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Similarité et homologie 1

• Tendance à les utiliser de manière interchangeable alors qu’ils ont des

sens différents et impliquent des relations biologiques différentes

• Similarité

→ Mesure quantitative de comment 2 séquences sont reliées

→ La similarité est toujours basée sur de l’observable, en général sur

l’alignement de ces deux séquences

→ Ex : pourcentage d’identité, score d’alignement

⇒ Haut degrés de similarité peut impliquer une origine évolutive commune

• Homologie

→ Conclusion supposée basée sur l’examen d’un alignement optimal entre

2 séquences et de leur similarité

→ Les gènes (ou les protéines corr.) sont ou ne sont pas homologues,

l’homologie ne se mesure pas en degrés

→ Le concept d’homologie implique des relations évolutives et peut

s’employer pour 2 types de rel. : orthologie et paralogie

⇒ Voir la partie phylogénie



Alignement global contre alignement local 2

• Ce sont les deux grands types d’alignements

• Ils permettent d’estimer la similarité entre séquences

→ GLOBAL : 2 séquences, comparaison sur leur totalité, trouve le

meilleur alignement sur toute leur longueur

Utilisé pour des séq. très similaires et approx. de même lg

[Needleman & Wunsh, 1970]

→ LOCAL : chercher les régions les plus similaires dans les 2 séq.

Permet de trouver des sous-séq. 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 3

• Donner un score aux alignements

→ Les matrices de scores, généralités

→ Les matrices PAM

→ Les matrices BLOSUM

→ Les matrices nucléiques

→ Pénalités de gaps

• BLAST

• FASTA

• Comparaison BLAST/FASTA

• La suite ...



Les matrices de scores 4

• Complément naturel des méthodes “numériques” produisant un

score (comme les alignements)

• Shémas de score empirique

• Utilisées dans la comparaison de deux ou plusieurs séquences

• Comment sont-elles construites ? Comment les choisir ?

Choix important influençant fortement les résultats

[Henikoff & Henikoff, 2000]



Facteurs biologiques importants 5

• Conservation

Conservation absolue et substitutions conservatives

→ Quels résidus peuvent être substitués par d’autres sans affecter la

fonction de la protéine ?

• Fréquence

Les résidus rares ont un poids plus fort que les résidus communs

→ Les matrices doivent refléter le nombre de fois qu’un résidu

apparâıt dans l’ensemble des protéines

• Évolution

Les matrices représentent implicitement les schémas évolutifs

→ Le choix des matrices à utiliser dépend de la distance évolutive



Exemple : BLOSUM62 6

A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V

A 4

R -1 5

N -2 0 6

D -2 -2 1 6

C 0 -3 -3 -3 9

Q -1 1 0 0 -3 5

E -1 0 0 2 -4 2 5

G 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6

H -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8

I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4

K -1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5

M -1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5

F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6

P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7

S 1 -1 1 0 -1 0 0 0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1 4

T 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5

W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11

Y -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7

V 0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 -2 0 -3 -1 4
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Exemple : BLOSUM62 (2) 7

• Score = logarithme d’un “rapport de chances” (odds ratio) : prend

en compte le nb de fois où un résidu particulier

→ est remplacé par un autre dans la nature

→ serait remplacé par un autre si ça se produisait par chance

Les substitutions observées fréquemment ont un score

positif et celles peu fréquentes, un score négatif

• Log odds ratio : Si,j = log[
qi,j

pipj
]

pi prob. d’occurence de i parmis toutes les protéines

qi,j fréquence de substitution i par j (à partir d’alignements)

• Le log odds ratio est le rapport de l’observé sur l’aléatoire



Les matrices PAM 8

• Les premières matrices utiles pour l’analyse de séquences

[Dayoff et al., 1978]

• Basées sur l’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 à une position donnée

• L’unité de mesure résultant de cette analyse est le Point Accepted

Mutation ou unité PAM

• Une unité PAM correspond à 1 changement d’a.a. pour 100 résidus



Les matrices PAM : les hypothèses 9

• Le remplacement d’un a.a. est indépendant des mutations

précédentes à la même position

⇒ la matrice originale a été extrapolée pour prédire les fréquences

de substitution pour des distances évolutives plus élevées

Ex : PAM1 multipliée par elle-même 100 fois donnerait PAM100

• Tous les sites sont mutables de manière équivalente

• Les remplacements sont indépendants des résidus voisins

• Pas de considération de bloc ou de motif

• Autres biais dûs par exemple aux nb et caractéristiques des

protéines connues en 1978, ...



Les matrices BLOSUM 10

• Approche différente par [Henikoff & Henikoff, 1992]

• Identifier les motifs conservés à l’intérieur des familles de protéines

⇒ Création de la base de données BLOCKS

→ Motif : suite conservée d’a.a. qui confère une fonction ou une

structure spécifique à une protéine

→ Blocs : généralisation des motifs

• À l’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 à différentes

échelles évolutives, elles ne sont pas extrapolées

• BLOSUMn : n représente le niveau de conservation des séquences

utilisées pour construire la matrice

Ex : BLOSUM62 est calculée à 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

• Le choix par défaut des logiciels n’est pas forcément approprié

Matrices Meilleur usage Similarité (%)

PAM40 Alignements courts qui sont très similaires 70-90

PAM160 Détecter les membres d’une famille de protéines 50-60

PAM250 Ali. plus longs de séq. plus divergentes ∼ 30

BLOSUM90 Alignements courts qui sont très similaires 70-90

BLOSUM80 Détecter les membres d’une famille de protéines 50-60

BLOSUM62 La matrice “tout-terrain” 30-40

BLOSUM30 Ali. plus longs de séq. plus divergentes ∼ 30

• Rmq : Les numéros des 2 familles de matrices vont en sens opposé

• PAM250∼BLOSUM45 ; PAM160∼BLOSUM62 ; PAM120∼BLOSUM80

• Il existe des matrices spécialisées : espèces spécifiques, classes de

protéines (transmembranaire par ex), . . .



Les matrices de scores nucléiques 13

• 4 nucléotides au lieu de 20 a.a.

• Hypothèse simple de fréquence identique (25% chacun), avec

éventuellement un poids différents pour les transitions (plus

fréquentes que les transversions)

A C G T

A 1

C 0 1

G 0 0 1

T 0 0 0 1

A C G T

A 3

C 0 3

G 1 0 3

T 0 1 0 3

• Plus d’études sur les séquences protéiques que sur les séquences

nucléiques ⇒ matrices nucléiques moins perfectionnées

⇒ Chercher sur les séq. protéiques est toujours plus efficace



Gaps et pénalités de gap 14

• Les gaps servent à améliorer les alignements

• Mais pour ne pas donner lieu à des scénarios biologiquement

invraisemblables, il faut les garder en nombre raisonnable :

→ 1 indel pour 20 a.a.

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

de gap affine”

o + e× (l − 1) où o > e

o pénalité d’ouverture de gap

e pénalité d’extension de gap

l longueur du gap

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



Plan 15

• Donner un score aux alignements

• BLAST

→ L’algorithme

→ Un exemple d’utilisation

• FASTA

• Comparaison BLAST/FASTA

• La suite ...



BLAST [Altschul et al., 1990] 16

Basic Local Alignment Search Tool

• But : trouver un score d’alignement local élevé entre une séquence

requête et une base de donnée cible

• Capable de détecter précisément et rapidement des similarités entre

des séquences nucléiques ou protéiques, sans sacrifier la sensibilité

• Idée : les séquences similaires ont des segments communs de taille

k quasiment identiques, ces petits segments vont servir de grâınes

(ADN k = 11, protéines k = 3)



Les différentes versions de BLAST 17

• BLASTN : séquences nucléiques

• BLASTP : séquences protéiques

• BLASTX : une séquence nucléique comparée à une BD protéique

(traduction suivant les 6 cadres de lecture)

• TBLASTX : une séquence nucléique comparée à une BD nucléique,

chacune suivant tous les cadres de lecture (∼ 36 BLASTP)

• Psi-BLAST : itération de BLAST (Position-Specific-Iterated Blast)

⇒ augmente la sensibilité

• Phi-BLAST : motifs (Pattern-Hit Initiated BLAST)

⇒ augmente la sélectivité

• MEGABLAST : pour séq. longues ou très similaires (> 95 %)

• BLAST2SEQUENCES : trouve les alignement locaux entre 2 séq.

• BLAT : optimisé pour les génomes



BLAST : L’algorithme 18

• On découpe S la séquence requête, en mots de longueur fixée

(petite) : les mots requêtes (query words)

ex S=TLSHAWRLSNETDKRPFIETALRDQHKKDYPEYKYQPRRRKNGKP

query words : TLS, LSH, SHA, . . .

• Pour chaque mot requête, 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 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 . . .

• Score seuil T , par exemple T = 11, seuls les mots voisins dont le

score d’ali. avec le query word est ≥ T passent à l’étape suivante
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BLAST : L’algorithme (2) 19

• Aligner le mot requête avec un mot de son voisinage supérieur à T

TLSHAWRLSNETDKRPF I ETALRDQHKKDYPEYKYQPRRRKNGKP

| | | | | | + | | | |+ | | | | + | | | | | + | | | | | | | | | | | + |
TLESGWRLENPGDKRPFVEGALREQHKKDHPEYKYQPRRRKSVKN

←−←−←−←− −→ −→ −→ −→

• Extension jusqu’à la construction d’un alignement local de longueur

maximale

• L’alignement résultant est l’Hight-scoring Segment Pair ou HSP

(plusieurs HSP possibles par paire de séquences)



BLAST : Hit Extension 20

Longueur de l’extension

T

S

S
co

re
Longueur de l’HSP

X



BLAST : Mesure de significativité 21

• Une fois qu’un HSP est identifié il est important de déterminer s’il

est vraiment significatif

• BLAST calcule une valeur E en utilisant le score de l’alignement et

d’autres paramètres : E = kmNe−λS

• Pour chaque résultat, E représente le nb d’HSP ayant un score de S

ou plus, que BLAST aurait pu trouver par chance

• La valeur de E fournit une mesure indiquant si l’HSP est un faux

positif

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



BLAST : Exemple d’utilisation 22



BLAST : nouvelle interface (2007) 23



BLAST : Exemple d’utilisation (2) 24



BLAST : Résultats grapiques (1) 25



BLAST : Résultats grapiques (2) 26



BLAST : Liste des résultats 27



BLAST : Alignements 28



PSI-BLAST 29

• PSI-BLAST : Position-Specific-Iterated BLAST

• Permet d’identifier des protéines très divergentes

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

• 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 N P Q R S T V W Y Z

’R’; -10, -6,-25, -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, -7, 0, -5, 6, 14,-13,-19, 5, -3,-13, -7, -4,-19, -3, -2;

...



PSI-BLAST : la méthode 30

• Commence d’abord par un BLASTP avec la protéine requête

• Les séquences obtenues avec une valeur E inférieure à un certain

seuil et la protéine requête sont alignées et une PSSM est

construite

• La PSSM sert alors de requête pour rechercher de nouvelles

séquences

• Une PSSM est reconstruite en intégrant ces séquences et une

nouvelle recherche est effectuée

→ Cette étape est itérée plusieurs fois

• Fin : quand la recherche converge ou que la limite du nombre

d’itération est atteint



Conclusions sur BLAST 31

• Où couper dans la liste des résultats ?

→ Nucléotides : valeur E < 10−6 et identité > 70 %

→ Protéines : valeur E < 10−3 et identité > 25 %

Ne pas utiliser ces limites sans réfléchir !

Est-ce que la matrice utilisée est correcte ? Regarder

l’alignement. Quel sens biologique ? . . .

• Les artefacts de la recherche :

→ Score élevé dû à 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 à la fiabilité des résultats qui peuvent être des

protéines hypothétiques (issues de prédiction) ou des EST

(moins fiables)



Plan 32

• Donner un score aux alignements

• BLAST

• FASTA

→ L’algorithme

→ Un exemple d’utilisation

• Comparaison BLAST/FASTA

• La suite ...



FASTA [Pearson et Lipman, 1988] 33

FAST Alignment

• Le premier programme largement utilisé pour la recherche de

similarité dans les banques

• Plusieurs versions disponibles

Programme Requête Base de données équiv.

FASTA Nucléotide Nucléotide BLASTN

Protéine Protéine BLASTP

FASTX/FASTY ADN Protéine BLASTX

TFASTX/TFASTY Protéine ADN traduit TBLASTN

• Similaire à BLAST : méthode à grâınes



FASTA : L’algorithme 34

1. Localiser les mots de lg ktup matchant exactement entre la

séquence requête 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 à 2

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

3. Sélectionner les candidats parmi tous les ali. 2 à 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 36



FASTA : nouvelle interface (2007) 37



FASTA : Exemple d’utilisation 38



FASTA : Résumé de la recherche 39



FASTA : Liste des résultats 40



FASTA : Exemple d’alignement 41



Comparaison BLAST/FASTA 42

• Quel est le meilleur ? 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 requête/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



Références 43

• Chap 11 dans “Bioinformatics : A Practical Guide to the

Analysis of Genes and Proteins, 3rd Edition”

[Baxevanis & Ouellette,2005]

• Illustrations :

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

→ FASTA :

http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta www2/fasta list2.shtml



Plan 44

• Donner un score aux alignements

• BLAST

• FASTA

• Comparaison BLAST/FASTA

• La suite ...



Alignements multiples 45

• Et si l’on veut comparer plusieurs séquences à la fois ?

• Plusieurs séquences ⇒ meilleure fiabilité

• Multiple Sequence Alignement ou MSA

• Comme pour les alignements de 2 séquences, il existe des MSA

globaux et des MSA locaux
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