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Introduction au problème

Quand on cherche une séquence qui soit proche à une séquence donnée de 
longueur 200-500 bases dans une bdd de taille 109–1010, 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 problème ont été proposées :

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

2. Utilisation du parallélisme au niveau de hardware; le problème peut être 
distribué de façon efficace à plusieurs processeurs. Cette approche est aussi 
très chère.

3. Utilisation de heuristiques plus rapides que l’algorithme de programmation 
dynamique originale.
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Une méthode heuristique est un algorithme qui donne seulement des solutions 
approximées au problème.

Les méthodes que l’on présentera sont basées sur les observations suivantes:

- même la complexité en temps linéaire est problématique quand la taille 
de la bdd est grande (plus que 109)

- un preprocessing des données est souhaitable pour réduire l’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 être utilisés comme points de départ pour la recherche.
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Algorithme FASTA

Algorithme pour la comparaison de séquences: une séquence requête est 
comparée avec toute les chaînes de caractères dans la bdd.

Un bon alignement locale permet la détermination de sous-séquences a 
matching exacte: l’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:



5

A.Carbone - UPMC 5

L’algorithme FASTA

1. Recherche des hot-spot, cad des plus larges sous-séquences communes
Cette étape est réalisée de façons efficace en utilisant une look-up table ou un hash. 
Par exemple, les données peuvent être organisées par rapport à la longueur des 
sous-chaînes qui matchent. Typiquement, il est recommandé d’utiliser des
sous-chaînes 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  chaînes et pour les nucléotides 46.

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 à chaque hot-spot et des valeurs négatives, 
qui diminuent avec la distance, à 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 à 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 nœud correspondent aux sous-alignements trouvés aux étapes précédentes, 
et les poids de chaque nœud à la valeur (calculée aux étapes précédentes) du 
sous-alignement associé. Les arêtes vont d’un nœud u à un nœud v si l’alignement v
commence et termine à une ligne plus élevée que la ligne de terminaison de u. 
On donne une valeur négative à l’arête dépendamment du nombre d’indels qu’il faut
ajouter pour aligner proprement u et v. On peut éliminer les arêtes trop chères.

Essentiellement, FASTA trouve un chemin de poids 
maximale dans ce graphe pondéré. L’alignement 
sélectionné spécifie un alignement spécifique entre 
les deux séquences. On considère à ce point
seulement les alignement ayant une valeur 
supérieure à une certaine borne.
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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 à l’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 l’alignement locale dans cette bande, en utilisant 
l’algorithme de programmation dynamique usuel mais contrainte a cette bande.
L’algorithme d’alignement locale essentiellement fusionne les diagonales trouvée
aux étapes précédentes pour donner un alignement qui contient des indels. 
L’épaisseur de la bande est fonction de la longueur des sous-chaînes considérées 
a l’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 requête 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 dès la première 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 à forte similarité dans les alignements sans espaces, 
où l’évaluation est faite par une matrice de poids.

Terminologie

Soit S1 et S2 deux séquences. Une paire-segment est une paire de sous-chaînes
de S1 et S2, ayant la même longueur, alignée sans espaces.

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

Une paire-segment maximale (PSM) dans S1 et S2 est une paire-segment avec 
une valeur maximale par rapport a toutes paires-segment dans S1 et S2.
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Pendant la comparaison avec les séquences dans une bdd, BLAST recherche 
toutes séquences qui apparient avec la séquence requête avec un PSM plus grand 
d’un certain score S. Ces paires on les appelle paires à score élevé (PSE).
La borne S est choisie de telle façon qu’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 requête.

Etape 1
Etant donnée une longueur w et une borne S, BLAST trouve toutes les séquences 
dans la bdd que alignent avec des sous-chaînes de la séquence requête
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-chaîne 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’exécution de l’algorithme) sans sacrifier la sensibilité. Le paramètre w est d’habitude 
fixé a 3-5 aa ou a ~12 nucléotides. 

S devient alors le paramètre critique pour l’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.
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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 typiquement contiennent des valeurs négatives, l’extension de la 
sous-chaîne de longueur w initiale peut diminuer le score. On peut penser alors de
terminer l’extension d’un hit quand la réduction de la valeur rejoint une borne de
drop-off donnée.

Remarque sur l’implémentation
La première étape pourrait être implémentée en construisant, pour chaque chaîne α
de longueur w toutes les chaînes de longueur w de similarité au moins S à α. Ces 
chaînes peuvent être mémorisées dans une base que sera accédée par l’algorithme 
pendant le test des séquences de la bdd.

Une amélioration obtenue en réduisant sensiblement le nombre d’expansions 
a été conçue. Elle amène a un algorithme qui est 3 fois plus rapide que l’algorithme 
décrit ci-dessus.
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Un fort score, ou préférablement, 
clusters de forts scores, au début 
de la liste, indiquent une relation 
possible avec la séquence requête.

Une basse probabilité, 
indique qu’il n’est pas
possible que le match
soit été généré par 
chance.

Scores bas avec fortes 
probabilités suggèrent que 
le match a été généré par 
chance.UPMC
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Amélioration de BLAST

BLAST peut être étendu pour obtenir un alignement avec espaces:

Etape 1
Quand on considère la matrice d’alignement de deux séquences dans l’algorithme 
de programmation dynamique, on cherche sur les diagonales 2 sous-chaînes
de longueur w tels que la distance entre elles est ≤ A et leur valeur est ≥ S. S peut 
prendre une valeur plus petite que dans l’algorithme originale. L’expansion est 
réalisée seulement a partir de cette paire de sous-chaînes.

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 deuxième alignement locale. Cet alignement locale 
est essentiellement un chemin dans la matrice de programmation dynamique, 
composé 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. 
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PSI-BLAST : Position Specific Iterated BLAST

Position #               1     3  4   5    6    8        12 
Profile   D x D G D/N G x I x x x E 

POSITION #                           1      3  4  5  6    8     12 
CALM_HUMAN_1 D K D G D G T I T T K E 
CALF_NAEGR_1 D K D G D G T I T T S E 
CALM_SCHPO_1 D R D Q D G N I T S N E 
CALM_HUMAN_2 D A D G N G T I D F P E 
CALF_NAEGR_2 D A D G N G T I D F T E 
CALM_SCHPO_2 D A D G N G T I D F T E 
CALM_HUMAN_3 D K D G N G Y I S A A E 
CALF_NAEGR_3 D K D G N G F I S A Q E 
CALM_SCHPO_3 D K D G N G Y I T V E E 
CALM_HUMAN_4 D I   D G D G Q V N Y E E 
CALF_NAEGR_4 D I   D G D N Q I N Y T E 
CALM_SCHPO_4 D T  D G D G V I N Y E E 

Eléments du profile: vecteurs de caractères de position 
spécifique dans l’alignement multiple
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SCHEMA D’ITERATION DE PSI-BLAST
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Pour chaque profile nous pouvons calculer l’histogramme des types de caractères 
qui illustre leur distribution. Quand on aligne des séquences d’acides-aminés
appartenant à la même famille de protéines, on obtient que certaines régions 
ont des profiles montrant des petites variations. Il s’agit de régions conservées
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, à fin d’améliorer le score d’alignement.

Dans la première étape de l’algorithme, on utilise BLAST avec un coût de vecteur Vi
différent pour chaque colonne i. Au départ, chacun des vecteurs Vi est fixé à la valeur 
de la matrice de substitution associée au i-ème caractère de la séquence requête.

Les résultats a score fort que l’on obtient, nous permettrons de déterminer les 
profiles pour chaque colonne. On utilise BLAST de nouveau itérativement en utilisant 
comme requête les profiles, cad que a chaque colonne on utilise un histogramme 
de caractères plutôt que un caractère, 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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La glutamine prend des 
valeurs différentes dans ces 
deux positions

Position Specific Score Matrix (PSSM)

S
E
Q
U
E
N
C
E
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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 phénomènes biologiques que l’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 être déduites, en principe, de 
façon empirique a partir de séquences ancestrales et des leurs descendants plus 
récents.

1      si i=j
Exemple 1 : la matrice unité définie par    Mij =   

0      si non{
Exemple 2 : la matrice du code génétique. Mij corresponde au nombre de 
substitutions minimales des bases qui est nécessaire pour convertir un codon de 
l’acide-aminé i dans un codon de l’acide–aminé j. Toute information sur les 
caractéristiques physico-chimiques des acides- amines (comme hydrophobicité, 
taille et charge) sont négligées.

Elle mesure la 
similarité

Elle mesure la distance
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PAM (Point Accepted Mutation): unités et matrices

Analyse de l’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 fréquemment que d’autres, probablement parce
qu’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 mêmes acides-aminés à chaque position. Elles peuvent avoir des
acides-aminés comparables.

Notation: mutation « acceptée » : mutation qui a eu lieu et a été passée à sa progénie.
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Unités PAM

Deux séquences sont a une distance évolutionnaire d’ 1 unité PAM si S1 a été 
convertie dans S2 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 divergé à 1 unité PAM, pas forcement diffèrent de 1%! 
Cela est du au fait que une position peut avoir subit plusieurs mutations individuelle.



22

A.Carbone - UPMC 22

Problèmes 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 l’une de l’autre, 
et la manque de protéines ancestrales est surmontée en faisant
l’hypothèse que les mutations sont réversibles et de même probabilité 
dans les deux directions. Cette hypothèse, avec la propriété additive des 
unités PAM qui suit de leur définition, implique que étant donnée deux 
séquences Si et Sj ayant un ancêtre en commun Sij

d(Si,Sj)=d(Si,Sij)+d(Sij,Sj)

ou d(i,j) est la distance PAM entre les séquences i et j.

2. Insertion et délétion qui peuvent apparaître pendant l’évolution sont ignorées: 
pas d’évaluation du coût du gap. Donc on ne peut pas être surs de la 
correspondance entre positions dans les séquences.  L’identification des gaps 
ne peut pas toujours être effectuée avec certitude quand deux séquences sont 
distantes.

3.     L’échantillon est biaisé. Examen d’un petit nombre de séquences très proches.
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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

Famille Vitesse 
(PAM/100My)

Vitesse d’évolution
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Matrices PAM
Chaque matrice PAM est conçue pour comparer deux séquences qui ont k unités de
distance. Par exemple, la PAM120 est conçue pour comparer des séquences qui ont 
une distance de 120 unités, et pour chaque paire d’acides-aminés (Ai, Aj), la matrice 
reflète la fréquence a laquelle on attend que Ai sera remplace par Aj 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 près de 1%):

Mij fréquence observée de Ai qui mute dans Aj pendant 1 unité 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:

Quelques entrées de 
PAM1 où on a écrit 
104 Mij
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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-même N fois.

Pour des raisons pratiques on peut dériver de PAM-N la matrice suivante:

f(i)Mn(i,j) Mn(i,j)
cij =   log   ---------------- =   log -------------------

f(i)f(j)                            f(j)

ou f(i) et f(j) sont des fréquences observées d’acides-aminés Ai et Aj. Chaque entrée
représente le résultat de l’évolution (f(i)Mn(i,j), cad le changement observé) vis-à-vis 
d’une paire aléatoire (f(i)f(j)=f(i,j), cad la chance de trouver une paire ij au même 
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 plutôt que comme des multiplications.

Attention: La définition de PAM-N est basée sur l’hypothèse 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
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Matrices BLOSUM (BLOcks Substitution Matrix)

La matrice BLOSUM  est construite à 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) fréquence observée de i et j étant a la même position après évolution des 
séquences. La valeur est calculée a partir de l’alignement: q(i, j) est la fréquence 
observée pour une paire d’acides-aminés {i, j} d’apparaître dans la même 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 fréquence d’occurrence de i dans la paire {i, j}
p(i) = q(i, i) + somme de q(i, j) / 2    si  i <> j

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

p(i) * p(i)                   si  i=j

BLOSUM-X (i, j) = 2 * log2 (q(i, j) / p(i, j))
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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 même 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 l’ensemble test) et BLOSUM 6-9 positions. 

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

BLOSUM-62 est la matrice plus utilisée pour l’alignement de paires de séquences et pour la 
recherche dans les bdd. Elle est particulièrement efficace dans l’alignement sans gaps.

BLOSUM-50 semble plus efficace pour l’alignement avec gaps. 

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 
remplaçant le cluster complet par une nouvelle séquence. 
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Matrice de Gonnet

Matrice unique, calculée d’après un très large échantillon (bdd SwisseProt) 
en utilisant de l’alignement entre paires de séquences.

Une mesure de distance entre acides-aminés classique a été utilisée pour estimer 
l’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 l’alignement 
entre protéines et pour calculer une nouvelle matrice, et ainsi de suite de façon 
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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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 

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

n’est pas connue, alors une estimation suggère

Evaluation du coût des gaps

10ln(P)=-20.63-1.65(k-1)

10ln(P)= -36.31+7.44ln(PAM distance) – 14.93ln(k)
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Les éléments de la matrice sont 10ln(P/Q), où P est la probabilité que les acides-aminés
soient alignés, et Q est la probabilité que ces acides-aminés soient alignés par chance.
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Choix d’une matrice

Toutes les matrices sont meilleurs pour des alignement globaux comparés 
à des alignements locaux.

Les performances sont très 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

Une matrice définie pour les bloques et une matrice définie hors les bloques
(présentées dans le 2ème cours).
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Application: détection de protéines homologues

A homologue à B : A et B ont un ancêtre commun 

Méthode de détection de nouvelles protéines homologues : 
alignement entre paires de séquences et scores de sélection appropriés
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Construction de scores de sélection: tests sur les 
alignements de paires

Significativité d’un alignement: test statistique basé sur les séquences 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 répète ces étapes un grand nombre de fois, et on génère en suite une distribution des 
scores d’alignement que l’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 l’observation peut être considérée comme significative.
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Test de fiabilité de la prédiction avec des protéines de structure connue

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

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 l’ensemble E, donc X=E. En générale on a des 
faux positifs dans X ainsi que des séquences qui n’ont pas été détectées.

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

Il faut toujours calculer les deux!
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Test pour l’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 connaît la structure et on 
considérera les alignements de séquences induites par l’alignement structurale. 

Ils existent plusieurs critères de sélection des régions correctement alignées:

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

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

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

RMSD =                                         , ou  Σi et la somme sur i=1,...,n positions (sites), 
qi

e est la charge effective a la position i,   
qi

t est la charge test a la position i.
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Comment utiliser le score d’alignement et 
l’information sur les bloques hydrophobes pour 
détecter protéines homologues par filtrage de 

large bases de données ?
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Weak Homology : some difficult cases

Small blocks of identities
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Non homologous
with some small blocks of identities

Similar score to weakly
homologous proteins
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Homologous
with no block of identities
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Globin-like domain in common

Non-homologous : but partial homology
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35 protéines de structure différente 
sélectionnées aléatoirement dans 

la SCOP40 
(>5300 protéines)

(>100 résidus) 

Aligner 35 séquences-requête avec 
>5300 protéines 

classifiées dans SCOP selon leur 
structure et fonction

Sélectionner les candidats en utilisant 
des paramètres de sélection 

appropriés

Analyse de la SCOP40

obtenu avec PHYBAL
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Comparaison des scores a la sélection de psi-BLAST

Homologues pas détectés
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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 régions IN et OUT 
des bloques hydrophobes  proportionnelles?



49

A.Carbone - UPMC 49

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

Travaux en cours, Baussand et Carbone, 2006
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Alignement multiple

Étant donné un ensemble de séquences
S1, S2, … Sn

un alignement multiple est une tuple
S1’, S2’, … Sn’

telle que
1. |S1’| = |S2’| = … |Sn’ | 
2. Si’ est obtenu à partir de  Si par l’insertion d’occurrences d’espaces.

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

Le problème est NP-difficile (kn, où k est la longueur maximale des séquences).



51

A.Carbone - UPMC 51

Dans l’alignement multiple on retrouve plus d‘information que dans 
l’alignement entre paires :
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Les 7 hélices α des globines sont encadrées :
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53
ED ionizable
ILVAWMCF  non-polaire/hydrophobe
RK polaire/hydrophile

TQS H-bonding
HY aromatique
P cyclique/proline

Propriétés physico-chimiques des acides-aminés:
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Généralisation de la notion d’alignement par paires

• L’alignement entre 2 séquences est représenté par une 
matrice a 2-lignes

• De façon similaire, nous représentons l’alignement de 3 
séquences comme une matrice a 3-lignes 

A T _ G C G _
A _ C G T _ A
A T C A C _ A

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

• Alignement de 3 séquences:   ATGC, AATC,ATGC

C--TAA

CGT--A

CGTA--
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432110

C--TAA

CGT--A

CGTA--

x coordonnée

Alignements = chemins dans…
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432110

433210

C--TAA

CGT--A

CGTA--

•

x coordonnée

y coordonnée

Alignements = chemins dans…
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432110

433210

C--TAA

CGT--A

432100

CGTA--

• 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)

x coordonnée

y coordonnée

z coordonnée

Alignements = chemins dans…
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Alignement de trois séquences

• Même stratégie que pour 
aligner 2 séquences

• Utiliser un cube en 3-D, 
“Manhattan Cube”, avec 
chaque axe qui représente 
une séquence a aligner

• Pour les alignements 
globales partir de la 
“source” jusqu’au “sink”

source

sink
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Alignement 2-D vs 3-D

V

W

2-D edit graph

3-D edit graph



61

A.Carbone - UPMC 61

Cellule 3-D vs cellules 2-D

En 3-D, 7 arcs 
dans chaque
1-cube

En 2-D, 3 arcs 
dans chaque 1-
carree
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Architecture d’une cellule d’alignement en 3-D

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

(i,j-1,k-1)

(i,j-1,k)

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

(i,j,k)

(i-1,j,k-1)

(i,j,k-1)
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Alignement Multiple : programmation dynamique

• si,j,k = max

• δ(x, y, z) est une entree dans une matrice de 
score en 3-D

si-1,j-1,k-1 +  δ(vi, wj, uk)
si-1,j-1,k + δ (vi, wj, _ )
si-1,j,k-1 + δ (vi, _,  uk)
si,j-1,k-1 + δ (_, wj, uk)
si-1,j,k + δ (vi, _ , _)
si,j-1,k + δ (_, wj, _)
si,j,k-1 + δ (_, _, uk)

diagonale: pas d’indels

diagonale le long 
d’une face: 1 indel

diagonale le long d’un 
arc: 2 indels
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Chemin d’alignement pour 3 séquences



65

A.Carbone - UPMC 65

Multiple Alignement: complexité

• Pour 3 séquences de longueur n, la complexité est 
7n3; O(n3)

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

• Conclusion: l’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 considère un hypercube r-dimensionnel D tel que D(j1,…jr) 
est le meilleur score pour l’alignement des préfixes de longueur j1, … jk des séquences 
x1, …, xr, respectivement.

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

D(j1,…jr)=minε ∈ {0,1}n, ε≠0 {D(j1- ε1,j2 – ε2…jr – εr)+ ρ(ε1xj1,…, εrxjr)}

où ρ est la fonction coût et  ε = (ε1, ε2, … εn) ∈{0,1}n est un vecteur qui indique les directions 
du processus d’alignement dans l’hypercube.

Complexité : La taille de l’hypercube est O(Πr
j=1nj) ou nj est la longueur de xj et ou le calcule 

de chaque entrée considère 2r-1 autres entrées.

Si n1=n2=…=nr=n alors la complexité en espace est de O(nr) et la complexité en temps est 
de O(2rnr)·O(calcul de la fonction ρ). Cela signifie que la recherche d’une solution exacte, en 
utilisant la programmation dynamique, est possible seulement quand l’on a un nombre très
petit de séquences.

Le problème 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 
séquences, 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:

x: ACGCGG-C;  x: AC-GCGG-C;  y: AC-GCGAG
y: ACGC-GAC;  z: GCCGC-GAG;  z: GCCGCGAG



69

A.Carbone - UPMC 69

Problème inverse: construction de l’alignement 
multiple a partir de l’alignement par paires

Etant donne l’alignement de 3 séquences arbitraires : 

x: 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
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Projection de l’alignement multiple

Un alignement 3-D 
peut être projeté en  
2-D pour représenter 
un alignement entre 
paires de séquences.  

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

+ Alignement d’une séquence à un profile

+ Alignement progressif : ClustalW

+ Alignement probabiliste : ProbCons
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Alignement d’une séquence à un profile

Définition: pour un alignement S’ de longueur l, un profile est une matrice 
| Σ ∪ { - }| x l ou les colonnes sont des vecteurs de probabilité qui dénotent 
la fréquence de chaque symbole dans la colonne d’alignement correspondante.

A B A
A B –
- B A
C A –

C1 C2 C3

A 50% 25% 50%
B 0% 75% 0%
C 25% 0% 0%
- 25% 0% 50%

Alignement multiple

Fréquence des lettres par colonne

A la place des fréquences on peut utiliser log(pi(a))/p(a), ou pi(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

- A  G  G  C  T  A  T  C  A  C  C  T  G 
T  A  G  – C  T  A  C  C  A  - - - G 
C  A  G  – C  T  A  C  C  A  - - - G 
C  A  G  – C  T  A  T  C  A  C  – G  G 
C  A  G  – C  T  A  T  C  G  C  – G  G 

A 1              1       .8        
C .6           1       .4  1    .6 .2
G 1 .2                .2 .4  1
T .2              1    .6             .2
- .2       .8                   .4 .8 .4
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Représentation d’un profile d’alignement multiple

- A  G  G  C  T  A  T  C  A  C  C  T  G 
T  A  G  – C  T  A  C  C  A  - - - G 
C  A  G  – C  T  A  C  C  A  - - - G 
C  A  G  – C  T  A  T  C  A  C  – G  G 
C  A  G  – C  T  A  T  C  G  C  – G  G 

A 1              1       .8        
C .6           1       .4  1    .6 .2
G 1 .2                .2       .4  1
T .2              1    .6             .2
- .2       .8                   .4 .8 .4

Nous avons aligner une séquence contre une séquence

Peut-on aligner une séquence contre un profile? 

Peut-on aligner un profile contre un profile?
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Alignement multiple: approche gourmand

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

• Il s’agit d’une methode gourmande heuristique

u1= ACGTACGTACGT…

u2 = TTAATTAATTAA…

u3 = ACTACTACTACT…

…

uk = CCGGCCGGCCGG

u1= ACg/tTACg/tTACg/cT…

u2 = TTAATTAATTAA…

…

uk = CCGGCCGGCCGG…
k

k-1
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Méthode gourmande : exemple

• Considérer ces 4 séquences

s1 GATTCA
s2 GTCTGA
s3 GATATT
s4 GTCAGC
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Approache gourmand : exemple (cont’d)

• Il y a = 6 possibles alignements







2
4

s2 GTCTGA
s4 GTCAGC (score = 2)

s1 GAT-TCA
s2 G-TCTGA (score = 1)

s1 GAT-TCA
s3 GATAT-T (score  = 1)

s1  GATTCA--
s4 G—T-CAGC(score = 0)

s2 G-TCTGA
s3 GATAT-T (score = -1)

s3 GAT-ATT
s4 G-TCAGC (score = -1)
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s2 and s4 are closest; combine:
s2 GTCTGA
s4 GTCAGC

s2,4 GTCt/aGa/cA
(profile) 

s1 GATTCA
s3 GATATT
s2,4 GTCt/aGa/c

new set of 3 sequences:

Approache gourmand : exemple (cont’d)
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An alignement entre une séquence B et un profile P (ou les deux ont la même 
longueur) peut être évalué comme Σj=1

mσ(pj,bj). On peut utiliser la programmation 
dynamique pour trouver le meilleur alignement de la séquence pour le profile.

Dans l’alignement entre paires de séquences l’étape principale consiste dans la 
définition du score entre deux positions x et y: σ(x,y). Pour une lettre x et une 
colonne y d’un profile, on prend σ(x,y) égale 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 σ(x,-) doit être aussi défini. 
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Profile pour les chromo – domaines classiques
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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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• Nous pouvons utiliser l’alignement des profiles correspondants

x GGGCACTGCAT
y GGTTACGTC-- Alignement combiné
z GGGAACTGCAG
w GGACGTACC--
v GGACCT-----

Alignement d’alignements



84

A.Carbone - UPMC 84

Alignement progressif

• L’alignement progressif est une variation de 
l’algorithme gourmand munie d’une stratégie de choix 
de l’ordre de l’alignement plus intelligente. 

• L’alignement progressif  marche bien pour des 
séquences proches, mais empire pour des 
séquences

• Les gaps dans les séquences consensus sont 
permanent

• Utilise les profiles pour comparer les séquences
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ClustalW

• Alignement multiple le plus utilise aujourd’hui
• ‘W’ signifie ‘weighted’ (parties différentes de 

l’alignement sont pesées différemment).
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Alignement progressif

Idée: 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 nœuds dans l’ordre de construction de l’arbre, en alignant 
progressivement les séquences. Noter que la paire la plus similaire est alignée
par première, et elle sera suivie par la deuxième plus similaire et ainsi de suite.

k
2
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Exemple de clustering incrémentale

1 2

34

5 1 2 4 5 3
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ClustalW

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

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

2.    Utiliser l’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 l’arbre.

k
2
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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)

v1 v2 v3 v4
v1 -
v2 .17  -
v3 .87 .28  -
v4 .59 .33 .62 - (.17 means 17 % identical)

distance = 1 - similarité
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Etape 2: “Arbre guide”

• Créer l’arbre guide en utilisant la matrice de 
similarité

• ClustalW utilise la méthode neighbor-
joining

• Les arbres guide reflètent grosso modo les 
relations évolutionnaires 
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v1
v3
v4
v2

Calculer:
v1,3 = alignement (v1, v3)
v1,3,4 = alignement((v1,3),v4)
v1,2,3,4 = alignement((v1,3,4),v2)

v1 v2 v3 v4
v1 -
v2 .17  -
v3 .87 .28  -
v4 .59 .33 .62 -

Etape 2: “Arbre guide”
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Etape 3: Alignement progressif

• Commencer par aligner les paires de séquences les plus 
proches

• En suivant l’arbre guide, ajoute les nouvelles séquences, 
en alignant aux alignements existants.

• Insérer les gaps si nécessaire

FOS_RAT         PEEMSVTS-LDLTGGLPEATTPESEEAFTLPLLNDPEPK-PSLEPVKNISNMELKAEPFD
FOS_MOUSE       PEEMSVAS-LDLTGGLPEASTPESEEAFTLPLLNDPEPK-PSLEPVKSISNVELKAEPFD
FOS_CHICK       SEELAAATALDLG----APSPAAAEEAFALPLMTEAPPAVPPKEPSG--SGLELKAEPFD
FOSB_MOUSE      PGPGPLAEVRDLPG-----STSAKEDGFGWLLPPPPPPP-----------------LPFQ
FOSB_HUMAN      PGPGPLAEVRDLPG-----SAPAKEDGFSWLLPPPPPPP-----------------LPFQ

.   . :   ** .     :..  *:.*   *   . *          **:

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

• Bon score seulement pour des séquences 
très proches

AAA
AAA
AAT
ATC
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Entropie

• Définie les fréquences pour l’occurrence de chaque lettre 
dans chaque colonne de l’alignement multiple

• pA = 1, pT=pG=pC=0 (1re colonne)
• pA = 0.75, pT = 0.25, pG=pC=0 (2eme colonne)
• pA = 0.50, pT = 0.25, pC=0.25 pG=0 (3eme colonne)

• Calcule l’entropie de chaque colonne

∑
=

−
CGTAX

XX pp
,,,

log

AAA
AAA
AAT
ATC
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Entropie: exemple

0=



















A
A
A
A

entropy

2)2
4
1(4

4
1log

4
1

=−∗−=−=



















∑
C
G
T
A

entropy

meilleur cas

pire cas
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Alignement multiple: Entropy Score 

L’entropie d’un alignement multiple est 
la somme des entropies de chaque 
colonne :
Σsur toutes les colonnes Σ X=A,T,G,C pX logpX
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Entropie d’un alignement: exemple

entropie d’alignement d’une colonne:
-( pAlogpA + pClogpC + pGlogpG + pTlogpT)

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

•Colonne 2 = -[(1/4)*log(1/4) + (3/4)*log(3/4) + 0*log0 + 0*log0] 
= -[ (1/4)*(-2) + (3/4)*(-.415) ] = +0.811

•Colonne 3 = -[(1/4)*log(1/4)+(1/4)*log(1/4)+(1/4)*log(1/4) +(1/4)*log(1/4)] 
= 4* -[(1/4)*(-2)] = +2.0

•Entropie d’alignement = 0 + 0.811 + 2.0 = +2.811
TCA
GCA
CCA
AAA
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Sum of Pairs Score (SP-Score)

• Considerer l’alignement par paires des séquences
ai and aj

induit par l’alignement multiple de k séquences  

• Dénoter le score de l’alignement par paires sous-optimale (pas 
forcement optimale) comme 

s*(ai, aj)

• Sommer les scores par paires pour l’alignement multiple:
s(a1,…,ak) = Σi,j s*(ai, aj)
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Calcule de l’SP-Score

Aligner 4 sequences: 6 alignements par paires

Etant donnees a1,a2,a3,a4:

s(a1…a4) =  Σs*(ai,aj) = s*(a1,a2) + s*(a1,a3) 
+ s*(a1,a4) + s*(a2,a3)
+ s*(a2,a4) + s*(a3,a4)
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SP-Score: exemple
a1
.

ak

ATG-C-AAT
A-G-CATAT
ATCCCATTT

∑=
ji

jik aaSaaS
,

*
1 ),()...( 








2
n Pairs of Sequences

A

A A

11

1

G

C G

1−µ

−µ

Score=3 Score =   1 – 2µ

Colonne 1 Colonne 3

s s*(

Pour calculer chaque colonne :
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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 
méthodes d’alignement progressif. Mais ces méthodes d’alignement sont prônes a 
une accumulation d’erreurs des les premières étapes d’alignement. Pour surmonter 
ce problème, des étapes de post-processing comme le raffinement itératif sont 
d’habitude appliquées. 

Raffinement itératif: partage de façon 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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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 xi aligne avec la position zk et zk aligne avec yj dans les projections x-z
et z-y des alignements en multiple, alors xi doit aligner avec yj dans l’alignement 
x-y projeté.

Les alignements basés sur la consistance appliquent ce principe mais renversé, en 
utilisant des alignements a des séquences intermédiaires comme évidence pour 
guider l’alignement des paires x et y.

Alignement basé sur la consistance

La prévention est le meilleur médicament



105

A.Carbone - UPMC 105

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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• Output :
– Un fichier MFA ou CLUSTALW contenant le résultat de l’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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• Output:
– Format ClustalW:
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PROBCONS
1. (Alignement initiale) Pour chaque paire de séquences x et y,

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

b. Calcule la fiabilité attendue de l’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.
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2. (Transformation de consistance) mettre a jours simultanément toutes les matrices de probabilités a 
posteriori en utilisant la transformation:

Répéter cette étape pour 2 itérations.

3. (Arbre guide dans l’alignement) Etant donne les valeurs de fiabilité attendue pour chaque alignement 
par paires, calculer un arbre guide T a l’aide de l’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, z)) / 2.

c. Répéter b jusqu’à quand un seul cluster est obtenu.

4. (Alignement progressif) Réaliser de l’alignement progressif multiple a l’aide de l’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 l’étape 2, pénalité d’insertion 
ne sont pas utilisées pour le calcul du chemin ayant somme maximale. 

5. (Raffinement itératif) Partager de façon 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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Méthodes de test
• Bases de données utilisées:

– BAliBASE 2.01 (Thompson et al. 1999a)
• 141 alignements de protéines
• Tests effectués sur les core blocks, régions pour lesquelles on 

connaît 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

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

• Critères 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
• CS = columns-score = 

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

– PREFAB
• Q = comme SP

– SABmark
• Fd = comme SP
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5. Comparaison avec d’autres algorithmes 
d’alignement de séquences

On constate que
• ProbCons et sa version étendue ont les meilleurs scores
• Mais ne sont pas très rapide
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5. Comparaison avec d’autres algorithmes 
d’alignement de séquences

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

• Même bilan que précédemment
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5. Comparaison avec d’autres algorithmes 
d’alignement de séquences

• Nettes améliorations des scores sur les protéines à faible et 
fort taux d’identité de la base SABmark
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Bibliographie PROBCONS et HMM

• ProbCons paper :
– Do, C.B., Mahabhashyam, M.S.P., Brudno, M., and Batzoglou, S. 2005. 

PROBCONS: Probabilistic Consistency-based Multiple Sequence Alignment. 
Genome Research 15: 330-340.

• Plus sur les HMMs :
– Transparents du cours ASB 2005-06

• http://www.ihes.fr/~carbone/L4_ABS_Recherche_Motifs_HMM.pdf
– Fabien Campillo :

• http://www.lirmm.fr/%7Erivals/DEA/DOC/HMMBio.pdf
– Laurent Bréhelin :

• http://www.lirmm.fr/%7Erivals/DEA/DOC/HMM-Brehelin-tutorial.pdf
• ProbCons l’outil :

– http://probcons.stanford.edu/
• Bases de données: MUSCLE: multiple sequence alignment with high

accuracy and high throughput :
– http://nar.oxfordjournals.org/cgi/content/full/32/5/1792?ijkey=48Nmt1tta0fMg&

keytype=ref
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exercises

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

Preuve de complexite pour alignement remonte


