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ALIGNEMENT MULTIPLE

alignement de deux séquences = alignement de plusieurs sequences
: (extension naturelle pour 'informaticien)

: une philosophie diftérente pour le biologiste

2 séquences : est-ce qu’elles ont reliées ?

K séquences (reliées) : quels sont les traits communs ?
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APPLICATIONS

— représentation de familles de protéines

— 1dentification et représentation de caractéristiques préservés et leur correlation a

la structure/fonction

— 1nférence de I’Evolution

un probleme ditficile . ..
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UN ALIGNEMENT MULTIPLE

Lycopersi CGAGCGCGTT GTTGGAGAAA AAGATCAATA TATTGCTTAT
Convolvul ---GCGCGTT ATTGGAGAAA AAGATCAATT TATTGCTTAT
[pomoea CATGCGCGTT GTTGGAGAAA AAGATCAATA TATTGCTTAT
Borago CGATGCCGTT CCGGGAGAAG AAAATCAATA TATATGTTAT
Heliotrop CGATCCCGTT CCTGGAGACG AAGATCAATA TATTGCTTAT
Hydrophyl CGATCCCGTT CTTGGAGAAG AAGATCAATA TATTGCTTAT
Eriodicty CGATCCCGTT CCTGGAGAAG AAGATCAATA TATTTGTTAT
Digitalis TGAGCCCGTT CCTGGAGAAG CAGATCAATA TATCTGTTAT
Buddleja CGAGCCCGTT CCTGGAGAAA CAGATCAATA TATCTGTTAT

Valeur de l'alignement ?
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SCORES

On a K séquences de longueur n . ..

Probléeme : comment spécifier la valeur d’une colonne dans I'alignement ?

Approche 1 : Spécifier a valeur de toutes les colonnes possibles :

K
(Z U {—}) si on a K séquences.

Approche 2 : fonction SP «sum of pairs» — considérer I'alignement de chaque

paire de séquences :

score = ZK]- score(ali de .S, S)
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CALCUL

Solution par programmation dynamique :

matrice de taille O(’nK ), récurrences avec 2B 1 termes . ..

A, i9,...,1K) =

Sili1]
A(ip — 19— 1, i — 1)+ score( 52[12] ) }
Sklik]

PD prend temps exponentiel ... est-ce qu’il y a une meilleure méthode ?

Thm. Il est NP-difficile de trouver I'alignement multiple qui est optimale selon
SP.

Héuristique : alignement progressif (ajouter les séquences une-a-une a I'alignement)
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D’AUTRES DEFINITIONS D’ALIGNEMENT

Séquence de consensus S™, score = > . score(ali de S, S™)
(NP-difficile de trouver S™)

Alignement a un arbre
(aussi NP-difficile)
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ALIGNEMENT A UN ARBRE

human | Ho |
chimpanzee | Ch |
gorilla | Go |
rhesus Ma
macaque | |
silvered leaf C
monkey | ! |
spider
|:7:| monkey | At |
rabbit | Or |
4*
mouse | Mu |

[dée : calculer les alignements a partir des feuilles vers la racine

— 1l faut aligner des alignements aux noeuds internes

Principe : les colonnes d’'un alignmenent ne changent pas quand l'alignment est

aligné a sa soeur
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ALIGNEMENT A UN ARBRE 2

D’autres héuristiques dans ce contexte
: alignement progressif — arbre de «peigne>»

: alignement au consensus — arbre «étoile»
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REPRESENTATION DE L’INFORMATION

DANS L’ALIGNEMENT

0. sequence de consensus
1. signature («patterns»)
2. profile [trou OK] ou PSSM [sans trou| «position-specific scoring matrix»

3. modele de Markov caché : HMM «Hidden Markov Model>»

probleme : alignement a une famille
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SIGNATURES — PROSITE

entrée PS00028 : class I zinc-finger pattern
(un motif important dans facteurs de transcription)

cca. 600 séquences

ID  ZINC FINGER C2H2 1; PATTERN.

AC PS00028;

DI  APR-1990 ( CREATED):

DT JUN- 1994 ( DATA UPDATE) ;

DT JUL- 1998 (I NFO UPDATE) .

DE Zinc finger, C2H2 type, domai n signature.

PA G x(2,4)-C x(3)-[LI VMFYWC] - X(8) - H x(3, 5) - H.

NR / RELEASE=38, 80000;

NR /TOTAL=2189(453); /POSI Tl VE=2147(412):
NR / UNKNOWN=6(6); /FALSE POS=36(35);

NR /FALSE NEG=3; /PARTI AL=2;
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http://ca.expasy.org/cgi-bin/prosite-search-ac?PS00028

SYNTAXE DE PROSITE

— lettres pour les acides aminés ; X acide arbitraire
— [...] : choix altérnatifs dans une position

— {... } : choix exclus dans une position

— (i,7) : répété i—j fois

— — séparateur entre les positions

zinc-finger motif : C-X(2,4)-C-X(3)-[LIVMFYWC]-x(8)-H-x(3,5)-H

déscription de cca. 1027 séquences possibles
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AUTOMATES FINIS ET ALIGNEMENTS

Un alignement multiple peut étre representé par un automate fini (ou expression

réguliere) :

CGATCG
C-ATGG
ACTTCG

on a perdu l'info sur les fréquences des lettres . . .
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PROFILE

— enregistrer la fréquence de symbols dans I’alignement multiple
Probleme : trouver le profile dans une séquence

alignement de longueur n sur k séquences
calculer pj(a) : fréquence/probabilité de caractere a dans colonne 7,

outa€ xetj=1,....n
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ALIGNEMENT A UN PROFILE

Valeur d’un alignement d’une séquence S a un profile P

1. S[i] aligné a colonne j de P

score(S[t], Plj]) = Z s(Si], a)p;(a) = score;(S|t])
ac’

2. trou de longueur 7 dans P — insertion en colonne j : —a;; — B¢ — 1)

3. trou de longueur ¢ dans S — suppression de colonnes j,...,7 +17 — 1:

—Yj = 0j41 — 0j42 — -+ — Ojyj—1]
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ALIGNEMENT A UN PROFILE 2

PD : G(i, j) score de I'alignement optimal entre S|1..7] et les premiéres j colonnes

de P.

R écurrences avec E (trou en S), F' (trou en P), et G (match) :

E(i,j) = max{G(i,j 1) = B, —1) - 51}
F(i,j) = maX{G(z' —1,7) — ozj,F(i —1,7) — 5]}
G(i,7) = maX{E(i,j), F(i,7), Gt =1, —=1)+ SCOY@j(*g[iD}
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ALIGNEMENT A UN PROFILE 3

Initialisation :

G(i,0) = E(7,0) = 0 (alignement peut commencer dans le milieu de 5),
G(0,7)=F(0,7) = —y — Zgzz 0; (il commence au début du profile).
Score de I'alignement optimal : maX{G(i, n):i=1,..., |S‘}

Temps de calcul : O(|S|n) (apres le calcul de score;)

MODELES DE MARKOV * IFT3290 H2005 x UDEM % MikLOS CSUROS

17



PROFILE DE PROSITE

exemple : Profile de homeobox

spécifie entre autres la pondération score;, A, ﬁj, Vg €t ) ]

ID HOMEOBOX_2; MATRIX.
A B C D E

IM: SY="E M= -5, 2-25. 3 11 ..
IM: SY='Q" M= -3, -4-25. -4, 12. ..

/I |=-8; MI=-8; IM=-8; DM=-15; MD=-15;
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http://ca.expasy.org/cgi-bin/nicesite.pl?PS50071

MODELE DE MARKOV CACHE

ensemble d’états Q de taille NV

probabilités de transition 7: Q@ X Q +— [0, 1] ou Zq’EQ 7(q,q") = 1 pour
tout ¢ € Q

probabilités d’émission p: @ x X+ [0,1] o0 ) ..y p(g,c) = 1 pour tout g €
Q.

probabilités d’état initial 7: Q — |0, 1] ot ZqEQ m(q) = 1.

Génération d’une séquence S = S - - - Sy au hasard :

1 Choisir I’état inital ¢; au hasard par les probabilités 7.
2 pouri«— 1,...,¢

3 Choisir s; au hasard par les probabilités p(g;, -) : émettre s;.
4 si ¢ < { alors Choisir ¢;;1 au hasard par 7(q, *).
5 fin
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TROIS PROBLEMES

Probleme 1. Si on observe la séquence s, comment est-ce qu’on peut calcu-

ler P{S ‘ ./\/l}, la probabilité que M engendre s?

Probleme 2. Si on observe la séquence s, comment est-ce qu’on peut trouver la

séquence d’états q1 - - - ¢y qui'y correspond le mieux ?

Probléme 3. Comment est-ce qu’on choisit les parametres 7, p, ™ (apprentissage)
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PROBLEME 1

vraisemblance : probabilité que M émet s = 51 - - - sy

LM<3):P{3‘M}: > wlqp(ar, s)m(an, @) - - 7(qe—1, a0)plas, se).
q1,---5qy

— sommation sur tous les chemins : O(N g) termes dans la formule — trop

Programmation Dynamique !

Soit a;(q) = [P’{Sl Ce e 8, = q} (production du préfixe en arrivant a I’état q).

Alors L(s) = ¥ge 0 arla).

Calcul de «;(q) :
Initialisation : a1(q) = 7(q)p(q, $1).

Récurrence : ai41(q) = (X, ild)7(¢',0))pla, si11)
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PROBLEME 1 — CONT.

On peut calculer les «; d’une fagon tres efficace :

en temps O(N?2(), avec O(N) espace

Une autre possibilité

Soit 3;(q) = ]:P){Si+1 c 8y, Q; = q} (production du suffixe a partir de I’état q).

Alors L(s) = ZqEQ Bi(g)m(q).

Initialisation : (y(q) = 1.
Récurrence : 3;_1(q) = Y./ 7(q,4')p(d’, 5:)8i(d).

De nouveau : temps O(N?¢), espace O(N).
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PROBLEME 2

Séquence d’états la plus probable — qu’est-ce que ¢a veut dire ?

L’état le plus probable pour le 7-eme caractere :

soit Y;(q) = P{qi = q} (que le 7-éme état est q).

v ailg)Bilg)
i) > e ild)Bild)

Alors qf = arg max y;(q) est 'état le plus probable pour le i-éme caractére.

Le chemin le plus probable — algorithme de Viterbi
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ALGO DE VITERBI

Soit §;(q) = MaXg,,....q;_1 ]P’{ql ;19 = (,81 - Sz} (meilleur chemin pour
le préfixe).

Initialisation : d1(q) = 7(q)p(q, s1).
Récurrence : 0;,1(q) = (maxq’ 0i(q")(d, CD)p(q, Si+1)

PD de nouveau
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HMM POUR GENERATION D’UNE SEQUENCE

Séquence d’ADN ou séquence protéique
Construisons un modele pour alignement

1. Substitutions
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HMM DE PROFILE 2

2. Insertion de caracteres

MI > M2 M4
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HMM DE PROFILE 3

3. Suppression de caracteres

init
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HMM DE PROFILE

Alignement 2 un HMM de profile : calculer le chemin Viterbi

Q9DAK4 /4132 QLOG . TWKSVSCDNF . ENYMEELGVGRASRE . LGCLAK . . . . . .. PTVT
QBQHAB/4-132 HFVG. TWELLSSENF . EDYMEELGVGFATRE . MAGVAEK . . . . . .. PNLT
FABA RAT/3-131 ATVG. TWELVSSENTY . DDYMEEVGVGFATRE . VAGMAK . . . . . .. PNLI
MYP2 HUMAN/3-131 KFLG.TWELVSSENF.DDYMEALGVGLATRE.LGNLAK....... PTVI
TLBP_ MOUSE/4-132 PFLG.TWELVSSENF.ENYVRELGVECEPRE.VACLIK....... PSVS
057663/4-133 EFVG.TWEMISSDNF . DDYMEATGVGFATRO . VGNRTE. . . . . .. PNLV
FABE RAT/6-134 DLEG . EWRLVESHGF . EDYMKELGVGLATRE . MGAMAK . . . . . .. PDCI
FABE BOVIN/6-134 QLVG.RWRLVESEGF.DEYMEEVGVGMALRE.VGAMAK....... PDCI
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VITERBI : HMM DE PROFILE

Quel bonheur : un petit nombre de transitions, et pas de boucles!

Difficulté : états sans émission

Etats de match: M;: 7 =1,...,n
Etats d’insertion : ]j: 7=0,...,n
Etats de suppression : Dj:g=1,...,n

. M), . I),. : ...
Sous-problemes pour PD : 5]<- ><Z), 55- )(Z), 5]- (2) pour émission de sy ---s; en
finssant dans un état M > Dj, 1 j-
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VITERBI : HMM DE PROFILE 2

5M) = p(a;, 54) max{(sﬂ(@ — )r(M;_y, M;),
(5§[_)1(73 — )71, Mj),
2} = Dr(D; 1, M)}
D) = p(I;, 5;) max{5§M i — V)r(M;, 1)),
o — 1)1, 1)),
8\ = 1)r(Dj, 1)}
5\P)(i) = max{(sﬁ@(z)T(M]_l, M;),
5§]_)1<i>7<]j—17 M;),
5](-1_))1<i>7'<dj—17 Mj)}

MODELES DE MARKOV * IFT3290 H2005 x UDEM % MikLOS CSUROS
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VITERBI : HMM DE PROFILE 3

Cas de base (ali. global) : (5(()1)(0) = 7(start, Ip); 5§M)(O) = 7(start, M7); (55
T(start, Dy).

Fin - o(fin) (¢) = max{agM V(07 (M, fin), 85D (0)r (1, fin), 852 (0)r (d, ﬁn)}.
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SCORE DE L’ALIGNEMENT A HMM

Logarithme de la probabilité pour générer une séquence Sy - - - Sy sur un chemin

q1 "+ Gm : c’est la somme des termes comme log(7(q;, gj+1)) et log(p(q;, s;)).

Contributions a log 6;(¢) :

M;_1 — M; :logT(M;_1, Mj) +logp(Mj, s;) (substitution)
M; — I : log T(Mj, ]j) + logp(]j, s;) (début d’un trou)

I; — I :log T(]j, Ij) + 1ogp(]j, s;) (extension d’un trou)

ctc.

log 7 et log p donnent les pondérations pour subsitutions ainsi que trou début, ex-
tension, et fin : tous les scores dépendent de la colonne j (comparez aux récurrences

d’un alignement a un profile)
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SCORE DE L’ALIGNEMENT

Les probabilités définissent une pondération de I'alignement : alignement de score

maximal (par log des probs) correspond au chemin Viterbi.

Avantage additionnel : évite 'underflow — probabilité pour un chemin long ne

peut pas étre représentée par une variable flottante p.e., €); = 10324,

33
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LODS

Hypothése null : s7...5p est une séquence de caracteres iid P{s; = o} = 74

(souvent les meémes probs d’émission aux états d’insertion).

Hypothese altérnatif : 571 ... sy est générée par notre HMM de profile M.

LODS (logarithme des chances) : comparer py = P{Sl - Sy ‘ H()} et PAf =

P{Sl'--Sg Hl}:

LODS = log M
Po
. . o e PLgg8i)
Calcul de LODS : par Viterbi, remplacer p(q;, s;) par o

Pour des valeurs entiéres : v = {Oz logs ]%J (r est la probabilité par H)
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MACHINE D’ALIGNEMENT — RETOUR

HMM : émission de caractéres (a,b) ot a,b € {A,G,T,C, —} (saufa =b = —)

L

match
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insertion

deletion

Knudsen & Miyamoto J. Mol. Biol. 333 : 453 (2003)
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PROBABILITE POSTERIEURE

j ACAL THAVAHVECVPAL SAL SDLHAHKLRVIPAVN KL LSHCLLVT LAAHL PAEF TRAVHAS LOKFLASVS TVLTSKYR
PR ARGV GAF SDGLAHLONLKCTFATL SE LHCOKL HVDPENFRL LGWVLVCVLAHHF GREFTPRVRAMYQRWA VA NALAHKYH

alignement incertain

Lunter et al (2005)
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CONSTRUCTION D’UN HMM DE PROFILE

- a partir de séquences : apprentissage

- a partir d’alignements (structuraux - tres fiables) : utilisez les chemins [«seed ali-

gnments»| pour les parametres

BD de HMMs de profile pour familles de protéines : Pfam

37
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http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

APPRENTISSAGE DE PARAMETRES

[Une approche de pseudo-compteurs. |

Si on a un alignement multiple, on identifie un chemin pour chaque séquence
alignée.

- N nombre de séquences

- Ng nomre de chemins qui passent par ¢

- N g—q' nombre de chemins avec une transition ¢ — ¢’

- Ng¢ o nombre de fois caractere o est vu en état de match ¢

- x, Yy «pseudo-compteurs» (Laplace : x =y = 1)

- ag nombre d’états q avec 7(q,q') > 0

N + aqx ’

7(¢,q) =

Emission dans un état d’insertion : selon les fréquences de «background»
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PROBLEME 3 — APPRENTISSAGE

Sans alignements initiaux — c’est difficile

Echantillon de séquences : séquences a aligner

1 Initialiser 7, p and 7.

2 repéter

3 calculer le chemin Viterbi pour les séquences de I’échantillon ;
4 recalculer 7, p, et 7 par les chemins Viterbi;

5 jusqu’a optimum local est achevé.

+ détails de I'initialisation, méthodes numeériques, etc.

Baum-Welch : calculer tous les chemins pour toutes les sequences, les pondérer par

leurs probabilités pour recalculation de 7, p, and 7.
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CLASSIFICATION

Pour une séquence S :
prendre profiles M1, ..., M. et calculer les
vraisemblances L oq, (S), .- -, L/\/lk<5) :

la meilleure* vraisemblance donne la classification de s.

* n’est pas aussi simple que ca

1. la vraisemblance dépend de la longueur - il faut normaliser

2. comparer les L. des membres de la famille a celle d’autres protéines

pour avoir un seuil Lgmije : les membres de la famille ont L > Lgmijje, autres ont
L < Lgmille-
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CLASSIFICATION : EXEMPLE

1500+ [" % Random Sequences f,/‘l“/f
. I| + HKinase (traiming) 0
o]
£ 1000 - +
=)
& |
§ 5001 _—
]
O
D L T T T T T
100 200 300 400 500
Sequence length
(Baldi et al. PNAS 91:1059)
(Y : — log vraisemblance, X : longueur de la séquence)
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HMMS - EXTENSIONS

alignement local + plusieurs occurrences dans une séquence

(Eddy: HMMer manual v2.3.1)

MODELES DE MARKOV * IFT3290 H2005 x UDEM % MikLOS CSUROS
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HMMS - ARCHITECTURE SPECIALISE

Exemple : protéines transmembranaires

Outside loop

Outside

Inside loop

Amino acid seq: MGCDVCDTEFGILVA. . .SVALRPRKHGRWIV. . .FWVDNGTEQ. . .PEHMTKLHMM. . .
State seq: cooocooooohhhhh. . .hhhhiiiiiiihhh. ..hhhooooQO...0000coohhh. ..

(Tusnady & Simon, J.Mol.Biol. 283:489 )
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(Tusnady & Simon, ].Mol.Biol. 283:489 )
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HMM - EXTENSIONS

duration de s¢jour dans un état : p.e., longueur du segment restreinte pour hélices

dans le membrane

helix core
1 2 3 4 5 6 7 & 22 23 24 25

distribution générale : PD modélisant la duration de s¢jour explicitement (récurrence

avec toutes les longueurs possibles)

Krogh et al. ] Mol Biol 305 : 567 (2001)
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PREDICTION DE GENES PAR HMM

Question principale : quel genre de genes ?
Procaryotes et Eucaryotes

Genes traduits en protéines

Genes non-traduits (genes ARIN)

Genes non-transcrits (signaux de réplication, recombinaison, ségrégation [meiosis],

)
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GENES TRADUITS — PROCARYOTES

Procaryotes (pas d’exons!) — GeneMark

GeneMark.hmm

Direct strand coding state:
pical gene of fength i n

Direct start Direct stop
codon codon

Mon-coding state
of length n nt

Direct strand coding state:
Atypical gene of length j nt

everse strand coding state:
pical gene of length k nt

Heverse start
codon

Reverse stop
codon

Reverse strand coding state’
Atypical gene of length m n

Lukashin & Borodovsky Nucleic Acids Res 26 : 1107 (1998)
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ADN D’EUCARYOTES

Baldi et al J] Mol Biol 263 : 503 (1996)
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GENES TRADUITS — EUCARYOTES

5' d bOitC GC
) (GGGCGG)*
boite CAAT
—
boite TATA

GT AG —
™, ' 5 UTR

-------------------------------------------

3'UTR

cXxon

aprés Graur & Li (2000)

49
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PREDICTION DE GENES PAR HMM 2

Eucaryotes — GENSCAN

Burge & Karlin | Mol Biol 268 : 78 (1997)
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RECHERCHE DE MOTIFS

Sites de liaison

LA I AR
X C.e. cilium gene

cha-2: GTTGTC AT GGTGAC (at =130 bp)
daf-19: GTTTCC AT GGAAAC {at -10% bp)
osm=-1: GCTACC AT GGCAAC (at - 86 Dbp)
ogm=-6: GTTACC AT AGTAAC (at -100 bp)
FO02DE8.3: GTTTCC AT GGTAAC {at = 79 bp)
C. elegans: GTTHCC AT GGMAAC {CONSENEUS)

Placement inconnu, copies non-identiques

Swoboda & Adler & Thomas Mol Cell 5 :411 (2000)
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RECHERCHE DE MOTIFS 2

Probléme abstrait : séquences S1, . .., Sy, avec des copies d’'un motif M

Si on a une représentation du motif (signature, HMM, PSSM,. . .) on sait comment

trouver les copies
Qu’est-ce qu’on fait si on connait pas M ?
Probleme difficile. ..

Solution 1 : force brut — essayer tous les m-mers comme candidats de M, trouver
les m-mers les plus proches a M en chaque séquence, et calculer un score (p.e.,

moyenne de distance de M, ou entropie)
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RECHERCHE DE MOTIFS 3

Score : étant donné des copies My, ..., My, former profile et calculer le score

comme LODS en utilisant un modele de background
Solution 2 : Gibbs sampler

1. copies My, ..., My,

2. enlever M et le remplacer par le meilleur m-mer en \S; (comparaison au

profile défini par My, ..., Mj—17 Mj_|_1, o, M)

3. répéter jusqu’a convergence

Solutions 3 - - - 00
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