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Introduction au probleme

Quand on cherche une séquence qui soit proche a une séquence donnée de
longueur 200-500 bases dans une bdd de taille 10°-1019, nous ne pouvons pas
utiliser les algorithmes d’alignement comme ceux qui nous avons présenté
jusqu’ici parce qu’ils demandent trop de temps. Plusieurs approches pour
résoudre ce probléme ont été proposeées :

1. Implémentation en hardware des algorithmes de programmation
dynamique. Cette méthode est tres chere et donc pas choisie dans la
pluspart des cas.

2. Utilisation du parallélisme au niveau de hardware; le probléeme peut étre
distribué de facon efficace a plusieurs processeurs. Cette approche est aussi

trés chere.

3. Utilisation de heuristiques plus rapides que I'algorithme de programmation
dynamique originale.
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Une methode heuristique est un algorithme qui donne seulement des solutions
approximees au probléme.

Les méthodes que I'on présentera sont basées sur les observations suivantes:

- méme la complexité en temps linéaire est problématique quand la taille

de la bdd est grande (plus que 10°)

- un preprocessing des données est souhaitable pour réduire I'espace de recherche
- les substitutions sont plus fréquentes que les introductions d’indels

- on s’attende que les séquences homologues contiennent plein de

segments ayant des matches ou substitutions, mais sans espaces/gaps.
Ces segments peuvent étre utilisés comme points de départ pour la recherche.
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Algorithme FASTA

Algorithme pour la comparaison de séquences: une séquence requéte est
comparée avec toute les chaines de caracteres dans la bdd.

Un bon alignement locale permet la détermination de sous-séquences a
matching exacte: I'algorithme utilise cette propriété et s’intéresse alors aux
segments qui sont identiques entre paires de séquence. Il détermine ces régions,
par exemple, avec un alignement dot-plot:
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L’algorithme FASTA

1.  Recherche des hot-spot, cad des plus larges sous-séguences communes

Cette étape est réalisée de facons efficace en utilisant une look-up table ou un hash.
Par exemple, les données peuvent étre organisées par rapport a la longueur des
sous-chaines qui matchent. Typiquement, il est recommandé d’utiliser des
sous-chaines d’ADN d'une longueur de 4-6 nucléotides et de protéines, de 1-2
acides-aminés (aa). Noter que pour aa on aura 202 chaines et pour les nucléotides 4°.

2. Sélectionner les 10 meilleurs matchings diagonales

Pour évaluer les matching de hot-spots sur les diagonales dans le diagramme dot-plot,
FASTA donne des valeurs positives a chaque hot-spot et des valeurs négatives,

qui diminuent avec la distance, a chaque espace entre hot-spot. La valeur d’'un
matching diagonale est la somme des valeurs des hot-spots et des valeurs entre
hot-spots sur la diagonale.

3. Calcule des meilleures scores et filtration des matching diagonales

Un matching sur la diagonale ne contient pas d’espaces parce qu'il est déduit de
la diagonale. Les matching diagonales sont évalués en utilisant une matrice

de substitution, et la meilleure valeur de matching diagonale est trouvée.
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4. Combinaison des bons matching diagonales avec les indels

On sélectionne les matching avec des valeurs supérieures a une borne donnée

et on essaye de les recombiner dans un seul alignement avec indels mais avec
valeur plus forte aussi. Pour faire cela on construit un graphe dirigé pondéré tel que
les nceud correspondent aux sous-alignements trouvés aux étapes précédentes,

et les poids de chaque nceud a la valeur (calculée aux étapes précédentes) du
sous-alignement associe. Les arétes vont d’'un nceud u a un nceud v si I'alignement v
commence et termine a une ligne plus élevée que la ligne de terminaison de u.

On donne une valeur négative a I’aréte dépendamment du nombre d’indels qu’il faut
ajouter pour aligner proprement u et v. On peut éliminer les arétes trop chéres.

Essentiellement, FASTA trouve un chemin de poids
maximale dans ce graphe pondéré. L’alignement
sélectionné spécifie un alignement spécifique entre
les deux séquences. On considére a ce point
seulement les alignement ayant une valeur
supérieure a une certaine borne.

Alignment graph
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5. Calcul d'un alignement locale alternatif

Un autre alignement locale est calculé en considérant une fine bande autour de la
diagonale sélectionnée a I'étape 3. En fait, il est fortement probable que le meilleur
alignement locale incluant cette diagonale se trouve dans cette fine bande.

On calcule pour cette raison I'alignement locale dans cette bande, en utilisant
I'algorithme de programmation dynamique usuel mais contrainte a cette bande.
L’algorithme d’alignement locale essentiellement fusionne les diagonales trouvee
aux étapes précédentes pour donner un alignement qui contient des indels.
L’épaisseur de la bande est fonction de la longueur des sous-chaines considérées
a I'étape 1.

6. Ordonnancement des résultats sur les séquences de la bdd

Les séquences de la bdd sont ordonnées par rapport aux meilleurs alignements
obtenus aux étapes 4 et 5. L’algorithme de programmation dynamique est utilisé
pour aligner la séquence requéte contre toutes les séquences résultantes de la
sélection et ayant valeurs les meilleurs.
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BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

Avec BLAST, on voulait améliorer la vitesse de FASTA en recherchant un plus
petit nombre de hot-spots optimaux. L’idée a été d’intégrer la matrice de
substitution dés la premiére étape de sélection des hot-spots.

BLAST a été développé pour les séquences de protéines, et FASTA pour des
séquences d’ADN.

BLAST recherche des régions a forte similarité dans les alignements sans espaces,
ou I'évaluation est faite par une matrice de poids.

Terminologie

Soit S, et S, deux séquences. Une paire-segment est une paire de sous-chaines
de S, et S,, ayant la méme longueur, alignée sans espaces.

Un segment localement maximale est un segment dont la valeur de l'alignement
sans espaces ne peut pas étre améliorée par extension ou raccourcissement.

Une paire-segment maximale (PSM) dans S, et S, est une paire-segment avec
une valeur maximale par rapport a toutes paires-segment dans S, et S..




Pendant la comparaison avec les séquences dans une bdd, BLAST recherche

toutes séquences qui apparient avec la séquence requéte avec un PSM plus grand
d’un certain score S. Ces paires on les appelle paires a score éleve (PSE).

La borne S est choisie de telle fagon gu’il soit improbable de trouver aléatoirement
une séquence dans la bdd qui rejoint un score plus élevé que S quand on la compare
avec la séquence requéte.

Etape 1
Etant donnée une longueur w et une borne S, BLAST trouve toutes les séquences

dans la bdd que alignent avec des sous-chaines de la séquence requéte

de longueur w et score plus fort que S. Tout hot-spot s’appelle « hit » dans BLAST.
A la place de demander que une sous-chaine aligne exactement, BLAST utilise une
matrice de substitution et demande que le score S soit obtenu en utilisant la matrice.

Cette stratégie permet de maintenir un w grand (cela a un impact sur la rapidité
d’execution de I'algorithme) sans sacrifier la sensibilite. Le paramétre w est d’habitude
fixé a 3-5 aa ou a ~12 nucléotides.

S devient alors le paramétre critique pour I'efficacité et la sensibilité, et w est
d’habitude jamais changé: si S croit, le nombre de hits décrémente et le programme
sera plus rapide; si S décrois, on permettra la détection de relations entre mots

plus distantes.
A.Carbone - UPMC 10




Etape 2
Etendre chaque hit a un segment localement maximale et tester si son score est

plus grand que S, cad si la paire de séquences est PSE. Comme les matrices de
substitution typiqguement contiennent des valeurs négatives, I'extension de la
sous-chaine de longueur w initiale peut diminuer le score. On peut penser alors de
terminer I'extension d’un hit quand la réduction de la valeur rejoint une borne de
drop-off donnée.

Remarque sur I'implémentation

La premiere étape pourrait étre implémentée en construisant, pour chaque chaine o
de longueur w toutes les chaines de longueur w de similarité au moins S a a. Ces
chaines peuvent é&tre meémorisées dans une base que sera accédée par I'algorithme
pendant le test des séquences de la bdd.

Une ameélioration obtenue en réduisant sensiblement le nombre d’expansions

a été concue. Elle améne a un algorithme qui est 3 fois plus rapide que I'algorithme
décrit ci-dessus.
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Query Results
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Ameélioration de BLAST

BLAST peut étre étendu pour obtenir un alignement avec espaces:

Etape 1
Quand on considere la matrice d’alignement de deux séquences dans l'algorithme

de programmation dynamique, on cherche sur les diagonales 2 sous-chaines

de longueur w tels que la distance entre elles est < A et leur valeur est =2 S. S peut
prendre une valeur plus petite que dans I'algorithme originale. L’expansion est
réalisée seulement a partir de cette paire de sous-chaines.

Etape 2
On réalise des alignements locaux avec espaces comme pour FASTA. On permet

la fusion de deux alignements locaux provenant de différent diagonales pour
constituer un nouveau alignement locale composé par le premier alignement locale
suivi par des indels, suivi par le deuxieme alignement locale. Cet alignement locale
est essentiellement un chemin dans la matrice de programmation dynamique,
compose par deux sections diagonales et un chemin qui les joint et qui peut
contenir des espaces.

Ici, on permet un alignement locale entre différent diagonales et pas, comme en
FASTA, entre diagonales proches. 13




PSI-BLAST : Position Specific Iterated BLAST

Position #
Profile

POSITION #
CALM_HUMAN 1
CALF NAEGR 1
CALM_SCHPO 1
CALM_HUMAN 2
CALF NAEGR 2
CALM_SCHPO 2
CALM_HUMAN 3
CALF NAEGR 3
CALM_SCHPO 3
CALM _HUMAN 4
CALF NAEGR 4
CALM_SCHPO 4
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DxDGD/NGxIxxxE

1 3456 8 12
DKDGDGTITTKE
DKDGDGTITTSE
DRDQDGNITSNE
DADGNGTIDFPE
DADGNGTIDFTE
DADGNGTIDFTE
DKDGNGYISAAE
DKDGNGFISAQE
DKDGNGYITVEE
DI DGDGQVNYEE
DI DGIDNQINYTE
DT DGDGVINYEE
‘T’

T

léements du profile: vecteurs de caracteres de pogition
spécifique dans l'alignement multiple




GLES PETHA
MYG PHYCA
LUPLD
ruler

HBA HORSE
HBA HUMAN
HEBB_HORSE PG
HBE HUMAN P.
GLB5 PETHMA A
MYG PHYCA

LUPLU

ruler
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SCHEMA D’ITERATION DE PSI-BLAST

Sequence DONE!
l T Ne
Search Ce——
Profile > Library
T — Yes
Update profile
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Pour chaque profile nous pouvons calculer I'histogramme des types de caractéres
qui illustre leur distribution. Quand on aligne des séquences d’acides-aminés
appartenant a la méme famille de protéines, on obtient que certaines régions

ont des profiles montrant des petites variations. |l s’agit de régions conservees

qui définissent la structure et la fonctionnalité typique de la famille. Dans ce cas on
veut que la matrice de substitution tient compte de l'information statistique relevée
sur la conservation dans les colonnes, a fin d'améliorer le score d’alignement.

Dans la premiére étape de I'algorithme, on utilise BLAST avec un cout de vecteur V,
différent pour chaque colonne i. Au départ, chacun des vecteurs V, est fixé a la valeur
de la matrice de substitution associée au i-eme caractére de la séquence requéte.

Les résultats a score fort que I'on obtient, nous permettrons de déterminer les
profiles pour chaque colonne. On utilise BLAST de nouveau itérativement en utilisant
comme requéte les profiles, cad que a chaque colonne on utilise un histogramme

de caracteres plutét que un caractére, et on le compare a la bdd. A chaque étape
itérative il faut recalculer les profiles par rapport aux nouvelles séquences résultat.
L’itération termine quand on ne trouve plus de nouvelles séquences qui s’apparient.

PSI-BLAST permet de trouver des séquences qui sont plus distantes que celles
trouvées par BLAST ou FASTA.
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Matrices de substitution d’acides-aminés

Quand on recherche le meilleur alignement entre deux séquences, la matrice de
substitution que l'on utilise peut affecter fortement les résultats. Idéalement, la matrice
devrais représenter les phénomenes biologiques que I'alignement cherche a mettre
en évidence. Par exemple dans le cas d’'une divergence des séquences due a des
mutations évolutionnaires, la matrice utilisée devrait étre déduites, en principe, de
facon empirique a partir de séquences ancestrales et des leurs descendants plus
récents.

1 sii=j Elle mesure la
Exemple 1 :la matrice unité définie par M, = similarité
0 sinon

Exemple 2 : la matrice du code genetique. M; corresponde au nombre de
substitutions minimales des bases qui est nécessaire pour convertir un codon de
I'acide-aminé i dans un codon de I'acide—aminé j. Toute information sur les
caractéristiques physico-chimiques des acides- amines (comme hydrophobicité,
taille et charge) sont négligées. Elle mesure la distance
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PAM (Point Accepted Mutation): unités et matrices

Analyse de I'évolution des acides-aminés faite sur:

1572 mutations (acceptées) occurrent dans
71 superfamilles de séquences de protéines fortement proches

Les substitutions ne sont pas aléatoires! En particulier, il y a des substitutions
d’acides-aminés qui occurrent plus fréequemment que d’autres, probablement parce
gu’elles n'ont pas des effets importants sur la structure et la fonction de la protéine.

Conclusion: les protéines qui sont proches par des liens d’évolution n'ont pas
besoin d’avoir les mémes acides-aminés a chaque position. Elles peuvent avoir des

acides-aminés comparables.

Notation: mutation « acceptée » : mutation qui a eu lieu et a été passée a sa progenie.
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Unites PAM

Deux sequences sont a une distance évolutionnaire d’ 1 unite PAM si S, a été
convertie dans S, avec une moyenne de 1 événement de mutation ponctuelle
acceptée per 100 acides-aminés. Dans ce cas soit la mutation n’a pas changé
la fonction de la protéine soit le changement a été bénéficiale.

Note: deux séquences qui ont diverge a 1 unité PAM, pas forcement different de 1%
Cela est du au fait que une position peut avoir subit plusieurs mutations individuelle.
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Problémes avec la notion de unité PAM :

1.

La probabilité de mutation n’est pas uniforme. Nous ne connaissons pas
aujourd’hui des séquences de protéines qui sont dérivées I'une de l'autre,
et la manque de protéines ancestrales est surmontée en faisant
I'hypothése que les mutations sont réversibles et de méme probabilité
dans les deux directions. Cette hypothése, avec la propriété additive des
unités PAM qui suit de leur définition, implique que étant donnée deux
seéquences S, et S; ayant un ancétre en commun S,

d(S,S)=d(S,,S;)+d(S;,S)

ij?
ou d(i,j) est la distance PAM entre les séquencesii et |.

Insertion et délétion qui peuvent apparaitre pendant I'évolution sont ignorées:
pas d’evaluation du colt du gap. Donc on ne peut pas étre surs de la
correspondance entre positions dans les séquences. L'’identification des gaps
ne peut pas toujours étre effectuée avec certitude quand deux séquences sont

distantes.

L’échantillon est biaisé. Examen d’un petit nombre de séquences trés proches.
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Vitesse d’eévolution

Famille Vitesse
(PAM/100My)

Region C de la chaine k des IG 37
Serum albumine 19
Hemoglobine 12
Trypsine 5.9
Cytochrome b 4.5
Region centrale du collagene 1.7
Histone H3 0.14
Ubiquitine 0
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Matrices PAM

Chaque matrice PAM est congue pour comparer deux séquences qui ont k unités de
distance. Par exemple, la PAM120 est congue pour comparer des séquences qui ont
une distance de 120 unités, et pour chaque paire d’acides-amines (A, A), la matrice
reflete la fréquence a laquelle on attend que A, sera remplace par A, dans les deux
séquences.

La matrice PAM-1 a été calculée en considérant 71 familles de protéines pour un
totale de 1572 échanges entre acides-aminés (rappelez vous que 1 unité PAM entre
deux séquences signifie grosso modo que la divergence est a peu prés de 1%):

M; fréquence observee de A, qui mute dans A, pendant 1 unite PAM

M matrice 20x20 ou les valeurs de lignes et colonnes ont somme =1

Il y a une variance importante entre les valeurs des lignes et des colonnes de PAM1.

Par exemple:
A i N f ’

A U867 ”3_ = 1 3 Quelques entrées de
”. 1 913 ,l ,"_ PAM1 ou on a écrit
N | | Und2  db 1) 104 M
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PAM-0 a des 1 sur les diagonales et 0 partout ailleurs.

PAM-N est obtenue en multipliant PAM1 avec elle-méme N fois.

Pour des raisons pratiques on peut dériver de PAM-N la matrice suivante:
cij= log --------———-- R I P ——

ou f(i) et f(j) sont des fréquences observees d'acides-amines A, et A;. Chaque entree
représente le résultat de I'évolution (f(i)M"(i,j), cad le changement observé) vis-a-vis
d’'une paire aléatoire ((i)f(j)=f(i,j), cad la chance de trouver une paire ij au méme
endroit dans deux séquences aléatoires). L’emploi de cette matrice a la place de

la PAM-N permet de calculer les scores de substitution entre paires de séquences
comme des sommes de log plutét que comme des multiplications.

Attention: La définition de PAM-N est basée sur I'hypothése que les fréquences
d’acides-aminés restent constantes dans le temps et que le processus de mutation
ne change pas sur des intervalles de N unités PAM.
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Matrice PAM2 ORIGINAL AMINO ACID
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Figure 9-7. Mutation probability matrix for the evelutionary distance of 2 PAMs. An slement of this matrix, Mjj. gives the probability
that the amina acid in column | will be replaced by the amino acid in row | after a given evolutionary interval, in this case 2 accepted
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Matrices BLOSUM (BLOcks Substitution Matrix)

La matrice BLOSUM est construite a partir de bloques conservés dans les séquences
alignées. Par exemple:

AAACDA - - -BBCDD
DABCDA: A-BACBB
BACDDABA-BDCAA

Le calcul des entrées de la matrice est réalisé comme suit:

q(i, j) frequence observee de i et j étant a la méme position aprés évolution des
sequences. La valeur est calculée a partir de I'alignement: q(i, j) est la fréquence
observée pour une paire d’acides-aminés {i, j} d’apparaitre dans la méme colonne
d’alignement. Par exemple, nous avons 8 colonnes ayant 3 paires chacune;
seulement deux paires sont {C, D}, donc q(C, D) =2/(8 * 3).

p(i) est la frequence d’occurrence de i dans la paire {i, j}
p(i) =q(i, i) + somme de q(i,j) /2 sii<>]

La frequence aléatoire dérivée de la distribution d’acides-aminés
p(i, J) = 2 * p(i) * p() si i <>]
p() * p(i) si =]

BLOSURIX (T 2 * 1og, (a(i, )/ p(i, ) 7




BLOSUM-X est construite a partir de protéines que ont au plus X% de similarité de
séquence. L’élimination de séquences ne satisfaisant pas cette contrainte est faite en
éliminant les séquences d’'un bloque, ou en trouvant un cluster de séquences similaires et en
remplacgant le cluster complet par une nouvelle séquence.

Compairaison avec les matrices PAM :

BLOSUM utilise plus de données que PAM => statistiques plus fiables

BLOSUM utilise un alignement locale de plusieurs protéines de la méme famille et PAM
utilise un alignement globale => BLOSUM collectionne les statistiques a partir des seules
régions qui comptent.

Les performances de BLOSUM 45, 62 et 80 et PAM 120, 160 et 250 ont été comparées.
BLOSUM permet d’obtenir des alignements plus précis: PAM a manqué 30-31 positions (en
moyenne sur 'ensemble test) et BLOSUM 6-9 positions.

Comme PAM, BLOSUM n’a pas d’évaluation de colt de gap.

BLOSUM-62 est la matrice plus utilisée pour I'alignement de paires de séquences et pour la
recherche dans les bdd. Elle est particulierement efficace dans I'alignement sans gaps.

BLOSUM-50 semble plus efficace pour I'alignement avec gaps.
A.Carbone - UPMC 28
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Matrice de Gonnet

Matrice unique, calculée d’aprés un trés large échantillon (bdd SwisseProt)
en utilisant de I'alignement entre paires de séquences.

Une mesure de distance entre acides-aminés classique a été utilisée pour estimer
I'alignement entre protéines. En suite, les résultats ont été utilisées pour estimer une
nouvelle matrice de distance, qui a été utilisée en suite pour estimer I'alignement
entre protéines et pour calculer une nouvelle matrice, et ainsi de suite de facon
itérative jusqu’a convergence.

Il a été observé que les matrices de distance (toutes initialement normalisées a 250
PAM) étaient différentes si calculées a partir d’'ensembles de protéines proches ou
d’ensemble de protéines distantes. Pour cette raison Gonnet a été proposée
comme une matrice a employer dans un premier filtrage de protéines proches,
suivie par des raffinements basés sur PAM.
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Evaluation du colt des gaps

Les alignements ont été aussi utilisés pour estimer des pénalités de gaps appropriées.
Les données ont suggeré que P, la probabilité que un gap soit de longueur k, suit la relation

10In(P)= -36.31+7.44In(PAM distance) — 14.93In(k)

Une telle relation représente la réponse plus précise, mais dans le cas ou la distance PAM

n’est pas connue, alors une estimation suggeére

10In(P)=-20.63-1.65(k-1)
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Choix d’'une matrice

Toutes les matrices sont meilleurs pour des alignement globaux compareés
a des alignements locaux.

Les performances sont trés sensibles aux pénalités de gaps

Pour les recherches dans les bdd, en moyenne:

Gonnet > BLOSUM 50 et BLOSUM 62 > PAM250.
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Matrices définies sur les bloques hydrophobes

m[;PEIIFww;sTsLREmLAK{E@}SDFf SPTSQFEWFTW*Q

Une matrice définie pour les bloques et une matrice définie hors les bloques
(présentées dans le 2éme cours).

A.Carbone - UPMC 34




Application: detection de protéines homologues

A homologue a B : A et B ont un ancétre commun

Méthode de détection de nouvelles protéines homologues :
alignement entre paires de séquences et scores de sélection appropriés

A.Carbone - UPMC 35




Construction de scores de sélection: tests sur les
alignements de paires

Significativité d’'un alignement: test statistigue basé sur les sequences aléatoires

Pour déterminer si un alignement est statistiquement significatif on peut réaliser un test de
permutation comme suit:

a. Réarranger les résidus aléatoirement dans une ou toutes les séquences
b. Aligner les séquences permutées
C. Noter les scores obtenus pour cet alignement

On répéte ces étapes un grand nombre de fois, et on génére en suite une distribution des
scores d’alignement que I'on a obtenus pour des séquences arrangées aléatoirement. On
peut alors regarder la distribution du maximum de N scores de séquences aléatoires
indépendantes. Si la probabilité que ce maximum soit plus grande que le meilleur score
observé est petite, alors I'observation peut étre considérée comme significative.
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Test de fiabilité de la prédiction avec des protéines de structure connue

E ensemble de séquences a structure similaires
X ensemble de séquence obtenu par alignement de paires

On veut évaluer le processus de sélection des séquences. L'idéale serait de
sélectionner par alignement 'ensemble E, donc X=E. En générale on a des
faux positifs dans X ainsi que des séquences qui n’ont pas été détectées.

Sélectivité: pourcentage de séquences de E qui sont dans X.

Sensitivité: pourcentage de séquence de X qui sont dans E.

[l faut toujours calculer les deux!

A.Carbone - UPMC
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Test pour I'évaluation de la précision des alignements (possiblement multiples)

Cela demande un large ensemble d’alignements de références fiables. Cet ensemble sera
alors considéré comme vrai et employé dans les test.

On prendra en considération un ensemble de protéines dont on connait la structure et on
considérera les alignements de séquences induites par I'alignement structurale.

lls existent plusieurs critéres de sélection des régions correctement alignées:

- Toutes les régions sans gaps (problémes avec: régions conservées sont limitées au noyau
de la protéine, pas d’intérét dans la plupart des coils).

- les structures secondaires conservées dans les séquences alignées (problémes avec:
effet de bord, définition de coil)

la distance RMSD (Root Mean Square Deviation) entre structures et une borne souhaitable
associée.

RMSD = \/Ei(tﬁ’ -fl,! )2 nsites , OU Zi et la somme sur i=1,...,n positions (sites),
g est la charge effective a la position i,
q est la charge test a la position i.
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Comment utiliser le score d’alignement et

I'information sur les bloques hydrophobes pour

détecter protéines homologues par filtrage de
large bases de donnees ?

A.Carbone - UPMC
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Weak Homology : some difficult cases
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Non homologous

with some small blocks of identities
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Homologous

with no block of identities
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Non-homologous : but partial homology
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Analyse de la SCOP40

35 protéines de structure différente
sélectionnées aléatoirement dans
la SCOP40

(>5300 protéines)
(>100 reésidus)

U

Aligner 35 séquences-requéte avec
>5300 protéines

classifiées dans SCOP selon leur
structure et fonction

U
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Comparaison des scores a la sélection de psi-BLAST
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Sont les scores obtenus pour les régions IN et OUT

des bloques hydrophobes proportionnelles?
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Sont les scores obtenus pour les regions IN et OUT
des bloques hydrophobes proportionnelles?

600 T T T
false positives
hemologues
500
400
& 00 |
Z
" 200 F
a
-
o
3]
@ 100 -
&
=] or
o . o
% identity 3 364
o -1
200
0.4
035
O - 3 =150 =100 -50 0 50 100 150 200 2
0.25 score IN / score OUT (OV)
0.2
0:15
0.1
0.05

score IN / score QUT (OV) 4 false positives
homologues 48

50




Sont les scores obtenus pour les regions IN et OUT
des bloques hydrophobes proportionnelles?
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Alighement multiple

Etant donné un ensemble de séquences
S, S, ... S,
un alignement multiple est une tuple
S{,S,), ... S,
telle que
1. ISy1=1S,1= .. IS,
2. S, est obtenu a partir de S; par l'insertion d’'occurrences d’espaces.

On veut déterminer un alignement optimal entre toutes les séquences, parce que
la similarité multiple suggere une structure, une fonction et une origine (dans le
sens de I'évolution) commune entre les différentes protéines.

Le probleme est NP-difficile (kn, ou k est la longueur maximale des séquences).
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Dans I'alignement multiple on retrouve plus d‘information que dans
I'alignement entre paires :
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Les 7 hélices a des globines sont encadrées :

------ YELT [ PEEKSAVTALWGE | VN | VD --EVGGEALGRLLVY | YP [ WTGh |
sssmeee=VJLE | GEEKAAVLALWDK | VW | EE ~-EVOGEALGRLLVV | YF | WTGR

-------- YL5 | PADKTNVEAAWGE | VG AH | AGETGAEALERMFLE | FP | TTXT

--------- VL5 | AADKTHVEAAMSK | VG GH | AGEYGAEALERMFLG | FP | TTET
PIVDTGSVAPLS | AAEKTEIRSANAR | VY 5D | YETSGVDILVEFFTS | TP | AAEE

————————— VLS | EGEMQLVLHVMAK | VE AD | VAGHGQDILIHLFKS | HF | ETLE

,,,,,, GALT | ESQAALVKSSMEE | FN AN | IPKHTHRFFILVLEI | AP | AAKD
FFESFGDLSTPDAVMIN [ PEVEAHCKEVLGAFSDG- --L | AHLDKL TFAT—
FFOSFGDLSNFGAVMON | PEVEAHGKEVLESFGEG=- ~-V | HHLDNL TFAA—LIELRCDELHVD
YFPHF-DLEH- -~~~ G2 | AQVEGHOEKVADALTNA- ==V | AHVDIN ALSA=-LSDLHABELRYD
YFPHF-DLSH=====33 | AQVKAHGEEVGDALTNA- ==V | GHLODDL ALSN--LSDLEABKLRYD
FFPHFRGLTTADELXKS | ADVRWHAERIIDAVDDA- --V | ASMDDT M3SMEDLSGEHAKSFEVD
KFDEFEHLETEARMKAS | EDLEKRGVTVLTALGAT- --L | KEHOGHH ELKP--LAQSHATEREIP
LFSSFLEGETSEVPONN PﬂA!HAﬂE?FHLWE.ﬂLHIHL EVTOVY DATLENLGSVEVSRAVVA
PENFRLLGEVLVCVLARH | FGKEFTPPYQA [ AYQEVVAGVANALL | HKYH--==—
PENFRLLGNVLVVVLARH : FGRDFTPELQA | SYQKVYAGVANALL | HEYH----——
PVNFELLSHCLLVTLAAR | LPAEFTPAVHA | SLOKFLASVSTVLT | SKYR=————
PVNFELLSECLLSTLAVH | LPNDFTPAVHA | SLDEFLSSVSTVLT | SKYR-~-——-
PEYFEVLAAVIADTVAAG | Dem=======} | GFEFLLAMICILLR | SAY=======
IKYLEFISEATIHVLHSRE | HPGDFGADAQS | AMNKALELFREDIA | AKYNELGYQG
DARFFYVKEAILKTIKEV | VGAKWSEELNS | AWTTAYDELATVIK | ~--KEMDDA-
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1h88_C2/1-73
lmse-1/1-T3
1gv2-1/1-T3
1gvwh/1-T3
1gwd/1-T3
1mbg/1-T3
1mbh/1-73
1h8a C1/1-73
1abj-1/1-T3
leun/1-T3
1h88_C1/1-73
1mbe/1-T3
1mbf/1-T3
1ity/1-73
1iv6/1-73
1bab/1-73
1gvi-2/1-T3
1mblk/1-T3
1h88_C3/1-73
1mkj/1-73
lmse-2/1-73
11dy/1-73
1h8a_CZ2/1-73
labj-2/1-T3
1lien/1-73

consensus,/ 1 -73 ——————- i

&0

——GEGN———-WSEILL
——SEEN————HSK
——GEGN—————WSKILL

LLLE &V B —GENN-———WEKIA

HTJ1-SANTZ ABEP
HTJ1-SANT1 ————QARE

EDCI
DWTT

LEVEL
QEKDE-——————

ELLELALG)

SoLEREN

RESSDR———-WDETARC ——VPS
PGGTPG———FNEELAHE ——-LG

%E

Propriétés physico-chimiques des acides-aminés:

ED
ILVAWMCF
RK

TQS
HY

ionizable
non-polaire/hydrophobe
polaire/hydrophile

H-bonding
aromatique
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Geénéralisation de la notion d’alignement par paires

« L’alignement entre 2 sequences est représente par une
matrice a 2-lignes

 De fagon similaire, nous representons I'alignement de 3
séquences comme une matrice a 3-lignes

AT GCG_
A CGT_A
ATCAC_A

« Score: colonnes plus conservés, meilleur alignement
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Alignements = chemins dans

« Alignement de 3 séquences: ATGC, AATC,ATGC

A.Carbone - UPMC
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Alignements = chemins dans...

0 | 1 1121314 X coordonnée
A T G C
A A T C
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Alignements = chemins dans...

= lw = ||

aQjl+lal]+

A.Carbone - UPMC

X coordonnée

y coordonnée
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Alignements = chemins dans...

0 1 1 2 | 3 4 X coordonnée
A T G C

o | 1|23 |3]4 y coordonnee
A A T -- C

0| o 1 2 3 4 Z coordonnée
A T G C

» Chemin obtenu dans un espace (x,y,z) :
(0,0,0)—>(1,1,0)—(1,2,1) —>(2,3,2) —>(3,3,3) >(4,4,4)
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Alignement de trois séquences

i o source
« Méme strategie que pour
aligner 2 séquences

o Ultiliser un cube en 3-D,

“Manhattan Cube”, avec

chaque axe qui représente

une sequence a aligner

* Pour les alignements

globales partir de la

“source” jusqu’au “sink”

sink
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Alignement 2-D vs 3-D

2-D edit graph

3-D edit graph

A.Carbone - UPMC
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Cellule 3-D vs cellules 2-D

N

/]
il

ﬂ

A.Carbone - UPMC

En 2-D, 3 arcs
dans chaque 1-
carree

En 3-D, 7 arcs
dans chaque

1-cube
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Architecture d'une cellule d’alignement en 3-D

(i-1j-1,k-1) (i-1,j,k-1)

(i-1,j,k)

(ij-1.k-1)

(ij-1,k) (ij.k)
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Alignement Multiple : programmation dynamique

Sitj1k1 T Ve Wy 1) ) diagonale: pas d'indels
Sitjrk TOMWyw, )y
Siijkl T OV, L uy) d!agonale le long

S5 d’'une face: 1 indel
Sij-1 k-1 (, Wi, u) |

Sirjk T OV _, )0 _ ,
+3(,w, ) diagonale le long d'un

* 8, = Max<

S..
i,j-1,k .
/ LS arc: 2 indels
\_ Sijk1 (L u)

* Ax, y, z) est une entree dans une matrice de
score en 3-D
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A

| =
| e o
| = 2
g |
o

Chemin d’alignement pour 3 séquences

L4 F
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Multiple Alignement: complexité

* Pour 3 séquences de longueur n, la complexité est
/n3;, O(n3)

e pour k séquences, la construction d’'un Manhattan
cube k- dimensionnel, est faite en temps (2k-1)(nk);
O(2knk)

« Conclusion: I'approche de programmation dynamique
entre 2 séquences est facilement extensible a k
séquences mais il est non-efficace du au temps
exponentiel.
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Solution en programmation dynamique pour r séquences

Etant données r séquences, on considére un hypercube r-dimensionnel D tel que D(j,,...j,)
est le meilleur score pour I'alignement des préfixes de longueur j,, ... j, des séquences
X1, ...y X, FE€SPECtivement.

On définie D(0,0,...0)=0 et on calcule

Dy, Jo)=min, c o0 o0 {DU1- €112 — €2--jr = €0)F P(E1Xj1,--0, EX0)}

ou p est la fonction colt et € = (g1, €2, ... en) €{0,1}" est un vecteur qui indique les directions
du processus d’alignement dans I'hypercube.

Complexité : La taille de I'hypercube est O(IT'-4n;) ou n; est la longueur de x; et ou le calcule
de chaque entrée considere 2™-1 autres entrées.

Sin1=n2=...=nr=n alors la complexité en espace est de O(n") et la complexité en temps est

de O(2'n")-O(calcul de la fonction p). Cela signifie que la recherche d'une solution exacte, en

utilisant la programmation dynamique, est possible seulement quand I'on a un nombre trés
petit de séquences.

Le probléme est NP-complet.
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Inférence d'un alignement multiple a partir
d'un alignement par paires

D’un alignement multiple optimale, nous pouvons inférer
des alignements par paires entre toutes paires de
sequences, mais ils ne sont pas nécessairement
optimaux.

Il est difficile d’inférer un “bon” alignement multiple a
partir d'un alignement de séquences par paires entre
toutes les séquences.
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Alignment multiple induit alignments par paires

Chaque alignement multiple induit un alignement par paires

x: AC-GCGG-C
y: AC-GC-GAG
z: GCCGC-GAG

Induit:

xX: ACGCGG-C; x: AC-GCGG-C; y: AC-GCGAG
y: ACGC-GAC; z: GCCGC-GAG; z: GCCGCGAG
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Probleme inverse: construction de lI'alignement
multiple a partir de I'alignement par paires

Etant donne I'alignement de 3 séquences arbitraires :

xX: ACGCTGG-C; x: AC-GCTGG-C; y: AC-GC-GAG
y: ACGC--GAC; z: GCCGCA-GAG; z: GCCGCAGAG

Peut-on reconstruire un alignement multiple que les induits ?

PAS TOUJOURS
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Combinaisons d’alignements par paires optimaux
dans un alignement multiple

On peut combiner les
alignements par paires
dans un alignement
multiple

On ne peut pas combiner
les alignements par paires
dans un alignement
multiple

A.Carbone - UPMC

| ARARTTTT

AAAATTTT-—-— ARAATTTT-——
—==TTTTGGGG - T PTTGEGEGE ARAN---GGGEG
ARAAATTTT—-—

ARAAA——-GGGG
TTTTGGGG ARAAGGEGG
ARAM—---GGGG
——=TTTTGGGE
(o} Compatible pairwise aliproments
AAAATTTT

ARRATTTT ——-—
===TTTTGEGSE :)
-
TTTTGEGE
—=—=—GGGGEARAR
TTTTGGGEG=—=—
(b} Incomipatible parrwise aligrments
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Projection de I'alignement multiple

L2

Un alignement 3-D
peut étre projeté en

/ﬂ* 2-D pour représenter
1 // ~un alignement entre
/,/ paires de séquences.
| 7 o REPE bl

L3

Toues les 3 projections par paires de I'alignement multiple
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Entre les méthodes d’alignement multiple les plus
communes on présentera:

+ Alignement d’une séquence a un profile
+ Alignement progressif : Clustal\W
+ Alignement probabiliste : ProbCons

A.Carbone - UPMC
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Alignement d’'une sequence a un profile

Définition: pour un alignement S’ de longueur I, un profile est une matrice
| 2 U {-}| xIoules colonnes sont des vecteurs de probabilité qui dénotent
la fréquence de chaque symbole dans la colonne d’alignement correspondante.

Fréquence des lettres par colonne

Alignement multiple C1 C2 C3
ABA A 50% 25% 50%
AB- B 0% 75% 0%
- BA C 25% 0% 0%
CA- - 25% 0% 50%

A la place des frequences on peut utiliser log(p,(a))/p(a), ou p,(a) est la fraction
de a dans la colonne i et p(a) est la fraction de a dans toutes les colonnes.
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Representation d’un profile d’alignement multiple

VLVLLOL
11 Oo
[ I
11 00
A GO
OO0

OOHBHBR

A T C A C C T

L
HEHBHBHBH
VOouoLOLO
LG I I I
VVLVLLO
A

I B O OO

OO BH I

74
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Représentation d’un profile d’alignement multiple

- A G G C T A T C A C C
T A G - €C T A C C A - -
c A G - C T A CC A - -
c A GG - C T AT C A C -
c A GG - C T ATC G C -

A 1 1 8

C .6 1 4 1 6 .2

G 1 .2 2

T .2 1 6

- 2 .8 4 .8

Nous avons aligner une séquence contre une séquence
Peut-on aligner une séquence contre un profile?

Peut-on aligner un profile contre un profile?

A.Carbone - UPMC

=N

Qaaaaanae
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Alignement multiple: approche gourmand

« Choisir la paire la plus proche de sequences et
combiner les dans un profile, en reduisant
I'alignement de k sequences a un alignement de k-1
sequences/profiles. Repeter

|l s’agit d'une methode gourmande heuristique

u, = TTAATTAATTAA... u, = TTAATTAATTAA...
k 4 u,=ACTACTACTACT..

\
[ u= ACGTACGTACGT... — u= ACg/tTACg/tTACg/CT .
/ ~ k-1

u, = CCGGCCGGCCGAE. ../

Ly, = CCGGCCGGCCGG
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Methode gourmande : exemple

« Considerer ces 4 sequences

s1 GATTCA
s2 GTCTGA
s3 GATATT

s4 GTCAGC

A.Carbone - UPMC
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Approache gourmand : exemple (cont’d)

4
 llya @ = 6 possibles alignements

sZ
s4

s
sZ

s
s3

GTCTGA
GTCAGC (score = 2)

GAT-TCA
G-TCTGA (score = 1)

GAT-TCA
GATAT-T (score = 1)

A.Carbone - UPMC

s
s4

sZ
s3

s3
s4

GATTCA--
G—-T-CAGC(score = 0)
G-TCTGA
GATAT-T (score = -1)
GAT-ATT
G-TCAGC (score = -1)
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Approache gourmand : exemple (cont'd)

S, and s, are closest; combine:

sZ2 GTCTGA

s4 GTCAGC | 224 CTCH/aGa/cA

(profile)

new set of 3 sequences:

s,  GATTCA
S;  GATATT
S, , GTCi/aG
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An alignement entre une séquence B et un profile P (ou les deux ont la méme
longueur) peut étre évalué comme X,_;"s(p;,b;). On peut utiliser la programmation
dynamique pour trouver le meilleur alignement de la séquence pour le profile.

Dans l'alignement entre paires de séquences |'étape principale consiste dans la
définition du score entre deux positions x et y: o(x,y). Pour une lettre x et une
colonne y d’un profile, on prend o(X,y) €gale a la probabilité que x soit dans la
colonne y. Cette valeur dépend de la fréquence des occurrence de x dans la

colonne y. Le score de o(x,-) doit &tre aussi défini.

A.Carbone - UPMC 80




fmarage Profile Score (total) = =5
fwarage Profile Score (mo gaps) = =6

Cona A B
E =z a
n =z a
E -2 a
E -2 -2
E -8 7
E -4 &
E -7 -&
T -15 -1d
¥ 2 =11
L) 4 =32
E -1a 16
E -2 -4
T -9 =fA
L =8 =23
] -4 13
H -3 -2
R -7 -8

¢ » E F G H I F L H N
-3 1 5 =10 -8 =5 -f 1 =7 =3 =i
=9 L L =10 =2 =i -§ -1 =10 =6 =1
-15 3 1l -1f -10 -5 -1 1 -12 -8 -2
-3 -1 0 -8 -1 -3 -8 4 -8 -§ -1

=26 13 26 -24 -15 -4 =25
24 7T 23 20 -12 -1 -24
-17 -2 & -8 -15 -7 -G
-15 -17 -11 18 -20 & -1D
-10 -8 1 =12 ~14 ~-11 2
- =29 =21 =11 =27 =27 25

=14 -2 i 20 -1 -5 -1
-1 =52 =31 -1 41 -3m 41

=6 =£§ =20 =3 =28 =20 17
=13 £1 & -2 - -9 -2

s I e TR e Y e e T e T o B e T o T e T e T e R o e B o T e o Y
!
: =
[
1
o
1
on
1
i
o
D oo oooDoOoOooocoooOooo O oo c O

=18 =12 1 -17 =-1& -4 ~IH

Profile pour les chromo — domaines classiques

A.Carbone - UPMC

W O R

12
-1
ol
=4
=20
30

=in
=15
a
a
5

-11
1
14
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Alignement d'alignements

« Etant donnes deux alignements, peut-on les aligner
entre eux ?

x GGGCACTGCAT
y GGTTACGTC-- Alignement 1
z GGGAACTGCAG

w GGACGTACC-- Alignement 2
v GGACCT-----
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Alignement d'alignements

* Nous pouvons utiliser I'alignement des profiles correspondants

GGGCACTGCAT
GGTTACGTC-- Alignement combiné
GGGAACTGCAG
GGACGTACC--
GGACCT-----

d 5 N X

A.Carbone - UPMC
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Alignement progressif

« [’alignement progressif est une variation de
I'algorithme gourmand munie d’'une strategie de choix
de l'ordre de l'alignement plus intelligente.

« Lalignement progressif marche bien pour des
sequences proches, mais empire pour des
séquences

- Les gaps dans les séquences consensus sont
permanent

« Ultilise les profiles pour comparer les séguences
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ClustalW

« Alignement multiple le plus utilise aujourd’hui

« ‘W’ signifie ‘weighted’ (parties différentes de
I'alignement sont pesées differemment).

A.Carbone - UPMC




Alignement progressif

ldée: la paire de séquences de distance minimale a été obtenue, avec forte
probabilité, d’'une paire de séquences qui ont divergés le plus récemment.

L’algorithme de Feng-Doolittle (1987):

1. Calculer les ( ;) scores des alignement par paires, et les convertir dans
des distances.

2. Utilise un algorithme de clustering incrémentale pour construire un arbre a
partir des distances.

3. Traverser les nceuds dans l'ordre de construction de I'arbre, en alignant
progressivement les sequences. Noter que la paire la plus similaire est alignée
par premiere, et elle sera suivie par la deuxiéme plus similaire et ainsi de suite.
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Exemple de clustering incréementale

Co) " |

A.Carbone - UPMC
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ClustalW

L’algorithme de Thompson, Higgins, Gibson (1994):

Kk . : :
1. Calculer les ( 2) scores des alignement par paires, et les convertir dans
des distances.

2. Utiliser I'algorithme de neighbor-joining pour construire un arbre a partir des
distances. Cet arbre a des branches de longueurs différente, et la longueur
est proportionnelle a la divergence estimée sur chaque branche.

3. Aligner séquence-séquence, séquence-profile, profile-profile dans un ordre de
similarité décroissante représenté par 'arbre.
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A.Carbone - UPMC

Pairwise alignment:
Calculate distance matrix

Unrooted Nd;hbotb]'ohlnsq

Rooted NJ tree (guide tree)
and sequence weights

A
Progressive
alignment:
Align following
the guide tree

Hbb_Human 1 -
Hbb_Horse 2 A7 -
Hba_Human 3 5 Foi] -
Hba_Horse 4 5 &
Myg Phyea 5 7 b 75 Ts -
GitS_Petma & ] 2 B M M .
Lgh? Luplu 7 47 B B B 0@ 90
T ] 3 [] 5
Hba_Horse, A=10
Hbtr_Horse
Hbb_Human. GIbS_Petrma
Lgb2_Luply
081
228 Hbb_Human: 0221
24 b Horse: 0229
s 29 Hba_Human: (L1594
065 0om
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Etape 1: Alignement par paires

« Aligner chaque séquence contre les autres en donnant
une matrice de similarité

« Similarité = appariements exactes / longueur des
séquences (pourcentage d’ identité)

Vv, V3 Vy

Vi
v, | -
vy,| .17
vy| .87
v,| .59

A.Carbone - UPMC

.28 -
33 62 - (.17 means 17 % identical)

distance = 1 - similarité
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Etape 2: “Arbre guide”
« Créer I'arbre guide en utilisant la matrice de
similarite

 ClustalW utilise la méthode neighbor-
joining

* Les arbres guide refletent grosso modo les
relations évolutionnaires
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Etape 2: "Arbre guide”

Vi
Vi Vv, V3 Vy V3
Vi| ~ v,
vy, .17 - v,
v,| .87 .28 -
v,| .59 .33 .62 -
Calculer:
V7 3 = alignement (v;, v3)
= alignement ((v; 3), vy
Vi 234 = alignement (( ), V)
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Etape 3: Alignement progressif

« Commencer par aligner les paires de séquences les plus
proches

« En suivant I'arbre guide, ajoute les nouvelles séquences,
en alignant aux alignements existants.

* Insérer les gaps si nécessaire

FOS RAT PEEMSVTS-LDLTGGLPEATTPESEEAFTLPLLNDPEPK-PSLEPVKNISNMELKAEPED
FOS MOUSE PEEMSVAS-LDLTGGLPEASTPESEEAFTLPLLNDPEPK-PSLEPVKSISNVELKAEPED
FOS CHICK SEELAAATALDLG----APSPAAAEEAFALPLMTEAPPAVPPKEPSG--SGLELKAEPED
FOSB MOUSE PGPGPLAEVRDLPG-——-- STSAKEDGFGWLLPPPPPPP-—----------—————— LPFQ
FOSB_ HUMAN PGPGPLAEVRDLPG----- SAPAKEDGFSWLLPPPPPPP--------—--——————— LPFO

Points et étoiles montrent le niveau de conservation d’'une colonne

A.Carbone - UPMC 93




Alignements multiples: les fonctions de score

 Nombre d'appariements (score de la sous-séquence
plus longue du multiple)

» Score d’entropie

« Sum-of-pairs (SP-score)
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Multiple LCS Score

 Une colonne est un “match” si toutes les
lettres dans |la colonne sont les mémes

AAA
AAA
AAT
ATC

* Bon score seulement pour des sequences
tres proches
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Entropie

Définie les fréquences pour 'occurrence de chaque lettre
dans chaque colonne de 'alignement multiple

* Pa= L, pr=P=pP=0 (1™ colonne)
* pa=0.75, pr = 0.25, p=p=0 (2™ colonne)
* pp=0.50, pr = 0.25, p=0.25 ps=0 (3¢ colonne)

Calcule I'entropie de chaque colonne AAA
Z AAA

— py log p, AAT

X =4,T,G,C ATC
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Entropie: exemple

(A)
entropy 41_, meilleur cas
A
\4)
Y
r 1.1
' ! =—> —log—=-
pire cas " | ¢ |T T8
C

A.Carbone - UPMC

1
4(—*-2)=2
(7572
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Alignement multiple: Entropy Score

L’'entropie d’'un alignement multiple est
la somme des entropies de chaque
colonne :

2sur toutes les colonnes 2 X=A,T,G6,C p)(logp)(

A.Carbone - UPMC
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Entropie d'un alignement: exemple

entropie d’alignement d’une colonne:
-(psogp,s+ pdogp-+ pdogp;+ plogpy

*Colonne 1 = -[1*log(1) + 0*log0 + 0*log0 +0*log0]
=0

Colonne 2 = -[(1/,)*log(!/,) + (*/,)*log(*/,) + 0*1log0 + 0*logO]

= [ (1/)%(-2) + (3, )*(-415) ] = +0.811
«Colonne 3 = -[(1/,)*log(/,)+(1/,)*log(1/,)+(/,)*log('/,) +('/,)*log(1/,)]

> | > | | P
QAlalal >
— | QO >

= 4% -[(/,)4(-2)] = +2.0
*Entropie d’alignement =0 + 0.811 + 2.0 =+2.811
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Sum of Pairs Score (SP-Score)

« Considerer I'alignement par paires des séquences
a;and a;
induit par I'alignement multiple de k séquences

« Dénoter le score de I'alignement par paires sous-optimale (pas
forcement optimale) comme

S*(aii aj)

« Sommer les scores par paires pour I'alignement multiple:
— *
s(a;,...ay) =2,;8%(a;, a)
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Calcule de I’SP-Score

Aligner 4 sequences: 6 alignements par paires

Etant donnees a,,a,,a;,a,:

s(ay...a,) = zs*(a,a) = s*(a,a,) + s*(a,a;)
+ s*%(ay,a,) + s*(a,,a;)
+ s%(a,,a,) + s*(as,a,)
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SP-Score: exemple

a; ATG-C-AAT
. A-G-CATAT
a, ATCCCATTT

Pour calculer chaque colonne :

r * n .
) (Cll ...Clk) = E s(a,, aj) 4—(2J Pairs of Sequences
i,]

A G
ﬁ Score=3 —ui i 1 Score = 1 -2u
A—1 A C——G
Colonne 1 Colonne 3
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La mesure somme-des-paires, qui combine la projection des alignements de paires
pour toutes les paires dans l'alignement multiple, a été largement utilisée dans les
meéthodes d’alignement progressif. Mais ces methodes d’alignement sont prénes a
une accumulation d’erreurs des les premiéres étapes d’alignement. Pour surmonter
ce probleme, des étapes de post-processing comme le raffinement itératif sont
d’habitude appliquées.

Raffinement itératif: partage de fagon aléatoire les séquences dans l'alignement
multiple courant en deux groupes et les re-aligner. Répéter itérativement cette
étapes 100 fois.
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Alignement basé sur la consistance

La prévention est le meilleur médicament

Pour chaque alignement multiple, les alignements par paires induits sont
nécessairement consistant, cad que étant donné un alignement multiple de x,y,z, si
la position x; aligne avec la position z, et z, aligne avec y; dans les projections x-z
et z-y des alignements en multiple, alors x; doit aligner avec y; dans I'alignement
X-y projete.

Les alignements basés sur la consistance appliquent ce principe mais renverse, en
utilisant des alignements a des séquences intermédiaires comme évidence pour
guider I'alignement des paires x et y.
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L'outil PROBCONS

* Disponible sur le Web et en local
* Input :

— Plusieurs protéines au format MFA dans un seul fichier
— Exemple , 5 protéines:

— >plas_horvu

— DVLLGANGGVLVFEPNDFSVKAGETITFKNNAGYPHNVVFDEDAVPSGVDVSKISQEEYL
— TAPGETFSVTLTVPGTYGFYCEPHAGAGMVGKVTV

— >plas_chlre

—  VKLGADSGALEFVPKTLTIKSGETVNFVNNAGFPHNIVFDEDAIPSGVNADAISRDDYLN
— APGETYSVKLTAAGEYGYYCEPHQGAGMVGKIIV

— >plas_anava

—  VKLGSDKGLLVFEPAKLTIKPGDTVEFLNNKVPPHNVVFDAALNPAKSADLAKSLSHKQL
—  LMSPGQSTSTTFPADAPAGEYTFYCEPHRGAGMVGKITV

— >plas_proho

— VQIKMGTDKYAPLYEPKALSISAGDTVEFVMNKVGPHNVIFDKVPAGESAPALSNTKLRI
— APGSFYSVTLGTPGTYSFYCTPHRGAGMVGTITV

— >azup_achcy

—  VHMLNKGKDGAMVFEPASLKVAPGDTVTFIPTDKGHNVETIKGMIPDGAEAFKSKINENY
— KVTFTAPGVYGVKCTPHYGMGMVGVVEV
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e Output :
— Un fichier MFA ou CLUSTALW contenant le résultat de I’alignement
— MFA:

— >plas_horvu

— -DVLLGANGGVLVFEPNDFSVKAGETITFKNNAGYPHNVVFDEDAVPS--GVDVSKISQE
— EYLTAPGETFSVTLTV---PGTYGFYCEPHAGAGMVGKVTV

— >plas_chlre

— --VKLGADSGALEFVPKTLTIKSGETVNFVNNAGFPHNIVFDEDAIPS--GVNADAISRD

— DYLNAPGETYSVKLTA---AGEYGYYCEPHQGAGMVGKIIV

— >plas_anava

— --VKLGSDKGLLVFEPAKLTIKPGDTVEFLNNKVPPHNVVFDAALNPAKSADLAKSLSHK
—  QLLMSPGQSTSTTFPADAPAGEYTFYCEPHRGAGMVGKITV

— >plas_proho

—  VQIKMGTDKYAPLYEPKALSISAGDTVEFVMNKVGPHNVIFDK--VPA--GESAPALSNT
— KLRIAPGSFYSVTLGT---PGTYSFYCTPHRGAGMVGTITV

— >azup_achcy

—  VHMLNKGKDGAMVFEPASLKVAPGDTVTFIPTDK-GHNVETIKGMIPD--GAEA------

— -FKSKINENYKVTFTA---PGVYGVKCTPHYGMGMVGVVEV
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* QOutput:

— Format ClustalW:

plas horvua
plas chlre
plas anava
plas proho

azup achcy

plas horvu
plas chlre
plas anava
plas proho

azup achcy

A.Carbone - UPMC

-DVLLGANGGVLVFEPHNDEFSVEAGETI TFENNAGY FHNVVFDEDAVES - -GVDVEKISOE
- -VELGADEGALEFVPEKTLTIKSGETVNEVNNAGFFHNIVFDEDATIPS - -GVNADATSED
- -VELGEDEGLLVFEPAKLTIKPGDTVEFLNNEVPPHNVVFDAALNPAKSADLAKSLSHE
VOIFKMGIDEYAPLYEPKALS I SAGDTVEEFVMNEVGPHNVIFDE - -VPA - -GESAPALSHT
VHMLNKGEDGAMVEFEPASLEVAPGDTVTEFIPTDE - GHNVETIKGMIPD- -GAEA - - - - - -

* . .k P . *.% . % * % . * -k

EYLTRAPGETFSVTLTV - - - PGTYGFYCEPHAGAGMVGEVTV
DYLNAPGETYSVELTA - - -AGEYGYYCEFPHOGAGMVGEITIV
QLIMSPGOSTSTTFPADAPAGEY TFYCEPHREGAGMVGETITV
KLRIAPGESFYSVTLGT - - -PGTYSEFYCTPHRGAGMVGTITV
-FESKINENYEVTFTA - - - PGVYGVECTPHYGMGMVGVVEY

R k ok k kkkk . *
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PROBCONS

(Alignement initiale) Pour chaque paire de séquences x et y,

a. Calcule la table des probabilités a posteriori a I'aide des HMM
(spécifiés dans le diagramme), contenant les probabilités a posteriori P(xi ~ yj | X, y)
pour I'appariement de chaque lettre xi d’'une séquence avec chaque lettre yj de l'autre.

b. Calcule la fiabilité attendue de I'alignement, E(x, y), définie comme la somme des
probabilités d’appariement a posteriori le long du chemin ayant la plus grande somme
divisée par la plus petite longueur.

SHORT LONG
INSERTIONS INSERTIONS
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(Transformation de consistance) mettre a jours simultanément toutes les matrices de probabilités a
posteriori en utilisant la transformation:

E Z Plx, — 2, |x.2)P(z, ~ ¥ilz. ¥)

1
P~ vplny)=—
' N =%

Répéter cette étape pour 2 itérations.

(Arbre guide dans l'alignement) Etant donne les valeurs de fiabilité attendue pour chaque alignement
par paires, calculer un arbre guide T a I'aide de I'algorithme gourmand de clustering hiérarchique :
a. Initialement, placer chaque séquence dans son propre cluster.
b. Fusionner les clusters x et y avec la valeur de fiabilité attendue maximale. Quand le nouveau
cluster xy est formé, définir sa valeur de fiabilité attendue avec tout autre cluster z comme
E(x, y)(E(x, z) + E(y, 2)) ] 2.
C. Répéter b jusqu’a quand un seul cluster est obtenu.

(Alignement progressif) Réaliser de I'alignement progressif multiple a 'aide de I'arbre guide T et en
utilisant comme fonction objectif la somme-des-paires, défini comme la somme des probabilités P(xi
~ yj | X, y) re-estimées pour tous les paires de résidus alignés; comme a I'étape 2, pénalité d’insertion
ne sont pas utilisées pour le calcul du chemin ayant somme maximale.

(Raffinement itératif) Partager de fagon aléatoire les séquences dans I'alignement multiple courant
en deux groupes et les re-aligner. Répéter itérativement cette étapes 100 fois.
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Meéthodes de test

» Bases de donn¢es utilisées:
— BAIIBASE 2.01 (Thompson et al. 1999a)

» 141 alignements de protéines

» Tests effectués sur les core blocks, régions pour lesquelles on
connait les alignements

— PREFAB 3.0 (Edgar 2004),

* Base générée automatiquement
« 1932 alignements sur 49 protéines de 250 a.a

— SABmark 1.63 (Van Walle et al. 2004), 2 sets:

» « twilight zone » : séquences de moins de 25% d’identité
» « superfamily » : séquences de moins de 50% d’identité

e Machine de test:
— 3.3-Ghz Pentium IV avec 2 Gb Ram
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4. Les méthodes de test

* Criteres de score d’alignement
— BaliBASE

* SP = sum-of-pairs =

— nb de paires de résidus correctement alignées / nb total de paires de
résidus du core block

e CS = columns-score =

— nb de colonnes correctement alignées / nb total de colonnes du core
block

— PREFAB

* Q= comme SP

— SABmark

e Fd = comme SP
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5. Comparaison avec d’autres algorithmes
d’alignement de séquences

Table 1. Performance of aligners on the BAIIBASE benchmark alignments database

Ref 1 (82) Ref 2 (23) Ref 3 (12) Ref 4 (12) Ref 5 (12) Overall (141)

Time
Aligner SP CSs 5P [ 5P CS 5P CS 5P CS 5P CSs (mm:ss)
Align-m 76.6 nfa 88.4 n/a 68.4 n/a 91.1 n/a o1.7 n/a 804 n/a 19:25
DIALIGN 81.1 70.9 89.3 359 68.4 34.4 89.7 76.2 94,0 84.3 83.2 63.7 2:53
CLUSTALW 86.1 77.3 93.2 56.8 75.3 46.0 834 52.2 85.9 63.8 86.1 68.0 1:07
MAFFT 86.7 78.1 92.4 50.2 78.8 50.4 91.6 72.7 96.3 85.9 88.2 71.4 1:18
T-Coffee 86.6 774 93.4 56.1 78.5 48.7 91.8 73.0 95.8 90.3 88.3 72.2 21:31
MUSCLE 88.7 80.8 93.5 56.3 82.5 56.4 87.6 60.9 96.8 90.2 89.6 73.9 1:05
ProbCons 920.1 82.6 94.4 61.3 841 61.3 20.1 72.3 97.9 91.9 a1.0 77.2 5:32
ProbCons-ext 90.0 8§2.5 Q4.2 59.1 84.3 61.1 93.8 81.0 98.1 92.2 91.2 77.6 8:02

On constate que
« ProbCons et sa version ¢tendue ont les meilleurs scores
e Mais ne sont pas tres rapide
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5. Comparaison avec d’autres algorithmes
d’alignement de séquences

Table 3. Performance of aligners on the PREFAB protein
reference alignment benchmark

Aligner Overall (1927) Time
DIALIGN 57.2 12 h, 25 min
CLUSTALW 58.9 2 h, 57 min
T-Coffee 63.6 144 h, 51 min
MUSCLE 64.8 3h, 11 min
MAFFT 64.8 2 h, 36 min
ProbCons 66.9 19 h, 41 min
ProbCons-ext 68.0 37 h, 46 min

* Les entrées montrent la moyenne Q de score atteint sur les
1927 alignements de la base PREFAB

 M¢éme bilan que précédemment
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5. Comparaison avec d’autres algorithmes
d’alignement de séquences

Table 5. Performance of aligners on the SABmark sequence and
structure alignment benchmark

Superfamily Twilight Overall
(462) zone (236) (698)

Time
Aligner fp fu fp fi fp f,,  (mm:ss)
Align-m 444 589 171 43.0 352 53.5 56:44
DIALIGN 50.3 425 225 19.2 41.0 34.6 8:28
CLUSTALW 53.7 38.7 248 152 439 30.8 2:16
MAFFT 541 40.0 248 16.0 442 31.9 7:33
T-Coffee 554 418 264 18.0 456 337 59:10
MUSCLE 559 401 276 17.5 464 33.0 20:42
ProbCons 599 450 321 21.7 505 37.1 17:20

ProbCons-ext 59,9 453 32.0 221 505 37.5 23:10

* Nettes améliorations des scores sur les protéines a faible et
fort taux d’identité de la base SABmark
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exercises

Exercise: construct a simple symmetric PAM matrix as in Ewens/Grant
pp210.

Preuve de complexite pour alignement remonte
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