Examen : Bioanalyse (3L5BC5M) — Janvier 2009

Exercice 1 : banque de données et recherches d’information

1. Une requéte a été réalisée. Les résultats sont présentés ci-dessous. Avec quel outil cette
requéte a-t-elle été effectuée ? Quel sera le résultat ?

m search UniProtKB/TrEMBL
— Fields you can search

In a single field, you can separate multiple values by: &, | or ! 1) m

Combine search terms
with: & (AND) v € Description v kinase

: Sequence Length v :
Use wildcards ¥ Lid 2 ' 9 1000

= € Organism Name v saccharomyces
Get results of e: : .
4 @ [AiTex B

Entry -

Exercice 2 : petit OCM de bioanalyse

Parmi les affirmations suivantes, indiquez sur votre copie lesquelles sont VRAIES :

A. Blast est un programme d’alignement global plus rapide que ses prédécesseurs
B. Blast calcule une E-value : une valeur comprise entre 0 et 1
C. Blast calcule une E-value reflétant le nombre attendu d’alignements significatifs de score
supérieur ou égal a celui obtenu entre la séquence requéte et la séquence de la banque.
D. Laprogrammation dynamique est une méthode utilisée uniquement pour réaliser un
alignement global entre 2 séquences
E. Le numéro d’accession d’une séquence est définitif
F. On choisira la matrice PAM350 plutét que BLOSUM®62 pour chercher des séquences
éloignées

Le dot-plot permet de visualiser les régions répétées présentes dans une séquence

Le score de I’alignement ne dépend pas de sa longueur

Le pourcentage de similarité est toujours supérieur ou égal au pourcentage d’identité

Un score élémentaire peut-étre négatif

PUBMED est une méthode pour prédire les sites actifs d’une protéine

G-A-[ILV]-X-D est une signature PROSITE
. Un motif protéique ne peut pas étre présent dans un domaine fonctionnel

La phylogénie a pour but de retracer I’histoire évolutive des espéces
. La phylogénie moléculaire permet d’obtenir des arbres, avec des nceuds, des branches et
des fleurs
P. En phylogénie, on utilise généralement 3 types de méthodes : la parcimonie, le maximum
de vraisemblance et des méthodes de distance.

ZICrA=TI0

©)

Exercice 3 : comparaison de deux séguences

Les 60 premiers acides aminés de deux proteines ont été alignés en utilisant un alignement global
mais en faisant varier des parametres.




Alignement 1

seql 1 ——- MEAVVVDAGSKLLKAGIALPDQSPSLVMPSKMKLEVEDGOM-GDG---AVVEEVVQPVVRGEVK 60

B I T I v O e O e L I S I I SR I
seq?2 1 MCDEDVAALVVDNGSGMCKAGFA-GDDAPRAVEFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQ-—-—-—-———— 60

Alignement 2

seql 1 ME----—- AVVVDAGSKLLKAGIA---LPDQS--PSLV-MPSKMK-LEVEDGQMG--DGAVV-EEVVQPVVRGEFVK 60
| S N B L T R O N B
seq?2 1 MCDEDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAP-RAVFPSIVGRP-RHQGVMV--G-MGQKD-SYVGDE-AQ-——————~— 60

1. Entre ces deux alignements quel(s) parameétre(s) a-t-on fait varier ?

De quelle maniére ?

3. Du point de vue biologique, quel est, a votre avis, le meilleur alignement? Justifiez votre
réponse.

N

Exercice 4 : matrice de poids de position

Voici la matrice de poids de position obtenue a I’issue de 1’identification d’un motif.

1 2 3 4 5
A 1.2 0 -1.86 0 -1.6
C =1.6 =1.6 =1.6 0 0
G -1.6 0.96 0.98 -1.6 0.59
T -1.6 -1.6 0 0.59 0

1. Qu’appelle-t-on un motif ?
2. Comment obtient-on une matrice de poids de position ?
3. Quelle séquence aura le meilleur score ? Quelle est la valeur de ce score
4. Dans la séquence suivante identifier le(s) motif(s )dont le score est supérieur a 3.6 (donner la
séquence du motif, son score et sa position)
Séquence : CGAGGAGGTCTT

Exercice 5 : phylogénie moléculaire

A partir du tableau suivant montrant la distribution de 4 caractéres dans 4 organismes différents,
reconstruisez ’arbre phylogénétique (cladogramme) obtenu par la méthode de parcimonie.
Expliquer les principes de la construction.

Caractéeres
Gésier (1) Membrane Plume (3) | Sang chaud
nictitante (2) (4)
Grenouille 0 0 0 0
Espéces Chi_en 0 0 0 1
Alligator 1 1 0 0
Pie 1 1 1 1

0 signifie que le caractere n’est pas observé et 1 que le caractére est observé.



Probléme (Lire attentivement la totalité du sujet avant de répondre aux questions)

1) Vous avez séquencé un fragment d’ADN. L’analyse informatique de cette séquence révele la
présence d’un geéne et vous permet d’obtenir sa séquence protéique. Expliquer la démarche
que vous adopteriez pour réaliser la prédiction fonctionnelle (fonction putative, famille
protéique, motifs etc.). Justifier chacune des étapes.

2) A T’issue de votre démarche en 1) vous avez sélectionné 11 séquences chez ’homme, la
souris et la grenouille (RANES). L’alignement multiple est donné¢ en Annexe 1. Vous avez
réalisé 1’analyse en domaines fonctionnels des séquences humaines sur le site du NCBI en
effectuant votre recherche sur la banque CD (Conserved Domain) et obtenu les résultats
présentés en Annexe 2.

e Pouvez-vous proposer une fonction pour vos séquences ?

e Combien de sous-familles obtenez-vous ? Justifiez votre réponse.

e En utilisant P’architecture en domaines et 1’alignement multiple, identifiez a quelle
sous-famille appartiennent les sept autres séquences.

3) Vous avez ensuite recherché les motifs PROSITE sur la séquence SEQ7_HUMAN et trouvé
qu’elle possédait 4 motifs liant le Ca** appelés EF-Hand et localisés comme suit

SEQT_HUMAMN "N (160 aa)
28 - 40: DADGEGD IIVEEL
64 - T6: DEDGIGTIDE:EF
104 - 116: LENADGYIDpeEL
140 - 152 DENNDGRIDEAEF

Sachant qu’un motif EF-Hand fonctionnel débute toujours par I’acide aminé D, et connaissant
I’architecture en domaines, identifiez sur 1’alignement multiple ces motifs dans I’ensemble des
protéines (les encadrer). Etablir la signature PROSITE du quatriéme motif EF-Hand identifié.

4) 1l existe en fait deux types de motifs EF-Hand, ceux qui lient spécifiguement le calcium
(Ca?") et ceux qui lient le calcium ou le magnésium (Ca?*/Mg?"). Sachant que la séquence
SEQ7_HUMAN correspondant a la troponine C du muscle squelettique possede deux site
Ca® et deux sites Ca®/Mg* et que la séquence SEQ4 HUMAN correspondant a la
parvalbumine alpha posséde deux sites Ca®*/Mg?*, déterminer le type des motifs EF-Hand des
deux autres protéines humaines (SEQ1_HUMAN et SEQ10_ HUMAN).



SEQ1 HUMAN
SEQ2 MOUSE
SEQ3_ MOUSE
SEQ4 HUMAN
SEQ5_RANES
SEQ6 RANES
SEQ7 HUMAN
SEQ8 MOUSE
SEQ9 RANES
SEQ10_ HUMAN
SEQ11 MOUSE

SEQ1 HUMAN
SEQ2_MOUSE
SEQ4 MOUSE
SEQ4 HUMAN
SEQ5 RANES
SEQ6_ RANES
SEQ7_HUMAN
SEQ8 MOUSE
SEQ9 RANES
SEQ10_HUMAN
SEQ11 MOUSE

SEQ1 HUMAN
SEQ2 MOUSE
SEQ3_ MOUSE
SEQ4 HUMAN
SEQ5 RANES
SEQ6_RANES
SEQ7_ HUMAN
SEQ8 MOUSE
SEQ9 RANES
SEQ10_ HUMAN
SEQ11 MOUSE

Annexe 1 : Alignement multiple

——————————————————————————————————————————————— MSITDVLSADDIA
——————————————————————————————————————————————— MSITDILSADDIA
——————————————————————————————————————————————— MSMTDVLSAEDIK
——————————————————————————————————————————————— MSMTDLLNAEDIK
———————————————————————————————————————————————— PMTDLLAAGDIS
———————————————————————————————————————————————— SITDIVSEKDID
--MTDQQAEARSYLSEEMIAEFKAAFDMF-DADGGGDISVKELGTVMRMLGQTPTKEELD
--MTDQQAEARSYLSEEMIAEFKAAFDMF -DADGGGDISVKELGTVMRMLGQTPTKEELD
AQPTDQOMDARSFLSEEMIAEFKAAFDMF-DTDGGGDISTKELGTVMRMLGQTPTKEELD
--MDDIYKAAVEQLTEEQKNEFKAAFDIFVLGAEDGCISTKELGKVMRMLGONPTPEELQ
--MDDIYKAAVEQLTEEQKNEFKAAFDIFVLGAEDGCISTKELGKVMRMLGONPTPEELQ

AALQECQD--PDTFEPQKFFQTSG-———-—-— LSKMSANQVKDVEFRFIDNDQSGYLDEEELK
AALQECQD--PDTFEPQKFEFQTSG-———-—-— LSKMSASQLKDIFQFIDNDQSGYLDEDELK
KAIGAFAA--ADSFDHKKFFQOMVG-———-— LKKKNPDEVKKVFHILDKDKSGFIEEDELG
KAVGAFSA--TDSFDHKKFFQOMVG-———-— LKKKSADDVKKVFHMLDKDKSGEFIEEDELG
KAVSAFAA--PESFNHKKFFELCG-—--—--- LKSKSKEIMOKVEFHVLDODQOSGFIEKEELC
AALESVKA--AGSEFNYKIFFQKVG-—-—---- LAGKSAADAKKVFEILDRDKSGFIEQDELG

AITIEEVDEDGSGTIDFEEFLVMMVROMKEDAKGKSEEELAECFRIFDRNADGYIDPEELA
AITEEVDEDGSGTIDFEEFLVMMVROMKEDAKGKSEEELAECFRIFDRNADGYIDAEELA
AITEEVDEDGSGTIDFEEFLVMMVROMKEDAQGKSEEELAECFRIFDKNADGYIDSEELG
EMIDEVDEDGSGTVDEFDEFLVMMVRCMKDDSKGKSEEELSDLEFRMEFDKNADGYIDLDELK
EMIDEVDEDGSGTVDFDEFLVMMVRCMKDDSKGKSEEELSDLFRMEFDKNADGYIDLDELK

FFLOKFESGARELTESETKSLMAAADNDGDGKIGAEEFQEMVHS-—
YFLORFQSDARELTESETKSLMDAADNDGDGKIGADEFQEMVHS--
SILKGFSSDARDLSAKETKTLLAAGDKDGDGKIGVEEFSTLVAES-
FILKGFSPDARDLSAKETKMLMAAGDKDGDGKIGVDEFSTLVAES-
LILKGFTPEGRSLSDKETTALLAAGDKDGDGKIGVDEEFVTLVSES—
LFLONFRASARVLSDAETSAFLKAGDSDGDGKIGVEEFQALVKA-—
EIFR---ASGEHVTDEEIESLMKDGDKNNDGRIDEFDEFLKMMEGVQ
EIFR---ASGEHVTEEEIESLMKDGDKNNDGRIDEFDEFLKMMEGVQ
EILR---SSGESITDEEIEELMKDGDKNNDGKIDEFDEFLKMMEGVQ
IMLO---ATGETITEDDIEELMKDGDKNNDGRIDYDEFLEFMKGVE
MMLO---ATGETITEDDIEELMKDGDKNNDGRIDYDEFLEFMKGVE



Annexe 2 : recherche de domaines fonctionnels

SEQ1 HUMAN

1 20 40 =10 &0 1o0 109

-
A L
Hed00081, EFh, EF-hand, calcium binding motf, A dverse superfamily ofcalcium sensors.. 00 Yes  fe-D4

cddooat, EFh, EF-hand, calcium binding motif; A diverse superfamily of calcium sensors and calcium signal modulatars; most
examples inthis alignment model have 2 active canonical EF hands. CaZ+ binding induces a conformational change in the
EF-hand motif, leading to the activation or inactivation oftarget proteins. EF-hands tend to accur in pairs or higher copy numbers..

CD Length: 63, Pct. Aligned: 100, Bit Score: 40.150535, E-value: 1e-04
10 20 a0 40 50 &0

L I N T O O T T T T N
1 43 QVFDVFRFIDNDQSGYLDEEELEFFLQE e i GARELTESETESLMARLDND GCDCEIGAEEFQENVH 10&
cdonnsl 1 ELREAFRLFDEDGDGTISADE LEALLE---3LGEGL3EEEIDENTIREVDED GDGEIDFEEFLELMA 63

SEQ4 HUMAN

1 20 40 1] 0 100 110

.
.~ EF

SEQ7_HUMAN

1 25 50 75 100 125 150 161
EFh EFh

SEQ10 HUMAN

1 25 50 5 100 125 150 160
EFh EFh

Par soucis de clarté, la définition du domaine fonctionnel détecté EFh a été conservée uniquement
dans le cas de I’analyse de la séquence SEQ1_HUMAN. Pour les trois autres séquences, seul le
résultat graphique est reporté.




