N

N

Détection d’homologies lointaines a faibles identités de
séquences: Application aux protéines de la signalisation
des dommages de ’ADN

Vincent Meyer

» To cite this version:

Vincent Meyer. Détection d’homologies lointaines a faibles identités de séquences: Application aux
protéines de la signalisation des dommages de I’ADN. Sciences du Vivant [g-bio]. Université Paris-
Diderot - Paris VII, 2007. Frangais. NNT: . tel-00361212

HAL Id: tel-00361212
https://theses.hal.science/tel-00361212
Submitted on 13 Feb 2009

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00361212
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Paris VII — Denis Diderot

Ecole Doctorale Inter///BIO

These présentée pour obtenir

Le GRADE de DOCTEUR en SCIENCES

par
Vincent MEYER

Sujet :
Détection d’homologies lointaines aux faibles identités de séquences :

Application aux protéines de la signalisation des dommages de I’ADN.

These dirigée par Bernard GILQUIN,

Soutenue le 26 janvier 2007 devant la commission d’examen :
Madame Catherine ETCHEBEST (présidente de jury)
Monsieur Olivier POCH (rapporteur)

Monsieur Gilles LABESSE (rapporteur)

Madame Isabelle CALLEBAUT (examinatrice)

Monsieur Bernard GILQUIN (directeur de these)






TABLE DES MATIERES

Chapitre I : Introduction.....ccceessseecssccsnsssscsssccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenes 13
I.1. Etat des licux des séquences et StruCtures CONMUES. ....evvveiiiiiureeeeeeieeiiiiiiiieieeeeeeeiiinnnenee, 17
L.1.1. Les banques de séquences biologIqQUES. .. .cuuveiieiueiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiieeeenne. 17
1.1.2. Les banques de structures 3D de protéines........ccccuueeeeeeeeeeiiiiiueeeeeiieeeiiiiiiiiieeeeeennn. 19
1.2. Les méthodes de comparaison entre SEQUENCES. ....ouvvreiieiueeeiiiiiiieiiiieiieeiiiieeeiiiiaeeeennn, 22
1.2.1. Que cherche-t-on a détecter : 1a notion d’homologie.......coeeviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeeeen, 22
1.2.2. Comparaison S€qUENCE A SEQUENCE. ..uuueeeiirueeeiiireieeiiiiiieeeeiieeeeeeiieeeeeiiieeeeeiiaeeeenns 25
L1.1.1 Les MatriceS d€ SCOIES ..vvvvviiiiiiiuueeiiiiieeiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeiiiieeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeinns 25
1.1.1.2 La prise en compte des insertions dans les alignements par paires.................. 28
L.1.1.3 Les algorithmes d’alignement...........eeeeieeieuueeeeieeiiiiiiiiiieiiieieeeiieiiiiieeeeeeeeienenns 28
1.2.3. Les méthodes d’alignements MUItiples ........ccoeveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeennne., 32

L.1.1.4 . Alignements multiples et profiles : I’approche de PSI-BLAST......cccvvveene..... 33
L1.1.5.Tesapproches HMM.......cooooiiiiiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeieieeeeiieeeeeeeeean, 34
1.1.1.6 . Evaluation de la qualité d’un alignement multiple........cccceeevvveveeeeeeeiiiinnnen... 36
L.1.1.7 . Stratégies d’alignement multiples et régles heuriStiques........ceeeveeeivvvveeeeennn.. 39
1.1.1.8 . Stratégies pour I’amélioration des alignements multiples a basse identité......44
1.2.4. Développements des méthodes de comparaison profil-profil...........cccceevveeeennnne.... 46
1.1.1.9 Calcul de scores au sein des approches utilisant une représentation de type
PEOTIL. it 49
1.1.1.10 Les approches reposant sur une représentation de type HMM..........cceee....... 51
L1.1.11 Comparaison des différentes approches..........cceevvveieiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineennne. 53
1.3. Utilisation des prédictions de structure 2D et 3D lors d’un alignement......................... 54
1.4. Objectifs de 12 theS@....oouueeiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 55
Chapitre I1I : Etude des alignements non-significatifs produits par le logiciel
PSI-BILAST....ccuuiieeeeenceeeeennceneeenscccseesssccssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssses 59
IL 1. INtrOAUCHION. cuttttiiiiiiiiiieiiiiieeeee ettt ettt et eeeeeeetie e eeeeeeeiaeeeeeen 61
IL2. MEthOA@S. .eeeiieeeiiieeieiieeeiee ettt 62
11.2.1. Bases de données utilisées pour 1’étude et protocole appliqué........ccccvvevvveeeeennne.s 62
11.2.2. Evaluation de la qualité des alignements...........ccveveeeevveeeiiineeeiiiiieeeeieeeeeeennnee. 63
I1.3. Résultats : analyse préliminaire du signal non significatif obtenu avec le logiciel PSI-
BLAST oottt e e e e eeiaeeeeenns 65
I1.3.1. Quantification du nombre d’homologues lointains situés dans le signal non

significatif du 10g1CI1e]l PSI-BLA ST ... ouiiiititiiiiiiiiiiiteteteeeteeeteeeteteeeteeeteeeeeeeeeeeseeeseneeeeneeseeaens 65

11.3.2. Evaluation de la validité des alignements calculés par PSI-BLAST dans le signal
NON STENITICATIT, oottt e ee et e e et e e eeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeees 70

1.1.1.13 Analyse des alignements proposés par le logiciel PSI-BLAST par rapport a la

longueur de 1’alignement StruCtural...........ceeeveeeeieieeeeiiiiiiiiieieieieeeeeieeeeeiiieeeeeveeeenns 73

I1.4. Exemple de deux homologues lointains : deux domaines de liaison au NADP : 1hxha
€8 LATN.iiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 74
I1.S. CONCIUSIONS. cuttttiiiiiiiiiiiiiieiiieei ettt eeeee et e eeeeeeeee et eeeeeeeiiiieeeeeeeeeeineeeeeeess 77

Chapitre I11 : Filtrage du signal non significatif a I’aide des méthodes de
prédictions de structures SeCONAAIreS.....ccceeeeeenseesscssssosssassesscnssssssesssssssssssssanss 81
IIL 1. INtrOAUCHION .utttviiiiiiiiiiieiiiiieeeee ettt ettt eeeeeeeeeeeeeeeaieeeeess 83
II1.2. MEthOAES. uuuuiiiiiiiiiiiiiieiiiieeee ettt ettt eeeeeiieeeeeenn 84




I1.2.1. Filtrage du signal non significatif a I’aide des prédictions de structures

secondaires de Maniere 10CaAlE....uuuuiuiiiiiiiiueiiiiiiiiiiiiiiieiieee e 84
I11.2.2. Filtrage du signal non significatif a 1’aide des prédictions de structures
secondaires de maniére globale.......coouuuveeiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeee e 85
IIL.3. RESUIALS. .oeouuveieeiitiieeieiiieeeeeeeeeeeee ettt eeeieeeeeeiieeeeenns 87
II1.3.1. Utilisation des structures secondaires d’un point de vue local......ocvveeiiiiinnnnnen.... 87
I11.3.2. Utilisation des structures secondaires sur les séquences globales....................... 89
L.1.1.14 Utilisation du taux d’héliCe Ol.uuuuurreiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiieeeeeeeeeenns 89
L.1.1.15 Utilisation du taux de feuillets B.......oooeeeveeeeiiiueiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeene 91
L.1.1.16 Analyse de I’indice de succession des structures secondaires dans les classes
C ot D ittt eeaeaen 92

1.1.1.17 Evaluation de la récupération des homologues du signal non significatif a
I’aide de 1’utilisation des prédictions de structures secondaires d’un point de vue

O OB A e ettt eeeeteeetttteateaeeeeeeettannnnaaaaaeetttentnnnaaaaaeeteanannnnns 93
I11.3.3. Etude de la complémentarité des stratégies locales et globales pour le filtrage du
signal non significatif réalisé avec les prédictions de structures secondaires. ................. 96

comparaison Profil/profil.......ccccceecccsececccssecccisseecccssseeccsssseecsssseeccssssecessnsseccnnse 100
IV.1. INtrodUCHION tiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiee ettt ettt eeeeee e 102
IV. 2, MEthOACS. ettt 104

IV.2.1. Construction des alignements de références.......oceuuvueveeieeiiiiiiiiieieieeeeieeiinnnne, 104
1V.2.2. Construction des alignements teStS......ccouuuuveiieeiiiiiiiiieieiiieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiaee 104
1V.2.3. Prédiction des structures SECONAAITES....uuuueiiiiiiiieeiiiiieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiiiiieeene, 104
IV.2.4. Construction des profils et comparaison profil/profil.......cccceeeeecveiiiicveeeeennne... 105
1V.2.5. Filtrage du signal non Significatifi......cccceeeiiiiiiiiueviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieiiiiiiiieeen, 105
IV.3. RESUIALS...oiiiiiiitiiiiiiiiii ettt eeeeeeeeiieeeeeeeeeeianns 107

1V.3.1. Qualité des alignements et capacité discriminante des logiciels COMPASS et

1.1.1.18 . Evaluation de la qualité des alignements des séquences homologues calculés
par le 10giciel COMPASS . ..ot 107
1.1.1.19 Evaluation de la qualité des alignements des séquences homologues calculés

par le logiciel HHS@AIC. .. ..ocieuveiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeee e 109

IV.3.2. Evaluation des capacités discriminantes des logiciels COMPASS et HHsearch
dans le traitement du signal non significatif du logiciel PSI-BLAST. oovvveeviiiiiiiiiieenees 112

1.1.1.20 Evaluation des seuils de filtrage des méthodes profil/profil.......cccccceeunne...... 112
I.1.1.21 Filtrage avec le logiciel COMPASS......coiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeann 115
1.1.1.22 Filtrage avec le logiciel HHS€Arch....ooouuvvvveiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeein 117
IV.3.3. Croisement des résultats obtenus avec les logiciels COMPASS et HHsearch. Une
méta-approche pour la détection des homologues 10intains..........ceeeeuveeeeeiiveeiiiineeennns. 120
IV.3.4. Double filtrage avec les prédictions de structures secondaires suivi des
comparaisons Profil/Profil....cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeee e 122
IV.3.5. Exemple d’analyse : Deux domaines de liaison au NADP dlhxha et d1dihl
appartenant a 1a méme SUPErfamIlle......uuuveeiiiiiiiueieiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeie 124
IV.4. CONCIUSION. . ..utttiiiiiiiiiiiiiiiieiieee ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiieeeeseeeeeenannes 127
Chapitre V : Applications.....cccceeecseececsaeeeescsseecccsseecssssseccssassecssssssesssnssscssensene 130
Analyse des protéines impliquées dans la signalisation des dommages de
PADN CheZ 12 1€VUI@..ccceeeeeeeeeeeeeeeeeneanannnnnnsnssssnsssssssscscscssasssssssssssssssssssssssssssssses 130
Vo1 IntrodUCHION. cuuveiiiiiiiiiiiieiii e 132




V2 ML OMES. ettt eeeeeteneneeeseeenesneenennnnnes 134

V.2.1. Sélection des protéines d INtEr&t......cuuieeiuuueeeiieiiiiiiiiiiieiiiiieieiieiiiiiieeeeeeeeeeiieee 134
V.2.2. Isolement des régions StrUCTUIEES. ...uuueeeeeureieiiiieiiieeeiiieeeeiieieeeeieeeeeiieeeeeeaenen 134
V.2.3. Recherche de séquences homolOGUES.....uuuvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee 135
V.2.4. Filtration du signal non significatif a I’aide des prédictions de structures
SECONAAITES . .uuvvveiiieiiiiieieiiiei e e eeieeeeeee e et eee ettt e ee et eeeeeteeeeeeeeeeeiitteeeeeeeeeeeieiteeeeeeeeeeas 135
V.2.5. Construction des profilS.......c...eiieeeeeeieiueiieiiiiiiiiieiiieieeeiiieeeeeeeeeeie e, 136
V.2.6. Filtrage du signal non significatif a ’aide des méthodes de comparaison
PIOFI/PIOfIL. it 136
V.2.7. Prédiction des dOMAINES. .....ccouuuuveiiiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeiiieeeeeeeeeeiieieeeeeeeeenieenee 137
V.3 RESUIALS. ..eeuvviiiieiiieeeeiieeeeeee ettt 138
V.3.1. Analyse d’un domaine de Rad9 ......ccooooeuuuvveieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeee 140
V.3.2. Xrs2, identification de domaines BRCT trés divergents........ooeeeeeeniieeeiieeieiinnnnee. 144
V.3.3. Nejl, recherche de I’homologue humain.......cc.eeeeeeiiiiiiiiiueeeieiiiiiiiiiiiiieeeeeeennns 147
V.4. Apport de la méthode de filtrage aux quelques exemples étudiés au laboratoire...... 150
Chapitre VI : Discussion générale, Conclusions et Perspectives................ 152
VI.1. Contexte scientifique ayant stimulé le développement de notre approche................ 154
VI1.2. Rappel des principauX réSUltatS.......c.eeeeeeeuveieeiiireiiiiiiieiieeeiiiieieeiiiieeeeieeeeeiieeeennne 155
VI1.3. Comparaison avec les résultats de 1a [ittérature.......oceveeeeeeieveeeeeeieiiiiiiieiiiieeeeiiiinnns 157
VI1.3.1. Comparaison avec les résultats publiés sur les logiciels HHsearch et COMPASS
......................................................................................................................................... 157
1.1.1.23 Comparaison des calculs de e-value.........couveeieeuveeieiieeiiiieieeeiiiieeeeeennnn. 158
1.1.1.24 Hiérarchie dans les performances des programmes..........eeeeeeeeeieineeeeeeeeennnn. 158
VI.3.2. Le serveur HHSCNSET . ..uuiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeeieeeeee ettt 159
VI.3.3. La méthode FOLDDIO.....ciiiiiuiiiiiiiiiiiiiieiiiieiieeeeeeeeieeeeee et 160
VI1.4. Perspectives d’améliorations de 1a méthode.......ccuvvveeevveeiiiineiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeenn 160
VI1.4.1. Gains en temps de CalCUl..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeieeee e 161
VI1.4.2. Gains en sensibilité et SPECITICIE. .. oouvvvviiiieiiiiieiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeee 161
VI1.4.3. Gains en facilité d utiliSatioN.......uueeeeeiieiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeiiiiieeeeeeeeeeiee, 162
Chapitre VII : BIBLIOGRAPHIE.......cccccceeeeeeeeeeeennnnncsceceeeanasnsascsssssssssssssssens 166

Chapitre VIII : ANNEXES.....ccccccceeeccsnnaneccsscsassnsossssssssssssssssssssssssssssssssssssssee 169
VIIL.1. SORTIES DU PROGRAMME DE DOUBLE FILTRAGE DES HOMOLOGUES
LOINTAINS POUR RADY, XRS2 ET NEJ T .ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieiiiiieiiiiieieeeens 171
VIIL2. ATHICIE 1oiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 190
VL3, ATEICIE 2ottt eeeeeee e 196
VIIL4. Article 3 (€N Préparation)....c...eeeeeeeeeeeieeeeeieiieieieieeieieeeeeiiiieeeeieeeeeieeeeeeiieeeeenne, 210







ABREVIATIONS

A

ADN: Acide DésoxyriboNucléique
ATM: Ataxia-Telangiectasia Mutated

B

BAIIBASE: Benchmark Alignement data BASE
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
BLOSUM: BLOcks SUbstitution Matrix

BRCT: Breast Cancer Carboxy-Terminal Protein

C

CATH: Class, Architecture, Topology and Homologous superfamily

CASP: Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction

CAFASP: Critical Assessment of Fully Automated Structure Prediction

COMPASS: Comparison of Multiple Protein Alignements with Assessment of Statistical
Significance

COACH: Comparison Of Alignement by Constructing Hidden markov model

D

DALLI: Distance matrix ALIgnement
DDBIJ: Dna Data Bank of Japan
DSSP: Database of structurally similar protein

E

EBI: European Bioinformatics Institute
EMBL: European Moleculary Biology Laboratory
EMBO: European Moleculary Biology Organisation

F

FHA: Forkhead Associated Domain
FSSP: Families of structurally similar protein

H

HCA: Hydrophobic Cluster Analysis

HMM: Hidden Markov Model

HHnoss: Utilisation du logiciel HHsearch dans 1’assistance des prédictions de structure
secondaire.



HOMSTRAD: HOMologous STRucture Alignement Database

HSP: High-scoring Segment Pairs

HHss: Utilisation du logiciel HHsearch avec 1’assistance des prédictions de structure
secondaire.

HSSM: Hidden semi-Markov Model

d
JIPID: Japan International Protein Information Database

L
LIF1: Ligase Interacting Factor 1

M

MAFFT: Multiple Alignement Based on Fast Fourier Transform

MIPS Martinsried Institute for Protein Sequences

Mre: Meiotic Recombination

MSP: pour Maximal-scoring Segment Pair

MUMMALS: Multiple sequence alignement improved by using hidden Markov models with
local structural information.

MUSCLE: Multiple Sequence Comparison by log-expectation

N

NADP(H) : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
NBREF: National Biomedical Research Foundation.

NBS1: Nijmegen Breakage Syndrome 1

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NEJ1: Non-homologous End Joining 1

NHEJ: Non-Homologous End Joining

NIH: National Institute of Health

) d

PAM: Percentage of Acceptable points Mutation

PDB: Protein Data Bank

PFAM: Protein Family

ProbCons: Probabilistic Consitency-based Multiple alignement
PSI-BLAST : Position Spécific itérated BLAST

PSI-PRED : Position Spécific itérated PREDiction

PSSM : Position-Specific Score Matrix

Q

QC-COMP : Quasi-consensus comparison
Qdev: Qdeveloper
Qmod: Qmodeler



R

RAD”n”: RADiation sensitive protein “n”

RCSB: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
RMN: Résonance Magnétique Nucléaire

ROC: Receiver Operating Characteristic

S

SMART : Simple Modular Architecture Research Tool

SABmark: Sequence Alignement Benchmark

SCOP Structural Classification of Proteins

SGD: Saccharomyces Genome Database

SIB: Swiss Institute of Bioinformatics

SMN: Survival MotoNeuron

SPEM: Sequence and secondary-structure Profiles Enhanced Multiple alignement)
SVM: Support Vector Machines

T
TrEMBL: Translated EMBL nucleotide sequence library

X
XRS2: X Ray Sensitive protein 2



10



Remerciements:

Je remercie tout d'abord I'ensemble des membres du jury d'avoir accepté d'évaluer I'ensemble
de ces travaux.

Madame Catherine ETCHEBEST pour avoir accepté de présider ce jury.

Monsieur Olivier POCH et Monsieur Gilles LABESSE pour avoir évalué ce mémoire en
qualité de rapporteurs.

Madame Isabelle CALLEBAUT pour avoir évalué ce mémoire en qualité d'examinatrice.

Je tiens aussi a remercier les personnes et organisations suivantes qui ont contribué a
l'aboutissement de ces travaux.

Monsieur André Ménez: pour m'avoir accueilli au sein de son laboratoire et accepté d'assurer
mon financement au cours cette derniére année.

L'Association Francaise contre les Myopathies: pour avoir financé mes 2 premiéres années de
doctorat.

Bernard Gilquin: pour avoir accepté d'étre mon directeur de thése, m'avoir encadré et guidé au
cours de la rédaction de ce mémoire.

Jean-Michel Neumann: pour m'avoir accueilli dans les locaux du SBGM.

Rapha€l Guerois: pour m'avoir encadré au cours de ces 3 années et guidé au cours de ces
travaux ainsi que lors de la rédaction de ce mémoire.

Sophie Zinn-Justin: pour avoir participé a mon encadrement et aux corrections de ce
mémoire.

Hocine Madaoui, Thien An Nguyen, Emmanuelle Becker pour ces 3 années passées avec
vous...les discussions scientifiques...et tout le reste ;)

Ma compagne Peggy Regulus, pour avoir supporté les distances et les emplois du temps qui
nous ont séparés pendant ces 3 années.

Mes parents pour leur soutien au quotidien.

Et enfin a toutes les personnes non citées ici, qui d'une maniére ou d'une autre, m'ont
accompagné pendant ces 3 années....a vous aussi ...merci!

11



CHAPITRE | : Introduction

12



CHAPITRE I : Introduction

Chapitre I :Introduction

13



CHAPITRE | : Introduction

14



CHAPITRE I : Introduction

La bioinformatique est un domaine de recherche qui existe depuis plusieurs dizaines
d’années. Récemment, I’augmentation vertigineuse du nombre de données générées en
biologie associée au développement d’outils informatiques spécifiques a la recherche en
biologie a peu a peu mis en lumicre cette nouvelle discipline. La bioinformatique comprend
un ensemble de concepts et de techniques nécessaires a l'interprétation de l'information
génétique (séquences et expressions) et structurale (repliement 3-D, interactions). C'est le
décryptage de la 'bio-information' ('Computational Biology' en anglais). La bioinformatique
est donc une branche théorique de la biologie. Son but est d'effectuer la syntheése des données
disponibles (a I'aide de modéles et de théories), d'énoncer des hypothéses généralisatrices (ex.
: comment les protéines se replient), et de formuler des prédictions (ex. : prédire la fonction

d'un geéne).

La bioinformatique s’appuie sur des domaines de l'informatique « traditionnelle », que
ce soit pour l'acquisition des données (instrumentation, robotique), leur archivage (bases de
données) ou leur consultation (interface utilisateurs, Internet). Ces domaines ne sont pas
spécifiques a la biologie (Figure 1), mais leur évolution rapide permet d’améliorer

constamment 1’analyse des données biologiques qui sont aujourd’hui générées de manicre

massive.

Prédictions
fonctionnelles

i Analyse des I

cquisition g séquences et nterprétation
des données facnivage structures biologicue
Robotique \
Analyse d'image
Bases de Données Propriété
industrielle

Informatique traditionnelle

Bio-Informatique proprement dite ‘

Figure 1 : D’aprés la figure extraite de « La bioinformatique: une discipline stratégique pour
l'analyse et la valorisation des génémes »,JM. Claverie, S. Audic & C. Abergel, http://igs-
server.cnrs-ms.fr .
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CHAPITRE | : Introduction

La bioinformatique représente aujourd’hui un domaine en pleine expansion aussi bien

dans le monde de la recherche que dans 1’industrie. On retrouve ainsi plusieurs journaux

dédiés a la bioinformatique, et des résultats apportés par la bioinformatique contribuent a

l'argumentaire des demandes de brevets (ex : 'ce géne partage tel motif avec tel autre, a donc

telle fonction probable, et peut donc étre a la base de telle application pharmacologique').

Dans cette thése, nous abordons I'analyse bioinformatique des séquences biologiques.

Une telle analyse comporte en général trois aspects :

Compilation et organisation des données. Cet aspect concerne
essentiellement la création de bases de données. Certaines bases ont pour
vocation de réunir le plus d'informations possible sans expertise particuliere
de l'information déposée alors que d'autres ciblent un domaine spécifique.
Ces derniéres bases sont généralement construites autour de thémes et de
fonctions précises comme l'ensemble des séquences d'une méme espéce ou
les séquences correspondant a une méme fonction biologique. Elles sont
constituées en amont de tout développement de méthodes d’analyse ou de

prédiction.

Traitement systématique des séquences. L'objectif principal est de repérer,
parmi un grand nombre de séquences, une caractéristique structurale ou
fonctionnelle intéressante. Ces traitements permettent, par exemple,
l'identification de phases codantes sur une molécule d'ADN ou la recherche
de similitudes entre une séquence et I'ensemble des séquences d'une base de

données.

Elaboration de stratégies. Le but est d'extraire des données biologiques, par
une approche originale, de nouvelles informations qui seront ensuite
intégrées dans des traitements standards. On peut donner comme exemples la
mise au point de nouvelles matrices de substitution des acides aminés, la
détermination de l'angle de courbure d'un segment d'ADN en fonction de sa
séquence primaire, ou encore la détermination de criteres spécifiques dans la

définition de séquences régulatrices.

Notre objectif est de mettre au point un traitement bioinformatique permettant de

détecter des similitudes structurales et éventuellement fonctionnelles entre des séquences a
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CHAPITRE I : Introduction

priori trés divergentes entre elles. Une telle approche permettra 1’identification de domaines
structuraux au sein de séquences ne ressemblant apparemment a aucune autre séquence
connue. Elle facilitera ainsi 1’annotation, la détermination de la structure 3D et I’analyse
fonctionnelle de régions de ces séquences dites ‘orphelines’. Je présenterai tout d’abord les
banques de séquences et de structures 3D protéiques, ainsi que les méthodes permettant la
comparaison et la classification des ¢éléments de ces banques. Puis je décrirai les grandes
lignes de la méthode que nous avons employée afin de mettre en évidence la présence de
séquences structuralement proches entre des séquences dont la similarité n’a pas été

caractérisée par un traitement classique.

I.1. Etat des lieux des séquences et structures connues
I.1.1. Les banques de séquences biologiques

C'est au début des années 80 que les premieres banques de séquences sont apparues sur
l'initiative de plusieurs équipes. Treés rapidement, avec I’augmentation de D’efficacité du
séquencage, la collecte et la gestion des données ont nécessit¢ une organisation plus
conséquente. Plusieurs organismes ont pris en charge la production de telles bases de données.
En Europe, une équipe financée par 'EMBO (European Moleculary Biology Organisation)
s'est constituée pour développer une banque de séquences nucléiques (EMBL data library) et
en assurer la diffusion . Cette équipe travaille au sein du Laboratoire Européen de Biologie
Moléculaire qui, longtemps resté a Heidelberg, se trouve actuellement prés de Cambridge au
sein de I'EBI (European Bioinformatics Institute). Du coté américain, une banque de
séquences nucléiques nommée GenBank et financée par le NIH (National Institute of Health)
a été créée a Los Alamos . Cette base de données, au départ distribuée par la société
IntelliGenetics, est maintenant diffusée par le NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Une collaboration entre ces banques européenne et américaine a €té initiée
relativement tot, et s'est étendue en 1987 avec la participation de la DDBJ (Dna Data Bank of
Japan) du Japon, pour donner naissance finalement en 1990 a un format unique de description

des séquences dans les banques de données nucléiques (The DDBJ/EMBL/GenBank

feature table : Definitions, 1999,

http://www.ebi.ac.uk/embl/Documentation/FT_definitions/feature table.html).

Parallélement, deux banques principales de séquences protéiques ont été créées. La
premicre, sous l'influence du National Biomedical Research Foundation (NBRF) a

Washington, a produit une association de données issues du MIPS (Martinsried Institute for
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Protein Sequences), de la base japonaise JIPID (Japan International Protein Information
Database) et des données propres de la NBRF. Elle se nomme la Protein Identification
Ressource (PIR-NBRF) . La deuxieme, gérée par ’EBI et le SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics), a été constituée a I'Université de Geneve a partir de 1986. Elle comprend une
banque de données soigneusement annotée, la Swissprot , et une banque plus large annotée
automatiquement, la TTEMBL (Translated EMBL nucleotide sequence library) . Aujourd’hui
I’EBI, le SIB et le PIR ont uni leurs forces pour créer la base de données UNIPROT . La
version non redondante de cette base de données, UniRef100, contient environ 3 millions et
demi de séquences (Tableau 1). Si I’on analyse un sous-extrait soigneusement annoté de cette
banque, UniProtKB Swiss-Prot, on constate qu’environ la moitié des séquences sont d’origine
bactérienne (Figure 2). Ceci reste vrai pour 1I’ensemble des bases de données d’UNIPROT, et

nous verrons qu’il faut en tenir compte lors de 1’analyse des résultats d’une recherche sur cette

banque.

UniProt Release 8.0
Database Entries
UniProtKB 3,170,612
UniProtKB/Swiss-Prot section: 222,289
UniProtKB/TrEMBL section : 2,948,323
UniRef100 3,511,676
UniRef90 2,254,474
UniRef50 1,148,123
UniParc 7,116,519

Tableau 1: Statistiques de la base de données UniProt : UniprotkB comprend I'ensemble
des séquences annotées, les UniRef sont des bases de données non redondantes et
UniParc correspond aux archives.

Bactérie (48%) OtherMammala (31% )

Human (14% )

Archae 0 ther
(4%) Verebrtes
k) 0 ther (6% )
Virus erion
(4%)
Nematda (3% )
hsecta (6% )

Vidpknte (16% )

Fungi(16% )

Eucaryotes (43%)
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Figure 2 : Distribution taxonomique des 231434 séquences (a gauche) et des 99492
séqguences eucaryotes (a droite) de la version 50.6 du 05-Sep-06 de UniProtKB/Swiss-
Prot.

Les bases de données contiennent aujourd’hui plusieurs génomes enti¢rement
séquenceés. Des le début des années 1980, il a été possible de séquencer le génome
mitochondrial humain (16,5 kb, et le génome du bactériophage Lambda (40 kb, . Depuis, les
techniques de séquencage ont ¢ét¢ développées et automatisées, ce qui a permis une
augmentation trés importante de leur efficacité. Le premier organisme vivant dont le génome
a ¢té enticrement séquencé est la bactérie Haemophilus influenzae d’une taille de 1.83 Mb,
rapidement suivie par Mycoplasma genitalium , qui posseéde I'un des plus petits génomes
microbiens (0.58 Mb). Aujourd’hui, 411 génomes procaryotes ont ét¢ completement
séquencés et publiés, et environ 700 sont en cours d’étude. De plus, un grand nombre de
génomes microbiens ont €té s€quences par des projets privés, mais ces séquences ne sont pas
disponibles publiquement. La levure Saccharomyces cerevisiae a été¢ complétement séquencée
en 1996 par un consortium international. C’est un organisme unicellulaire eucaryote modéle :
elle a un petit génome (12Mb contre 3400 Mb chez I’homme), plusieurs chromosomes (16),
peu de séquences répétitives d’ADN et peu d’introns. Puis la séquence complete du genome
du ver Caenorhabditis elegans a été publié¢e . Ce nématode a été choisi car c’est un organisme
multicellulaire simple. Aujourd’hui, 432 génomes sont connus complétement: ils
correspondent & 411 organismes procaryotes, 4 animaux, 2 plantes, 9 champignons et 6
protistes. Le génome humain a ét€¢ complétement séquencé en 2001 . Chacun des
chromosomes humains est maintenant soumis a une analyse plus pointue incluant une

identification et un référencage des séquences codantes .

I.1.2.Les banques de structures 3D de protéines

La structure tridimensionnelle de certaines séquences protéiques a pu étre déterminée
expérimentalement, soit avec une résolution atomique par Résonance Magnétique Nucléaire
(en solution) ou par Cristallographie aux Rayons X (sur des cristaux de protéines), soit avec
une résolution environ dix fois plus faible par Microscopie Electronique. Les structures
tridimensionnelles connues sont répertoriées dans la Protein Data Bank (PDB) , dont voici les

statistiques récentes (Tableau 2 ; source : http://www.rcsb.org/pdb/holdings.do).

19



CHAPITRE | : Introduction

Molecule Type J
Proteins Nuc} eic | Protein/NA Other Total
Acids | Complexes
X-ray 30503 916 1406 28 32854
NMR 4809 725 122 6 5662
Exp. Electron
Method Microscopy — 10 — - —
Other 5 4 3 0 83
Total 35478 1655 1560 34 38729

Tableau 2 : Dénombrement des structures déposées dans la base de données PDB en
octobre 2006.

On remarque que, par rapport au nombre de séquences disponibles, le nombre de
structures tridimensionnelles déterminées est encore treés faible, méme si la comparaison
structure/séquence n’est pas immédiate. En effet, une structure correspond parfois uniquement
a un fragment d’une séquence et inversement, certaines structures contiennent plusieurs

protéines.

Afin d’identifier et de classer les familles de repliements déja connus, plusieurs équipes
ont proposé des approches, soit basées sur des calculs de « distance » entre repliements, soit
essentiellement construites sur un examen visuel des structures tridimensionnelles
disponibles. Dans la premiére catégorie, la base de données FSSP de L. Holm et C. Sanders
a été créée a partir d’un algorithme de mesure quantitative de la compacité des structures. Ce
critére permet de diviser une structure en domaines de plus en plus petits. La récurrence des
domaines obtenus est ensuite analysée afin de connaitre la taille des domaines pouvant étre
retrouvés en grand nombre dans des protéines différentes. Le serveur DALI qui interroge
FSSP permet non seulement de consulter la classification de la version la plus récente de la
PDB90 (contenant les structures de moins de 90% d’identité en séquence) mais aussi de
rechercher les structures les plus proches d’une structure que 1’on soumet. Dans la deuxieéme
catégorie, la base de données SCOP (pour Structural Classification of Proteins ; classifie en
grande partie manuellement, selon une organisation hiérarchique, les 26000 structures de la
PDB (Octobre 2004) en 945 repliements, 1539 super-familles et 2845 familles. Les familles
rassemblent des structures clairement évolutivement proches : une famille est caractérisée par
une structure et une fonction, ce qui correspond en général a plus de 30% d’identité¢ de
séquence au sein de la famille. Les super-familles rassemblent des protéines de séquences

¢loignées mais dont les structures et les fonctions suggérent une origine évolutive commune.
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Enfin, les repliements correspondent a des protéines présentant les mémes éléments majeurs
de structure secondaire avec un méme arrangement dans 1’espace et les mémes connections
topologiques. Une autre base de données construite en partie manuellement est CATH (pour
« Class, Architecture, Topology and Homologous superfamily »; . La classification

hiérarchique des structures proposée dans cette base de données est illustrée sur la Figure 3.

~
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¢
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Figure 3 : Classification des repliements dans la base de données

CATH (http://www.cathdb.info/cgi-bin/cath/GotoCath.pl?link=cath_info.html).

L’ Architecture (40 catégories) correspond a un méme arrangement des éléments de structure
secondaire majeurs sans tenir compte de leurs connections topologiques, alors que la
Topologie (1110 catégories) en tient tout naturellement compte. Les super-familles
homologues (2147 catégories) rassemblent des protéines dont 1’origine évolutive commune
est prédite. Ce sont ces super-familles qui nous intéresseront tout particulieérement dans notre

étude.

Certaines protéines sont constituées de 1’assemblage de plusieurs régions globulaires
adoptant un repliement autonome. Historiquement ces zones globulaires ont été décrites chez
la papaine et le lysozyme . Des expériences de protéolyse ménagée réalisées sur les
immunoglobulines ont aussi montré que ces protéines pouvaient étre clivées en plusieurs
fragments stables et structurés. Pour tenir compte de cette propriété structurale, il a été¢ défini
la notion de « domaine », qui correspond a une unité de repliement autonome. Généralement,
les protéines de plus de 300 acides aminés s’organisent en plusieurs domaines. Certains

domaines présentent une fonction catalytique autonome, d’autres fonctions apparaissent a
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I’interface entre deux domaines (cas du lysozyme). Le rapprochement entre deux domaines

est rendu possible par la présence de régions non-structurées.

Plusieurs groupes ont travaillé sur le découpage en domaines structuraux des protéines
de la PDB, afin d’améliorer la détection de la similarité entre domaines se trouvant au sein de
protéines différentes. En particulier, la base de données 3Dee contient la définition en
domaines structuraux de toutes les protéines de la PDB, revues par I’EBI et le RCSB
(consortium américain « Research Collaboratory for Structural Bioinformatics »), qui ont plus
de 20 résidus et qui ne sont pas des modeles théoriques. A notre connaissance, cette base de
données n’a pas été mise a jour depuis 1998.

Enfin, PDB at a Glance (http://cmm.cit.nih.gov/modeling/pdb at a glance.html)
propose une classification des structures tridimensionnelles de la dernieére version de la PDB

en fonction du contexte biochimique (acces par mots-clefs).

I.2. Les méthodes de comparaison entre séguences

Les méthodes actuelles de comparaison de séquences permettent de détecter des
analogies entre protéines relativement proches : ces protéines partagent en général plus de
30% de résidus identiques. Cependant, ces mémes méthodes de comparaison de séquences
restent peu sensibles lorsqu’il s’agit de détecter des ressemblances ou des homologies
lointaines. Ainsi, de nombreuses séquences restent « orphelines » apres 1’utilisation des
logiciels de recherche de similitude les plus performants. Aprés avoir présenté les progres
récents qui ont été faits dans ce domaine, nous montrerons comment analyser les
performances des méthodes actuelles de recherche d’homologies lointaines. Enfin, nous
discuterons de nouvelles approches qui pourraient permettre d’augmenter la qualité de

détection de telles relations d’homologies.

I.2.1.Que cherche-t-on a détecter : la notion d’homologie

Il existe plusieurs termes permettant de nommer la ressemblance entre deux séquences
biologiques. La similitude est une quantité qui mesure le pourcentage d'identité entre deux
séquences. L'homologie quand a elle est une propriété qui a une connotation évolutive. Deux
séquences sont dites homologues si elles possédent un ancétre commun. Les homologies de
séquences peuvent étre de deux types : orthologie ou paralogie. On parle d’orthologie si les

deux séquences sont apparues apreés un €venement de spéciation, c’est-a-dire si le geéne
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ancestral est présent dans une espece qui a divergé en deux sous-especes conservant une copie
du gene. En revanche, si les deux genes sont séparés par un processus de duplication, ils sont
dits paralogues. Pour deux séquences orthologues, les fonctions sont identiques ou proches.
Pour deux séquences paralogues, cette conservation de fonction n’est pas toujours observée.
En effet, aprés duplication, le géne n’est plus soumis a la méme pression de sélection et peut

alors muter et présenter de nouvelles fonctions.

L'homologie peut étre déduite de la similitude. On considére qu'une similitude
significative (avec un pourcentage d’identité supérieur a 40 %) est signe d'homologie sauf si
les séquences présentent une faible complexité. L'inverse n'est par contre pas vrai. Une
absence totale de similarité ne signifie pas absence d’homologie. L’augmentation importante
du nombre de structures 3D connues a fait clairement apparaitre que dans de nombreux cas,
deux séquences présentant des identités de séquence de I’ordre de 20% a 40% adoptent des
repliements proches et peuvent posséder des fonctions voisines. On parle alors d’homologie
définie sur une base non plus génétique mais structurale. Cette homologie structurale est

parfois liée a une homologie fonctionnelle.

Comme I’illustre I’étude de Mark Gerstein a partir d’une analyse sur plusieurs milliers
d’alignements structuraux (Figure 4), une recherche d’homologie réalisée sur une base de
séquences protéiques peut conduire a différentes interprétations en fonction de 1’identité de

séquence.

- Dans le cas le plus simple, une similitude forte, soit une identité supérieure a 40% et
distribuée sur I’ensemble de la séquence, est trouvée. Les deux séquences appartiennent a des
organismes trés proches au plan phylogénétique. Vraisemblablement, les deux protéines sont
homologues et présentent des structures et des fonctions identiques.

- la similitude de séquence est encore forte (identité supérieure a 40%) mais seulement
sur une partie de la séquence. De plus, la conservation de certains groupes d’acides aminés
semble montrer qu’une partie des fonctions associées serait présente chez les deux protéines.
Ces deux séquences présentent la encore vraisemblablement des domaines structuraux
homologues et des fonctions communes.

- la similitude de séquence est relativement faible (identité comprise entre 20 et 40%)
sur ’ensemble de la séquence. Il est alors important de rechercher d’éventuelles analogies
structurales et de déterminer si celle-ci peut correspondre a des fonctions biologiques
communes. Dans cette fenétre de similitude, on estime que les analogies structurales sont

fréquentes mais n’implique pas nécessairement une similitude fonctionnelle.
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- Enfin généralement tres peu de résidus sont conservés (identité inférieure a 20%). La
encore, les méthodes de comparaison séquence a séquence ne permettent pas de séparer les
séquences qui sont réellement homologues de celles pour lesquelles les similitudes trouvées
sont fortuites (les analogies de séquences trouvées sont aléatoires). Des outils d’analyse
poussés permettent parfois d’établir 1’existence de similitude structurale. Dans ces cas de tres
faible identité, les relations fonctionnelles, si elles existent, sont généralement faibles. Ceci est
illustré sur la figure 4, ou la courbe noire correspond a des relations fonctionnelles fortes entre
deux séquences, et la courbe bleu foncé a des relations fonctionnelles faibles. On voit que
pour des pourcentages d’identité compris entre 15 et 20%, environ 20% des protéines ont des
fonctions proches, alors que 40% des protéines ont des fonctions faiblement reliées et 40%
des protéines n’ont pas la méme fonction. Précisons que 1’on parle de relation fonctionnelle
faible entre deux protéines lorsque, par exemple, elles possédent le méme type de repliement
et de substrats, tels que le NADP et le NADPH, mais I’une opére des réactions d’oxydation et

’autre des réactions de réduction.
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Figure 4 : Relation entre les similitudes de séquences et les similitudes fonctionnelles
définies par des critéres stricts (courbe noire, « narrow similarity ») ou des critéres plus
larges (courbe bleue, « broad similarity »). Etude réalisée par M. Gerstein sur 1000
alignements structuraux de domaines protéiques (extrait avec la permission de M.
Gerstein de http://lectures.gersteinlab.org/).
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Un objectif important de I’amélioration des méthodes de recherche d’homologues est de
retrouver les homologues correspondant aux deux derniers cas, c’est-a-dire de faire la
différence dans le bruit de fond des méthodes prédictives entre les faux négatifs - les
séquences qui ne présentent pas d’analogie significative (en dessous du seuil de détection) et
correspondent en fait a des protéines homologues - et les vrais négatifs - les séquences qui ne

présentent pas d’analogies et ne correspondent effectivement pas a des protéines homologues.

I.2.2.Comparaison séguence a séquence

Pour aligner deux séquences entre elles, on peut chercher a optimiser le pourcentage
de positions identiques dans I’alignement. Néanmoins, cette mesure ne tient pas compte de la
fréquence relative des différents acides aminés qui composent les protéines. Or cette
fréquence est tres variable. Dans un alignement de séquence, la conservation d’un acide aminé
« rare » (Tryptophane, Cystéine) n’a pas la méme valeur statistique que la conservation d’un
acide aminé « abondant » (Alanine, Valine). De plus, certains acides aminés présentent des
structures et des fonctions chimiques voisines. Le remplacement d’un acide aminé par un
autre acide aminé de fonction voisine peut étre considéré comme une forme de conservation.
Afin de tenir compte des caractéristiques propres a chaque acide aminé, des matrices de

scores ont été développées.

I.1.1.1 Les matrices de scores

Ces matrices permettent de réaliser une pondération des remplacements d’un acide
aminé par un autre selon divers critéres. Il s’agit donc d’attribuer des scores associés aux 400
changements possibles (20 X 20) entre acides aminés. Plusieurs matrices ont été proposées.
Certaines sont basées sur les caractéristiques physico-chimiques des acides aminés, d’autres
ont été construites a partir de I’analyse des statistiques des substitutions au sein d’un ensemble
de familles de séquences alignées. Ces dernieres, telles que les matrices PAM ou BLOSUM,

sont couramment utilisées et nous mentionnons ici succinctement leurs caractéristiques.

(i)  Les matrices PAM

Margaret Dayhoff et ses collégues ont établi une méthode permettant d’estimer la
probabilité qu’un acide aminé i soit remplacé par un acide aminé j a une position donnée .
Cette estimation repose sur 1’analyse d’alignements de séquences proches au sein desquelles il

est peu probable qu’une mutation de A en B résulte de mutations successives A>X>Y>B.
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Comme un nombre relativement faible d’alignements a été analysé¢, la matrice constituée des
fréquences de mutations observées comporte des 0 et des 1. Elle a été complétée en calculant,
dans le cas ou une mutation particuliére n’a pas été observée, le rapport entre le nombre de
mutations auquel ce type d’acide aminé est soumis et le nombre total d’acides aminés de ce
type présent dans les alignements. Les matrices de Dayhoff utilisées aujourd’hui ont été
obtenues a partir de I’analyse de 71 alignements globaux de protéines de fonctions identiques
(environ 1300 séquences). Elles dépendent des différences de séquences, fréquences et
mutabilités observées au sein de ces 1300 séquences. Chaque matrice donne les probabilités
de mutations aprés un temps d’évolution donné. L’analyse de ces matrices permet de
construire un arbre phylogénétique : une recherche des séquences ancestrales pour chacun des
noeuds internes de l'arbre est effectuée en utilisant le principe du maximum de parcimonie
qui consiste a réaliser un nombre minimum de changements pour passer d'une séquence a

'autre.

M. Dayhoff et ses collégues utilisent un paramétre & qui correspond a la proportion
d’acides aminés ayant muté apres l’intervalle d’évolution représenté par la matrice de
probabilit¢ PAM (Percentage of Acceptable point Mutations per 10° years). Lorsque les
parametres de 1’analyse sont ajustés afin que O soit égal a 1 (1 mutation observée pour 100
sites), on obtient une matrice nommée PAMI. Cette matrice peut étre utilisée pour générer
des matrices correspondant a un temps d’évolution plus lent en la multipliant par elle-méme
de manicre répétée. Les matrices PAMn sont alors définies comme (PAMI1)". Lorsque ’on
compare des séquences dont on sait qu’elles sont reliées, la matrice PAM200 est appropriée.
Lorsque I’on recherche des homologues dans une base de données, PAM120 parait étre le
meilleur compromis. Enfin, lorsque 1’on utilise une méthode d’alignement local, les matrices
PAM40, PAM120 et PAM250 sont intéressantes : elles permettent tour a tour de détecter des

séquences courtes et trés homologues puis longues et moins homologues.

Plus récemment, le groupe de J.M. Thornton a obtenu une matrice de substitution
construite de maniere analogue aux matrices PAM, mais basée sur I’analyse de 2621 familles
de séquences de la base de données SWISSPROT version 15.0 . Les principales différences
entre cette nouvelle matrice nommée PET91 et les matrices de Dayhoff concernent les
substitutions qui étaient mal représentées dans I’étude de 1978. PET91 apparait ainsi comme

une mise a jour des matrices de Dayhoff.

(ii)  Les matrices BLOSUM
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Henikoff et Henikoff ont tenté de dériver des probabilités de mutations a partir de
séquences protéiques plus ¢éloignées. Tout d’abord, une base de données d’alignements
multiples de courtes régions sans gap a été obtenue. L hypothése sous-jacente est que ces
blocs correspondent a des €léments bien conservés au sein des structures tridimensionnelles
des protéines correspondantes. Puis, au sein de chaque alignement, les séquences ont été
regroupées en familles partageant plus qu’un certain pourcentage seuil d’identité. Les
fréquences de substitution pour toutes les paires d’acides aminés ont alors été calculées et
utilisées pour obtenir une matrice BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix). Différentes
matrices ont été calculées en faisant varier le pourcentage d’identité seuil. Par exemple, la
matrice BLOSUM 62 a été obtenue en utilisant un seuil de 62% d’identité (Figure 5). Si deux
séquences d’un méme alignement initial ont plus de 62% d'homologie, alors elles sont

représentées une seule fois dans l'alignement servant a construire la matrice BLOSUMS62.

Figure 5 : Matrice de substitution BLOSUM62. Les scores positifs en rose indiquent les
acides aminés considérés comme similaires. Les scores de la diagonale correspondent
aux valeurs attribuées en cas d’identité.

(iii)  Les matrices dérivées des alignements structuraux

La comparaison des structures 3D des séquences a aligner permet d’améliorer
I’exactitude de 1’alignement, en particulier lorsque 1’homologie entre les séquences est faible.
L’analyse d’alignements structuraux devrait donc donner les meilleures matrices de

substitutions. Ainsi, Risler et al. a dérivé des fréquences de substitution a partir de 32
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séquences protéiques réparties au sein de 11 alignements. De la méme fagon, Overington et al.
a aligné 7 familles pour lesquelles plus de 3 protéines avaient une structure 3D connue et en a
dérivé une série de matrices de substitution. Enfin, Bowie et al. (1991) a dérivé des tables de
substitution pour différents environnements en acides aminés et différents éléments de

structure secondaire.
(iv)  Comparaison des différentes matrices

Le consensus général est que les matrices dérivées de 1’observation des données de
substitution (i.e. les matrices de Dayhoff ou BLOSUM) sont meilleures que les matrices
fondées sur le code génétique ou les propriétés physiques. Les matrices BLOSUM aux PAM
ont été comparées a des matrices issues d’alignements structuraux . Il a ét¢ conclu que la
matrice BLOSUMG62 est en général la plus efficace. On peut néanmoins supposer que orsque
davantage de structures 3D seront disponibles, les tables de substitutions dérivées des

comparaisons structurales pourront fournir des matrices plus fiables.

I1.1.1.2 La prise en compte des insertions dans les alignements par paires

La comparaison locale de deux séquences (nucléiques ou protéiques) repose sur
I'hypothése de microévolution par mutations ponctuelles (remplacement d'un acide aminé ou
nucléotide par un autre, suppression ou insertion). Pour évaluer la qualit¢ d’un alignement, un
score ¢élémentaire issu de la matrice de substitution est calculé a chaque position alignée et
une pénalité est également calculée en cas d’insertions. La valeur attribuée aux pénalités
d'insertions est généralement calculée avec une fonction affine associant une pénalité
d'ouverture de D’insertion et une pénalit¢ d'extension augmentant linéairement avec la
longueur de I’insertion. L’avantage de ce calcul est sa simplicité mais la modélisation de la
pénalité a attribuer aux insertions fait encore 1’objet d’optimisation, en particulier dans le cas

de I’alignement de séquences tres divergentes.

I.1.1.3 Les algorithmes d’alignement

Le nombre de facons d’aligner deux séquences entre elles en tenant compte des
insertions est trés important. Pour deux séquences de longueur M et N, le nombre
d’alignements possibles se calcule avec I’expression :

Nb=2"2"

Par exemple, pour deux séquences de 20 résidus, le nombre d’alignements possibles est

de 2“9 5oit 137 milliards de combinaisons.
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(i)  La programmation dynamique :

Les méthodes de programmation dynamique sont des approches algorithmiques
développées par le mathématicien Richard Bellman visant a réduire la complexit¢ d’un
probléme combinatoire complexe. Appliqué au probléme des alignements de séquence, les
méthodes de programmation dynamique construisent un alignement optimal de sous-
séquences de plus en plus longues en utilisant les scores obtenus pour les sous-séquences. Les
méthodes de programmation dynamique les plus couramment utilisées pour 1’alignement de
séquences sont les algorithmes de Needleman et Wunsch (1970) et Smith et Waterman
(1981).

(ii)  Needleman et Wunsch

L'algorithme de Needleman et Wunsch a été¢ développé pour réaliser I'alignement global
de deux séquences protéiques . Cet algorithme s’organise en trois étapes. Tout d’abord, une
matrice de similarité dont les deux dimensions correspondent aux deux séquences a aligner est
remplie en attribuant a chaque ¢lément la valeur extraite de la matrice de substitution

(BLOSUMG62 par exemple).

HEA‘G‘AWGHEE

0 8 -6 -24‘ -32 ‘ 40 48 56 @ 64 ‘ <12 80

Figure 6 : Construction de la matrice des scores d’alignement entre les deux séquences
«HEAGAWGHEE » et « PAWHEAE » calculée a partir d’une matrice de similarité basée sur
les scores de substitution BLOSUM62 et un colt d’insertion (Winsert) constant de -8.
Pour chaque cellule, le score maximal obtenu a partir des trois fleches de couleur est
attribué a cette cellule. Dans l'exemple la fleche rouge correspond a une absence
d’insertion et le score associé se calcule par Si,j = Si-1,j-1+Sblosum62(W,H) = -16 -2 =
-18, la fleche verte correspond a une insertion dans la séquence 1 et le score associé est
Si,j = Sij-k+k*Winsert = -10 - 8 = -18 (k=1), et la fleche bleue correspond a une
insertion dans la séquence 2 et le score associé est Si,j = Si-l,j+I*Winsert = -24-8 = -32
(I=1). Dans la Figure 7 ci-dessous, seuls les parcours passant par les fléeches rouges et
vertes sont conservés car ils sont associés aux trajectoires ayant fourni les scores
maxima.

Cette matrice est ensuite utilisée pour construire une seconde matrice (regroupant les
scores d’alignements) remplie, a chaque position, par le score maximal d’un alignement qui se

terminerait a cet ¢lément (régle de récurrence simple présentée en Figure 6. Enfin, la lecture
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des scores les plus élevés dans la matrice des scores d’alignements, parcourue en sens inverse,
permet d’identifier 1’alignement global optimal entre les deux séquences (fleches vertes de la

Figure 7).

H E A G A W G H E E
0 —Be-166-20 =32 4048 06 -6d -T2 80
+

-8 -2 -8e-17e-E0e-33e-dl 4057 6573
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Figure 7 : Lecture de la matrice de scores d‘alignement afin d’identifier I'alignement
optimal par l'algorithme de Needleman et Wunsch. Les fleches indiquent a partir de
quelle cellule le score d’alignement a été obtenu a I’étape de construction de la matrice
(Figure 6). Les fléches vertes indiquent le parcours produisant le score optimal parmi les
fleches rouges illustrant les sous-parcours optimaux. Les fleches bleues indiquent les
parcours produisant les mémes scores que le parcours optimal. L‘alignement optimal
correspondant au parcours vert est présenté en dessous.

(iii)  L’algorithme de Smith-Waterman

L’algorithme de Smith et Waterman permet d’identifier I’alignement optimal local et
non global entre deux séquences. La procédure est directement inspirée de celle de
Needleman et Wunsch. La principale différence vient du fait que n'importe quel élément de la
matrice de scores d’alignements peut étre considéré comme point de départ pour
I’identification de la trajectoire maximisant les scores d’alignements (Figure 8). Si le score
d’alignement devient inférieur a zéro, la case est réinitialisée a zéro et peut étre considérée

comme un nouveau point de départ.

HERGAUGEGHEE
00000000000
P

00000000000
00040400000
w00002015 7000
HOBH) 000 7183157 0
EO 0135 0 0 0 513 2«12
R00517@9 400 91219

NACTNRR
005915810000

AUGHE
Al-HE

Figure 8 : Lecture de la matrice de scores d‘alignement afin d’identifier I'alignement
optimal par I'algorithme de Smith et Waterman. Les fléches indiquent de quelle cellule le
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score d’alignement a été obtenu a létape de construction de la matrice. Les fleches
vertes indiquent le parcours produisant le score optimal parmi les fleches rouges
illustrant les sous-parcours optimaux. L‘alignement optimal correspondant au parcours
vert est présenté en dessous.

(iv)  Développement des méthodes heuristiques

Les méthodes de programmation dynamique permettent 1’obtention d’un alignement
optimal entre deux séquences, mais elles présentent un cotit en temps de calcul et en mémoire
important. Ces méthodes sont donc adaptées pour aligner un nombre limité de séquences mais
pas pour comparer une séquence avec 1’ensemble des séquences présentes dans les bases de
données. Le but des méthodes heuristiques est de calculer a moindre cotit des alignements
pas nécessairement optimaux mais de qualité suffisante pour établir des relations
d’homologies entre les séquences. Les méthodes heuristiques les plus utilisées sont les

algorithmes FASTA et BLAST.

(v)  [lalgorithme FASTA

Le logiciel FASTA, développé par Pearson et Lipman , procéde en quatre étapes.

(1) Comparaison de la position et de la nature de segments de longueur L entre deux
séquences afin de repérer les régions les plus denses en identités partagées.

(2) Evaluation des 10 régions présentant les plus hauts scores de similarité calculés a
partir des matrices de substitution. Cette étape correspond a une recherche de similitude sans
insertions. Le score initl est attribué a la région ayant le plus fort score parmi les 10 analysées
(initn est le score pour les autres régions).

(3) Jonction des régions précédentes, s'il en existe au moins deux et si chacune d'elles
possede un score supérieur a un seuil donné. Ce seuil correspond a un score moyen attendu
pour des régions non apparentées. Les régions initiales sont réunies a chaque fois que leur
score diminué d'une pénalité¢ de jonction est supérieur ou égal au score initl. Cette étape
permet d'éliminer les segments peu probables parmi ceux définis a I'étape précédente.

(4) Alignement optimal (par programmation dynamique) des deux séquences en

considérant uniquement les régions définies a I'étape précédente avec calcul d'un score (opt).

Le programme calcule un z-score qui correspond au score maximum attendu normalisé.

(vi)  L’algorithme BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) est un programme de recherche de

similarité qui a été développé au NCBI (). Son succeés repose sur une grande efficacité
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algorithmique associée a une fiabilité satisfaisante. Le principe du programme est de découper
la séquence requéte en mots ¢lémentaires (typiquement de 3 acides aminés) et de rechercher
tous les mots de la base de données qui s’alignent avec ce mot au dessus d’un score seuil
(appelés les HSP pour High-scoring segment pairs). Les HSPs sont ensuite agrégés pour
former des fragments d’alignements locaux possédant des scores trés élevés (nommés MSP
pour Maximal-scoring Segment Pair). Ces MSPs sont alors étendus jusqu’a ce que le score
d’alignement descende d’une quantité seuil. L alignement local produit est alors évalué et un

score lui est associé.

Pour évaluer la validité statistique d’un alignement, le programme BLAST s’appuie sur
une expression analytique qui permet de traduire directement le score de I’alignement en
probabilité que cet alignement soit significatif. La distribution des scores d’alignements
obtenus par la comparaison d’une séquence avec I’ensemble des séquences d’une base de
données est supposée suivre une loi de distribution dite de la valeur extréme. Le parameétre
nommé « e-value » caractérisant la probabilité qu’un alignement soit significatif peut alors
s’écrire :

Evalue = K 0L, 0L, Oe™" ™
Dans cette expression L; et L, sont les longueurs des deux séquences a aligner, K et A des
parameétres de normalisation ajustés en fonction de la taille de la base de données, de la taille
des séquences et de la prise en compte ou non des insertions. La valeur de la e-value
caractérise le nombre de séquences non-homologues susceptibles d’étre détectées avec ce
score. Plus la e-value est faible, plus 1’alignement est donc supposé rendre compte d’une

relation d’homologie entre deux séquences.

I.2.3.Les méthodes d’alignements multiples

Partant d’une séquence d’intérét, nous avons vu qu’il est possible d’identifier un
ensemble de séquences homologues par des comparaisons par paires avec les séquences des
bases de données. L’alignement multiple de ces séquences homologues a ensuite pour objectif
d’agencer en colonne les acides aminés qui possedent la méme histoire évolutive. L’obtention
de ces alignements multiples constitue une étape essentielle de 1’analyse bioinformatique car
elle permet de mettre en évidence les positions importantes pour la structure et/ou la fonction.
Dans le contexte de la détection d’homologie lointaine et de la prédiction de structure,

I’optimisation des alignements multiples revét donc une importance cruciale.
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I.1.1.4. Alignements multiples et profiles : 'approche de PSI-BLAST

L’approche la plus simple et la plus rapide pour construire un alignement multiple
consiste a utiliser la séquence d’intérét comme référence de I’alignement et a ajouter les
séquences homologues une a une, en intégrant les insertions telles qu’elles ont été définies par
I’alignement par pair avec la séquence d’intérét. Cette stratégie génere généralement un grand
nombre d’insertions qui rend les alignements multiples difficile a exploiter. Néanmoins, en
premiére approximation cette stratégie est efficace. Le logiciel PSI-BLAST, qui a
révolutionné la détection des homologies a faible identit¢ de séquence, utilise ce type de
méthode pour générer un alignement multiple aprés une premiere itération de ’algorithme
BLAST. La distribution des acides aminés et des insertions dans chaque colonne de
I’alignement multiple permet d’extraire une fréquence d’occurrence pour chaque position qui
peut étre traduite en termes de scores de probabilité. La table qui ordonne 1’ensemble de ces
fréquences est appelée profil, ou, dans le cas de PSI-BLAST, PSSM (pour position-specific
score matrix). L’exemple de la Figure 9 illustre la structure d’un profil similaire & ceux

générés par le logiciel PSI-BLAST.

POS PROBE CONSENSUS PROFILE
A C D E F G H I K L M N P Q R s T v W Y +/-
1lecgveil v 3 -2 3 4 0 4 -1 3 -1 4 4 1 1 1 =2 1 2 6 -6 -2 9
2 LLSP L 2 -2 -2 -1 3 0 -1 3 -1 6 5 -1 3 0 -1 3 1 4 1 -1 9
3 VVVV OV 2 2 -2 -2 2 2 -3 1 -2 8 6 -2 1 -2 -2 0 2 15 -9 -1 9
4 KEAT A 6 -2 5 6 -5 4 1 0 5 -2 0 3 3 3 1 3 6 0 -6 -4 9
5 APLP P 6 -1 0 1 =2 2 ] 1 1] 2 2 0 8 2 ] 2 2 3 -5 =4 9
6 GGGG G 7 1 7 5 -6 15 -1 -3 0 -4 -3 4 3 2 -3 6 4 2-11 =7 9
7 SSQE D 4 -1 7 7 -6 7 2 -2 2 -3 -2 4 3 6 1 6 2 -1 -6 -5 9
8 SsSTP s 4 4 2 2 -4 4 -1 0 2 -3 =2 2 7 0 1 10 6 0 -2 -4 9
9 vLva |V 5 0 -1 -1 3 1 -2 7 -2 7 6 -1 1 -1 -3 ©0 2 10 -5 -1 9
10 KRRS R c -1 1 1 -5 o0 2 -2 8 -3 1 3 3 3 10 5.1 -2 7 -5 9
11 MLITI I 0 -2 -3 -2 7 -3 -3 11 -1 11 10 -2 -2 -1 -2 -2 1 9 -3 1 9
12 S5TsS s 4 6 2 2 -3 5 -1 0 2 -3 -2 3 4 -1 1 12 6 0 0 -4 9
13 cccc ¢ 3 15 -5 -5 -1 2 -1 3 -5 -8 -6 -3 1 -6 -3 7 3 3 -13 10 9
14 KSQR K 1 -2 3 3 -6 1 3 -2 7 -3 0 3 3 5 7 4 1 -2 2 -5 9
15 AaG6GsS A [l0o 3 4 3 -5 8 -1 -1 1 -2 -1 3 4 1 -2 7 4 2 -6 -4 9
16 TSDS s 4 3 5 4 -5 6 0 0 2 -3 -2 4 3 1 1 9 6 0 -3 -4 9
17 GGS5Q G 5 1 6 5 -6 9 1 -2 1 =3 -2 4 3 4 0 6 3 0 -6 -6 9
18 YFLS F |-1 2 -4 -3 9 -3 0 4 -3 6 3 -1 -3 -3 -3 1 -1 2 7 7 9
19 TTRL T 1 -2 0 1 o o o0 2 2 2 3 1 1 1 3 1 7 2 1 -2 9
20 FF.L F |2 -3 -6 -4 10 -4 -1 6 -4 9 6 -3 -4 -4 -3 -2 =1 3 7 8 4
21 ss.D S 3 2 5 4 -4 5 0 -1 2 -3 -2 4 3 1 1 & 2 -1 -2 =3 4
22 S. .8 s 2 3 1 1 =2 3 -1 0 1 -2 -1 2 2 ©0 1 8 2 0 1 -2 4
23 ... 6 G 2 0 2 1 -2 4 0 0 0 -1 -1 1 1 1 =1 2 1 1 -3 -2 4
24 .. .D D 1 -1 4 3 -2 2 1 0 1 -1 -1 2 1 2 0 1 1 0 -3 -1 4
25 .. G G 2 0 2 1 -2 4 0 0 0 -1 -1 1 1 1 -1 2 1 1 -3 -2 4
26 . AGN A 6 0 4 3 -4 6 1 -1 1 -2 -1 5 2 2 -1 3 3 1 -5 -3 4
27 YN YT Y 0 5 0 -1 5 =1 2 1 =1 0 -1 4 -3 -2 =2 0 3 0 3 6 4
28 EDDY D 2 -2 9 8 -3 3 4 -1 1 -3 -2 5 -1 4 -1 1 1 -1 -6 0 9
29 LMAL L 3 -5 -3 -1 6 -1 -2 6 -1 10 10 -2 ©0 0 -2 -1 0 6 -1 0 9
30 YNAW N 4 1 3 2 o0 2 3 -1 1 -1 -1 8 o0 1 -1 2 1 -1 -1 2 9
48 SGN S s 4 3 5 3 -4 0 -2 2 -4 -3 6 3 1 0 10 3 0 -2 -4 9
49 SSNY S 2 5 2 1 1 2 1 0 1 -2 -2 5 1 -1 0o 8 1 -1 3 1 9

Figure 9 : Représentation d’un profil paramétrant un alignement de 4 séquences
présenté en vertical a gauche. Pour chaque position un score de substitution différent est
calculé pour chaque acide aminé et pour les insertions .
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Le profil ainsi défini peut étre utilis¢ pour une seconde itération dans laquelle les
matrices BLOSUM ou PAM sont substituées par le PSSM. Plusieurs itérations peuvent ainsi
permettre d’affiner progressivement le profil et d’augmenter considérablement la sensibilité
de la méthode de détection. Ces itérations peuvent étre effectuées jusqu’a la convergence,
c'est-a-dire jusqu’a ce qu’aucune nouvelle séquence ne soit détectée. L’un des dangers de
I’approche itérative reste la possible intégration d’un faux positif au groupe de séquences
homologues lors d’une des étapes d’itération. Ce faux positif est alors susceptible de biaiser
I’ensemble du profil aux itérations ultérieures. Plusieurs optimisations ont été proposées pour
réduire le danger potentiel de I’intégration de ces faux-positifs . De plus, 1’approche itérative
telle qu’elle vient d’étre décrite présente le risque, lorsque le nombre de séquences est faible,
de mal estimer les probabilités d’occurrence de certains acides aminés et ainsi de fausser le
profil associ¢ a la famille de séquences homologues. Par exemple, 1’observation d’une
position exclusivement occupée par une isoleucine devrait laisser la possibilité que d’autres
hydrophobes tels que la leucine ou la valine soient également probables. Pour améliorer un
profil, il est possible d’enrichir les fréquences observées dans 1’alignement par la
connaissance que l’on a, a priori, des relations entre acides aminés. Cette connaissance a
priori peut étre intégrée de facon trés détaillée mais complexe en utilisant les distributions de
probabilités proposées dans les mélanges de Dirichlet qui dépendent des différents contextes
observés dans une colonne d’un alignement . Plus simplement, les fréquences d’occurrence
observées peuvent étre corrigées par la méthode des « pseudo-count » comme c’est le cas
dans PSI-BLAST. Dans cette approche on ajoute une contribution variable des scores des
matrices BLOSUM et PAM aux fréquences observées. L’importance de ces scores de
« connaissance a priori » est pondérée en fonction de la richesse d’information déja contenue

dans I’alignement multiple.

I.1.1.5. Les approches HMM

Une généralisation de la notion de profil a été développée en utilisant le formalisme des
Chaines de Markov Cachées (HMM) . Le formalisme associé aux HMM fournit un ensemble
d’outils statistiques trés performants pour manipuler et évaluer la vraisemblance d’un
alignement. Les méthodes HMM sont tres utilisées dans le traitement des séquences a grande
¢chelle, dans la constitution et I’interrogation des bases de données de domaines telles que

PFAM et SMART , et également pour la détection et I’alignement des homologues lointains.
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Le formalisme HMM permet de générer un modele statistique d’un alignement multiple
dans lequel I’apparition des acides aminés dans 1’alignement suit un processus stochastique de
Markov (la probabilité de I’état n dépend uniquement de 1’état n-1). Un alignement multiple
peut ainsi étre modélisé par une chaine d’éléments qui possédent 3 états (M pour une position
alignée, I pour une insertion, D pour une délétion) avec des probabilités d’émission et de

transition attribuées a et entre chacun de ces états (Figure 10).

Les modeles HMM fournissent une flexibilité accrue par rapport aux profils en
autorisant les états de délétions en plus des états d’insertions. Les probabilités qui sous-
tendent un alignement sont inconnues (variables « cachées ») et le premier objectif est de les
estimer a partir des fréquences d’occurrence observées a chaque position. Comme pour les
profils présentés précédemment cette information est enrichie par la connaissance a priori des
probabilités d’occurrence des acides aminés en fonction des contextes et sont typiquement

intégrés en utilisant les mélanges de Dirichlet.

SeqA:
SeqB: A-Fl
SeqC: GS
M2 : M3: M4:
pA 2!3 pS 1 pY =213 pE=1 pT=1
pG=1/3 pF =113

Q9 Q0 QQ
/’\_/®\_V®\ /®\ /’\

\.><I.>< ><

Figure 10 : Architecture simplifiée d’un modéle HMM (HMMER plan 7) et exemple de
paramétrisation. L’alignement des trois séquences A,B, et C en haut peut étre représenté
par une chaine a 4 états. Les probabilités de transitions entre ces états déduites de
l'alignement multiple sont indiquées en rouge au dessus de chaque fléche. Les
probabilités d’émission de chaque acide aminé au sein de chaque état sont indiquées en
couleur au dessus du modeéle.

Le modéle HMM ainsi paramétré peut Etre utilis€ pour reconnaitre les séquences
susceptibles d’étre reliées aux séquences de D’alignement (Figure 11). L’algorithme de
Viterbi, de fagon similaire aux algorithmes de programmation dynamique, permet d’identifier

la trajectoire la plus probable au sein du modéle HMM.
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Figure 11 : Identification de la trajectoire pour que le HMM génére la séquence D alignée
de facon optimale par I'algorithme de Viterbi. La trajectoire permettant de maximiser des
probabilités lors du parcours du HMM est indiquée en vert. L‘alignement optimal
correspondant pour la séquence D est indiqué en haut.

Formellement, une séquence n’est pas alignée sur un HMM. Ce que 1’on mesure, c’est
la probabilit¢ qu’'un HMM donné puisse générer la séquence alignée de facon optimale. A
priori, il serait possible d’utiliser des programmes tels que HMMER pour construire les
alignements multiples de facon itérative comme le fait PSI-BLAST. Néanmoins, cette
démarche est peu répandue, pour des raisons de temps de calcul important et du fait de la
facilité¢ d’utilisation de PSI-BLAST en serveur. On peut noter tout de méme que le serveur
MPI ToolKit du Max Planck a Tlbingen propose une utilisation couplée de HMMER et de
PSI-BLAST pour la construction itérative de profils a partir de bases de séquences pré-filtrées

afin d’accélérer le traitement des requétes .

La traduction des alignements multiples en profils modélisés sous forme de matrices ou
de HMM a considérablement augmenté la sensibilit¢ des méthodes de détection de séquences
homologues et a révolutionné les pratiques d’analyses bioinformatiques au cours des années
90. Néanmoins, dans I’ensemble des applications que nous venons de voir, les algorithmes
employés pour générer 1’alignement multiple lui-méme peuvent étre a 1’origine d’erreurs

d’alignement dont il est important de comprendre 1’origine.

I.1.1.6. Evaluation de la qualité d’un alignement multiple

(i)  Fonction objective d’un alignement multiple
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Le meilleur alignement multiple pour un ensemble de séquences correspond a celui qui
amene dans chaque colonne le maximum d’acides aminés similaires. La qualit¢ d’un
alignement peut étre mesurée par une fonction mathématique appelée fonction objective. Par
exemple, pour trois séquences alignées A, B, C, la fonction objective « scores des paires »
calcule la somme des scores de substitution entre les couples (A,B), (B,C) et (A,C) a chaque
position. Bien que cette métrique pose des problémes dans son interprétation évolutive, elle

demeure largement la plus utilisée car relativement fiable et rapide a calculer
(1))  La question combinatoire

Le choix d’une fonction objective fiable ne résout qu'une partie du probléme. L’analyse
combinatoire nécessaire pour identifier le meilleur alignement parmi 1’ensemble des
alignements possibles devient rapidement considérable avec le nombre de séquences a
aligner. Pour aligner deux séquences par programmation dynamique d’une longueur L de 100
acides aminés, il faut effectuer 30.000 opérations de comparaison. La méme démarche de
programmation dynamique naivement généralisée a six séquences requiert déja 2* opérations
car la complexité augmente en O(2"™**L"™). Il s’agit d’un probléme qui n’est pas soluble de
fagon exacte par les méthodes algorithmiques. Les progreés effectués par les méthodes
d’alignements se sont donc concentrés sur des stratégies heuristiques permettant de réduire la
complexité de la recherche tout en atteignant une précision maximale. Le Tableau 3 rassemble
une sélection d’algorithmes d’alignement multiple avec quelques unes de leurs
caractéristiques importantes. Pour établir les performances de ces algorithmes, il a été
nécessaire de disposer d’alignements de références « corrects ». Construits et optimisés sur la
base des superpositions entre structures tridimensionnelles, les bases de données
d’alignements de référence jouent un role prépondérant dans la validation des méthodes
d’alignement. Lors de la présentation des algorithmes, il est donc important de préciser les

caractéristiques de bases de données qui sont utilisées pour les évaluer.

(iii)  Bases de données d’alignements multiples de référence

Une des composantes essentielles du processus d’amélioration des méthodes
d’alignements multiples a été le développement conjoint de bases de données permettant
d’évaluer de fagon objective les progrés réalisés. Cette démarche a été initiée par la
construction de la base de données d’alignements multiples BAIIBASE (~ 217 alignements)
qui s’organise en différentes catégories d’alignements multiples . Chaque catégorie permet

d’évaluer les performances des méthodes d’alignement pour un grand nombre de cas de
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figure, tels que des séquences plus ou moins divergentes, 1’existence d’insertions ou
d’extensions de grandes tailles, des séquences possédant des motifs répétés, etc .... Plus
récemment d’autres bases de données ont également été publiées telles que SABmark ou
PREFAB . SABmark contient un grand nombre d’alignements multiples (~ 634 alignements)
dont les alignements de référence ont ¢été¢ obtenus a partir de la superposition structurale des
domaines de la base de données SCOP. Elle s’intéresse exclusivement a 1’alignement des
séquences divergentes et est organisée en deux catégories, « twighlight » (comprenant des
séquences trés divergentes dont les identités sont inférieures a 20%) et superfamille
(directement reli¢ a la définition de superfamille et de famille de repliement employé dans
SCOP). PREFAB (~ 1932 alignements) a été publi¢ simultanément au développement du
programme MUSCLE (cf plus loin) et s’appuie comme SABmark sur des alignements
structuraux générés de facon automatique. Enfin, la base de données d’alignements de
structures homologues HOMSTRAD , traduite en alignements de séquences, est ¢galement
fréquemment utilisée pour évaluer les performances des méthodes d’alignements multiples en

fonction du pourcentage d’identité moyen entre les s€quences de 1’alignement.

Méthode | VITESSE |PRECISION REFERENCE
CLUSTALW Matrice ++++ +
DIALIGN Matrice + -
T-COFFEE Matrice - +++
MUSCLE Matrice ++ +++
PROBCONS HMM + +H++
MAFFT Matrice +++ ++
MUMMALS HMM - e+
KALIGN Matrice ++++ +++
SPEM Matrice - ++++

Tableau 3 : Table récapitulative des programmes d‘alignements multiples mentionnés
dans ce chapitre.
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I.1.1.7. Stratégies d’alignement multiples et régles heuristiques

Pour présenter un état des lieux du développement des méthodes d’alignement multiple,
il est important de préciser a quel niveau sont appliquées les régles heuristiques. Le schéma
(Figure 12) indique de facon générique les différentes étapes de la construction d’un
alignement multiple et chaque cadre jaune correspond aux différentes méthodes que nous

allons discuter.

Séquence d’intérét

Smith-Waterman
BLAST
FASTA

Liste d’homologues

i Alignement progressif

Construction d’'un arbre guide

Algorithme d’alignement

Pénalités d’insertions

Optimisation itérative Pondération des séquences

Fonction objective d’évaluation

—— 4

Alignement multiple intermédiaire

\ 4

Alignement multiple optimisé

Figure 12 : Schéma simplifié des différentes étapes de calcul d’un alignement multiple.
Les cadres blancs indiquent les objectifs et les cadres jaunes les différentes méthodes
appliquées pour parvenir a ces objectifs.

(i)  Alignements progressifs.

Une stratégie heuristique utilisée par la plupart des méthodes consiste a construire
I’alignement de fagcon progressive. Pour aligner N séquences, on cherche a réaliser N-1
alignements par paires et a agréger ces alignements de facon hiérarchique en se guidant avec
I’arbre phylogénétique déduit des alignements par paires. Les séquences les plus similaires

sont alignées entre elles en priorité. En suivant cette procédure on rationalise la distribution
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des insertions au sein de I’alignement multiple. Dés qu’une insertion est ajoutée dans un

alignement, elle se propage dans la suite du processus d’alignement et ne sera pas éliminée.

Pour fusionner les différents alignements, les scores contenus dans leurs profils peuvent
étre utilisés dans des algorithmes de programmation dynamique similaires a ceux décrits
précédemment pour le cas d’alignement entre paire de séquences. De fagon progressive, les
alignements peuvent ainsi étre agrégés par alignement de séquences a un profil ou par
alignement des profils entre eux. Nous reviendrons plus tard sur les questions posées par

I’alignement de deux profils.

SEQ A : GARFIELD THE LAST FAT CAT

(a)
SEQ B : GARFIELD THE FAST CAT
SEQ C : GARFIELD THE VERY FAST CAT
SEQ D : GARFIELD THE FAT CAT

SEQ A : GARFIELD THE LAST FAT CAT

[GARFIELD THE LAST FAT CAT ]

AADETETN TUET TAQT CAAT

I SEQ B _- GARFIRLD THE FAST CAT ] \
GARFIELD THE LAST Elzjm

GARFIELD THE FAST
GARFIELD THE VERY |FAST |GAT

———————— THE ———=—|FA-T |[CAT
( SEQ C : GARFIELD THE VERY FAST ] /
GARFIELD THE VERY FAST CAT
________ moom - TA_M MAAmM
[ sEo D : THE FaT caT ]

Figure 13: (a) Exemple de 4 séquences avec Ilarbre phylogénétique guide
correspondant. L’arbre définit I'ordre d’alignement suivant 1. A et B, 2. C et D, 3. (A,B)
et (C,D). (b) L‘alignement final comporte une erreur indiquée en rouge, introduite lors de
I'alignement entre A et B et qui ne peut plus étre corrigée dans la suite. .

(ii)  Stratégies pour pallier aux limitations des alignements progressifs

La stratégie d’alignement progressif utilisée dans un algorithme tel que Clustalw
comporte des limitations et peut conduire a des erreurs systématiques deés que les séquences
sont divergentes. L’exemple emprunté a C. Notredame (Figure 13) illustre un tel cas de
figure. Pour limiter ce type de problémes, deux grandes catégories de stratégies ont été

développées.
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a. Concept de cohérence interne de [’alignement

La philosophie de la premiere stratégie, dite de « self-consistency », consiste a prévenir
plutdt que guérir en optimisant dés le départ la cohérence entre les alignements initiaux. Pour
intégrer cette notion de cohérence, une correction peut étre introduite dans les scores par
I’ajout de contributions qui vont dans I’exemple précédent (Figure 13) défavoriser la solution
trouvée lors de D’alignement (A,B) et favoriser la solution plus fréquente associée aux
alignements des groupes (A,C,D). Deux algorithmes d’alignements multiples parmi les plus
précis, T-Coffee et ProbCons , utilisent ce type d’heuristique. T-Coffee (Tableau 3) est le
programme qui a popularisée cette approche de « self-consistency ». L’algorithme permet
d’intégrer de fagon heuristique des sources d’alignement hétérogénes. Dans sa version
originale, T-Coffee combine des alignements globaux obtenus par ClustalW avec des
alignements locaux obtenus par DiAlign et prend en compte ses différents alignements pour
¢valuer favorablement ceux qui présentent le plus de cohérence entre eux. Plus récemment,
I’algorithme ProbCons s’est inspiré du concept développé dans T-Coffee en se basant sur un
formalisme HMM complet. Cet algorithme calcule des scores correctifs permettant d’intégrer
I’information de cohérence entre les alignements par une approche statistique particulierement
¢légante. Suite a ’alignement des séquences par paires avec un HMM, ProbCons exploite le
formalisme HMM pour calculer les « probabilités postérieures » qui décrive la probabilité
qu’un résidu 1 de la séquence A soit aligné avec un résidu j de la séquence B (noté P(Ai<Bj|
A,B)) dans I’alignement optimal. La question de la cohérence peut alors étre traitée avec un
formalisme Bayésien qui prend en compte les probabilités conditionnelles telles que pour une
troisieme séquence C il soit possible d’approximer :

B,C))

P(4i « Bj A,CloP(Bj - Ck

4,B,C)* Z (P4i - ck

Les probabilités postérieures sont également utilisées pour générer I’arbre guide de
I’alignement multiple en alignant en priorité les séquences pour lesquelles le maximum de
précision est attendu (celle pour lequel on doute le moins de les avoir aligné de fagon
cohérente). Ce maximum de précision attendu peut étre évalué a partir de la somme des
probabilités postérieures. La précision accrue obtenue grace a I’intégration des contraintes de
cohérence interne a un prix en terme de temps de calcul, les méthodes appliquant ce principe

¢tant parmi les plus lentes (Figure 15).

b. Approches itératives
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Dans une seconde stratégie visant a pallier aux erreurs d’alignement illustrées en Figure
13, ces erreurs sont tolérées lors des premicres itérations et 1’on tentera de les corriger par la
suite. Typiquement, un sous groupe de séquences est sé¢lectionné de facon aléatoire et réaligné
(Figure 12). Si le score de la fonction objective augmente, 1’alignement résultant est
sélectionné. Cette procédure peut étre répétée jusqu’a ce que le score global converge. Sur ce
principe, 1’algorithme MUSCLE récemment développé par Edgar , a atteint une rapidité
remarquable en maintenant une qualit¢ d’alignement Iégérement inférieure aux meilleurs
programmes. Le programme fonctionne en trois étapes restreignant au fur et a mesure
I’espace de recherche et intégrant des étapes de raffinement de fagon progressive. La premiére
étape consiste, par exemple, a construire une ébauche de 1’alignement multiple en privilégiant
la rapidité sur la précision. Les séquences sont converties en un alphabet réduit qui permet de
trés rapidement identifier des segments similaires (kmer) et de construire 1’arbre guide de
I’alignement en un minimum de temps. Les séquences sont ensuite alignées entre elles de
facon progressive. Enfin, les dernieres étapes d’optimisation de MUSCLE, réalignent les
séquences entre elles en extrayant de facon itérative deux sous alignements multiples et en les
réalignant par des méthodes plus longues mais plus précises de comparaison profile-profile
(méthodes décrites plus loin). Le principe de MUSCLE qui consiste a intégrer la complexité
et le raffinement de fagon hiérarchique est intéressant conceptuellement en tant que démarche

prédictive en bioinformatique.

Mentionnons également 1’algorithme MAFFT qui fonctionne sur une philosophie
similaire a celle suivie dans MUSCLE . La premiére phase d’alignement rapide est exécutée
par une analyse par transformée de Fourier qui recherche les corrélations entre les fréquences
d’occurrence des différents acides aminés au sein de deux séquences. Comme dans MUSCLE,
une représentation simplifiée des séquences est utilisée (chaque acide aminé est représenté par
un vecteur a deux dimensions correspondant au volume et a la polarit¢). Des phases
d’alignement progressif et d’optimisation itérative sont ensuite appliquées. Dans les dernieres
versions du programme, de nouveaux termes de raffinement de la procédure d’alignement ont
été implémentés et ont permis d’atteindre une précision comparable aux autres méthodes sans

perdre trop en rapidité, caractéristique importante de MAFFT (Figure 14 et Figure 15).
(iii)  Comparaison entre les différentes méthodes.

La Figure 14 et la Figure 15 présentent les performances des différentes méthodes
présentées précédemment sur les trois bases de données mentionnées dans cette section. Les

données ont été extraites de la publication décrivant 1’algorithme ProbCons et illustre 1’intérét
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des programmes tels que MUSCLE et MAFFT pour des applications requérant 1’alignement
d’un nombre important de séquences. Dans cette publication ProbCons obtient les meilleures
performances bien que dans 1’absolu les niveaux d’amélioration d’'une méthode a 1’autre reste
relativement faibles. L’étude présentée sur la Figure 16 montre néanmoins que ce gain en
précision reste relatif d’une publication a ’autre en fonction des critéres et des bases de

données utilisés.

100

90

80 -

70 4

60 -

50 -

CLUSTALW

—o— DIALIGN

—~— MAFFT

—e— T-COFFEE
MUSCLE

10 4 —a— PROBCONS

40 -

paires alignées ok

30

20 +

SABmM Twi SABmM Sup PREFAB BAliBase
méthodes

Figure 14 : Pourcentage moyen de résidus correctement alignés par rapport a I'ensemble
des résidus alignés dans les blocs des alignements de référence calculé pour différentes
bases de données tests SABmark (Twilight et Superfamily), PREFAB et BAlibase (extrait
de ).
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160
140 | o CLUSTALW
O DIALIGN
120 - m MAFFT
m T-COFFEE
100 - @ MUSCLE
W PROBCONS
80 - —
60 -
40 -
20 A
SABmark (minutes) PREFAB (heures) BAliBase (minutes)

Figure 15 : Temps moyen d’exécution de l‘opération d’alignement multiple pour les
différents algorithmes utilisés en Figure 14 sur les différentes bases de données (extrait
de ).

I.1.1.8. Stratégies pour I'amélioration des alignements multiples a basse
identité.

(i) Intégration d’informations structurales.

Une des tendances actuelles pour améliorer les alignements multiples repose sur
I’intégration d’informations structurales pour guider les alignements. Une premicre approche
consiste, quand un nombre suffisant de structures 3D sont connues, a intégrer deux ou
plusieurs alignements structuraux dans 1’alignement multiple. Le programme 3DCoffee
directement développé sur la base de T-Coffee , peut, de par sa stratégie de « self-
consistency », combiner et assembler des alignements par paires obtenus a partir de sources
hétérogenes, comme des alignements structuraux ou des alignements séquence-structure (avec
I’utilisation du programme de threading FUGUE . De facon paradoxale, le gain en précision
obtenu par cette approche est relativement faible par rapport a ce qu’on aurait pu attendre, de

I’ordre de 4 % par structure intégrée dans 1’alignement.

Une autre stratégie d’intégration de I’information structurale repose sur les prédictions
de structures secondaires. Celles-ci ont 1’avantage de ne pas requérir de connaissance a priori
de la structure tridimensionnelle. Un programme tel que SPEM développé par le groupe de
Zhou (développeur du programme de threading SP3), intégre une stratégie tres similaire a

celle de T-Coffee mais module les pénalités des insertions en fonction du positionnement des
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structures secondaires prédites. Il interdit par exemple les insertions au sein des structures
secondaires. L amélioration en pourcentage de résidus bien alignés par paires grace a 1’ajout
des prédictions de structures secondaires varie entre 0.5 et 5.7% sur les différents ensembles
de test de BAliBase. L’amélioration obtenue par la méthode SPEM est en fait principalement
obtenue grace a une étape initiale de comparaison profil-profil entre les profils associés a

chacune des séquences a aligner.

On peut enfin noter le développement de la méthode MUMMALS , utilisant le
formalisme HMM pour intégrer ’information de prédiction de structure secondaire pour
effectuer I’alignement des paires de séquences. Ici encore, les gains obtenus par MUMMALS
sont en moyenne de I’ordre de 3-4 % par rapport a ProbCons pour les alignements a basse

identité.
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Figure 16 : Graphique présentant la précision des méthodes d’alignement multiple
évaluée en fonction de l'identité moyenne entre les séquences de I'alignement (extrait de
l'article de présentation de SPEM . Les alignements références sont issus de la base de
données HOMSTRAD (233 familles > 3 séquences). Dans l'article les valeurs absolues de
pourcentage de précision sont prés de 10 % supérieures a celles publiées sur les mémes
bases tests et avec les mémes programmes dans d’autres articles. Ceci est peut étre di
a des différences dans le calcul du pourcentage d‘accord entre les séquences.
Néanmoins, la hiérarchie de précisions entre les méthodes est bien respectée.
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(ii) La méta-prédiction

La méta-prédiction consiste a exploiter les solutions proposées par différentes méthodes
et & les combiner afin d’atteindre un meilleur taux de succes que chaque méthode
indépendante. Dans le domaine de la prédiction de structure, les méta-serveurs ont
fréquemment remporté les premieres places du classement des concours de prédiction de
structure CASP . Dans le cas des alignements multiples, il a été observé que parmi les
méthodes les plus performantes, les erreurs effectuées étaient souvent différentes. Le
formalisme et la structure du programme T-Coffee sont particulicrement bien adaptés a
I’extension de la méthode vers des stratégies de méta-prédiction. En effet, dés sa conception,
le programme intégrait les résultats des algorithmes ClustalW et Dialign pour effectuer son
analyse de cohérence interne. Dans un travail récent , une extension du programme T-Coffee,
appelé M-Coffee, a montré qu’elle était a méme d’augmenter de quelques pourcents
supplémentaires les prédictions en intégrant les résultats de huit méthodes différentes. Cet
intérét pour la méta-prédiction est également souligné dans le programme MUMMALS qui
intégre dans sa version serveur la possibilité d’effectuer ce type de méta-prédictions a partir
de différents alignements. L’augmentation de la qualité des prédictions reste néanmoins

modeste en regard du temps de calcul requis pour générer I’ensemble des données.

Pour conclure, de nombreuses approches algorithmiques ont été proposées pour
accélérer et rendre plus fiables les alignements multiples. La tendance actuelle recherche de
meilleures performances pour I’alignement des homologues lointains et intégre des
informations nouvelles comme la structure tri-dimensionnelle des protéines ou la prédiction
de structure secondaire. La méta-prédiction constitue également une piste intéressante pour
dépasser les limites actuelles des méthodes d’alignements multiples. Dans cette thése nous
verrons que dans le domaine de la détection des homologues lointains nous avons également

tiré profit de ces deux stratégies, prédictions de structures secondaires et méta-prédiction.

1.2.4. Développements des méthodes de comparaison profil-
profil

Nous avons présenté les concepts importants de 1’alignement multiple, montré quels

sont les points d’acces aux différentes améliorations et situé I’évolution des derniers progres
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effectués dans le domaine. En particulier, nous avons vu que I’utilisation des profils a
repouss€ les limites des comparaisons entre séquences en augmentant considérablement la
sensibilit¢ de la détection d’homologies lointaines. Les nouvelles limites des capacités de
détection des méthodes tels que PSI-BLAST ont stimulé 1’essor d’une nouvelle catégorie de
méthodes visant désormais a comparer I’information contenue entre deux profils. Nous allons
maintenant aborder la généralisation de la notion d’alignement multiple dans le cadre du

développement des méthodes de comparaison profil/profil.

Séquence |

l PSI-BLAST

| Liste d’homologues dans signal significatif |

l Réalignement éventuel

| Alignement multiple de séquences |

Enrichissement du signal par P f ot
Pseudo-count/distrib. Dirichlet l onderation

Décompte des fréquences des acides aminés
dans chaque colonne

Pénalités d’insertions Fonction objective

Information structure secondaire Algorithme d’alignement

Alignement profil-profil

Figure 17 : Organigramme des étapes d’une comparaison profil-profil. Les cadres jaunes
indiquent les composants qui distinguent les différentes méthodes entre elles.

Cette notion de comparaison profil-profil n’est pas nouvelle puisque des le
développement du programme Clustalw une étape de comparaison profil-profil était intégrée
dans les stratégies d’alignements progressifs . Néanmoins, ces derni¢res années, de nouvelles
méthodes de comparaison profil/profil ont été publiées présentant un fort potentiel pour la
détection des homologies lointaines. Elles implémentent généralement des méthodes de scores

plus performantes et, dans le meilleur des cas, intégrent un systéme d’évaluation statistique de
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la validité des alignements profil/profil grace a un paramétre de type e-value essentiel pour
discriminer les solutions significatives. Un organigramme global décrivant les étapes des

méthodes de comparaison profil/profil est présenté en Figure 17.

Les méthodes profil/profil au sens large permettent de comparer deux familles de
séquences alignées. Ces familles peuvent étre représentées soit par un profil, soit par un
HMM. Les méthodes de comparaison entre deux alignements reposent sur 1’une ou ’autre de
ces représentations (Tableau 4). Je présenterai tout d’abord les méthodes basées sur une
représentation de type profil. Puis j’évoquerai 1’apport des méthodes utilisant des

représentations de type HMM.
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PROGRAM METHOD FONCTION DISPONIB
REFERENCE
ME E OBJECTIVE LITE
Moyenne des scores de
CLUSTALW Prof-Prof toutes les combi. LOCAL
d’alignements par paires
Corrélation de Pearson entre
LAMA Prof-Prof SERVEUR
fréquences
Probabiliste/Jensen-Shannon
PROF_SIM Prof-Prof LOCAL
divergence entre distributions
Somme du produit des
FFAS Prof-Prof SERVEUR
fréquences (DOT PRODUCT)
Probabiliste / + rapide que
COMPASS Prof-Prof LOCAL
Jensen-shannon
METABASIC Prof-Prof DOT PRODUCT SERVEUR
Eq a FFAS + struct.
ORFEUS Prof-Prof SERVEUR
secondaires
STRUCTFAST | Prof-Prof Similaire a COMPASS NON DISPO
Moyenne probas d’emission
COACH Prof-HMM LOCAL
de chq seq/HMM
Proba d’emission sur HMM2
QC-COMP Seq-HMM de la seq consensus du SERVEUR
HMM1
Probabiliste/Log de la somme
LOCAL
HHSEARCH HMM-HMM | des probabilités de co-
+SERVEUR
occurrence.
Somme des probabilités de Pas de publi
PRC HMM-HMM | co-emission (produit des LOCAL

probas d’emission)

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des méthodes de comparaison profil-profil

I.1.1.9 Calcul de scores au sein des approches utilisant une représentation
de type profil.

La plupart des méthodes de comparaison profil-profil sont basées sur la définition d’une

fonction score mesurant la « distance » entre les colonnes de deux profils. La similitude entre

deux profils correspond alors au score minimal obtenu par alignement des colonnes d’un

profil sur les colonnes d’un autre profil. Cet alignement optimal peut étre identifi¢ par des

techniques de programmation dynamique similaires a celle utilisée par Smith et Waterman

pour l’alignement entre deux séquences. Cependant, il n’existe pas de mesure standard pour
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¢valuer le score correspondant a un alignement et plusieurs approches ont été proposées qui
constituent I’une des distinctions principales entre les méthodes. Ces approches reposent soit
sur un calcul de distances de type combinaison linéaire entre les paires de colonnes des
profils, ¢’est-a-dire entre les paires de distributions de probabilités d’occurrence pour chaque
acide aminé¢ (ex: somme des paires, DOT PRODUCT), soit sur la corrélation des

distributions de probabilité trouvées dans chaque paire de colonnes (cf Tableau 4).

Deux études indépendantes ont évalué les performances de ces approches sur leur
propre ensemble de cas tests comportant environ 2000 alignements par paires . Bien que leurs
systémes d’évaluation soient distincts, les auteurs parviennent a des conclusions similaires.
Les descriptions probabilistes utilisées par les programmes COMPASS et Prof Sim pour
¢valuer la différence entre deux distributions de probabilités présentent de meilleures
performances que les programmes utilisant des approches de type DOT PRODUCT.
L’approche de COMPASS présente 1’avantage d’étre plus rapide a calculer que celle de
Prof Sim. Je me focaliserai donc dans la suite de ce sous-chapitre sur le programme

COMPASS.

Hormis la fonction calculant la distance entre les colonnes des alignements, les
principes utilisés dans COMPASS pour le calcul des scores, la prise en compte des insertions
et le calcul de la e-value sont similaires a ceux développés dans PSI-BLAST. Par exemple,
une généralisation directe des méthodes de « pseudo-counts » utilisées dans PSI-BLAST est
appliquée aux deux colonnes a aligner entre elles. Le calcul analytique de la e-value a partir
du score d’alignement dont les valeurs sont supposées suivre une distribution de la valeur
extréme est €également effectué a partir d’'une estimation des parametres K et A avec la

formule :
Evalue = K 0L, 0L, De™"

Comme dans PSI-BLAST, les paramétres K et A varient en fonction de la longueur des profils
L, et L, et les scores des matrices de substitutions ont ét¢ mis a I’échelle pour assurer une
sensibilité¢ optimale de la méthode . La validité¢ du calcul de la e-value dans le cas de PSI-
BLAST comme critére de quantification absolu du nombre attendu de faux-positifs a été
remise en question. Par exemple, J. Soeding (développeur du programme HHsearch ) a noté
qu’en utilisant PSI-BLAST avec une procédure standard (jusqu’a 8 itérations, valeur seuil
d’intégration de 10™*) sur un grand nombre de séquences, il obtenait prés de 100 fois trop
d’homologues pour une e-value de 10 (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/help ov). Une

des raisons de ce biais provient de l’effet délétére de 1’intégration d’une séquence non
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homologue au sein du profil a I’une des étapes de la procédure itérative. Dans le chapitre IV
de cette thése, nous verrons que les e-value calculées par COMPASS et par un programme tel
que HHsearch peuvent également poser question quant a I’interprétation statistique des seuils

de e-value a utiliser pour filtrer les faux-positifs.

I.1.1.10 Les approches reposant sur une représentation de type HMM.

L’autre catégorie de méthodes de comparaison profil-profil plus récemment
développée est basée sur le formalisme des chaines de Markov cachées. Nous 1’avons vu, la
représentation des profils de familles protéiques par les profils HMM correspond a une
description probabiliste trés performante pour traiter les alignements multiples. Plusieurs
méthodes de comparaison profil/profil utilisant le formalisme HMM ont été publiées au cours
des derniéres années. La plupart de ces méthodes ne constituent pas une réelle comparaison
entre deux profils HMM et rameéne le probleme algorithmique a une comparaison
profil/séquence en utilisant les mémes modeles que ceux décrits précédemment. COACH par
exemple est une méthode hybride qui compare un alignement multiple avec un HMM . Dans
ce programme, les probabilités que le HMM déduit de 1’alignement 2 puissent émettre
chacune des séquences de I’alignement 1 de facon optimale sont calculées. Les probabilités
extraites de ces alignements séquences-HMM sont ensuite combinées pour rendre compte des
contraintes imposées par 1’alignement 1. Une trajectoire globale d’alignement entre les deux
alignements est alors déduite. Une autre approche implémentée dans le serveur QC-COMP, se
ramene également a des comparaisons profil séquence . La séquence correspondant a un
consensus du premier profil est alignée sur le second et vice versa. Seul le programme
HHsearch intégre une véritable comparaison profil-profil associé a la construction d’un plan
de transition/émission spécifique adapté a cette problématique. Enfin, PRC s’appuie
¢galement sur une réelle comparaison profil-profil mais n’a jusqu’a présent pas été publié et
la  documentation est seulement disponible sur internet  (http:/supfam.mrc-

Imb.cam.ac.uk/PRC).
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Pairstate MM MM MI MM MM DG MM

Allowed
pair state

transitions MM

Gl

Figure 18 : Représentation des deux profils HMM q et p construits sur le modéle classique
du plan 7. Les couples d’états autorisés correspondants a l'alignement des deux profils
sont indiqués en dessous et constituent les états pris en compte dans HHsearch. Les
transitions majeures autorisées entre ces couples d’état sont indiquées en bas. En
utilisant la programmation dynamique, le programme HHsearch identifie la séquence
d’états qui maximise la probabilité d’émission correspondant a l’alignement des deux
profils.

Le plan de transition implémenté¢ dans HHsearch (Figure 18) permet d’intégrer le
concept de comparaison profil-profil dans la structure méme du modéle de Markov caché. Ce
programme a obtenu des résultats tout a fait remarquables au dernier concours de prédiction
de structure automatique CAFASPS comparé aux méthodes de threading qui intégrent des
informations de structures tridimensionnelles de fagon explicite (classement parmi les 5
meilleurs quelque soit la difficulté). HHsearch permet également d’intégrer les prédictions de
structures secondaires sous forme de probabilité en tenant compte des niveaux de confiance
avec lesquels les structures secondaires ont été prédites par un logiciel tel que PSI-PRED .
L’intégration des structures secondaires repose sur un systéme assez sophistiqué puisque la
probabilité qu’un résidu se trouve dans I’un des sept €tats de structure secondaire définit dans
DSSP (H, E, C, G, B, S, T) est estimée a partir du niveau de confiance associé aux
prédictions de PSI-PRED pour lequel seuls trois états sont prédits (H pour hélice, E pour les
brins et C pour les structures désordonnées). Il n’est pas forcément aisé d’évaluer le gain en

qualit¢ de prédiction acquis grace a ce degré de complexité. Néanmoins, [’ajout des
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prédictions de structures secondaires améliore encore les performances du programme (Figure

19).

30 | | S
vf(; -
< s HHpred+SS i
~—~20 |— HHpred
o — PRC -
Z
@ —— PROF_SIM
o -
g —— PSIBLAST
=
G |"- I I I
0 2 4 B

False Positives (different fold) (x10™)

Figure 19 : Ftude comparative des capacités de différentes méthodes de comparaison de
séguences a discriminer des séquences possédant des repliements similaires. La base de
données utilisée comprend 3691 domaines protéiques de la base de donnée SCOP dont
les identités de séquences entre paires ne dépassent pas 20 %. Les courbes HHpred+SS
et HHpred correspondent a la méthode HHsearch utilisant ou non les prédictions de
structures secondaires, PRC est une méthode de comparaison HMM-HMM, COMPASS et
PROF_SIM sont des méthodes de comparaison profil-profil, HMMER est une méthode de
comparaison HMM-séquence, PSIBLAST, une méthode de comparaison profil-séquence et
BLAST est une méthode de comparaison séquence-séquence.

I.1.1.11 Comparaison des différentes approches.

L’analyse comparée des performances des différents algorithmes d’alignements
séquence-séquence, profil-séquence et profil-profil présentée en figure 18 a été publiée avec
la description de la méthode HHsearch . Elle a été réalisée en générant toutes les
combinaisons possibles d’alignements entre profils de séquences créés a partir d’une base de
données de 3691 domaines extraits d’une version de la base de données SCOP filtrée a 20 %
d’identité entre paires de séquences. Les résultats de cette analyse permettent clairement
d’¢évaluer le gain en sensibilité apporté par les méthodes de comparaison profil/profil. Sur cet

exemple, les programmes HHsearch et PRC (méthode non publiée disponible a I’adresse
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suivante : http://supfam.org/PRC/) paraissent particulierement performants. L’un des intéréts
du programme HHsearch est également sa rapidité puisque la comparaison d’un profil avec

les 3691 autres profils HMM est réalisée en 30s sur un processeur a 2 GHz (AMD64).

Dans cette these, j’ai cherché a tirer profit du développement des méthodes de
comparaison entre alignements multiples pour développer un outil d’aide a la détection
d’homologues lointains. J’ai sélectionné les deux méthodes COMPASS et HHsearch comme
outils d’investigation, au vu de leurs performances et de leur complémentarité
méthodologique. Ces programmes ont I’avantage supplémentaire d’étre distribués en version

locale et en serveur.

I.3. Utilisation des prédictions de structure 2D et 3D lors d’un
alignement

La structure 3D des protéines étant mieux conservée que leur séquence , I’amélioration
de I’alignement de séquences peu homologues peut étre réalisée en incorporant des
informations sur la structure 2D et 3D des différentes séquences. Nous 1’avons vu dans le cas
de HHsearch au chapitre précédent. De maniere plus générale, des informations structurales
ont ét¢ introduites dans les programmes d’alignement sous forme de structure secondaire
dérivée ou prédite (, d’accessibilité au solvant dérivée ou prédite (Kelley et al., 2000 ;
Karchin, 2003 #131} et plus récemment sous forme de probabilités de contact entre chaines
latérales dérivées de structures 3D de protéines . L’estimation de la compatibilité entre un
alignement de séquences et d’autres alignements caractérisés par une structure 3D connue se
fait par des algorithmes dits de « threading » ou enfilage de la séquence sur différents
repliements successifs. A partir d'un échantillon de toutes les unités de repliements possibles,
il faut enfiler successivement la séquence en cherchant a optimiser la répartition spatiale des
acides aminés hydrophiles et hydrophobes tout en tenant compte du rapport surface/volume
ainsi que du rayon de giration. La technique du « threading » ne retourne pas une solution
mais un ensemble de structures candidates potentielles. Toutes ces méthodes ont montré leur
efficacité dans la détection d’homologues lointains et la prédiction de la structure 3D lorsque
la séquence d’intérét ne présente pas d’homologie forte avec une structure 3D connue .
Cependant, I’incorporation d’informations structurales par ces méthodes reste 1’objet d’une
discussion car la maniére optimale de paramétrer la fonction score n’a pas ét¢ démontrée et

dépend des données structurales a prendre en compte.
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De plus, si la structure secondaire est aujourd’hui prédite avec une fiabilité proche de
70% sur séquence unique et qui peut atteindre 90% sur un alignement relativement divergent,
il n’en est pas de méme pour la structure tertiaire. L’expérience de CASP6 a montré que la
difficulté de trouver un alignement entre une séquence et une structure 3D ne venait pas en
général d’un probléme d’échantillonnage des alignements, mais de la difficulté a discriminer
I’alignement correct. En particulier, certains alignements corrects ne sont pas sélectionnés car

la structure du squelette associée n’est localement pas compatible avec la séquence d’intérét.

On peut discerner dans ce contexte I’un des avantages des méthodes d’alignement
profil-profil pour la recherche d’homologues lointains : ces méthodes ne dépendent pas de la
description des structures 3D, ni de la calibration des programmes de reconnaissance de
repliement sur les structures 3D connues. De plus, elles ne requiérent pas la connaissance de
la structure 3D des séquences homologues. Cet argument est d’autant plus important qu’il
apparait aujourd’hui que I’espace des repliements possibles n’est pas toujours discret, mais
peut se présenter sous un certain continuum, et les différences observées entre des
repliements, méme proches, peuvent suffire a géner la détection d’homologies lointaines par

des techniques de « threading ».

L’ensemble des raisons mentionnées ici et les bonnes performances d’une méthode de
comparaison profil/profil telle que HHsearch (équiv. HHpred) au concours de prédiction

CAFASP5 en 2006 (http://www.cs.bgu.ac.il/~dfischer/CAFASPS/index.html) conforte

I’hypothese que la détection d’homologues lointains peut étre effectuée en s’affranchissant de
I’information structurale tertiaire explicite. En revanche, la prédiction de structure secondaire
constitue un complément important a la comparaison profil/profil car la plupart des éléments
de structures secondaires responsables de la formation d’un repliement se trouvent conservés

au cours de 1’évolution.

I.4. Objectifs de la these

Le travail présenté dans cette theése est centré sur la détection d’homologues lointains,
d’abord pour proposer des alignements et enrichir des profils de séquences, puis pour
rechercher des protéines de structures connues reliées a la séquence d’intérét. Lorsqu’aucune
structure tridimensionnelle ne peut étre associée a I’alignement détecté ou au profil générée, le
but est d’identifier de nouveaux domaines structuraux dont 1’étude expérimentale par RMN

ou cristallographie permettra d’établir s’il existe réellement des relations structurales et
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fonctionnelles avec d’autres protéines connues. Notre outil doit enfin pouvoir étre utilisable a
grande échelle afin d’obtenir un processus rapide d’identification de cibles d’intérét pour les

études structurales.

Plusieurs équipes de « chasseurs de domaines » ont proposé de rechercher les
homologues lointains dans les alignements dits « non significatifs » calculés par le logiciel
PSI-BLAST. Cet ensemble d’alignements constituant « le signal non significatif » regroupe
I’ensemble des séquences pour lesquelles on ne peut pas conclure, sur un plan statistique, a
I’existence d’une relation d’homologie avec la séquence étudiée. La détection de nouveaux

homologues passe alors par une analyse approfondie de ces résultats non significatifs.

En s’inspirant de cette approche, nous avons cherché a développer une procédure
automatique permettant de faciliter la détection d’homologues lointains parmi le signal non
significatif de PSI-BLAST. Pour cela, nous avons tout d’abord réalisé une étude préliminaire
visant a analyser la composition de ce signal non significatif et ainsi a mettre en valeur
I’intérét d’une approche permettant un filtrage efficace de ce signal (Chapitre II). Ensuite,
nous avons exploré les potentialités de plusieurs étapes de filtrages successives du signal non
significatif. Dans un premier temps, nous avons étudié si les prédictions de structures
secondaires calculées pour la séquence d’intérét et pour les séquences du signal non
significatif pourraient permettre de discriminer les homologues lointains des autres séquences.
Les résultats de cette analyse sont présentés au chapitre III. Par la suite, nous avons étudi¢ les
potentialités de deux méthodes d’alignement profil/profil COMPASS et HHsearch pour filtrer
efficacement les séquences d’homologues lointains. Cette derniére étape de filtrage est

présentée au chapitre IV.

Enfin, pour illustrer I’intérét du programme développé, une application pratique basée
sur 1’analyse de 100 protéines de la signalisation des dommages de ’ADN a été entreprise.
Nous présenterons les détails des résultats obtenus pour certaines de ces cibles au chapitre V.
Cette ¢tude de cas pratiques est essentielle pour montrer les potentialités de notre approche,
pour identifier les limites actuelles auxquelles nous sommes confrontés et pour proposer des

perspectives d’amélioration a court et moyen termes.
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Chapitre 1II :Etude des alighements non-
significatifs produits par le logiciel
PSI-BLAST
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IT.1.Introduction

L’une des stratégies les plus efficaces pour 1’identification d’homologues lointains
consiste a analyser manuellement les séquences détectées de maniere non significative par le
logiciel PSI-Blast. En effet, le seuil de détection du logiciel PSI-BLAST doit étre maintenu
assez ¢levé pour éviter, lors de la procédure itérative, I’inclusion de séquences non
homologues susceptibles de biaiser le profil. L’une des hypotheses sur laquelle repose cette
analyse est alors que, pour des séquences ayant rapidement divergé au cours de 1’évolution, le

score de I’alignement obtenu peut étre trop faible pour étre détecté de fagon significative.

Nous avons choisi de valider cette stratégie de fagon systématique et automatisée, en
réalisant une étude du signal non significatif obtenu avec le logiciel PSI-BLAST. Lors de
cette étude, nous avons tenté d’identifier et de compter les homologues lointains présents dans
les sorties de PSI-BLAST, en nous appuyant sur la notion de superfamille développée dans
I’introduction. La base de données de domaines structuraux SCOP est particuliérement
intéressante puisqu’elle intégre un niveau hiérarchique « Superfamily » reflétant les
caractéristiques des homologues lointains : structures analogues, fonctions similaires, faibles
identités de séquence. Dans ce chapitre, nous présentons les résultats de notre recherche
d’homologues trouvés par le logiciel PSI-BLAST appliquée aux séquences de la base de

données SCOP.

Une analyse de la composition du signal non significatif est tout d’abord présentée
afin d’évaluer I’importance relative des séquences d’homologues lointains (appartenant a la
méme superfamille) et des s€quences non homologues. Un point important de cette étude est
non seulement d’analyser la présence de ces homologues lointains mais également d’évaluer
la confiance qui peut €tre accordée aux alignements calculés par le logiciel PSI-BLAST
lorsque les scores d’alignement sont faibles. Cette analyse a pour objectif final d’identifier un
sous-ensemble de séquences présentant un nombre suffisant d’homologues lointains dans le
signal non significatif. Ce sous-ensemble constituera la base de données de référence que
nous utiliserons pour le développement d’une stratégie de détection automatique des

homologues lointains dans les chapitres suivants.
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II.2.Méthodes

I1.2.1.Bases de données utilisées pour I'étude et protocole appliqué

Comme nous I’avons vu au chapitre 1, la version 1.69 de la banque SCOP (Structural
Classification Of Protein) classe les 26000 structures de la PDB (Octobre 2004) en 7 classes,
945 repliements, 1539 superfamilles et 2845 familles. Le niveau hiérarchique des
superfamilles nous intéresse tout particulicrement. En effet, pour que deux domaines
appartiennent a la méme superfamille, il faut que les structures et fonctions associées a ces
domaines soient proches. Cependant, les séquences de ces domaines peuvent étre trés peu
identiques (identit¢ inférieure a 30% pour deux domaines n’appartenant pas a la méme
famille). Il existe donc un recoupement entre la définition d’une superfamille et la notion
d’homologues lointains que nous souhaitons détecter. Dans la suite, nous utiliserons
indifféremment les termes d’homologues lointains ou de membres de la méme superfamille

pour désigner ces cas de figure.

La base de données ASTRAL comprend I’ensemble des séquences protéiques
associées aux domaines structuraux de la banque SCOP. L’en-téte des séquences contient le
code de classification SCOP permettant d’identifier 1’appartenance a un repliement ou a une
superfamille donnée. Ainsi en travaillant a partir des séquences issues de cette base, il est aisé
de déterminer si deux séquences appartiennent a une méme superfamille et ainsi de conclure

sur leur éventuelle relation d’homologie lointaine.

Pour éviter des analyses redondantes, nous avons choisi de travailler sur un sous-
ensemble de séquences de la SCOP trés différentes les unes des autres. Pour cela, nous avons
utilisé¢ la banque de séquences de la SCOP10 disponible sur ASTRAL : 3436 séquences
filtrées de manicre a ce que deux séquences ne présentent jamais une identité supérieure a
10%. La recherche d’homologues lointains a été réalisée sur une banque plus large, la
SCOP40, également disponible sur ASTRAL. Nous avons choisi d’utiliser une banque filtrée
a 40% d’identité afin d’identifier dans le signal non significatif du logiciel PSI-BLAST des

homologues lointains qui soient assez divergents les uns des autres.

Quatre itérations du logiciel PSI-BLAST ont été effectuées avec une e-value
d’inclusion de 0.001. Le signal non significatif rassemble tous les alignements possédant une
e-value comprise entre 0.001 et 1000. Deux cents séquences présentant plus de 5 homologues
lointains dans le signal non significatif du logiciel PSI-BLAST ont été sélectionnées pour la

suite de 1’analyse.
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I1.2.2.Evaluation de la qualité des alignements

(i)  Utilisation d’une base d’alignements structuraux de référence.

L’évaluation de la qualité d’un alignement entre deux séquences de la base de données
ASTRAL nécessite I’existence d’un alignement de référence. Les alignements de référence
correspondent généralement aux alignements structuraux obtenus par superposition des
structures 3D des protéines. Dans notre étude, ils ont été obtenus a partir de la base de
données S4 qui contient les alignements structuraux des domaines appartenant a la méme

superfamille de la banque SCOP40.

Toutefois, la base S4 utilise des séquences extraites des fichiers de la PDB parfois
différentes des séquences natives rassemblées au sein de la base de données ASTRAL. En
effet des disparités peuvent exister entre ces sources de séquences. A titre d’exemple,
I’absence de certaines régions désordonnées de la protéine ou encore la présence de mutations
ponctuelles ou de résidus non naturels dans les fichiers PDB. Ces différences ne permettent
pas d’utiliser directement la banque S4 pour évaluer la qualité des alignements obtenus avec
les séquences issues d’ASTRAL. Nous avons donc modifi¢ les données de la base S4 de
mani¢re a conserver les alignements tout en rectifiant les séquences qui n’étaient pas
identiques aux séquences de la base ASTRAL. Pour cela nous avons réalisé trois types de
modifications :

- mutation de certains résidus de la base S4 pour que ces résidus soient toujours identiques a
ceux trouvés dans la base ASTRAL ;

- remplacement des insertions présentes dans les séquences de la base S4 par des gaps ;

- ajout des résidus manquants dans la base S4 mais présents dans la base ASTRAL. Chaque
insertion de résidus entraine I’ajout d’insertions au niveau des autres séquences constituant

I’alignement.

(ii)  Méthode de Scoring.

Afin d’évaluer la qualité des alignements, nous avons calculé deux types de scores
couramment utilisés dans la littérature : le Qdev et le Qmod. Le Qdev (pour Qdeveloper)
permet d’évaluer la qualit¢ de I’alignement de facon globale alors que le Qmod (pour
Qmodeler) permet une évaluation au niveau local (Figure 20). L’utilisation de ces deux

systemes de scores est complémentaire.
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Figure 20: Calcul des Qdev et Qmod. Pour déterminer le Qdev, le nombre de résidus
alignés de maniére identique a lalignement structural de référence est calculé, ce
nombre est ensuite divisé par la longueur totale de la séquence alignée. Pour déterminer
le Qmod, le nombre de résidus alignés de maniére identique a I'alignement structural de
référence est calculé, ce nombre est ensuite divisé par la longueur de l'alignement
proposé par la méthode d’alignement employée.

64



CHAPITRE Il : Etude des alignements non-significatifs produits par le logiciel PSI BLAST

I1.3.Résultats : analyse préliminaire du signal non significatif
obtenu avec le logiciel PSI-BLAST

I1.3.1.Quantification du nombre d’homologues lointains situés dans
le signal non significatif du logiciel PSI-BLAST

Pour chaque séquence de la SCOP10, une recherche d’homologues a été effectuée sur
la SCOP40 a I’aide du logiciel PSI-BLAST. Puis, I’ensemble des séquences présentes dans le
signal non significatif (e-values de 0.001 a 1000) a été analysé. Le nombre de séquences
retrouvées dans le signal non significatif et appartenant a la méme superfamille que la
séquence de la SCOP10 soumise a PSI-BLAST a été calculé. La distribution du nombre de
séquences ainsi identifiées lors de 1’analyse de toutes les séquences de la SCOP10 est

présentée en Figure 21.
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Figure 21 : Distribution (histogramme bordeaux) du nombre de séquences (ordonnée
gauche) de la méme superfamille répertoriées dans le signal non significatif obtenu avec
le logiciel PSI-BLAST. En abscisse figure le nombre de séquences de la méme
superfamille que la séquence d’intérét identifiées dans le signal non significatif. La courbe
bleue représente le pourcentage de séquences de la SCOP10 possédant au plus un
intervalle donné de nombres d’homologues lointains dans le signal non significatif (noté
sur l'ordonnée a droite).
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La Figure 21 indique que 65% des séquences de la SCOP10, présentent au moins un
membre de leur superfamille dans le signal non significatif. La distribution du nombre de
séquences montre que pour pres de 1800 cas, il existe entre 1 et 10 membres de la méme
superfamille dans le signal non significatif. A Dautre extrémité de la distribution, nous
observons que dans quelques cas exceptionnels, jusqu’a 90 membres de la méme superfamille
peuvent étre retrouvés au sein du signal non significatif. Ces cas extrémes sont associés a
quelques superfamilles de grande taille contenant des familles trés divergentes en termes de
séquences. C’est le cas notamment de la séquence d1e9a appartenant a la superfamille ¢.37.1
des hydrolases de nucléosides triphosphates présentant une « P-LOOP » dont 10 membres de

la superfamille sont détectés de maniere significative et 86 de maniere non significative.

Une analyse complémentaire sur les séquences de la SCOP10 présentant plus de 5
séquences de leur superfamille dans le signal non significatif a été réalisée. Celle-ci nous a
permis d’observer que le rapport entre le nombre de séquences homologues présentes d’une
part dans le signal significatif et d’autre part dans le signal non significatif est déséquilibré :

en moyenne 3 fois plus de séquences de leur superfamille appartiennent au signal non

significatif.
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Figure 22 : Distribution des membres de la méme superfamille non détectés par PSI-
BLAST (avec un seuil de e-value maximal fixé a 1000). Ces données ont été calculées
pour les 3436 séquences de la banque SCOP filtrée a 10% d’identité. La courbe bleue
représente le pourcentage des effectifs cumulés. En abscisse figurent les pourcentages
de séquences non détectées par rapport a I'ensemble des séquences de la superfamille.
En ordonnée figurent, a gauche le % cumulé de I’effectif, a droite le pourcentage de ces
séquences par rapport a l’effectif total.
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Afin de voir si l'utilisation de la banque SCOP et du logiciel PSI-BLAST est
appropriée pour notre étude, nous avons déterminé le nombre de séquences de la superfamille
détectées (e-value maximale de 1000) par rapport au nombre total de séquences constituant la
superfamille dans la banque SCOP40. Sur le graphique de la , nous pouvons ainsi constater
que, dans environ 35 % des cas, I’ensemble des séquences appartenant a la superfamille est
detecté par le logiciel PSI-BLAST. Nous remarquons également que pour un nombre
conséquent de séquences (pres de 20 % de I’effectif), plus de 75 % des membres de la
superfamille ne sont pas du tout détectés par le programme PSI-BLAST. Dans le cas de
séquences présentant de fortes divergences, il n’est donc pas assuré que le signal non

significatif contienne de facon exhaustive les séquences potentiellement intéressantes.

Nous avons ensuite évalué I’intérét de travailler sur le signal non significatif produit par
PSI-BLAST plutdt que sur un échantillon aléatoire de la base de données de séquences SCOP.
En d’autres termes, nous avons cherché a évaluer si le signal non significatif concentrait
effectivement plus d’homologues lointains que la base de données elle-méme. Dans notre
¢tude, sur environ 17526 séquences de la base de données SCOP100, le bruit de fond
sélectionné comprend déja en moyenne 710 séquences (~600 séquences sur la SCOP40), et

I’enrichissement en homologues lointains est d’environ un facteur 6.
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Figure 23 : Distribution du nombre des membres dune méme superfamille présentes
dans la sortie PSI-BLAST (ordonnée) en fonction des e-values calculées par PSI-BLAST
(abscisse) par intervalles de valeurs (de 0,001 a 1000 par pas d’un facteur 10).
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La sélection des séquences dans le signal non significatif a été effectuée sur un critére
de e-values comprises entre 10~ et 1000. Etant donné le nombre trés important de données
composant ce signal, nous avons évalué¢ I’'intérét de réduire la valeur seuil 1000 pour
restreindre le nombre de séquences a analyser par la suite (Figure 23).

La distribution du nombre de membres d’une méme superfamille en fonction des
intervalles de e-values ¢tudiés est croissante. D’apres cette analyse, il semble intéressant de
s’intéresser aux e-values comprises entre 100 et 1000 puisqu’elles peuvent contenir jusqu’a
40% des séquences d’homologues lointains détectés dans le signal non significatif. Toutefois
ces séquences d’homologues lointains sont de plus en plus diluées a mesure que la e-value
augmente. La Figure 24 permet de quantifier cet effet de dilution par I’analyse du pourcentage

de séquences d’homologues lointains par rapport a I’ensemble des séquences identifiées a

différentes e-value.
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Figure 24 : Distribution du pourcentage de séquences homologues présentes dans la
sortie PSI-BLAST en fonction d’un intervalle de e-value donné. Pour chaque intervalle de
e-value (en abscisse), le nhombre de séquences appartenant a la superfamille étudiée
ainsi que le nombre de séquences totales sont calculés. Le pourcentage de séquences
homologues est ensuite calculé (en ordonnée).

La distribution du pourcentage de séquences homologues en fonction de la e-value est
décroissante. Pour I’intervalle de e-values significatives [0,0001 ; 0,001] on observe que le

signal est constitué d’environ 98% de séquences de la méme superfamille. Dans les intervalles
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de e-values correspondants au signal non significatif, nous observons que dans I’intervalle
[0,1 ;1], environ 40% de séquences en moyenne sont des homologues et que dans I’intervalle
[100 ; 1000], environ 1 % des séquences sont des homologues. Ces valeurs sont en accord
avec la définition statistique d’une e-value. Elles renforcent 1’idée que la définition de
superfamille établie dans SCOP est cohérente avec la notion d’homologie lointaine. Nous
verrons dans le chapitre IV que la cohérence entre e-value et nombre de séquences détectées
comme homologues lointains n’est pas toujours respectée dans les programmes de

comparaison profil-profil.
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I1.3.2.Evaluation de la validité des alignements calculés par PSI-
BLAST dans le signal non significatif.

Nous avons testé, dans le cas des 200 séquences définies précédemment, la cohérence
entre 1’alignement proposé par le logiciel PSI-BLAST pour deux séquences de la méme
superfamille et 1’alignement structural correspondant. Pour cela, nous avons comparé¢ la
distribution des valeurs de Qmod et Qdev (définit précédemment page 64) obtenues pour les
alignements entre membres d’une méme superfamille dont le score est significatif (e-value
comprise entre 0 et 10™) et ceux dont le score est non significatif (e-value comprise entre 107
et 1000). Rappelons que le calcul a été réalisé en comparant les alignements proposés par le

logiciel PSI-BLAST aux alignements structuraux de la banque S4 modifi¢e (cf Méthodes).

I.1.1.12Analyse de la qualité locale des alignements proposés par le
logiciel PSI-BLAST

Dans un premier temps, nous avons déterminé les Qmod associés aux alignements du
signal non-significatif afin de vérifier que les alignements proposés pour des séquences

d’homologues lointains par le logiciel PSI-BLAST correspondent a une réalité structurale.
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Figure 25 : Distribution des valeurs de Qmod pour les alignements non significatifs (e-
value > 0,001) (bleu) et significatifs (e-value < 0,001) (rouge) calculés par le logiciel
PSI-BLAST pour les 200 séquences étudiées. Les intervalles de valeurs de Qmod
exprimées en % sont indiqués en abscisse et les pourcentages d‘alignements
correspondants a chaque intervalle de valeurs de Qmod sont présentés en ordonnée.
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Figure 26 : Distribution du pourcentage d‘alignements de séquences de la méme
superfamille présentant un Qmod nul en fonction de la e-value. Pour chaque intervalle
de e-value le nombre d’alignements présentant un Qmod nul est dénombré puis rapporté
au nombre total d’alignements présents dans l'intervalle de e-value étudiée.
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Figure 27 : Distribution de la longueur moyenne des alignements du signal non-
significatif en fonction du Qmod. Pour calculer la longueur moyenne des alignements
associés a un Qmod nul sont exclus. Les alignements présentant des Qmod <20 sont
fusionnés en 1 classe unique.

La Figure 25 présente la distribution des Qmod associés aux séquences détectées de
maniere non significative (en bleu) et de manicre significative (en rouge). La distribution des
Qmod pour les séquences détectées de maniere non significative comprend deux pics, I’'un au
niveau des valeurs nulles de Qmod (environ 1000 cas soit ~35% de ’effectif) et I’autre au
niveau des valeurs de Qmod comprises entre 90 et 100 % (600 cas). Le nombre de cas reste
relativement constant pour des valeurs de Qmod comprises entre 20 et 80 % (environ 150 cas
soit pres de 5% de ’effectif dans chaque intervalle). Le maximum observé pour les Qmod

nuls indique que prés d’un tiers des séquences identifiées par PSI-BLAST est en réalité
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détecté de fagon fortuite car I’alignement proposé ne correspond pas a la réalité de
I’alignement structural. Néanmoins, pour deux tiers des séquences, les alignements de PSI-
BLAST correspondent au moins en partie a I’alignement structural. La Figure 26 présentant le
nombre d’alignements fortuits en fonction de la e-value montre que la proportion
d’alignements fortuits suit une distribution croissante en fonction de la e-value. Un point
étonnant concerne I’existence d’alignements fortuits considérés comme significatifs par PSI-
BLAST. Une analyse spécifique de ces cas montre qu’il s’agit de repliements possédant des
structures répétées et qu’un décalage global de I’alignement induit ces valeurs nulles. Nous
pouvons aussi observer que pour un intervalle de e-value compris entre 0,001 et 10, seul un
alignement sur cinq ne sera pas associ¢ a une correspondance structurale. Pour des e-values
supérieures a 10, le pourcentage d’alignements fortuits augmente rapidement, I’intervalle de

e-value compris entre 100 et 1000 présentant en moyenne 2 alignements fortuits sur 3.

Ce résultat est important a prendre en compte pour évaluer par la suite la pertinence des
stratégies de récupération des séquences d’homologues lointains. La Figure 27 représentant la
longueur moyenne des alignements en fonction du Qmod montre que, parmi les valeurs de
Qmod les plus élevées (comprises entre 90 et 100 %), on retrouve principalement des
alignements de petite taille (27 résidus en moyenne). Cette observation suggere que ces
alignements de petite taille correspondent a des HSP (cf introduction sur Blast, chapitre
1.2.2.3) qui n’ont pas pu étre étendus ou agrégés avec d’autres alignements. Dans ’intervalle
de Qmod compris entre 20 et 90 % ou chacun des intervalles représente environ 5% de
I’effectif, la Figure 27 nous permet d’observer que les alignements présentent des tailles
moyennes décroissantes de 160 a 60 résidus. Ces observations suggerent que pour les
alignements du signal non significatif présentant une taille supérieure a 100 résidus un
minimum de 50% des résidus est aligné de maniére erronée par rapport a une référence
structurale. Nous pouvons en conclure que parmi le signal non significatif du logiciel PSI-
BLAST les alignements de grande taille sont généralement de mauvaise qualité et qu’on ne
doit pas négliger les alignements de petite taille car ils peuvent étre associés sur toute leur

longueur a une réalité structurale.
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I.1.1.13Analyse des alignements proposés par le logiciel PSI-BLAST par
rapport a la longueur de I'alignement structural

L’analyse des alignements par le paramétre de Qdev doit permettre d’évaluer quelle
fraction de I’alignement structural global se retrouve bien alignée dans le signal non

significatif.

40
35
= 30
o
§25—7
S 20
S 15
X 10 H
ASRIPREEE
0’__-\ T T T \._
° &+ 2 R @ £ a 2 F 2 12
S N b A h E N b b 4
o o o o o o o o 8
Qdev

Figure 28: Distribution des Qdev des alignements considérés comme significatifs (e-value
<0.001) (en rouge) et non significatifs (e-value > 0.001) (en bleu) par le logiciel PSI-
BLAST. Les intervalles de valeurs de Qdev sont indiqués en abscisse et le pourcentage
d‘alignement dans chaque intervalle de e-value est présenté en ordonnée.
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Figure 29 : Distribution de la valeur moyenne des Qdev associés aux séquences
homologues détectées par le logiciel PSI-BLAST en fonction de la e-value. En ordonnée
figurent les Qdev moyens, en abscisse les e-values. Le Qdev moyen est déterminé en
excluant les alignements fortuits présentant un Qdev nul.
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La distribution des valeurs de Qdev associées aux séquences du signal significatif (en
rouge) et non significatif (en bleu) est présentée sur la Figure 28. En omettant le pic des
alignements fortuits présentant un Qdev nul, le profil de la distribution des séquences du
signal non-significatif est globalement décroissant et montre un pic correspondant aux
alignements qui recouvrent de 11 a 20 % de 1’alignement structural. Les séquences d’une
méme superfamille sont donc présentes dans le signal non significatif grace a la détection
d’une homologie avec une fraction faible des ¢éléments de structure qui composent ces
domaines. Cette situation contraste avec la distribution des valeurs de Qdev obtenues pour les

séquences détectées dans le signal significatif.

Dans ce cas, 1’alignement recouvre en moyenne prés de 50 % de I’alignement
structural. Pour un petit nombre d’alignements considérés comme significatifs par PSI-
BLAST, le Qdev est nul. Ces alignements ont aussi un Qmod nul et correspondent a des
repliements possédant des structures répétées. La Figure 29 montre la dépendance globale
existant entre les valeurs moyennes de Qdev et les e-value associées aux alignements. Pour
des e-values tres élevées (au-dela de 100), le taux de recouvrement des régions correctement
alignées devient tres faible (de 1’ordre de 15%). Autour des régions alignées, la divergence est

donc probablement trop forte pour permettre a 1’algorithme de Blast d’agréger d’autres HSP.

IT.4.Exemple de deux homologues lointains : deux domaines de
liaison au NADP : 1hxha et 1dih.

Pour illustrer les observations effectuées de fagon statistique sur 1’ensemble des 200
séquences, nous avons choisi de présenter un exemple de superfamille pour laquelle plusieurs
séquences sont détectées dans le signal non significatif avec des valeurs de Qmod
relativement ¢élevées. Ce type d’analyse peut nous permettre de mieux appréhender quelles

approches sont susceptibles d’aider a améliorer les limites des méthodes de détection.

Les domaines dlhxha et dldihl sont tous deux issus de la banque SCOP. Ces
domaines appartiennent a la classe des protéines a et B (o/pf) (Figure 30). Ils présentent un
repliement s’organisant en 3 couches (o/f/a) et s’articulant autour d’un ceeur composé de 6
brins . Ils sont décrits comme appartenant a la superfamille C.2.1 qui regroupe les domaines
de liaison au NADP présentant un repliement de type « Rossman-fold ». Le domaine 1hxha

appartient a la famille des « oxydoréductases tyrosine dépendante ». De son c6té, le domaine
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dldih appartient a la famille des domaines N-terminaux des protéines ressemblant aux

« glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogenases ».

L’analyse des résultats obtenus apres une recherche PSI-BLAST effectuée a partir du
domaine lhxha sur la SCOP40 a permis de détecter de maniére significative 32 membres de la
superfamille. 46 membres de la superfamille sont présents dans le signal non significatif
(evalue comprise entre 107 et 1000) et 36 membres de la superfamille ne sont pas détectés
pour des e-values supérieures a 1000. Le domaine 1dih se trouve précisément dans le signal
non significatif de PSI-BLAST calculé a partir de la séquence du domaine lhxha. Pour
¢valuer comment PSI-BLAST aligne entre eux ces deux domaines, intéressons nous a leur

structure.

L’alignement structural des domaines 1dih et 1hxha montre que ces deux domaines
possedent en commun une région composée de 5 hélices et 5 brins (Figure 31). A part ce coeur
conserve, il existe une grande variabilité au sein des boucles avec des insertions de grande
taille incluant des domaines repliés de facon autonome (Figure 30). L’identit¢ de séquence

globale est de 1’ordre de 10 %.

Figure 30 : La structure a gauche représente le domaine 1dih. En violet sont figurées les
hélices alpha, en orange les brins béta, en vert les boucles. La structure a droite
représente le domaine 1hxha. En bleu sont figurées les hélices alpha, en jaune les brins
béta et en vert les boucles. En gris sont représentées les structures secondaires
n‘appartenant pas au « Rossman-fold.
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Figure 31 : Superposition de la région structurale conservée entre les domaines d1hxha
et didih.

L’alignement non significatif calculé par le logiciel PSI-BLAST est présenté Figure
32. Le logiciel PSI-BLAST considére que l’alignement entre ces deux domaines est non
significatif (e-value= 365) et propose un alignement de ces deux séquences sur une portion de

26 acides aminés présentant 18% d’identité.

> d1dih_1 c.2.1.3 Dihydrodipicolinate reductase [ E. coli |
E-value = 365 Identities = (18%)
Query (lhxha): 8 VALVTGGASGVGLEVVK-LLLGEGAKV 33

+ G +G ++++ L EG ++
Sbjct (dldih): 6 RVAIAGAGGRMGRQLIQAALALEGVQL 32

Figure 32 : Descriptif de I'alignement et de la e-value obtenue pour la séquence de d1dih
lors de la requéte PSI-BLAST sur la banque SCOP40 effectuée a partir de 1hxha.

Figure 33 : Sur la gauche la structure du domaine 1dih. En violet sont figurées les hélices
a, en orange les brins béta et en vert les boucles. Sur la droite la structure du domaine
lhxha. En bleu sont figurées les hélices a, en jaune les brins béta et en vert boucles.
Dans I’'encadré rouge est figuré pour chacune des structures la région correspondant a la
portion d’alignement réalisé par le logiciel PSI-BLAST (Figure 32).

Au plan structural (Figure 33), cette portion d’alignement correspond a Ila
superposition de deux structures secondaires (un brin et une hélice) (Figure 33) présentes dans

la région structuralement conservée entre les deux séquences. Ces observations nous
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permettent d’illustrer la réalité structurale correspondant a I’homologie lointaine détectée au
niveau de la séquence. Nous avons vu précédemment que les alignements du signal non
significatif de PSI-BLAST présentent un taux de recouvrement trés faible par rapport a la
taille des séquences impliquées. Toutefois il semble que parmi ces séquences il existe des
portions de petite taille présentant un taux de conservation plus important car essentielles a la
structure 3D de I’ensemble ou a la fonction de la famille de protéines. Nous reviendrons a la
fin du chapitre IV sur cet exemple afin d’évaluer comment fonctionne la stratégie développée

dans cette these sur cet exemple particulier.

I1.5.Conclusions

Cette étude a permis de vérifier la présence de séquences d’homologues lointains dans
le signal non significatif du logiciel PSI-BLAST. De plus, nous avons pu démontrer que les
alignements non significatifs calculés par le logiciel PSI-BLAST dans I’intervalle (10, 1000)
rassemblent un ensemble de séquences enrichi en homologues lointains par rapport a un
¢chantillon aléatoire de la base de données. Nous avons par ailleurs observé que les séquences
d’homologues présentes au sein du signal non significatif sont de plus en plus nombreuses
lorsque la e-value augmente, mais, qu’en accord avec la définition de la e-value, leur
pourcentage par rapport au nombre de séquences détectées décroit jusqu’a 1% sur I’intervalle
de e-value [100-1000]. Nous avons montré que des alignements présentant des e-values
fortement non significatives (>100) sont associés a une réalité¢ structurale dans un nombre
important de cas (environ un tiers). Enfin, nous avons constat¢ que parmi le signal non
significatif du logiciel PSI-BLAST les alignements de grande taille sont généralement de
mauvaise qualité ; la taille moyenne des alignements corrects a plus de 90% est de seulement
trente résidus. Ces alignements corrects de faible taille peuvent correspondre a seulement
quelques ¢léments de structure secondaire, essentiels a la structure 3D ou a la fonction des

deux protéines.

Cette premiere analyse suggere I’importance de I’analyse du signal non significatif de
PSI-BLAST et souligne I’intérét de conserver un intervalle d’étude du signal non significatif
correspondant a des e-value de 0,001 a 1000. Néanmoins, dans ces conditions, le signal non
significatif est alors constitué d’un grand nombre de séquences, qui rend les expertises
manuelles laborieuses a réaliser et inenvisageables a grande échelle. Ceci renforce la nécessité

d’automatiser la procédure d’analyse de ce signal.
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Pour la suite, j’ai donc isolé un jeu de données test de 200 séquences issues de la
banque SCOP10, pour lesquelles plus de 5 séquences de la méme superfamille sont retrouvées
dans le signal non significatif de Psi-Blast. C’est sur ce jeu test que se fera la mise au point de

ma procédure de recherche d’homologues lointains.
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Chapitre III :Filtrage du signal non
significatif a I'aide des méthodes de
prédictions de structures secondaires.
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ITI.1.Introduction

L’étude réalisée au cours du chapitre II nous a montré qu’il existait des homologues
lointains au sein du signal non significatif généré par le logiciel PSI-BLAST. De plus, ces
homologues lointains sont six fois plus présents dans le signal non significatif que dans
I’ensemble de la base de données analysée. Le signal non significatif étant plus concentré en
homologues lointains que la base de données de séquences initiales, il constitue donc une base

intéressante pour initier I’identification d’éventuels homologues lointains.

Toutefois, le nombre important de séquences dans le signal non significatif constitue
une limite a ’exploration manuelle des séquences potentiellement intéressantes et nécessite le
développement d’outils d’analyse plus performants. Nous avons donc décidé d’utiliser une
premiere stratégie pour filtrer rapidement les séquences de ce signal en nous appuyant sur les
prédictions de structure secondaire. Une analyse plus fine, par des méthodes de comparaison

profil-profil plus coliteuses en temps de calcul, pourra alors étre réalisée par la suite.

Les prédictions de structure secondaire constituent une source d’information
structurale complémentaire dont ne tient pas compte le logiciel PSI-BLAST lors de son calcul
de score d’alignement. Pourtant, comme nous 1’avons décrit dans 1’introduction, I’information
structurale est mieux conservée au cours de 1’évolution que la séquence des acides aminés.
Des homologues lointains peuvent présenter des structures voisines associ€es a des séquences
tres divergentes. Dans le but de traiter I’ensemble des séquences le plus rapidement possible,
les prédictions de structures secondaires sur les séquences du signal non significatif ont été
effectuées sur séquences uniques sans passer par 1’étape de construction préalable d’un
alignement multiple . Bien que dans ce cas, la validité des prédictions soit a priori réduite (de
78 4 67 %) , les capacités discriminatives de cette méthode ont été explorées. Deux stratégies

différentes ont été envisagées.

1 - Une stratégie de comparaison locale des structures secondaires prédites. Notre hypothése
est que, dans I’alignement restreint généré par le logiciel PSI-BLAST, les structures
secondaires prédites pour la séquence d’intérét et un éventuel homologue lointain doivent
présenter une certaine similitude. Nous avons tent¢ d’évaluer le degré de similitude

permettant de discriminer un tel homologue lointain.
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2 - Une stratégie de comparaison globale des structures secondaires prédites. Dans ce cas,
nous avons émis 1’hypothése que la similitude entre structures secondaires prédites doit
s’étendre au-dela du segment aligné par le logiciel PSI-BLAST jusque sur I’ensemble du
domaine structural associé. Le domaine structural correspondant a la séquence entiere lorsque
I’on travaille sur la SCOP, nous avons cherché a déterminer si la comparaison des
compositions en structure secondaire des séquences potentiellement homologues permettait de

déduire quelles séquences étaient de vrais homologues de la séquence d’intérét.

II1.2. Méthodes

II1.2.1. Filtrage du signal non significatif a I'aide des prédictions de
structures secondaires de maniéere locale.

Les prédictions de structures secondaires ont été réalisées a 1’aide du logiciel PSI-
PRED (v.2.45) . Les trois structures secondaires considérées sont 1’hélice alpha (notée H), le

feuillet béta (noté E), et la structure désordonnée (notée C).

Une prédiction de structure secondaire a été réalisée sur les 200 séquences
s¢lectionnées dans I’analyse présentée dans le chapitre II. La prédiction a été effectuée sur un
alignement de la séquence construit a partir de séquences homologues identifiées dans la
banque nr a ’aide du logiciel PSI-PRED (4 itérations, e-value d’inclusion égale a 5.10*). Une
prédiction de structures secondaires a aussi été effectuée sur chaque séquence du signal non
significatif. Cette prédiction a été réalisée sur séquence unique et non sur un alignement, car
I’objectif est ici de filtrer le plus rapidement possible ce grand ensemble de séquences en
¢vitant de passer par une recherche d’homologues. Les prédictions sont effectuées sur la
région des séquences alignées dans le signal non significatif élargies de chaque coté de 30
acides aminés.

La concordance entre les prédictions de structures secondaires de chacune des
séquences de référence et des séquences constituant leur signal non significatif respectif est
évaluée a I’aide d’un score défini sur la Figure 34 : le Qsecpred. Ce score évalue la proportion
de positions dans 1’alignement pour lesquelles prédictions de structures secondaires en hélice

ou brin sont identiques.
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Nb structures locales prédites identiques
Qsecpred =

Nb de structures locales prédites

Séquence d’intérét
HHHHH
LTI
CCCEEEEEH
Séquence signal non significatif

Qsecpred = 5/10

v

Estimation de la concordance locale entre les structures
secondaires prédites

Figure 34 Schéma récapitulatif de I'approche utilisée lors du calcul du Qsecpred. Ce
score est égal au rapport du nombre de positions pour lesquelles il y a accord sur
I’élément de structure secondaire divisé par le nombre total de résidus de la séquence
d’étude initiale. Le calcul du Qsecpred s’effectue a partir des résidus prédits comme
appartenant a une hélice ou un brin.

II1.2.2.Filtrage du signal non significatif a I'aide des prédictions de
structures secondaires de maniere globale.

Dans un premier temps, nous avons exploré quels paramétres calculés a partir des
prédictions de structures secondaires permettraient de discriminer les séquences appartenant
aux classes A, B, C ou D de la classification SCOP (respectivement tout hélice a, tout feuillet
B, mixte a+f et mixte a/P). Pour cela nous avons étudié les capacités discriminatives de 3
facteurs, le taux d’hélices a prédites, le taux de feuillets B prédits, le taux d’alternances o/
prédits (Figure 35). Dans un premier temps, des prédictions de structures secondaires ont été
effectuées avec le logiciel PSI-PRED sur un ensemble de 4387 séquences issues de la
SCOP40 appartenant aux classes A, B, C et D. Ces prédictions ont été effectuées sur toute la

longueur de la séquence.

Afin de comparer la composition globale en structures secondaires des séquences
appartenant a chacune des classes, les pourcentages d’hélices o et de brins 3 ont été calculés.
Pour cela, plusieurs regles de décision ont été utilisées pour définir I’existence de ces
¢léments de structure :

— la taille minimale pour constituer un brin est de 3 résidus consécutifs prédits en brin.
— la taille minimale pour constituer une hélice est de 4 résidus consécutifs prédits en

hélice.
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— la taille minimale pour considérer 1’apparition d’une boucle et ainsi séparer deux
¢léments de structure secondaire est de 4 résidus consécutifs prédits comme

appartenant a une structure désordonnée.

Afin de discriminer entre les repliements de type o+p et o/f, le pourcentage
d’enchainements de deux éléments de structure secondaire identiques, appelé indice de
succession, a été calculé sur ’ensemble de la séquence (Figure 35). Pour les structures de type
a+P on suppose que ’indice de succession tend vers 100 % (nombreux enchainements de
structures secondaires de méme nature) tandis que pour des structures avec une alternance
fréquente de structures secondaires telles que les a/B, cet indice tend vers 0 % (chaque hélice

est suivie d’un brin et inversement).

Brin 1 Brin 2 Hélice 1 Hélice 2
1 T ™ T 3>
EEECCCCEEcCECCHHHHCCCCHHCccHH

Calcul du pourcentage d’hélices alpha:
nombre d’hélices / nombre d’éléments de structure secondaire = 50%
Calcul du pourcentage de brins béta:

Nombre de brins/nombre d’éléments de structure secondaire = 50%

Calcul de l'indice de succession:

Nombre d’enchainements d’éléments de structure secondaire identiques/ Nombre total
d’enchainements = 2/3 = 66%

Figure 35:
Schéma descriptif des principes de calcul des différents paramétres utilisés pour la
comparaison des prédictions de structures secondaires de maniére globale.

Les résultats de cette analyse globale ont permis de définir des seuils pour chacun des
trois parametres présentés Figure 35. Ces seuils ont ensuite été utilisés pour évaluer si la
prédiction de structures secondaires effectuée sur la globalité des séquences identifiées dans le

signal non significatif pouvait permettre de filtrer les homologues lointains.

Pour cela, une prédiction de structures secondaires a été réalisée sur I’alignement
multiple associé a chacune des 200 séquences de notre étude calculé avec logiciel PSI-PRED
(4 itérations sur la banque nr, e-value d’inclusion de 10™). Ensuite, pour chacune des
séquences du signal non significatif, les séquences ont été récupérées dans leur intégralité et
une prédiction de structures secondaires sur s€quence unique a été effectuée avec le logiciel
PSI-PRED. Les taux d’hélices a, de feuillets B et les indices de successions ont été calculés

sur la globalité des séquences et comparés pour effectuer 1’étape de filtrage.
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II1.3.Résultats

ITI.3.1.Utilisation des structures secondaires d’un point de vue local

Afin d’étudier le potentiel discriminant des prédictions de structures secondaires d’un
point vue local, les valeurs de Qsecpred ont été calculées pour I’intégralité des alignements
présents dans le signal non significatif généré par le logiciel PSI-BLAST pour nos 200 cas

d’étude.

Distribution des Qsecpred

@ Séquences homologues

m Séquences non homologues

% de l'effectif

(0'0)
(01'1)
(0z't1)
(0g'12)
(ov'Le)
(05°L¥)
(09°LS)
(02°19)
(08'12)
(06°18)
(ooL'Le)

Qsecpred (%)

Figure 36 : Distribution des Qsecpred des séquences homologues par rapport aux
séguences non homologues du signal non significatif. En ordonné figure le nombre
d’alignement, en abscisse les intervalles de Qsecpred (de 0 a 100% par intervalle de 10).
La distribution des séquences non homologues est représentée par I’histogramme rouge,
la distribution des séquences homologues par I’histogramme bleu.

Sur la Figure 36, la distribution des Qsecpred obtenus avec les séquences
d’homologues lointains est comparée a la distribution des Qsecpred obtenus avec les autres
séquences. Sur ce graphique, la distribution des Qsecpred associée aux séquences non
homologues du signal non significatif présente un maximum pour les Qsecpred nuls. La
distribution présente un second maximum pour la valeur de Qsecpred de 20 %. La
comparaison des effectifs cumulés nous permet d’observer que 50% des séquences non
homologues présentent des Qsecpred inférieurs a 20%. Il est intéressant d’observer que pour
des Qsecpred supérieurs a 20 %, les tendances des deux distributions sont relativement
semblables. Ces résultats nous informent qu’une proportion importante des alignements entre

séquences €tudices et séquences non homologues du signal non significatif est localisée au
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niveau d’¢léments de structures secondaires prédits comme identiques a ceux de la séquence
¢tudiée.

La distribution des Qsecpred associée aux séquences homologues du signal non
significatif s’organise de manicre croissante puis décroissante autour d’une valeur maximale
de Qsecpred de 30%. Nous observons aussi que le taux de séquences présentant un Qsecpred
nul est trés inférieur a celui observé pour des séquences non homologues (environ 20% de
I’effectif total en moins). De plus, une étude approfondie des séquences homologues
présentant un Qsecpred compris entre 0 % et 10 % montre que 90% des séquences sont
associés a un Qmod nul (Figure 25 du chapitre II), c'est-a-dire que 90% des séquences
présentant un Qsecpred de 0 % a 10 % sont associées a un alignement fortuit ne présentant
aucune réalité structurale. De maniére générale, ce type d’alignement ne présente que peu
d’intérét pour la suite de notre étude et ne constitue pas en soit une perte d’information

importante.

Ainsi, bien que le décalage entre les deux distributions soit faible, la proportion
d’alignements fortuits observés dans ’intervalle de 0 a 20 %, permet de proposer une valeur
seuil de filtrage entre séquences homologues et non homologues dans le signal non
significatif. La valeur seuil sélectionnée correspond a un Qsecpred de 20 %. Pour évaluer la
capacité de filtrage du signal non significatif de PSI-BLAST avec ce seuil de Qsecpred, nous
avons calculé, pour nos 200 cas d’étude, le nombre moyen de séquences homologues et non

homologues dans le signal non significatif avant et apres filtrage.

Proportion moyenne des homologues Proportion moyenne des homologues lointaing
lointains dans le signal non significatif dans le signal non significatif aprés filtrage avec
du logiciel PS-BLAST ['indice Qsecpred.
14 10
600 350

—

Figure 37 : Diagramme représentant la proportion de séquences homologues et non
homologues filtrées pour des valeurs de Qsecpred supérieur a 20 %. En vert est figurée
la proportion de séguences d’homologues lointains présentes dans le signal non
significatif, en rouge la proportion de séguences non homologues, en hachuré la
proportion de séquences non homologues filtrées.
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Sur les graphiques (Figure 37) on observe qu’initialement les séquences homologues
représentent environ 1% des séquences constituant le signal non significatif. Apres filtrage, le
nombre de séquences non homologues est réduit d’environ 40% alors qu’une perte de
séquences homologues de I’ordre de 25% est observée. Rappelons que parmi ces 25 %, la

plupart des séquences possedent un Qmod nul avec la séquence de référence.

Ainsi, cette approche permet d’éliminer un nombre conséquent de séquences non
homologues du signal non significatif. L’élimination reste néanmoins insuffisante pour
identifier directement les homologues lointains. En revanche, cette réduction du nombre de
séquence est susceptible de réduire fortement le nombre de constructions de profils requis

pour une étude approfondie basée sur les méthodes de comparaison profil/profil.

IT1.3.2. Utilisation des structures secondaires sur les séquences
globales.

Notre hypothése de travail est qu’en appliquant les prédictions de structures
secondaires a la globalité des séquences, il est possible d’identifier a quelle classe de la
classification SCOP une séquence appartient. Ainsi, on peut imaginer que si une séquence
d’intérét peut étre associée a I'une des quatre classes A, B, C et D (respectivement tout hélice
a, tout feuillet B, mixte o+ et mixte o/B), il est possible d’éliminer du signal non significatif

toutes les séquences prédites comme appartenant a une classe différente.

Nous avons analysé chaque classe indépendamment et évalué quel parameétre était le
mieux adapté pour éliminer du signal non significatif le maximum de séquences n’appartenant
pas a cette classe. Dans un premier temps, les classes A et B ont été étudiées en utilisant les
taux d’hélice a et de feuillet B pour caractériser leur appartenance a I'une ou 1’autre de ces

classes.

I.1.1.14Utilisation du taux d’hélice o

Pour chacune des 4387 séquences issues de la banque SCOP40, le taux d’hélice a a été
calculé a partir de la prédiction de structures secondaires réalisée sur la séquence entiere du
domaine. Les distributions des taux d’hélice a dans les séquences appartenant a la classe A
ont été ensuite comparées au taux d’hélices retrouvé chez les séquences n’appartenant pas a la

classe A.
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Figure 38 Distribution du taux d’hélice alpha prédit en fonction de I'appartenance ou non
a la classe A. En abscisse figure le taux d’hélice alpha (de 0 a 100 % par intervalle de 10
%), en ordonné les pourcentages de séquences au sein de l’effectif appartenant a chaque
intervalle. En bleu figure la distribution des séquences associées a la classe A. En rouge
figure la distribution des séguences n’étant pas associées a la classe A. L’étude est
réalisée sur 911 séquences appartenant a la classe A et 3476 séquences regroupant les
séquences des classes B, C et D.

Le graphique Figure 38 montre qu’il existe une différence au niveau des distributions du
taux d’hélice a des séquences de la classe A et de I’ensemble des autres classes. Les
séquences appartenant a la classe A suivent une distribution croissante avec un minimum
prédit d’environ 30% d’hélice a et un maximum (50% des cas) pour des taux d’hélice a
compris entre 90 et 100 %. En revanche, les séquences n’appartenant pas a la classe A suivent
une distribution centrée autour d’un maximum (25% des cas) pour des taux d’hélice o

compris entre 40 et 50 %.

Ces données montrent que lorsqu’une séquence présente un taux d’hélice a prédit
supérieur a 70 % il est possible de lui assigner un repliement de type pur hélice a (classe A).
Un tel filtre permet d’éliminer 75 % des séquences n’appartenant pas a la classe A tout en
conservant 70 % appartenant a la classe. Il est envisageable d’utiliser ce seuil afin de filtrer le

signal non significatif des séquences présentant un taux d’hélice supérieur a 70%.

90



CHAPITRE Il : Filtrage du signal non significatif a I'aide des méthodes de prédiction de
structures secondaires.

I.1.1.15Utilisation du taux de feuillets S.

En suivant la méme approche que celle décrite précédemment, la distribution du taux

de feuillets B a été calculée et comparée au taux de feuillet B des s€quences n’appartenant pas

a la classe B.
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Figure 39 : Distribution du taux de feuillet B prédit en fonction de I'appartenance ou non
a la classe B. En abscisse figure le taux de feuillet B (de 0 a 100 % par intervalle de 10
%), en ordonnée les pourcentages de séquence au sein de l’effectif appartenant a
chaque intervalle. En bleu figure la distribution des séquences associées a la classe B. En
rouge figure la distribution des séquences n’étant pas associées a la classe B. L’étude est

réalisée sur 1093 séquences issues de la classe B et 3294 séquences regroupant les
séqguences des classes A, C et D.

Le graphique de la Figure 39 montre que la distribution des taux de feuillets B prédits
dans les séquences de la classe B est décalée par rapport a celle observée pour les autres
classes. Comme précédemment le choix d’un taux de feuillets B seuil de 70 % pour conclure a
I’appartenance a la classe B semble bien adapté. Au-dessus de ce seuil, on peut estimer que la
séquence d’intérét et celle du signal non significatif adoptent un repliement en pur feuillet p.
Ce seuil permet de récupérer environ 60% des séquences appartenant a la classe B tout en

¢liminant environ 90% des séquences n’appartenant pas a la classe B.
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I.1.1.16Analyse de l'indice de succession des structures secondaires dans
les classes C et D.
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Figure 40 : Distribution de lindice de succession. En abscisse figure le pourcentage
d’enchainements de deux éléments de structure secondaire identiques (de 0 a 100 % par
intervalle de 10 %), en ordonnée le pourcentage de séquences associées aux intervalles
d’indices de succession. En rouge figure la distribution des séquences associée a la
classes C (a+p) , en bleu figure la distribution des séquences appartenant a la classe D

(a/B). Létude est réalisée sur 1101 séquences de la classe C et 1282 séquences de la
classe D.

L’indice de succession a été calculé selon la méthode décrite sur la Figure 35 pour les
séquences appartenant aux classes C et D parmi les 200 séquences de notre échantillon
d’¢tude et les séquences appartenant au signal significatif et non significatif du logiciel
PSI-BLAST. Nous avons vu que les taux d’hélices a et de feuillets f pouvaient étre en mesure
de séparer en partie les classes A et B des autres classes présentes parmi un ensemble de
séquences. Toutefois ces résultats ne s’appliquent pas aux compositions mixtes a+f3 et o/p des
structures secondaires associées aux séquences appartenant aux familles C et D. Nous avons

donc envisagé d’utiliser I’indice de succession (Figure 35) afin de séparer ces deux classes.

Sur le graphique Figure 40 nous pouvons voir qu’il est difficile de discerner un
décalage entres les séquences appartenant a la classe C (o+f) et D (a/f). En effet, les
distributions de I’indice de succession dans les classes C et D suivent des distributions
centrées autour des indices de successions compris entre 20 et 40% : environ 27% des cas

pour les séquences appartenant a la classe C pour 21% des cas appartenant a la classe D. La
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superposition globale des deux distributions ne permet pas d’envisager une séparation des

séquences des classes C et D sur un critére tel que I’indice de succession.

I.1.1.17Evaluation de la récupération des homologues du signal non
significatif a l'aide de I'utilisation des prédictions de structures
secondaires d’un point de vue global.

Pour la suite de cette étude, nous avons évalué les seuils permettant de distinguer les
classes A, B, C et D. Les seuils utilisés sont les suivants et sont répertoriés dans la Figure 41 :
— une séquence appartient a la classe A, si elle présente un taux d’hélices a prédit
supérieur a 70%
— une séquence appartient a la classe B, si elle présente un taux de feuillets B prédit
supérieur a 70%
— une séquence appartient a la classe C ou D si elle présente des taux de feuillets B et
d’hélices a inférieurs a 70%.

L’indice de succession n’a pas €té repris au vu de ses faibles performances discriminatives.

Brin > 70% Brins B <70% et helices a < 70% | Hélice a > 70%

Classe B Classe CouD Classe A

Figure 41 : Tableau récapitulatif des seuils de pourcentage de structure secondaire
employés afin de filtrer les séquences du signal non significatif.

Ces valeurs seuils sont utilisées afin de réaliser un filtrage du signal non significatif. Ce
filtrage aura pour objectif de récupérer uniquement les séquences appartenant a la classe de la
séquence ¢tudiée. La qualité du filtrage est évaluée pour les séquences appartenant aux classes

A, B, C et D parmi les 200 séquences de notre étude.
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structures secondaires.
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Figure 42 : Diagramme représentant la proportion de séguences homologues et non
homologues filtrées pour les séquences appartenant a la classe A (en haut) et la classe B
(en bas). En vert, le nombre moyen de séquences homologues présentes dans le signal
non significatif, en rouge, le nombre moyen de séquences non homologues dans ce
signal, en hachuré le nombre moyen de ségquences non homologues éliminées. Les
chiffres verts représentent le nombre moyen de séquences homologue, les chiffres
rouges le nombre moyen de séquences homologues. Enfin, en jaune, le nombre moyen
de séquences homologues éliminées a tord. Cette étude porte sur 29 séquences
appartenant a la classe A et 28 séquences de la classe B au sein des 200 cas d’études.

Les résultats du filtrage par le taux d’hélices a ou de feuillets f montrent que pour les
séquences prédites avec un taux de structures secondaires supérieur a 70%, le filtrage du
signal non significatif permet d’éliminer environ 80% du signal non significatif. Néanmoins,
cette sélection entraine la perte d’environ 50% des séquences d’homologues lointains
appartenant au signal non significatif de la classe A et 33% des séquences de la classe B
(Figure 42). On peut suggérer que cette perte de séquences homologues apres filtrage est due
a D’existence d’une variabilité structurale trop importante entre certains homologues lointains

(insertion de boucles contenant des €¢léments de structure secondaire) pour permettre leur
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détection en s’appuyant sur 1’analyse des prédictions de structures secondaires calculées de

fagon globale.

La Figure 43 présente les résultats du filtrage par I'utilisation couplée du taux d’hélice
a et de brins B pour sélectionner les s€quences appartenant a la classe C ou D. On observe
que pour les séquences présentant initialement des taux de feuillets et d’hélices inférieurs a
70%, la filtration du signal non significatif ne permet d’éliminer que 30% du signal non
significatif ; la méthode présente alors une spécificité moins importante que celle obtenue lors
de I'utilisation des prédictions de secondaires de maniére locale. La perte des séquences
homologues présentes au sein du signal non significatif est de 1’ordre de 20%. Ainsi,
I’utilisation des prédictions des taux d’hélice a et de feuillets B afin de filtrer le signal non
significatif ne permet pas d’obtenir une spécificité intéressante pour les séquences appartenant

aux classes C et D.

Classes C et D

335

#

480

Apres Filtration & I'aide de;
Initialernent - Taux d'hélice alpha < 70%
- Taux de brins beta < 70%

Figure 43 Diagramme représentant la proportion de séquences homologues et non
homologues filtrées pour les séquences appartenant aux classes C et D. En vert est
figurée la proportion de séquences homologues présentes dans le signal non significatif,
en rouge la proportion de séquences non homologues, en hachuré la proportion de
séquences non homologues filtrées. En jaune le pourcentage de séquences homologues
filtrées. Les chiffres verts représentent le nombre moyen de séquences homologues, les
chiffres rouges le nombre moyen de séquences non homologues. Cette étude porte sur
80 séquences appartenant aux classes C et D au sein des 200 cas d’études.
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I11.3.3.Etude de la complémentarité des stratégies locales et
globales pour le filtrage du signal non significatif réalisé avec
les prédictions de structures secondaires.

Pour conclure cette analyse un croisement des résultats obtenus dans les sections
précédentes a été effectué pour explorer la complémentarité des stratégies de prédiction de
structures secondaires locales et globales. Cette étude a été réalisée pour les séquences
appartenant aux classes A et B et présentant respectivement un taux d’hélice a et de feuillet
supérieur a 70 %. Les séquences appartenant aux classes C et D et présentant un taux d’hélice
a et de feuillet B inférieur a 70 % n’ont pas été retenues pour cette analyse complémentaire a

cause du peu de spécificité apportée par la filtration par I’approche globale.

Pour les séquences appartenant a la classe A

Croisement des résultats obtenus a la suite des filtrations réalisées pour les séquences
appartenant a la classe A

Filtration a I'aide Filtration a I'aide
de I'approche locale de I'approche globale

93

Proportion de séquences filtrées lors du
croisement

488
285
Proportion initiale
des
séquences homologues et non homologues

Proportion finale des séquences homologues et
non homologues

Figure 44 Diagramme représentant les proportions de séquences homologues et non
homologues filtrées pour les séquences appartenant a la classe A. Au sein des
diagrammes : en vert est figurée la proportion de séquences homologues présentes dans
le signal non significatif, en rouge la proportion de séquences non homologues, en
hachuré la proportion de séquences non homologues filtrées, en jaune le pourcentage
de séquences homologues filtrées. Les chiffres verts représentent le nombre moyen de
séqguences homologue, les chiffres rouges le nombre moyen de séquences homologues.
Pour cette étude 29 séquences appartenant a la classe A sont analysées.
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Pour les séquences appartenant a la classe B

Croisement des résultats obtenu a la suite des filtrations réalisées pour les séquences
appartenant a la classe B

Filtration a I'aide de I'approche locale Filtration a I'aide de I'approche globale

642

Proportion initiale
des
séquences homologues et non homologues

‘ ) ‘ :
Proportion de séquences filtrées lors du
croisement

83

Proportion finale
des
séquences homologues et non homologues

Figure 45 : Diagramme représentant la proportion de séquences homologues et non
homologues filtrées pour les séquences appartenant a la classe B. En vert est figurée la
proportion de séquences homologues présentes dans le signal non significatif, en rouge
la proportion de séquences non homologues, en hachuré la proportion de séguences non
homologues filtrées. En jaune le pourcentage de séquences homologues filtrées. Les
chiffres verts représentent le nombre moyen de séquences homologues, les chiffres
rouges le nombre moyen de séquences non homologues. Pour cette étude 28 séquences
appartenant a la classe B sont analysées.

Le croisement des données des approches locales et globales pour les séquences
appartenant a la classe A (Figure 44) et a la classe B (Figure 45) permet d’éliminer 80% des
séquences non homologues présentes lors de la filtration du signal non significatif a 1’aide
d’une approche locale. De plus cette approche permet également d’optimiser le filtrage a
I’aide de I’approche globale en éliminant environ 45% des séquences non homologues
présentes. Cependant ce double criblage entraine au final une perte moyenne de 55% des
homologues présents au sein du signal. Pour les séquences de la classe A, ce double filtrage
entraine ainsi en moyenne la perte de 5 séquences homologues (~60% de perte). Pour les
séquences de la classe B : 7 séquences homologues (~60% de perte)

Le croisement de ces données entraine une perte non négligeable des homologues

présents dans le signal non significatif. Cette perte est trop importante au regard de la faible
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¢limination des séquences non homologues. L’intérét d’un tel croisement apparait donc

discutable dans le cadre d’une recherche d’homologues lointains.

II1.4. Conclusions

Au cours de ce chapitre nous avons vu que les prédictions de structures secondaires
utilisées avec une stratégie locale ou globale se révelent tout a fait intéressantes pour filtrer le
signal non significatif. L’approche globale présente des résultats intéressants pour les
domaines présentant une organisation en structures secondaires prédites a plus de 70% en
hélices o ou en feuillets B. En dehors de ces conditions, cette stratégie n’apporte pas de
performances intéressantes. De plus, les tests réalisés pour 1’étude de I’approche globale sont
effectués sur une banque de séquences de domaines; 1’utilisation de cette approche sur une
banque de séquences comportant plusieurs domaines pose des difficultés pour définir la zone
sur laquelle doit étre effectuée la prédiction de structure secondaire en vue d’une analyse
« globale ». Pour la suite de cette étude nous avons donc préféré 1’utilisation d’une approche
locale des prédictions de structures secondaires. Cette approche, parfois moins efficace que
I’approche globale en termes de filtrage, permet toutefois d’étre utilisée sur n’importe quel
type de séquences. Elle permet un filtrage correct d’environ 40 % des séquences non
homologues du signal non significatif. Par ailleurs, nous avons observé que la majorité des
séquences homologues perdues lors de la filtration était associée a un alignement structural
fortuit. Enfin, cette étape est rapide a calculer : une prédiction de structure secondaire sur
séquence unique réalisée sur le signal non significatif d’une sortie PSI-BLAST composée de

600 séquences ne prend que quelques minutes.

L’une des perspectives de ces travaux est d’utiliser des méthodes de prédictions de
structure secondaire plus fiables. En effet, les prédictions de structure secondaire effectuées
sur séquence unique par le logiciel PSI-PRED présentent une fiabilité¢ limitée (68 %), et des
méthodes plus récentes (cf chapitre VI) devraient permettre de mieux discriminer les vrais

homologues structuraux des faux positifs de PSI-BLAST.

De manicre générale, le filtrage par les deux méthodes de prédiction de structure
secondaire proposées n’est pas assez efficace pour réaliser aisément une analyse manuelle
approfondie de I’ensemble des séquences selectionnées en vue de détecter des homologues
lointains. Afin de gagner en capacité de filtrage, nous avons exploré les potentialités des

méthodes de comparaison profil/profil.
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Chapitre IV :Filtrage du signal non
significatif a I'aide des méthodes de
comparaison profil/profil
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IV.1. Introduction

L’identification d’homologues lointains au sein des séquences alignées de fagon non
significative par le logiciel PSI-BLAST nécessite d’intégrer des informations supplémentaires
pour ¢éliminer les alignements fortuits et sélectionner ceux potentiellement intéressants.
L’étude réalisée dans le chapitre III a montré que I’utilisation des prédictions de structure
secondaire permettait de réaliser un filtrage du signal non significatif réduisant de manicre
conséquente le nombre de séquences non homologues tout en conservant pratiquement
I’intégralité¢ des homologues lointains. Néanmoins, cette approche rapide reste peu spécifique

et nécessite d’étre couplée a une détection plus stricte pour présenter un intérét pratique.

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats obtenus avec une seconde stratégie
s’appuyant sur les comparaisons profil/profil a 1’aide des logiciels COMPASS et HHsearch.
Comme décrit dans I’introduction, ces deux méthodes sont basées sur des algorithmes trés
différents. Elles présentent des performances tout a fait intéressantes individuellement
susceptibles d’étre encore améliorées par une exploitation conjointe des résultats. Pour chaque
séquence alignée dans le signal non significatif de PSI-BLAST avec une des 200 séquences
de la base test générée au chapitre II, un profil a été généré (Figure 46). Chaque profil a
ensuite été comparé au profil associé a la séquence de référence et nous avons ensuite estimé
les valeurs de scores pour lesquelles la discrimination entre homologues lointains et non
homologues était effective. La construction des profils constitue une étape coliteuse en temps
de calcul et nous avons donc exploré dans la suite comment un couplage entre les approches

rapides de prédiction de structure secondaire et les comparaisons profil/profil pourrait

améliorer ’efficacité de la recherche.
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Construction d'un profil référence a partir
des séquences détectées de maniére significative
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2 E' Comparaison du profil référence avec chacun des profils
I

ses séquences du signal non significatif
Construction d'un profil pour chacune
des séquences du signal non significatif

N

profil/profil.

Figure 46 : Schéma récapitulatif de la filtration du signal non significatif a l'aide des

méthodes de comparaison profil a profil.
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IV.2.Méthodes

IV.2.1.Construction des alignements de références.

Pour chacune des 200 séquences de référence (cf chapitre II), une recherche de
séquences homologues a été effectuée avec le logiciel PSI-BLAST (v. 2.2.13) (4 itérations, e-
value d’inclusion de 5.10) sur la banque de données de séquence nr (septembre 2004). Les
alignements avec chacune des séquences détectées présentant une e-value inférieure a 107
sont inclus dans I’alignement de référence. Les alignements par paires sélectionnés sont
ensuite convertis de maniére a former un alignement multiple global de référence sans
I’emploi d’une étape d’alignement multiple additionnelle (utilisationde 1’option « query
anchored » du logiciel PSI-BLAST). Les 200 alignements ainsi générés sont désignés dans la

suite par le terme d’alignements de référence.

IV.2.2. Construction des alignements tests.

Comme nous 1’avons vu au cours du chapitre II, les alignements proposés parmi les
séquences du signal non significatif sont généralement de petite taille. Afin que la recherche
d’homologues ne soit pas limitée par la taille des fragments alignés, 30 résidus ont été ajoutés
aux extrémités des fragments alignés dans le signal non significatif. Pour chacun des
fragments de séquences «élargis» présents dans l’intervalle de e-value non significatif du
logiciel PSI-BLAST [107;1000] de chacune des séquences référence, une recherche de
séquences homologues a été effectuée sur la banque nr (septembre 2004) avec le logiciel PSI-
BLAST (v. 2.2.13) (4 itérations, e-value d’inclusion égale a 5.10). Les alignements par
paires pour les séquences présentant des e-value inférieures a 10~ sont convertis en
alignement multiple. L’ensemble des alignements réalisés pour chacune des séquences du

signal non significatif sera défini sous le terme d’alignement test.

IV.2.3.Prédiction des structures secondaires.

Pour chaque séquence référence et chaque séquence test du signal non significatif une
prédiction de structure secondaire a été effectuée a I’aide du logiciel PSI-PRED (v. 2.45). Ces
prédictions ont été effectuées a partir d’un alignement de séquences multiple généré par

logiciel PSI-PRED (4 itérations, e-value d’inclusion égal a 10™*). Ces prédictions ont ensuite
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été intégrées dans les fichiers d’entrée du logiciel HHsearch afin de tester 1’apport de la

prédiction de structure secondaire.

IV.2.4. Construction des profils et comparaison profil/profil.

Afin de réaliser une analyse comparative nous avons employ¢ les deux logiciels de
comparaison profil/profil : COMPASS (v. 1.24) et HHSearch (v. 1.2.0) avec les options
standard des deux programmes. Lors de ['utilisation du logiciel COMPASS, il n’est pas
nécessaire d’effectuer un post-traitement suite a la construction des alignements. Les deux

alignements au format CLUSTAL sont directement exploitables par le logiciel.

L’utilisation du logiciel HHsearch, nécessite plusieurs étapes de traitement suite a la
construction des alignements. Pour obtenir des e-values correctes, il est nécessaire de calibrer
le profil HMM requéte sur la base de données regroupant un échantillon représentatif de
profils issus de la banque SCOP. Pour les prédictions de structures secondaires, elles ont été
intégrées dans I’en-té€te du fichier HMM en respectant la position des insertions dans la
premiére séquence du profil. Les trois états prédits (H, E, C) ont été intégrés ainsi que les
indices de confiance calculés par PSI-PRED. Dans le cas ou les structures secondaires sont
prises en compte, il est nécessaire de calibrer a nouveau le profil HMM. Pour chaque
séquence référence, I’ensemble des profils tests sont regroupés dans un méme fichier pour
former une base de données contenant I’ensemble des profils des séquences détectées de

facon non significative pour cette séquence.

Pour le logiciel COMPASS, la comparaison s’effectue par paire entre le profil référence
et chacun de ces profils tests respectifs. Pour le logiciel HHsearch, le profil référence est

comparé a I’ensemble de la base de profils tests.

IV.2.5.Filtrage du signal non significatif.

Deux stratégies ont été testées pour filtrer le signal non significatif.

(i)  Utilisation des comparaisons profil/profil uniquement.

Pour chacune des séquences présentes parmi les résultats non significatifs des requétes
PSI-BLAST, une comparaison profil/profil est effectuée entre le profil de la séquence
d’intérét et le profil d’une séquence du signal non significatif (Figure 46). Les scores calculés

par les logiciels COMPASS et HHsearch doivent permettre de fixer un seuil de décision
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séparant les détections fortuites du logiciel PSI-BLAST des séquences présentant
potentiellement une relation d’homologie lointaine.

(i)  Utilisation des méthodes de prédiction de structures secondaires suivies des

comparaisons profil/profil.

Cette stratégie vise a accélérer le processus d’analyse du signal non significatif.
L’objectif est d’évaluer si I’utilisation des prédictions de structure secondaire en amont des
comparaisons profil/profil est capable de pré-filtrer efficacement le nombre de profils a
comparer. Pour cela, nous utilisons le paramétre Qsecpred, introduit au chapitre III et calculé
a partir de 1’alignement local des prédictions de structure secondaires. Les critéres utilisés
pour effectuer cette filtration ont été définis dans le chapitre III :

- Les séquences présentant un Qsecpred inférieur a 20 % sont considérées comme non
homologues a la séquence étudiée.

- Les séquences présentant un Qsecpred supérieur a 20 % sont considérées comme des
homologues lointains potentiels du signal non significatif et seront étudiées par la suite a

I’aide d’une approche profil/profil.
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IV.3. Résultats

IV.3.1. Qualité des alignements et capacité discriminante des
logiciels COMPASS et HHsearch pour le traitement du signal
non significatif de PSI-BLAST.

I.1.1.18. Evaluation de la qualité des alignements des séquences
homologues calculés par le logiciel COMPASS.

Aprés qu’un profil ait été construit pour chaque séquence du signal non significatif, il
est comparé au profil calculé a partir de la séquence d’intérét a I’aide du logiciel COMPASS.
Dans la suite de cette analyse, nous avons évalu¢ d’une part, la qualité des alignements
fournis par COMPASS, et d’autre part, la capacité discriminante des scores associés a chacun
de ces alignements dans le but de repérer les séquences homologues du signal non significatif.
Nous avons tout d’abord évalué la qualité locale des alignements en comparant les valeurs du
parametre Qmod (définis au chapitre II) obtenu avec les logiciels PSI-BLAST et COMPASS
(Figure 47).
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Figure 47 : Distributions des Qmod pour les alignements réalisés par le logiciel COMPASS
et Psiblast a partir des séquences du signal non significatif du logiciel PSI-Blast. En
abscisse figurent les intervalles de Qmod. En ordonnée figure le nombre d‘alignements
associés a un Qmod donné. En bleu figurent les résultats du logiciel PSI-Blast. En rouge
figurent les résultats du logiciel COMPASS.

Sur la Figure 47, les valeurs de Qmod obtenus avec le logiciel COMPASS
(histogramme rouge), atteignent deux maxima : un pic pour les alignements présentant une
valeur de Qmod nulle (20% des cas) ainsi qu’un 2° pic pour des valeurs de Qmod comprises
entre 90 et 100 (25% des cas). Si on cumule I’ensemble des cas présentant un Qmod non nul,

on voit que le nombre d’alignements présentant une valeur de Qmod non nul représente ~80%
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des cas. Passé le premier pic correspondant & un Qmod nul, la suite de la distribution des
Qmod est croissante. 90 % des alignements possédant un Qmod non nul atteignent une

précision assez €levée, correcte sur plus de 50 % des positions alignées.

En comparaison des Qmod associé¢ aux alignements calculés par le logiciel PSI-BLAST
(histogramme bleu), les résultats de COMPASS présentent une nette amélioration :

- le pourcentage d’alignements possédant un Qmod nul est de 10% inférieur dans le cas
de COMPASS. Ainsi, pour ~33% des alignements PSI-BLAST pour lesquels ’alignement
¢tait enticrement décalé (Qmod nul), le logiciel COMPASS parvient a réajuster partiellement
I’alignement local de maniere exacte. Ce réalignement peut étre attribué a plusieurs facteurs,
(1) un réalignement au sein méme du fragment de séquence qui était aligné dans le signal
significatif, (ii) un réalignement correct en dehors du fragment aligné, dans les extensions
ajoutées pour ¢largir la longueur de la séquence test (30 résidus de chaque coté).

- il existe une différence de distribution entre les deux distributions (bleue et rouge)
suggérant que la qualité des alignements augmente sensiblement avec le programme

COMPASS.
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Figure 48 : Distributions des Qdev pour les alignements réalisés par le logiciel COMPASS
(rouge) et PSI-BLAST (bleu) a partir des séquences du signal non significatif du logiciel
PSI-BLAST. En abscisse, figurent les intervalles de Qdev (de 1% a 100% par pas de
10%). En ordonnée figure le nombre d’alignements associés a un intervalle de Qdev
donné.

Pour évaluer si ’augmentation de qualité mise en évidence par le Qmod est associée a
un allongement des régions alignées, les valeurs du paramétre Qdev ont été calculées et
reportées Figure 48. Sur cette figure, les distributions des valeurs de Qdev obtenues avec PSI-

BLAST et COMPASS sont comparées (Figure 48). La différence majeure entre les deux
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distributions est concentrée sur les valeurs de Qdev comprises entre 0 et 10 %. Il apparait que
les 10 % d’alignements ne possédant plus un Qdev nul avec COMPASS se retrouvent
exclusivement avec des Qdev dans I’intervalle (1%,10%). Ainsi, COMPASS ne favorise pas
I’augmentation de la taille des régions alignées, et ce bien que les fragments extraits du signal
non significatif soient allongés de 30 acides aminés de part et d’autre de la région alignée. La
présence caractéristique de grandes insertions ou délétions entre les séquences de protéines
trés divergentes est une propriété qui peut expliquer cette incapacit¢ de COMPASS a

augmenter la taille des régions alignées.

I.1.1.19 Evaluation de la qualité des alignements des séquences
homologues calculés par le logiciel HHsearch.

Une étude similaire a été réalisée sur le logiciel HHsearch avec et sans contribution des
scores de prédictions de structures secondaires. Dans la suite de ’analyse, les approches
utilisant le logiciel HHsearch avec ou sans les prédictions de structures secondaires seront
respectivement définie par les termes HHss ou HHnoss. Comme précédemment, les Qmod
des alignements de séquences homologues lointains au sein du signal non significatif obtenus
avec les logiciels PSI-BLAST et HHsearch ont été reportés Figure 49 (avec et sans la

contribution des prédictions de structure secondaire).
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Figure 49 : Distributions des Qmod pour les alignements réalisés par le logiciel HHsearch
(HHss, HHnoss) et PSI-Blast a partir des séquences du signal non significatif du logiciel
PSI-Blast. En abscisse figurent les intervalles de Qmod. En ordonnée figure le nombre
d‘alignements associés a un Qmod donné. La distribution des Qmod des alignements
proposés par le logiciel PsiBlast est représentée en bleu. Les résultats de l‘analyse
réalisée par le logiciel HHss sans prédiction de structure secondaire sont présentés en
bordeaux. Les résultats de l'analyse réalisée par le logiciel HHss avec prédiction de
structure secondaire sont présentés en jaune.
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Les distributions observées sont sensiblement différentes de celles obtenues avec le logiciel
COMPASS. Tout d’abord, on n’observe pas de diminution importante du nombre
d’alignements possédant des Qmod nuls entre PSI-BLAST et HHsearch. L’utilisation des
structures secondaires permet néanmoins de rattraper 5 % des cas (contre 10 % avec
COMPASS). Par ailleurs, on note une amélioration importante de la qualité¢ des alignements
avec 40% des alignements calculés par HHsearch qui possédent un Qmod supérieur a 90 % au
lieu de 20 % avec PSI-BLAST. L’ajout du score de prédiction de structure secondaire ne
semble pas affecter significativement cette proportion. Les caractéristiques observées pour les
trois méthodes de comparaison profil/profil sont synthétisées sur la Figure 50. La figure
illustre bien la meilleure capacité de COMPASS a corriger des alignements enti¢rement
erronés (Qmod nuls) et la meilleure capacit¢ de HHsearch a générer des alignements précis.
Toutefois, a ce stade de I’analyse, il n’est pas possible de discerner si la différence de
précision est influencée par la taille des alignements proposés par les deux méthodes. En effet
ces résultats pourraient résulter d’alignements plus courts du logiciel HHsearch présentant une
précision plus importante a 1’opposé d’alignements COMPASS de tailles plus importantes

associés a un plus grand nombre d’erreur.
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Figure 50 : Distributions des Qmod pour les alignements réalisés par le logiciel HHsearch
(HHss, HHnoss) et COMPASS a partir des séquences du signal non significatif du logiciel
PSI-Blast. En abscisse figurent les intervalles de Qmod. En ordonnée figure le nombre
d‘alignements associés a un Qmod donné. La distribution des Qmod des alignements
proposés par le logiciel COMPASS est représentée en bleu. Les résultats de l'analyse
réalisée par le logiciel HHss sans prédiction de structures secondaires sont présentés en
bordeaux. Les résultats de l'analyse réalisée par le logiciel HHss avec prédiction de
structures secondaires sont présentés en jaune.
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Pour répondre a cette question, les Qdev des alignements obtenus avec le logiciel
HHsearch pour les séquences homologues au sein du signal non significatif ont été comparés

aux Qdev des alignements obtenus avec les logiciels COMPASS et PSI-BLAST (Figure 51).
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Figure 51 : Distributions des Qdev pour les alignements réalisés par les logiciels PSI-
BLAST, HHsearch (HHss, HHnoss) et COMPASS a partir des séquences du signal non
significatif du logiciel PSI-BLAST. En abscisse figurent les intervalles de Qdev (de 1 a
100% par pas de 10%). En ordonnée figure le nombre d’alignements associés a un Qdev
donné. La distribution des Qdev des alignements proposés par le logiciel PSI-BLAST est
représentée en bleu. Les résultats de [|‘analyse réalisée par le logiciel HHss sans
prédiction de structures secondaires sont présentés en bordeaux. Les résultats de
l'analyse réalisée par le logiciel HHss avec prédiction de structures secondaires sont
présentés en jaune. Les résultats de l'analyse réalisée par le logiciel COMPASS avec
prédiction de structure secondaire sont présentés en bleu clair.

Les distributions obtenues avec HHss ou HHnoss sont relativement équivalentes. Pour des
valeurs de Qdev comprises entre 1% et 10%, on observe une différence notable entre les
méthodes HHsearch et la méthode PSI-BLAST. Les deux variantes de HHsearch générent
deux fois plus d’alignements (35 % des alignements) possédant ces faibles valeurs de Qdev
que PSI-BLAST (15 % des alignements). Cette variation ne s’explique pas par ’amélioration
des alignements possédant des Qdev nuls avec la méthode PSI-BLAST car les pourcentages
d’alignements possédant des Qdev nuls sont équivalents pour les HHnoss et PSI-BLAST
(~30% des alignements). L’interprétation plus probable est que des alignements relativement
longs, mais en partie faux, obtenus avec PSI-BLAST ont été raccourcis par les méthodes
HHsearch en optimisant la qualité des alignements. Ainsi, I’amélioration de la qualité des
alignements par les méthodes HHsearch révélée par 1’analyse du Qmod (Figure 49 et Figure
50) se fait au détriment de la longueur des alignements. Cette situation differe donc

sensiblement des résultats obtenus avec le logiciel COMPASS (Figure 48). Par rapport a
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COMPASS, la proportion d’alignement avec des Qdev inférieurs a 10 % pour les méthodes
Hss et HHnoss montrent que ces dernieres génerent davantage d’alignements de trés courtes
tailles. Au contraire, pour des Qdev supérieurs a 20 %, la proportion d’alignements
COMPASS est 10% supérieure a celles des alignements réalisés avec le logiciel HHsearch.
On peut donc résumer les caractéristiques des alignements obtenus avec les séquences du
signal non significatifs en trois points :

- Le logiciel COMPASS permet d’obtenir des alignements de plus grande taille mais
présentant une précision moins importante que celle du logiciel HHsearch

- Le logiciel HHsearch produit des longueurs d’alignement plus courtes que le logiciel
COMPASS et parfois méme que PSI-BLAST mais d’une précision plus importante que les
deux méthodes.

- L’utilisation des prédictions de structure secondaire permet d’améliorer les performances du
logiciel HHsearch en terme de longueur d’alignement (le rapprochant des résultats du logiciel

COMPASS) tout en maintenant une forte précision.

IV.3.2.Evaluation des capacités discriminantes des logiciels
COMPASS et HHsearch dans le traitement du signal non
significatif du logiciel PSI-BLAST.

I.1.1.20Evaluation des seuils de filtrage des méthodes profil/profil

Pour poursuivre cette étude nous nous sommes intéressés aux capacités des logiciels
COMPASS et HHsearch a détecter des homologues lointains au sein du signal non significatif
généré par le logiciel PSI-BLAST. Dans un premier temps, nous avons étudié le rapport
sensibilité/spécificité des logiciels COMPASS et HHsearch afin de déterminer une e-value
seuil permettant de détecter un maximum de séquences d’homologues lointains au sein du
signal non significatif tout en minimisant I’apparition de faux positifs. Afin d’évaluer la
sensibilité et la spécificité en fonction de la e-value, une matrice de confusion a été calculée
pour les e-value comprises entre (10 et 1000, par paliers d’un facteur 10). Classiquement les

matrices de confusion sont représentées sous la forme suivante :

Homologues lointains Non Homologues
Considérés comme homologues . . .
par le logiciel COMPASS Vrais Positifs Faux Positifs
Considérés comme non
homologues par le logiciel Faux Négatifs Vrais Négatifs
COMPASS
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La sensibilité et la spécificité sont ensuite calculées selon les formules suivantes :

Sensibilité= Vrais Positifs/ (Vrais positifs+Faux Négatifs)

Spécificité=Vrais Négatifs/ (Vrais Négatif+Faux Positifs)

La sensibilité renseigne sur la capacité de détecter le maximum d’homologues pour une e-
value donnée, la spécificité sur la capacité discriminative de la méthode a identifier les
homologues pour une e-value donnée. La sensibilité et la spécificité obtenues pour chaque e-

value ont été reportées pour les différentes approches étudices (Figure 52).

Courbe ROC
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= —= COMPASS
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Q
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Figure 52 : Comparaison des Courbes ROC du logiciel Psiblast et COMPASS. En abscisse
figure la valeur de la spécificité. En ordonnée figure la sensibilité. La courbe ROC
associée au logiciel Psi blast est représentée en bleu. En rose figure la courbe ROC
associée au logiciel COMPASS. En jaune l'approche HHnoss. En Bleu clair I'approche
HHss.

Les 4 courbes ROC suivent des distributions asymptotiques partant de 0 et tendant vers
1. L’aire présente sous la courbe permet d’évaluer quelle approche présente le meilleur
rapport sensibilité/spécificité. Nous pouvons ainsi observer que 1’approche COMPASS
semble présenter les meilleures performances par rapport aux logiciels HHsearch et
PSI-BLAST. De plus, on peut observer que le logiciel HHsearch présente lui aussi de
meilleures performances que le logiciel PSI-BLAST mais il semblerait que I'utilisation des
prédictions de structure secondaire dans 1’approche HHss n’aient pas réellement permis une
amélioration de la détection des homologues présents au sein du signal non significatif (cette

question sera discutée plus en détails a la fin du manuscrit page 157).
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Notre objectif est de filtrer un grand nombre de séquences pour réduire 1’espace de
recherche des homologues lointains. Il nous faut alors trouver le juste équilibre entre
sensibilité et spécificité. A partir de la courbe ROC nous avons cherché a déterminer une e-
value seuil qui rendent compte de ces contraintes. La zone encadrée en rouge (Figure 52)
présente un rapport sensibilité/spécificité raisonnable pour notre objectif. Cette zone
correspond a des e-value comprises entre 10 et 10™" pour le logiciel COMPASS alors qu’elle
correspond a des e-value comprise en 50 et 100 pour le logiciel HHsearch. Si on fixait pour
HHsearch une e-value seuil a 10° comme pour COMPASS, seuls 10 % des homologues
lointains pourraient étre récupérés. Il est intéressant de noter que les e-values des deux
approches ne semblent pas s’accorder en termes de faux-positifs attendus (ce point fait 1I’objet
d’une discussion dans le chapitre VI page 157). A partir de ces analyses les e-values

sélectionnées comme seuils pour les différentes méthodes sont indiquées dans le Tableau 5.

COMPASS HHnoss HHss
| Evalue Seuil 10° 75 75

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des e-values utilisées pour le filtrage du signal non
significatif a 'aide des logiciels COMPASS et HHsearch.

Une autre représentation pour comparer les performances des méthodes consiste a
suivre 1’apparition des faux positifs associée a la détection de nouvelles séquences
d’homologues lointains. (courbe de sensibilité des logiciels PSI-BLAST, COMPASS, HHnoss
et HHss tracée Figure 53 similaire a celle publié par J. Soeding et présentée en introduction

Figure 19 page 53).

Afin d’évaluer les différences de sensibilité entre 1’approches HHnoss et HHss nous
avons €té contraint, pour ces deux approches, de ne pas nous baser sur les e-values calculées
par le logiciel HHsearch mais sur le classement des séquences proposé a partir des
probabilités. En effet, une information absente de la publication originale de HHsearch mais
obtenue sur le site du logiciel HHsearch (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/help ov),
indique que le calcul des e-values ne tient pas compte de la contribution des prédictions de
structure secondaire. Ceci est du au fait que la distribution des scores calculés avec la
contribution des prédictions de structures secondaires ne suit pas une loi statistique de la
valeur extréme. Nous avons donc utilisé le classement des séquences proposé par le logiciel

HHsearch basé sur la probabilité et non sur la e-value. Cette probabilité est calculée en
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s’appuyant sur les scores S d’alignement obtenus lors de 1’étape de calibration du profil HMM

par la relation :

score= S

S l(proba’.* + proba

score=

K score= S )
Homol

p}/'ObaHHsearch = prOba faux- positif

Sur le graphique Figure 53 on note qu’il existe bien une différence de détection entre les
méthodes de comparaison profil/profil et le logiciel PSI-BLAST. En effet les méthodes de
comparaison de profils semblent minimiser 1’apparition des faux positifs parmi le signal non
significatif. Parmi les méthodes de comparaison profil/profil employées, le logiciel
COMPASS présente les meilleurs résultats. On remarque ainsi que 1’apparition des faux
positifs reste faible pour 1200 homologues lointains détectés par rapport aux approches PSI-
BLAST et HHnoss. Néanmoins I’utilisation des structures secondaires lors de 1’approche

HHss permet une augmentation notable de la sensibilité.
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Figure 53 : Représentation de I'apparition des faux positifs en fonction du nombre de
vrais positifs détectés par chacune des méthodes. En abscisse figure le nombre de vrais
positifs, en ordonnée le nombre de faux positifs. La courbe bleue est associée aux
résultats du logiciel PSI-BLAST, la courbe rouge au logiciel COMPASS, la courbe verte au
logiciel HHsearch sans ['utilisation des prédictions de structures secondaires, la courbe
rose au logiciel HHsearch avec les prédictions de structures secondaires.

I.1.1.21Filtrage avec le logiciel COMPASS

A partir des seuils déterminés par I’analyse globale des faux positifs, la proportion de
séquences homologues et non homologues récupérés apres filtrage du signal non significatif
de PSI-BLAST a été évaluée. Dans un premier temps nous avons analysé les résultats obtenus

par le filtrage du signal non significatif par le logiciel COMPASS associé a une e-value seuil
de 10°.
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Bilan du filrage du signal non significatif avec le logiciel COMPASS

|:| Séquences homaologues

Proportions I séquences non homologues
initiales
Séquences homologues liminées
98 % (476) [15¢ ?
e Séquences non hamologues
///A éliminées
Apres filrage
Proportions
finales
40% (11)

Figure 54 : Diagramme représentant les proportions moyennes de séquences
homologues et non homologues filtrées avec COMPASS. En vert, est figurée la proportion
de séquences homologues présentes dans le signal non significatif, en rouge, la
proportion de séquences non homologues, en hachuré la proportion de séquences non
homologues filtrées. En jaune, la proportion de séquences homologues filtrées.

Les résultats du filtrage sont représentés sous forme de diagramme « camembert »
(Figure 547). Le diagramme du haut présente la proportion initiale de séquences
d’homologues lointains (en vert) et de non homologues (en rouge) au sein du signal non
significatif. Cette proportion est relative aux 200 cas étudiés. Le diagramme du milieu permet
d’évaluer les quantités de séquences d’homologues lointains et de non homologues
conservées et ¢liminées apres filtrage avec la méthode COMPASS. Le diagramme du bas
présente la proportion finale de séquences homologues et non-homologues qu’il est possible

de sélectionner comme homologues potentiels sur la base d’une e-value seuil de 10°.

" Le chiffre de 476 sur la figure est différent de I’effectif moyen de 600 séquences montré au chapitre III.
L’origine de cette différence est due a un probléme rencontré lors du traitement des sorties des fichiers PSI-
BLAST. Dans la nouvelle version du programme utilisée au chapitre V, ce probléme a été corrigé. Par manque
de temps, la correction n’a pu étre introduite pour cette partie de 1’étude. J’espere pouvoir effectuer cette
correction avant Noél et vous renvoyer des résultats sur I’ensemble de la base de données dans une version
améliorée.
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Avant filtrage, la proportion de séquences d’homologues lointains représente 2% des
séquences présentes au sein du signal non significatif. Le filtrage avec le logiciel COMPASS
permet d’éliminer ~90% des séquences non homologues du signal non significatif et entraine
une perte de 36 % des séquences d’homologues lointains présents dans ce signal. Parmi ces
séquences homologues perdues 29 % correspondent en fait aux séquences dont le Qmod était
nul et dont la détection par PSI-BLAST était des le départ fortuit. L’approche ne perd donc
pas 36 % des séquences potentiellement intéressante mais plutét 36-29=7% ce qui constitue
un taux de perte tout a fait acceptable. Au final aprés filtration les séquences homologues

représentent environ 35% de ’effectif restant.

I.1.1.22Filtrage avec le logiciel HHsearch

De facon similaire, nous avons ensuite analysé les résultats obtenus par la filtration du
signal non significatif du logiciel HHsearch associé a une e-value seuil de 75 (Figure 55%). De
manicre identique a la représentation utilisée pour la filtration a I’aide du logiciel COMPASS
nous pouvons observer que :

— Les séquences d’homologues lointains représentent initialement 1% des séquences du
signal non significatif.

— Le filtrage avec le logiciel HHsearch permet une ¢limination de 90% des séquences non
homologues présentes et une perte de 46% des séquences homologues du signal non
significatif. Parmi ces séquences non détectées ~80 % correspondent en fait aux séquences
dont le Qmod était nul et dont la détection par PSI-BLAST ¢était des le départ fortuite. La
perte de séquences réellement intéressantes est donc de I’ordre de 9 %.

— Au final, apres filtrage, les séquences homologues représentent environ 25 % de I’effectif

restant.

" ¢f note Figure 54
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Bilan du filrage du signal non significatif avec le logiciel HHss

|:| Séquences homologues

Propaortions [ séquences non homologues
initiales
98 % (476) |:| Séquences homaloguas éliminées

: Séquences non homologues
VA siminees

Apres filrage

Proportions

finales

T5% (18)

Figure 55 : Diagramme représentant les proportions moyennes de séquences
homologues et non homologues filtrées avec la méthode HHss. En vert, est figurée la
proportion de séquences homologues présentes dans le signal non significatif, en rouge
la proportion de séquences non homologues, en hachuré la proportion de séquences non
homologues filtrées. En jaune le pourcentage de séquences homologues filtrées.
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Froportion final des séguences homaologues et non homologues du signal filtrés

60% (11) 75% (18]

COMPASS HHsearch

Séquences homologues

- Séguences non-homologues

Figure 56 : Récapitulatifs des proportions finales de séquences homologues et non
homologues a la suite de la filtration du signal non significatif.

Les analyses obtenues avec HHsearch et COMPASS montrent que les méthodes de
comparaison profil/profil permettent, avec des seuils adaptés, d’éliminer parmi le signal non
significatif une proportion importante de séquences non homologues tout en limitant les
pertes en séquences d’homologues lointains. Aprés filtrage, les séquences sélectionnées
contiennent ainsi ~35% de séquences homologues avec le logiciel COMPASS et ~25% avec
le logiciel HHsearch. Nous avons noté pour les deux méthodes une perte d’environ 40 % des
homologues lointains lors du filtrage. Néanmoins, ce chiffre contient 80% de séquences dont
le Qmod est nul (calculé au chapitre II), c'est-a-dire pour lesquelles I’alignement calculé par
PSI-BLAST est fortuit (cf chapitre II Figure 25 page 70). La perte d’homologues lointains qui
¢taient partiellement bien aligné par PSI-BLAST est donc plutét de I’ordre de 10 %.

L’analyse, dans la section précédente, de la qualité des alignements (Qmod et Qdev)
produits par les deux méthodes COMPASS et HHsearch suggere que leurs modes de
reconnaissance de I’homologie lointaine sont relativement distinctes. De plus, les disparités
obtenues dans les valeurs seuils de e-value suggerent que les modes de normalisation des
scores différent également sensiblement. Pour ces raisons, nous avons par la suite cherché a
évaluer si les deux approches étaient redondantes ou si leurs capacités de détection des

homologues lointains pourraient s’avérer complémentaires.
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Au début de mon analyse, j’ai estimé que la e-value était le parameétre le mieux adapté
pour établir les seuils de filtrage des homologues lointains. Ce n’est qu’au cours de la
rédaction de la thése que je me suis rendu compte que les e-values calculées par HHsearch
avec la contribution des structures secondaires (HHss) n’était pas le parametre optimal.
Comme mentionné précédemment, le parametre de probabilité fournit par le programme est
dans ce cas 1a meilleur (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/help ov). Je n’ai pas encore eu
le temps d’effectuer 1’analyse avec les probabilités. Pour cette raison, dans la suite de 1’étude,
la capacité de HHsearch a filtrer les homologues lointains pourrait étre sous-estimée. J’espere
avant la soutenance parvenir a générer de nouveaux résultats qui évaluent la valeur seuil par le

parametre de probabilité et non par le parametre de e-value.

IV.3.3.Croisement des résultats obtenus avec les logiciels COMPASS
et HHsearch. Une méta-approche pour la détection des
homologues lointains.

Afin d’améliorer la spécificit¢ de la stratégie de filtrage nous avons envisagé le
croisement des résultats entre les méthodes COMPASS et HHsearch. Dans ce but, pour
chaque ensemble de séquences sélectionné par une premicre étape de filtrage, nous avons
¢valué la capacité de filtrage de la seconde méthode. Cette stratégie de combinaison de deux
techniques de comparaison profil/profil est particulierement rapide puisque I’étape limitante
de construction des alignements multiples pour les séquences du signal non significatif a déja
¢té réalisée a la premicre étape de filtrage. Comme précédemment nous avons évalué les

proportions de séquences homologues et non-homologues ¢liminées.
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Croisement des résultats obtenu avec les logiciel COMPASS
et HHsearch sans prédictions de structures secondaires

Aprés COMPASS Aprés HHsearch
40 % (11} 75 % (18)

Froportions
initiales

Croisement des
résultats

Proportions
finales

21% (2)
|:| Séquences homologues
B séquences non homologues

[ ] Séquences homologues éliminées

77 Séquences non homologues

gliminées

Figure 57 : Diagramme représentant la proportion de séquences homologues et non
homologues filtrées. En vert est figurée la proportion de séquences homologues
présentes dans le signal non significatif en rouge la proportion de séquences non
homologues, en hachuré la proportion de séquences non homologues filtrées. En jaune
le pourcentage de séquences homologues filtrées.

Les diagrammes du haut rappellent les proportions moyennes d’homologues lointains et
de non homologues dans les séquences sélectionnées apres traitement soit avec COMPASS
soit avec HHsearch. Les diagrammes du milieu détaillent la quantité de séquences éliminées
par le traitement avec la seconde méthode. Enfin, le diagramme du bas représente les
proportions d’homologues lointains et de non homologues récupérées apres croisement entre

les deux méthodes.

Nous pouvons observer que 1’application d’une deuxieme méthode de comparaison sur
les séquences sélectionnées par une premicre permet de conserver pres de 75 % des
homologues lointains tout en éliminant 90 % des séquences non-homologues. Au final, la
proportion de séquences homologues apres croisement est 3,5 fois plus importante que le
nombre de séquences non-homologues restantes. Le croisement des résultats obtenus par les
deux approches permet une amélioration importante de la spécificité du tri réalisé sur le signal
non significatif du logiciel PSI-BLAST tout en limitant la perte de séquences homologues lors

du double filtrage.
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IV.3.4. Double filtrage avec les prédictions de structures secondaires
suivi des comparaisons profil/profil.

Comme nous I’avons mentionné, 1’étape limitante en termes de temps de calcul de cette
stratégie de filtrage du signal non significatif par des méthodes de comparaison profil/profil se
situe lors de la construction des profils. En vue d’optimiser le temps requis pour filtrer le
signal non significatif, nous avons envisagé d’utiliser les méthodes de filtrage basées sur les
prédictions de structure secondaire développées dans le chapitre III. Ces approches ne
présentent pas a elles seules un potentiel discriminant assez fort pour permettre une
identification des séquences d’homologues lointains. Toutefois, I'utilisation des prédictions de

structures secondaires sur séquences uniques est une étape rapide a effectuer.

Nous avons choisi d’utiliser le paramétre Qsecpred correspondant a une analyse des
prédictions de structures secondaires locale (restreintes a la région alignée par PSI-BLAST).
L’utilisation des prédictions de structures secondaires prédites sur la séquence globale n’a pas

donné de résultats assez convaincants pour étre exploitée ici (cf chapitre III).
Comme précédemment nous avons déterminé les proportions de séquences homologues

et non homologues du signal non significatif avant et aprés filtration pour nos 200 cas

d’étude.
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Figure 58 : Diagramme représentant la proportion de séguences homologues et non
homologues filtrées pour des valeurs de Qsecpred supérieur a 20 % puis par l'utilisation
des logiciels COMPASS (evalue seuil de 0.001) et HHsearch (evalue seuil de 75). En vert
est figurée la proportion de séquences homologues présentes dans le signal non
significatif, en rouge la proportion de séquence non homologue, les hachures la
proportion de séquence non homologue filtrée a I'aide du Qsecpred, les croisillons rouges
la proportion de séquence non homologue filtrée a l'aide du logiciel COMPASS et

HHsearch.

Sur la gauche sont représentées les proportions de séquences homologues et non-

homologues éliminées aux différentes étapes de filtrage. Sur la droite sont représentées les

proportions finales de séquence homologues et non-homologues. Comme nous 1’avons vu

dans le chapitre III, 1’utilisation des Qsecpred permet une élimination de 48% des séquences

non homologues. En considérant que certains homologues lointains sont a priori « non

détectables » (séquences homologues présentant initialement un alignement PSI-BLAST

associ¢ a un Qmod nul), la filtration permet de conserver 90% des séquences homologues.

Les résultats du filtrage par le croisement des méthodes de comparaison profil/profil permet

de sélectionner a peu pres la méme proportion de séquences que sans I’étape de prédiction de

structures secondaires. L’étape de « préfiltrage » avec les prédictions locales de structures

secondaires permet de réduire de 48% le nombre de profils a construire.
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A titre d’exemple, pour évaluer le gain de temps apporté par ce préfiltrage, nous avons
chronométré pour 5 cas d’étude le temps nécessaire au traitement de 1I’ensemble du signal non
significatif. Les temps requis pour filtrer le signal non significatif avec ou sans 1’étape de

prédictions de structure secondaire ont été comparés (Figure 59). Ces résultats montrent qu’en

moyenne le temps de calcul nécessaire a la construction des profils est réduit d’environ 44%.

Séquences Superfamille T1=Temps T2=Temps T1/T2 * 100
d’exécution sans | d’exécution avec
I’utilisation du pré-filtrage
Qsecpred Qsecpred
(secondes) (secondes)
dlavgi b.60.1.3 16358 (~4h30) 8343 (~2h15) 51%
d1bOua c.37.1.12 14056 (~4h) 9713 (~2h30) 70%
dlcc5 a.3.1.1 12345 (~3h30) 3983 (~1h) 32%
dlcoza c.26.1.2 18219 (~5h) 11732 (~3h15) 64%
dlei9a c.69.1.13 13668 (~3h45) 8059 (~2h15) 58%
Moyenne 14929 (~4h) 8366 (~2h15) 56%

Figure 59 : Tableau récapitulatif du temps nécessaire a I'ensemble des I'analyse avec et
sans filtration a l'aide du Qsecpred. Temps de calcul estimé sur un cluster de 10
processeurs (Intel Xeon 3GHz).

IV.3.5. Exemple d’analyse : Deux domaines de liaison au NADP
dihxha et didih1 appartenant a la méme superfamille.

Pour conclure ce chapitre, nous avons choisi d’illustrer les résultats obtenus au cours du
chapitre IV en prolongeant 1’exemple développé au cours du chapitre II correspondant aux

deux domaines de liaison au NADP : d1hxha et d1dihl

Psi-Blast
output

> d1dih_1 c.2.1.3 Dihydrodipicolinate reductase [ E. coli ]

Evalue = 365 Identities = (18%)

Query: 8 VALVTGGASGVGLEVVK-LLLGEGAKV 33
+ G +G ++++ L EG ++

Sbjct: 6 RVAIAGAGGRMGRQLIQAALALEGVQL 32

Figure 60 Récapitulatif des propriétés de l'alignement PSI-BLAST dans le signal non
significatif de la requéte effectuée avec le domaine d1hxha.

Nous avons vu au chapitre II (page 76) que le logiciel PSI-BLAST proposait, au sein du
signal non significatif, un alignement entre les séquences de ces deux domaines sur une
longueur de 26 résidus avec 18% d’identité (Figure 60). Cet alignement est localisé au niveau
de trois structures secondaires structuralement superposable et correspond a un Qmod de
70%. L’¢étape de prédiction de structure secondaire sur les deux séquences montre que leur

alignement correspond a un Qsecpred de 57 % largement supérieur au seuil de 20 % (Figure
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61). Le Qsecpred obtenu nous permet de sélectionner cet alignement pour une analyse a 1’aide
des méthodes de comparaison profil-profil. Un profil est construit pour chacune des séquences
de I’alignement. Les profils sont ensuite comparés a l’aide du logiciel COMPASS et
HHsearch. Le croisement des donnés nous permet de conserver cet alignement aprés filtrage

(Figure 62).

Qsecpred >dlhxha |c.2.1.2] lc.2.1.3]

QOsecpred=0.57

dlhxha  VALVTGGASGVGLEVVKLLLGEGAKVA

EEEEECCCCCHHHHHHHHHHCCCCEEE
1 - > —

1 [ R

EEEECCCCHHHHHHHHHHHHHCCHHCC
RVATAGAGGRMGRQLIQAALALEGVQL

Figure 61 Récapitulatif des propriétés de l'alignement des prédictions de structures
secondaires. Les rectangles représentent les brins, les hélices sont représentées par des
cylindres.

Compass HHsearch

Evalue = 5.28e-04

Query 9 ALUTAGHE GBI BB AR AR
Paezye --_H_u----_T_----_T_-_T_u:l_uuq_;------_Fuu-u#

FLLLLLL LIS L] EENEEEEENEERENNENEEENEREE

Sbjct: 14 -VAIAGAGGNNRMGRQLIQAAL ALEGVQ.....LG .

L LT L e T Y P L T T L R LR TR T

Figure 62: Récapitulatif des scores obtenu lors du croisement des méthodes de
comparaison profil a profil COMPASS ET HHsearch.

D’apres les valeurs seuils déterminées au cours de ce chapitre nous pouvons voir que,
selon nos critéres, les deux scores sont significatifs et nous permettent de suggérer la relation
d’homologie existant entre les séquences dlhxha et d1dih. Toutefois il est intéressant de noter
que si le score du logiciel COMPASS correspond aux valeurs considérées comme
significatives, la e-value calculée par le logiciel HHsearch, ne permettait pas de présumer de

la relation d’homologie lointaine et ce malgré un alignement associé a une réalité structurale.

Afin de mieux comprendre pourquoi cette région est suffisante pour établir une relation
d’homologie lointaine, nous avons étudié¢ les spécificités fonctionnelles et structurales de
chaque domaine dlhxha et dldihl. Ces deux domaines sont impliquées dans des réactions

enzymatique de type oxydo/reduction mais sur des substrats bien différents : plusieurs types
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de composés stéroidiques pour 1hxh, et le dyhydrodipicolinate (DHPR) pour le domaine
didh. Toutefois ces réactions enzymatiques ont en commun 1’utilisation d’un cofacteur : le
NAD.

L’analyse de la portion de séquence détectée du domaine 1dih montre que ce domaine
porte I’empreinte d’un motif consensus « (V/I)(A/G)(V/HXGXXGXXG » conservé chez un
grand nombre de NADP déshydrogénase et utilisé pour identifier le repliement responsable de
la liaison au NAD. Ce motif est localisé sur la boucle entre le premier brin et la premiere
hélice du domaine d1dih (Figure 63). La portion de séquence détectée au niveau du domaine
d1hxh ne contient que partiellement le motif consensus. Toutefois la nature des acides aminés
reste trés proche de celle observée pour le domaine d1dih et des études montrent que cette
boucle était elle aussi impliquée dans la liaison au NAD . Si initialement ces séquences sont
trés divergentes, la présence de cette zone conservée est ici le résultat d’une contrainte
fonctionnelle commune aux deux protéines.

Ce cas pratique illustre ainsi I'intérét qu’il peut exister dans 1’é¢tude de certains
alignements de petites tailles détectées de maniere non-significative. En effet la détection de
ces régions présentant une conservation locale plus importante peut étre un indicateur de

I’existence d’un repliement commun entre deux séquences tres divergentes.

Ilrr =

Figure 63 : Représentation du domaine didih, lors de sa liaison au NADP. Le domaine
dldih est représenté dans un type « cartoon ».La portion de séquence alignée entre la
protéine dlhxh et dlidh est représentée en rouge. Le NADP est figuré selon une
représentation type « sphéres de Van der Wals » La figure est réalisée a l'aide du logiciel
Pymol(version 0.99).
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IV.4.Conclusion

Ce chapitre nous montre que les méthodes de comparaison profil-profil fournissent une
approche intéressante pour le traitement du signal non significatif. Elles permettent une
amélioration de la qualité locale de 1’alignement mais n’améliore pas le taux de recouvrement
des alignements initiaux proposé par le logiciel PSI-Blast. Le logiciel COMPASS propose des
alignements de plus grandes tailles mais parfois de moindre qualité¢ que les alignements plus
courts proposés par le logiciel HHsearch (avec et sans prédictions de structures secondaires).
Au niveau de la détection, ces approches permettent une élimination d’environ 90% des
séquences non homologues présentes parmi le signal non significatif. Environ 40% des
homologues ne sont pas détectés, mais il s’avére qu’environ 80% des homologues non
détectées présentent un alignement fortuit parmi le signal non significatif. Sur un plan
comparatif, le logiciel COMPASS se révéle plus efficace que le logiciel HHsearch lors de la
recherche d’homologues lointains malgré une littérature en faveur du logiciel HHsearch.
Cependant, lors de I’utilisation du logiciel HHsearch, 1’utilisation des structures secondaires
permet une amélioration de la détection des homologues. De plus nous avons montré que ces
deux approches sont complémentaires et qu’un croisement des résultats obtenus par ces deux

approches permet d’augmenter la spécificité des résultats obtenus indépendamment.

Une des limites liée a I'utilisation des méthodes de comparaison profil-profil est que la
construction des profils nécessite des ressources informatiques importantes, notamment dans
le cas d’une étude a grande échelle. Dans ce cadre, nous avons observé que I’utilisation des
comparaisons de prédictions de structure secondaire d’un point vue local par le calcul du
Qsecpred permettait de diminuer d’environ 45% le nombre de profils nécessaires a 1’étude du

signal significatif accélérant ainsi le temps nécessaire a la recherche d’homologues lointains.

A partir de ces résultats, nous avons envisagé de mener une étude systématique de 100
protéines issues de la signalisation des dommages de ’ADN. Au cours du chapitre 5, une
partie des résultats obtenus sera présentée ainsi qu’une partie des travaux ayant conduit a la

publication de deux articles.
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CHAPITRE V : Applications. Analyse des protéines impliquées dans la signalisation des
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V.1.Introduction

Des interactions multiples et transitoires entre protéines coordonnent la progression
ordonnée des éveénements intervenant autour des molécules d’ADN. A partir de 1’observation
de la succession rapide de partenaires sur une méme molécule d’ADN, ont été développés les
concepts de modularité des protéines intervenant sur I’ADN, ainsi que de versatilité¢ des

repliements qui leur sont associés .

Les protéines impliquées dans la signalisation et la réparation des dommages de I’ADN
sont généralement des protéines de grande taille organisées en plusieurs domaines, chacun de
ces domaines pouvant présenter des fonctions et interactions spécifiques. Cette modularité
facilite la coordination des fonctions biochimiques portées par les différents domaines, sans
contraindre ces domaines a adopter une position fixe les uns par rapport aux autres.
L’attachement flexible des domaines au sein des protéines modulaires permet le couplage
entre plusieurs événements biochimiques indépendants. Le corollaire de cette modularité est
I’utilisation de plusieurs points de contact lors de ’interaction d’une ou plusieurs paires de
protéines entre elles. Ceci facilite la succession rapide d’interactions dans des situations ou le
réarrangement de complexes est plus fréquent que la dissociation compléte de ces complexes.
De plus, c’est un moyen d’obtenir une haute affinité a partir d’interactions individuelles
faibles. Enfin, I’utilisation de plusieurs points de contact permet a I’interaction d’étre régulée

par de multiples voies.

Une autre caractéristique des protéines impliquées dans la signalisation et la réparation
des dommages de I’ADN est leur utilisation répétée d’un petit nombre de domaines
structuraux ou modules. De maniere remarquable, ces domaines peuvent interagir
exclusivement avec des protéines dans un certain contexte biologique, mais interagiront avec

des protéines et de I’ADN simultanément dans un contexte différent.

La compréhension du rdle des protéines impliquées dans la signalisation et la réparation
des dommages de I’ADN passe par la détection de leurs différents domaines, leur délimitation
exacte et la résolution de leur structure par RMN, cristallographie et modé¢lisation. Or la

détection des domaines de protéines pose plusieurs problémes.
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Tout d’abord, on ne dispose a ce jour que de trés peu de séquences pour lesquelles la
totalité de I’organisation en domaines a pu étre détectée. En effet, comme il a été décrit dans
ce manuscrit, il peut exister des divergences importantes de séquences entre deux domaines
de méme famille. De ce fait, 1’identification de domaines repose sur la détection

d’homologues lointains.

De plus, la délimitation exacte des domaines reste délicate. Dans le cadre d’une analyse
structurale, la présence (ou absence) d’un ¢élément de structure secondaire associ¢ au domaine
¢tudié peut entrainer 1’impossibilité d’obtenir un peptide structuré. Or, 1’évolution d’un
domaine peut conduire a I’apparition ou la disparition d’éléments de structure secondaire et
les profils disponibles dans les bases de données ne permettent pas toujours de détecter ces

¢léments supplémentaires de maniere correcte.

De nombreux travaux sur les protéines de la signalisation et la réparation des dommages
de I’ADN sont réalisés chez la levure, organisme mod¢le de la cellule eucaryote. Toutefois,
les distances phylogénétiques entre la levure et les organismes supérieurs restent une limite a
I’exploitation de ces résultats. Pour de nombreuses protéines, la divergence de séquences
entre I’homme et la levure ne permet pas de transposer les résultats observés d’un organisme a

I’autre.

Nous avons choisi d’appliquer notre approche de filtrage du signal non significatif du
logiciel PSI-BLAST a grande échelle, afin de permettre la détection de nouvelles cibles
d’étude pour une analyse structurale au sein des protéines de la signalisation et la réparation
des dommages de ’ADN de la levure, et afin d’identifier les éventuelles orthologies existant
entre des protéines humaines et des protéines de la levure. Ce chapitre décrit la stratégie
employée lors de cette analyse a grande échelle, et illustre les résultats obtenus en s’appuyant

sur trois exemples : I’étude de fragments issus des protéines de levure RAD9, XRS2 et NEJI.
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V.2.Méthodes

V.2.1. Sélection des protéines d’intérét.

A partir de la classification fonctionnelle fournie par la banque SGD
(http://www.yeastgenome.org/), ’ensemble des séquences de protéines de Saccharomyces
cerevisiae impliquées dans la signalisation des dommages de ’ADN ont été récupérées.
D’autres protéines potentiellement intéressantes dans le contexte de la réparation (associées
au remodelage de la chromatine et a la formation du kinétochore) ont également été suggérées
par I’un de notre collaborateur généticien, Carl Mann. Un ensemble de 100 protéines d’intérét

a ainsi pu étre sélectionné.

Pour chaque séquence sélectionnée, un premier alignement a été généré a partir des
séquences d’espeéces proches de S. cerevisiae, généralement absentes de la base de données nr
mais disponibles directement sur le serveur SGD . Ces especes sont S. bayanus, S. mikatae, S
paradoxus, S. kudriavzevii, S. castellii et S. kluyveri. Les séquences de 1’alignement
possédaient rarement des identités de séquences inférieures a 40 %. Elles ont ét¢ alignées avec
le logiciel Clustalw, puis le profil correspondant a été utilisé pour effectuer la premicre
itération de recherche PSI-BLAST. Les expertises manuelles que nous avons réalisées ont
montré que dans de nombreux cas, cette procédure d’enrichissement initial augmentait les

chances de détecter des homologues lointains pour des séquences fortement divergentes.

V.2.2.Isolement des régions structurées.

A T’aide du logiciel DISOPRED (version 2.1) , une prédiction de régions déstructurées a
¢été réalisée sur les 100 séquences de protéines impliquées dans la signalisation des dommages
de ’ADN. Nous avons alors défini les zones structurées comme les portions de séquences
séparées du reste de la protéine par des régions désordonnées plus longues que 30 acides
aminés. Les délimitations de chacune de ces zones structurées ont été répertoriées et
comparées aux délimitations des domaines répertoriés dans la banque de domaines Pfam

(octobre 2006) (ftp.sanger.ac.uk). Seules les portions de plus de 30 acides aminés ont été

considérés dans la suite. Dans un premier temps, les portions de séquences prédites comme
structurées mais contenant un ou plusieurs domaines connus ont été exclues de la suite de
I’analyse. En effet, dans le cadre de mon travail de thése, je me suis focalisé uniquement sur
les portions prédites comme structurées et ne contenant aucun domaine connu afin d’explorer

le potentiel de détection de nouveaux domaines par I’approche que j’ai développée.

134


ftp://ftp.sanger.ac.uk/

CHAPITRE V : Applications. Analyse des protéines impliquées dans la signalisation des
dommages de I’ADN chez la levure.

V.2.3.Recherche de séguences homologues.

Pour effectuer les recherches d’homologie lointaine sur les portions structurées
présélectionnées, une banque de séquences spécifiquement eucaryotes a été construite a partir
de la banque swissprot-Trembl. Plus de 50% des séquences de cette banque appartiennent aux
bactéries, virus et archaebactéries qui ne nous intéressent pas dans un premier temps.
L’utilisation d’une banque filtrée eucaryote, dont les séquences bactériennes, virales et
archaebactérienne ont été éliminées, permet de réduire les risques d’inclure dans les profils
des séquences non homologues et de provoquer ainsi la divergence du programme PSI-
BLAST. Dans la suite de ce chapitre, la banque de séquences eucaryotes sera nommeée

« sptr_euk ».

Une recherche d’homologues a été réalisée sur cette banque avec le logiciel PSI-BLAST
(4 itérations, e-value d’inclusion égale a 10™*). Pour chaque portion étudiée, les séquences du
signal significatif (e-value inférieure a 107) ont été utilisées pour construire un profil dit de
référence. Chaque séquence du signal non significatif (e-value comprise entre 10~ et 1000) a
ensuite été analysée afin de détecter des homologues lointains liés a la séquence étudiée. Pour
cela, de maniére similaire a I’approche présentée au cours des chapitres III et IV, la portion de
séquence alignée dans le signal non-significatif a été ¢largie de 50 résidus de part et d’autre.

Les séquences ¢élargies ont ét¢ nommées « séquences cibles »

V.2.4.Filtration du signal non significatif a I'aide des prédictions de

structures secondaires.

Sur chaque portion étudiée dans le profil de référence, une prédiction de structure
secondaire a ¢été réalisée a I’aide du logiciel PSIPRED (version 2.45) a partir d’une recherche
d’homologues réalisée sur la banque sptr_euk. Sur chaque séquence cible élargie du signal
non-significatif, une prédiction de structure secondaire a été réalisée sur séquence unique a

I’aide du logiciel PSIPRED.

A partir des prédictions de structures secondaires effectuées sur les séquences références
et sur chaque séquence de leur signal non-significatif respectif, le parametre Qsecpred,
caractérisant la qualité de I’alignement local des structures secondaires, a été calculé (chapitre
IIT). Les alignements du signal non significatif présentant un Qsecpred inférieur a 20 % ont

¢été exclus de la suite de I’analyse. Pour les alignements présentant un Qsecpred supérieur a
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20 %, la séquence associée a 1’alignement a ¢été sélectionnée pour une analyse a 1’aide des

méthodes de comparaison profil/profil.

V.2.5.Construction des profils.

A partir des séquences détectées de maniere significative suite aux itérations PSI-BLAST,
les alignements par paire de séquences ont été convertis en alignements multiples et constitue
les profiles référence de notre étude. Pour cela, selon une démarche similaire a celle effectuce
par le logiciel PSI-BLAST lors de la construction des matrices de score position spécifique
(PSSM), aucune insertion n’est conservée au niveau de la séquence référence et les résidus

des séquences homologues responsables des insertions ont été éliminés.

Pour chaque séquence du signal non-significatif, une recherche d’homologues sur la
banque sptr_euk a été effectuée (4 itérations, evalue d’inclusion égale a 10™). Selon le méme
principe qu’au V.2.3, les séquences homologues détectées (e-value inférieure a 107) ont été
alignées. A partir de ces alignements, selon les méthodes employées au cours du chapitre III,
des profils exploitables par les logiciels COMPASS et HHsearch incluant les prédictions de

structures secondaires ont été construits.

L’ensemble des étapes nécessaires a la constuction des profils est réalis¢ a I’aide d’un

cluster de 10 Processeurs Intel Xeon 3GHz.

V.2.6.Filtrage du signal non significatif a I'aide des méthodes de
comparaison profil/profil.

La comparaison des profils références avec chacun des profils des séquences du signal
non-significatif a ensuite été réalisée a I’aide des logiciels COMPASS et HHsearch. Deux
profils associés a une e-value inférieure a 10° pour COMPASS et 75 pour I’approche HHss
sont considérés comme significativement homologues (Cf. Chapitre IV). Le reste des

séquences est exclu de 1’analyse.
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V.2.7.Prédiction des domaines

L’organisation en domaines des séquences du signal non significatif sélectionnées a été
obtenue a partir de la banque Pfam et peut permettre a 'utilisateur d’évaluer si la présence
d’autres domaines dans la séquence cible renforce ou infirme la possibilit¢ d’une relation
d’homologie lointaine. Au final, un fichier de sortie notifiant I’ensemble des informations
associées aux séquences cible a été créé en suivant le format décrit ci-dessous a partir d’un

exemple.

R T R R

P06701@2.info  Code de la protéine d’intérét@ index du domaine

Sir3 Nom de la protéine d’intérét
"Silencing protein that interacts with Sir2p and Sir4p, and histone H3 and H4 tails, to es-
tablish a transcriptionally silent chromatin state; required for spreading of silenced chro-
matin; recruited to chromatin through interaction with Raplp" YLR442C

Annotation SGD

Lidnpdb bl

Lecture des informations :

>NomDomaine | | ]

| EvalueHHsearch (seuil evalue=75) | | DelimitationsMatchDansSeqRéf |

NbSeqProfilRéf | NbSeqProfilCible | DelimitationsMatchDansSeqCible

*NomDuDomainePFAM|DélimitationDuDomainel|
X,SiLeDomaineRecouvreLaRégionSélectionnée

Exemple :
>P06701@2| | | |le-10|
(576, 817)|26]467|('192', '396")

*AAA|191-395[X
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V.3.Résultats

D’apres I’analyse des 100 protéines d’intérét, 259 portions de séquence prédites comme
structure ont ét¢ détectées par le programme. Ces portions ont été filtrées de maniere a
¢liminer les séquences présentant un domaine identifi¢ dans la banque Pfam A, puis de
manicre a ne conserver que les portions de taille supérieure a 30 résidus. Ce filtrage nous a
permis d’identifier 70 portions d’intérét. Ces portions correspondent a des ilots de régions
structurées séparés du reste de la protéine par des régions désordonnées de 30 résidus.

Nous avons alors analysé le signal non significatif de PSI-BLAST sélectionné par
notre approche pour les 70 portions de séquences. Quatre catégories de cas sont apparues

(Figure 64) :

Aucune piste
dans le signal
non significatif

23%

31%

Figure 64 : Répartition des cas de figure obtenus suite a l'analyse des 70 portions de
séquences.

- Dans 16 cas (23%, en rouge), les séquences du bruit de fond sont peu nombreuses et
ne renvoient, d’aprés 1’annotation des résultats, a aucune analogie structurale ou
fonctionnelle avec la séquence d’intérét. Notre premicre conclusion est que le signal

non significatif est principalement composé de faux positifs.

- Dans 22 cas (31%, en orange), le bruit de fond contient soit des fragments
probablement faux positifs comme précédemment, soit des portions de séquences
appartenant sans ambiguit¢é a des homologues ou a des séquences de méme

architecture que la séquence d’intérét. Il manque alors a notre approche la possibilité
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d’intégrer ces homologues dans le profil de référence afin d’itérer la procédure et de

calculer un signal non significatif enrichi.

- Dans 18 cas (27%, en cyan), les portions de séquences sélectionnées dans le signal
non significatif correspondent a des domaines SMART, PROSITE, PRODOM,
PRINTS (banques de motifs, profils, HMM) qui parfois étaient déja détectés dans
certaines séquences du signal significatif alors que PFAM ne détectait pas le domaine

dans la séquence initiale.

- Dans 12 cas (19%, en vert), certaines séquences du signal non significatif pourraient
étre des homologues lointains potentiels (profils associés riches en diversité, e-values
de comparaisons profil/profil largement inférieures aux seuils, contexte fonctionnel
cohérent). Ces cas de figure paraissent intéressants a analyser manuellement de fagon
plus approfondie. Il faudra alors rechercher (i) si il existe déja un lien dans la
littérature entre la portion de séquence d’intérét et le nouvel homologue potentiel, (ii)
si I’on retrouve des motifs fonctionnels communs aux deux séquences, (iii) si ’on peut
allonger le court fragment aligné et optimiser cet alignement (cf chapitre 4), (iv) si
I’on peut construire un modele structural de la séquence d’intérét et le valider, soit en

le confrontant a la littérature, soit par 1’expérience.

Notre analyse des 70 séquences cibles permet aujourd’hui d’obtenir des informations
potentiellement intéressantes et initialement non détectées par la base de donnée PFAM pour
27+19=36% des séquences. Le fait que dans 27% des cas la procédure mise au point permette
de retrouver, dans les homologues lointains, des domaines déja connus et probablement
effectivement présent dans notre séquence d’intérét constitue en quelque sorte une validation
de I’approche. Par exemple, dans le cas de Radl, impliqué dans la réparation par excision de
nucléotides (NER), les résultats obtenus soulignent une ressemblance avec un domaine
hélicase clairement identifi¢ dans les protéines de la famille Rad54 (hélicase impliquée dans
la recombinaison homologue). La proximité entre ces fonctions avait déja été décrite dans la
littérature sur la base d’analyses bioinformatiques ciblées et de résultats expérimentaux de

biologie structurale .
Parmi les cibles intéressantes de cette analyses se trouvent aussi des exemples pour

lesquels une analyse bioinformatique et/ou structurale avait été conduite au laboratoire et

avait permis d’identifier des relations d’homologies lointaines. J’ai personnellement participé
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a deux de ces études, I'une durant laquelle Isabelle Callebaut (LMCP, Jussieu) a détecté un
domaine TUDOR dans Rad9 de levure et son homologue humain potentiel 53BP1 (Charier
G., These de doctorat, 2005) et ’autre durant laquelle j’ai mis en évidence I’existence d’un
tandem de domaines BRCT dans Xrs2 de levure et son homologue humain Nbsl . Le cas de
Nejl de levure a été ¢étudié au laboratoire en collaboration avec Isabelle Callebaut (LMCP,
Jussieu ; ) avant mon arrivée. Je présenterai maintenant ces trois exemples de manicre
détaillée, afin de décrire 1’apport de la stratégie développée durant ma these, et d’identifier les
améliorations a apporter pour augmenter 1’efficacité de la procédure (les résultats détaillés et

annotés de 1’analyse peuvent étre consultés en annexe page 171).

V.3.1.Analyse d'un domaine de Rad9

baizalls } } } } t } } } } } }
Okaa 0.1kaa 0. 2kaa 0. 3kas 0.4kaz 0.9kaa 0.6kaa 0. 7kaa 0.8kaa 0.9%kaa 1kaa 1.1kaz 1.2kaz 1.3kaa

ORF
WORZ17C

RADS, Verified, OMA damage-dependent checkpoint protein

Protein/Hydropathy Plot
kyte-Doolittle hydropathy plot 4.5

HHH Domains
PFOS6OS

Rad9_Radd3_bind Rad9-like Radi3-hinding: fungi
SSFE374E PFOOS33

Tudor/PWWP/MET BRCT
S5F52113

BRCT domain
SMOOZ292

ERCT
Signal Feptide

Transnenbrane Donains

Figure 65 : Représentation schématique des domaines identifiés dans Rad9 a partir de
différentes méthodes de détection de domaines (extraites de la base de donnée SGD).
Les initiales des codes de domaines indiquent la base de données source utilisée (SSF :
Superfamily ; PF : Pfam ; SM :SMART ; PTHR : Panther).

Rad9 est une protéine médiatrice impliquée dans les voies de contrdle de I’intégrité du
génome. Elle est nécessaire a I’activation de la kinase Rad53 et a la régulation du cycle
cellulaire aprés dommage de I’ADN. Différentes études suggerent que Rad9 aurait un réle
dans la reconnaissance de la lésion, la réparation de I’ADN et le maintient de la stabilité
génomique (pour revue : ). Les deux domaines BRCT C-terminaux de Rad9 sont impliqués
dans son oligomérisation . En revanche, le role de la région 754 a 947 contenant le fragment
récemment annotée par Pfam (Version 21.0) comme impliqué dans la liaison a Rad53

(Rad9 Rad53 bind, en jaune sur la Figure 65) n’est pas connu. Il a été suggéré que cette
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région interagirait avec 1’histone H3 méthylée sur la lysine 79 . D’un point de vue structural,
une ¢étude bioinformatique réalisée par Isabelle Callebaut il y a quelques années avait suggéré
que cette portion de Rad9 contiendrait un domaine de type Tudor. Enfin, une étude RMN en
cours au laboratoire a montré qu’il existe deux domaines en tonneau [3 au sein de cette portion
de Rad9 (fragments structurés en tonneau [3: 762-830 et 834-894), et que le deuxiéme
domaine possede clairement la structure 3D d’un Tudor (N. Lancelot et S. Zinn-Justin,
communication personnelle). Nous avons choisi d’utiliser notre approche sur le fragment 754
a 947 de Rad9 afin d’analyser le contenu en vrais et faux positifs du bruit de fond ainsi

sélectionné.

L’analyse par PSI-BLAST permet de retrouver 5 séquences de levure homologues a

Rad9 et présentes dans la banque PFAM.

C
ILIK

Figure 65 : Alignement de la portion étudiée de Rad9 de Saccharomyces cerevisiae
(QUERY) avec les séguences homologues de Ashbya gossypii (Q74ZM5), Candida
albicans (Q5AGA4), Candida glabrata (Q6FV45), Debaryomyces hansenii (Q6BNY6) et
Kluyveromyces lactis (Q6CK71).

Le signal filtré par notre approche a partir de plus de 1000 séquences comprises dans
le signal non significatif de PSI-BLAST comprend 70 séquences. Deux de ces séquences
contiennent un domaine Rad9 Rad53 bind (PFAM) et un domaine BRCT (SMART). Ces
séquences correspondent & des homologues de Rad9 retrouvés dans les levures Aspergillus
oryzae et Aspergillus nidulans. Leurs e-value étaient initialement de 212 et 11,
respectivement. Notre approche les fait ressortir comme homologues, et elles sont aussi

retrouvées dans la famille Rad9 Rad53 bind de PFAM.

Une dernicre séquence correspondant a Rad9 de Aspergillus fumigatus appartient a la
famille PFAM et n’est pas retrouvée par notre approche. Cette séquence ne se trouve pas dans
le signal non significatif de PSI-BLAST. Pour qu’elle puisse étre détectée, il faudrait que
notre méthode permette d’inclure de fagon itérative des homologues lointains détectés lors

d’un premier filtrage.
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Au sein des 68 autres séquences du signal non significatif filtrées par notre approche et
ne possédant pas une architecture de type Rad9, nous trouvons 19 séquences qui sont

probablement de vrais homologues lointains de la portion de Rad9 étudiée.

- Quinze contiennent un domaine Tudor ou PWWP (ces deux domaines
partagent un méme repliement), qui s’aligne avec la région 779-831 de Rad9,
soit la région du premier tonneau [ observé par RMN. Les e-value
correspondant aux alignements PSI-BLAST initiaux de Rad9 avec ces
séquences sont réparties sur I’ensemble de la plage étudiée : elles vont de 6 a
650. Certains des homologues lointains ainsi identifiés correspondent a des

fragments de protéines de la réparation des dommages de I’ADN.

Figure 66 : Structure 3D du domaine Tudor de la protéine humaine SMN (Code PDB :
1G5V, ). Sont représentés le squelette polypeptidique sous forme de ruban et I'amas de
résidus aromatiques caractéristique des domaines Tudor et PWWP . En orange figure la
région N-terminale jamais retrouvée dans nos recherches, en vert la région alignée avec
Rad9 dans le cas de plusieurs séquences homologues, et en bleu la région
systématiquement incluse dans I'alignement avec Rad9

- Trois sont des enzymes possédant I’architecture suivante :

1 100 200

105 2 260 4T, 404 471 STIE0N G40 T00 &0 855 a72 1043 110
47 144 o5 S06 370 7742 a17 1012

. V..
i) C ‘ ‘ ‘ iEH

1 z a0 b ] ] z ] 102 0

Le deuxiéme domaine Tudor de ces enzymes s’aligne avec la région 793-831 de
Rad9, c’est-a-dire le premier tonneau (3. Ce résultat est 1a encore cohérent avec 1’analyse
RMN de la portion de Rad9 étudiée. Les e-value correspondant aux 3 alignements PSI-
BLAST ¢taient initialement de 435, 477 et 485. Les trois fragments identifiés correspondent a

des protéines impliquées dans la modification des histones.
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- Une séquence possede un tandem de Tudor associ¢ a un doigt de zinc et un

domaine PHD. Son architecture est la suivante :

a5 140 307 367 427 520551 606 693 763 an1 100%
113 269 665 62

O —H-HHH—H
O BEBIRERE |

3 [ 101 1 z ] 10

Les deux domaines Tudor sont dans ce cas contenus dans un domaine Ndr de PFAM.
Le deuxieme domaine Tudor s’aligne avec la région 793-818 de Rad9, c’est-a-dire le premier

tonneau [3. La e-value initiale correspondant a cet alignement était de 505.

Ainsi, notre approche a permis de prédire la présence d’un domaine Tudor au sein de
la région 779 a 831 de Rad9. La méme prédiction est réalisée par Superfamily (figure 64). En
revanche, le deuxieme domaine observé par RMN n’est pas reconnu. Il posséde une insertion
d’une vingtaine de résidus au niveau d’une boucle qui forme une décoration sur le domaine
Tudor et gene probablement sa reconnaissance. Il me faut maintenant réitérer la procédure sur
un alignement enrichi en homologues lointains pour tenter d’aller plus loin dans la détection

des homologues de cette portion de Rad9.

Enfin, mis a part les domaines Tudor déja identifiés, il reste 49 séquences a analyser
dans le signal non significatif (49/70=70% du bruit), ce qui est cohérent avec le pourcentage
de faux positifs générés par notre approche. Certaines de ces séquences correspondent
clairement a des faux positifs. En particulier, 11 d’entre elles possédent un profil obtenu a
partir de 2 séquences uniquement. Parmi les 14 séquences de levure, 6 ont un profil restreint a
2 séquences, et 6 autres s’alignent avec Rad9 au niveau de fragments que SMART ou parfois
seulement HHSearch prédisent comme des domaines WD40 . La Figure 67 montre la région
du « propeller » des domaines WD40 qui s’aligne avec Rad9 (en violet). La structure 3D de
cette région contient uniquement des brins 3, au méme titre que les domaines Tudor ou
PWWP. Cette similitude structurale peut étre a 1’origine du bon score de 1’alignement de
Rad9 avec des domaines WD40. Le grand nombre de WD40 présent chez les levures (11000
WD40 contre 15 TUDOR et 10 PWWP; cf SMART) nous semble une explication quant au

nombre ¢élevé de faux-positifs obtenus.
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Figure 67 : Structure 3D de la protéine de C.elegans homologue a la protéine de levure
AIP1 interagissant avec l'actine (Code PDB : 1NRO, ). En violet figure la région alignée
avec Rad9.

V.3.2.Xrs2, identification de domaines BRCT tres divergents.

Xrs2 est une protéine essentielle a la réparation des cassures double-brin de I’ADN chez
S.cerevisie. Elle fait partie du complexe composé des protéines Mrel1-Rad50-Xrs2 (nommé
MRX) qui joue un role fondamental dans la reconnaissance initiale des cassures et dans
I’amplification du signal déclenchant le processus de réparation (Figure 68). Chez I’homme, il
existe un homologue Nbsl fortement divergent en séquence (18 % identité) qui s’associe

¢galement en complexe avec les homologues humains Rad50 et Mrel1 .

RADS0

MRE11

Figure 68 : Schéma indiquant le positionnement approximatif des trois partenaires du
complexe MRX (chez S. cerevisiae) et MRN (chez I'homme) lié a une cassure double dans
I’ADN. Le complexe fonctionnerait en dimére articulé au niveau d’un domaine crochet de
Rad50 (étoile rouge). Xrs2 (ou Nbsl) est en rose, Mrell en vert, le domaine N-ter de
Rad50 en orange et le domaine coiled-coil en bleu/violet.

Au plan de I’organisation en domaines, les deux protéines Xrs2 et Nbsl sont prédites
comme ne comportant qu'un domaine en commun, un domaine FHA dans la région N-
terminale (Figure 69). Expérimentalement, des petites régions dans la partie C-terminale des

deux protéines ont ét¢ montrées comme impliquées dans I’interaction avec Mrell et ATM .
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Chez I’homme, 90 % des patients atteints du syndrome de Nijmegen possedent une délétion
d’un nucléotide en position 657 dans le géne Nbsl (Figure 69) provoquant des symptomes
tels que la microcéphalie, des instabilités chromosomiques, la radiosensibilité, des déficiences
immunitaires et une forte prédisposition au cancer . Dans les cellules de mammiferes, la
délétion de Nbsl est 1étale. Dans le cas du syndrome de Nijmegen, la délétion du nucléotide
induit une cassure de la protéine Nbsl au résidu 1221 mais ne provoque pas de létalité. Un
premier fragment p26 est transcrit et un site alternatif de transcription permet la syntheése du
second fragment de la protéine p70 a des niveaux d’expression toutefois inférieurs a ceux de

la protéine sauvage.

NBS1 (Human) MRE11 ATM

—\ 221 B P bind. bind.

= FHA BRCT .’ & : -

p26 p70
E  ———C ——
'§ NBS break mutation

XRs2 (S. cerevisiae) MRE11 Tell/ATM
B bind. bind.
= FHA - a

) O

Figure 69 : Représentation des domaines FHA et BRCT identifiés dans les protéines Xrs2
et Nbs1 par les méthodes de détection de domaines. Les carrés gris indiquent les régions
expérimentalement montrées comme interagissant avec Mrell et Tell/ATM Les ronds
vert indiquent I'emplacement des sites de phosphorylations importants dans Nbsl. Une
délétion du nucléotide 657 dans |'exon 5 est responsable du syndrome de Nijmegen et
induit une cassure au résidu 1221.

L’analyse de séquence manuelle que j’ai effectuée sur les protéines Xrs2 et Nbsl au
cours de ma thése a permis de détecter de fagon statistiquement significative un double
domaine BRCT. La construction d’un alignement fiable, ainsi que la modélisation a trés basse
identité (~ 15 % identité¢) du module double BRCT dans les deux protéines a été effectuée en
collaboration avec E. Becker et est détaillée dans la publication en annexe de ce manuscrit .
L’analyse des mod¢les a permis de proposer que les deux domaines BRCT constituent un
module de reconnaissance des résidus phosphosérines. Nous avons par ailleurs montré que la
mutation du syndrome Nijmegen dans Nbsl aurait pour effet de couper en deux le double
domaine BRCT tout en maintenant 1’intégrit¢ de la structure 3D de chacun des domaines
isolés. Dans le cadre de ce chapitre, nous ne reviendrons pas sur les détails de 1’analyse qui

peuvent étre consultés dans la publication jointe. Ici, nous avons exploré en détail I’ensemble
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des séquences sélectionnées par la stratégie de double filtrage pour évaluer si la détection du

double BRCT dans Xrs2 aurait pu étre identifiée de fagon automatique par notre procédure.

e : 4 : : 4 : 4 :
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Figure 70 : Représentation schématique (extraite de la base de données SGD) des
domaines identifiés dans Xrs2 a partir de différentes méthodes de détection de domaines
par des techniques HMM. Les initiales des codes de domaines indiquent la base de
donnée source utilisée (SSF : superfamily ; PF : Pfam ; SM :SMART ; PTHR : Panther)

Comme indiqué Figure 70, le domaine BRCT de Xrs2 n’est identifié dans aucune des
bases de données d’analyse de domaines actuelles (PFAM, SMART, PANTHER,
Superfamily). Notons que le programme Superfamily dans sa version la plus récente utilise le
programme PRC de comparaison HMM/HMM . La procédure de sélection par prédiction de
structures secondaires suivie de deux comparaisons profil/profil permet de filtrer 77
séquences a partir d’un signal non significatif qui contenait environ 1000 séquences. Sur ces
77 fragments de séquences, 32 (~40 %) contiennent effectivement un domaine BRCT. Seul le
premier BRCT de Xrs2 est détecté, le second étant trop divergent pour étre aligné dans le
profil de PSI-BLAST. La e-value minimale obtenue par PSI-BLAST pour un vrai positif dans
lequel la présence d’un BRCT était connue par PFAM est de 15. Les e-value des autres vrais
positifs obtenus par PSI-BLAST peuvent atteindre 489, soulignant I’intérét de récupérer des
séquences non significatives jusqu’a des e-values tres élevées.

Concernant les faux positifs, deux cas de figure peuvent étre distingués :

(1) 19 faux positifs (25 %) associés a des profils constitués de plusieurs séquences
relativement divergentes. Nous les considérons comme de réels faux positifs
équivalents a ceux détectés dans les chapitre III et IV.

(i) 26 faux-positifs (34 %) associés a des profils qui ne rassemblent pas plus de
deux ou trois séquences (généralement treés similaires). Dans ce cas, les outils de
prédiction profil/profil sont trés peu fiables puisqu’on se ramene a une situation
de comparaison profil/séquence. Il s’agit clairement de cas qui pourraient tre

filtrés en amont de la comparaison profil/profil afin de limiter le nombre de faux
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positifs. Ces cas de figures étaient tres rares dans les tests effectués aux chapitres
IIT et IV puisque toutes les séquences du signal non significatif étaient associées
a une structure de domaine capable a priori de s’aligner avec un nombre

significatif de séquence permettant la construction d’un profil de qualité.

En conclusion, la stratégie d’exploration du signal non significatif se révele efficace
pour identifier la présence d’un des deux domaines BRCT (Figure 71). Le ratio entre vrai
positifs et faux positifs au sein du signal sélectionné apparait néanmoins sensiblement
différent de ce qui avait été calculé au chapitre IV (les vrais positifs constituaient en moyenne
pres de 80 % du signal filtré). Cependant, si on ne tient pas compte des cas de profils
appauvris mentionnés dans le point (ii) ci-dessus, la méthode permet de rassembler dans le
filtrat prées de 70 % de vrai-positifs en accord avec les résultats obtenus sur la base
d’apprentissage. Au plan biologique la détection du second domaine BRCT a permis de
proposer une nouvelle hypothése pour interpréter I’effet délétere de la mutation sur la fonction

de la protéine Nbsl (cf Article en annexe).

NBS1 ) MRE11 ATM
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p26 p70
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Figure 71 : Emplacement des domaines BRCT prédits dans les séquences de Nbs1 et de
Xrs2 .

V.3.3.Nej1, recherche de I’'homologue humain.
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dommages de I’ADN chez la levure.

Figure 72 : Représentation schématique des domaines identifiés dans Setl a partir de
différentes méthodes de détection de domaines par des techniques HMM. Les initiales
des codes de domaines indiquent la base de donnée source utilisée (SSF : superfamily ;
PF : Pfam ; SM :SMART ; PTHR : Panther)

Nejl (également nommée Lif2) est un cas d’étude particuliérement intéressant et
stimulant pour illustrer les limites et les enjeux que peuvent constituer la détection
d’homologies lointaines. A priori Nejl n’est composée d’aucun domaine connu (Figure 72).
Suite a I’identification de son rdle dans le NHEJ (Non-Homologous End Joining) par
Stéphane Marcand au SBGM/CEA Saclay , plusieurs études en collaboration avec Isabelle
Callebaut avait tent¢ en 2002 d’identifier un homologue de Nejl chez les eucaryotes
supérieurs. Malgré des recherches poussées utilisant les différents outils d’analyse de
séquence alors disponibles, aucun indice n’avait permis de récupérer des homologues dans
des espéces plus ¢éloignées de S. cerevisiae que K. Lactis. Cette observation laissait supposer
que le systtme NHEJ avait hérit¢ d’un mécanisme de régulation particulier dans les levures
apparentées a S. cerevisiae qui n’avait pas €été conservé au cours de I’évolution. Récemment,
deux équipes ont simultanément identifié¢ une protéine humaine, nommée Cernunnos, jouant
un role dans le NHEJ . En repartant de la séquence de cette nouvelle protéine humaine et en
recherchant des homologues lointains dans le signal non significatif du logiciel PSI-BLAST,
I. Callebaut est parvenue a remonter a la protéine Nejl de levure. De plus, son analyse a
permis de démontrer que les protéines de la famille Nejl sont probablement des homologues
lointains de la famille des protéines XRCC4 . Ce cas illustre la difficulté¢ de détection des

homologues lointains dans certains cas de divergence tres rapide.

Nous avons cherché a caractériser si la stratégie de filtrage du signal non significatif
aurait permis de résoudre cette question et si de facon plus générale les méthodes de
prédiction profil/profil aurait pu aider a résoudre I’énigme de I’homologue humain de Nejl en
partant de la protéine de levure. La construction du profil de référence a partir de la protéine
Nejl permet apres 4 itérations de rapatrier plusieurs séquences homologues dans des levures
apparentées a S. cerevisiae (Q06148) telles que K. lactis (Q6CJI96) et A. gossypii (Q74ZD6).
Les identités de séquences avec les homologues de ces espéces sont faibles de I’ordre de
20 %. Pour les espéces plus éloignées de S. cerevisiae telles que D. hansenii (Q6BKDI)

aucune séquence n’est retrouvée dans le signal significatif du logiciel PSI-BLAST.
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Lorsque 1’on analyse maintenant les 34 portions de séquences proposées comme
homologues par notre procédure, il apparait que 24 d’entre elles (71%) ont des profils basés
sur 2 ou 3 séquences. Parmi les 10 séquences restantes, on ne trouve que des séquences de
parasites, plantes ou mammiféres. Ces séquences sont alignées sur le fragment 150-260 de
Nejl, qui est prédit en hélice a, et qui correspondrait aux longues hélices super enroulées

prédites pour la structure de Cernunnos .

En revanche, dans le signal non significatif non remonté par notre procédure, une
séquence de D. hansenii (Q6BKDI1) est retrouvée avec une e-value de 6.82. Il s’agit de
I’homologue lointain de Nejl identifié¢ en 2006 grace a la découverte de la protéine humaine
Cernunnos. Cette séquence posseéde un Qsecpred de 32 % avec la séquence de S. cerevisiae
supérieur au seuil de 20 % défini au chapitre 111, et a donc été présélectionnée pour étre testée
par les deux méthodes de comparaisons profil/profil. COMPASS aligne 54 positions avec une
e-value de 4.107, HHsearch aligne 76 positions avec une e-value de 1.2. Le seuil de
COMPASS ayant été fixé a 10~, ces valeurs sont trop élevées pour que la séquence de D.
hansenii soit sélectionnée dans 1’ensemble des séquences d’homologues lointains putatifs.
Pourtant, les valeurs de e-value obtenues par les deux programmes sont relativement faibles.
Ces résultats sont informatifs sur les limites de notre stratégie a son stade de développement
actuel. L utilisation d’un seuil fixe pour déterminer les limites de détection de COMPASS et
de HHsearch n’est probablement pas la meilleure approche pour limiter le nombre de faux
négatifs. Dans un cas comme celui-ci ou la e-value de HHsearch est largement inférieure au
seuil de 75, on pourrait imaginer que le seuil associé pour la sélection par HHsearch soit
moins strict. Nous avons vu au chapitre IV (cf page 120) que le croisement entre les deux
méthodes permettait de réduire drastiquement le nombre de faux-positifs mais induisait une
perte de séquences d’homologues lointains de 1’ordre de 10 % (une fois 6tés les homologues
lointains qui possédaient un Qmod nul). Dans le cas testé ici, ces 10 % contiennent
précisément la séquence qui nous aurait permis de remonter jusqu’a ’homologue humain de
Nejl. Ainsi apparait une limitation de [’utilisation de deux seuils indépendants pour les

méthodes COMPASS et HHsearch.
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V.4. Apport de la méthode de filtrage aux quelques exemples
étudiés au laboratoire.

L’analyse préliminaire des résultats obtenus par notre procédure sur 100 séquences de
protéines impliquées dans la signalisation et la réparation des dommages de I’ADN, ainsi que
I’analyse détaillée de trois exemples issus du laboratoire, mettent en évidence plusieurs
défauts de la procédure qui n’avaient pas été révélés par le test effectué sur les protéines de la

SCOP.

Tout d’abord, dans 16% des cas pour Rad9, 34% des cas pour Xrs2, et 71% des cas
pour Nejl, les homologues putatifs selectionnés par notre procédure ont un profil basé sur
moins de 3 séquences. La stratégie mise au point revient alors a comparer le profil de la
séquence d’intérét avec des séquences et non plus des profils, ce qui n’apporte pas a priori
plus d’informations que la seule utilisation de PSI-BLAST. Les e-values calculées par les
programmes de comparaison profil/profil ne semblent pas prendre en compte la pauvreté ou la
richesse d’un profil. Notre expérience montre néanmoins que c’est une source majeure de
faux positifs. Ces méthodes ayant été calibrées sur des bases de données telles que la SCOP,
elles n’ont probablement que rarement rencontré des cas ou les profils calculés étaient pauvres
en séquences. En premiére approximation, il apparait donc que les profils pauvres en

séquences devraient étre écartés avant I’étape de prédiction profil/profil.

Nous avons observé qu’il était possible de repérer rapidement parmi les séquences
s¢lectionnées par notre procédure, celles qui possédaient la méme architecture en domaines
et/ou la méme fonction que la séquence d’intérét. DU a leur faible similarité avec la séquence
d’intérét, ces homologues lointains n’ont pas été inclus dans le profil initial. Pour que la
procédure soit plus sensible, il faudrait que notre méthode puisse inclure de fagon itérative ces

homologues lointains dans le profil initial associé a la s€équence d’intérét.

Enfin, ces exemples ont permis de montrer que de vrais homologues lointains sont
perdus lors de notre filtrage alors que le score de la premi¢re méthode profil-profil est
largement significatif (par rapport aux critéres définis au chapitre IV) et le score de 1’autre
méthode est juste sous le seuil. Dans ces cas-la, on pourrait imaginer un systeme de
classification basé sur un apprentissage supervisé a partir d’une base de données référence

(réseau de neurone, SVM) afin d’affiner notre capacité de détection.
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VI.1.Contexte scientifique ayant stimulé le développement de
notre approche

L’objectif de mon doctorat était de développer une méthode d’analyse des séquences
protéiques permettant de cribler, le plus efficacement possible, les alignements non
significatifs produits par le logiciel PSI-BLAST et d’identifier ainsi des homologies lointaines
entre séquences. La description des protéines sous forme de modules fonctionnels a au cours
des dix derniéres années a profondément modifi¢ la stratégie d’annotation et d’analyse
structurale et fonctionnelle des protéines. Une des difficultés rencontrées par les
expérimentalistes repose sur la détection de ces modules et sur leur délimitation. L’outil que
j’al mis au point intéresse en premier lieu la biologie structurale puisqu’il permet d’aider a
identifier et a délimiter des modules structurés au sein des protéines de grande taille. Son
champ d’application s’étend également aux autres domaines de la génétique ou de la biologie
cellulaire car I’identification de modules fonctionnels est souvent un pré-requis a la dissection

de la fonction d’une protéine et a la recherche de partenaires.

Deux évolutions majeures en biologie ont suscité le développement et 1’automatisation
de telles approches. Tout d’abord, I’explosion du nombre de génomes séquencés,
particulierement dans le régne des fungi, augmente énormément les possibilités de découvrir
des relations, jusqu’alors cachées, entre les séquences de levures et celles d’eucaryotes
supérieurs. Les trois exemples mentionnés au chapitre VI fournissent une illustration des
enjeux de ces détections. De plus, au plan méthodologique, on peut noter que chaque décennie
a été accompagnée par une évolution majeure des outils d’analyse. Dans les années 80, les
méthodes heuristiques telles que BLAST et FASTA ont accélérées les recherches
d’homologues a grande échelle sur les bases de données. Les années 90 ont vu 1’essor des
approches de comparaison profil/séquence ou HMM/séquence, telles que HMMER et PSI-
BLAST. Sans doute, les années 2000 seront marquées par le développement de méthodes de

comparaison profil/profil (ou HMM/HMM) de plus en plus performantes.

A mesure que les limites de détection de 1’homologie sont repoussées, la prise en
compte de I’information structurale déduite de I’analyse de la séquence devient de plus en
plus importante. Au sein d’un alignement de séquences, les corrélations existant entre les

acides aminés et reflétant les contraintes de maintien de la structure tridimensionnelle
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constituent des marqueurs évolutifs trés utiles pour reconnaitre les homologies lointaines.
Parmi ces informations, la nature des structures secondaires nous a paru particulierement utile
a prendre en compte. Elle peut étre prédite rapidement et avec une précision relativement
informative. De plus, cette prédiction posséde un grand champ d’applications puisqu’au
contraire des techniques de threading elle peut étre appliquée a des régions de protéines pour

lesquelles aucune structure homologue n’existe.

VI.2.Rappel des principaux résultats

Lors de ma thése, j’ai mis au point une stratégie permettaient de retrouver des
homologues lointains dans le signal non-significatif de PSI-BLAST. Afin d’évaluer cette
stratégie, j’ai tout d’abord vérifié la présence de séquences homologues parmi ce signal (cf
chapitre II). J’ai observé que les alignements non significatifs donné par le logiciel PSI-
BLAST dans I’intervalle (107, 1000) rassemblent un ensemble de séquences enrichie en
homologues lointains. J’ai montré que des alignements présentant des e-values fortement non
significatives (entre 100 et 1000) sont associés a une réalité structurale dans environ un tiers
des cas. Enfin, j’ai constaté que parmi le signal non significatif du logiciel PSI-BLAST, les
alignements de grande taille sont généralement de mauvaise qualité : la taille moyenne des

alignements corrects a plus de 90% est de seulement trente résidus.

A partir de cette premiere analyse, j’ai choisi de rechercher des homologues lointains
dans le bruit de fond de PSI-BLAST défini dans un intervalle de e-values compris entre 0,001
a 1000. J’ai alors isolé un jeu de données test de 200 séquences issues de la banque SCOP10,
pour lesquelles plus de 10 séquences de la méme superfamille sont retrouvées dans le signal
non significatif de PSI-BLAST apres une recherche sur la banque SCOP40. C’est sur ce jeu

test que j’ai effectué la mise au point de ma procédure de recherche d’homologues lointains.

J’ai ensuite montré que les prédictions de structure secondaire permettaient de filtrer
efficacement le signal non significatif de PSI-BLAST (cf chapitre III). La comparaison d’un
point de vue local et global des prédictions de structures secondaires entre la séquence
d’intérét et les séquences potentiellement homologues a montré que ces deux approches
¢taient en mesure de filtrer le signal non significatif. Toutefois, I’approche globale présente

des résultats uniquement pour les protéines prédites a plus de 70% en hélices a ou en
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feuillets . De plus, elle suppose que la séquence étudiée ne comporte qu’un domaine. Pour la
suite de cette étude, nous avons donc préféré 1’utilisation d’une approche locale des
prédictions de structures secondaires. Cette approche a permis un filtrage rapide d’environ
40% des séquences non homologues du signal non significatif de notre jeu test. De plus, la
majorité des séquences homologues perdues lors du filtrage sont associés a un alignement

non-significatif fortuit ne présentant aucune réalité structurale.

Pour aller plus loin dans le filtrage des séquences du signal non-significatif de PSI-
BLAST, j’ai utilis¢ des méthodes de comparaison profil/profil COMPASS et HHsearch (cf
chapitre IV). Un des facteurs limitant dans [’utilisation des comparaisons profil/profil a
grande échelle réside dans le temps de calcul nécessaire a la construction des profils associé a
chaque protéine du signal non significatif. L’originalit¢ de 1’approche développée ici
consistant a croiser les résultats de deux méthodes de comparaisons profil/profil permet pour
le colit de la construction d’un seul profil de profiter de la précision de deux algorithmes
différents de comparaison profil/profil. J’ai montré que ces deux méthodes étaient
complémentaires et qu'un croisement de leurs résultats permettait d’augmenter la spécificité
des résultats obtenus indépendamment. Les deux méthodes présentent en effet trés peu de
recouvrements entre leurs faux-positifs et offre une sensibilité tout a fait intéressante pour
identifier un nombre conséquent de séquences d’intérét. Cette intégration de différents outils
d’analyse de séquences permet de traiter dans un temps moyen de 2h (cluster de 10
Processeurs Intel Xeon 3GHz) I’ensemble des séquences présentes dans le signal non
significatif d’une séquence test. Ainsi, environ 90% des séquences non homologues présentes
parmi le signal non significatif de notre jeu test ont été éliminées car leurs scores COMPASS
et/ou HHsearch étaient supérieurs au seuil fixé. La encore, j’ai vérifié que I’approche choisie
ne conduisait qu’a 1’¢élimination d’un faible nombre d’homologues lointains ne correspondant

pas a un alignement fortuit (environ 20 %).

Nous avons discuté au chapitre V que la validation de la procédure sur une base de
données de séquences dont les structures étaient déja connues n’était pas forcément
représentative de tous les cas de figures rencontrés lors d’une recherche d’homologues
lointains sur une base de donnée telle que la nr. Dans ce contexte, 1’analyse de cas réels
extraits d’un ensemble de protéines de la réparation et de la signalisation des dommages de

I’ADN nous a permis de tester les potentialités réelles de 1’approche. Aujourd’hui, I’analyse
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préliminaire des résultats obtenus par notre procédure sur 100 séquences de protéines
impliquées dans la signalisation et la réparation des dommages de I’ADN, ainsi que 1’analyse

détaillée de trois exemples issus du laboratoire, ont permis de valider la stratégie utilisée :

- dans 36% des cas, des informations potentiellement nouvelles sur la composition en

domaines des portions étudiées ont été trouvées.

- dans 27% des cas, des domaines cachés (non identifiés dans la PFAM) mais déja

détectés dans des protéines de fonctions similaires ont été retrouvés.

Toutefois, ces analyses ont aussi mis en évidence des défauts dans notre procédure, que
nous souhaitons aujourd’hui rapidement corriger et m’ont stimulé pour apporter de nouvelles
améliorations en particulier, pour améliorer a court et moyen termes la spécificit¢ de la

procédure.

VI.3.Comparaison avec les résultats de la littérature.

A I’époque ou mon travail de thése a été initié en décembre 2003, le domaine de la
recherche d’homologues lointains par des approches automatiques était dominé par les
techniques de « threading ». Comme mentionné plus haut, I’inconvénient du « threading » est
qu’il suppose I’existence d’une structure tridimensionnelle correspondant a la portion de
séquence analysée. Les premicres méthodes de comparaison profil/profil ont été publiées a
cette période et j’ai, au début de ma these, évalué I’intérét des différentes approches telles que
COMPASS , COACH ou HHsearch . COMPASS et HHsearch ont été sélectionnées pour leur
rapidité et parce qu’elles intégraient en plus d’une procédure d’alignement des profils, un
parametre statistique (e-value ou probabilité) qui permettait d’évaluer la vraisemblance des
alignements. Nous avons vu au chapitre IV qu’il existait néanmoins une disparité entre les
parametres statistiques calculés par les deux approches. Au cours de la discussion, je
reviendrai briévement sur cette particularité. Dans la suite, je mentionnerai également
différents travaux publiés en 2006 qui s’inscrivent dans une démarche similaire a celle
développée au cours de mon doctorat. Je chercherai a dégager les points originaux de ces

travaux, afin de décrire ce qui les distinguent de la démarche entreprise dans mon étude.

VI.3.1.Comparaison avec les résultats publiés sur les logiciels
HHsearch et COMPASS
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Deux points importants ont été notés lors de 1’analyse comparée des capacités
discriminantes des deux programmes COMPASS et HHsearch :

- Les e-value obtenues avec COMPASS favorise I’existence de faux-positifs. Pour des
e-value inférieures a 10~ on observe ainsi encore un nombre important de faux-
positifs. En revanche, la e-value du programme HHsearch apparait trés stricte.

- Les différences observées entre les résultats du programme COMPASS et HHsearch
sont étonnantes en regard des données publiées sur la sensibilité des deux méthodes.
(courbe de sensibilité des logiciels PSI-BLAST, COMPASS, HHnoss et HHss tracée

publié par J. Soeding et présentée en introduction Figure 19 page 53).

I.1.1.23Comparaison des calculs de e-value

Les modes de calcul des e-values entre les deux méthodes sont radicalement différents.
Dans le cas de COMPASS, comme indiqué dans I’introduction, le mode de calcul de la e-
value est trés similaire a celui utilisé par PSI-BLAST. Ce calcul a été optimisé pour favoriser
la sensibilité de la méthode . La e-value est calculée a partir d’une formule analytique qui
prend en compte la longueur des séquences alignées et les paramétres A et K. Ces derniers
parametres caractérisent la distribution des scores attendus lors de 1’alignement d’une
séquence avec I’ensemble des séquences d’une base de données. Les parameétres nécessaires
pour calculer A et K ont donc été obtenu une fois pour toute au moment du développement du
programme et ne sont pas modifiés par la suite. En revanche, avec HHsearch, les paramétres A
et K sont définis a chaque étape de calibration d’un profil HMM. Bien que plus coliteuse en
temps de calcul, cette méthode semble fournir des e-values en meilleur accord avec le nombre
de faux-positifs effectivement obtenus. A ce propos, J. Soeding mentionne sur le site de
HHsearch les résultats d’une analyse sur la précision de PSI-BLAST
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/help ov). Sur un grand ensemble de séquences, les
résultats de PSI-BLAST (utilisé avec les parameétres standards, jusqu’a 8 itérations avec des
e-values d’inclusion de 10™) comptent 100 fois trop de séquences non homologues dans
I’ensemble des séquences supposées homologues pour une e-value calculée par PSI-BLAST

inférieure a 10™.
I.1.1.24Hiérarchie dans les performances des programmes

I1 reste néanmoins surprenant que les résultats de HHsearch ne soient pas supérieurs a

ceux de COMPASS en regard de ce qui a été publié (Figure 19 page 53). Notons que dans la
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publication originale, J. S6ding mentionnait effectivement une perte de fiabilité¢ de la méthode
HHsearch pour des homologues tres lointains correspondant au cas de figure exploré ici . Elle
n’était néanmoins pas aussi importante que celle obtenue dans nos tests. Une des différences
entre notre étude et son ensemble test provient aussi de la longueur des séquences testées pour
effectuer la comparaison. Dans son cas, J. S6ding utilise I’intégrité de la longueur des deux
séquences extraites de SCOP pour construire les profils et les comparer ensuite entre eux avec
HHsearch. En revanche, nous restreignons la taille de la séquence prise en compte pour le
second profil a la longueur de I’alignement identifi¢ dans le signal non significatif de PSI-
BLAST. Les profils résultants sont donc probablement de moins bonne qualité que ceux testés
par J. S6ding. Ce point souligne I’intérét de ne pas se restreindre aux résultats des benchmarks
pour décider de I'utilisation d’un logiciel ou d’un autre mais de tester chaque algorithme dans

les conditions d’utilisation (telles qu’ici pour des applications sur des fragments de domaines).

VI.3.2.Le serveur HHsenser.

Récemment, le groupe d’Andrei N.Lupas a publié¢ la description du serveur HHsenser
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhsenser), qui permet d’enrichir des profils PSI-BLAST en
vrais homologues tout en étant tres stricts sur le filtrage des faux positifs . HHsenser part
d’une séquence unique ou d’un alignement multiple et calcule deux alignements multiples,
I’'un trés stringent et ’autre plus permissif. Pour cela, il effectue un PSI-BLAST sur la
séquence d’intérét avec un seuil de 10° , trouve une premiére génération d’homologues
potentiels, puis reprend chacun de ces homologues (ou tout au moins un échantillon
relativement divergent de ces homologues) et relance PSI-BLAST afin d’obtenir des
alignements de deuxiéme génération. Ces alignements sont comparés avec 1’alignement
stringent de la séquence de départ en utilisant HHsearch. Des e-values et des P-values sont
alors calculées. Si ces valeurs se trouvent sous un certain seuil, I’alignement est ajouté a
I’alignement permissif de la séquence de départ. Et si ces valeurs sont sous un deuxieme seuil,

alors 1’alignement est ajouté a I’alignement strict de la séquence de départ.

HHsenser utilise une valeur de 1 pour la e-value seuil ce qui limite le nombre de
séquences analysées. Rappelons que dans notre cas I'utilisation couplée de deux méthodes de
comparaison profil/profil nous permet d’envisager le traitement des e-value jusqu’a 1000.
Cependant, HHsenser tire profit de la transitivité de la relation d’homologie, ce qui lui permet

d’explorer avec HHsearch un nombre intéressant de couple de séquences. Toute la question
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est donc de savoir si pour toute séquence d’une base de données, il existe une séquence de
« pontage » qui permet de passer d’un homologue lointain a I’autre sans jamais avoir a
dépasser une e-value PSI-BLAST de 1. Pour la suite, il sera tout a fait intéressant de comparer

si notre stratégie permet effectivement une plus grande efficacité.

VI.3.3.La méthode FOLDpro

Le serveur FOLDpro (http://www.igb.uci.edu/servers/psss.html) cherche a déterminer le

repliement le plus probable pour une séquence donnée . Son objectif est donc différent du
notre. Cependant, il utilise une combinaison de méthodes dans son calcul de score, et en cela
il se rapproche de notre procédure. FOLDpro exploitent les scores obtenus par un grand
nombre de méthodes de comparaison séquence/séquence, séquence/profil, profil/profil (dont
COMPASS et HHsearch), et des informations sur la composition des séquences et des
structures 3D, afin de calculer un score global correspondant a 1’adéquation entre une
séquence et un repliement. Ce score global résulte d’une fonction mathématique dont les
parametres ont été optimisés par un processus d’apprentissage de type SVM (Support Vector

Machine).

L’approche proposée dans ce travail est intéressante puisqu’elle rejoint nos
préoccupations d’améliorer le filtre de sélection des homologues lointains en combinant les
scores HHsearch et COMPASS de facon plus optimale que cela n’a été fait au chapitre IV. La
encore une comparaison des résultats obtenus par FOLDpro avec certains cas d’étude que
nous avons traités au chapitre V pourra étre trés intéressante. Néanmoins, il faut noter qu’au
dernier CAFASPS5, la méthode FOLDpro arrive loin derriere le programme HHpred
(correspondant & HHsearch utilisé sur une base de profils extraits de la PDB). Il n’est pas
impossible que FOLDpro utilise trop de sources d’informations et que le bruit apporté par

certaines méthodes limite les performances du programme.

VI.4.Perspectives d’améliorations de la méthode
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VI.4.1.Gains en temps de calcul

L’originalité de 1’approche développée ici est tout d’abord d’utiliser les structures
secondaires comme un filtre pour éliminer un grand nombre de séquences polluant le signal
potentiellement intéressant. Nous avons utilisé un parameétre simple, le Qsecpred, qui permet
un traitement efficace des séquences. D’autres stratégies plus sophistiquées, basées sur
analyse globale des prédictions de structures secondaires, ont été explorées mais n’ont pas
permis d’aboutir a des résultats satisfaisants. L.’augmentation de la fiabilit¢ des prédictions de
structures secondaires pourrait permettre d’éliminer un plus grand nombre de séquences au
départ et donc d’augmenter la rapidité de la procédure. Une des voies d’amélioration de ce
filtrage consiste a augmenter la fiabilité¢ des prédictions des structures secondaires a partir de
séquences uniques. Ainsi, une méthode basée sur de nouveaux modeles de corrélations entre
résidus et des algorithmes récents d’apprentissage, ainsi que sur la représentation HSSM
(hidden semi-Markov model) des alignements a été récemment publiée, et pourrait étre
intégrée a notre procédure . Les nouveaux développements de 1’approche HCA sont
¢galement tout a fait prometteurs car ils permettent de gagner significativement en fiabilité
pour la prédiction en structures secondaires d’un petit nombre d’amas hydrophobes (I.

Callebaut, JC. Gely, communication personnelle).

Les résultats obtenus suggerent plusieurs voies d’améliorations. Pour gagner en temps
et en spécificité, il serait tout a fait intéressant de travailler sur des bases de données pré-
filtrées. L’utilisation de bases de données telles que la nr dans laquelle aucune séquence ne
posseéde plus de 70 % d’identité avec les autres séquences permettrait de réduire
considérablement la taille des ensembles de séquences. Cette stratégie est déja adoptée sur le
site du programme HHpred basé sur 1’utilisation de la méthode HHsearch et constitue une

voie d’amélioration facile a implémenter (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred).

VI.4.2.Gains en sensibilité et spécificité

L’automatisation de I’approche de criblage des séquences développée dans cette these
permet d’explorer de nombreuses combinaisons d’analyses. Par exemple, chaque séquence
rapatriée au sein du signal significatif pourrait étre elle-méme utilisée systématiquement
comme sonde pour un nouveau criblage du signal non significatif. De plus, la méthode

pourrait permettre d’intégrer des homologues lointains de fagon stricte en évitant un des
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écueils principaux de PSI-BLAST qui est de diverger dés qu’une séquence non homologue est

insérée dans un profil.

L’étude menée au chapitre VI nous a également permis d’identifier quelques limites de
I’approche qui pourront étre facilement surmontées dans la suite du développement du
programme. Une premicre ligne d’amélioration concerne la définition d’un indice de qualité
des profils générés, qui devrait permettre de filtrer tous les profils ne contenant pas assez de
divergence pour pouvoir amener une prédiction fiable. De plus, en travaillant sur des régions
de séquences vierges de toute annotation, nous avons constaté que fréquemment les itérations
de PSI-BLAST ne permettaient pas de récupérer un nombre suffisant de séquences dans le
signal significatif. L’intégration d’une procédure itérative permettant d’enrichir les profils
initiaux en homologues lointains permettra d’augmenter sensiblement le potentiel de
I’approche. Enfin, la technique d’évaluation des seuils utilisés pour coupler les prédictions de
COMPASS et HHsearch reste assez naive. Nous avons vu dans le chapitre V que les limites
de ce systetme nous empéchaient d’identifier de fagon automatique 1’homologue lointain de
Nejl et de remonter ainsi a I’homologue humain. Nous envisageons de raffiner les capacités
de détection de la méthode en utilisant des techniques d’apprentissage (telles que la méthode
SVM (Support Vector Machine) ou réseau de neurones) pour améliorer la discrimination
entre les homologues lointains et les faux positifs générés par PSI-BLAST. Des informations
plus générales associées a la phylogénie ou aux fonctions cellulaires de la protéine et de ses
homologues potentiels pourront aussi étre intégrées. Nous espérons par cette approche

découvrir de nouveaux liens entre les protéines de la signalisation des dommages de I’ADN.

VI.4.3.Gains en facilité d’utilisation

La sortie des résultats est pour le moment présentée sous forme de fichiers plats et ne
laisse pas beaucoup de place a I'interactivité. Pourtant, L’approche peut gagner énormément
si elle permet un post-traitement des données de sortie convivial sous un format de type
HTML. L’intuition et la culture biologique de I’expert peut sur un ensemble réduit d’une
cinquantaine de séquences s’avérer trés complémentaire des approches présentées ici. A titre
d’exemple, nous pourrions facilement envisager de coupler 1’affichage des résultats filtrés
avec des liens permettant de choisir des analyses complémentaires de type HHpred, pour aller
plus loin dans 1’analyse des séquences les plus intéressantes. Un systéme de seuils ajustables
pour adapter suivant les cas de figure les seuils de filtrage des homologues lointains serait

¢galement possible a intégrer assez rapidement.
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Pour conclure, les résultats présentés dans cette thése ouvrent un champ d’investigation
important pour la recherche semi-automatisée d’homologies lointaines entre les séquences. En
s’appuyant sur les outils parmi les plus performants du moment, I’approche devrait permettre
d’accélérer le processus de découverte de nouveaux domaines ou de nouvelles fonctions et
stimuler des travaux en biologie structurale et en biologie cellulaire de fagon plus générale.
Une bonne illustration de ce processus concerne les développements stimulés par la
découverte du tandem BRCT dans des protéines trés étudiées telles que Xrs2 et Nbsl. Les
cristallographes du laboratoire sont actuellement en train de purifier le module FHA-tandem
BRCT des deux protéines, notre collaboratrice généticienne M.C. Marsolier-Kergoat (DBJC,
CEA Saclay) effectue des recherches de partenaires du module de Xrs2 dans la levure et nous
avons initi¢ une collaboration avec N. Lowndes (Galway, Ireland) pour rechercher des
partenaires de ce module dans Nbs1 sur un modéle de cellules animales DT40 trés prometteur.
Jespere que d’autres exemples comme celui-ci pourront étre développés a I’avenir grace a

I’aide apportée par 1’outil que j’ai développé.
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VIII.1.SORTIES DU PROGRAMME DE DOUBLE FILTRAGE DES
HOMOLOGUES LOINTAINS POUR RAD9, XRS2 ET NEJ1

La premiére partie de I’annexe présente les sorties du programme d’analyse des

homologues lointains annotée pour identifier trois catégories de séquences :

> : désigne les fragments contenant effectivement un domaine homologue lointain

de la séquence requéte
B désigne les fragments correspondant a priori a des faux positifs

> : désigne les fragments associés a des profils pauvres. Pas plus de deux ou trois

séquences pratiquement identiques

Code de lecture de I’information concentrée dans ces résultats :

R R R R

P06701@2.info  Code de la protéine d’intérét@ index du domaine

Sir3 Nom de la protéine d’intérét
"Silencing protein that interacts with Sir2p and Sir4p, and histone H3 and H4 tails, to es-
tablish a transcriptionally silent chromatin state; required for spreading of silenced chro-
matin; recruited to chromatin through interaction with Rap1p" YLR442C

Annotation SGD

Lidnpdb bl

Lecture des informations :

>NomDomaine | | ]

| EvalueHHsearch (seuil evalue=75) | | DelimitationsMatchDansSeqRéf |

NbSeqProfilRéf | NbSeqProfilCible | DelimitationsMatchDansSeqCible

*NomDuDomainePFAM|DélimitationDuDomainel|
X,SiLeDomaineRecouvreLaRégionSélectionnée

Exemple :
>P06701@2| | | |le-10|
(576, 817)|26]467|('192', '396")

*AAA|191-395[X
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VORZ17C
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ORF
WORZLTC

RAD9, Yerified, OMA damage-dependent checkpoint protein

Protein/Hydropathy Plot
Kyte-Ooolittle hydropathy plot 4.5

HHH Donains

PFOSE0S
Egggfégéégfégﬁd Rad9-like RadS3-bhinding: fungi
SEFE3748 PFOOS33
Tudor /PP /MET BRCT

SEF52113

BRCT damain

SMonzaz

BRCT

Signal Peptide

>P14737@1106B8Q01359.16610.00037113.4IHypotheticalplastidorotein.[ Gracilaria
tenuistipitatavar.liui(Red alga)11("360°,/ 433")
None

>P14737Q@11Q07Q0VU51554.27410.00013515.8I1GLP_178_48111_45205. [Giardia
lambliaATCC 50803]11('324’,384")
None

IP1 4737Q@11Q66HN61485.00510.000189123.0ISolutecarrierfamily27 (Fattyacid
transporter)member 32. [Rattusnorvegicus (Rat)]1(815,842) 17111551 (454", 489")
AMP-bindingl805121X

>P14737Q@11Q4W9751374.46610.00059110.651Hypotheticalprotein.[Aspergillus
fumigatus (Sartoryafumigata)]1(’358”,381")
None

IP1 4737@11Q4CTP81230.80310.00024111.9IHypotheticalbrotein(Fragment).
[Trypanosoma cruzill('2471°,2528")
None

>P14737@11Q104511480.97518.35e0511.21HypotheticalproteinC1093.01 in
chromosome I.[Schizosaccharomycespombe (Fissionyeast)]1(774,784)17121(°62,
"72")

PPRI1182-12161

IP1 4737Q@11Q9NHQO01221.37210.00028212.41Scrilbler.[ Drosophilanelanogaster

(Fruitfly)]11(838,856) 171241(’916",/934")
None
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IP1 4737Q@11QI9NGW51221.37210.00028212.41Brakelessprotein.[ Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]1(838,856)171241(’906",'924")
None

IP1 4737Q@11Q9V8E61221.37219.61e0513.11CG5580-PA, isoformA. [Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]1(838,856)171241(’906",'924")
None

IP1 4737@11Q4XA04170.580410.00023210.0821Hypotheticalorotein.[ Plasmodium
chabaudil]l(772,855)17161('31",/110")
Peptidase C4811055001X

IP1 4737@11Q4YVS2110.444110.00011510.1IHypotheticalorotein(Fragment).
[ Plasmodium berghei]l(755,855) 17161('740",/832")
Peptidase C481827-12761X

IP1 4737Q@11Q7XYI5194.517310.00027110.01Photosystem ITproteinPsbP.
[Chlorarachnionsp. (strairCCMP 621) (Pedinomonas minutissima)]1(795,850) 171311
(72277,281")

PsbPI184-2881X

>P14737@110358761170.91917.81e0910.821Survivalmotorneuron protein.[Rattus
norvegicus (Rat)]1(784,815)1712561('97",/125")
SMNI24-2891X

IP1 4737@11Q7Q9V51319.56810.00013913.1IENSANGP00000021762 (Fragment).
[Anophelesgambiae str PEST]I('52",/70")
None

IP14737@1 |Q8BYP51449.91816.11e0512.7I(Fragment) .[ Mus musculus (Mouse) ]|
("119°,7137")
None

IP1 4737Q@11Q7SFHO01196.96610.00042210.61IHypotheticalprotein.[Neurospora
crassall(’384’,409")
None

IP1 4737@11Q9NBW01221.37210.00028212.4|BrakelessA (CG5580-PC, isoformC)
(RE69316p) .[Drosophilanelanogaster(Fruitfly)]1(838,856) 171241('906',924")
None

IP1 4737@11P975241505.66610.000189123.0lcarrderfamily?27 member 2).[Rattus
norvegicus (Rat)]11(815,842)17111551('454",/489")
AMP-bindingl805121X

IP1 4737@11Q05DCL31380.76810.00071112.41SJCHGC04417 protein.[ Schistosoma

Japonicum (Blood fluke)]1(’93",131")
None
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IP14737@1 IQ7Q0GR91649.49110.000164123.0l[ENSANGP00000018261 (Fragment).
[Anophelesgambiae str PEST]1(813,859)17111381('428",/478")
AMP-bindingl4054811X

>P14737@110047161306.51119.14e0610.661DNA mismatch repairproteinMSH6 -1
(AtMsh6-1) . [Arabidopsisthaliana (Mouseearcress)]1(779,821)171781(°122°,164")
MutS_T13804961 MutS_IITI6937881 MutS_IVI8869771 MutS_VI1028-1273]

>P14737Q@11Q4RWG71505.66618.04¢0510.067 1 (Fragment).[ Tetraodon nigroviridis
(Greenpuffer)]1(793,818)1711671(°184’,208")
Ndrl122761X zf€2H21307-3321

>P147370@11Q4RWG61505.66614.53e0710.0191Chromosome undetermined
SCAF14988,wholegenome shotgunsequence. [ Tetraodon nigroviridis( Green
puffer)]1(793,818)171341(°9",/33")

zfC2H21132-1571

IP1 4737@11Q9NBL31221.37210.00028212.4|Scrikblershortisoform. [ Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]1(838,856)171241(’906",924")
None

>P147370@11Q2U1A01311.66810.00081110.711Predictedprotein.[Aspergillusoryzael]l
("3577,/380")
None

>P14737@11Q9VAA9150.131914.82e0510.911CG7946-PA (LD23804p).[Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]1(797,828)1713181('26",/58")
PWWPI19-751X

>P147370@11Q5VYJ21476.97810.00018712.31Jumonjidomaincontaining2C. [Homo
sapiens (Human)11(793,831)171231(°949",987")
JmjNI17621 JmjCl177293]

>P14737Q@11Q07R1311261.57510.00010911.4I1GLP_190_74423 74914, [ Gilardia
lambliaATCC 50803]1('133",153")
None

>P147370@11Q3UNT51144.6510.000133124.01 (Fragment).[Mus musculus (Mouse) ]I
(720°,778")
None

>P14737@11P978011155.9311.83e90811.1ISurvivalnotorneuronprotein.[ Mus
musculus (Mouse) 11(784,815)1712551(°96",124")
SMNI123-2881X

>P147370@11Q7YS861316.91313.72e0910.7|Survivalmotorneuron (Fragment).

[Canisfamiliaris(Dog)]11(784,827)1712641(°90",132")
SMNI17-2831X
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>P14737@1109Y8171109.83410.00014417.31SPBC1105.10protein.
[ Schizosaccharomycespombe (Fissionyeast)]1(796,860)17121(°341°,408")
None

>P14737@11Q2U9251212.32712.42e0613.0!Predictedprotein.[Aspergillusoryzae]l
(796,867)17141(’848",/911")
Rad9_Rad53_pindI8289751X BRCTI1019-1133]

IP1 4737Q@11Q08SX801221.37210.00028212.411.D21711p. [ Drosophilamelanogaster
(Fruitfly)]1(838,856) 171241('532",/550")
None

IP1 4737@11Q9HFK5133.031810.00081110.681HypotheticalproteinB11E6.110.
[Neurosporacrassall(840,863)17191('354",377")
None

>P14737@11Q5ATX5111.543914.41e0712.01Hypotheticalprotein.[Aspergillus
nidulansFGSC A4]11(771,868)17141(’1376’,/1460")
tRNA_int endol3173991 Rad9_Radb3_bindl1376-15161X BRCTI11560-16751

IP1 4737@11Q9ULD91449.91818.39e0512.7IKIAA1281 protein(Fragment) .[ Homo
sapiens (Human)]1(’416",/434")
None

>P14737Q@11065XF21407.05113.32e0510.371Hypotheticalprotein0J1504_G04.1
(PSAG protein).[Oryzasativa (japonicacultivargroup)]1('24°,50")
None

IP1 4737Q@11Q4CNU01353.22217.44e0510.047Lysosomal/endosomalmembrane
proteinp67, putative.[ Trypanosoma cruzi]l(775,808) 171591 (244", 277")
Laminin Al65951X

>P14737@11Q05JCT11413.90113.32e0510.3710SA15 protein.[Oryza sativa(japonica
cultivargroup)11('24°,50")
None

>P14737@11Q3B8E416.6556815.86e0812.2IHypotheticalorotein(Fragment).
[ Xenopus laevis(Africanclawed frog)]11(784,831) 1712711(°97°,/143")
SMN122-2871X

IP1 4737Q@11Q056A101449.91816.11e0512.71Zfp608 protein.[ Mus musculus (Mouse) ]l
("393",/411")

None

IP1 4737Q@11Q7QGS01435.14910.000164123.01ENSANGP00000025905
(Ensangp00000018270) (Fragment) .[Anophelesgambiae str PEST]1(813,859) 17|

11381('564",614")
AMP-bindingl5416171X
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IP1 4737@11Q4Y197169.412310.00037510.141Hypotheticalprotein(Fragment).
[ Plasmodium chabaudi]l(772,855)17161('8,87")
Peptidase C481824771X

>P14737@11Q06P934150.975511.27e0910.231Survivalmotorneuron 1. [ Brachydanio
rerio(Zebrafish)(Daniorerio)]1(783,815)1712721('82°,/114")
SMNI115-2791X

IP1 4737Q@11Q3SYM61449.91818.39e0512.71ZNF608 protein(Fragment).[ Homo
sapiens (Human)11('394",/412")
None

IP1 4737Q@11Q09GRA91221.37219.61e0513.11Masterof thickveins.[Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]1(838,856) 171241(°916","934")
None

>P14737@11Q5AWZ9127.263910.00082110.681Hypotheticalprotein.[Aspergillus
nidulansFGSC A4]11(’358",381")
None

IP1 4737@11Q061WI51179.69310.00090718.9IHypotheticalproteinCBG04400.
[ Caenorhabditidoriggsae]l('20°,123")
None

>P14737@11Q9W6S58149.715413.48e0910.461 Survivalmotorneuronproteini .
[ Brachydaniorerio(Zebrafish)(Daniorerio)]1(783,815) 1712711(°84",/116")
SMNI115-2811X

>P14737@11Q872W31198.61710.00013112.6|HypotheticalproteinB2G14.050.
[Neurosporacrassa]ll(’'204’,241")
None

IP14737@1 IQ3ZTR81387.17518.83e¢05116.0IHHL (Fragment).[Homo sapiens
(Human)11(821,850)171291(’8",36")
TBC1188-3991

IP1 4737Q@11Q4WKW?21682.83410.000801116.01Hypotheticalprotein.[Aspergillus
fumigatus (Sartoryafumigata)]11(°102°,114")
None

>P14737@11Q07Q0SC0159.732512.26e0510.861GLP_105_27923_22137.[Glardia
lambliaATCC 50803]71('412°,/481")
None

>P14737@11Q8CH691198.61711.83e0811.1ISurvivalofmotorneuronprotein
(Fragment).[Mus musculus (Mouse) ]1(784,815) 1712551 (°72°,/100")
SMNI11-2641X

IP1 4737@11Q414101633.43610.00082110.7IHypotheticalprotein.[ Gibberellazeae
(Fusariumgraminearum) ]1('377",400")
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None

IP1 4737Q@11Q5E9Y9158.255910.000125112.0lproteirexpressed in).[Bos taurus
(Bovine)11(794,856)171851("26",82")
NDKI1241-3741

>P14737@11Q3UMN71169.49914.56e0811.0lsequence. [Musmusculus (Mouse) ]|
(784,815)1712671(°96°,124")
SMN123-2881X

>P14737@11Q5VYJ31435.14919.35e0512.31Jumonjidomaincontaining2C. [Homo
sapiens (Human)11(793,831)171231(°949,987")
JmjNI17621 JmjCl1177293]

>P14737@110549F91155.9311.83e0811.1linsertsequence) .[Mus musculus
(Mouse)11(784,815)1712551(’96",/124")
SMN123-2881X

>P14737@11Q098SU9196.913111.99e0810.821Survivalnotorneuron protein.[ Gallus
gallus(Chicken)]1(784,815)1712381(’87°,115")
SMN112-2641X

IP14737 @11Q7KRH91221.37210.00028212.41CG5580-PB, isoformB. [Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]1('916”,934")
None

>P14737@110027711306.51113.72e0910.7|Survivalnotorneuron protein.[Canis
familiaris(Dog) 11(784,827)1712641('94",/136")
SMN121-2871X

IP1 4737Q@11Q8T9H11221.37219.61e0513.11SD01229p. [ Drosophilanelanogaster
(Fruitfly)]1(838,856) 171241('532",/550")
None

>P14737@1106P6841143.44817.810910.82|Survivalofmotorneuron 1, telomeric.
[Rattusnorvegicus (Rat)]1(784,815)1712561("96",124")
SMN123-2881X

>P14737@110934201157.23717.74e1010.711Survivalmotorneuron protein.
[ Brachydaniorerio(Zebrafish)(Daniorerio)]1(783,815)1712691(°84",/116")
SMN115-2851X

IP1 4737Q@11Q4T7G71597.49910.00018124.01 (Fragment) .[ Tetraodon nigroviridis
(Greenpuffer)]1(813,842)17111441(°449",479")
AMP-bindingl2815021X

>P14737Q@11Q9H3R01485.00510.00018712.3lcarcinoma 1 protein)(GASC-1 protein).

[Homo sapiens (Human)]1(793,831)171231(°949",/987")
JmINI17621 JmjCl177293]
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IP1 4737Q@11Q9N6931221.37219.61e0513.11BrakelessB (Scribblerlongisoform).
[ Drosophilamelanogaster(Fruitfly)]11(838,856) 171241(7906°,924")
None

>P14737@11Q2TTC21112.61810.00027115.71Lipidoindingproteinag-50. [Ascaridia

galli]l("390’,426")
None
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XRS2
77 séquences
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>P33301Q@21Q9N6D41344.29312.36e0611.21Hypotheticalprotein.[Leishmania
major]l(“15684’,1623" )longueur?2
None

>P33301@21Q08NHX3183.350613.35e0512.71Angrgm-52. [Homo sapiens (Human)]l
(139,193)16121("129°,183")longueur?
Fusion_glyl222411X

>P33301@210676B01396.76210.000117113.0IHistonedeacetylase7 A-likeprotein.
[Oikopleuradioicall(140,190)16121(°7';55")
Hist_deacetyll237558]

>P33301@210167721288.95617.33e0514.2|Hypotheticalprotein.[Caenorhabditis
elegans]I(’133’, 173" )longueur?
None

Br33301@2104P3H01449.66110.000311122.01Hypotheticalprotein.[Ustilagomaydis
52111(115,161) 1616061 ("1395,' 1436")
LIMI729773RhoGAP|1225-1382|

>P33301@21Q02TXC710.45303411.1e0710.00291Predictedprotein.[Aspergillus
oryzaell(’135",243")
None

>P33301@21Q4INY11284.17410.000574121.01Predictedporotein.[ Gibberellazeae
(Fusariumgraminearum) ]1(°189",249")
None

>P333010@21Q8NEMO01355.97811.87e0710.0099|Microcephalin.[Homo sapiens

(Human)11(108,157)1614601(°2',54")
BRCTI752-8201
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IP33301 @21Q59FH11277.14914.47e90512.11(Fragment) .[Homo sapiens (Human) ]|
(125,150)16191("3093","3118")
FATI257029141 PI3_PI4_kinasel32673414|

>P333010@21Q5TM681324.7612.97e¢0913.61Mediatorof DNA damage checkpoint
proteinl. [Macacamulatta(Rhesusmacaque)]1(147,200)1615081(°2003","2056")
FHA154-124IBRCTI12075-21121

IP33301 @21Q80YV31277.14914.47e0512. 1| Transformation/transcriptionrdomain-
associatedprotein(Tralhomolog).[Mus musculus (Mouse) 11(125,150) 16191('2071",
"2096")

FATI1548-18921 PI3_PI4_kinasel22452392|

>P33301Q@21Q7R31L7159.698411.14c0511.01GLP_39 87490 _85673.[Gliardialamblia
ATCC 50803]1(’330°,/401")
None

IP33301 @21Q0515R51344.29310.00019714.71Hypotheticalprotein.[Entamoeba
histolyticaHM- 1:IMSS11(127,193)16121(°'418",/498")
LRR_11172-1921

>P33301@21Q5B7V8116.794611.12e-1117e051Hypotheticalprotein.[ Aspergillus
nidulansFGSC A4]11('23°,/106")
None

IP33301 @21Q5TRL21210.44210.00032611.3IENSANGP00000029084 (Fragment).
[Anophelesgambiae strPEST]1(126,160)161101('3319","3353")

HEATI11378-14141 FATI2815-3158] PI3_PI4 kinasel34873638I FATCI
3789-38091

>P333010@21Q4MYL51254.96310.00016614.4|Hypotheticalprotein.[ Theilerigparvall
(167,197)16131('629,659")
NIF12935741

IP33301 @21Q08GX29114710.00061516.3|HypotheticalproteinAt1g31350/T19E23_7
(At1g31350) .[Arabidopsisthaliana (Mouse-<earcress)]1(171,217) 1615601 (°34°,76")
F-box134791X Kelch_ 211341811

>P333010210Q4237281390.19610.00086716.21Hypotheticalprotein.[ Plasmodium
berghei]l('8/62")
None

IP33301 @21Q6FPF716.0181210.00080917.81Similartospl P43579 Saccharomyces
cerevisiaeYFL013c. [Candidaglabrata(Yeast)(Torulopsisglabrata)]l(’317",403")
None

>P333010@210Q101871492.88410.00039215.11UBA-domaincontainingprotein6.

[ Schizosaccharomycespombe (Fissionyeast)]1(158,210)16121(°379",431")
UBAI1342]|
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>P33301@21Q4UBK3168.224716.41e0510.8|Hypotheticalprotein.[ Theileria
annulatall('642’,730")
None

>P33301@210Q862ZN0115.841815.58e-1110.00025|Aspergillummidulans.[Podospora
anserinall(129,205)1611061(°141",/220")
FHAI31-111IBRCTI1141-195]1

>P33301@21Q4WAHO10.79898514.66e-1913.5e-1 1| Campothecinresistance
conferringproteinrcal. [ Aspergillusfumigatus (Sartoryafumigata)]l(’30°,145")
None

IP33301 @21Q9FN441208.69412.07e0510.21GenomicDNA, chromosome 5, P1
clone:MYJ24. [ Arabidopsisthaliana (Mouseearcress)11(124,143)161111(°26397,
'2658")

zf€C3HC414660-46931

>P33301@2105CS25122.490413.38c0510.731Hypotheticalprotein.[ Cryptosporidium
parvum] | ('965”,"1020")
None

IP33301 @21Q05CJT6175.409310.00029810.751PAN domainprotein.[ Cryptosporidium
hominis]I(128,187)16141('982",1039")
PAN_111359-1433]|

>P333010@21Q3TBC016.9933711.47e0512.6lsequence. (Fragment).[Musmusculus
(Mouse)11(’585",621")
None

>P33301Q@21Q7PT621184.14312.96e0910.0066 ENSANGP00000017923.
[AnophelesgambiaestrPEST]1(132,181)16156371(°228°,272")
BRCTI1202-2791X

>P333010@21Q5CX722129.619413.48¢0510.971Verylargesecretedprotein,signal
peptide. [ Cryptosporidiumparvum] | ('872",7930")
None

>P333010@210146761424.1515.51€0910.0951domains 1) .[Homo sapiens (Human) ]|
(147,200)1615591("19197,/1972")
FHAI54-1241BRCT11991-2028]

>P33301@21Q4N9N6177.968611.71e0510.731Hypotheticalprotein.[ Theilerigparvall
(170,216)16131(’620",/672")
HECTI11389-1725]1

>P333010@21Q7YYR5186.901510.00029810.75IPAN domainprotein.[ Cryptosporidium

parvum]1(128,187)16141("'969",1026")
PAN_111364-14381 TRAPP_Bet3122782324|
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>P333010@21Q04S4H61277.14912.49¢0512.0IChromosome 2 SCAF14738,whole
genome shotgunsequence. [ Tetraodon nigroviridis( Green puffer)]1('2659°,'2684")
None

>P333010@21Q7PUY7173.545213.74e1010.00431ENSANGP00000011531
(Fragment).[Anophelesgambiae str PEST]1(132,187)1615621(°47°,/97")
BRCTI1291-3291

>P333010@21Q4SYS41187.24217.32e1010.00381 (Fragment) .[ Tetraodon nigroviridis
(Greenpuffer)]1(130,183)1613211('37°,/101")
BRCTI14911X AAAI1267-480I RFC11571-7241

>P333010@2108I7C61406.81915.87e1010.00291adprt?2) .[ Dictyosteliumdiscoideum
(Slimemold)11(135,186)1615741('56",106")
BRCTI129-1081X WGR1233-3191 PARP_regl3604911 PARPI1493-7001

>P333010@21055TB11179.59115.25e0512.4IHypotheticalprotein.[ Cryptococcus
neoformans var.neoformans B-3501A11('256",'294")
None

>P333010@21Q7PLT61257.09913.4e1310.00011CG40411-PC.3 (RE04933p).

[ Drosophilamelanogaster(Fruitfly)11(129,184) 1611841('397",'454")

zfPARPI114-1971 PADR11269-3231 BRCTI3804581X WGRI533-616]
PARP_regl644-777] PARPI1779990I

>P333010@21Q7671L81166.59916.29e1013.0IMediatorof DNA damage checkpoint
proteini. [Sus scrofa(Pig)11(147,200) 1615491 (°1872","1925")
FHA154-124IBRCT11944-20221

>P33301@210Q02R2B4145.329711.79e0910.0068IBRCA1 C Terminusdomain,
putative.[ Oryza sativa(Jjaponicacultivargroup) ]1(129,207) 1613651 (266", 344")
BRCTI1248-3251X AAAI452-564] RFC11726-8891

>P33301@21Q2TAZ41424.1515.51e0910.0951Hypotheticalprotein(Fragment).[ Homo
sapiens (Human)11(147,200)1615591(°618",/671")
BRCTI1690-7271

>P33301Q@21Q08NON11301.26610.000749148.01SHG. [Littorinalittorea(Common
periwinkle)]1(’103",158")
None

>P333010@210Q4N0201108.85915.49¢0510.711Hypotheticalprotein.[ Theilerigparvall
("392°,/436")
None

>P33301@21Q7S50112.8400911.28e-1010.00017 | Hypotheticalprotein.[Neurospora

crassall(’39’,/90")
None
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>P33301@21Q7S0D71279.47110.00015613.11Predictedprotein.[ Neurosporacrassall
(998",1051")
None

>P33301Q@21Q7R5Q7157.259111.56e0518.11GLP_487_25078_22760. [Giardia
lambliaATCC 50803]11('383',/424")
None

IP33301 @21Q9GFL31513.88210.000723115.01Chloroplast30S ribosomalproteinS7.
[Ginkgobiloba (Ginkgo)]1(174,213) 1613541 ("13"/52")
Ribosomal S71141491X

IP33301 @21Q3UH321277.14914.47e0512.11homolog)homolog (Fragment) .[Mus
musculus (Mouse) 11(125,150) 16191('2230",’ 2255")
FATI170720511 PI3_PI4_kinasel240425511

>P33301@21Q5KA9216.274519.80611.71Expressedprotein.[ Cryptococcus
neoformans (Filobasidiellmmeoformans)11("17,105")
None

IP33301 @21Q9Y4A51277.14914.47e0512.11PCAF-associatedfactor)(PAF350/400)
(STAF40) (Tralhomolog).[Homo sapiens (Human)]11(125,150)16191(°3365","3390")
FATI2849-32041| PI3_PI4 kinasel35393686]

>P333010@210551.9116.274519.80611.7IHypotheticalporotein.[ Cryptococcus
neoformans var.neoformans B-3501A711('1",105")
None

>P333010@210Q5LJ3531257.09913.4e41310.00011CG40411-PD. 3. [ Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]11(129,184)1611841(°397’,454")
zfPARPI114-1971 PADR11269-3231 BRCTI380-4581X WGRI1533-615]|

IP33301 @21Q4FG851513.88210.000723115.01Ribosomal proteinS7 (Fragment).
[Ginkgobiloba (Ginkgo)]1(174,213) 1613541 ("13"/52")
Ribosomal S71141491X

>P333010@21Q4UG381420.62611.71e0510.73|Ubiquitinrelatedprotein putative.
[Theilerimmannulata]l(170,216)16131('633",'685")
HECTI11400-17361

IP33301 @2103v061192.900110.00012710.121fullnsertsequence. [Mus musculus
(Mouse)11(114,203) 16131("383",'448")
zfC3HC4171-1141 zfB_box|12062461 SPRY 1497624

>P33301@21Q7YR401424.1512.18e0910.055IMediatorof DNA damage checkpoint
proteinl. [ Pan troglodytes (Chimpanzee) 11(147,200) 1615401 ("2001","2054")
FHA154-124IBRCTI12073-21101

IP33301 @21Q09SHE6114710.000903114.01T19E23.14. [Arabidopsisthaliana (Mouse-
earcress)]1(171,217)1614771(’85",/127")
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F-box185-1301X Kelch 211852321

>P33301@21Q54HY5115.068216.98e-1010.0141Hypotheticalprotein.[ Dictyostelium
discoideum (Slimemold)]1(134,202)1614981(°24°,/91")
BRCTI1-771X WGRI1271-3501 PARPI505-688I Ankl11415-1444)

>P333010@210Q0501K4114.818817.12e0613.91Hypotheticalprotein(Fragment).

[ Xenopus tropicalis( Westernclawed frog) (Siluranatropicalis)]1(108,198)16121(°2707,
"366")

V-setl36147]1 1gl12323091X

>P33301@21Q6C7A110.11822915.19e1116.4e05]| Similarity| Yarrowialipolytica
(Candida lipolytica) J1("116°,/171")
None

>P333010@21Q5IFK11355.97811.87e0710.0081 | Microcephalin.[Macaca fascicularis
(Crabeatingmacaque) (Cynomolgusmonkey)]11(108,157)1614661('2"/54")
BRCTI1759-8271

>P33301Q@21P358751257.09913.4e1310.0001 | rdbosyltransferase) (Poly[ ADP-ribose]

synthetase) .[ Drosophilanelanogaster (Fruitfly)11(129,184) 1611841 ('397',454")

zfPARPI1114-1971 PADR11269-3231 BRCTI380-458I1X WGRI1533-616I
PARP_regl644-777] PARPI17799901

>P33301@21Q07Q7311210.44210.00032611.3IENSANGP00000007163. [Anopheles
gambiaestrPEST]1(126,160)161101('2951",72985")

HEATI1030-10661 FATI2418-27611 PI3_PI4 kinasel31193270I FATCI
3431-34511

>P333010@21Q9P4A3116.794611.12e1117e051Campothecinresistanceconferring
proteinrcal. [Emericellanidulans (Aspergillusnidulans)]1(126,205) 161891(°23°,106")
None

>P333010@210Q84N08145.329711.79e90910.0068|ReplicationfactorC 110 kDa subunit.
[Oryza sativa(japonicacultivargroup)11(129,207) 1613651 ('275",353")
BRCTI1257-3341X AAAI461-573] RFC11735-8981

>P333010@21Q6PYB51263.61619.7e0810.0052 | Microcephalin.[Saimirboliviensis
(Boliviansquirreilnonkey) ]11(108,157) 1614331(°2",/54")
BRCTI1758-8261

>P33301@21Q6PYB71449.66111.06e0710.0067Microcephalin.[Canisfamiliaris
(Dog)]1(107,157)1614641(°7"/60")
BRCTI1778-8351

IP33301 @21Q05CWU1186.901510.00029810.75Itransmembrane region.

[ Cryptosporidiumparvum]1(128,187) 16141(°982’,/1039")
PAN_111377-14511
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>P333010@21Q5KJ281179.59115.25e0512.4|Hypotheticalprotein.[ Cryptococcus
neoformans (Filobasidiellmmeoformans)]11(’256",294")
None

IP33301 @21Q3U0G916.9933711.47e0512.61(Fragment).[Mus musculus (Mouse) ]l
("585",621")
None

IP33301 @21Q94HC1114.332414.15e06111.0lrepeat putative).[Oryza sativa
(Japonicacultivargroup) 11(131,182)16141("218",266")
PUFI1586620I

>P33301@21051GR81464.92110.00017912.91Hypotheticalprotein.[ Entamoeba
histolyticaHM- 1:IMSS]11(’15",/62")
None

>P33301@21Q6BFX81296.2815.13e0512.5|Hypotheticalorotein.[ Paramecium
tetraurelia]l("467,/508")
None

>P33301@21Q9TX051488.78912.2e0513.0INAD+: PROTEIN(ADP-ribosyl)-
transferase, ADPRT (Fragment).[Drosophilasp. (Fruitfly)]1(132,184)161271('2°/53")
WGRI1132-2151 PARP_regl243376] PARPI378-5891

>P33301@21P615941355.97813.54e0710.00621Microcephalin.[ Pongo pygmaeus
(Orangutan)]1(108,157)1614471('2',54")
BRCTI1756-8241

>P33301@21P615911355.97813.54e0710.00621Microcephalin.[ Gorillayorillayorilla
(Lowlandgorilla)]i(108,157)1614471(°2",/54")
BRCTI1752-8201

>P33301@21P615901355.97813.54e0710.00621Microcephalin.[ Colobusguereza

(Blackand-whitecolobusmonkey)]11(108,157)1614471('2"/54")
BRCTI1758-8261
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IQO6 148@11Q9LGAL1232.27910.00094112.61PutativenucleaseI.[Oryzasativa
(Japonicacultivargroup) 11(188,262) 141751 ("167°,234")
S1-P1_nucleasel342941X

>006148@1104UDJ5164.802710.00014716.91Pyruvatekinase,putative(EC 2.7.1.40).
[Theilerizannulata]l(22,85) 14131('588",653")
PKI116-543]

IQO6148 @1109ZR891213.68510.00014510.54|Rifunctionalnucleasebfni.
[ Arabidopsisthaliana (Mouse-earcress)]1(188,258) 141721 ("167’,233")
S1-P1_nucleasel292941X

>006148@11013515112.214210.00022615.71Ya1035cap (YALO35C-A).
[ Saccharomyces cerevisiae (Baker&apos;syeast)]11(°41°,117")
None

>006148W@11Q7YY841364.49210.0002910.311Hypotheticalprotein.[ Cryptosporidium
parvum]l (456", 485")
None

>006148@11Q5CKJ71182.35816.08e0612.3IHypotheticalprotein.[ Cryptosporidium
hominis]I(’487",577")
None

>006148@110510L71409.65510.00029218.11Ubiquitircarboxylterminalhydrolase,
putative.[ Entamoeba histolyticaHM- 1:IMSS]11(113,203) 14121('2032,'2103")
UCHI11350-16461

>006148@1104D8891174.90710.000338156.01Hypotheticalprotein(Fragment).
[ Trypanosoma cruzi]l('1365”,"1509")

None

IQO6 148@11Q8IBG11349.59810.00041310.87IDyneinheavy chain,putative.
[ Plasmodium falciparum (isolate3D7)]11(65,149)1412711(°21527,72243")
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DHC_N11280-8561 DHC_N211401-18101 AAA_51231424651 Dynein_heavyl
4902-49701

IQO6148 @11Q6KAU81305.90814.94c0511.8IMFLJ00012 protein(Fragment).[ Mus
musculus (Mouse) 11(211,232) 141151(°26°,/47")
ATG161272091X WD401400-4371

>0061481@11055BX4198.350210.00015714.7IHypotheticalbrotein.[ Dictyostelium
discoideum (Slimemold)]1(131,185)14121('6',63")
LRR_11601623]

>0061481@11Q4UAU7124.210519.45e0613.6|Hypotheticalprotein.[ Theileria
annulata]l("180",238")
None

>006148@11Q9VIK71232.27915.71e0710.0731CG31678-PA. [Drosophila
melanogaster(Fruitfly)]1(135,161) 14131('6",32")
Sad1_UNCI1613-7361

IQO6148 @11Q6PAUOI305.90810.00030419.71Atg1612protein(Fragment) .[Mus
musculus (Mouse) ]1(211,232) 141161(’90",111")
ATG161912861X WD401404-4421

>006148@1105CGS81193.32610.00024715.8IHypotheticalprotein.[ Cryptosporidium
hominis]I(’166°,226")
None

IQO6 148@1108T1021327.02410.00022517.11Tcc44h21-2.7.[Trypanosoma cruzill
(’808","884")
None

>006148@11Q5CLE11364.49210.0002910.311Hypotheticalprotein.[ Cryptosporidium
hominis]I('456’,485")
None

>0061481@110Q9Y485113.727618.72e¢05119.01X1ikel protein.[Homo sapiens
(Human)11(57,186) 14111(°2590°,"2702")
WD4012918-29561

>006148@11Q7QTI21308.47110.00021915.71GLP_251_10678_7133. [ Giardialamblia
ATCC 50803]1('743",783")
None

>Q061480@11Q6MWN91185.42713.53e05145.0IHypotheticalproteinB10K17.100.
[Neurosporacrassall('336’,403")
None

>0061481@110Q07YU0091298.34615.71e0710.0731LD18032p. [ Drosophilamelanogaster

(Fruitfly)]1(135,161) 14131('6",/32")
Sad1_UNCI1409-5321
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>006148@11Q9XEF31252.49210.00010612.91Hypotheticalcytoskeletalprotein.
[ Arabidopsisthaliana (Mouse-<earcress)]1(162,266) [14131(°2217,323")
Myb_DNA-bindingl844135]

>006148@11Q70XM2115.557910.00076915.7I1GLP_512_53165_50094. [ Giardia
lambliaATCC 50803]1('665",764")
None

IQO6 1481@11Q095WV21361.46314.97e05147.01Collagen. [ Meloidogyne javanica
(Rootknotnematodeworm)]1(152,209)1415011(°37°,104")
Col_cuticle NI144861X Collagen!2863211

>0061481@1104Y72Y51441.60210.00091114.0|Hypotheticalprotein(Fragment).
[ Plasmodium berghei]l('229",260")
None

>006148@110Q07SC111185.42713.53e05145.01Predictedprotein.[Neurosporacrassal]l
("389’,"456")
None

>0061481@1104D8Q71172.01210.000515116.01Hypotheticalprotein.[ Trypanosoma
cruzi]l(’1329°,/1396")
None

>006148Q@11Q7R1V6122.272417.19e0512.01GLP_190_1747_6126. [ Glardialamblia
ATCC 50803]1("1223",/1307")
None

IQO6 148Q@1109SXA61213.68510.00014510.54|Bifuncticnalnucleasebfni.
[ Arabidopsisthaliana (Mouse<earcress)]1(188,258) 141721 (°1677,233")
S1-P1_nucleasel292941X

IQO6 1481@110Q04E5J01358.4610.00022517.11Hypotheticalprotein.[ Trypanosoma
cruzi]l(‘808’,884")
None

>0061481@11095I17251228.43510.00010912.91HypotheticalproteinAt2g40260.
[ Arabidopsisthaliana (Mouse-<earcress)]1(162,266) [14131(°2217,323")
Myb_DNA-bindingl844135]

>006148@11Q070Y84118.849212.69c06126.01GLP_572_11666_9606. [ GLlardia
lambliaATCC 50803]1('76",208")
None

>006148@11Q02Q0TF01186.9811.58e0510.74|Retrotransposonprotein putative,Ty3-

gypsy sub-class.[Oryzasativa (japonicacultivargroup) ]1('50”,99")
None
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>006148@1105CV121113.33816.08e0611.5Itransferase, transcriptsidentifiedoy
EST. [Cryptosporidiumparvum]| ('487','577")
None
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mmumulhmﬂmm{lﬂhyﬂn}
which plays & orucisl rnoe in maintaining genomic stshiity. NBS1
aomrasponds io ihe gine mutsied in the Njeagen brss kage syndmme
(NBS) known 2z 3 mdsfion hyper-sensifve disssse Despils the

and the iy o tha MRN complex, tha high
sacqience divergencabetwesn s and Xm2 prachided e Heniica-
tion of srasen of e Modarring Fork-Hasd
Associsted (FHA) dofain.

Resulls: Liing HUM-HMM profle comsarisarns and sckis mad
alling, Wi sthetind tha sdalsnos of a tndes BRGT in both Nbx1 and
K2 alter the FHA_ The struclure-bassd i lysis el the
tandern BACT inMba1 suppons islundionasa phesphosarin binding
demnain. Rarmarkably, tha 5 by delaBan o bsaradind 5% o INBS pasient s
elasvas the landem sl the inker mgion whils prasesing the sirucsiml
intexgiity ol each BRCT dernain inthe msuling

with the Tell (ATH homologne) and hll bindimg ng:-l am
comerved bat the exi of a BRCTd s mever dek
from sesmence amalysi. As o madier of fact, the sequences of Xni2
and Mbsl are highly divergent in the 250 amino acids fiollowing the
FHA domain {10% l_.—z idemtity) U-ql q:-i’-: simadegy,
nEw Seg of Xni2 k mod h smch s
OemBank or B.Lmdl.b- r:hnd.d.ipd.l.nl-—
sequences. From the resulfing muliipls sequence aignment, we
show that in fact two BRCT domains are present in both homan
Minl and yewid Xni2 right behind the FHA. domain.

Tandemn BRCT have been recemt] y recog ni xed as mej or med istons
of phosphorylafion-dependent prodsi n-prolsin nlemciion in po=
ceiies relafed (o celloycls checkpomt and DNA. repir fnction
(Glover o al_, Ad). The shility of the tndem BECT of Mbsl o
bimd ph s ph o-pe piid s was never probed befons sinos e exdsenos
of the ssomd BRCT was not smipected The modekbased smalysis
of the tandem BRCT of Mbsl sinomgly smggedts that it & a phospho=

Contaot: guercis oss ir
Supplementary  informstion: i e apide o G e
S 66 frid il

1 INTRODUCTION
Ml in boman (or X2 in yesst) is an essenfial component of the
soecalld MEN complex ssociasfing Mrell, BadS0 and HMhal
{Poirini and Stracker, 200%; van don Boach of al, XHB) and
plays a omoial mle m DNA mepar pathways (Eobayashi o al,
Zmﬁ.nnh_ﬂhlplﬂ_-l?slnmﬂ.lqpnhl
mqmd.:fln-i i - d From

hysis amdl b il {E;Z.ﬂ.}..ﬂ.ll.h"-hn--.l.
a Fork-Head Astocsied {H'I.ll} domain {Dorocher and Jackson,
2007) followed by & simgls BRCAL C-ierminal (BECT) domain
{Bork of al, 1997; Callcbami and Momon, 1997) can bo deiocied

from =g o profile searches.. The Colermims of Mbsl
a Mirel] binding regiom (Desi-Mehis of of, 2001) and an ATM
rrcmitment. motif (Falk of al, 2005). In Xis2, the Saccharomyces

sevine binding module. The 5 bp delefion olserved n 95% of NBS
pafients splils op the tandem of posifion 218, Remarkahly, this
muisiion preserves the simcinml integrty of the scond BRCT

al plm or mims e e Allog: our gl
thﬁh-ﬂlh_ﬂ;itﬂhlhrﬂun{
the i dies of the tandem BRCT: cleavage of the

lﬂnm_y alier the seleclivity of larged recogmiion by
Mixl and hence affect the signaling network reguined for efficent
DHNA demage nesponses.

2 METHODS

An initial prodile con sind ng close bosnol ogpsof Mess | was badlll from ssamches
of the soa-redundant databas: wsing PSI-BLAST (Abschel of ol 1997) on
the MIFT server Soding of al, 200%) For Xk, the indtial peodile gathered
thee sequences maieved from s searches om the Sacelaronroed com-
parati ve gemomic dasabase (Kellis of al, 200%). The profiles were easicdhed
by aligning profiles of more divesgest sequences wsing the profile—pedfile
ligmam oot metieed HHalign (Scding, 2005)

Tierasivedy, the profile—pedile aligeenest procedure kd o globad mel-

cerevinae fmciiomal homolog of Wik, the FHA

tiple s T paibering 13 seqgp from besran Misl o
*To whomn conespoadene should be addrssed Seerevisiae Xred fee Suppk y indormasicn). The pocfile consis
mmﬂlhhmﬂhﬁwmhmw of X L] d agained o dasabare of profilas buill freen e
ool dl e regarded as joi mt First Asthom. PR wsing the HFpred server Soding o al, 2007, Thee stractares of
& The Awtbor 2006 Published by Oodbrd Ui versity Press. All rights resarved. For Peomissions, please coail: j b permris woes loadoad) borg
The online: version of this anticl e bas been published weder m open acoess model. U ors ane casitled o wse, neprodice, dé or display the opem access
version of thin aricls formos-commerial parposs provided St the crigisal [LT: ty and fully ‘lbk-l-hldl:lfu'dl.flirﬂir
P o o buted a3 the original clod'hw ﬁﬂhcmemmmlnﬂﬂoh—h quendl y Feg d mod i s
entirety bat cody i part oras @ des vasive wosk ohismes be clary indicaed. al re-e, pl ¥ I | bong
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Fig L w;w.huuhmmcrhh-uqunhl-am.lw-uhm-gurnd-nmuhr BBP1, ade:
100k BRC AL} represented with Jabvi oo (Clamp eral_ 2004). Helices ond stranch arest d by edstics md g
h—huhﬂn—lﬁclhmlﬂcdldrm-mmbw-uﬂmlhﬁrmlhﬂuﬂﬁﬂhﬁh
comiaciing e pSer residies with sidecha s or backboss: i fmdzm BRC Toomplex am i adi maed by mdand white mimg Positi
Mﬁ[ﬂ.ﬁqmmhwdnhw*uhhwﬂhmmlﬂlh‘hﬁhdm

e BROT wee detected with sigeificant scores md coafidnce levels
9% (PO codes 1106, Tade Nyl tmrh-q-rhq-mhpmh

3 RESULTS

of the NMbsl and X2 landem BRCT were buill from the

unilt aligmemeeint w5 comeniad vt wrish hee d uliy L

Hﬂnm;nﬁbnhﬂdllhﬂ-u—(ﬁlm
o C-terumi s (st i mmodl . AL e Nt oo, ooy the af igmeneaes
w1008 e Facken wreee comn pod ble with e presesce of o spatream PHA
dommin. Al the C-tormines, caly the olignencad with the by templae

] il 5 s e g marmeen i i gres 1 e vt e e o g e el
evalmation iook. The scores of Mis | mode] s (ProsaXK8: - 192),
(Verify3Dx 0395 ), (ProQ) : 3.5 1) and {Ndax Sab - 0.345) and thoss of
X2 (Prosa?B: —1.16), (Venify3D: 0.337), (Prol) : 3.75) sl

saggested the existence of 0 long isention i the fhiat boop of e pevoad  (ManSab: (L33E). The ab of residues. with Verify3D acams.
HﬂT.clﬂ.ﬂﬂlbwlh[lﬂbllbI‘hh“:l family. A heilowr 01 tog with ProCand g ficant ly ahove
et e L5 and 0.1, respecii vely, ensames the sheenoe of major ismes in he
t-.-lllhﬂl!h hohﬂhhl(lﬁ.hh-d “!ﬂ'-lﬂ'ﬂ-l:ﬂ

Eumed o thes: feaures

Micdels were gemermed for bos buman Nisl md Seprevinlr Xt with
Midcller §v2(Sal and Blendell, 1553} nsing the fece stpciores lkry, Zada
o 1008 s peenpliness (mmax. Seg 1D 13005 The qaa iy of the model gars
e i g Wiy 30 Loty f o, 19902}, Proces w2003 (Bippl, 19903, Prod)
md MaxSeb (Wallser and Flofsmen, 2000), The profile-profils o ignenest
Eerweem the tmdem BRCT of the Ml /X2 famdlly and ibat of the stracearal
il-l:!d' e dhree: o plat o e e el y refimed i coder o rediece e

medels of both tsmlem BECT (Wallner snd Elofison, 2008}, The
ﬂpﬂqﬂrfﬁ“mﬂﬂﬁh-“h}'wl

of | i am ex plicit solvenl. The Co
u-lmmmdahﬁmlh-u-ﬂu-hmtaz.h
exclnding the Img loop X01-216 snd 273-291) and secondary
simotres. ars oversl] pressrved ofter 8 5 m of sEnlion o ilm-

Lt by e bor BoOFER.
Tﬁfﬂhmhmdmﬁh-ﬂuhhm 31 Functonal insghts from the tandem
BRCTed Mbsl, o 5 ssmokosdr & wis perfomnedal 300K BRCT model

i explict pobvent i g GROMACS 3.2 (Van Der Speel o ol D005) (see
MH-lhhﬂhlmmmulH
plces ot el 2000), Progsd bile smasgeme an
uhmm-ﬁwnmmnmﬂw-ﬁ.
e HAMDOCK. program (Doeningme o al, 2003) by docking miodds of
hmhﬁﬂ-ﬁdlﬂh—!ﬂm-&cﬂ-ﬂ-‘h
distamce betwreen thelr C- mnd M-tomn sl in respea of e Nial sequence.

344 Clues for phoghomring binding in Nbsi  So fax, the fam-
dem BECT repeats of MDCL, PTIP, BARDH, 538P1, RADM, Eof?,
TOPEPL, DM A Egase IV, 5 pombe Crb2 amd § cereviriae Rad® have
leem s howm (o have phospho-t exime (pSer) bin din g propesties i v
(Mimke et al, 2003, Yaef ol , AHE). The conenas sgmtme for the
pSex binding property was deacibed m [ST-0] & fliz] loop

1200

193
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A randern BACT in Nos1 and Xrs2

T T uRT M
A “E5 Bl o5 tr1 bix.
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| (e i L]

o BT ELA

Fig 2 {A) Demain cogandration of Mbal ond Xre? with pewly idensfied
BRCT sbown in md. | B} Ribbon mprescasasion of S model of e ndan
BRCT before (rambos colors) ad afier a 5 os ssmelison of moleosiar
dymameicai gray). Lo pimk, o model of ghe FHA oo ini ng pass sve orestson
with % 0 e e e Phecpin e ey s s i iemeovwen ccenpd enesiod
FHA and sonchemn BRCT sy shoir B gameds ame showm as sicks. Paospho-Ser
and -Thr resdues ore shome a5 sphares (O} Sueface peoj scsion of the avols-
thomary mics @ culoshied by e raiedsine algorsben (Peplo ol 200
1 oo froem medno wisite: epoot from e most consarved o e mosl virabde
posdooes. Direrers winhs pymnod {0 Las, 300F).

amd [ST-X-K]in a2 helix of the first BRCT ((Qover & al, 2004}
The (Aly in @1/2] loop & gquile versafile proklably becawe only the
backbane sioms of thal posifion imeack with e pSer resxdoe
[53BF1 {lkxy m Fig. 1) hos o Med o hinds pSer in wisw] In
ithe tandemn BRCT of Mbsl, the mod comierved region oalies
in the sies shown io bind the pSer residoe i the stuchures of the

tamdem BRCT compleses (Stack ¢ al, 2005). The posifcons tha
directly coniact the pSer with thesr sdechain or backbome are mdi-
cated by red and white mangles, mapoctively (Fig. 1) In segp

from Flomo mpiras Nbal fo Farmowia Opodyrica Bmgus {red box,
Fig 1}, the comsemsms mosif [5-07F] in Bliz 1 loop and [TF5-X-E]m
al nsmcly mmnﬂ::pg:ningllzﬁmﬁm af this module as a
pler hindimg . In om Ky

yarrawii 1o Salenodon pﬂ'ﬂd’m:{g‘m Inr. Fig. 1), mchding
X2, position binding pSer with their sidechams (el tangles )
are cmserved bai do oot maich the comiemins phospho-binding
sigmime ((llover of al, 2004). The comesponding motif m
Scerevivine ¥rs2 @ [PP] in Vo]l Joop and [5-X-Rf
al heli. Yel sevem] clues suppori ilod e iandem BRCT of
X mught still be o pler-tindmy module: (1) the BRCT domam
of the Bgase [Tl shown tobind pSer pepisdes in viro conlams a Pro
imsfead of a Serin 8zl oap, asm X2, {2} an Argin ol msieadof
2 Lysisfomdin the ndem BRCT of lgase I'V, alkoshown io be a
plenhinding module in viero (Yu o al, 2X05).

The groove ot iheiniesdace b the BRCTd iz mvalved
in fhe specilic recognitiom of the residues laniing e pSer pming
nﬂnﬂ.u:mlﬁmﬂymﬂmlﬂm lnNI:li Bmily (Tig 20 In
atmciures of fandem BRCT/iph ool ihe pRert3
pmimwin‘ml.nlnﬁmtl: nJ'Illl inding selecivity ({Hlover
et al, M) Positims whose selechaim wers shown (o directly com-
llﬂllnpuilm;ﬂh\-ﬂ--ﬂﬂl.ndbygmudumﬁpu] In

1o morwm whers hydroaph are ofien
found &t those positions, a Lys is quile comened in one posifion of
the Mixl mmlple alipnment (K233 m Hrgpiras Nim 1L

312 Location of the phosphorylated sirs in Nbgl  In respome
o onizing mdiafion, Nis 1 is phosphorylated o1 Ser2T8 and Ser3d3
by the ATM kinass, and this eveni is reqmired for activafion of the
inira 5 plose checkpoint (Kobayashi of al, 2004). From the stmc-
o] model, 5er2TH i3 located m the long #8502 loop of the sscond.
BRECT (Fig. 2B} and Ser33 is found 13 residues alier the last
idoe of the tadem BRCT. | gy, the lexible lmkems
summiding 5erI7E and Ser343 are not long emough to allow for
sn inmmolecalar recogmtion of the pSer by fhe ndem BRCT.

313 Tandem BRCT and disras relafed muiations  OF the MBS
pafieris, 95% camy a 5 bp delstion in exon 6 of the ABS] geme,
which resulis in the af two fmncted prodeins of 26 {p26)
and T EDa {p7 0y (Fig. 2A) The maisfion sphts the iandem pre-
cizely m the linker belween the two BROT domaans. P26 moaety
inoludes the regiom 1-218 spanning the FHA and the imegrality of
ihe fimt BRCT domain. P78 pemeds oy ke T anal half of
Misl and = podoced by mn allermfive im@ation of fmnshiion
opstream of ithe 5 bp delefion. Afler o 18 residoe exfension ol
the N imam, thes seq): af p7iin ]ty that of the wikl-
type Nbal fom 1221 o fe end (Wilkams o af , 2007}

1221 sharply pomds (o fhe beginmng of the second BRCT
and i the fird residne fully bnred in #a hydrophobic core. Several
stmctures of well-fulded smgle Coderminal BRCT domams malaied
from a tandem suppor that esch BRCT domam can adop is sic-
I.n':ll:hpmﬂuﬂyﬂkﬂﬂd 2004; Thang ef al, 1998). Hence,

pile the evers g induced by the man m
the hnker, elemems cocil for the sinocioml] imegrity of the sscond.
BRCT have been presierved. i suggeats that the sscond BRCT may
ned cmly fold mdependenly bal ko bold a fmclion importnd for
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vishility in MBS putients. Regarding the fist BRCT, it has been
shown that the FHA/BRCT conld bind in vitro the histone H2AK
phesgharylated by ATM (Kobayashi ef af_, 2002}, Phospharylation
af H2A X at Serl29 & smong fe fivd evenis of the repair of doubie
sirand bireaks {Lowndes and Toh, 2005). Our dat soggest that the
P26 fragmest (Fig. 2A) may sil] be able to bind pSer resadues in
NBS cells b with a s of binding selectivity due Lo ihe tnmcatian
af the ==cond BRCT. This novel hypethesis would be i ing o
testin the light of the resmlis obtsined on animal models of the NBS
pithokigy (Tifilppestanio of al, 2005; Wilkams of ol 2002)

344 Nbal and Mdm?2 inferucon  Mdm2 hes been exiemmively
sindied 2% a negafive regulator of pS3 tomor mppressor (Vomden
and Prives, M05) Mdm? overexpreasion was recently shown o
mbhibit the DNA repair nocton ofihe MBEN comples and this effect.
required fhe bindng of Mdm2 to Nis 1 (AR« al, 2005} The negion
19%=-314 of Mdm? wes shown o associie with the MREN comples
thromgh the ceniral region of Nial 221-540. This regiom encome-
passes the newly idemiilied second BRCT dommm 221-330 but not
the firsl one. Dowmiresm of the second BRCT ., the region 3 30-540
m precicied to be hogely unfolled (e Sopplementiry informa-
fiom . W hypoihesize thod the ssoond BRCT of Mhs 1 by #tss]f may
be imvalved m the mienaction with Mdm2

32 Functlomal lmplications from the FHA-tandem
BRCT structural medel

A siriking feature of the domain orgamiyafion samong all Mbal
homalags is the almence of a lnker between the FHA amnd the
tandemn BRCT mexdules. Despite the high venmtility m posifion
and lemgth of fhe imerfions imside the FHA or the BRCT and
between the two BRCT, ool even a single smmo sckd was ever
ackled o1 the hinge hetween the twomodules. A stmotunal model of
fhe emsemblecomposed by the FHA and the tandem BRCT domasns
was il o probe the poleminl organimfion of e modols
{Fig. ZB). Owing o sikenic hindmooe, the phospho-binding sites
af both domams ane imed on sides of the whale
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The Tudor Tandem of 53BP1: A New Structural
Motif Involved in DNA and RG-Rich Peptide Binding

TE2E2 Parns Cadex 06

G3BM i= a key iransducar of the DNA damage chech-
point signal, which is required for phosphorylation of
A subset of ATM subsirates and p53 accumalation.
Afier call iradistion, the £38P1 M-ierminal region =
phosphorylaied. He wo C-terminal BRCT modifs inber-
act with p5i. s ceniral region B required and suffi-
cient for 63BP foci formation at DNA sirand breaks
and for 53BP1 binding io the kinetochore. it contains
an Pi-rich segment and imeracts with DNA in vitro.
Here we show that the major globalar domain of the
638 ceniral region adopis a sew siructeral motif
composed of two fightly packed Tudor domains amnd
a C-terminal o helix. A unique sarface essentially bo-
cated on the first Tudor dowmain is invobeed in the bind-
ing o 3B PG-rich sequesce and io DNA, sug-
pesting that the Tudor tandam can act &8 an adaptor
madigling imtramolecular a8 wall as imErmolecular

it

Introd uction

The DA double-strend break (58] s one of the most
sonous damages for calls. Such an event may result in
reamangamant or loes of genatic information, and lead o
call death or carcinogenesis. D5Bs anse during nomal
andogenous processss of cells [ONA replication, meio-
g, Wi recombination), but can also be induced by
ionizing radiationa (F). In general, cells do not entar 5
ar M phass before the DA leeions are properly repaired
dus te the action of the DMNA damage checkpaint (Hart-
wall and Wainert, 1888). The sensitivity of cancer calls

SCOITRRris noad & Inred oaa.tr

to DMA-damaging agents i explained by the fact that
cancer calls have often lost same aspects of their check-
paint functions, thus acquiring a higher rate of genomic
evelution and & growth advantage (Hartwell and Kastan,

1
ﬁm-ﬁwﬂaﬂpmm Pmlm1 (BaEPH)
was oniginally ideniifiad in a yeast BCTEEnN 88

a protein that interacts with pE3 DNA binding domain
through its twe C-terminal BRCT motifs fwabuchi st al.,
188d; Joo et al, 2002; Derbyshire ot al, 2002). BRCT
domaina are 100 50 residus motifa found in & largse
murm bar of imived in the cellular responses to
DMA damages [Bork et al., 1807; Callebaut and Mormon,
1887 Clapperton ot al, 2004; Williams et al., 2004).
Consiztantly, upon exposure to IR, 538 was shown
to rapidly form foci at the sites of 5Be and o be phos-
phorylated via ATM, a ceniral signaling kinase of the
responge to D5Be (Schultz et al, 2000; Rappold &t al,
20 ; Andersan et al., 20{H ). Further experiments uaing
amall-interfering ANA or gene targeting to nockdown
BIBA expression have showmn that BIBM s required
for the accumulation of pbl, for the intra-5-phase and
Gr-M chackpoints, and fior the of & sub-
sat of ATM substrates such as Chi2, BRCAT, and SMCH
in reeponse o IR damage (Wang et al, 2002). Thesse
results indicats that 538 is a central mediator of the
CA damage checlkpoint.

Radiation-induced phosphorylation of 638 N temmi-
nus by ATM kingse is not essential for B3BA foci for-
mation. Hewever, the region 10621630 of 5384 , com-
prised between the M-terminal phosphorylated region
and the BRCT domains, is required and sufficient for
the recruitmant of G3BP to DNA strand breeks. In vitro
pull-down assays revealed that an overdapping region,
comprisngresiduss 856-1354, binds to phoaphondated
but not unphoaphorylsted histone H2AX (Ward et al,
2003). Moreover, several axpariments suggested a di-
rect interaction between BIBF and phosphoryated
H2AX in vivo. First, after imadiation 638 colocalizes
with phosphoryiated HZAX in megabase regiona sur-
rounding the sites of DMA breaks (Schultz et al., 2000
Rappold st al., 200H}. Second, phosphonylation of H2AX
at serine 140 is critical for efficient 538 foci formation
{Ward et al., 2003). Third, H2AX-deficient cells lack nor-
mal E3BM foci formation and like 53BP1 -deficient cells
manifiest 8 G-M checkpeint defect after exposure io
low doses of IR apetillo ot al., 2002} Thus,
recruitmant of the central region of B3IBA o phosphony-
Iated H2AX foci ssams to be a crucial stap for the initial
activation of 38R,

3B directly interacts with DMA in vitro. The region
10621708 of EABM, largely overapping the region in-
volvad in foci formation, binds 10 a double-strand 10
bp oligonuclestide in biot overlay assays. Furthemm ore,
dlectrophoresis mobility shift assay experiments sug-
gested that 638 posscsses at least two DNA binding
domaing; both regions 1318-1480 and 14801616 bkind
1o linsar double- and single-strand DMA substrates. The
rexgion 1480-1616 slsa pramotes DMA and joining by the
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Table 1. Btructural Btatietcs for the Mouse BIEP [1480-1884) Fragmant

Muum gy of who lathkons
nidw disionoe mebraints. > 0.5 A
Dihadral reebroinis o 107
Exparimarial reatral s
Céstancs restrainis. (&
Linam biguous.
Ambiguous
Hydnegan bonds
Dihadral restroleris. (7
Ame dewiatlon from kdealbrea cowvalant gesmatry
Bonds (&
Anglas )
m propa [
Enargy (kealme)®
w=n der Wooks
Blaotro st
Aamaohandran pet (%)
Mot Towerad reghsres
Acdibonally alkwed roghsm
Coordinate prosmken [residuss 71259
BoaHRONG Thomms
Hoawy abomms

&8 = 0.000E

A0 x 02

1M+ 11
—408 = 22

TRB
184

QBT = O3
1.3 = 18

“Tha van doer Waale enengy i nalsulabed with @ Lennand-Jonss potential The elestreshatis snergy la caleulated with no met charge on sidae
oghaln cnme and a distanee-gated disleotrio cormbant. CHARMME 2 parcom sbers wona s

DA ligase MiXrocd complex, which is imrohved in the
nanhomoliogous end jeining (NHES} patwsay of D58 re-
pair in mammalian cells. Thua, the central region of
638 might directly participate to the repair of DNA
D5Bs (wabuchi et al, 2003}

Firally, 638 localizes to kinstochorea and is hyper
phosphorylated during mitosis under conditions where
mmmnm-mmanmusm
kinetochore binding domain resides again in a region
located batwean the M terminus phosphorylated in an
ATM-dependent manner and the BRCT domaina. |t cor
responds to residuss 12Z220-1680H in moussa E3BM and
12361616 in human 638 . Thus, the central region of
E3BAM s involved both in the DNA damage respones
and in the signaling at the kinstochors during mitosis
ullien et al, 2002}

We have analyzed the sequence of BB betwrean
residusas 856 and 1700, It containg several low com plex -
iympm.Hm a sagment showing globular do-
main chearacteristics (aboul one-third of hydrophobic
residuas) is found between residuss 1480 and 1616,
This sagmant is predictad to contain & Tudor domain,
a conserved motif of Bl amino acids found in several
RMA-associated proteina [Ponting, 1897T; Maurar-Stroh
et al, 2003; Callsbaut and Momaon, 1887Tb). A Tudor
domain was sleo found in the SMN protsin, a protein
linked b apinal muscular airophy. s 30 structure was
sohved by NMRP [Selenko et al., 2001 and by X-ray crys-
tallography (Sprangers ot al., 2003, The Tudor domain
of SMHN binds to symmetrically dimethylated arginines
BOMA) of RG-rch seaquences found I Sm  protein
C-temminal tails (Selenlso et al., 2001 ). Interestingly, an
RiG-rich motif of 8 residuss. [AGRGRAGHA]) is highly con-
sonvad within the thres lmown B3BR sequences fhu-
BN, M USE, Thi=m otif is located Bl residuas.
before the predicted Tudor domain in mouss E3EMH.

To gain molecular insight into the functional role of
tha region of BE3BM comprised batweaen the N-temminal
phosphorylated region and the BRCT domains, we have

soived the three-dim ensional structure of the sagmant
14631 64 7 of mouse BB [E3BF™) using NMPL Here
we show that this which is #0%: identical to
ragion 14TB-1632 of human 63BM , surprisingly com-
primas not only one but two Tudor domains. The first
Tudor domain cxmesponds to the predicted one and
presenis a cavity analogous io the sDMA binding region
of SMN. A this point, NMPR measuraments were used
to characterze the interaction of 63BPH™ with an
RGRGAPGA paptide symmeirically dimethylated or
ing region of B3BA™ was aley mappead by HMPL. Thasse
differant interactions were analyzed, in order to under-
stand their specificity and their potential mode of reguis-
fion. Fnally, searching for similar functional sites in the:
ciher detected tandem Tudor sequences was camiad
out in order to understand the functional role of this e
structural family.

Resulis

&3BP™ Folds into Three Structural Motifs

The solution structure of BIBA™ was delemmined by
heteranuclear double and triple resomance NMA spac-
troscopy {Table 1). Coordinates and MMP restraimis.
were ited at the Protein Data Bank [entry code:
185F, httpsfwwrw.resh.org/pdly]. In the following, the
supplam entary giycing resulting from the bicmolecular
comnstruction s numbered 0 and the lest residus 1566
BIEA ™ is folded betwean residuss B and 120, Indead,
positive 'H-""H niDe wars measurad between meiduss B
and 128 jdeta not shown), and the backbone reot-mean-
raspact to the mean coordinates yiekds 0.85 A. The 30
structure of region B-120 s constiuted of thres struc-
tural motifs (Figures 1A and 18). The first and sacond
motife comespond to residuss 12-67 and B4-112, re-
spactivaly. Thay both adopt a p-bamel-liks fold and are
comactad by a & residus linker. Tha thind motif esaen-

: Annexes.
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‘Binushars and Imsmotions of 38R Tuder Tancken
1ox3

Figure 1. Btuobhas of the Mowss DIEF (14831817 Region

4 Bereovies of the baokibons choms M, Ca, 7 for residuss 7120 [correaponding bo residucs 1400 <1001 of mouss 2230P1) of a set of n

minicbaras.
for 3, hallcss of motfe 1 ond 2, and rod fer the C-tomminal haeb.
{B} Ribbon rapresoniation of eesiducs 7-1 20 ookoned o ln (&

siructures are oolored In blus fer B sirands of Tudesrmobf 1, gresn for @ sirands of Tudor meedil 1, orangs

{€} Buporim position of Tudor motils 1 and 2 en oekbone ginms. [N, Ca, C7. Dork bue ors gresn cormespond o fithed resldues (1217 en
‘8070, 3431 an TE-BA, F—41 on 22-08, and 4307 on 7111} Light bhee one green semespors o the oler eelducs.

tiglly comesponds o an o helix located batwesan resi-
duss 113 and 123. The thres metifs are mostly nigid on

A picosscond to nanosacond tim eacale [TH-2N nle =
0.5 for BT % of the residuss). Only loop PERT, in moikif 2,
and sagment 124-128, following the = heli, are clearly
more flacibles [TH-'""M e < 0.4).

Analysia of the NMA spectra revealed that 13 residues
from GIEBPH™ display two sste of rescnances with un-
equal inteneities. These residuss are spread all over the
sequance. In the 30 struciure, they are clusterad in and
around the C-temminal o-helb, closs to the trans Prod 27,

200

This sugpesis that the minor conformation of 3B ™
comeaponds o 8 cfs confom ar of Prol 27, Owr structural
analysia focuses on the major form of the BAEBMH™
fragmant.

Maotife 1 and 2 Adopt Similar

p-Barrel-lika Siructures:

As shown in Figure 1C,m otifs 1 and 2 ame moatly super-
imposshla, excapt for two wariahle loops
located between the first and the sscond strands and
betwaen the second and the third strands of sach motil.



{one phamylalanine, wo tyrosines). Val4, Alai 6, and
Gly2T in motif 1 and ValiT, Alabl, and GlyTD in motif 2
are clustarad in thetwo first p strands of their reepactive
motifs; they are directed toward the p-bamel imtenior and
ther small size is probebly essantial for the packing of
the two P shests of ther bamal. Ghplb in motif 1 and
GlyB8 in motif 2 are impartant for the formation of the
B-tuma betweaen the third and the fourth p sirands. The
role of the comsearved hydrophobic residuss |[Tyr2d,
Pha24, Tyr38, and LeubT in motif 1 and TyrTh, PhaTh,
TyrB3, and Lewd11 in motif 2 ie lees clear. All thess
residues except Tyr7h are buried, and they are found in
equivalent positions in the two motife. However, be-
causs the two motifs are j in a similar ohisnts-
tian in the 30 structure [Figure 18], the consened esi-
dues are located differently relative to the interface.
Thus, in betwean motife 1 and 2, Tyr23 intaracts with
PhaT6 and Phae24 with Leul1i, in batwean the M- and
C termini, Tyr3B interacts with LeubT, and finally Tyrid
interacts with the linker.

Motifs 4 and 2 are tightly packed: the second strand
ofm otif 1 and the fifth e trand of motif 2 form an anti
Il g shest through residues 23-26 and 110-112, reapsac-
tively. Interaction of motif 4 with motif 2 buries a surface
of 1620 A%, which is typical for protein-protein com-
ph:ﬂlhlt"ﬂFll‘l‘lﬂmhﬂ-hIIﬂnhﬁ

iz the packing of B3BA™ by i

with the first, sscond, and fifth strands of motif 1 and
the first and fifth strands of motif 2. Interaction of this
helix with motifs 1 and 2 buries 1226 A". Thus, the total
buried arsa ing to the interaction e een
the threa structural m otifs is. particularly large (2766 A7),
suggesting that a coupling might exiet between associa-
tion and folding of the individusl motila.

Motifs 1 and 2 Comespond to a New Tudor

Tandam Fold

A DALI search using modif 4 gives NusG [PDE code:
AW G} and SMN (PDB code: 1G5V} as the two closast
matches. These structures are also found in second
and fourth positions when motif 2 ia proposad to DALL
Clearty, the p shest arangament of motifs 1 and 2 s
similar ta that found in the Tudor fold of GMN (Selenlo
&t alk, 2001 ) and the Tudor-like fold of NusG (Sieinar et
al., 2002). i the structures of motifa 1 and 2 are supeanm-
posed onto the structure of the SMN Tudor domain, the
backixone mmad calculated on the five P strands yields.
2.0:and 1. Ekmp:ﬂdfﬁgnﬂ].ﬂlhnlln:l
madium sze amino acids consarved betwean motifs 1
amnd 2 of 638 are aleo small and medium size aming
acids in the SMN Tudor domain {Figure 2A). Howewver,
the aromatic residuss consanved betwean motifs 1 and
2 arenot found in the SMN Tudor damain, stressing that
these residuss are probably not crucial for the Tudor
fold.

Motif 2 was not pradicted as a Tudor domain by
SMAAT [Letwnic et al., 2004). The saquence alignmant
dFmMimdehiEhndmﬂd
positions & Tudor domain are consarved
in SMN and 5381 metifs 1 and 2. Clearly, if moti 1
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presamis mest of the markers of & Tudor dom ain, motf
Emi_fpmulhhn—ﬂﬂnfﬂul ulillmuumﬂ;

Illlu'drluﬂ‘1 in abaent in matif 2.

The DAL search using 63BP Tudor motifs further
revealed a structural analogy with PWWE and MBT do-
mains, svolutionary related to the Tudor domaine within
the *Aoyal family” described by Ponting and coworken
{(Mavrer-5troh &t al, 2003). Rnally, the DALl search
pointed out the struciural anslogy betwean the wo finst
E3BF motifs and other SH3-like bamels of vanious bio-
logical functicns

H3BP™ Interacts with the 538
Arg-Gly-Rich Sequence
Alignment of the thres known B3BM saquences shows
that a RGAGARGR siretch i highly conserved B0 amino
acids upstream from the Tudor tandam [Figure 3.A).
Mouss B3BF is mednated in vivo probably through
this RG-rich stretch {Y. Adachi, personal communica-
fion). To imvestigate the potential interaction of mon-
msthylated or symmetrically dimethylated AGRSARGA
with B3BM™, we NMR titratione.
We added sach paptide to the *H-labsled R3BF1 ™ sam-
ple and followed the chamical shift perturbations of
EIEBA™ residues by recording 'H-"N HEQC i
mamis. Figure 38 presants an cwerlay of the 'H-"H HEDG
of E3BPH™ free and saturated with the nonmetnylated
RGrich paptide. A similar overday was obisined after
saturation with them ethylated peptide {data not shownj.

Clearly, E3BPM™ binds to the RGRGRRGR peptides,
whether the arginines are nonm efwylated or symmetri-
cally dimethylated. The exchange rate between fres and
bound protein conformations ie fast, suggesting that the
affinity betwean BIBP1™ and the peptides s ralativaly
lowr. Fitting the vaniation of weighted chamical shift dis-
placaments againet the peptide concantration wiskded
a Ky value of 3.8 = 2.2 mM and 6.8 = 27 mM for the
methylated and the nonmethylated peptides, respec-
tively. 'I'Inadnlimuilmﬁijriﬂrﬂumu]digl—
ated paptide was confimmed by fluorescence measure-
menis {data not shew).

Chamical shift changes due to addition are
shown in Supplemeantal Figures 518 and 51C. Residues
significantly involved in the interaction with the mon-
nﬂqhhdaﬂhnnﬂqﬂdpaﬂ:huminﬂd
in Figurea 3C and 3D, respeciively. The wo mapped
imeraction suriaces are highly similar. The central pep-
fide binding region {defined by weightad chamical shift
displacemeants higher than 0.06 ppm) contains T8,
Sarlf, Aand , Gy 22, Tyr23 fin loop 1 B2}, Aspdd, Tyrdb
{in loop A3EY), GludT, Cysd fin strand B4), and AlEg
{instrand p&}. Thus, both peptides bind in & cavity essen-
figlly composad of three arom atic residues and two neg-
ativaly charged residuss, located between loops B2,
p3pd and strand pd in motif 1. Other residuss sur-
rounding this cavity aleo show substantial chamical per-
turbations {comprised between 0.026 and 006 ppm;
Figures 3C and 30). In particular, several residuse of
moti 2, lkecated inloop pERT and strand pA0, are affected
by the addilion of RG-rich paplides, suggesting that
both motife 1 and 2 are imohled in peptide binding.
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human FGEARVTERGHGE
mokice  EEEAPY DR i
CE R SN TL TRARSROR

Flgums 3. interstion of S3EP1™ with Two RG-Flsh Paprtices

A Baguarss alignmaont of human, mowss, and Monopow 038P In the RE-rioh reghion (Eecuss Fusisering).

B Crwariay of the 'H-"M HBOC sposira obioinod for protoin fres ot 008 mM (md) ard for protaln sabarotod with: the neresstiyioied RGS-rioh
paptice [blus).

5} Intoraction wiEh the renmsthylaied Fi3-rich popice. Left ribbon mprossristion, with Tudor 1 Inbius ars Tudor 2 in greon. The side ehalns.
‘of nesiduos whoss NH-group ehamloal shift parturination (JA8HY] + 8.4 ¢ |A8("N}{} b highsr than .03 pre |2 standond dowiabions) o solomes
In redd and absdod. Tra bookisonae b cokerad In crangs 1 the ooreeponding chiam loal shift parturbation s Righar than 0205 poa. Rights tha
Imterastion sirfoss & shown 0 the same oranbation, with the som s colom Tor porturbed smire Sohoe

(O Imbermo tion with the symenairioaly dimoth piaied RO-roh paprticae, Color codom and orintaters o the samo o8 in (5.
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In order to charactanize the spacificity of thess interac-
tions, we tested the binding of 523BP1™ to L-arginine
glone and to a KG-rich peptide where all the arginines
of the initial paptide were substitutad by ly=ines. No
substantial chamical shift (=002 ppm) vanation of
E3BM™ residuss was observed after addition of a 50~
and 54-fold molar excess of L-arginine and KG-rich pap-
tide, respectively (datanot shown). Furthemmore, in order
to evaluate the potantial role of the residues flanking
tha RAG-rich segment in the binding of 83BAH RG-rich
region to 53BPM ™, a 24 residue paptide com prising the
RG-rich sequence and relatively well conserved in the
thres 53BP1 saquences (GGHKAPVTPRGRGRAGRPPSA
TTGET, nanmat , ©f. Figura 3A) was added to an
MMRA sample of B3BMH™. The longer RG-rich paptide
glso binds to 53BP1™ with an affinity in the millimolar
range the obaerved dissociation constant yislds 4.7 =
2.0 mM; the comesponding binding region f#eighted
chemical shift displacaments higher than 0.06 ppm] in-
cludes Alad & fin g1}, Trpd &, Serl@, Gly22, Tyr23 {in loop
p1pE), Phald, Sar26 {in 2}, Phad2 {in p3), Ghdb, Tyrls
{in p3pd), Ghud 7, Cysdd (in pd), AspBD fin the linker), and
Sar™ and AspT3 (in RERT) (Supplamental Figure 51 0.

E3BPA™ Is Alse Invelved in DMA Binding
Doherty and coworkers recently showed that the human
BIEM {1 0621708 fragment binds to a1 0 bp oligonucla-
otide [5'-AACTCGAGTT-2') (wabuchi et al., 2003). This
fragment owerlaps the moussa 53BP1 (14631617} frag-
mant. The binding of 53BP1 ™ to this 10 bp cligonucleo-
tide was investigatsd using MMR. As shown on the 'H-
"W HEOE spactra overlay of Figure 44, addition of DMNA
induces substantial chemical shift dizplacements of a
sat of MH signale, indicating that the 53BPH™ is indeead
abla to bind to OMA. The dissocation constant esti-
mated for this interaction yiekds 046 = 0.0 mM.
Figure 4B shows the residues whosse HMB signals
are stronghy perturbed after addition of a 3-fold molar
excass of OMA. All chemical shift vanations are shown
in Supplemental Figure S1A The central OMA binding
region [defined by weighted chamical shift displace-
memnts higher than 0.3 ppm) comprises Trpl 8, Asn,
Gly22 Tyr23, Aspdd, and GldT. Thus DNA binds to
BIEBM™ through a surface formed by keops B1R2 and
papd inmotif 1. Other residuss sumounding this central
region also show substantial chemical shift displace-
miants (comprised between 0.06 and 0.30 ppm). A larger
DMA binding surfacs can thus bs defined irvaling both
Tudor motifs loops p1g2, p3p4, and RERT and strands
g4, g6, and g 0). Figure 4B shows this large DNA binding
surface. Surprisingly, itis similar to the region invohed
in the binding to RG-rich peptides.

Discussion

The RG-Rich Peptide Binding Site of S3BPA™ Is
Essentially Composed of Wariable Loops

of an SH3-like Fold and |s Largely

Superimposable to the Functional Site of SMM
Tudor domains balong to the SHI3-like supsarfold famiby.
SH3like domains are often part of modular proteins
showing a high functional versatility from signal trans-
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duction to nucleic acid binding. Their topology is charac-
terizad by a five B strand motif and four connecting
loope. Large variations in ssquence, length, and flexibil-
ity of the thres first loops are responsible for the func-
tioral specificity of the SH3-liks domains. In contrast,
the fourth loop, which comprises a short 3, helx, s
siructurally very conserved and plays a key role in pre-
senving the SH3 fold (Dalgamo et al., 1997). In the case
of SH3 domaine of protein kinases, loop B4 p2 is particu-
larly large and s involved, with loop p2p3, in proline-
rich peptide binding. In the case of BIBFH motif 1, loop
g1 B2 is also involved in the imteraction with the targeted
RG-rich paptides, but together with the contiguous loop
p2pd. In both cases, an aromatic patch is imvolved in
the binding, but this patch is close to loop p2RE in SH3
domains and doss to loop pERd in B3BM.

In comtrast, the RG-rich paptids binding site of R38M
motif 1 i similar to the binding site of the SMN Tudor
domain to Sm protein BG-rich teils. Indeed, using NMP
titrations, Sattler and coworlears showed that the amide
groups stronghy involved in the SMM poly RG interaction
belong to a cluster of conserved aromatic residuss:
Trpd (2 {in g1 p2), Tyrl 0D (in p2), Tyri27 (in p3), and
Tyri30 fin p3p4d). A negatively charged amino acid,
Glul3d, is aleo important since the binding to 5m pro-
teins is abolishad whan this amino acid is mutated toa
lysine (Selanko ot al, 2004). In the alignment of E3BFH
muotif 4 with SMN (Figure 28), these aromatic residues
comaspond to Trpd 8, Tyr2h, Phed 2, and Aspdd, respec-
tivaly. Gl 34 in MM i= aligned with Cysdd in B3IBM.
Thres and fowr of these five 583BP residues are per-
turbed by the addition of the unmethylated and the
meathylated RG-rich peptides, respectively. Tyr256 of
EIBA s not invalved in the binding, but the closs Tyr23
iz affected by addition of the peptides. Thus, the RG-
rich peptide binding site of B3BPY ismostly superimpos-
able to the SMN functional site, but it is larger because
located both in motife 1 and 2 and involving the mare

distant Tyr23 (Figure 2C).

Arginine Methylation of the RG-Rich Peptde

or Addition of 8 Residues from the 53BPA1

Sequence on Both Sdes Do Mot Influence

the Binding to E3BP™

SMHN and 53BF use similar aromatic pocksts to bind
with a relatively low affinity to nonmethylated and argi-
nine symmetrically dimsthylated RG-rich paptides. Sat-
tler and coworkers showed that arginine methylation
increases the affinity of the SMN Tudor dom ain for RG
repeats contained in the G terminus of Sm proteins
(Sprangers et al., 2003). However, SMMN afficiently binds
soma other BG-rich contaning substratea, such as fibril-
larin, nucleclin GARA, Sm core protsins hnPNP Q, A,
and U, ANA helicase A, and p80 coilin {Young et al.,
2003). In their paper, Lorson and coworkers reported
that SMM Tudor domain binds to the nonmetndated
RG-rich peptide from the Ewing's sarcoma protein
[EW 5]} with a dissociation constant of 3 mM and to the
symmatrically dimethylated peptide with a dissociation
constant of & mM (Young et al., 2003). We report similar
values for the binding of B3BAH ™ to nonm ethylated and
symmetrically dimethylated RG-rich peptides (affinity
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Figum 4. Intemstion of F38P™ with DHA

[ Cwerlary of tha "H-""M HBGC apeotra ebtuined for protain fres 2t 0.3 sk fred) and for probein sshaeted wikth 2 10 bp sigonudiestide.
Fesiduss whoso shemioal shift perturbation (A8{FH)] + 0.1 = AE™H] b higher than 0. 18 ppm e labeksd In orange and noned 1 1t ks suparor
e 03 ppen

{6} Laftz ribbon mpresantaiion, wikth Tudor 1 in blos and Tudor 2 in green. The skkde chaine of residues whoss NH-greup ohesmleal shift

parturination s highar tham 2.3 ppm 2 sandard are ockoned In e and labedeo. Tres Dockibene b cokomd In oranga e chamibal
shht perurbation s highar than o1l ppen and In yolos IF It s higher than 908 ppe . Orienbartion sthae soms o8 In Figure 2 Aightr the interaction
surfaos o ahewn inthe som e srsntation, wih the same oolomn for pariurbed amino aokde.

valuss: 1.8 and 5B mM, respectively], Thus, in both
cames, argining symmetrical dim sthylation is not entical

dlone is alss not capabls to bind to B3IBPH™ with a
measurable

for the interaction. Mevertheless, the presence of argi-
ning in the paptide is critical, ea shown by the absence
ofm easura bl affinity of the G -rich peptide far E3BM T,
and the peptide sequenceis imporiant because anginine
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We have also tested the effinity of B3BPA™ for 2 24
residus peptide of 638 conteining the already tested
B residue RG-rich core, and relatively well corsarnved
in the threa 63BPH ssquences. This peptide binds to
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EIBM™ on the sams surface and with a similar affinity
(K, ~4.7 = 2.0 mMj, a8 compared to the initial peptide

(K b8 = 27 mM]}. This suggests that the flanking
residuss are not imaived in the observed interaction.

Both Tudor Motifs of 636P1 Are Necessary

for DMA Binding

Tandam-arranged protsin-interaction modules with re-
simained orentations have already bean observed, n
which each domain alone retains its structural integrity
and peptide ligand binding activity (Hatads ot al., 1006;
Hof et al, 1908; Otinger ot al, 1898; Jacobson &t al,
2000}. By cantrast, in the case of mousa B3BA™, the
aromatic cavity located inmotif 1 [Trgd8, Tyr23, Tyrda).
Thesa aromatic residuss are not consarved in motif 2,
justifying the absence of an aguivelent binding site in
muoitif 2.

Binding of DNA to G38PH was extensively studied
by Doherty and coworkers (wabuchi et al. 2003). They
shiowed that theragion 14801 616 of human 6B {cor
regponding to our mouss BIBRH™) binds to single-
strand and double-sirand DNA in vitro. On the comirany,
they found no interaction betw esn thees DNA substratea
and the fragments 14804 540 and 1 B40-1 &1 & that comre-
spond to isslated Tudor domains 1 and 2
Momeoeer, they reported that both Tudor rl:rlinn'a
neadad to form foci after X iradistion in cells. As showm
by our NIMA fitration, several residuss of motif 2 closs
to the aromatic cavity of motif 1 are aleo affectad by
the addition of DMA [Figure 4B}, suggesting that motif
2 iis glag involved in DNA binding. Dur results ane thus
in agreament with Coherty and coworkens’ biological
data suggesting that both Tudor domaina are needad
for interaction with DHA.

MMMNWMW

the three-dimensional structure of tandam PCZ in the
rat GAIAM [Feng et al., 2003). The tandam adopis a com-
pact and stable structure, while the fiet repeat alone
iz leme miable and its 30 structure s distoried. Mutual
siabilization of the iwo rapests allows ligand binding by
the second repeat Similady, the tandam BRCT of
BRCA1 hehave as & single stable fragment in limited
protaohysis and X-ray crystallographic shudies (William s
&t al., 2], and both repeats. are nesded for phiospho-
spacific peptde interaction (Manks ot al, 2003). Our
Tudor tandam structurs might be ancther mlph
where tandem-amranged modules represent functional
odules with distinct structures and biclogical
functions with respect to individual dom ains.

A Similar Bagion of 638BP1™ for DNA

and RG-Rich Peptide Binding

Surpriingly, the DNA binding surface is similar to the
ragion invohned in the binding to RG-rich paptides. How-
ever, DNA iz mostly negatively charged and the peptide

-hgdjrp-ﬁrdjrnhrgui. Two remarks can be dong
to understand this

ﬁﬂ.mgtllm.tnllﬂuhuin[}lmm
no positively charged residue (Ang, Lys) is found, as is
usually the case in protein-DNA intarfacen. We com-
pared our resulis with the analysis of 120 protein- DA
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comphet structures mades by Thomton and coworiers;
only three residues (Aan2i, Aspdd, and GhdT) come-
apond to typical amino acids foming bsonids
at protein-DMA imterfaces (Luscombe et al. 2004}, Fur-
themmore, in the same study, the authors noticed that
cysteines have a high propensity o comtact DMA back-
bones; in our case, the NMRA signal of Cysdd is signifi-
cantly periurbed by the binding to OMA. Finally, o
phenylalaninegs. [Phe 24, Phadl) are abo perturbed by
the addition of DNA; this aming acid has a high afinity
for many DNA base types, which can be explained by its
ability to produce eadensive ri imeractions
{Luscom b et al. 2004). Thess abesrations suggest that
the E3BPH™-DMNA interface essentially imvolves hydno-
gen banding to nonpositively charged residuse and bass
siacking o aromatic residues.

Second, the RG-rich peptide binding surface iam ainky
composed of hydrophobic residues {Trpd8, Tyr23,
Pha2d, Phad2, Tysd6); thess are abile to develop cation- =
interactions with the arginines. of the peptide [Lachanas
and Dougharty, 200}, The Tudor domain of SMN pos-
‘BaesEm 8 similar arom atic cavity. However, in the cass of
SMM, an arginine probably interacts with the negatively
charged residus Ghri3d of the cavity. in B3BPH ™, no
w:hupdi:hdm ia found in the binding

TEI.I'II..I.. both OMA and AG-rich peptides interact
H@mﬂnwmmmw

« interactions, ring stacking, and bonding. No
jpositivaly changed residue of 63BP1 Tis clearky imnohved
in DNA and no remidus is

obsanved in the RG-rich peptide binding aite. This may
explain why both imteractions imvolve the same region
of E3BPH™,

Tedor Tandam |z Associated to Gane Transcriptional
Ragulation, Chromatin Remodaling, and DNA Papair
The three-dimensional structune described in this papar
is the first solved structure of & tandam of Tudor do-
mains. Many Tudor proteing contain multiple Tuder re-
peats, and Tudor domains are often amanged in closaly
linked pairs (Letunic ot al., 2004). For exempla, the hu-
man ESET protein possesses two Tudor domaine con-
nected by a 38 residue linker, while the human GASCH
protein possesses wo such domaine connected by an
41 residue linker. Alignment of the sequences of thess
Tudor tandem domains shows that 28 eamino acids of
BIBA™ are conssrved in more than T0% of the sa-
quencsas (Figure 5. Twelve residuss are burisd and con-
stifuie the hydrophobic core of motif 1. Eight residuss
play a similar structural role in motif 2. Seven residuss
ane localized at the interface betwean m otl 1 and mortif 2:
Ghyl1, Angl 3, Giy22, Phal2d, Tyr26, Aspdd, and Angl06.
Such a distribufion of consarved residuss suggests that
the role of these residues s mainly to stabilze the Tudor
tandam feid.

Thie Tudor tandam is mostly associated with SET,
MEBD, PHD, and Zinc Finger C2H2 or BACT domains,
which sugpgests that their biological function s always
linked to gene tranecriptional regulstion, chnom atin re-
muodaling, and DA repar (Letunic of al, 2004). How-
evar, most residues of 63BPH ™ imaived in RG-rich pap-
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Figura 0. Bequancs Allgnmaent of Tudor Tandam Containing Proboine
Conagrvad eiducs o oolonsd [dark green for iypdmophobls, mad for negatively changed, biva fer poslthesly oharged, oyan fer onom otis, and
e bowr Tor e ol realduos). Ba-sndary struciunes of 38R ans Indisarisd jorrosws for B strond are reatanghs fer o ey mouss 38R residucs
oolored in gray have o ralative acccssiblc mrfooc bolow 20%. Aod ostorisis show tha rosiduss wihoss MMF signal ls offoctad by tho binding

o bokh RE-rioh paptises ore DHA.

tide or DMA binding are not conssnmed within othar Tudor
tendem saquances. Thus, by now, no evidence indicates.
that Tudor tendems show common target binding prop-
erfies.

Conchusion

Tha Tudor domaina of SMN and 638 ere sble o bind
to proteina contasining RAG-rich saguences. Moreover,
the ribosomal prodsin AL24 of H mansmonu has 8 Tu-
dor-lika fold and interscts with ANA [Kyrpides et al,
1096; Steiner ot al, 2002; Ban &t al, 2000}. By cam paning
the RNA binding site of AL24 and the Ririch peptide
binding site of SMMN, Wahl and coworkars (Sieiner et
al, 200} proposed that the Tudor-likke domein of the
microbsial tranacription modulator Nusl could bind con-
comitantly to proteins and nudeic acids via diffarent
surfeces. On the opposite, our anshysis shows thet the
Tudor tendam of 638 uses the same surface to bind
both paptides and DNA. The presence of this multipart -
nir binding surface suggests that 638 ™ acts a8 an
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DM A interactiona.

Furthenmora, since the tested AG-rich sequence be-
lengs to E3BF iteall, GIBPH™ may be involvad in intra-
muolecular or intermolecular associations. An infram o-
lecular intersction may sllow a regulsiion of the
acceasibility to other partners of the B3EP™ functional
site. Anintarm olecular sesociation could entail the aceu-
mulstion of 638 molecules and, therefore, be a key
stap in the mecheniam of muclear foci formation ob-
marved efier coll imadiation. Further siudies should ba
parformed to search for other partners of B3P ™ in the
nucheus and to investigate the role of methylation in the
interactiona betwean BIBPA™ and RG-rich protains.

Exparimanial Frocasdunss

NN Bpsscirosoopy

BIEFH ™ was axprosssd and purified as desorbed proviousty (Char-
lar at al, 2004, NMA o plos wore prspand in Tris-HC) 00 s
butlar (pH 7.2) semiaining 100 mM Nall in sither BOW H2OMD%
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20 o In 100% DB, 1 @M EDTA, & prokoass inhibior soskial
[EUEIMA) 1 I NaM,, and 1 M 3-{rmathyialyif, 2, 5,3-H]] propio-
naha [TBF) wiare aoide. A5 Smeig e & parim Smbs wars parhonm g

bar oot al, 00 The oo onsspaak wWlumos Uesd fior sinastn
odoulation wers moosunad on Tour NOESY axporim o o TN-HBO
NOESY rooonted of 7O MHz ot the Europaan Longs Bealo Fasliites
lin Litrassivt, Nathadonos, and o "C-HBOC NOEEY n D0, 2 '%C-HBOC-
HOESY In HyDy and g '"C-HBOC-HIOESY In tha ™C arematie reghon
all threa racordad on 8 kool 800 MHz spot omober aquippad with:
a tripls resonanos TH eryoprebay. ¢ tonskon angks valses wero de-
duoad frean tha analysis of the Hn-Ho and tha HMCC-) acparim ambs
(Wuleter and Bax, 1883 Kuboriwa ot al, 1004y Hydrogen beund
‘gt be wiors derfwadal Trom i o probons, aan-
tifiod orftor axshangs of HyOto Dyl fellowad on "H-"H HEGC spastro
recofdad at diforont tmes Al spaotra wors prooossad with tha
|progromes Mainnmr [Bruker] or NMAPIpS (Daghic ot ol,, 108N and
anahzed using Falbc [Moleoular Elm ulations).

‘Biruchae Detarmination

Thia solution strusturs of reglen 7-120 wos soled on the bosis
of 2337 Interproion dislanoos oedused from the Do datn. T
dirtancss wons astlm obed froen 3388 Inbogranisd peal wo humos ob-
tainad from the four NOESY sxperimenis (838 on the ™H-HBOC-
HOESY, F3onthe “C-HB0E NOESY InD,0, 1885 on the ' "C-HBQC
HOESY InHyDy, ared 270 an tha ™C-HECE-MOEEY in e ™0 arom atio
raaghon]. A e Lo rboen aboal He ratie proaaduns Was ap-
|l fiorr tree o igramert and the eomstructon of the 30 strudtunes
{Bavarin et al, 200} A foree feld adaptodio HMA stueture saleula-
ton (e paralihdg.pro In CHE 1.0 [Branger ot al., 1008 was weod.
208 tomsion angles [§ or %) values wom doduoad from the analysis
of s Hn-Ho. and the HMOE ) saperiments ond from the baockbong
"Hy "N, and "¢ chamieal shiftes veing the program TALDE [Comiiesou
at al, 1000 FAnally, 30 hydrogen bounds were mposad durng
tha siructure caloulation. At tho lowt stap, 1000 srustunes wisn
oakudated and tha 10 bast siructures wore sckeied and refinad with
2 stardard ane gy functen [CHARMM2T), Inatuding an sl metabo
anengy term. This tarm s cakulated with no nat ochange on the sido
ohain ainms and with o dstanos-gaisd dolkestrio constant.

Tiraiisns with Popides and DMA

NNF tirobdors wer sarked out by mesrding H-'"N HBOT soporni-
mants ot S50 and 800 MHz, ueing ""H-aboled predein samples of
congentraters of 0.3-0.8 mM. The feur paplides RIREARGRA,

Laboratodos SmbH Haldelbarg), were added up B B, 8 B4, and
34-fold molar oocass be tha protoln samples, rospectvely. Tha 10
b afigonualotids 0'-AACTCAAGTT-F [PROLIGE, Pars) was on-
neakd prier to NMA ecpeiments ard added up te o 3-fold molar
‘e be the prodedn sample. Assuming that the euhangs rabs B
Tast and that thess Imteraotons show hove aiTin e, we oan oo nelder
that the conosrviration of the fres ligand b approcds ately the same
a8 the concentraticn of the added gand. Thus diseocokaten oon-
stants were sstimated by fiting the Htraton curves obbained for
sirergly parturbed residuce with Halskdagraph sefiware, uaing the
approims aquation § = Ay = L, +x),whan y s the welghted
ohamileal shift displasamants |AKH)| + 84 = [AKN"HY| (A8 = Bgy —
By; By b tha obeorved oham el shift, B ks tha Inlial chamieal shift
\berfore adding the: Hgard), x la the kgand coreantration, Aipg s the
i e smation of the welghbed ohamileal shift dbsplocam anbs,
and K, s the owtmoied diescolation oonstant.

Bio- Informatios

A Il an bt pd o 2 Hgrmme i o D It Trom Tud of barsckam B U noes
fourdd In the BMART databose [Letunie et al, 2004) hitpo'femar-
o bl -h kel bang. dofemart?). The ssquenas of B3BF1™ was. sinae-
turaly alignad te this set of sequancas. Liaing HMMEREZS [Durbin
ot alk 100Ey {ivi e erarust aduw’, @ HWM profis was bultt and
used 0 moan the Nen Asdundant datebess A Ttpnabl.nihgoee’
et May Baquences wans oeiscisd [E-salie < 18”™ and
added 1o tha Intial aligrnenert Bequenoas with high dentiy ware
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axsiudod. The firal ahgnment wos manualy optmized using the
saoondary stuoturs of P,

Suppkamantal Data
Hisbsgrams. raprasanting the obeoiuts valug of chamioal Bht dis-
Placamaents of the whels rasiises of 038P after sahration wih
DM oF difarert AG-rich papiides o provided os Buppiamental
DEtn G an Ba iU St R LR . O g Feomtanb Tl
12 B0
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HMM-Kalign: a tool for generating sub-optimal HMM alignments
Emmanuelle Becker®, Aurélie Cotillard, Vincent Meyer, Hocine Madaoui and Raphaél

Guérois”

CEA, iBiTecS, URA CHNRS 2086, Laboratoire de Biologie Structurale et Radiobiclogie, Gif Sur Ywette, F-81181

France.

ABSTRACT
Summary: Recent developmeni of shalegies using multiple
sequence alignments (MSA) of proflies io Seteet remode Nomalogles
between proteins has led io a significant Increase In iha number of
proteine whose struciures can be generated by comparatve
modelling methoss. However, prediction of the optimal alignmand
between ihese highly dvergent homalogous proleins remains &
dificult lssue. We present a tool based on 3 generalized WHertd
algortnm Mal generates optimal ang sub-optimal alignmends
betwesn one sequence and one HMML The tool Is Implemanted | as
a rew function within the HMMER package calied hmmRaNgn.
Avallabliity: freely avallable at wew spider cea Ir.

Contacts: @Ephas) pueris@ces i, emmanuele Dechanoes IT.

The present work aims at automatically exploring the aliznment
space in the neighborhood of the optimal seguence aliznment
{Dﬂ}muﬂhhﬁnﬂmahgmundmmﬂmmml
alienment tham the OS54

The ssquence alipmment space in the neighborhood of the D54
hasbamqmmetynphmdmﬂmmufm
SBIIANCE . Waterman proposed an alporithm derved
mmmmmmmmmm
alignments whose scores are within a range & of the O5As soore.
Later amd still dealing with pamrwise sequence alipmments, Sag and
Stermberg proposed a heuriztic known as the Tierative Elimination
Method, based on the progressive perhubation of the distance
matriz. Another methed to Zenemte alienative pairwize sequence
aligpments bas been introduced by Zucker .

With the rsing of seguence-profile. sequence-HMM, and more
recentty profile-profile  and HMM-HMM  aliznments,  this
algorithmic smdies were left backzround. However, althouzh
progresses have been made especially for the detection of remate
homology, the aliznment of sequences channg less tham 239
seguence identity is still problematic in the context of comparative
madelling. Based on this observation, two articles came back to
the idea of generating alternative aliznments and use o heurstcs

: 2 parametric approach cowpled with Sagi and Stermberg s Iteratve
Elimination Method, and a genetic algorithm, respectively.

In thiz work, we explore the pessibility of generating altemative
aligpments in the comtext of alipmments obmamed using Hidden
Markov Models, such as HMMER. or SAM . Instead of heuristics,
HMM-Ealizn genstates the exact neighborhood of the 054,

The Viterbi alperithm is classically nsed to align a sequence fa, fo
a profile HMM and consists in finding the seguence of states that
maximizes the emission probability of 5. . To zeperate altemative
alienments in the neighbarhoed of the 054, one solution is to nse

a generalized Viterbi algorithm that precisely detenmines the k-best
seguences of states that magmizes the emission of f.,. This
zeneralization of the Viterbi algorithm has been nzed m the field of
speech recognition and elezamt varants hawe been developed
recently that fasten the process . We mplemented and mcluded the
zeneralized Viterhi alzorithm im the program HMMER.

1 GENERATING SUB-OPTIMAL ALIGNMENTS

To use the kemmkalipn command, two files are required :

»  <ME4= that contains a maltiple sequence  alipnment
(derved for msmnce from the alipnment of smuctural
templates);

»  <requences, that contains two seguences in fasta format
(1) the sequence to be alipned, (i) one sequence from the
<MSA™ file that may be used as a template to farther baild
a model of the first sequence.

To burild the HWM, it s possibls to use the classical command -

§ Amombild <l ffle = <ME4- {oommand 1)
respect to the conservaton of the secondary stroctares {details in
supplementary data). This is possible via the command ;

5 Amobild -hand <heom ffle > <MEA>  (conmand )
where the <1434 fils contains an addidenal line with symbols
- apd "x’ encoding for the positions of insertoms and maich
e generate & alipoments is

§ _Ammkaiign £ <kmm il <sequemces=
The OSA i with HWMMER. comresponds fo the
aliznment with the best scare (E=1) {cf. command 1.
Explaration cam be targeted to specific regions. For a sequoence
Lag=5,Fp in which oaly the region 5.5 is to be sampled, add a
mmmmmm:m:ﬁhmncmmm
Sy Sy and 5., Seand insertions *-* symbols instead of 5.5,

2 TESTING PROCEDURE

We smdied 115 alisnments from 32 highly diverzemt protein
families, fe shanng oo average less than 25% idendiy (details in
supplementary data). These aliznments were exfracted from the
alignments from a large sef of famdlies . The following procedurs
wasa;:pllai (1) exchude the test sequence from the multiple
stmciral (2) build o distinces HWMs with command
1 and command 2, (3) alizn the ewcluded seguence to the two

HMM with hmmkalizn to genarate
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(a)
Fgrx ANVEI¥ TK--—-E-—--TCP YSHRARALLSSKG-—- —— VEFQELP IDGH-———~, A&~ —- ~KREENIKRSGR-—-— T--—-TYPQIFI-DACHIGGYDDL YALDARGG
laaza ¥ ——DSNIm(cvchNAmuWKK————QPrﬁ?mmPEKGVFDDE————KU.ELLTRLGRDTQIGL————WP@MFDGSHIGG_FK———
BB e B R R e EEEEE. ..ii.iaaa.n hbhhbhbhhhhh, ..o, EEEEE .. ... ... hhhhbbhbh. e eeEL ... ees . hhhhhhh. ... .
(k)
lasza OSh  MEEEEETDSN THECY C DN AFNLE TVRKOFFERIN I MFEKGY——~F DD———-E EIAELLTHL E DTQ--IGL THFEVE £ PD GSHIG G rx -
laaza K=2 YumIHKmCDN&KRLLmKprMMIMPEKGVFDD TAELLTHL DTQ--TGL THP@FE L PDGSHIG
lasza K=3 LLTY K-—- -~ PFE-FINIMPEKGVF DD- EKLAELLTE LGRDTQ--IGL mp@zxumsnm
laaza E=4 i K-~ ——OPFE-FINT MFEKGVF D D-EKT AELL TE LGRDTQ--IGL
lasza K=5 TDEN THECY¥E m@.mmmp%ggmiMPEKGV———FDD————E KILAELLT- KLGRD TQIGL
laaza K=6 7 DS THECY ¥C DM AKR K- - —-QPF-EFINIMPERGVFDD-ERTAELLTR LGRDTQ--I6L
lasza K=7 YDﬂ\rIHKCVYcmmmLmKopzxfm{mPEKGv”—FDD””E KIAELLTEL DTQI--GL
lasza K=8 ¥ DEN THECY ¥C DI ARR- LLTV - -F K-—-—-QPF-EFINI MPEKGVF DD- EKTAELLTE LGRDTQ--IGL
laaza K= T D SN THECY FC DN ARREL TVKKOFFEFTN I MPEKGVF DD E KEILELLT: -KLGRI! TQIGL:
laaza K=10 ¥ D SN THECY ¥ DN ARRLL TYR KO : E KIAELLTKL R DTQI--GL
lasza R=11 DN THECW ¥C DI ARR K K-—-——QPFE-FINT HPEKGYF DD- ERT AELL TR LGRDTQI-—GL TIE
lasza K=12 7D SN THE INPE-K-——— GwDDEKI;.ELLTHGRDWWTQIGLW
laaza K=13 T DS THECY T DITAE F LLTE: LGRDTQ--TGL
laaza K=14 DS THECY ¥C DT ARR TMPEKGVFDD-EKTAELLTE LGRDTQI-—GL 'm
laaza E=15 ¥ DS THE: YCDN_EG&LLTUKKQF—— “IH TMPE - K————-GUF DDEKI AELLTKL GRD— ——TQIGL THPQF]
laaza K=16 TDEN THE ¢ DAKR LLTVKKOF -~ FEF IM IMFE - K- ——— ~GVF DDEXT AELLTKL GRD— -~ TQTGLTIL
lasza K=17 T D SN THE VS DI ATE LLTV---F S - N IMPEKGVF DDERIAELLTE LGRDTQ--IGL ]
laaza E=18 YDSNIHwa“:JmAIGuLNKKQP{ESmlMPEKGV———FDD————E TAELLTEL DT-—QIGL: TH]
lasza K=19 DN THECY ¥C DI AR LLTV K-—-—-QPF-EFINIMPEKGVFDD- ERTAELLTE LGRDTQI-—GL
laaza K=20 ¥ DS THECU¥E DN ARRELTHRK I MPEKGU-~~F DD~ ——E EIAELLTKL DTQIGL
(<)
laaza K=7 VDSNI-H ROV DNARRLLTUK EQP ——F TMPERGVFD--DE- —- - KT AELLTKLGRDTQIGL —- - THP@¥E A PDGSHIG
lasza K=12 VDSNI-H HCUYCDNARRLLTVRE: IMPEKGVFDDE-——-KIAELLTKLGRDTOIGL————THPOVE APDGSHIG
laaza K=19 ¥ DEN TH-— - ~RCU YE DNARRLLTYKKQF -~ FEF IN IMFEKGVFD - -DE- —- ~KI AELLTKL GRD TQ IGL - —— THRQWE A PD GSHIG
{d) )
model built wll model built j_’g model built
native with OSA with K=16 (b) ) Clap with K=7 (c)
structure 3

Figure 1 : Oxidired bactsiopkags T4 gimmﬂn:inﬂ_m Tha maltipls aliz=msnts of the sequence wish the other membars of the thiceedoxin feenily ans
represeztad through a projection inte 2 pairaiss alignment betwean l2az and 3gm The amine acids of lsarz comesponding o a sscondery stroctese am
kaghtighted im caolor. (&) The first fwo lizes presest the strocterz] aligzenent a=d the secondary stnacturs assigned to laza (HOMSTRAD annotaticss). (b)
Tes I-bast aligements gensreted when aligming the seqeance over ity family MM, Al aligements are diffasent althowmgh their projecton izto a pairniss
aligmmnent ame sometimes identical (wee alizzeents K=12.15 and 15). Alignment E=] corresponds to the O5A {c) Alizzenents gensreted whes the HMM
architecturs restraized by using the command 1. The 20-best alignments ware computed but ooty 3 of them 2w prasemed (tha 7, 12% a=d 1999, (d) Netive
x-ray snechins varsss models prodeced by comparathns medalli=g osng the 05A, and tare sb-optmal aig=ments. E=16 (b)) and E=T ().

20 alipmmemes, {4} evaloate with respect to the strwchural aliznmest

3 EXAMPLE WITHIN THE THIOREDOXIN FAMILY.
The thioredoxin family gathers small enrymes that are involved in
redos reacticms, Thedr sequences are about 100 amino acids loog
and highly diverpent (17% sequence ideminty on average), while
their 3-layer sandwich fold is conserved. Alisping the sequence of
the owidized bacteriophaze T4 ghomredoxin with the other
members of the family is a difficult tsk. As a matter of fact, the
05A (fipme 1b) is far fom the soocnmal alisnment (Tatio of
correctly alipned positions Qe = 0.50).

First, we stadied the 20 sub-optimal alipnments produced when the
HMM is built with command 1 (Epae 1b). The alipoment can be
divided m fwo parts: the first §3 aming acids, whose positions are
alignments comelate with the comectly alizned coes. Within the
sub-optimal alisnments, aliznments E=12, E=15 and E=14, are
substantially better than the O5A ((lea = 0.79)

We then smdied the 20 sub-optimal alizpments produced when
HMM architecnoe &5 explicitly drven by secondary structure
conservation (gf command ). We obtained alipnments very close
fo the structural alipmment {3 of them are presented in fizure 1),
With (s Teaching 0,89,
Mﬂmﬂﬂsnfﬂnmﬂmibﬂﬂmnphg&ﬂghmm
were constmacted with the O5A and all the sub-optimal
Asﬂhmtadmﬁgleliﬂmmmmsmmm
the pative stuchure and the models 5 nuch smaller with models

produced with the sub-optimal aliznments (=16 or K=T) than
with models prodaced with the 0S4

4 RESULTS FOR THE 115 TEST CASES.

In 95 of the 115 test cases, there was at least one sub-opdmal
aliznment with a betier (e than the O5A. For 1§ of them, the
(leea Increased by more than 0.10. With respect to comparative
of the sequence aliznment space in the neighborhood of the O5A
Ty hmkaiipn is efficient in generating optimized aliznments and
thereby better models.
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