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Alighement multiple

> Entree : k séquences

* %k X %k X %k X %k * %k *x % x
* %k X %k X %k X %k * %k
* %k X %k X %k X %k X % X % x
* %k X %k X %k X %k * Xk

> Sortie : un tableau contenant les k séquences, avec des indels

X X% %k %k %k % X X %k — % X X Xk
X % %k — — = %X %X % — X X X xk
* % % — %k % % % % %k % %X %X x
X % %k — = % % — = %k % %X %X xk



Exemple :

Doigt de zinc

YVCPFDGCN---KKFAQSTNLKSHILT---H
YKCT--VCR---KDISSSESLRTHMFKQ-HH
FQCD--ICK---KTFKNACSVKIHHKN--MH
FVCT--VCG---KTYKYKHGLNTHLHS---H
LKCSVPGCK---RSFRKKRALRIHVSE---H
FECN--MCG---YHSQDRYEFSSHITRG-EH
YTCG--YCTEDSPSFPRPSLLESHISL--MH
YKCEFADCE---KAFSNASDRAKHQNR--TH
YKCN--QCG---IIFSONSPFIVHQIA---H
FVCHWQDCSRELRPFKAQYMLVVHMRR---H
FRCS--ECS---RSFTHNSDLTAHMRK---H
CKCETENCN---LAFTTASNMRLHFKR--AH
FVCT--ECN---LSFAGLANLRSHQHL---H
YRCSYEDCQ---TVSPTWTALQTHLKK---H
FRCV--WCK---QSFPTLEALTTHMKDS-KH
FRCGYKGCG---RLYTTAHHLKVHERA---H
YRCPRENCD---RTYTTKFNLKSHILT--FH
YACK--ICG---KDFTRSYHLKRHQKYS-SC
YTCPEPHCG---RGFTSATNYKNHVRI---H



Exemple : Doigt de zinc

YVCPFDGCN---KKFAQSTNLKSHILT---H
YKCT--VCR---KDISSSESLRTHMFKQ-HH
FQCD--ICK---KTFKNACSVKIHHKN--MH
FVCT--VCG---KTYKYKHGLNTHLHS---H
LKCSVPGCK---RSFRKKRALRIHVSE---H
FECN--MCG---YHSQDRYEFSSHITRG-EH
YTCG--YCTEDSPSFPRPSLLESHISL--MH
YKCEFADCE---KAFSNASDRAKHQNR--TH
YKCN--QCG---IIFSQNSPFIVHQIA---H
FVCHWQDCSRELRPFKAQYMLVVHMRR---H
FRCS--ECS---RSFTHNSDLTAHMRK---H
CKCETENCN---LAFTTASNMRLHFKR--AH
FVCT--ECN---LSFAGLANLRSHQHL---H
YRCSYEDCQ---TVSPTWTALQTHLKK---H
FRCV--WCK---QSFPTLEALTTHMKDS-KH
FRCGYKGCG---RLYTTAHHLKVHERA---H
YRCPRENCD---RTYTTKFNLKSHILT--FH
YACK--ICG---KDFTRSYHLKRHQKYS-SC
YTCPEPHCG---RGFTSATNYKNHVRI---H

C-x(2,4)-C-x(3)-[LIVMFYWC] -x(8)-H-x(3,5)-H
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Modélisation
Prosite . motif

C-x(2,4)-C-x(3) - [LIVMFYWC] -x (8) -H-x(3,5) -H
Pfam : modeéle de Markov caché (HMM)






Exemple :

Site de fixation de la cellulose

HWGQCGGI---GYSGCKTCTSGTTCQYSNDYYSQCL
HYGQCGGI---GYSGPTVCASGTTCQVLNPYYSQCL
QWGQCGGI---GYTGSTTCASPYTCHVLNPYYSQCY
VWGQCGGQ---NWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCL
LYGQCGGA---GWTGPTTCQAPGTCKVQNQWYSQCL
IWGQCGGN---GWTGATTCASGLKCEKINDWYYQCV
VWGQCGGN---GWTGPTTCASGSTCVKQNDFYSQCL
DWAQCGGN---GWTGPTTCVSPYTCTKQNDWYSQCL
QWGQCGGQ---NYSGPTTCKSPFTCKKINDFYSQCQ
RWQQCGGI---GFTGPTQCEEPYICTKLNDWYSQCL
HWAQCGGI---GFSGPTTCPEPYTCAKDHDIYSQCV
LYEQCGGI---GFDGVTCCSEGLMCMKMGPYYSQCR
VWAQCGGQ---NWSGTPCCTSGNKCVKLNDFYSQCQ
PYGQCGGM---NYSGKTMCSPGFKCVELNEFFSQCD
AYYQCGGSKSAYPNGNLACATGSKCVKQNEYYSQCV
EYAACGGE---MFMGAKCCKFGLVCYETSGKWSQCR



Exemple :

HWGQ
HYGQ
QWGQ
VWGQ
LYGQ
IWGQ
VWGQ
DWAQ
QWGQ
RWQQ
HWAQ
LYEQ
VWAQ
PYGQ
AYYQ
EYAA

C-G-G-x(4,7)-G-x(3)-C-x(5)-C-x(3,5)-[NHG] -x- [FYWM] - x(2)-Q-C

Les 4 cystéines sont impliquées dans des liaisons di-sulfures.

I---GYSGCKT
I---GYSGPTV
I---GYTGSTT
Q---NWSGPTC
A---GWTGPTT
N---GWTGATT
N---GWTGPTT
N---GWTGPTT
Q-—--NYSGPTT
I---GFTGPTQ
I---GFSGPTT
I---GFDGVTC
Q---NWSGTPC
M---NYSGKTM
SKSAYPNGNLA
E---MFMGAKC

Site de fixation de la cellulose

TSGTTCQYSNDYYS(CL
ASGTTCQVLNPYYS(CL
ASPYTCHVLNPYYS(CY
ASGSTCVYSNDYYS(CL
QAPGTCKVQNQWYS(CL
ASGLKCEKINDWYY(CV
ASGSTCVKQNDFYS(CL
VSPYTCTKQNDWYS(CL
KSPFTCKKINDFYSQCQ
EEPYICTKLNDWYS(CL
PEPYTCAKDHDIYS(CV
SEGLMCMKMGPYYS(CR
TSGNKCVKLNDFYSQCQ
SPGFKCVELNEFFS(CD
ATGSKCVKQNEYYS(CV
KFGLVCYETSGKWS(CR



Alignement 2 a 2

2 séquences quelconques

i

détection d’'une similarité
syntaxique

i

? fonction commune ?

Alignement multiple

Famille de séquences

avec la meme fonction

A quelle conservation
syntaxique
cela correspond-il ?




Comment scorer un alignement multiple

Le score SP (Sum of Pairs)

> Score de I'alignement : somme des scores de ses colonnes

> Comment scorer une colonne 7
e adaptable a un nombre quelconque d'arguments
e indépendant de l'ordre
e reflete la similarité

S1
scoreS P

Z score(s;, s;)

Sk 1<i<j<k

$1,...,8: € AU{—1} et score(—,—) =0

=

A C GTACG AT A Identité : 41,
A - C G T A - A A T G Substitution: -2,
G T ¢ G T A - - T T A Indel : -3



Définition alternative (équivalente)

> «: alignement multiple pour les séquences sq,..., Sk

> projection de |'alignement pour s; et Sj

scoreSP(a) = > score(a;;)
1<i<j<k

> Retour a I'exemple

=

A C G T A G A T A Identité : +1,
A - C G T A - A A T G Substitution: -2,
G T CG T A - - T T A Indel : -3



Probleme algorithmique
Trouver l'alignement multiple de score SP maximal.

Approche exacte : programmation dynamique

> Alignement deux a deux : chemin dans une matrice de dimension 2

> Alignement multiple : chemin dans une matrice de dimension supérieure

: &

NN




Complexité

s$1,---,SE . Sequences de taille n
T(i1,...,1,): score optimal entre les k
préfixes s1(1..41),...,8,(1..9g)

> Table de taille n*

> Temps de calcul d'une case : dépend de 2k _ 1 cases précédentes

> Temps de calcul de chaque scoreSP candidat : k(k—1)/2

O(nk2kK2)




Complexité

s$1,---,SE . Sequences de taille n
T(i1,...,1,): score optimal entre les k
préfixes s1(1..41),...,8,(1..9g)

> Table de taille n*

> Temps de calcul d’'une case : dépend de 2k _ 1 cases précédentes

> Temps de calcul de chaque scoreSP candidat : k(k—1)/2

O(nk2kK2)

e probleme de décision associé est NP-complet




Recours a des programmes heuristiques .

> Clustal (le plus populaire)
> Dialign2 (complémentaire a Clustal)

> T-coffee, Pima, Multalin, ...

Autant d’'alignements que de programmes



Le programme Clustal

Thompson et al. - 1994

CLUSTAL = cluster + alignement

Etape 1 : alignements globaux 2 a 2

Etape 2 : regroupement des alignements (clusters)

Etape 3 : alignement multiple obtenu par combinaisons des alignements
2a?2

Exemple :

S1 cgatgagtcattgtgactg
S92 cgagccattgtagctactg
S3 cgaccattgtagctacctg
S4 cgatgagtcactgtgactg

indel : -2, substitution : -1, identité : 1



Etape 1 :

si

s2

si

s3

si

sd

calcul des scores de similarité de tous les alignements

globaux 2 a 2

cgatgagtcattgt-g——-actg
A R RN A
cga—-g—-—-ccattgtagctactg

cgatgagtcattg-tgactg
et eI
cgacca-ttgtagctacctg

cgatgagtcattgtgactg
LEEEEEEEEE TErrrrt
cgatgagtcactgtgactg

s2

s3

s2

sd

s3

sd

Tableau des scores d’'alignement:

S1| 82| 83 | sa
S1 2|1 0 |17
So | 2 14| O
sz3| 0 |14 —1
sa |17 0 | -1

cgagccattgtagcta-ctg
LEE FEEEEEEr e
cga—-ccattgtagctacctg

cga—-g—-—-ccattgtagctactg
N R
cgatgagtcactgt-g-—-actg

cgaccattgtagctacctg

L1 |1
cgatgagtcactgtgactg

n Séquences

!

n(n — 1)/2 calculs



Etape 2 : construction de I'arbre guide

Arbre obtenu avec l'algorithme de Neighbor-Joining

Sl 4 S2 S3

Les séquences sont regroupées suivant leur similarité a partir de la
matrice des scores 2 a 2.

dendogramme



Etape 3 : construction de I’'alignement multiple final

si sd s2 s3
cgatgagtcattgtgactg cgatgagtcattgtgactg cgagccattgtagctactg cgaccattgtagctacctg



Etape 3 : construction de I’'alignement multiple final

si cgatgagtcattgtgactg
FEEEEEEETE Trrrrrr
s4 cgatgagtcactgtgactg

si sd s2 s3
cgatgagtcattgtgactg cgatgagtcattgtgactg cgagccattgtagctactg cgaccattgtagctacctg



Etape 3 : construction de I’alignement multiple final

si cgatgagtcattgtgactg s2 cgagccattgtagcta-ctg
FEEEEEEETE Trrrrrr LD PEEETEErrrer
s4 cgatgagtcactgtgactg s3 cga-ccattgtagctacctg

/N /N

cgatgagtcattgtgactg cgatgagtcattgtgactg cgagccattgtagctactg cgaccattgtagctacctg



Etape 3 : construction de I’alignement multiple final

"Once a gap, always a gap.”

s2 cga-—--gccattgtagctac-tg
s3 cga-—---ccattgtagctacctg
sl cgatgagtcattgt-g--ac-tg
s4 cgatgagtcactgt-g--ac-tg

si cgatgagtcattgtgactg s2 cgagccattgtagcta-ctg
FEEEEEEETE Trrrrrr LD PEEETEErrrer
s4 cgatgagtcactgtgactg s3 cga-ccattgtagctacctg

/N /N

cgatgagtcattgtgactg cgatgagtcattgtgactg cgagccattgtagctactg cgaccattgtagctacctg



Clustalw est optimisé pour les protéines

Pondération des séquences en fonction de leur sur- ou sous- représentation
Adaptation des matrices de similarité au fil de I'algorithme en fonc-
tion de la divergence des séquences a aligner

BLOSUM 80 pour aligner les séquences proches,
BLOSUM 50 pour aligner des sequences distantes, par exemple.
Pénalités de gaps spécifiques a chaque résidu.

Par exemple, les glycines sont davantage susceptibles d’avoisiner un gap que les
valines.

Pénalités de gaps réduites dans les régions hydrophiles

Encourage la formation de gaps dans des boucles plutdot que dans des régions
Sstructureées.
Pénalités de gaps augmentées dans le voisinage d’'autres gaps

Evite la formation de petits gaps voisins, au profit de longs gaps



Parametres de Clustal

> Slow/Fast : qualité des alignements 2 a 2
> Matrice de similarité (PAM, BLOSUM, Gonnet)

> Pénalités de gaps :
e Quverture et d'extension de gaps
e Distance de voisinage entre deux gaps
e Gaps hydrophiles

e Quvertures de gaps spécifiqgues



Dialign?2

Morgenstern et al. - 1999
Construire un alignement a partir des diagonales du dot plot

Etape 1: Détection des diagonales dans les paires de séquences

Y1 AFELFAWDD

SWEDF MF A

/4/

L ACFI FGS

Etape 2: Sélection d'un ensemble cohérent de diagonales pour con-

struire I'alignement

e Pas de croisements
yIA-FLFAWDAGA

e Pas de chevauchements -LACFIFgs--

) swedFMFAETD -
e Score maximal



Exemple (C. Notre-Dame)

GARFIELD THE LAST FAT CAT
GARFIELD THE FAT CAT
GARFIELD THE VERY FAST CAT
THE FAT CAT

Alignement fourni par Clustal

seql GARFIELDTHELASTFA-TCAT
seq? ~———-GARFIELDTHEFA-TCAT
seq3 GARFIELDTHEVERYFASTCAT
seqd = ——m———————— THEFA-TCAT
seql GARFIELD THE LAST FA-T CAT
seq? GARFIELD THE ---- FA-T CAT
seq3 GARFIELD THE VERY FAST CAT

seqg4¢ = -——————- THE ---- FA-T CAT




Quelle méthode utiliser ?

Cela dépend du type de sequences a aligner . ..
BalIBASE . base de données d’'alignements multiples et de benchmarks

> plus de 150 familles de protéines

> alignements basés sur la structure secondaire

Reference 1 séquences équidistantes avec différents niveaux de conservation
Reéference 2 protéines homologues 4+ 1 ségquence orpheline

Référence 3 sous-groupes avec moins de 25% d’'identité entre les groupes
Référence 4 extensions N/C-terminales

Reference 5 insertions internes

Reference 6 répétitions internes

Reference 7 protéines transmembranaires

Reference 8 permutations de domaines

Ref. 1, 2 et 3: préférer Clustal a Dialign2

Réf. 4 et 5: préférer Dialign2 a Clustal



> Plus les séquences sont divergentes, moins le résultat est fiable

e Quand le taux d'identité est supérieur a 35%, toutes les méthodes
sont satisfaisantes

Alignements corrects a plus de 90%

e twilight zone : 10-20 % identité

Aucune méthode n’'assure un alignement avec plus de 50% de correction

> Clustal a tendance a autoriser moins de gaps que Dialign?2
> Similarité locale : Dialign?2

> Similarité globale : Clustal

Pas de méthode universelle

Pas de confiance aveugle vis-a-vis
du résultat obtenu




Exemple : domaine SH3

SH3 (Src homology 3) domains are often indicative of a protein involved in signal
transduction related to cytoskeletal organization. The SH3 domain has a character-
istic fold which consists of five or six beta- strands arranged as two tightly packed
anti-parallel beta sheets. The linker regions may contain short helices.

Prosite PS50002

Séquences a aligner longueur
laboA  P00520 57
lycsB  P04637 60
1pht P27986 80
1ihvA  P0O0383 49
lvie P12497 51

> Séquences courtes

> Similarité faible (< 25%) et diffuse



SH3 - Véritable Alignement

Basé sur |I'alignement des éléments de structure secondaire

1aboA
lycsB
1pht
1ihvA
lvie

laboA
lycsB
1pht
1ihvA
lvie

- fvasgdntlsitkGEKLRVLgynhn—------
k yepqnddelpmkeGDCMTI Threde-—-—-—-
g ykkereedidlhlGDILTVNkgslvalgfsd

-drvrkksga--—--—----- awqGUIVGWYctnlt-—--—-

———————— gEWCEAQt--kngq
—————— deiEWWWAR1--ndke
ggearpeeiGWLNGYnettger
———————— eGAVVI(Qd--nsdi
——————— peGYAVESeahpgsv



SH3 - Alighement fourni par Clustal

laboA - FVASGDNTLSITKGEKLRV----——- LGYNHNG
1ycsB K YEPQNDDELPMKEGDCMTT ——~~~~~ THREDED
ipht - YKKEREEDIDLHLGDILTVNKGSLVALGFSDGQ
1ihvA --—---- SRD--PVWKGPAKLL-——------ WKGEG
lvie ———------ DRVRKKSG--AAWQGQIVGW-------== YCTNL
laboA -—------ EWCEA--QTKNGQGWVPSNY I TPVN-————-
1ycsB EI----- EWWWA--RLNDKEGYVPRNLLGLYP=—===-
ipht  EARPEEIGWLNGYNETTGER RKKISP
1ihvA —------ AVVIQ---DNSDI D-—---

lvie

TP----EGYAVESEAHPGSV()IYPVAALERIN======



SH3 - Alignhement fourni par Dialign2

1aboA FVASGDNTLSITKGEKLRVL-===——======——— ===
1ycsB k YEPQNDDELPMKEGDCMTI Thr----EDEDEI-——-----
ipht g YKKEREEDIDLHLGDILTVNKGSLVALGFSDgqearpeei
1ihvA -- SRDPVWKGPAKLLWKGEGAVVIQDNSDI--———---
lvie —————————————-- DRVRKKSGaa-W----———--- QGQI---——---
laboA ----GYNhngEWCEAQTKNGQ

1ycsB —--——————- EWWWARLNDKEGYV~—~~-~PRNLLgLYP=========
ipht  gwlnGYN-------- ETTGER RKKIsp--
1ihvA ——----———- d-

lvie -————----—- VGWYCTNLTPEGYAveseahPGS



Exemple : cing protéines avec un domaine
helix - loop - helix

Séquences a aligner: longueur:
1) HEN1-Human 133
2) CBF1-Yeast 351
3) HES5-Mouse 167
4) INO4-Yeast 151
5) ESC1-Yeast 413

lao

=)

lo0

=]
L]

1] IIIIIIIIIIIII

> longueurs dissemblables

A
()

N
> similarité locale

100

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
&

150
150




helix-loop-helix, alignement Clustal

————————————————————————————————————————————— MMLNSDTMELD---------LPPTHSETESG------FSDCGGG
~-MNSLANNNKLSTEDEEIHSARKRGYNEEQNYSEARKKQRDQGLLSQESNDGNIDSALLSEGATLKGTQSQYESG--—-—- LTSNKDE
MSSYALPSMQPTPTSSIPLRQMSQPTTSAPSNSASSTPYSPQQVPLTHNSYPLSTPSSFQHGQTRLPPINCLAEPFNRPQPWHSNSAAP
————————————————————————————————————————————— MAPSTVAVEMLSPKEKNRLRKPVVEKMRRDR------INSSIEQ

KGSDDEDASVAEAAVAATVNYTDLIQGQE---—-—--- DSSDAHTSNQTNANGEHKDSLNGERAITPSNEGVKPNTSLEGMTSSPMEST
ASSSPTSATLSTAAHPVHTNAAQVAGSSSSYVYSVPPTNSTTSQASAKHSAVPHRSSQFQSTTLTPSTTDSSSTDVSSSDSVSTSASSS

————————— PGGGQARGPEPGEPGRKD------------LQHLSREERRRRRRAT---------AKYRTA--——-----—--———————=
QQSKNDMLIPLAEHDRGPEHQQDDEDNDDADID----- LKKDISMQPGRRGRKPTTLATTDEWKKQRKDS-—-—-—-————————————
NASNTVSVTSPASSSATPLPNQPSQQQFLVSKNDAFTTFVHSVHNTPMQQSMYVPQQQTSHSSGASYQNESANPPVQSPMQYSYSQGQP
————————— LEQEFARHQPNSKLEKAD-----—----—--TILEMAVSYLKHSKAFAAAAGPKSLHQDYSEG--——-—--——-——————————
——————————— KRRSKKINKLTDGQIR------------INHVSSEKKRRELERAIFDELVAVVPDLQPQ--——-———-—-————————-
——————————————————————— HATRERIRVEAFNLAFA--ELRKLLPTLPP------—-—-—-—-—-————————————-DKKLSKIEILR

_______________________ HKEVERRRRENINTAIN--VLSDLLPVRESSKAAILARAAEYIQKLKETDEANIEKWTLQKLLSEQNASQ
FSYPQHKNQSFSASPIDPSMSYVYRAPESFSSINANVPYGRNEYLRRVTSLVPNQPEYTGPYTRNPELRTSHKLAERKRRKEIKELFDDLKDA
----------------------- YSWCLQEAVQFLTLHAASDTQMKLLYHFQRPP--—----———————=—————————————APAAPAKEPPA
---------------------------- ESRSELIIYLKSLSYLSWLYERNEKLR----------——-—--———-—————————KQITAKHEAKT



helix-loop-helix, alignement Dialign2

STDVSSSDSVSTSASSSNASNTVSVTSPASSSATPLPNQPSQQqflvskndafttfvhsvhNTPMQQSMYVPQQQTSHSSGasygnesanppvgspmqys



--------- PEHQgddednddadidlkkdismqpgrrgrkPTTLAttdew-KKQR-——---------———————————————
———————————————————————————————————————— PSTVAVEMLSPKEKN-—=====—=———————— - ——————————————————————
———————————————————————————————————————— NDIKEIQTIQPGLSEIKEIKGELANVKKR---KRRSKKINKLTDG-———=--—=---——=(Q
ysqgapfsyPQHK--—--——=———————————————————— NQSFSASPIDPSMSYVYRAPESFSSINANvpyGRNEYLRRvtslvpngpeytgpytrnpE
YRTAHATRERIRVEAFNLAFAELRKLLPTL----PPDKKLSKIEILRLAICYISYLNHV]1dv-—===———==————————————————————————————
-KDSHKEVERRRRENINTAINVLSDLLP-V----RESSKAA---ILARAAEYIQKLKETDEanieKWTLQKLLSEQNASQLASANEKLQEELGNaykeie
-RLRKPVVEKMRRDRINSSIEQLKLLLeqefarhQPNSKLEKADILEMAVSYLKHSKAFAA----Aag--————————————————————————————- P
IRINHVSSEKKRRELERATIFDELVAVVPDL----QPQESRSELIIYLKSLSYLSWLYERNE----KLRKQIIAKHEAKTGSSSSSDPVQEQNGNird1lvP
LRTSHKLAERKRRKETIKELFDDLKDALP-L----DKSTKSSKWGLLTRAIQYIEQLKSEQV----ALEAYVKSLEEnmgsnkevtkgt---—-—-————---
ymkrvlr-------- KEGIEYEDMHThkkgenerkstrsdnphea--—-—---——-—=-———————=—————————————————————

KSLHQDYSEGYSwclQEAVQFLTLHAasdtqmkllyhfqrppapaapakeppapgaapqparssakaaaaavstsrqpacglwrpw
KELIWELGDGQSgq-————=——==———=—=——=— ===~



