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Analyse informatique
des données
moléculaires

Résumeé. Les données biologiques, en particulier les séquences d’ADN, s’accumulent extréme-
ment rapidement. Pour exploiter toutes ces données, une nouvelle science est née, la bioinfor-
matique. Accéder de maniére rapide et fiable aux données disponibles dans les banques inter-
nationales et analyser les données expérimentales produites a grande échelle nécessitent des
outils informatiques puissants et en perpétuel développement. Assembler les séquences brutes,
trouver les unités fonctionnelles des séquences génomiques, comparer les séquences entre elles,
prédire les structures et les fonctions des macromolécules, comprendre les interactions entre les
genes et leurs produits en termes de réseaux métaboliques mais aussi d'évolution des espéces :
toutes ces questions nécessitent I'utilisation de la bioinformatique et son développement.

La bioinformatique est la science de l'utilisation de
I'ordinateur dans I'acquisition, le traitement et I'ana-
lyse de I'information biologique. Le terme, tres vague
au départ, tend maintenant a se limiter a la biologie
moléculaire. Les données traitées par la bioinforma-
tique sont toutes celles qui intéressent le biologiste :
séquences d’ADN ou de protéine mais aussi réfe-
rences bibliographiques, images, résultats expéri-
mentaux bruts, logiciels, etc.

Le premier travail de I'informaticien est de repré-
senter ces données biologiques sous une forme assi-
milable par I'ordinateur. La biologie expérimentale a
haut débit nécessite une acquisition et une conver-
sion de données analogiques en données symbo-
ligues sans intervention humaine : le processus d'in-
terprétation des signaux d’'un séquenceur a fluores-
cence comme un flux de nucléotides passant devant
le détecteur en est un exemple. Pour étre de portée
générale, la modélisation des données doit étre com-
patible avec un grand afflux de données et compa-
tible avec des outils développés par d'autres. Tres
souvent, le développement de nouveaux outils se
heurte a un manque de standard ou a I'existence de
trop nombreux ‘standards’ : I'incompatibilité des for-
mats est le pain quotidien de I'utilisateur comme du
développeur en bioinformatique.

Une fois les données représentées, il faut dévelop-
per des méthodes de traitement et d’analyse qui
répondent aux demandes des biologistes. Ils ont
besoin d’'outils simples, puissants, intuitifs dans leur
manipulation et combinables a I'infini de maniere
imprevisible... Il y a bien la un défi pour des scienti-
fiques, a l'interface de plusieurs domaines : informa-
tique, mathématiques, statistiques et biologie molé-
culaire. Peu de personnes peuvent a la fois appré-
hender le probleme biologique, créer I'algorithme

mathématique qui propose une solution, concevoir
I'outil informatique, le réaliser et faire un modele sta-
tistique pour aider a I'analyse des résultats.

Les outils a la disposition du
biologiste moléculaire

Internet offre au biologiste une quantité écrasante
d’'information et d’outils pour analyser ses données et
on trouve assez facilement des listes de sites intéres-
sants, par exemple sur le site d’Infobiogen (tableau
1). Certains serveurs proposent d'analyser les don-
nées en direct (réponse sur une page Web) ou en dif-
féré (réponse par e-mail). D'autres permettent de
télécharger leurs programmes pour les installer loca-
lement ce qui nécessite plus ou moins de connais-
sances en informatique. On peut enfin ouvrir un
compte sur des gros centres serveurs qui possédent
de nombreux logiciels accessibles par les utilisateurs
enregistrés : par exemple le paquet GCG, qui est le
plus complet et le plus connu des ensembles de pro-
grammes pour le biologiste moléculaire, est dispo-
nible a I'INRA de Jouy et de Toulouse ou a
Infobiogen.

Cet article fait le point sur I'analyse informatique
des données moléculaires, et principalement des
séquences d'acides nucléiques ou d'acides aminés.
Un premier paragraphe traite de I'accés a I'informa-
tion, les suivants présentent le travail d’analyse des
données depuis le séquencage de I'ADN jusqu'a la
recherche de fonction des protéines ; enfin, quelques
pistes de développement nécessaires a I'analyse des
données de grands séquencages sont proposées.
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Tableau 1. Principaux serveurs généralistes de bioin-
formatique.

European Bioinformatics Institute (EBI) :
http://www.ebi.ac.uk

ExPASy Molecular Biology Server :
http://www.expasy.ch

Informatique appliquée a I’étude des Biomolécules et
des Génomes :
http://www.infobiogen.fr

Institute for Genomic Research :
http://www.tigr.org

National Center for Biotechnology Information (NCBI) :
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

1 / Recherche d’'information

Alors que la quantité de données biologiques aug-
mente si rapidement, il est essentiel de savoir accé-
der & cette information. Des outils de recherches
contextuelles sont disponibles pour de nombreuses
banques de biologie moléculaire, gqu’elles soient
généralistes ou spécialisées. Les méthodes em-
ployées s'apparentent a la commande Edition
/Rechercher d'un traitement de texte, ou a la fonc-
tion « grep » avec une efficacité plus ou moins gran-
de selon la structure des données (texte quelconque
ou champs structurés). La syntaxe de la requéte
varie beaucoup d'un outil a I'autre, ce qui nécessite
un apprentissage avant de pouvoir faire des
requétes élaborées. Les deux outils principaux sont
Entrez et SRS. lls permettent non seulement de
trouver des entrées correspondant a une requéte,
mais procurent aussi des liens vers d'autres infor-
mations dans la méme banque ou dans une autre.
Entrez permet, par exemple, de faire des recherches
dans la partie publique de la base bibliographique
Medline. SRS permet de croiser des recherches
entre plusieurs banques (un plus ou moins grand
nombre selon les serveurs). Ces recherches basées
sur le texte sont dépendantes de la qualité des anno-
tations présentes dans les banques (erreurs de frap-
pe, fantaisie des auteurs...).

2 | Séquencage

Un séquenceur peut produire jusqu'a 80 kb de
séquences brutes par jour. Il faut ensuite rassembler
les morceaux produits (d’environ 500 bases) en
contigs les plus longs possible, en tenant compte
d’erreurs (substitution, insertion ou délétion) et de
la redondance (chaque base de la séquence finale
est présente plusieurs fois dans les séquences
brutes). Les algorithmes d'assemblage de séquences
les plus sophistiqués tiennent compte du niveau de
confiance de chaque détermination de base, accep-
tent des erreurs de ségquencage, donnent une proba-
bilité pour chaque base dans la séquence consensus
finale, utilise des informations auxiliaires comme la
longueur des clones. Les zones de fortes répétitions
génent beaucoup cette reconstitution. L'ideal serait
que le processus soit totalement automatique

depuis le séquencage brut jusqu’a la sequence finale
assemblée, mais des allers et retours entre informa-
ticiens et biologistes sont encore nécessaires.

3 / Prédiction de domaines
fonctionnels

L'avancée des technologies de séquencage rend
plus économique I'acquisition de longues séquences
anonymes que la détermination et le séquencage
des seules régions codantes. Localiser des génes ou
d’'autres régions fonctionnelles sur les séquences
génomiques devient primordial si on veut tirer parti
des grands projets de séquencage.

Il y a deux manieres de trouver un gene. La plus
évidente est de comparer la séquence génomique
aux banques de séquences connues. Cette approche
donne a la fois la position du géne dans la séquence
et des éléments pour déterminer sa fonction, mais
elle repose sur l'existence de séquences homo-
logues, correctement annotées. L'autre approche
repose sur des propriétés intrinseéques des genes.
Depuis la simple détection de cadres de lecture
ouverts, les methodes ont évolué pour proposer la
détection d'un géne entier, avec les limites exon-
intron. Ces méthodes utilisent des modéles de
Markov cachés et nécessitent un apprentissage
pour chaque espece.

La détection de signaux fonctionnels non codants,
comme les régions de régulation génétique, peut
étre beaucoup plus difficile que la détection des
zones codantes. Certains motifs, comme les sites de
reconnaissance des enzymes de restriction, sont si
bien définis gqu’un simple algorithme de recherche
de mots suffit (stringsearch). D'autres ne sont défi-
nis que par un petit nombre de positions invariantes
séparées par un nombre variable de positions dégé-
nérées. Les méthodes utilisées peuvent soit partir
de I'expertise humaine, soit utiliser un systéme d’ap-
prentissage.

4 | Comparaison de séquences

« Y a-t-il dans la banque une ou plusieurs
séquences qui ressemblent a la mienne ? » est la pre-
miere question que se pose le biologiste lorsqu'il a
obtenu une séquence. La réponse a cette question
nécessite de définir la ressemblance entre
séquences. L'alignement de deux séquences est la
base de cette comparaison.

4.1 / Alignement de deux séquences

Un alignement permet de décrire une deuxieme
séquence comme le résultat d’'une série de muta-
tions sur la premiére (insertion, délétion ou substi-
tution d’un résidu). Insertion et délétion sont repré-
sentées par un caractére nul inséré dans I'une ou
I'autre séquence, permettant d'aligner les résidus qui
se correspondent (substitution ou conservation).
L'alignement peut étre global (sur toute la longueur
de la séquence) ou local (sur les parties les mieux
conservées), selon la relation présumée entre les
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séquences. On définit un score d’alignement qui per-
met de définir le meilleur alignement de deux
séquences et de quantifier leur ressemblance.

Pour les modeles classiques de score, il existe une
solution mathématique au probléme de I'alignement
de deux séquences : des algorithmes de program-
mation dynamiques permettent de trouver un ali-
gnement global ou un alignement local de meilleur
score. Cependant, c’est au biologiste de juger si I'ali-
gnement de meilleur score est le meilleur aligne-
ment biologique.

4.2 | Recherche dans les banques

Théoriquement, la recherche des séquences sem-
blables & une séquence donnée nécessite la compa-
raison de toutes les séquences de la banque avec la
séquence requéte. Ceci n'est possible, dans un
temps raisonnable, qu'avec des ordinateurs spécia-
lement congus pour cela (carte « Bioaccelerator ») :
ce n'est pas une méthode praticable pour des
recherches ordinaires. On utilise donc des heuris-
tigues qui permettent de réduire l'espace de
recherche et le temps de calcul, sans trop de risque
de passer a coté des solutions. Les méthodes cou-
ramment employées appartiennent aux familles
« Fasta » et « Blast ». Des modeéles statistiques
accompagnent ces méthodes pour permettre d’éva-
luer la pertinence des résultats. Cependant, on ne
doit ni avoir une foi excessive dans les résultats, ni
les négliger systématiquement : ce sont des indica-
teurs fiables de similarité, mais la responsabilité de
la décision incombe toujours au biologiste.

4.3/ Alignement multiple

Lalignement multiple est la base de I'étude de
familles de protéines et de domaines fonctionnels.
Son but est de révéler des similarités de séquence ou
de structure dans une famille de séquences voisines
dans I'évolution ou par la fonction (figure 1).
Lextension mathématique du probléme de I'aligne-
ment de deux séquences a n séquences n'a pas de

solution simple (c'est ce que les mathématiciens
appelle un probleme NP complet). On utilise un algo-
rithme approximatif connu sous le nom d’alignement
progressif par paires. Les solutions proposées par
cette méthode ne sont plus des solutions mathémati-
guement optimales. Elles apportent cependant beau-
coup plus d'information que I'alignement de deux
séquences (détection de zones plus ou moins conser-
vées, motifs propres a des sous-familles, etc).

La comparaison d'une séquence et d'un aligne-
ment multiple (ou profil) est plus sensible que la
comparaison de deux séquences. Elle est utilisée
pour rechercher toutes les séquences d’'une famille
dans une banque (profil contre banque de
séquences) ou pour prédire la fonction d'une
séquence (séquence contre banque de profils).

5 / Classification des protéines

Dans le meilleur des cas, la comparaison entre
une nouvelle séquence et une banque montre une
similarité claire avec une seule protéine sur toute sa
longueur. Dans le pire des cas, il n'y aura aucun
résultat significatif. Le plus souvent, on obtient une
liste de séquences qui ont des ressemblances par-
tielles avec la séquence requéte et qui, pour la plu-
part, n'ont pas de fonction bien définie, ou bien des
fonctions contradictoires. Une grande partie de
cette confusion est due a la modularité des pro-
téines : les protéines sont généralement faites d’'un
assemblage de modules structurellement et fonc-
tionnellement indépendants. Une protéine multi-
domaines a donc plus d’une fonction et peut appar-
tenir a plusieurs classes fonctionnelles. Des
banques de motifs protéiques ou de profils de
domaines, comme PROSITE, permettent de déceler
la présence d’acides aminés caractéristiques d’'une
fonction, comme un site catalytique, ou d'un domai-
ne de fonction connue. D’autres banques de
domaines permettent de faire le méme genre d’ana-
lyse, comme Pfam ou ProDom (cf figure 2) : ces
banques sont moins fiables mais plus exhaustives.

Figure 1. Alignement de 5 séquences de cytochrome C - Une séquence consensus donne pour chaque position le
résidu, ou la classe de résidus, le plus présent (les symboles représentent I'un des acides aminés voisins). Les posi-
tions conservées a plus de 90 % sont en rouge, et a plus de 50% en rose.
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Figure 2. Décomposition en domaines de trois protéines de régulation (systéme bactérien a deux composants) selon

la banque ProDom (version 99.2).

| |

B RCAC FREDI |

%

B Q56000 55555 [

38037

poo1q F

Bl 068288 SALTI |

6 / Prédiction de structure

6.1 / Structure de protéine

Déterminer la structure tridimensionnelle d’'une
protéine peut étre une étape importante dans la
recherche de sa fonction. Cependant, il est actuelle-
ment impossible de déterminer une structure 3D a
partir de la seule donnée de la séquence. Les
meilleures méthodes actuelles s’appuient sur la
similarité de séquences avec des proteines de struc-
tures connues (modélisation par homologie).

En revanche, a partir de la séquence seule, on
peut prédire certains éléments de structure secon-
daire, les zones trans-membranaires et les peptides-
signaux. Cependant, la encore, les programmes les
plus efficaces utilisent un alignement multiple de
séquences homologues plutdt qu’une seule séquence.

La cristallographie par rayon X et la RMN sont les
méthodes expérimentales qui permettent de définir
la structure 3D des protéines. Elles produisent une
guantité telle de données gqu’elles sont dépendantes
d’outils informatiques trés puissants pour l'interpré-
tation de ces données. La modélisation moléculaire
nécessite des stations de travail informatique
dédiées, avec des outils puissants de manipulation
d’'image 3D.

Les progres de la cristallographie et de la spectro-
scopie font croitre rapidement les banques de struc-
tures de protéines. Des ressemblances de structure
(repliement des protéines) sont visibles alors qu’au-
cune similarité de séquence n’était détectée.
Fondée sur ce fait, de nouveaux algorithmes (threa-
ding) proposent de comparer une séquence avec
une banque de structures connues, en essayant

« d’enfiler » la nouvelle séquence dans une structu-
re et en en déterminant la faisabilité. Ainsi, Madej et
al (1995) ont pu suggérer que la leptine, produit du
géne « obese » (ob) chez la souris, avait une struc-
ture 3D similaire a celle de l'interleukine 6, deux ans
avant que cela soit démontré expérimentalement.

6.2 / Structure d’un ARN

De la méme maniére, la fonction d’'un ARN
dépend de sa structure ; cependant les regles de
repliement de cette molécule ne sont pas celles des
protéines et les programmes utilisés sont différents.
La structure secondaire d’'un ARN peut étre prédite
par un modele thermodynamique ou par comparai-
son avec des ARN de structures connues. La struc-
ture 3D des ARN n’est connue que pour quelques
molécules comme I’ARNt ou certains introns.
Lexpertise humaine est encore largement nécessai-
re mais les bioinformaticiens ont développé de
nombreux outils qui permettent d’avoir un environ-
nement trés confortable pour manipuler ces struc-
tures in silico.

7 | Phylogénie

Les algorithmes de comparaison de séquences
recherchent un alignement qui minimise le nombre
de changements nécessaires pour passer d'une
séquence a l'autre. Cette distance est supposée
simuler les mutations naturelles et un alignement
multiple peut donc servir a reconstruire un arbre
phylogénétique des relations entre ségquences et, en
principe, entre les espéces d'ou proviennent ces
séquences (figure 3).
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Cependant, les pieges sont nombreux : l'aligne-
ment peut étre incorrect, le taux de mutation peut
étre variable selon les positions et les séquences
évoluent a des vitesses différentes selon les
especes. Pour éviter ces écueils, on peut utiliser des
meéthodes sophistiquées et supprimer les sites pour
lesquels I'alignement est peu fiable ; on perd en rapi-
dité ce qu’'on gagne en fiabilité. Des méthodes dites
de « bootstrap » permettent d’estimer la significa-
tion statistique des résultats.

8 / Les questions liées aux
génomes complets

8.1 / Annotation systématique

Lorsque les séquences sortent des ateliers de
séquencage, elles sont totalement anonymes et le
génome entier ne sera utilisable qu’aprées le travail
des annotateurs. Ceux-ci vont utiliser différents
programmes de recherche de génes par homologie
de séquence ou de structure, de prédictions de
genes ou d'autres séquences fonctionnelles, détec-
ter des erreurs de séquencage conduisant a des
changements de cadre de lecture... Tout ce travail
est grandement facilité par un environnement de
travail dédié a I'annotation. Méme s'il y a mainte-
nant plus de 20 génomes entiérement séquencés, il
N’y a toujours pas un environnement standard utili-
sable par une nouvelle équipe. Il faut allier efficaci-
té, simplicité et possibilité d’évolution : c’est un vrai
défi pour le bioinformaticien.

8.2 / La génomique fonctionnelle

Cette nouvelle approche va permettre de mieux
comprendre les réseaux métaboliques auxquels par-
ticipent des génes spécifiques et, on I'espére, rédui-
re les lacunes entre séquence et fonction. Les tech-
nologies des filtres a haute densité et des puces a

ADN, méthodes a grande échelle et haut débit,
nécessitent un traitement de I'information et un sys-
téme d’analyse qui soit a la hauteur. Les logiciels et
les systemes de bases de données développés pour
prévoir des expériences de ce type commencent
tout juste a apparaitre. Les outils que peuvent déve-
lopper les bioinformaticiens dans ce domaine sont
nombreux : définir des procédures statistiques pour
établir la justesse et la reproductibilité de données
d’expression d’'un gene, aider a définir une expé-
rience en spécifiant la redondance et les standards
internes nécessaires a une quantification fiable,
construire des banques de données d'expression
des génes, développer des algorithmes de classifica-
tion des genes en différentes classes de régulations,
identifier les réseaux métaboliques auxquels parti-
cipent les génes étudiés, etc ; ce domaine est en
plein développement. On peut imaginer qu’un jour,
les logiciels permettront de pré-interpréter les don-
nées en utilisant des bases de connaissances, pro-
poser au biologiste différentes hypothéses ou expli-
cations des résultats et aider a definir de nouvelles
expériences.

8.3/ La génomique comparée

La connaissance de génomes entiers permet d’ap-
profondir les questions de phylogénie. En particu-
lier, il devient possible de distinguer orthologie
(évolution par spéciation) et paralogie (évolution
par duplication) des génes, de comparer I'évolution
d’une protéine ou d’'un domaine protéique et I'évo-
lution des espéces, de comparer I'organisation des
genes et unités fonctionnelles sur des chromosomes
entiers. Les algorithmes de construction d'arbre et
I'évaluation statistique de leurs résultats devront
progresser pour répondre correctement a ces ques-
tions.

Cet article s’inspire du cours, présenté sur Internet, Using Computers in
Molecular Biology, NYU Medical Center Course G16.2604.
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