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Similarité et homologie 1

e [endance a les utiliser de maniere interchangeable alors qu’ils ont des
sens différents et impliquent des relations biologiques différentes

e Similarité
— Mesure quantitative de comment 2 séquences sont reliées

— La similarité est toujours basée sur de |'observable, en général sur
I'alignement de ces deux séquences

— EX : pourcentage d’'identité, score d’'alignement
= Haut degrés de similarité peut impliquer une origine évolutive commune
e Homologie

— Conclusion supposée basée sur I'examen d’'un alignement optimal entre
2 séquences et de leur similarité

— Les génes (ou les protéines corr.) sont ou ne sont pas homologues,
I"'nomologie ne se mesure pas en degrés

— Le concept d'homologie impligue des relations évolutives et peut
s'employer pour 2 types de rel. : orthologie et paralogie

= Voir |la partie phylogénie



Alignement global contre alignement local i

e Ce sont les deux grands types d’'alignements

e IlIs permettent d'estimer la similarité entre séquences

— GLOBAL : 2 séqguences, comparaison sur leur totalité, trouve le
meilleur alignement sur toute leur longueur

Utilisé pour des séq. tres similaires et approx. de méme Ig
[Needleman & Wunsh, 1970]

— LOCAL : chercher les régions les plus similaires dans les 2 séq.
Permet de trouver des sous-sé€g. ayant des relations biologiques

[Smith & Waterman, 1981]

Les alignement locaux sont meilleurs pour des séquences avec
un faible degrés de similarité ou de tailles différentes




Plan
e DONner un score aux alignements
— Les matrices de scores, généralités
— Les matrices PAM
— Les matrices BLOSUM
— Les matrices nucléiques

— Pénalités de gaps



Les matrices de scores 4

e Complément naturel des méthodes “numériques’” produisant un
score (comme les alignements)

e Shémas de score empirique

e Utilisées dans la comparaison de deux ou plusieurs séguences

e Comment sont-elles construites 7 Comment les choisir 7

Choix important influencant fortement les résultats

[Henikoff & Henikoff, 2000]



Facteurs biologiques importants 5

e Conservation
Conservation absolue et substitutions conservatives
— Quels résidus peuvent étre substitués par d’'autres sans affecter la

fonction de la protéine ?

e Frégquence
Les résidus rares ont un poids plus fort que les résidus communs
— Les matrices doivent refléter le nombre de fois qu’'un résidu
apparait dans l'ensemble des protéines

e Evolution
Les matrices représentent implicitement les schémas évolutifs
— Le choix des matrices a utiliser dépend de la distance évolutive
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Exemple : BLOSUM®62 (2) 7

e Score = logarithme d'un “rapport de chances” (odds ratio) : prend
en compte le nb de fois ou un résidu particulier

— est remplacé par un autre dans la nature
— Serait remplacé par un autre si ca se produisait par chance

Les substitutions observées fréequemment ont un score
positif et celles peu fréquentes, un score négatif

e Log odds ratio : S;; = log[- -]
1)
p; prob. d'occurence de ¢ parmis toutes les protéines

gi.; fréquence de substitution ¢ par j (a partir d’alignements)

e Le log odds ratio est le rapport de I'observé sur |'aléatoire



Les matrices PAM 38

e Les premieres matrices utiles pour |I'analyse de séquences
[Dayoff et al., 1978]

e Basées sur I'examen des motifs de substitution d’'un groupe de
protéines partageant plus de 85% d’identité
= Table contenant |la fréquence de substitution d'un a.a. par un
autre a une position donnée

e L'unité de mesure résultant de cette analyse est le Point Accepted
Mutation ou unité PAM

e Une unité PAM correspond a 1 changement d’'a.a. pour 100 résidus



Les matrices PAM : les hypotheses

e Le remplacement d'un a.a. est indépendant des mutations
précédentes a la méme position
= |la matrice originale a été extrapolée pour prédire les fréquences
de substitution pour des distances évolutives plus élevées
Ex : PAM1 multipliée par elle-méme 100 fois donnerait PAM100

e [ous les sites sont mutables de maniere équivalente

e Les remplacements sont indépendants des résidus voisins

e Pas de considération de bloc ou de motif

e Autres biais dus par exemple aux nb et caractéristiques des
protéines connues en 1978, ...



Les matrices BLOSUM 10

e Approche différente par [Henikoff & Henikoff, 1992]

e Identifier les motifs conservés a l'intérieur des familles de protéines
= Création de la base de données BLOCKS

— Motif : suite conservée d’'a.a. qui confére une fonction ou une
structure spécifigue a une protéine
— Blocs : généralisation des motifs

e A |'aide de ces blocs, ils ont regardé les schémas de substitution
dans les régions les plus conservées des protéines

= Génération des BLocks SUbstitution Matrices ou matrices
BLOSUM



Les matrices BLOSUM (2) 11

Plus de protéines disponibles en 1992 qu’en 1978, donc un jeu de
données plus robuste pour dériver des matrices

Les matrices BLOSUM sont directement calculées a différentes
échelles évolutives, elles ne sont pas extrapolées

BLOSUMn : n représente le niveau de conservation des séguences
utilisées pour construire la matrice

Ex : BLOSUM®G62 est calculée a partir de séq. qui ne partagent pas
plus de 62 % d'id., les autres sont regroupées et comptent pour un

Réduire la valeur de n permet d'attraper des séquences plus
divergentes



Quelle matrice? Quand ? 12

e Le choix par défaut des logiciels n'est pas forcément approprié

Matrices Meilleur usage Similarité (%)
PAMA40 Alignements courts qui sont tres similaires 70-90
PAM160 Détecter les membres d'une famille de protéines 50-60
PAM250 Ali. plus longs de séq. plus divergentes ~ 30
BLOSUMO90 Alignements courts qui sont trés similaires 70-90
BLOSUMS80 Détecter les membres d'une famille de protéines 50-60
BLOSUMG62 La matrice “tout-terrain” 30-40
BLOSUM30 Ali. plus longs de séq. plus divergentes ~ 30

e Rmqg : Les numéros des 2 familles de matrices vont en sens opposée
e PAM250~BLOSUM45: PAM160~BLOSUM®62 : PAM120~BLOSUMBS8O0

e Il existe des matrices spécialisées : especes spécifiques, classes de
protéines (transmembranaire par ex), ...



Les matrices de scores nucléiques 13

e 4 nucléotides au lieu de 20 a.a.

e Hypothese simple de fréquence identique (25% chacun), avec
éventuellement un poids différents pour les transitions (plus
fréquentes que les transversions)

A C G T A C G T
A 1 A 3
C O C O
G 0 O G 1 0 3
T 0 O 0 1 T O O 3

e Plus d'études sur les séquences protéiques que sur les séguences
nucléigues = matrices nucléigues moins perfectionnées

= Chercher sur les séqg. protéiques est toujours plus efficace




Gaps et pénalités de gap 14

e Les gaps servent a améliorer les alignements

e Mais pour ne pas donner lieu a des scénarios biologiquement
invraisemblables, il faut les garder en nombre raisonnable :
— 1 indel pour 20 a.a.

e La méthode |la plus utilisée pour pénaliser les gaps est la “pénalité

de gap affine”
o pénalité d'ouverture de gap

o+ex(l—1)obo>e e pénalité d’extension de gap

[ longueur du gap

e Autres types de pénalités possibles : linéaires, logarithmiques, . ..



Plan 15

e« BLAST

— L'algorithme

— Un exemple d'utilisation



BLAST [Altschul et al., 1990] 16

Basic Local Alignment Search Tool

e But : trouver un score d'alignement local élevé entre une séquence
requéte et une base de donnée cible

e Capable de détecter préciseément et rapidement des similarités entre
des séquences nucléiques ou protéiques, sans sacrifier la sensibilité

e Idée : les séquences similaires ont des segments communs de taille
k quasiment identiques, ces petits segments vont servir de graines
(ADN k = 11, protéines k = 3)



Les différentes versions de BLAST 17

e BLASTN : séqguences nucléiques
e BLASTP : séquences protéiques

e BLASTX : une séquence nucléique comparée a une BD protéique
(traduction suivant les 6 cadres de lecture)

e [BLASTX : une séquence nucléique comparée a une BD nucléique,
chacune suivant tous les cadres de lecture (~ 36 BLASTP)

e Psi-BLAST : itération de BLAST (Position-Specific-Iterated Blast)
— augmente |la sensibilité

e Phi-BLAST : motifs (Pattern-Hit Initiated BLAST)
— augmente |la sélectivité

e MEGABLAST : pour ség. longues ou trés similaires (> 95 %)
o BLAST2SEQUENCES : trouve les alignement locaux entre 2 séq.
e BLAT : optimisé pour les génomes



BLAST : L'algorithme

e On découpe S |la séquence requéte, en mots de longueur fixée
(petite) : les mots requétes (query words)
ex S=TLSHAWRLSNETDKRPFIETALRDQHKKDYPEYKYQPRRRKNGKP
query words . TLS, LSH, SHA, ...

e Pour chaque mot requéte, on détermine son voisinage

ex pour RDQ

RDQ 16 QDQ 12 EDQ 11 RDN 11 RDB 11 BDQ 10 RDP 10
RBQ 14 REQ 12 HDQ 11 RDD 11 ADQ 10 XDQ 10 RDT 10
RDZ 14 RDR 12 Z/ZDQ 11 RDH 11 MDQ 10 RQQ 10 RDY 10
KDQ 13 RDQ 12 RNQ 11 RDM 11 SDQ 10 RSQ 10 RDX 10
RDE 13 NDQ 11 RZQ 11 RDS 11 TDQ 10 RDA 10 DDQ 9

e Score seuil T, par exemple T'= 11, seuls les mots voisins dont le
score d'ali. avec le query word est > 1" passent a |'étape suivante

IRSS




BLAST : L'algorithme

e On découpe S |la séquence requéte, en mots de longueur fixée
(petite) : les mots requétes (query words)
ex S=TLSHAWRLSNETDKRPFIETALRDQHKKDYPEYKYQPRRRKNGKP
query words . TLS, LSH, SHA, ...

e Pour chaque mot requéte, on détermine son voisinage

ex pour RDQ

RDQ 16 QDQ 12 EDQ 11 RDN 11 RDB 11 BDQ 10 RDP 10
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BLAST : L'algorithme (2) 19

e Aligner le mot requéte avec un mot de son voisinage supérieur a 1T’

TLSHAWRLSNETDKRPFIETALRDQHKKDYPEYKYQPRRRKNGKP

[ e e o o N I
TLESGWRLENPGDKRPFVEGALREQHKKDHPEYKYQPRRRKSVKN

e EXxtension jusqu'a la construction d'un alignement local de longueur
maximale

e L’'alignement résultant est I'Hight-scoring Segment Pair ou HSP
(plusieurs HSP possibles par paire de séguences)



BLAST : Hit Extension

Score

Longueur de I’extension

20



BLAST : Mesure de significativité 21

e Une fois qu'un HSP est identifié il est important de déterminer s’il
est vraiment significatif

e BLAST calcule une valeur E en utilisant le score de |I'alignement et
d'autres parameétres : E = kmNe

e Pour chaque résultat, E représente le nb d’'HSP ayant un score de S
ou plus, que BLAST aurait pu trouver par chance

e La valeur de E fournit une mesure indiquant si I'HSP est un faux
positif

Plus |la valeur de E est petite, plus la similarité est significative




BLAST : Exemple d'utilisation 22

Tools Help

- . . X —_—————————————
> htt .nebinlm.nih.govybl

~ NCBI —
BLAST

Latest news: 15 Oct 2006 : BLAST 2.2.15 released

lsbout

+ Getting
started

+ MNews

+ FAQs

Ivore info

+ MNAR 2004

+ NCEI for d ( )
Handbook

+ The ent sequence 3 t I- and
Statistics of ! }
Sequence
Sirmilarity
Scores

Software

+ Downloads
+ Developer
infa

Other resources

+ References
MNCEBI
Contributors
Mailing list
Contact us

*

* ¥




BLAST : nouvelle interface (2007)

Fichier Edition Affichage Historique Marque-pages Outils Aide

< @_} @ = http:/fwww.ncbi.nim.nih.gov/blast/

» NCEWBLAST Home News

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

New Human and Mouse pre-indexed
Learn more about how to use the new BLAST design databases

Human and mouse genomic + transcript

megablast searches now use a faster,
BLAST Assembled Genomes indexed algorithm that typically reduces

run time by two thirds, as compared with
Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases. i

egal ]

09-04 10:55:00
Human Oryza sativa Gallus gallus
Human Oryza sativa Gallus gallus T
Mouse Bos taurus Pan troglodytes

Rat Danio rerio Microbes
Arabidopsis thaliana Drosophila melanogaster Apis mellifera

Tip of the Day

Basic BLAST

Using Genemic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Genomic BLAST pages are helpful

because they allow the genomic context of
Search a nucleotide database using a nucleotide query a BLAST search to be displayed in the

Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast Map Viewer. For example, discontiguous

{cross-s =) MegaBLAS
human RefSeq transcript for albumin
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast (NM_0DD477) can be used to identify the

nucleotide blast

rotein blast Search protein database using a protein query

. homeleg in the rat genome.
blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query More tips...

tblastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Specialized BLAST

Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

Search trace archives

Find conserved domains in your sequence (cds)

Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)
Search sequences that have gene expression profiles (GEQ)
Search immuneoglobulins (IgBLAST)

Search for SNPs (snp)

Screen sequence for vector contamination (vecscreen)

Align two sequences using BLAST (bl2seq)

O 0o oooaoao

Termingé




BLAST : Exemple d'utilisation (2)

-
o

=
e sassiages

Reset page

Enter Query Sequence

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & r Query subrange &)
=P29617 | PROS_DROME Protein prospero - Drosophila melanogaster

(Fruit fly). From I
S S AR AR AN CAAGEGALFOPOSYSTANSSSSNNNNSSTPAAL ATHSPTSNSPYSGASSAS
SLLTAAFGNLFGGS SAKMLNELFGROMKOAODATSGLPOSLONAMLAAAMETATSAELLT -

o I

1
CSORSLEAARADVAGLSPPRAASVESLNG

Or, upload file I Parcourir... | (]

Job Title |P29+31 7|PROS_DROME Protein prospero - Drosophila...

Enter a descriptive title for your BLAST search &

Choose Search Set

Database I Non-redundant protein sequences (nr)  ~| &

Organism
Optional I

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. g

Entrez Query I

Optional
Enter an Entrez query to limit search g

Program Selection

Algorithm ¥ blastp (protein-protein BLAST)
 PSI-BLAST (Position-Specific lterated BLAST)
{ PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)

Choose a BLAST algorithm &)

BLAST Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

[~ Show results in a new window

B Algorithm parameters




BLAST : Résultats grapiques (1) 25

:_"'___; BLAST

rNCEW BLAST/ blastp/ Formatting Results - GCMZZ2AJ014 Formatting options

Job Title: P29617|PROS_DROME Protein prospero - Drosophila...
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

S0n TE0 1000 1250 1405
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | i

Request ID GCMZZZAJ014

Status Searching

Submitted at Fri Cct 5 11:10:3
Current time Fri Oct 5 11:11:38 2007

Time since submission



BLAST : Résultats grapiques (2)

Distribution of 99 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

Color Key for alignment scores

<40 40-50 80-200 »=200

SR | | | | |
250 500 750 1000 1250




BLAST : Liste des résultats

: ST . Score E
Seguences producing significant alignments: {Bits) Value
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BLAST : Alighements

B = .
Query

Sbjct

B - .
Query

S5bict

B - .
Query

Shjct

B - .
Query

Shjct

Query

Shjct

Query

Sbhict

[!E PREDICTED: similar to prospero CG17228-PA, isoform

, Expect je-88. Method: mposition-based stats.
%) Positives 2347320 (T3%), Gaps = 508/320 (15%)

¥SPFFNPHAAAGDATAADLHOHHOQHHPHHOSHOL
1 PVSLPTSVAIPNPSLHES VFSPYSPFFNPHA H P L
MLPVSLPTSVAIPNPSLHESQVFSPYSPFENPHAG HPGOVPPPGPHHL

> )5SPPLPHPPSMLHPA »PDYKTCLRAVMDAQDROSEC
+5PP F P LHPA 3P MD+ +R ++C
PASPP - hthD~ 5P - - PLPHMPLHPA LS5PDY -HLRMDSNERPHNDC

NSADMOFDGMAPTISFYKOMOLKTEHQESLMAKHCESLTPLHSSTLTPMHLREKAKLMEFW

N5 D+ +DG+ PT
NSDDISYDGIQPT

. TFP[I+Fr. HTHH H#F HFPEF11IHﬂ
SILEMYFPDIRFNENNTAQLVEWFSHNFREFYY IOM

tDTEQSWKKS
TEQSWK
1462
1145
Expect = 4e-14,
Positives = 127
GHPALPOGFP- - - - PLLOHMGDMSHAAAMY QOFFFEQEARMAKEAAEQQQQOQQOQOQOQOQQQ

L PALP P + HMG 0+ + E QQo ++ +0

GLPALPTEHPHAAAAAMYHMG QKLYLE NO0AALERMED

P

H

[Apis mellifera]

28




PSI-BLAST

29

e PSI-BLAST : Position-Specific-Iterated BLAST

e Permet d’'identifier des protéines tres divergentes

e PSI-BLAST utilise des PSSM (Position-Specific Scoring Matrices)

e Une PSSM est une représentation numérique d’'un alignement

multiple :
BIRC6_HUMAN RRLAQEAVTLST..... S, LPLSSSSSVFVRCde....... eRLDIMKVLITGP. . .ADTPY
COP10_ARATH KRIQREMAELNI..... D......... PPPDCSAGPKGD-.......... NLYHWIATIIGP...SGTPY
FTS1_HUMAN YSLLAEFTLVVK..... Q......... KLPGVYVQPSYRS.......... ALMWFGVIFI--...RHGLY
consensus RRLMKELVLLLT..... Q......... KLPGVYVQPSYRS.......... ALVWFGVIFI--...RHGLY
PSSM associée :
A B C D E F G H I K L M \| P Q R N) T \' W Y yA
’R’; -10, -6,-2, -9, -2,-13,-19, -7,-16, 16,-14, -6, -1,-17, 1, 18, -6, -4,-13,-20, -4, -2;
>R’; -15,-12,-26,-13, -4,-13,-20, -5,-21, 16,-10, -6, -4,-20, 3, 47, -9, -6,-14,-21, -8, -4;
’L’; -9,-28,-22,-30,-20, 4,-32,-22, 25,-26, 35, 17,-26,-26,-19,-20,-24, -9, 16,-21, -2,-20;
M, -7,-14,-20,-19, -8, -8,-23, -, 0O, -5, 6, 14,-13,-19, 5, -3,-13, -7, -4,-19, -3, -2;



PSI-BLAST : la méthode 30

e Commence d’'abord par un BLAS TP avec |la protéine requéte

e Les séquences obtenues avec une valeur E inférieure a un certain
seuil et la protéine requéte sont alignées et une PSSM est
construite

e La PSSM sert alors de requéte pour rechercher de nouvelles
séquences

e Une PSSM est reconstruite en intégrant ces séguences et une
nouvelle recherche est effectuée
— Cette étape est itéréee plusieurs fois

e Fin : quand la recherche converge ou que la limite du nombre
d’'itération est atteint



Conclusions sur BLAST 31

e Ou couper dans la liste des résultats ?
— Nucléotides : valeur E < 107° et identité > 70 %

— Protéines : valeur E < 107 % et identité > 25 %

Ne pas utiliser ces limites sans réfléchir |
Est-ce que la matrice utilisée est correcte ? Regarder
I’'alignement. Quel sens biologique ? . ..

e Les artefacts de la recherche :

— Score élevé du a des régions de faible complexité ou d’'éléments
répétés comme les séquences LINE, SINE ou Alu
= Masquage de ces régions (par N ou X pour faible compl.)

— Attention a la fiabilité des résultats qui peuvent étre des
protéines hypothétiques (issues de prédiction) ou des EST
(moins fiables)



Plan 32

e« FASTA

— L'algorithme

— Un exemple d'utilisation



FASTA [Pearson et Lipman, 1988]

FAST Alignment

e Le premier programme largement utilisé pour la recherche de
similarité dans les banques

e Plusieurs versions disponibles

Programme Requéte Base de données equiv.

FASTA Nucléotide Nucléotide BLASTN

Protéine Protéine BLASTP

FASTX/FASTY ADN Protéine BLASTX
TFASTX/TFASTY Protéine ADN traduit TBLASTN

e Similaire a BLAST : méthode a graines

33



FASTA : L'algorithme 34

1. Localiser les mots de |Ig ktup matchant exactement entre la
séquence requéte et les séquences de la BD
(ADN ktup = 4 ou 6, protéines ktup =1 ou 2)

2. Regarder les 10 diagonales de meilleurs scores pour chaque
alignement 2 a 2

Essayer de les joindre entre elles (~ hit extension de BLAST)

3. Sélectionner les candidats parmi tous les ali. 2 a 2 avec les
meilleurs scores et réaligner leurs diagonales avec le principe de
programmation dynamique (Smith & Waterman)

4. Calculer les significativités des résultats : calcul d'une valeur E
représentant la probabilité que le résultat trouvé le soit par chance



FASTA : Phases 1 & 2

35



FASTA : Page d'accueil

v FASTATBTOgrarnms =" Hrefox:

File Edit Wiew Go Bookmarks Tools Help

{}j - - @ é’h H“i; http:jffasta.biochwvirginia.edu/ |E| ® Go ||GL

FRET

k.3 FASTA Programs |[PROS_DROME] Fasta UniProtks ... |

FASTA Sequence Comparison at the U. of Virginia

The FASTA web interface has been simplified, with new WWW pages. The same programs and databases are
available. If you find problems with the new arrangment, please send email to wrp@virginia.edu.

This FASTA server has been overstressed recently by users trying to search too many databases at once. As a
result, many searches are being dropped.

Please use the FASTA WWW service at: http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ to search large sequence databases.

If you are interested in using the FASTA WWW service for teaching a class, please email me (wrp@virginia.edu)
and [ can make arrangements for you to use a Beowulf cluster of FASTA servers.

Program Description

FASTA Compares a protein sequence to another protein sequence or to a protein database, or a
— DNA sequence to another DNA sequence or a DNA library.

Performs a rigorous Smith-Waterman alignment between a protein sequence and another
protein sequence or a protein database, or with DNA sequence to another DNA sequence
or a DNA library (very slow).

Compares a DNA sequence to a protein sequence database, translating the DNA sequence
in three forward (or reverse) frames and allowing frameshifts.

Compares a protein sequence to a DNA sequence or DNA sequence library. The DNA
sequence is translated in three forward and three reverse frames, and the protein query
TFASTX/TEASTY |sequence is compared to each of the six derived protein sequences. The DNA sequence is
translated from one end to the other; no attempt is made to edit out intervening
sequences. Termination codons are translated into unknown (X'} amino acids.




FASTA : nouvelle interface (2007)

Fichier Edition

®,

Affichage

Ao T

Historique Marque-pages

FRST

"7 UVA FASTA Server

F-T=

[X|

QOutils

Aide

i httpifffasta.bioch.virginia.edu/ffasta_www2/fasta_list2.shtmil

gy http:/fexpasy....rot/P29617.fas

FASTA Sequence Comparison at the U. of Virginia

UVa FASTA Server

About
+ Getting started
Other FASTA Servers

+ EMEL-EEI
+ KEGG (Japan}

References

FASTA
FASTX/FASTY
Statistics
FASTS/FASTF

Software

FASTA v35
Changelog
Downloads
Sequence
Libraries
Developer
Mailing list

Other resources

+ CHAPS -
Convert HMMs
and Profiles

+ FASTA
Exercises

+ NCBI BLAST
senver

+ EMEBL-EEI
Server

FASTA Program information

The FASTA programs find regions of local or global (new) similarity between Protein or DNA
sequences, either by searching Protein or DNA databases, or by identifying local duplications
within a sequence. Other programs provide information on the statistical significance of an
alignment. Like BLAST, FASTA can be used to infer functional and evolutionary relationships
between sequences as well as help identify members of gene families.

Protein

Protein-protein FASTA
Protein-protein Smith-Waterman
{ssearch)

{New) Global Protein-protein
{Needleman-Wunsch) (ggsearch)
{New) Global/Local protein-protein
{glsearch)

Protein-protein with unordered peptides
(fasts)

Protein-protein with mixed peptide
sequences (fastf)

Nucleotide

+ Nucleotide-Mucleotide (DNA/RNA fasta)

+ Ordered Mucleotides vs Nucleotide
(fastm)

+ Un-ordered Nucleotides vs Nucleotide
(fasts)

Translated

+ Translated DNA (with frameshifts, e.g.
ESTs) vs Proteins (fastx/fasty)

+ Protein vs Translated DNA (with
frameshifts) (tfastx/tfasty)

+ Peptides vs Translated DNA (tfasts)

Statistical Significance

* Protein vs Protein shuffle (prss)
* DNA vs DNA shuffle (prss)
* Translated DNA vs Protein shuffle (prix)

Local Duplications

Local Protein alignments (lalign)
Plot Protein alignment "dot-plot” (plalign)
Local DNA alignments (lalign)

L]
L]
L]
+ Plot DNA alignment "dot-plot” (plalign)




FASTA : Exemple d'utilisation

% FASTATSEqUEnCce Comparnson = Eiretox

File Edit Wiew Go Bookmarks Tools Help

<::| < < @ E}ﬂ H“i; http:jffasta.bioch virginia.edu/fasta_www2/fasta_www.cgi?rm=select&pgm=rfe :| @ Go ||GLr

FRET

[ FASTA Sequence Comparison |[[J|[PROS_DROME] Fasta UniProtKB ... |

Choose: (A) Program, (B) Query (sequence/accession), (C) Database and (D) Start Search:

5 Compare your own sequences:

A) Program: | FASTA: protein:protein
(A) d I P P Compare seguences |

(B) Query sequence: |FaAsTAformat ~| Subset range: | [ Use Subset range

>P28517|PROS_DROME Protein prospero - Drosophila melanogaste|«

MSSAAAAAAGAAGGGALFOPQSYST ANSSSSHMNNSSTRAALATHSPTSHSPYSGASSAS

SLLTAAFGNLFGGSSAKMLNELFGROMKQAQDAT SGLPQSLONAMLAAAMET ATSAELLT Entrez protein sequence browser
GSLNSTSKLLQQOHMNNST APANSTPMSNGTHNASI SPGSAHSSSHSHOGYSPKGSRRYSA
CSDRSLEAAAADVAGGSPPRAASVSSLNGGASSGEGHQSGLOHDLYAHHMLRNILOGKKE
LMQLDGELRT AMJQQQQ0LOEKEQLHSKLNNNMMNNT AAT ANNNNNT TMESINLIDDSEM
1] [T+]

# Protein ¢ DNA (both-strands) ¢ DNA (forward only) ¢ DNA (rev-comp only)

Entrez DMNA sequence browser

(C) Database: (D) Start Search
Protein DNA

Search Database |
| MCBI MR non-redundant j |

F Exclude low complexity (seq) Reset |

Other search options: Output limits:
Scoring matrix: open: ext: Ktup: Statistical estimates E(): Best E():

I Blosumé?2 j I-? |-1 Ilc:tup =2 j I Regress j I




FASTA : Résumé de la recherche

[ EASTANESHITS = SEirE 0%,

File Edit View Go Bookmarks Tools Help

1==»P28517|PROS_DROME Protein prospero - Drosophila me 1403 aa - 1403 aa
vs PIRl Annotated (rel. 66) library

opt
31
one = represents 256 library sequences

®E OE X E X E X X X X x X ® % = X || |
]

BRE TR W R K W B WU
SO E R N BB B, D
[

=120
5482336 residues in 14178 sequences




FASTA : Liste des résultats

() FASTA results’ - Firetox
File Edit Wiew Go Bookmarks Tools Help

‘C,:I M - @ E-;,n |:"ﬂ http:/ffasta.bioch.virginia.eduffasta_www2/fasta_www.cqgi |E| D Go ||'I:,|r

The best scores are: opt bits E(14178)
sp|P24708| INVO_ACTTR Involucrin gi|2144795|pir|I36911| involucrin L - ( 545) 106 36. 0.16 alic
pir|GIBPT4| gene 12 protein - phage T4 ( 518) 1oz 35. 0.28 alic
pir|I36912| involucrin S - douroucouli (fragment) ( 299) 97 33. 0.39 alic
sp|P14708| INVO_PONPY Involucrin gi|2144791|pir|IS7441| involucrin - o ( 836) 102 35. @.41 align
pir|WTHUB| semenogelin I precursor [validated] - human ( 463) 92 32.
pir|A31497| kinesin heavy chain - fruit fly (Drosophila melanogaster) ( 976) 95 33,
sp|P28739| KLPA_EMENI Kinesin-like protein klpA gi|322991|pir|A44337| ( 771) 93 33.

{

(

{

(

(

{

331:

sk}
—
) (=
fe}
=

0
— |—
=
fe}
=

sp|P14590| INVO_LEMCA Involucrin gi|280740|p1ir|A43733] involucrin - ri 451) 88 32,
sp|P16G73|RRPP_NDVA Phosphoprotein (P protein) [Contains: Wonstructur
sp|POS216|KPCE_RAT Protein kinase C, epsilon type (nPKC-epsilon) gi|6
sp|P18054 | KPCE_MOUSE Protein kinase C, epsilon type (nPKC-epsilon) g1
sp|P20063| LDLR_RABIT Low-density lipoprotein receptor (LDL receptor) 838) 91 32.

o
1
8
2
8
7
2
1
396) 88 31.59
7
7
8
pir|KIRBCE| protein kinase C (EC 2.7.1.-) epsilon - rabbit 737) 90 32.5
7
S
1
8
4
3
7
5]
3
8
4

738) 91 32,
738) 91 32,

oo (o o (o o (o
i e e R e
== == = =]
EREIERELERE

ek}
— |—
[
fe}
=

sp|P48997 | INVO _MOUSE Involucrin gi|2144799|pir|A49377| involucrin - ( 468) 87 31.
sp|Q99104|MY0OSA_MOUSE Myosin Va (Myosin SA) (Dilute myosin heavy chai (18%4) 93 33,
sp|Q02156| KPCE_HUMAN Protein kinase C, epsilon type (nPKC-epsilon) g1 ( 738) 88 32.
sp|PO7751 | SPTA2_CHICK Spectrin alpha chain, brain (Spectrin, non-eryt (2478) 94 33,
pir|526604| myb-related protein Ph2 - garden petunia ( 281) B2 30.
sp| Q03654 | CEF1_YEAST CEFl proteiln gi|l1078544|pir|S55085| myb-related ( 591) 85 31.
sp|P13458| SBCC_ECOLI Exonuclease shcC gil|73012|pir|BVECSC| exonucleas (1048) 88 31.
sp|P24712| INVO SAGOE Involucrin gi|2144797|pir|AS7783] involucrin - ¢ ( 494) 82 30.
sp|P1E157| ANK1_HUMAN Ankyrin 1 (Erythrocyte ankyrin) (Ankyrin R} gi|7 (1882) 88 32.
sp|P21230|VPS BRD Outer capsid protein VPS gi|320318|pir|A45339| oute ( 481) 79 29,
sp|PO3647 | VGH_BPG4 Minor spike protein (H protein) (Pilot protein) gi ( 338) 77 29.
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FASTA : Exemple d'alignement

() FASTA results’ - Firetox

File Edit Wiew Go Bookmarks Tools Help

(}:I - - @ E-}Fh %] http:fffasta bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_www coi#gi|124727 |E| @ Go |[CL
>>>P29617|PROS DROME, 1403 aa vs A library

=»gl| 124727 | sp|P24708| INVO AODTTR Involucrin gi|2144795|pir|I368911] involucrl (545 aal
initn: 146 initl: 81 opt: 106 Z-score: 134.5 bits: 35.0 E(): 0.16
Smith-Waterman score: 219; 23.301% identity (52.03%% similar) 1n 515 aa overlap (450-962:98-542)
Entrez Lookup Be-search database General re-search
450 460 470 420 490 =00 =10 520
P29517 KKPGMDLERARVENIVSGMRCSPSSGLAQAGOLOWNGCKKRKLY QPQOHA - MERY VAAAAGLNFGLNLQSMMLDOE- DSE

g0 70 B0 80 100 110 120 130

530 540 S50 S60 570 80 290
P29817 LESPQIQQKRVEKMALKSOLRSMOED
gl|124 LAKSDEQLGTKKEQLLEFPE-QQE
140 150 160 170 180 190 200
500 510 520 630 540 650 G660
P29817 -EPDNGSSDHIELSPSPTLTGDGOVSPNHKEET GOERPGSSSPSPSPLEPKT SLGESSDSGANHLSOMHSKMMSGELHNM
gi|124 LEQQEGQLKHLEQQ
210 220 230 240 250 260 270

G670 580 E90 700 710 720 730
P2OE1T -LVG VGHPALPOG- FPPLLOHMGDMSHAAAMY QOF - FFEQEARMAKEAAEQQQQQQOQQ0QQ00000-Q




Comparaison BLAST /FASTA

e Quel est le meilleur 7 pas de bonne réponse

— FASTA commence la recherche en cherchant des mots exacts
alors que BLAST autorise les substitutions conservatives

— FASTA retourne 1 seul alignement par paire requéte/séq. rés.,
alors que BLAST autorise plrs HSP

— FASTA utilise un alignement local plus rigoureux, donc ses
alignements finaux sont plus fiables

— BLAST est plus rapide que FASTA

42



Références 43

e Chap 11 dans “Bioinformatics : A Practical Guide to the
Analysis of Genes and Proteins, 3rd Edition”
[Baxevanis & Ouellette,2005]

e Illustrations :

— BLAST : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

— FASTA :
http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2 /fasta_list2.shtml



Plan 44

e La suite ...



Alignements multiples 45

e Et si I'on veut comparer plusieurs séquences a la fois?
e Plusieurs séquences = meilleure fiabilité
e Multiple Sequence Alighement ou MSA

e Comme pour les alignements de 2 séquences, il existe des MSA
globaux et des MSA locauxX
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