’'une maniere générale
aux protéines, mais les algorithmes sont souvent trés proches de ceux développés
pour les acides nucléiques). Il a été rédigé afin de faciliter la compréhension des
approches, méthodes, algorithmes et implémentations les plus courantes en bioin-
formatique moléculaire et structurale. A ce titre, il est parfois simplificateur et doit
étre considéré comme une introduction a la bioinformatique moléculaire et structu-
rale. Il s’adresse donc aux étudiants de biologie/biochimie, de niveau licence, master
ou classes préparatoires, ou bien aux biologistes qui souhaitent s’initier et comprendre
les méthodes sous-jacentes aux programmes afin d’estimer la qualité de leurs
analyses.

La logique suivie dans le livre est de partir des séquences de protéines pour aller
vers leurs structures secondaires, leurs structures tridimensionnelles et finir par leurs
fonctions. Elle suit la stratégie actuelle d’analyse d’une question biologique qui a été
revisitée du fait de ’avenement de la bioinformatique et des séquencages massifs.
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Avant-propos

La bioinformatique moléculaire a pour premiere mission de «faire parler cette
séquence » pour en tirer le maximum d’informations selon le schéma suivant :

Avant la bioinformatique (=>1990) Relations

A Etude » | structure-activité
ctivité

L Séquence Geéne
biologique biochimique Protéine Mutagénese
connue Structure 3D
BIOINFORMATIQUE  Identification de protéines Stockage ‘omics’
) Prédiction sites/signatures Classification Génomique
Banques de données Prédiction de structure Intégration o
Prédiction des genes Modélisation moléculaire Criblage Protéomique
Transcriptomique
) ) Prédiction Etudes
Sfequerjces Sequ,énces Activités biochimiques
genomiques Protéiques biologiques  Structures 3D
> Génomique
Aujourd’hui (depuis les programmes de structurale

séquencgages massifs et la bioinformatique)

Un exercice de mise en pratique de I’analyse de séquence est fourni avec son corrigé
(chapitre 13).

La plupart des images des structures 3D présentées ont été générées a I’ aide du logi-
ciel AnTheProt pour Windows (http://antheprot-pbil.ibcp.fr).

Les vidéos fournies dans le complément numérique (www.dunod.com) ont été
capturées a I’aide du logiciel CAMSTUDIO (http://camstudio.org/). Un quiz en ligne
est disponible a I’adresse suivante : https://publi.ibcp.fr/scripts/bio_info.php.

Les auteurs remercient Christophe Combet et Céline Brochier pour leur relecture.

Xl
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LA COMPOSITION EN
ACIDES AMINES

1.1 Acides aminés et séquence
1.2 Informations déduites de la composition en acides aminés

» Savoir calculer la masse d’une protéine
» Savoir tracer une courbe théorique de titrage d’une protéine
» Prédire le pHi d’une protéine

OBJECTIFS | PLAN

1.1 ACIDES AMINES ET SEQUENCE

Les protéines naturelles sont constituées d’acides aminés de série L de structure
chimique générale donnée dans la figure 1.1.

® ¢ O

&;“ ‘\4,
©

Figure 1.1 - Structure chimique d’un acide aminé de série L.

Il existe 20 acides aminés principaux dans les protéines naturelles. La correspon-
dance entre les acides aminés, leur abbréviation et leur structure chimique est
donnée dans la figure 1.2. Avec les ambiguités (Aspartate/Asparagine, Glutamate/
Glutamine) et lorsque 1’acide aminé est inconnu, ce sont au total 25 lettres qui sont
utilisées (la lettre O désigne la pyrolysine et U la sélénocystéine).
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Non pola|res
A Alanine Ala i foq Vel
C Cysteine Cys Ok %OH JW/U\
D  Aspartic Acid Asp i
E Glutamic Acid Glu . s Hew 5
F Phenylalanine Phe \m)l\ \/\Hk ’ V%OH
G Glycine Gly LN e
H  Histidine His Aromatiques { Phe gy Tre
| Isoleucine lle M Q]/\I/L
K Lysine Lys
L Leucnt}e . Leu Chargés positivement
M Methionine Met o, N Argo i
N Asparagine Asn HZN\/\/% v .
O  Pyrrolysine Pyl ol HZN OH (N &
P Proline Pro NH HN
Q  Glutamine Gln Chargés négativement
R Arginine Arg Glu Asp
S Serine Ser
T  Threonine Thr W Y\‘)k
U  Sélénocystéine Sec i
vV Valine Val Polaires non chargés
W  Tryptophane Trp o
Y Tyrosine Tyr AH]\ )ﬁ)l\ /ﬁ)k .
B Asn/Asp Hs on
z GIn/Glu il B2 iz
X Inconnu H O Pro o} 2 Gin o ? Gl
Ci)kOH HzNWOH WJ\OH
Nk NH, NH, NH;
2 Sec PyI

Figure 1.2 - Correspondance entre CODE 1 lettre, CODE 3 lettres et la
structure chimique des acides aminés trouvés dans les protéines.

Pour identifier la série d’un acide aminé, il suffit de regarder le Ca avec le H devant
les autres atomes. On doit pouvoir lire « CORN » comme illustré dans la figure 1.1.

Certains acides aminés partagent des propriétés physico-chimiques avec d’autres.
Cela conduit a une distribution des groupes d’acides aminés selon le diagramme
(non exclusif) de Venn schématisé figure 1.3.

Au niveau chimique, les protéines sont obtenues par condensation des acides
aminés et élimination d’eau lors de la formation de la liaison peptidique (pour
chaque acide aminé ajouté). La suite des lettres indiquant 1’enchainement des acides
aminés constitue la séquence de la protéine (on parle aussi de structure primaire).
Chaque séquence caractérise de maniére unique une protéine. Une infime partie des
séquences théoriquement possibles existe vraiment. Ce sont celles qui ont été sélec-
tionnées par I’évolution et qui sont douées d’une activité biologique (structurelle et/
ou fonctionnelle).
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Aliphatiques

.. Chargés

Négativement

Positivement

Aromatiques

Hydrophobe

Figure 1.3 - Diagramme de Venn des propriétés des acides aminés.

Le génome humain comprend 3,4.10° bases et coderait pour 20 563 séquences
protéiques.

La bioinformatique s’est emparée tres tot de la comparaison des séquences. En
effet, au sens informatique, il s’agit principalement de comparer des mots entre eux,
rechercher des mots communs, trouver le plus grand mot commun, aligner les mots
en autorisant des « jokers » a certaines positions.

Le nombre de séquences de longueur 100 réalisable a partir de 20 acides aminés
différente (20'99) est supérieur au nombre d’atomes dans I’Univers (~1089).

@

CART Combien de séquences protéiques différentes peut-on
générer en théorie ?
Le nombre de séquences différentes de longueur N qu’il est possible de générer
en prenant les 20 acides aminés principaux est 20N.
Exemples :
Peptide (5 acides aminés) : 20°

Protéine de taille standard moyenne de 400 acides aminés : 20490
Protéome humain (soit ~20 000 protéines de longueur moyenne 400) : 20 8000000
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1.2 INFORMATIONS DEDUITES DE LA COMPOSITION
EN ACIDES AMINES

La premiere information dérivable d’une séquence est la composition en acides ami-
nés. Cette composition (nombre et pourcentage de chacun des acides aminés) peut
aussi étre obtenue expérimentalement par des méthodes d’analyse biochimiques.

Si la composition en acide aminé d’une protéine X est biaisée par rapport a la

g composition moyenne de I'ensemble des protéines, on dit que la protéine X

présente une faible complexité. Cette faible complexité peut aussi ne concerner

qu’une partie de la séquence. Ainsi, dans certains récepteurs stéroidiens, on

observe jusqu’a 37 glutamines consécutives constituant un cas extréme de faible
complexité.

Tableau 1.1 - Les pKa des acides aminés ionisables.

| pKa i j pKa j
His 6,00 Ser 13,60
Arg 12,48 Tyr 10,10
Lys 10,53 Glu 4,20
Nier 9,80 Thr 13,60

Asp 3,86
Crer 2,10
Cys 8,33

La composition permet au biochimiste de calculer la masse moléculaire théorique
M de la protéine en utilisant la relation suivante :

N
M= 3 m(i)-18x(N-1)
i=1
ou m(i) est la masse moléculaire de 1’acide aminé i et N le nombre d’acides aminés.
Connaissant la composition en acides aminés, le coefficient €,q, d’extinction
molaire a 280 nm se calcule grace a la relation suivante :

€380 = [Nqyp % 5 500] + [Ny, x 1 490] + [Ny x 125].
Il est alors possible de doser précisément par spectrophotométrie (densité optique)
la concentration en protéine grice a la relation de Beer-Lambert :
DOygo = €50 L C
ou L est la longueur du trajet optique, C la concentration en g/1.

Enfin, le pI (ou point isoélectrique d’une protéine) correspond a la valeur de pH
telle que NC = 0 dans la relation suivante :

[ lofpka(i) ] [ lo_pka(J) ]
NC=SNi|1-— | gy —F —
zi: 1o Pka® 4 qoPH ; 107 Pk 4 qo7PH

NC est le nombre de charges théoriques portées par la protéine.
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1.2 - Informations déduites de la composition en acides aminés

i désigne un résidu qui peut étre chargé positivement (Arg, Lys, His) ayant un pKa(i).
j désigne un résidu qui peut étre chargé négativement Asp, Glu, Tyr, Cys, Ser, Thr
ayant un pKag(j).

A partir de cette relation, il est possible de calculer la courbe de titrage théorique
(NC) = f (pH) d’une protéine. Cette information méme trés approximative est tres
utile au biochimiste avant de se lancer dans une purification de protéine car la
physico-chimie des solutions fait que solubilité d’une protéine est minimale quand
le pH de la solution est égal au pHi. Par ailleurs, la connaissance du pHi d’une
protéine permet de choisir une colonne de purification de type échangeuse d’ions qui
soit adaptée aux conditions de pH utilisées pendant la purification.

Antheprot Graphic Vie C\anthepro\Al

File Curve width Color

Metcharge  pHi= 004,935
pH = 03,30 Metcharge 043,367

Figure 1.4 - Courbe de titrage théorique d’ATPA_TOBAC.

La courbe représente le nombre de charges théoriques portées par la protéine en
fonction du pH. Le point isoélectrique est le pH pour lequel le nombre de charge
est égal a 0 (ici 4,98).
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