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Résumé :

Les peroxydases sont des enzymes qui catalysent la réaction d’oxydo-réduction par un
mécanisme de radical libre permettant la transformation de plusieurs composés en produits
oxydés ou polymérisés, qui peuvent peut-étre isolés a partir de plusieurs sources végétales tel
que le radis, le navet et 1’ail.

L’objectif de ce mémoire consiste en I’étude des caractéristiques des peroxydases
d’origine végétale par bio-informatique en déterminant les séquences protéiques afin de

comparer les homologies de séquence des différentes enzymes observées.

L’alignement multiple des séquences des peroxydases, a été réalisé au moyen de
programmes bio-informatiques, tel que le MEGA X pour aligner les séquences et ESPript 3.0

pour analyser et visualiser les résultats.

Les résultats de cet alignement ont montré que la peroxydase a plusieurs homologues
mais notre étude, nous nous sommes intéressés qu’a celles ayant un fort pourcentage de
similitude. Nous avons retenu pour cela quatre résultats dont le pourcentage supra-cité varie
entre 91% et 100%, et ou les acides aminés ; His170, His42, et Arg38 sont conservés autour

de site actif.
Mots clés :

Peroxydases végétales , Alignement multiple, MEGA X, ESPript 3.0.
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Introduction

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui peuvent accélérer les réactions
métaboliques. Une molécule enzymatique peut convertir jusqu'a des millions de molécules de
substrat (Kihne et Wilhelm, 1877).

Parmi les milliers d'enzymes qui ont été identifiées et souvent étudiées dans les
moindres détails, I'attention s'est portée sur la peroxydase. Cette enzyme se trouve chez les
animaux, les plantes, les champignons et les bactéries aérobies. Elle possede une grande
importance biologique gréace a son pouvoir d’oxyder les composés phénoliques étant toxiques
pour les cellules et I’environnement [(Delannoy et al., 2004) ; (Rampel, 2007); (Kalin,
2014)].

La source traditionnelle de la peroxydase a haute performance est le raifort
cultivé, « Armonoica rusticana » communément appelée radis du cheval et en anglais
horseradish (Krell, 1991), qui a été largement étudiée et commercialisée. Son utilisation dans
diverses applications analytiques donne un rendement favorable. Vu I’intérét que peut encore
offrir cette enzyme dans plusieurs domaines biotechnologiques, 1’axe de recherche reste
toujours orienté vers la prospection d’autres sources riches en peroxydase (Diao et al., 2019).

Il n’y a pas longtemps, une nouvelle discipline a été créée nommée « bioinformatique »,
située au carrefour de la biologie moléculaire, des mathématiques, des statistiques de
I’informatique qui permet de modéliser, analyser et simuler I’information biologique.
L’alignement multiple des séquencées est une tache de base pour beaucoup d’application en
bioinformatique utilisée par des biologistes pour analyser des séquences d’ADN (nucléiques)
ou de protéine (protéique) pour déterminer leur degré d’homologie ou de divergence [(Sharma
etal., 2018) ; (Kumar et al., 2020)].

C’est la raison pour laquelle, nous nous sommes intéressés dans cette étude a d’autres
sources de peroxydases comme celles trouvées dans le radis rose ou le navet, comme
alternatif a la HRP, en déterminant in silico les caractéristiques de ces protéines.

Notre objectif est de déterminer et comparer les séquences homologues de la
peroxydase végétale HRP par la bioinformatique. L’alignement et I’analyse des séquences
protéiques est réalisée a 1’aide de deux programme MEGA X (Sudhir et al., 2008) et ESPrit
3.0 (Kumar et al., 2020).

Nous avons organiseé notre memoire comme suit :

» Dans le premier chapitre, une revue bibliographique constituée de deux parties
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o La premiére partie rassemble les informations sur la peroxydase.
o La deuxieme traite la notion de la bioinformatique et de son développement en
biologie.
» Le deuxieme Chapitre matériel et méthodes, explique les méthodes et les techniques
bioinformatiques appliquées dans ce travail.
»  Le troisieme Chapitre présente les résultats obtenus des différentes méthodes et
leur interprétation.

Enfin, cette étude se termine par une conclusion générale.



CHAPITRE 1 : SYNTHESE
BIBLIOGR APHIQUE



Partie 1 : La peroxydase
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1. Historique

La peroxydase est parmi les premiers enzymes étudiés. En 1810, Planche a observé

I’apparition d’une coloration de racine de Raifort en présence du peroxyde d’hydrogeéne
(H20-) (Planche, 1810).

Ensuite, en 1855, Schénbein a noté que les extraits vegétaux ou animaux étaient oxydes en
présence d'une solution diluée de peroxyde d'hydrogéne et de garacol (Schonbein,1855). Plus
tard, en 1898 Linosier en travaillant sur I’extrait de pus humain, qui a la méme capacité a

s'oxyder en détruisant le peroxyde, proposa le nom peroxydase (Linosier,1855).

En 1976, la premiere image cristalline et la premiére séquence de protéine peroxydase sont
apparues grace aux travaux de Brathwaite et Welinder (Brathwaite et al., 1976). En 1988, la

premiere sequence nucléotidique a été déterminée par Fujiyamna (Fujiyamna, 1976).
2. Définition
Les peroxydases sont largement présentes chez tous les étres vivants : animaux, végétaux et

micro-organismes (Siteciogluetal., 2010 ; Kumar et Jagannadham, 2011 ; Zheng, 2012).

La peroxydase est une enzyme intraet extracellulaire avec d’importants réles dans les
processus cellulaires (Everse et Grisham, 1990). Elle catalyse la réaction d'oxydation du
H.0.et intervient dans le métabolisme des parois, le métabolisme hormonal, en réaction aux
stress abiotiques et dans les interactions plantes/micro-organismes (Sreenivasulu et al., 1999 ;
Velikova., 2005). Elles catalysent la réaction d'oxydation d'une grande variété de substrats et
participent également a la défense de la cellule contre les peroxydes toxiques (Yemenicio et

Cemero, 1998 ; Rompel ,2007 ; KalOn, 2014). La réaction générale s’écrit

Peroxydase

H;0; +RH; (substrat reduit incolore) ————»  2H;0 + R (produit oxydé)

3. Source et classification

La peroxydase existe chez presque tous les étres vivants : animaux, végétaux et
microorganismes (champignons et bactéries) (Siteciogluetal., 2010 ; Kumar et Jagannadham,
2011 ; Zheng, 2012). Elle ne manque que chez les anaérobies stricts car 1’oxygene est un

poison pour elle. En 1992, Welinder classifie les peroxydases selon leur séquence d’acides
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aminés, en deux super-familles. La premiére pour les peroxydases du regne animal, tandis que
la seconde inclut les plantes, les champignons et les bactéries. Ce dernier et divisé en trois
classes : la classe I est composée de peroxydases intracellulaires, non glycosylées et sans
calcium, dont le cytochrome C, les ascorbates et les peroxydases d’origine bactérienne a
activité catalase. La classe II regroupe les peroxydases élaborées (extracellulaires) par les
champignons telles que la lignine / manganese peroxydase. La classe III renferme les

peroxydases secrétées a partir des plantes (Welinder,1992).

4. Localisation

Les peroxydases sont majoritairement présentes dans les tissus végétaux. En effet, les
résultats des études histologiques de coloration de co-substrats, ont montré que les
peroxydases étaient localisées dans différents compartiments : paroi pecto-cellulosique,
réticulum endoplasmique, vacuole dictyosome et mitochondrie. Cette localisation peut varier
selon les saisons et les espéces (Mc lellan et Robinson,1987).
5. Structure

Les peroxydases d’origine végétale ont un poids moléculaire entre 32 et 45 KDa (Gaspar
et al., 1982), alors que selon d’autres il est situé entre 29 et 59 KDa (Skharove et al., 2000).
La peroxydase présente trois domaines: deux dans la partie distale (N-Terminal) et le
troisieme dans la partie proximal (C-Terminal). Ces parties se lient & un ion Ca?" qui joue le
role de stabilisateur de la protéine repliée. Cette apoenzyme se lie d’une fagon non covalente
au groupe prosthétique "
porphyrine (Szigeti et al.,2008 ; Dunford,1999 ; Heriksen et al.,1998).

Les ADN chromosomiques codant pour la peroxydase ont été distingué a partir de

héme "défini par la présence d’un ion ferrique au centre d’une

plusieurs espéces de plantes (Welinder et al., 1996). Les genes séquenceés interagissent avec
l'ion ferrique par la présence de deux molécules d’histidine : I'une est placée dans la cavité
distale entourant I'neme (Histidine distale) et I'autre, située a I'opposé, a proximité de I'néme

(His proximale) (Delannoy et al., 2004).
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Figure 1 : Schéma de la structure générale des peroxydases des plantes (Delannoy et al., 2004).

Les hélices alpha sont indiquées (A a J) / SP : peptide signal / C-term

A pH neutre, la structure cristalline, a montré la présence de quatre molécules d’H-O dans
la poche du site actif. Une distance entre la molécule d'eau et 1’atome ferrique qui lui est plus
proche est de 4 A° (Henriksen et al., 2001). En 1993, Dunfond montre qu’il n'y a pas de
liaison entre 1'atome ferrique et cette molécule d’eau, alors cette derniere se trouve dans

I'environnement polaire de I'hnémine.

L'hémine est localisée dans une poche réduite par des résidus d'acides aminés hydrophobes
et d’His 42, His 170 et Arg 38 qui ménent leur groupement polaire vers le noyau héminique.
Le fer tend a placer quatre liaisons de coordinance avec quatre atomes d’azote de la
porphyrine, et deux autres avec le résidu His 170 (proximal). L’His 42 (distal), étant trop

éloignée pour pouvoir établir la sixieme coordinance (Dunfond,1993).

 Structure primaire : une seule chaine peptidique constituée d'environ 300 acides aminés.
L’His 170, His 42 et Arg 38, sont les acides aminés conserves dans les différentes
peroxydases. Pour la peroxydase C de horseradish (HRP-C), les résidus clés de la fixation de
I'hneme sont H42, His 170, Arg 38, Asn 70, Asp 247 et Phe 4, le monomere est constitué de
306 acides aminés (fig.2) (Veitch, 2004).

» Structure secondaire :la peroxydase présente trois hélices o additionnelles. Le
monomeére typique consiste en dix segments d’hélice o dont trois sont conservés dans les

peroxydases des plantes.

+ Structure tertiaire : la présence de deux domaines contenants chacun un atome de Ca2*
constitue le monomeére typique des peroxydases. L héme est inséré dans un creux formé par

deux hélices antiparalléles.
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Figure 2 : Structure cristalline de la peroxydase C de HRP (Veitch,2004).

Un heme (colore en rouge) contient chacun un atome de calcium (représenté sous forme de
sphere bleue). Les hélices o et feuillet § sont représentées en mauve et jaune.

« Structure quaternaire : le type de peroxydase est influencé par le nombre de sous unités.

Pour la HRP il y a six chaines identiques ou monomeres contenant chacune un groupement

heme.
6. Site actif

L’étude cristallographique de l'interaction de la peroxydase avec son substrat, réalisée par
Henriksen et ses collaborateurs (1998), a permis de localiser le site actif chez les écrevisses.
Le substrat fait face a I’héme, la partie non polaire fait face a la surface hydrophobe (Phe 179,
Pro 141, Ala 140, Pro 139, Phe 68, Gly 69), et sa tranche polaire fait face a 1’His 42, Arg 38
et est proche du fer. En effet, ces travaux ont montré que le remplacement de 1’His 42 et I’Arg
38 a diminu¢ I’affinité de 1’enzyme pour le substrat. Par ailleurs, la substitution de 1’Asn 70
par Val, entraine une diminution de la vitesse maximale de plus de 90% (Henriksen et
al.,1998).

7. Mécanisme d’action

Les peroxydases sont des enzymes michaeliennes composées d’une structure chimique
« Héme » contenant du fer ionis¢ capable de se lier a I’oxygeéne catalysant 1’oxydation d’une

multitude de substrats (Dunford, 1999).



Synthese bibliographique

» En présence de substrat réducteur :

Les peroxydases catalysent I'oxydation de nombreux substrats de structures diverses bien
qu'elles partagent le méme cycle catalytique qui se déroule en trois étapes (figure 3) (Dunford,
1976).

H.O AH AH

E (Fe'') + H,0; Col + AH, Q} Coll + AHEQ’ E (Fe) + H.0

Peroxvdase au repos { Composé |
HO=-0H Hs0
@ Oxvdation 2 2 électrons i
Fe I H20
~
0
All2 —
et ; — e

Compuose 1T

Figure 3 : Cycle catalytique des peroxydases (Pelmont,1988).

D’abord, le substrat oxydant (H20:) est engagé dans la zone polaire de la crevasse, pour se
lier aux résidus His 42, Arg 38 et a l'ion ferrique. Une fois dans le site actif, H.O: interagit
avec des résidus d’acides aminés et de I'néme. Ceci méne & la formation d'une molécule de
H:0 et du composé 1 (Col), instable par I’oxydation de I’héme ferrique en oxyférryl (Fe*-O"),
H20: est donc réduit et la sixiéme coordinance est bien occupée. Le Composé I n'est pas
seulement un complexe enzyme-substrat classique, mais, précisément un intermédiaire
enzymatique réactif d'un plus fort degré d'oxydation (+5) par rapport a celui de I'enzyme natif
(+3) restitué (Dunford, 1999). Ainsi, le composé I est capable d'oxyder une gamme de

substrats réducteurs par un mécanisme en deux étapes successives (Plemont, 1998) :
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Le composé I (Col) est réduit a la premicre étape, via une molécule de substrat donneur
(AH) puis, en une deuxiéme forme enzymatique intermédiaire, le composé Il (Coll) ayant un

degré d'oxydation (+4).

Le composé (Coll) est réduit a la deuxiéme étape avec une autre molécule AHz, il perd sa
structure radicalaire et retourne & sa forme native initiale E (Fe**) avec libération d’une

deuxiéme molécule de H-O.
« En absence de substrat réducteur :

Le H:0: peut jouer un triple rdle, en absence de substrats (AH:), un role de substrat
oxydant dans la formation du Col, ou constituer un substrat réducteur de type donneur d'un
électron et enfin agir en un agent désactivateur (Rodriguez etal., 1997 ; Hernandez-Ruiz etal.,
2001).

La figure 4 ci-dessous, décrit et englobe les deux voies catalytiques et aussi la voie
d'inactivation identifiées. L'une des voies catalytiques est un processus direct de dismutation
(& deux électrons) de H.0: en Oz, semblable a celui de la catalase. L’autre étant un processus
a deux étapes, qui met en jeu un électron par étape. Cette seconde voie catalytique génere la
formation du compose III (Colll) et du radical superoxyde (O%) (Arnaoet al., 1990).

H0; M0
E \kj —» Compound |
I
A
\ A
o ks H0p
k1 (0] k,
Compound I' )0y ——— F;
H,0
ks Ht
HO;
ks k.s
Compound 1L Compound I*H,0, Compound II
i ks j
H0 Hh0;

Figure 4 : Modeéle de la réaction de HRP-C avec H,O, comme unique substrat

(Arnao et al.,1990 rapporté par Hernandez-Ruiz et al.,2001)
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E et E; sont respectivement | ‘enzyme native et l’enzyme inactive ; Co § Co IJCo ZBont des
enzymes intermédiaires ; Co fH,0, et Co ZH,0; sont les complexes entre les enzymes

intermédiaires respectives et H,O,.
8. Role physiologique :

Aprés plusieurs études, les chercheurs ont démontré que la peroxydase participe a des
fonctions importantes comme l'oxydation de 1’acide indole-3-acétique (Hare, 1964) la
formation de I'éthylene (Mattoo et Liebermann 1977) la polymérisation de la subérine et de la
lignine (Espelie et al., 1986 ; Ros Barcelo 1987) les réactions d'attachement des extensines et
des pectines (Robert et Roland 1989) et I'oxydation des composés flavonoiques (Yamauchi et
al., 1997).

9. Applications biotechnologiques des peroxydases :

La peroxydase de raifort « horseradish peroxydase » (HRP), est I'enzyme la plus utilisée
pour les applications analytiques. Toutefois, les peroxydases provenant d'autres sources

apparentes peuvent étre une bonne alternative en tant que substituts pour la HRP.

Les peroxydases spécialement celles des plantes sont utilisées pour produire des colorants
a partir de phénols naturels. Ces colorants produits sont employés pour consolider la couleur
des jus, des vins et des thés mais aussi des ardmes (Egorov, 1995). Elles sont aussi utilisées

comme indicateurs dans le blanchiment des légumes (Regalado et al., 2004).

Dans I’industrie du papier, les peroxydases sont employées pour le blanchiment de la
pulpe a papier et la biodégradation de la lignine (Wagner et Nicell, 2001 ; Regalado et al.,
2004).

En biologie moléculaire, les peroxydases peuvent présenter des marqueurs dans divers
stress biotiques et abiotiques parce que la plupart des genes sont exprimés soit de fagon

constitutive soit de fagon inductive (Dicko, 2005).

Elles sont également utilisées comme biodétecteurs dans des kits d’identification et de
diagnostic pour le dosage des sucres dans le sang et dans les urines ainsi que pour la

quantification d’autres composés tel que 1’alcool et la choline (Regalado et al., 2004).
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1. Notion de bio-informatique

Le terme de « bioinformatique » est apparu dans la littérature scientifique au début des
années 1990. C’est un domaine multidisciplinaire qui regroupe la biologie (biochimie,
biologie moléculaire, immunologie, virologie, etc.), I'informatique (algorithmes, programmes,
réseaux, Internet, bases de données) et les mathématiques (modéles théoriques). Pour la
plupart des membres de la communauté scientifique, la bioinformatique est I'étude de la fagon
dont la bioinformation est représentée et analysée dans les systémes biologiques, en
particulier les informations obtenues au niveau moléculaire (Sean et al., 2014). Il y a une

variété de définition, celle proposé par Andrade et Sander (1997) :

« Bioinformaticsis a science of recentcreationthatusebiological data, completed by

computationalmethods, to derive new biologicalknowledge ».

C’est la définition la plus moderne et large, qui présente que la bioinformatique ne se
limite pas a l'analyse des seéquences mais aussi des données concernant les marqueurs

moléculaires (biomarqueurs) et les données phénotypiques, etc.

A partir de ces définitions, nous pouvons résumer les activités de cette discipline en trois
points principaux (David ,2004) :

e Acquisition et organisation des donnees biologiques.
e Conception de logiciels pour I’analyse, la comparaison et la modélisation des données.

¢ Analyse des résultats obtenus par les logiciels.

2. Les banques de données :

La bioinformatique regroupe le stockage, 1’organisation et la diffusion, qui sont les
aspects importants de cette discipline. Toutes ces informations sont mises a disposition des
chercheurs et utilisateurs du monde entier le plus rapidement possible (Beroud, 2010).

Ces banques de données sont divisées en deux groupes. D’une part nous avons, des
banques dites « généralistes » de séquences nucléiques et protéiques, dans les quelles sont
stockées les séquences provenant de tous les organismes. D’autre part, nous avons aussi des
bangues qui sont dites « spécialisées » sont créées pour des besoins spécifiques. Ils sont bien
précis sans redondances et contiennent des données plus homogénes puisqu’elles traitent
plutdt une thématique particuliére ou un organisme donné comme par exemple la banque «
PROSITE » (Falquet et al., 2002) et « TFD » (Ghosh, 1993).
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La principale banque de donnée protéique appelée Uniport (Universal Protein Resource)
qui regroupe les données de plusieurs banques depuis quelques années. Elle est composée de
deux sections (UniProt Consortium, 2007) :

* Swiss-Prot qui présente des données corrigées manuellement.

» TTEMBL qui présente des données non corrigées.

Les trois banques qui adoptent les séquences nucléotidiques sont :

» GenBank : banque diffusée par le NCBI « National Center for Biotechnology Information »
(Benson el al., 2016).

* EMBL : « European Molecular Biology Laboratory » (Stoesser et al., 2003).

* DDBJ : « DNA Data Bank of Japan » développé par I’institut NIG (Tateno et al., 2002)

3. Alignement multiple des séquences :

Parmi les techniques les plus utilisées dans I'analyse de séquences, I'alignement multiple
des sequences d'ADN ou de protéines, qui jouent un role trés important dans la biologie
moléculaire. Il est utilisé pour un ensemble de tiches comme I’analyse phylogénétique, la
fonction et la prédiction de la structure des macromolécules biologiques telles que I'ADN,
I'ARN et les protéines. Un alignement est une écriture de deux séquences ou plus, I’une sous
’autre de fagon a faire apparaitre des identités, chaque alignement correspond a un score id%
qui peut étre calculé comme le pourcentage d’identité des I’édition des séquences (Gilbert et
Manalo, 2015).

Un alignement optimal pour une lecture de séquence nécessite un algorithme d'alignement
qui tolere les correspondances imparfaites, ou des variations génomiques peuvent se produire.
De plus, l'algorithme doit étre capable d'aligner des millions de lectures a une vitesse
raisonnable (Bao et al., 2014). Le tableau 1 représente certains algorithmes de 1’alignement de

séquences multiples.
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Tableaux 01 : Quelques algorithmes utilisés pour I’alignement de séquences multiples.

Algorithme Alignement Références

Needleman-Wunsch Par paire, globale (Needleman et Wunsch,1970)

Recherches de base de )
FASTA ] ) (Pearson et Lipman, 1988)
données, par paires, locale

Blast Recherches de base de
) Altschul et al., 1990)
données, par paire, local

Clustal Multiple, global (Higgins et Sharp, 1988)
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Matériel Et Méthode

Dans ce travail, nous avons comparé les caractéristiques des peroxydases végétales par
bio-informatique en réalisant un alignement des séquences multiple avec ses homologues

structureaux.
1. Téléchargement et organisation des donnees :

Dans ce travail, nous avons choisi de travailler sur la peroxydase « horsradish », cette

protéine présente dans la base de données UniProtKB/Swiss-Prot (https://www.uniprot.org/),

qui contient des séquences protéiques annotées manuellement et obtenues a partir d'un large

spectre d'organismes (figure 5) (Boutet et al., 2016).

B = AR = - A

I sdvanced~  Q Search E

S
Help Contact

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL

UniProtkB - P00433 (PER1A_ARMRU)
Display O Help video % BLAST EFormat @ Add to basket @ History [ Add a publication € Feedback
S Protein | Peroxidase C1A
Publications Gene PRXC1A
Feature viewer Organism | Armoracia rusticana (+ ish) (Armoraci )
Feature table NI‘ . . :
Status | *@ Reviewed - Annotation score: ®®®®@® - Experimental evidence at protein level:

None .

[ R

...._“.._,, Removal of H,0,, oxidation of toxic reductants, biosynthesis and degradation of lignin, suberization, auxin catabolism, response to environmental stresses such as

wounding, pathogen attack and oxidative stress. These functions might be dependent on each isozyme/isoform in each plant tissue.
===

Catalytic activity®

% - + 2 a phenolic donor + H,0, = 2 a phenolic radical donor + 2 H,0

Source: Rhea, « Hide

Figure 5 : Requéte pour la base de données UniProtKB.

Les séquences protéiques sont écrites sous un format particulier appelé « FASTA », qui est
le support de la plupart des moteurs de recherche et d’outils de traitement. 1l permet de
présenter les acides aminés par une succession de lettres codant tout ¢a pour donner une

présentation d’une séquence protéique (Binz et al., 2019).
2. Recherche des homologues de la sequence :

Les homologues de la peroxydase Horseradish sont sélectionnés a partir du site web NCBI

BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi, en utilisant I’algorithme blastx (figure 6)

(Johnson et al., 2008). On peut utiliser le méme serveur pour la recherche des homologues a
partir de PDB, une base pour les données structurales tridimensionnelles des protéines
déterminées expérimentalement (Burley et al., 2017).

Le serveur BLAST permet de rechercher dans des bases de données, les séquences
répertoriées ayant des régions de similitude avec la séquence introduite par I'utilisateur. Cette
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méthode est utilisée pour trouver des relations fonctionnelles entre les séquences et peut aider
a identifier les membres d'une méme famille (Gibson, 2004). Le principe de fonctionnement
de BLAST, est decrit en trois étapes (Dardel et Képés, 2002) :

e La séquence analysée est d'abord découpée en segments quadruplets d’acides aminés
chevauchants. BLAST constitue un dictionnaire contentant les segments répétitifs.

e Le balayage de la banque avec ce dictionnaire. BLAST tente d'étendre I'nomologie en
amont et en aval des quadruplets similaires trouve ;

e Aprés extension de I'nomologie, il évalue a partir du score obtenu la probabilité de

similitude.

NIH U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

COVID-19 Information B
Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (HHS) | Espaiiol

BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool

A new feature was added to Primer-BLAST.
We now offer the ability for user to run primer-blast from
NCBI assembly page.

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The
program compares nucleotide or protein sequences to sequence
and the statistical signi Learn more

Tue, 23 Feb 2021 12:00:00 EST | More BLAST news.

Web BLAST

BLAST Genomes

| =

Figure 6 : Interface de I’outil BLAST

La figure 7 montre les étapes du fonctionnement du serveur BLAST. La séquence a
analyser est introduite sous le format Fasta dans le casier (1) « Entrer la séquence de requéte
». Une fois le choix des banques de données ou se fait la recherche des homologues est réalisé
(2), le programme est lancé en cliquant sur « BLAST » (4). L algorithme blastP (3) est choisie

automatiquement par BLAST une fois le type de séquence est indique.



Matériel Et Méthode

BLAST®» blastp suite Home RecentResults Saved Strategies Help

blastn m blastx thlastn thlastx

Standard Protein BLAST

BLASTP programs search protein databases using a profein query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) ¥ Clear Query suhﬁngea
:r;g:;géu;ommrm FONKYYVNLEEQKGLIQSDQELFSSPNATDTLY o ] | I (sl mmms i s
QTFFNAFVEAMDRMGNTRLTGTOGQIRLNCRVVNSNSLLHDMVEWDRYS Description Table ESHI
SM A Te Click 'Select Columns’ or ‘Manage 1
Choisir un fichier | Aucun fichier n a ele seleclionne, @ Columns.

Job Title

\ 3p|PO0433|PER1A_ARMRU Peroxidase C1A OS=Armoracia.. |

Enter a deseriptive fite for your BLAST search @

|_| Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database Man-redundant protein sequences {nr) v |{ 2

Organism
Optional

|LJ exclude (Add organism )
Enter organism comman name, binomial, or t2x id. Gnly 20 top 2z will be shown. €

Exclude

[ Models (xMixP) ] Non-redundant RefSeq proteins (WP) ] Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Program Selection

Algorithm ) qui STP | - neatain BLAST)
blastp (protein-protein BLAST) |3

- o BLAST)
() PHIBLAST (Patte Hit Initiated BLAST)
() DELTA-BLAST {Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choase 3 BLAST zlgorithm @

Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)
[ show resutts in 2 new window

Figure 7 : Application du le serveur BLAST

3. Alignement et filtration des données :

Le logiciel MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) est une application de
bureau concue pour 1’analyse des séquences de genes homologues provenant de familles
multigéniques ou de différentes espéces 1’accent sur I’inférence des relations évolutives et des
modéles de 1’évolution de ’ADN et des protéines (figure 8). En plus des outils d’analyse
statistique des données, MEGA fournit de nombreuses facilités pratiques pour 1’assemblage
de données de séquence des fichiers ou des référentiels web, et il inclut des outils de
présentation visuelle des résultats obtenus dans les arbres phylogénétiques interactifs et de
matrices de distance évolutives. (Sudhir et al., 2008).
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] Molecular Evelutionary Genetics Analysis - x
File  Analysis Help

TA w<ir - . e
i Ho & T i P ., R il @ +
NS L L L L N L L L N L

ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGENY USER TREE ANCESTORS SELECTION RATES CLOCKS DIAGNOSE

NEXUS

@

TIMETREE

&

DATAMONKEY

WECENT PUBLICATIONS

o W » B @ @ ¥ @« e l‘x’l

4ELP DOCS EXAMPLES  CITATION REPORTBUG UPDATES MEGA LINKS TOOLBAR PREFERENCES PROTOTYPE

Figure 8 : Application du MEGA X

Les homologues obtenus a partir du serveur Blast, sont téléchargés sous leur format Fasta en

cliquant sur Dowland (1) puis FASTA (aligned sequence) (2) (figure 9).

Sequences producing significant alignments I Download "I 1l ielectcolumns ~ Show [ 100V (=]

FASTA ([complete seguence) . . .
select all 100 seguences selected GenPept Gr Its  Muttiple alignment EEEMSA Viewer

I FASTA (aligned sequences) I 2
I

Description E Per | Acc
e " GenBank (complete er | value Mdent | Len Accession
sequence) b - -
F C1A; Flags: Precursor [Armoracia rusticanal An % 0.0 100.00% 353 P00433.2
Hit Table (text)

HRPC1 [Armoracia rusticanal An ! 2% 00 99 72%
Ferric horseradish C14 in complex with formate [Armoracia rusticana] Aan  HitTable (CSV) & 00  10000%
peroxidase 34 [Brassica napus] Bri Text & 0.0 90.60%
2 ed protein product [Arabi is thali Ar % 00 9093%
€@ unnemed prolein proruct [r aliansl 2L pescriptions Table (CSV)
peroxidase [Glycine max] Gh % 00 88.80%
unnamed protein product [Arabidopsis thaliana] An HML 26 0.0 90.37%
PREDICTED: peroxidase 34 [Brassica oleracea var. oleracea] Bri ASN.1 ® 00 9135%
eroxidase 34 like [Brassica napus] Brassica napus T 00 90.03%

hypothetical protein Bcas2624 087392 [Brassica carinata] Erassica carinsta 649 649  98% 00  9078% 349 KAGZ2477641

CB [Arabi is thaliana] Arabidopsis thali.. 649 649 100% 0.0  9065% 353 MP 1904811
unnamed protein product [Arabi is thaliana] Arsbidopsis thali.. 649 649 100% 00  9065%
PREDICTED: peroxidase 34 [Raphanus sativus] Raphanus sativus 647 647 100% 0.0  8867%
34 [Ar: Iyrata subsp. lyrata] Arabigopsis lyrat... 647 647  96% 00 9233%

hypothetical protein Bca52524 022063 [Brassica carinata] Erassica carinata 647 647 100% 0.0  8867%

unnamed protein product [Ar. arenosal Arabidopsis are 646 B46 O6% 00  9174%

peroxidase 34 [Brassica rapa] Erassica rapa 645 G645  98% 00  904S% 349 XP 0091

i i i isoenzyme HRP 25148.1(C1C) [Armoracia rusticana]

644 G644 100% 0.0 89.52% 352 CCJ348211
644 G844 100% 0.0 89.52%

i i il isoenzyme HRP 25148.2(C1D) [Armoracia rusticanal Armoracia rusfic. ..

focpOEOO00EOE00E

peroxidase [Arabidopsis thaliana] Arabidopsis thali.. 644 644 100% 00  90.08%
hypothetical protein M665 028350011 [Sinapis alba] Sinapis alba 643 643 100% 00  B8867%
34 [Arabi is lyrata subsp. lyrata] Arabidopsis lyrat... 641 641 100% 0.0  89.80%
unnamed protein product [Arabis Arabis nemorensis 840 640 100% 0.0  88.45%
unnamed protein product erraticum] Microthlaspi erra... 640 640 100% 00  8895%
34 [Eutrema Eutemasasygi 639 630 0% 20 9171 395 XP 0084047779

Figure 9 : Les étapes de téléchargement des séquences sous format FASTA

Les figures 10,11 et 12 montrent les étapes de fonctionnement sur MEGA X. Cliquer sur
alignement (1), puis choisir créer un nouvel alignement (2) et enfin choisir protéine, coller les
séquences téléchargées et cliquer sur alignement protéique (3).
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™ Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File  Analysis  Help

o )| 114

[m] x
- 0 o
n)(£)(E) (%) (&) ) (@) (+
ALIGN DATA MODELS  DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION  RATES CLOCKS  DIAGNOSE
NEXUS
Alignment Editor TIMETREE
Select an Option @
DATAMONKEY

Open a saved alignment session
Retrieve a sequence from a file

2) Help

Done Loading

RECENT PUBLICATIONS

e =

[P4] Molecular Evalutionary Genetics Analysis

File  Analysis  Help

[m] *
TA b - ol ra

o TA T T & ., Lu ] @ +

W Y O - N4 N NS NS N/ “

ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION RATES CLOCKS DIAGNOSE

NEXUS
MX: Alignment Explorer

s Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

= o e a = —~
S A= EmErLlri «0XEx&|+FHar 232

Data Type for Alignment

Are you building a DMA or protein sequence alignment?

DNA

Cancel

RECENT PUBLICATIONS

(s = ke

Figure 11 : Les étapes d’alignements.
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T
L

ALIGN DATA

\/

N/
MODELS

] LV T
L W

DISTANCE ~ DIVERSITY PHYLOGENY

Il
itk

= =
&8 Em

Phri «0XDBxG[+&apr @238
Protein Sequences 3

Spaties/Abbry
1. P00433.2:1-353 RecName: Full=Peroxidase C1A Flags: Precursor Armoracia rusticana

2. AAA33377 1:1-353 HRPC Armoracia rusticana

3. 1WaW_A:1-323 Ferric horseradish peroxidase C1A in complex with formate Armoracia rusticana
4. ¥P_013745226.1:5-355 peroxidase 34 Brassica napus

5. CADS325273.1:1-353 unnamed protein product Arabidopsis thaliana

6. ANMD02821.1:1-353 peroxidase Clycing max

7.\WY558821 1:1-353 unnamed protein product Arabidopsis thaliana

8. XP_013508373.1:3-349 PREDICTED: peroxidase 34 Brassica oleracea var. oleracea

9. XP_013856048.1:5-355 peroxidase 34-ike Brassica napus

10. KAG2247764.1:3-343 hypothetical protein Bea52824_087392 Brassica carinata

11. NP_190481.1:1-353 peroxidase CB Arabidopsis thaliana

12. GAA0385195.1:1-353 unnamed protein product Arabidopsis thaliana

13. XP_018460650.1:1-353 PREDICTED: paroxidase 34 Raphanus safivus

14. XP_D02874387.1:17-355 peroxidase 34 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata

15. KAG2311406.1:1-353 hypothetical protein Beat2824_0229€3 Brassica carinata

16. CAEB124417 1:17-335 unnamed protein product Arabidopsis arenosa

17. XP_009151778.1:3-248 peroxidase 34 Brassica rapa

18. CCJ34821.1:1-352 horseradish peroxidase isoenzyme HRP_25145.1(C1C) Armoracia rusticana
19. CCJ34822.1:1-252 horseradish peroxidase isoenzyme HRP_25148.2(C1D) Armoracia rusticana
20. CAAS0677.1:1-353 peroxidase Arabidopsis thaliana

21. KAF8087706.1:1-350 hypothetical protein N6B5_0283s0011 Sinapis alba

22, XP_020882559.1:1-253 peroxidase 34 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata

Figurel2 : Les étapes d’alignements.

4. Analyse des séquences :

L’alignement des séquences multiple est analysé par

le logiciel ESPript 3.0

(http://espript.ibep.fr/), qui permet de visualiser rapidement les séquences alignées avec des
programmes comme CLUSTAL W, FASTA, MultAlin ou GCG PILEUP ou en conservant

I'alignement du fichier d'entrée. Il peut lire les fichiers de structure secondaire pour produire

une synthése des informations de séquence et de structure (Gouet et al., 1999). Les

parametres sont introduits via I'entrée standard, qui est divisée en sept étapes :

e Le fichier d’alignement générés par Clustal W est pris en charge ;

e On peut ajouter le nom d'un ou deux fichiers contenant des informations sur la seconde

structure.

e Un systéeme de notation pour les similitudes est donné.

e On peut définir I’ordre d'apparition des séquences affichées.

e La disposition de sortie des alignements est définie tels que la couleur et la taille du

papier.

e Le type de fichier de sortie des alignements est donne.

e Enfin, I’analyse est lancée en cliquant sur « Submit ».
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Figure 13 : Le profil du serveur web Espript 3.0.
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1. Le format FASTA de la séquence :

Résultats et Discussion

La figure 14 représente la séquence de la peroxydase de horsradish P00433 sous le format

FASTA, a partir du serveur Blast.

»5p|PBB433|PERLA ARMRU Peroxidase C1A 0S=Armoracia rusticana 0X=3704 GN=PRXC1A PE=1 SV=2

MHFS555TLFTCITLIPLVCLILHASLSDAQLTPTFYDNSCPAVSNIVROTIVNELRSDP
RIAASILRLHFHDCFYNGCDASILLONTTSFRTEKDAFGNANSARGFPYIDRMKAAVESA
CPRTVSCADLLTIAAQQSVTLAGGPSWRVPLGRRDSLOQAF LDLANANLPAPFFTLPQLED
SFRNVGLNRSSDLVALSGGEHTFGKNQCRFIMDRLYNFSHTGLPOPTLNTTYLQTLRGLCR
LNGNLSALVDFOLRTPTIFONKYYVNLEEQKGLIQSDQELFS5PNATDTIPLVRSFANST
QTFFNAFVEAMDRMGNITPLTGTQGQIRLNCRVVNSHSL LHDMVEVVDFVSSM

Figurel4d : Séquence de la peroxydase au format FASTA.

2. Les homologues de la peroxydase horsradish :

Le serveur BLAST permet d’identifier toutes les protéines présentant une homologie

structurale significative avec la peroxydase P00433. Nous avons obtenu comme résultats, 100
séquences homologues a celle de la peroxydase P00433 (figure 15).

Pour les enzymes dont les structures sont déterminées expérimentalement, les enzymes les

plus homologues a la peroxydase P00433 sont la structure de la chaine A, horseradish
peroxidase C1A (Smith et al., 1990), la horseradish C1 (Fujiyama et al.,1988), peroxidase 34

Brassic anapuset et peroxidase 34 Brassica oleracea var. aleracea (tableau 2).

Tableau 2 : Les enzymes les plus homologues a la peroxydase P00433.

ChainA,horseradish

peroxidase cla

Hrpcl [armoracia rusticana]

Peroxidase34 [brassica napus]

Peroxidase34[brassicaoleracea

var. oleracea]

100%

99.72%

92.33%

91.35%
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tout 00 SGenPapt Jraphism: [@SCen da: i das résultats multiple ETEE i L%
rom Score | Total | Gouverture | walewr | laent | acc
e scionifiaue | maimel | Seore | de requéte o Len  accession
Rachame Full= 14 Deapaaux: B russicanal moracia st 721 721 100% 00  10000% 353 ncPoD4anZ
HEPG1 (Armaracia rusticana) Armoracia uan 717 77 100m oo @s7zw 353 asmaazarza
i raifort €14 en complese avec formate [ ci - . 650 680 9i% 00 10000% 323 iwa
Rerosydase 34 (Brassica napus] Erassicanapus €53 €53 98w oo sosow
produit protéique sans nom [Arabidopsis thalianal Aratidonsiz tha 853 853 100% 0.0 80.93%
peraxyaase [Givcine max) ayeine max esz2  es2  100% oo @ssomw
Rradust protéinue sans nom thatiana) 651 651 100% 0o o0a7w
PREDIT 34 [Brassica oleracea var oleracea) ss1 ss1 s8% oo @13s%
Ltike (Brassica nogus) es0  eso  sew 0o sooss
Becasze24 087392 e protéines [ ia] G649 e49 9% 00  9078% 349 KAGZIATTE4 1
pereslase CE (Aakidorsss thalians] s48  s49  100% 00  S0es% 383 ME 180481
orogun orotdiaue $3ns nom [Arabidcosis matana) 649 ©49  100% 00  9065% 353 CAA03851951
PREDIT peraxygase 34 (BI0hanus satvus) 647 647 100% 00  ase7w 353 xp 0184608501
34 [Arabidopnis yiata subsp_lyata] 847 847 oem 00 0233% 355 XP 0028743671
Ecas2824 022963 hynathéliaue de pratéines (Brassisa cannatal 847 847 100% 00 smeTH 383 KAG2311406.1
Rroduil rotéique $ans NOM [Arabidopsis srences] 646 646 26% 0.0 91.74% 355 CAEG124417.1
peroxyaase 34 [Brasaica rapa) e4s  eas  saw 0o 90s9m 343 xp 00s1s177EA
sie saifor semticana] 24t 2a0 00 oo sas2w
e raifert rusticanal 240 240 100% oo sssan
peroxydase [Arabidoosis thalianal 24" 24" 100% LX) BO.08%
NB8S 028230011 orotéines (Sinapia atnal 643 843 100% oo saerw
34 F—— 841 641 100% oo seso%
rogun protdique sans nom [Aranis e40  e40  100% oo asasw
Rradust protéiaue sans nom S——) 640 640 100% oo asesw
Reroxydane 34 [Eutema salsugineur] 639 838 98% 00 9115% 355 XP 0084041771
838 e3m  100% oo soosw 383 ”
637 67 9% 00 9041% 356 XP 0190853481
PREDIT peraxysase 34-ike (CAMEINg 5atya] Caméinesaiva €38 638 a7 00 @041% 386 xp 0191022021
VAMPZ HEP [constuction synthétigue] sonstiustion sy 838 838 87w 00 0968% 450 AIVOO2141
Reshame. Full = Peraxydase C1E; Drapsaus Précurseur (Amerasia usticanal Armerasiaatl.. €35 635 100% oo ssesw 351 piszaad
ATPCHATPERXIS/PERXIH [Arabidopsis lyrals subso. |yrats] 634 634 100% 0.0 89.27% 354 22
PREDIT . peroxyoase 34 ([Gamenna satval s34 e3s  sew 0o 9115w 355 xp 010503558.1
ArHEP i —— . P 00 AR 04%  A45 ANSINIST 1
PREDIT 4 [Camelina safival 634 634 96% 00  9115% 355 XP 0105035531
erHRP [construction synthélique] 832 832 88% 0.0 99.04% 345 ANS10151.1
sous-unité alpha- 1 (EC. 1111 1.17)dela raifort synthéti . truct; ) 630 830 87% 00 100.00% 309 AAATI223 1
Structure de la raifort C1a Composé li [Armoragia rusticanal Armoracia ru 630 630 87% 0.0 100.00% 308 1HS5 A
PEROXVDASE DE RAIFORT RECOMBINANTE C1A ALAT40GLY [Armoracia rusficana] Armoracia rust s29 &9 &T% 00 99es% 309 1GWU A
Complexe de de raifort avec de I'acide ique [Armoracia rusti.. Armoracia rusti 629 629 86% 0.0 100.00% 3058 2ATJ A
PEROXVDASE DE RAIFORT RECOMBINANTE C1A THRIT1SER EN COMPLEXE AVEC DE UACI. . Armoracia rust s29 &9 &T% 00 9988% 308 1GW2 A
Peroxyd: de raifort C1. LA170GLN [Armoracia rusticana] 629 629 87% 0.0 9968% 3089 1GWO A
PREDIT 4k sativus] 629 829 100% 0o §6.12% 353 XP 0184832541
PEROXYDASE DE RAIFORT RECOMBINANTE C1A PHE22 1MET [Armoracia rusticana] Armoracia ru 628 628  oT% 00 9968% 309 1GWT &
MUTANT DISTAL DE POCHE D'HEME (H42E) DE PEROXVDASE DE RAIFORT RECOMBINANTE. .. Armoracia 628 &8  87% 00  9968% 300 4ATJ A
ATPGA/ATPRX33PRX33 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata] Arabidopsis 626 628  100% 00  8669% 349 EFHS22031
Complexe de raifort 09Ser avec de I'acide [Armor... Armoracia rust 627 627 87% LX) 9968% 309 1GX2 A
peroxydase CA [Arabidopsis thaliana] Arabidopsis tha. 627 627 96% 0.0 8938% 354 NP 1904801
produit protéique sans nom thatiana] Arabidopsis tha... 627 627 96% 00  8938% 354 \VSS08191
PEROXYDASE DE RAIFORT RECOMBINANTE C1A [Armeracia rusticana] Armoracia rust 627 &2 Be% 00 10000% 306 15Ty &
PREDIT 34-like [Camelina sativa] 626 626 96% 0.0 89.09% 355 XP 010503561.1
PREDIT 4 [Camelina safival 626 626  96% 00  89.08% 355 XP 0105152561
peroxydase 33 [Capsella rubelia) 626 626 96% 0.0 88.79% 354 XP 006291394.1
PREDICTED 33 [Camelina sativa] 625 625  100% 00  8588% 354 XP 0105152531
Mutant distal de peche d’héme (R38S/H42E) de la de raifort C (HRP C) [.. 825 825 87% 0.0 99.35% 308 1KZM A
produit protéique sans nom eraticum] laspiem.. 625 625  100% 00  8672% 354 CAATOS6025.1
Peroxydase de radis de cheval. mutant S167Y [Armoracia rusticana) Armoracia rusti 825 825 86% 0.0 99.67% 306 2¥LJ A
PRXCA [Arabidopsis haliana] Arsbidopsis tha... 624 624 96% 00  8909% 354 PAFD126T1
RecName: Full C1AC: Drapeaux 1 rusticanal 623 623 94% 0.0 9066% 332 P152331
PREDIT 4k sativus] 823 823 26% 0o §320% 354 XP 0154411861
peroxidase 34 [Capsella ubella] 622 622 96% 0.0 8968% 357 XP 0062904431
Protéine de Ia dela thaliana] Arabidopsis tha 822 822 100% 0o £6.12% 352 WP 8506521
peroxydase 33 [Capsella rubella) Capsella rubéole 622 622 96% 0.0 8850% 353 XP 0062913861
produit protéique sans nom thatiana] Arabidopsis tha... 621 621 100% 00 8612% 352 CAAD3E4TA1
peroxydase 34 [Brassica rapa] Brassica rapa 621 621 96% 0.0 87.39% 354 XP 0091497621
hypothetical protein BcaS2524 000744 [Brassica carinata] Brassica carinata 620 620 100% 0.0 8470% 351 KAG2329564.1
peroxydase [Arabidopsis thaliana] Arabidopsis tha. 619 619 100% 0.0 8584% 352 AAMG4538.1
PREDIT: 34-like [Camelina sativa] Caméline saf 619 619 96% 0.0 8761% 355 XP 0104264151
peroxidase 32 [Capsella ubella) 617 617 100% 0.0 8527% 352 XP 0062734562
PREDICTED: 32 [Camelina sativa] 617 617 100% 00  8612% 372 XP 0104958751
PRENIGTED 33 [Gameling satival M7 E17 sew A0 ATEI% 384 XP 0104764141
peroxidase 32 [Gapsella rubelial Capselarubéole 617 617 100% 0.0  8527% 352 XP 0062794562
PREDICTED: peroxidase 32 [Camelina sativa] Caméinesatva 617 617 100% 0.0  8612% 372 XP 0104958751
PREDICTED: peroxidase 33 [Camelina sativa] Caméiine s 617 617 95% 00  B8761% 354 XP 0104264141
peroxidase 34 [Capsella rubella] Capselabéole 616 616 100% 0.0  8470% 353 XP 0062903161
CARUB v10016503mg de proféines [Capsella rubella] 616 616 100% 0.0  8527% 372 EOA12354
hypothetical protein NG65 016650048 [Sinapis alba] Sinapis alba 616 616  95% 00  B8732% 354 KAFG1048551
PREDICTED peroxidase 32 [Camelina saliva] Camélinesalva 615 615 100% 00  B8555% 352 XP 010425797 1
peroxidase 32 [Eutrema salsugineum] Eutemasalsug... 615 615 100% 00  8555% 357 XP 0064086401
peroxydase 32 [Eutrema halophilum)] Eutrema haloph . 614 614  100% 00  8555% 353 ABOO34581
PREDICTED: peroxidase 32 [Camelina saliva] Camélinesaliva 613 613 100% 00  8584% 372 XP 0105146932
récurseur de type 34 [Brassiea napus] Brassicanapus 612 612 98% 00  87.02% 354 NP 0013028301
70 00000857 hypothétique de protéines [Brassica crefical Brassica crefica 610 610 100% 00  8531% 354 KAFI5758761
P AA3G314000 hypothétigue de proléines [Arabis alpina] Arabis alpina 807 80T 98% 00  8618% 349 KFK399781
hypothetical protein Bea52824 034562 [Brassica carinala] Brassica carinata 607 607 100% 00  8499% 353 KAG2295000.1
F2069 00040348 hypothétique de protéines [Brassica cretica] Brassica crefica 607 607 100% 00  8475% 354 KAF35038481
hypothetical protein NG65 007150033 [Sinapis albal Sinapis alba 607 607 100% 0.0  8362% 354 KAF&111894.1
1GI04 033826 hypothétique de protéines [Brassica rapa subso. trilacularis] Brassicarapas.. 606 606  100% 0.0  8531% 374 KAGS3E2356.1
peroxidase 32 [Brassica rapa] Brassica rapa 605 605 100% 0.0  8503% 374 XP 0091232091
produit protéique sans nom [Arabidopsis arenosal Arabidopsis are... 604 604 93% 0.0  8818% 352 CAEG0743421
produit protéique sans nom [Brassica rapa Brassica rapa 604 604 100% 00  8503% 374 VDCS8081.1
32 IyTata subsp. lyrata] Arabidopsis lyr... 604 604 93% 00  8818% 352 XP 0028772381
hypothetical protein NG65 006250125 [Sinapis alba] Sinapis alba 603 603 100% 0.0  B8442% 353 KAFG112782
PREDICTED peroxidase 33-iike [Camelina safiva] Caméinesalva 603 603 95% 00  B614% 354 XP 0191002381
Raiforl HRP 1805 rusticana] Armoracia rusi 603 603 95% 00  B8839% 354 CCJ346281
produit protéique sans nom [Brassica napus] EBrassicanapus 602 602 100% 00  8503% 354 CAF20370851
D000 02011874 de protéines [Brassica crelica] EBrassica crefica 602 602 100% 00  8503% 354 KAF35627101
PREDICTED: peroxidase 32 [Brassica oleracea var_oleracea] Brassica olerac.. 602 602 100% 00  8475% 374 XP 0136060021
produit protéique sans nom [Arabis nemorensis Arabis nemoren . 602 802 91% 00  8951% 332 WWEN2161
hypothetical protein Bea52824 060540 [Brassica carinala] Brassica carinata 601 601  100% 00  8475% 354 KAG2OT79851
BRARA 100957 de protéines [Brassica rapa] Brassica rapa s01 801 100% 00  8475% 354 RID4414D1
isoforme X1 analogue & la peroxydase 34 [Brassica napus] Brassicanapus 600 600  99% 00  8400% 353 XP 0137413011
PREDIT: 34like [Brassica oleracea var. oleracea] Brassica olerac. . 600 600 99% 00  8272% 353 XP 0136036761
‘hypothetical protein Bea52624 000747 [Brassica carinata] Brassica carinata 600 600  95% 0.0  86.01% 353 KAG2329567.1
produit protéique sans nom [Brassica napus] Brassicanapus 539 599 99% 0.0  8371% 353 CAF21104851
AALP AASET de protéines [Arabis alpina] Arabis alpina 595 598 100% 0.0  8362% 345 KFK23473.1

Figure 15 : Les homologues structuraux de la peroxydase P00433.
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3. Résultats d’alignement :
La figure 16 montre 1’alignement de séquence multiple de la peroxydase P00433 par
rapport a ses homologues, déterminé a 1’aide du serveur MEGA X. Les différentes
couleurs représentent les 20 acides aminés.

] MX: Alignment Explorer - X
Dats  Edit  Seach  Alignment  Web  Sequencer  Disply  Help

ISR EmEwre rt: «0XBxa+Far 338

Protein Sequences

Species/Abbry . o = - o[ele] [=]+] |* o [= e ER
1. P00433.2:1-353 RecName: Full=Peroxidase C1A Flags: Precursor Armeracia rusticana V| IVR IV LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R MK
2. AAA33377.1:1-353 HRPC1 Armoracia rusticana v I VR I VEILRSDPR | AAS | LRLHFH -lcBla RMK
3. 1VW4W_A:1-323 Ferric horseradish peroxidase C1A in complex with formate Armoracia rustilll V VR I VELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
4. XP_013745226.1:5-355 peroxidase 34 Brassica napus. V| I'VR IV LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R MK
5. CADS325273.1:1-353 unnamed protein preduct Arabidepsis thaliana Vi I VR IV LR PRIAASILRLHFH -cBA R MK
6. AMD02821.1:1-353 peroxidase Glycine max v VR I VELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RVK
7.V¥'$59821.1:1-353 unnamed protein product Arabidopsis thaliana V| I'VR IV LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R MK
2. XP_013608373.1:3-349 PREDICTED: peroxidase 34 Brassica oleracea var. oleracea Vi I VR IV LR PRIAASILRLHFH -cBA R MK
9. XP_013858048.1:5-355 peroxidase 34-lie Brassica napus v, IVR I VWELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
10. NP_190481.1:1-353 peroxidase CB Arabidopsis thaliana v IVR I VELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
11. CAA0385195.1:1-353 unnamed protein product Arabidopsis thaliana Vi I VR (R4 LR PRIAASILRLHFH -cBA R MK
12. XP_018460650.1:1-353 PREDICTED: peroxidase 34 Raphanus sativus v, IVR I VWELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
13. XP_002574387.1:17-355 peroxidase 34 Arabidopsis yrata subsp. lyrata v IVR I VELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
14. KAG2311406.1:1-353 hypothetical protein Bca52824_022963 Brassica carinata V| IVR IV LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R MK
15. CAF6124417.1:17-355 unnamed protein product Arabidopsis arenosa v I VR I VEILRSDPR | AAS | LRLHFH -lcBla RMK
16. CCJ34B21.1:1-352 horseradish peroxidase isoenzyme HRP_25148.1(C1C) Armoracia rustic| IVRD 11| LRSDPR IAAS ILRLHFH -le@a RIK
47. CCJ34622.1:1-352 horseradish peroxidase isoenzyme HRP_25148.2(C1D) Armoracia rustic I8 V| IVRB I || LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R IK
18. CAASDS77.1:1-353 peroxidase Arabidopsis thaliana v I VR I VEILRSDPR | AAS | LRLHFH -lcBla RMK
18. KAFB087706.1:1-350 hypothetical protein N665_0283s0011 Sinapis alba v VR I VELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
20. XP_020882559.1:1-353 peroxidase 34 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata V| I'VR IV LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R MK
21. VVVB05027.1:1-355 unnamed protein product Arabis nemorensis Vi I VR IV LR PRIAASILRLHFH -cBA R MK
22. CAAT056026.1:1-350 unnamed protein product Microthlaspi erraticum v, VR I VELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
23. XP_006404177.1:17-355 peroxidase 34 Eutrema salsugineum VAN VR IV LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R MK
24. XP_019085348.1:13-356 PREDICTED: peroxidase 34-like Camelina sativa Vi I VR IV LR PRIAASILRLHFH -cBA R MK
25. XP_{119102292.1:13-355 PREDICTED: peroxidase 34-lke Camelina sativa v, IVR I VWELRSDPR | AAS | LRLHFH -lc @A RMK
26. P15232.1:1-351 Recame: Full-Peroxidase C15 Flags: Precursor Armoracia rusticana v IVRD 11| LRSDFR \IA ILRLHFH “lcila R IK
27.EFH52207.1:1-354 ATPCB/ATPERX34/PERX 24 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata Vi I VR IV LR PRIAASILRLHFH CD A R MK
28. XP_{10503558.1:17-355 PREDICTED: peroxidase 34 Camelina sativa v, IVR I VWELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a KMK
28. ANS10151.1:32-343 erHRP synthetic construct v IVR I VELRSDPR | AAS | LRLHFH -le@a RMK
30. AAAT2223.1:2-309 synthetic horseradish peroxidase isoenzyme C (HRP-C) subunit aipha- 118 V| IVR IV LR PRIAAS ILRLHFH -cBA R MK
31. 1H55_A:1-308 Structure Of Horseradish Peroxidase C1a Compound i Armoracia rusticana (Il V| I VR I VEILRSIDIPR | AAS | LRLHFH -leBlal RMKY

Figure 16 :Résultats d’alignement de 100 homologues de la peroxydase P00433
par MEGA X

Pour comparer ’alignement des séquences, on n’a choisi seulement les 4 homologues de
la peroxydase P00433 qui sont présentés dans le tableau 1 car elles ont un pourcentage
d’identité trés élevé (entre 91% et 100 %), (Hrpcl[armoracia rusticana], Peroxidase34
[brassica napus], Peroxidase34 [brassica oleracea var. oleracea]). Les couleurs pour les

différents acides aminés et les étoile représentent les sites conservés (figure 17).

[Edl M: Alignment Explorer - o X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(=R EMEre rl «0OXBEx&/+&Har 238

Protein Sequences

Species/Abbry o)t e el el e| e[| e|e]e|n e x| [|2]e]e| e e|n] e[| x| 2] 2] x| 6| x| e]2 2] £t | 2] x| 2] 2|2 B wfe|e| x| a|e) 2| e e e [ e]e]e| e e n| x| x]a]e| x| e| x| e[| x] 2] 2] e 2| x| e] 2] 2] ¢] |« o)1) e|e|x]e]2]x
1. spiPO0433PER1A_ARD|L RITIPIT | FDRRIK Y v Vil L KG(L | LF PN A IPLVRIFA FFNAFVEAMDR K | IRLNCRVV L LHBIN VIEV[VID F VES(N
2. XP_013745226.1 percD| L RAP ARV FIDMK Y v VIl L RIEQKG(L | LF IPLVRAYA FFMAFVEAMNR K | IRLNCRVV LLHBY VD | VD F V&SN
3.XP_0135608373.1 PRED|L RARP ARV F DMK Y ¥ VIl L RIEGIKIBI L | LF IPLVRAYA FFNAFVEAMNR K | IRLNCRVV LLHBY VD | VD F vESN
4. pdof1W4WIA Chain ADIL RIEIPIT | FIDSHIK Y Y VIl L KIG(L | LF IPLVRS|FA FFNAFVEAMDR K | IRLNCRVV LLapuvEV[VIDF vESN
5. AAA33ITTA HRPCTJD{L RAIPIT | FIDBRIK Y Y Vi L KG(L | LF IPLVRIFA FFNAFVEAMDR K | IRLNCRVV L LHB|w vEvvelF vES(M

6. Sequence 1

Figure 17 : Résultats d’alignement des 4 homologues de la peroxydase P00433
par MEGA X.
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4. Analyse de I’alignement multiple des séquences :

L’analyse des résultats par le logiciel ESPript 3.0, permet de visualiser les séquences
alignées rapidement (figure18). On a une séquence primaire identique de 91% jusqu’a 100%
dans les quatre homologues par rapport a la peroxydase P00433. Les éléments de structure
secondaire prédits de XP_01374522.1 sont présentés en haute de 1’alignement (les hélices
alpha, les feuillets beta, et les tours stricts sont noté 1, a). Les acides aminés His 42, His 170
et Arg 38 sont les plus conservés dans le site actif des différentes peroxydases et qui
appartiennent a I’hélice alpha. Les résidus clés de la fixation de substrat His42, His170, Arg
38, Asn 70, Asp 247 et Phe 4. Les résidus Cystéine impliqués dans la liaison disulfure

interchaine sont indiqués par des nombres verts.
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Figure 18 : Alignement de sequences multiples de la peroxydase P00433 avec ses

homologues structuraux.

Les résidus identiques sont marqués avec un fond rouge et les résidus hautement conservés sont

représentés par une police rouge
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CONCLUSION



Conclusion

La peroxydase est une enzyme qui catalyse I'oxydation de molécules donneuses de
protons en présence du peroxyde d’hydrogeéne, qui sera réduit en molécules d'eau. Ces
enzymes existent chez les animaux, les micro-organismes et les végétaux. Ces derniers sont

regroupés dans la classe III et ont fait 1’objectif de notre étude.

Le travail présenté dans ce mémoire porte sur 1’étude de peroxydase végétale et de ces

homologues a partir d’un alignement de séquences multiples.

A T’aide du programme Blaste, on a obtenu les 100 homologues de la peroxydase vegétale
HRP qui sont constitués d’environ 300 résidus d’aminoacides. Les résultats de I’analyse des
séquences multiples réalisés a I’aide du programme MEGA X et ESPript 3.0, a montré que les
acides aminés His 170, His 42 et Arg 38 sont les plus conservés autour de site actif dans les
différentes peroxydases. Les résidus de cystéine impliqués dans la liaison disulfure inter-

chaine sont hautement conservés.

Enfin, grace a notre étude, nous avons réussi a entamer le domaine de la bio-informatique
qui devient un procédé fiable pour la biologie afin d’acquisition de nouvelles techniques

d’alignement.

En perspective, nous souhaitons approfondir notre étude en effectuant des alignements
d’autres séquences protéiques de peroxydase a partir d’autres sources végétales. Aussi en

testant d’autres programmes d’alignement.
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Résumé :

Les peroxydases sont des enzymes qui catalysent la réaction d’oxydo-réduction par un mécanisme de radical libre
permettant la transformation de plusieurs composés en produits oxydés ou polymérisés, qui peuvent peut-étre isolés a partir
de plusieurs sources végétales tel que le radis, le navet et ’ail.

L’objectif de ce mémoire consiste en 1’étude des caractéristiques des peroxydases d’origine végétale par bio-
informatique en déterminant les séquences protéiques afin de comparer les homologies de séquence des différentes enzymes
observées.

L’alignement multiple des séquences des peroxydases, a été réalisé au moyen de programmes bio-informatiques, tel
que le MEGA X pour aligner les séquences et ESPript 3.0 pour analyser et visualiser les résultats.

Les résultats de cet alignement ont montré que la peroxydase a plusieurs homologues mais notre étude, nous nous
sommes intéressés qu’a celles ayant un fort pourcentage de similitude. Nous avons retenu pour cela quatre résultats dont le
pourcentage supra-cité varie entre 91% et 100%, et ou les acides aminés ; His170, His42, et Arg38 sont conservés autour de
site actif.

Mots clés :
Peroxydases végétales, Alignement multiple, MEGA X, ESPript 3.0.
Summary:

Peroxidase are enzymes that catalyze the oxydo-reduction reaction by a free radical mechanism allowing the
transformation of several compounds into products oxidized or polymerized, which may be isolated from several plant
sources such as as radish, turnip and garlic.

The aim of this paper is to study the characteristics of peroxidase of plant origin by bioinformatics by determining the
protein sequences in order to compare the sequence homologies of the different enzymes observed.

The multiple alignment of the peroxidase sequences was achieved by means of bioinformatic programs, such as the
MEGA X to align sequences and ESPript 3.0 to analyze and visualize the results.

The results of this alignment showed that peroxidase has several counterparts but our study, we focused only on
those with a high percentage of similarity. For this, we selected four results, the percentage of which varies between 91% and
100%, and where amino acids; His170, His42, and Arg38 are conserved around of active site.

Key Words:

Vegetable peroxidases , Multiple alignment, MEGA X, ESPript 3.0.
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