REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE MOHAMED BOUDIAF DE M’SILA

FACULTE : SCIENCES 1985 DOMAINE : SNV

DEPARTEMENT : SNV 8 i e FILIERE : BIOLOGIE

N TSRO L0 OPTION : Biodiversité et
Aljuuoll - <alug) 2030 Gools Physiologie Végétale

Mémoire présenté pour I’obtention
Du dipléme de Master Acadéemique
En Biodiversité et Physiologie Végeétale

Par : M'"* BENLAITER Khadidja

Intitulé

Identification de mutations ponctuelles dans des

geénes par ’approche de séquencage et analyse
bioinformatique

Soutenu le 15 Juin 2021, devant le jury composé de :

M™ KHALFA Hanane MAA, Université de M’Sila  Présidente
M"YAHIAOUI Merzouk MCA, Université de M’Sila Promoteur
M" BENDIF Hamdi MCA, Université de M’Sila Examinateur

Année universitaire : 2020 / 2021







Résumé :

La bioinformatique constitue une analyse préalable & toute investigation expérimentale,
permettant d’aborder des questions complexes dans le domaine de la biologie. L’analyse de
séquences par les divers moyens offerts dans les milliers de bases de données, permet de
s’informer sur les caractéristiques fonctionnelles, structurales et évolutives d’une protéine.
L’objectif de ce travail a été de faire le point sur les apports de la bioinformatique,
notamment par les différentes bases de données et outils bioinformatiques qu’elle a
permis de créer ces derniéres années et qui sont aujourd’hui autant d’outils incontournables
pour les généticiens. Et ce, afin de caractériser et cribler des mutations géniques a 1’origine de
la diversité et du polymorphisme génétiques, mais aussi celles impliquées dans des pathologies
génétiques, notamment les cancers. L’approche décrite dans ce manuscrit permet de typer les
alleles de génes impliqués dans ces phénomenes génétiques, et ce a partir de données de
séquencage automatique. Au dépit des conditions sanitaires particuliéres qui régies dans le
monde, d0 a la propagation de la pandémie de la COVI-19, en particulier en Algérie, la partie
manipulations n’a pas été accomplie dans la partie pratique de ce travail.
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Introduction



INTRODUCTION :
Le premier travail de I'informaticien est de représenter ces données biologiques sous une

forme assimilable par I'ordinateur. La biologie expérimentale a haut débit nécessite une
acquisition et une conversion de données analogiques en données symboliques sans
intervention humaine : le processus d'interprétation des signaux d'un séquenceur a fluorescence
comme un flux de nucléotides passant devant le détecteur en est un exemple. Pour étre de portée
générale, la modélisation des données doit étre compatible avec un grand afflux de données et
compatible avec des outils développés par d'autres. Trés souvent, Le développement de
nouveaux outils se heurte a un manque de standard ou a l'existence de trop nombreux
"standards™ : l'incompatibilité des formats est le pain quotidien de l'utilisateur comme du

développeur en bioinformatique (Farce et al., 2000).

D’apres Vert et al., (2013), la bioinformatique est tout a la fois une science a I’interface
entre I’informatique et la biologie et une industrie vitale pour stocker, diffuser, analyser et
interpréter les données biologiques en vue de leur exploitation dans I’industrie de la santé, dans

I’agroalimentaire ou encore en matiere d’énergie.

Comme on peut I’imaginer a la vue du nombre et de la diversité des bases de données
disponibles via Internet, les outils bioinformatiques disponibles sont également tres nombreux
allant de la prédiction de geénes a partir d’une séquence quelconque a I’identification de motifs
particuliers (sites de fixation de protéines, etc.) ou a la prédiction du caractére pathogéne d’une

mutation faux-sens.

Ce présent travail a pour objectifs principaux de mettre un accent sur la diversité et
I’extraordinaire liste d’outils bioinformatiques exploités par la communauté scientifique, dans
le but d’analyser les données biologiques, mais aussi, pour comprendre le fonctionnement des
organismes vivant, et ce, par 1’établissement de modéles en 3D, création de vidéos et animations
expliquant les phénomeénes biologiques qui se déroulent a 1’échelle cellulaire et moléculaire,
prédiction des fonctions et structures de génes et de protéines inconnus, réalisation des études
phylogénétiques et taxonomiques, identification de nouvelles mutations pathologiques ou non,
servant a prévenir les maladies genétiques et comprendre mieux le polymorphisme génétiques
des especes. Dans un autre volet, nous allons essayer d’expliquer une approche menant a
I’identification de différents types de mutations, et ce, par I’exploration des outils et logiciels

bioinformatiques mis au service des scientifiques dans les bases de données bioinformatiques.
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I. LA BIOINFORMATIQUE

I.1. Définitios

La bioinformatique est la science de l'utilisation de I'ordinateur dans l'acquisition, Le
traitement et l'analyse de l'information biologique. Le terme, tres vague au départ, tend
maintenant a se limiter a la biologie moléculaire. Les données traitées par la bioinformatique
sont tous celles qui intéressent le biologiste : sequences d’/ADN ou de protéine mais aussi
références bibliographiques, images, résultats expérimentaux bruts, logiciels, etc. (Farce et al.,
2000).

Selon Beroud et al. (2010), lors de sa création, la bioinformatique correspondait a I’utilisation
de l’informatique pour stocker et analyser les données de la biologie moléculaire. Cette
définition originale a maintenant été étendue et le terme bioinformatique est souvent associé a
I’utilisation de I’informatique pour résoudre les problemes scientifiques posés par la biologie
dans son ensemble. Il s’agit dans tous les cas d’un champ de recherche multidisciplinaire qui

associe informaticiens, mathématiciens, physiciens et biologistes.

Comme le décrit trés bien Jean-Michel Claverie : "La bioinformatique est constituée par
I’ensemble des concepts et des techniques nécessaires a I’interprétation de I’information
génétique (séquences) et structurale (repliement 3-D). C’est le décryptage de la
"bioinformation” ("Computational Biology" en anglais). La bioinformatique est donc une
branche théorique de la Biologie. Son but, comme tout volet théorique d’une discipline, est
d’effectuer la synthése des données disponibles (a I’aide de modeles et de théories), d’énoncer
des hypothéses généralisatrices (ex. : comment les protéines se replient ou comment les especes

évoluent), et de formuler des prédictions (ex. : localiser ou prédire la fonction d’un geéne)".

1.2. Les objectifs de la bioinformatique

La bioinformatique exploite les formidables capacités de stockage et de calcul des
ordinateurs pour développer des outils pour collectionner, trier, récupérer et analyser les
données biologiques a grande échelle. De nombreuses ressources informatiques (voir plus loin)
sont accessibles via Internet, cela permet a chacun de les consulter et s'en servir. En général,
I'objectif central d'un projet de bioinformatique est de rassembler en un méme lieu, toute
I'information pertinente, disponible sur un sujet particulier ; on parle alors de banque ou de base
de données. Les données y sont stockées sous un format uniforme qui permet la manipulation
et I'analyse des données par les ordinateurs a l'aide d'algorithmes appropriés. (Botham et al.,
2017).
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Figure 1 : BIOINFORMATIQUE : Interdiscipline (Gilbert et al., 2021).

1.3. Les Domaines d’application

La bioinformatique, dans son ensemble, est donc une activité transverse qui peut étre
appliquée a de nombreux secteurs des sciences de la vie et des biotechnologies confrontés a
I’étude et a 'utilisation du vivant. Elle joue de ce fait un réle important et croissant dans de
nombreuses industries, allant de la recherche biomédicale jusqu’a 1’agroalimentaire, en passant
par 1’énergie et I’environnement. En volume, les entreprises pharmaceutiques et
biotechnologiques sont certainement les premiéres utilisatrices de la bioinformatique. En effet,
elles utilisent de plus en plus de technologies a haut débit, comme la protéomique ou le
séquencage, pour ¢tudier les systemes biologiques qui les intéressent. Elles s’appuient
naturellement sur les outils et les méthodes de la bioinformatique pour décoder I’information
biologique cachée dans les multiples données qu’elles générent et ainsi faciliter la traduction
de ces données en avancées médicales. Un domaine particulier, au cceur de la révolution en
cours, est la pharmaco-génomique, une discipline qui vise a prédire la probabilité qu’un
individu réponde a un traitement en fonction de son patrimoine génétique ou de marqueurs
moléculaires, ouvrant ainsi la voie a la médecine personnalisée. Cette discipline s’appuie sur
des traitements informatiques et mathématiques précis nécessitant des statistiques en grande
dimension et D’exploitation de nombreuses données pour identifier les combinaisons de

marqueurs permettant de diagnostiquer avec précision une pathologie et de prédire I’efficacité-




toxicité d’un traitement sur un individu donné. Les enjeux sociétaux et économiques de la
médecine personnalisée sont considérables, puisqu’il s’agit d’améliorer la stireté et 1’efficacité
des traitements en prenant en compte les spécificités biomoléculaires de chaque individu (Vert
et al., 2013).

Il. LES OUTILS DE LA BIOINFORMATIQUE

Les données biologiques proliférent rapidement. Les bases de données publiques telles que
GenBank et la Protein Data Bank connaissent une croissance exponentielle depuis un certain
temps déja. Avec l'avénement du World Wide Web et des connexions Internet rapides, les
données contenues dans ces bases de données et un grand nombre de programmes spéciaux sont
accessibles rapidement, facilement et a moindre codt depuis n'importe quel endroit dans le
monde. En conséquence, les outils informatiques jouent désormais un réle de plus en plus

critique dans I'avancement de la recherche biologique (Tisdall et al., 2001).

11.1. Les bases de données

Le concept de ‘base de données’ peut se définir comme un ensemble de données organisé,
hiérarchisé et consultable, pouvant évoluer dans son contenu par des mises a jour et, a ce jour,
toujours informatisé, selon des architectures différentes. En pratique, on désigne en général sous
le terme ‘base de données’ tant la structure informatique et les relations entre les différents types
de données, le mode d’entrée et de mise a jour des données et leur archivage ou le contenu et
le systeme de requétes permettant de les consulter. On emploie alors souvent, de maniére
interchangeable, le terme de « banque de données » ou de « biobanque » qui fait apparaitre de
facon plus évidente la notion de service qui leur est attaché. En ce qui concerne les échantillons
et données biologiques et génétiques deux tendances existent. La premiére différencie les
échantillons biologiques physiques eux-mémes qui, rassemblés, constituent une collection, de
la base de données qui comprend les informations relatives a ces échantillons et permettant de
les caractériser. La deuxiéme, qui prédomine actuellement dans le monde de la génomique,
inclut les échantillons physiques aussi bien que les données les concernant sous le vocable de

‘bases de données’ (Cambon-Thomsen et al., 2005).




Les composantes de la bioinformatique
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Figure 2 : Les principaux composants de la bioinformatique.

11.1.1. Les banques de données généralistes

D’aprés Tagu et al. (2010), On appelle banques généralistes, ou banques primaires, les
ressources qui collectent, gérent, archivent et mettent a disposition de la communauté
scientifigue un ensemble de données primaires, c'est-a-dire obtenues expérimentalement.
Classiquement, on considére comme banques primaires les banques généralistes de séquences

nucléiques et protéiques.

11.1.1.1. Les banques de données nucléiques

Selon Tagu et Risler (2010), 1l existe trois banques nucléiques internationales :

% Gen Bank, la banque américaine gérée par le National Centre for Biotechnology
Information (NCBI).

% EMBL (European Molecular Biology Laboratory databank), le banque européenne
maitenue a I’European Bioinformatics Institute (EBI).

R/

+ DDBJ (DNA Database of Japan), la banque japonaise.

Ces banques trois gerent I’ensemble des séquences nucléiques et leurs annotations, elles

coopérant et échange quotidiennement leurs données afin de garantir une cohérence

—
)]
| —



maximale dans la mise a disposition des séquences de la communauté scientifique, méme
si chacune de ces banques présente quelques petites spécificites mais la structuration des

données y est semblable et leur contenu en séquences nucléiques est strictement identique.

11.1.1.2. Banques de données protéiques

D’aprés Tagu et al. (2010), trois banques protéiques aussi coexisté de maniere indépendante

dont I’objectif est de couverture ¢’est-a-dire d’exhaustivité et d’annotations :

v' La banque de données européenne Swiss-Prot : qui se caractérise par une excellente
qualité d’annotation des données grace a la contribution d’experts au détriment de
I’exhaustivité ;

v' Labanque Tr EMBL : qui contient I’ensemble des séquences protéiques conceptuelles
obtenues par traduction automatique des séquences codantes contenues dans EMBL,
avec des annotations automatiques non vérifiées, mais avec 1’objectif d’obtenir une
couverture maximale. De méme la banque Gen Pept correspond a la traduction
automatique de 1’ensemble des séquences annotées comme codantes (CDS) dans
GenBank ;

v La banque américaine Protéine Infomation Resource (PIR), a la National Biomédical
Research Fondation (NBRF), qui dans les années 1960 fut la premiére banque de
protéines développée. Sa particularité consiste a proposer une classification des
séquences protéiques en familles, en fonction de leur degré de similarité, dont I’avantage
de limiter le degré de redondance de la banque d’une part et, d’autre part, de travailler

a la standardisation de 1’annotation des protéines.




11.1.2. Les bases de données spécialisées

Selon Yahiaoui. (2021), ces bases correspondent & des données plus homogenes établies
autour d’une thématique et qui offrent une valeur ajoutée a partir d’une technique particulicre

ou d’un intérét suscité par un groupe d’individus.

» Caractéristiques
v’ Spécifique a un organisme,
v Spécifique sur des domaines de protéines,
v Voies de régulations biochimiques,
v Expression de genes,
v' Variation génétique,
v

Interactions Protéine-Protéine.

Pour des besoins spécifiques liés a l'activité d'un groupe de personnes, ou encore par
compilations bibliographiques, de nombreuses bases de données spécifiques ont été créees au
sein des laboratoires. Certaines sont inconnues ou mal connues et attendent qu'on les exploite

davantage.

Les bases de données spécialisées sont d'intérét divers et la masse des données qu'elles
contiennent peut varier d'une base a une autre. Ces bases correspondent & des améliorations ou

a des regroupements par rapport aux données issues des bases généralistes.

Selon Deléage et al. (2015) les bases de données spécialisées présentent I'avantage d'étre
maintenues par des expert du domaine qui gérent les problémes de numérotation, nomenclature,

cohérence, annotation.

Exemples bases de données spécialisées

= IMGT : IG, récepteur de cellules T, Complexe Majeur d'Histocompatibilité.
= HIV : Base de séquences sur le SIDA a Los Alamos.

= GPCRDB : Récepteurs couplés aux protéines G.

= euHCVdb : Base de données de séquences du virus de I'hépatite C.

=  OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.

= HGMD: Human Gene Mutation Database.

= KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.

—
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= ENZYME : Nomenclature des enzymes.
= BRENDA : Base de connaissance sur les enzymes.

= GOLD : Banque des génomes séquences.

11 .2. Outils d’alignement de séquences
11.2.1. Alignement local

Selon lin et al. (2016), notre alignement local guidé par couture optimise chaque hypothése
d'alignement en itérant sur les trois étapes suivantes.
Premierement, les correspondances de caracteristiques sont pondérées en fonction de leurs
erreurs d'alignement actuelles et des distances par rapport a la couture estimée actuelle. Ensuite,
I'image cible est déformée par une nouvelle méthode de déformation préservant la structure.
Enfin, une couture de couture est estimée sur la base des « images de bord colorées ».
L’itération se termine lorsqu'il y a peu de changement des emplacements des sommets du
maillage par rapport a I'itération précédente (changement moyen inférieur a un pixel) ou que le

nombre d'itération dépasse 5.

11.2.2. Alignement Global

Parmi les deux méthodes principales d'alignement par paires, I'alignement global, qui montre
comment une séquence peut étre transformée en une autre en utilisant une combinaison de
modifications simples, et I'alignement local, qui identifie les similitudes locales entre les
régions de séquences, aucune ne gére les événements de réarrangement de maniere satisfaisante.

(Brudno et al., 2003).

—
(=)
| —



Les finalités de ces deux types d'alignements sont tres différentes.

o L'alignement global est congu pour comparer des séquences homologues (apparentees)
sur toute leur longueur.
o L'alignement local est concu pour rechercher dans la séquence A des régions semblable

a la séquence B (ou a des parties de la séquence B).

W

Glocbal *

W

Figure 3 : Alignement local ou global

11.2.3. BLAST

L'outil de recherche de similitude de séquences, Basic Local Alignment Search Tool, ou
BLAST, est sans aucun doute celui qui est le plus utilisé. Le programme BLAST écrit par
Altschul et al., (1990) sert a la recherche, dans de grandes bases de données de séquences
moléculaires, des séquences qui présentent des régions de similitude avec la séquence entrée,

fournie par I'expérimentateur. (Gibson et al., 2004).

Et selon Deléage et al. (2015), le programme BLAST est un algorithme de recherche de
similitudes locales.

—
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Figure 4: Le programme BLAST

I11. SEQUENCAGE DE L’ADN PAR LA METHODE DE SANGER

111.1. Principe

Selon EL FAHIME et al. (2007) cette méthode est basée sur I’interruption de la synthese
enzymatique d’un brin d’ADN complémentaire (arrét d’élongation). L’ADN a séquencer est
cloné et de nombreuses molécules d’ADN simple brin sont produites. Une courte amorce
d’oligonucléotides (généralement synthétisée chimiquement et éventuellement marquée) est
ajoutée a ’ADN. Le point de fixation de I’amorce sert de point de départ pour la synthése du

brin complémentaire. La polymérase est alors ajoutée avec :

- les 4 nucléotides normaux : d-ATP, dCTP, d-GTP et d-TTP (au moins un d’entre eux est

marqué au phosphore 32, au soufre 35 ou au Phosphore 33) ;

- une faible concentration de 4 nucléotides analogues dans des incubations séparées. Les
analogues sont des didésoxynucléotides (ddNTP) qui sont identiques aux nucléotides normaux
sauf que les groupes hydroxyles (OH) des riboses sont remplacés par des hydrogenes (H). La

polymérase ne peut pas distinguer ce substrat des nucléotides normaux.

La synthese du brin d’ADN complémentaire est initiée au niveau de I’amorce. L’ intégration
d’un didésoxynucléotide dans le brin synthétisé entraine 1’arrét de 1’élongation en raison de
I’absence du groupement OH, nécessaire a 1’extension. Les 4 incubations contiennent donc un
mélange de molécules partiellement synthétisées d’ADN double brin marqué. La longueur des

fragments d’ADN varie en fonction du point d’intégration du didésoxynucléotide. Comme cette
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intégration est aléatoire, I’ensemble des molécules dans un mélange représente 1’ensemble des
positions pour une base particuliere. Les 4 mélanges sont analysés simultanément sur un gel
d’¢électrophoréese. Celui-ci contient un composé qui entraine la dénaturation de I’ADN double
brin et le processus est mené sous un voltage fort pour éviter la réassociation des brins. Comme
pour la méthode précédente, les bandes sont révélées par autoradiographie et la séquence est

lue directement sur le gel (figure 5).
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Figure 5 : Principe de la Méthode de Sanger.
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I11.2. Caractéristiques de la technique de Sanger

La technique Sanger se caractérise par :

> La technique de séquencage enzymatique de Sanger implique la synthése de nouvelles

molécules d’ADN complémentaires d’une matrice monocaténaire (contrairement a la

méthode chimique qui séquence le brin lui-méme).

» La synthese de ces nouvelles molécules (différent dans leur taille par un seul nucléotide)
nécéssite une amorce de quelques nucléotides complémentaire a I'extréité 5° de I’ADN
matrice pour initier la synthése. Cette derniére est effectuée en présence des quatre
nucléotides A, T, C, G grace a une polymérase.

» La synthése de nouvelles molécules d’ADN ne continue pas indéfiniment car le milieu
réactionnel contient en plus de la grande quantité des dNTP normales, de petites quantités
de didésoxnucléotide (ddNTP) qui bloque 1’élongation des chaines car son radical hydroxyl
(OH), situé sur le carbone terminal 3°, a disparu au profit d’un hydrogéne 3°, ce qui empéche
la formation d’une liaison phosphodiester avec le nucléotide suivant.

» La synthése de nouvelles chaines d’ADN en présence de ddATP conduit a un arrét de
I’¢longation en face d’un nucléotide T de la matrice, et a la production d’une famille de
molécules qui se terminent par A. Ces molécules sont alors déposées dans un puits du gel de
polyacrylamide, tout comme celles des familles de chaines synthétisées par les réactions

avec ddT TP, ddGTP ou ddCTP (chaque famille de fragment est déposée dans un puit apart).

Les bandes sont visualisées aprés autoradiographie, car on avait rajouté du dNTP radioactif

dans le milieu réactionnel.

—
| —
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Figure 6 : structure chimique de dNTP, ddNTP et pr-NTP.

(Gade, C. R. et al., 2016)

IV. Séquencage de I’ADN par la méthode Automatique
IV.1. Principe
Principes du séquencage selon la méthode de Sanger. Aprés dénaturation du produit
amplifié par séquencage, ’'un des deux brins (ici, le brin sens) s’hybride a une amorce
spéecifique. Pour la simplicité du schéma, nous avons pris une amorce de 5 pb, la taille
habituelle des amorces étant de 20 pb environ. Le mélange réactionnel contient, outre les
tampons et I’ADN polymérase, des déoxynucléotides triphosphates (ANTP, dA-, dC-, dG-,
dT-TP) mais aussi des didéoxynucléotides triphosphates (ddNTP, ddA-, ddC-, ddG-, ddT-
TP). L’incorporation aléatoire d’'un ddNTP a la place d’'un dANTP ne permet plus la
polymérisation par ’ADN polymérase. L’extension s’arréte. A la fin de la réaction de
séquence effectuée selon des cycles thermiques identiques a ceux de la PCR (on parle de
PCR asymetrique, une seule amorce étant utilisée au lieu de deux), nous avons des fragments
de taille différente. Ces fragments sont soumis a migration dans un champs électrique. Il
s’agit le plus souvent d’une électrophorése capillaire. Chaque ddNTP étant marqué par un
fluorophore différent, un signal lumineux sera généré, spécifique de la base didéoxy
incorporée. Les fragments étant de taille différente et la résolution allant jusqu’a une base de

difference, il sera simple de recueillir ce signal et en deduire la séquence. Les signaux

—
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lumineux sont analysés par un logiciel spécifique, et le résultat de 1’analyse peut étre lu, par
exemple, sous forme d’un ¢électrophorégramme de lecture facile. Des logiciels
d’interprétation des séquences sont également disponibles. Pour confirmer un résultat, toute
réaction de séquence d’un fragment d’ADN est systématiquement faite sur le brin sens et le

brin antisens (Lamoril et al., 2008).

\=1 PCR
5'-..TACAG A CA G T g g; G o =3

(l(‘l\:?lllllllzuiﬂll o 'ATGTCO_‘*.
.3'...ATGTC T:
3’ ... ATGTC 'I‘“Gt
3’ .ATGTC T
3’ .ATETC T G 1“c¢

; 3 .ATGTC T G T cd,ut
g 3'...ATGTC T GT C h“'r$
3 3’ _.ATGTC T GT C A “c¢
ADN cible
3 _.ATGTC TGTCA T c,,e‘
O : ADN polymérase
110 130 13
CTOO ADTCTACACCAACOTCTACAACTATO
|7 Migration sur un séquenceur
‘z n nll \
ib“'L-’J !"" JuAN, i!"L‘L;."' < |

Electrophorégramme

Figure 7 : Séquengage de I’ADN par la méthode Automatique.




IV.2. Caracteristiques de la technique Automatique

La technique du séquencage automatique se caracterise par :

v' La diffusion de la méthode de Sanger, la commercialisation d’automates utilisant des
fluorophores quatre couleurs ainsi que le déploiement de la PCR dans les laboratoires
ont considérablement amélioré les procédures de séquencage. La méthode de Sanger a
en effet rapidement dépassé la méthode de Maxam-Gilbert pour la remplacer et reste a
ce jour la principale méthode de séquencage utilisée dans les laboratoires.

v" Son principe est le suivant. Dans un premier temps, il est nécessaire d’amplifier I’ ADN
cible par PCR, puis de le dénaturer afin d’obtenir un ADN simple brin. A I’aide d’une
amorce spécifique et complémentaire du brin étudié (sens ou antisens), identique ou
différente de celle utilisée pour la PCR, une ADN polymeérase effectue alors la synthese
de I’ADN complémentaire a partir de cette amorce.

v' De I’extrémité 5’ vers ’extrémité 3’, cette enzyme ajoute les désoxyribonucléotides-
triphosphates (ANTP) complémentaires et de maniére aléatoire et inconstante des
didéoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP), par exemple un ddGTP sera parfois
ajouté a la place d’un dGTP. La réaction se faisant dans un seul tube, les ddNTP
(ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP) sont marqués a 1’aide de fluorophores différents
pour chaque ddNTP (fluorophores « quatre couleurs »).

v Lorsqu’un ddNTP est incorporé a la place d’un dNTP, I’ADN polymérase ne peut plus
continuer sa polymérisation. La réaction d’extension s’arréte (en effet, le
didéoxynucléotide ne posséde pas de groupe 3’-hydroxyle indispensable a la réaction de
polymérisation de I’enzyme). Statistiquement, au cours de la réaction, pour chaque
« base » de I’ADN cible, au moins une fois, un ddNTP complémentaire sera incorporé
a la place d’un dNTP.

v Par conséquent, a la fin de la réaction, nous obtiendrons des fragments de taille
différente. L’analyse de la réaction est ensuite effectuée. Différentes méthodes
d’analyse sont possibles. Aujourd’hui, I’électrophorese capillaire réalisée sur un
automate de séquencage est la méthode de choix. Lors de la migration, chaque fragment
(contenant un ddNTP marqué par un fluorophore) sera excité par un laser et le signal
obtenu analyse par un logiciel spécifique. L’analyse informatique des signaux permet
d’obtenir la séquence étudiée, par exemple, sous forme d’un électrophorégramme, de

lecture manuelle aisée mais souvent fastidieuse. Des logiciels d’analyse des séquences

—
| —
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peuvent étre utilisés. Dans tous les cas, 1’analyse d’un fragment d’ADN aprés PCR se
fait toujours a 1’aide d’une amorce sens et antisens afin de confirmer la séquence (et une
¢ventuelle anomalie de séquence). En général, cette technique permet d’obtenir des
séquences de longueur comprise entre 400 et 850 pb. Comme déja indiqué, cette
technique, decrite pour la premiere fois en 1977, reste la plus utilisée dans les
laboratoires, notamment en milieu hospitalier. A titre d’exemple, de nombreux
laboratoires hospitaliers utilisent un sequenceur commercialisé par la société Applied
Biosystems permettant I’analyse de séquences en plaques de 96 ou 384 puits par
électrophorese capillaire (analyse multicapillaire en parallele).

Ce séquenceur contient un, quatre, huit, 16, 48 ou 96 capillaires selon le modéle. Ainsi,
le modele ABI3130X1 (96 puits, 16 capillaires) permet le séquencage d’environ
400 pb/puits en trois heures (soit 28,8 kb pour la plaque entiéere).

En sachant que cette machine permet de lire environ 18 bases par seconde (pour des 96
capillaires), un an serait nécessaire pour séquencer un génome humain a 1’aide de 100
machines utilisées en parallele, en recouvrant cing fois le génome (équivalent a cing
séquencages du génome), minimum nécessaire pour s’assurer de I’absence d’erreurs et
en supposant que le temps de préparation de ces machines et des échantillons soit
négligeable.

D’autre développement de la méthode de Sanger est néanmoins en cours et notamment
la miniaturisation de la technique. A titre d’exemple, récemment des auteurs ont réussi
a sequencer 600 pb en 6,5 minutes a I’aide d’une puce constituée d’une microfluidique
permettant une électrophorése avec un capillaire de 7,5 cm de long constitué d’un
polymere spécifique.

D’autres technologies ont donc été développées pour améliorer le rendement, la rapidité

et le co(t du séquencage.
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V. Stratégie d’identification des mutations

V.1. Extraction de séquences format FASTA
A partir des chromatogrammes des génes séquencés, il faut copié les séquences d’ADN sous
format FASTA.

& E138AAC-AACEA - Chromas ==
File Options  Help
u e & - Sample: 13724243
Op S Reverse Enhance ple
I &0 70 20 a0 100 110 120 130 140 150 160 170 1280 I
De L TGN META T TR NGO TT TN 18 4L 0 L L ARLE WOUTLE L EOALE 0TS0 € B NN L8 SARALE B8 W0 LG L1 S EI € L MLE 0 E e £ aJT'!BSGh’[I‘
Altd-R
Trim Low Quality
D Trimmed Sequences Alts
Copy Sequence 3 Plain Text Ctrl+C
Copy Translatian 3 FASTA Format Ctrl+B
Copy Chromatogram... FASTQ Format Crl+Q
Enhance with PeakTrace Ctrl+Shift+P
Reverse+Complement Ctrlv=
Copy Original to Edited
Set Genetic Code +
Nesxt "N" Ctrl+N/Tab
Mext Redundant Ctrl+R

Find... Crl+F

mL_,JJ‘ILLm uAJLL,d WIS R ARV AN Ty MARRA 1 MR i AN

Figure 8 : Outil d’extraction de séquences format FASTA
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V.2. Nettoyage de séquences d’ADN

Il faut procéder au nettoyage des séquences de tous les commentaires de FASTA, les sauts de
ligne, les numéros, les espaces blancs. Ceci est réalisé sur le site cybertory.

&« C A Nonsécurisé | www.attotron.com/cy

y/analysis/seqMassager.htm

Nucleic Acid Sequence Massager

TGGGAAGAAGAAS ATCCAGOAGTACGCOGAATAGACCAGTTACTGOCGAATGCATCA
CAACTGGGCAAAGGC TTGGBAACCAAGCTGETTCGAGCTCTEGTTGAGTTGCTGTTCAAT
GATCCCOABGTCACCAAGATCCARACGOACCCOTCOCCOAGLAACTTOCEAGCGATLCGA

GCTACGAGAAAGLGGEETTTGAGAGECAAGGTACCOTAACCACCCCATATGGTCCAGCD
GTGTACATEGTTCARACACGCCAGECATTCGAGAS

| remove fasta comments |[ remove HTML tags || remove line breaks || remove numbers
| show triplets || DNA->RNA || RNA->DNA |[ UPPER CASE || lower case
Find text matching this regular expression:
and replace it with this character string:

DONE

[ remove white space

|| reverse || complement |

findireplace

cybararzorz

Figure 9 : Outil de nettoyage de séquences

V.3. Traduction de séquence

Les séquences corrigées vont faire I’objet d’une traduction sur la fenétre Emboss de NCBI.

Parmi les multitudes de protéines a obtenir, il faut choisir pour toutes les séquences analysées
la protéine ayant le codon Stop le plus loin possible.

« > C @ European Bioinformatics Institute [GB]

EMBOSS Transeq

https://www.ebi.ac.uk/Tools

Input form Web services Help & Documentation

Bioinformatics Tools FAQ \ Feedback

Tools = Sequence Translation > EMBOSS Transeq

EMBOSS Transeq

EMBOSS Transeq translates nucleic acid sequences to their corresponding peptide sequences. It can translate to the three forward and
three reverse frames, and output multiple frame translations at once

STEP 1 - Enter your input sequence
Enterorpaste a| DNA/RNA  ~ | sequence in any supported format

AAGATTCATCGTCGAGTGGTGGGGCGGAGAAGAGCACGCCCGACACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAAGCGTTTT
AGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATGCTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTTGCTCTTGGAAG
CGGGGACGGACGGBTGGGAAGAAGAAACCGATCCAGGAGTACGCGGAATAGACCAGTTACTGGCGAATGCATCACAACTGGGC
AAAGGCTTGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTTGAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCC

GTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAGAAAGCGGGGTTTGAGAGGCAAGGTACCGTAACCACCCCATATGGTC
CAGCCGTGTACATGGTTCAAACACGCCAGGCATTCGAGAA

p
Or, upload a file: | Chaisir un fichier | Aucun fichier choisi

| =-NaIIrun ACTHer |

Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

STEP 2 - Select Parameters

[0% dl:ﬁomble: (branché, en charﬁEJ I

Figure 10 : Outil de traduction de séquences
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V.4. Arrangement de séquence protéique

La protéine choisie sera arrangée sur la base cybertory afin d’éliminer tous les sauts de ligne,

les numéros, les espaces blancs...etc.

V.5. Alignement simple de séquence
L’alignement simple de séquences d’ADN ou protéiques pour les différents génes sera realisé

sur la fenétre Pairwise Sequence Alignment, dédiée a cet effet sur le portail NCBI.

&« & & European Bioinformatics Institute [GB] | https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ B o H

H EMBL-EBl  Services ~ Research  Training  Industry  Aboutus 1 EMBL-EBI Hinxton ~

EMBOSS Needle

Input form Web services Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ \ Feedback rShare

Tools > Pairwise Sequence Alignment > EMBOSS Needle
Pairwise Sequence Alignment
EMBOSS Needle reads two input sequences and writes their optimal global sequence alignment to file.
STEP 1 - Enter your protein sequences

Enter a pair of

PROTEIN v

sequences. Enter or paste your first protein sequence in any supported format:

=5

VTINSNDSVTLRLMTEHDLAMLY EWLNRSHIVEWWGGEEARPTLADVQEQYLPSYLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDG
WWEEETDPGVRGIDQLLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFERQGTVTTPDGPAVYMVQT
RQAFERTRSDA*

Figure 11 : Outil d’alignement de séquences

V.6. Formation d’omplicon

Par faute de défaut de la méthode de séquencgage automatique qui produit des séquences ayant
une extrémité (vers le début de la séquence) confondue, présentant des lacunes et des bases mal
placées. Il est donc nécessaire de réaliser le séquencage sur les deux brins du géne. Par la suite
on réalise I’omplicon comme suit :

- L’amplification du géne étudié exige d’utiliser deux amorces ; une amorce sens qui amplifie
a partir du promoteur (donc elle nous donne une extrémité finale de la séquence qui est juste)
et ’amorce reverse qui amplifie a partir de la fin du geéne vers le promoteur (donc elle nous
donne un bon début de la séquence).

- On sait aussi que dans la séquence de la protéine du gene étudié il y a des seéquences

conservées. Pour former I’omplicon il faut prendre la protéine reverse, la couper a partir de de
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la séquence conservée et lui coller la fin de la protéine sens a partir de la séquence conservée,

on aura un omplicon qui a le début de la séquence sens et la fin de la séquence reverse.

RDGPTSFHRKKNPMVKKSLRQFTLMATATVTLLLGSVPLYAQTADVQQKLAELERQSGGRLGVALINT

AD
NSQILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTMSLAEL

SA
AALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDPRDTTSPRAMAQTLRN

LT
LGKALGDSQRAQLVTWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKTGSGGYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVT

YFTQPQPKAESRRDVLASAAKIVTDGLKTAKNGK*GGGGGGG

Figure 12 : exemple de séquences du gene montrant la séquence conservée KTG

V.7. BLAST de séquence
Afin de caractériser ’alléle de notre géne, nous allons procédé a comparer sa protéine aux
différentes autres protéines qui existent dans la banque de séquence protéique. Ceci sera réalisé

sur la fenétre du portail NCBI "Basic Local Alignment SearchTool ".

& C @ httpsy//blastncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome B o H

m U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST © Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Basic Local Alignment Search Tool

BLAST+2.9.0is here!

The latest version has enhanced support for the new database
format.

Tue, 02 Apr2019 17-00-:00 EST More BLAST news.

BLAST finds regions of similarity between biological sequences.

The program compares nucleotide or protein sequences to

sequence databases and calculates the statistical significance.
Learn more

Web BLAST

BLAST Genomes

- = EN ,

Figure 13 : Outil de BLAST de séquences
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VI. CONCLUSION

Au dépit des conditions sanitaires particulieres qui régies dans le monde, d a la propagation
de la pandémie de la COVI-19, en particulier en Algérie, la partie manipulations n’a pas été
accomplie dans la partie pratique de ce travail. Ceci, suite aux instructions du ministére de la
santé, ainsi que, les directives du ministére de 1’enseignement supérieur et de la recherche
scientifiques qui visent & minimiser les contacts physiques et de réduire au maximum la
présence des étudiants au campus. Pour ce, nous avons contenté de bien présenté la partie
synthese bibliographique au tour de la thématique abordée dans ce mémoire, et puis, nous avons
donné une stratégie bien illustrée a suivre pour I’identification des mutations ponctuelles dans

des séquences de geénes.

L’objectif de ce travail a été de faire le point sur les apports de la bioinformatique,
notamment par les différentes bases de données et outils bioinformatiques qu’elle a
permis de créer ces derniéres années et qui sont aujourd’hui autant d’outils incontournables
pour les généticiens. Et ce, afin de caractériser et cribler des mutations géniques a 1’origine de
la diversité et du polymorphisme génétiques, mais aussi celles impliquées dans des pathologies
génétiques, notamment les cancers. L’approche décrite dans ce manuscrit permet de typer les
alleles de geénes impliqués dans ces phénomenes génétiques, et ce a partir de données de

séguencage automatique.

En fin, nous pouvons dire que la bioinformatique constitue une analyse préalable a toute
investigation expérimentale, permettant d’aborder des questions complexes dans le domaine de
la biologie. L analyse de séquences par les divers moyens offerts dans les milliers de bases de
données, permet de s’informer sur les caractéristiques fonctionnelles, structurales et évolutives

d’une protéine.
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