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Introduction Générale

Contexte de travail

Bien que la bioinformatique n’ait utilisé I'informatique a ses débuts que comme un
outil pratique de classification de l'information, le volume des données produites par les
différents programmes de séquencage des génomes fournit aux biologistes une moisson
d’informations sans cesse croissante dont il nous faut extraire la substantifique moelle afin
de comprendre les mécanismes de fonctionnement du vivant.

Nous assistons aujourd’hui a une course effrénée dans 'annotation des génomes, ’ana-
lyse fonctionnelle des génes et des protéines ainsi que ’étude a grande échelle de 'interac-
tion des protéines (puces & ADN). Les entreprises privées qui travaillent dans le domaine de
la génétique et de la bioinformatique ont d’ailleurs bien compris leur intérét a s’approprier
des fragments de genes en brevetant leurs découvertes vu le vide juridique actuel.

Dans cette course a la découverte il est nécessaire de disposer d’outils performants et de
qualité. Les algorithmes élaborés il y a trente ans, bien que toujours efficaces, nécessitent
a présent d’étre améliorés tant du point de vue de la qualité que du point de vue de
lefficacité étant donné la masse d’informations a traiter.

Le probleme d’alignement de deux séquences d’ADN ou d’Acides Aminés est une
opération fondamentale en bioinformatique qui a pour but d’identifier des zones conservées
entre deux séquences. On postule que des séquences similaires risquent fort de posséder des
propriétés physico-chimiques ou structurelles identiques. Si une nouvelle séquence est si-
milaire a une séquence préalablement étudiée, on sera en mesure d’attribuer une fonction a
la nouvelle séquence découverte, puis on vérifiera de maniere expérimentale les hypotheses
de départ.

Aligner deux séquences consiste & mettre en regard les caracteres (nucléotides ou acides
aminés) qui se ressemblent. Des caractéres ou suites de caractéres consécutifs qui semblent
similaires dans les deux séquences ne sont pas toujours en regard, et il est donc parfois
nécessaire de décaler une partie d’une séquence par rapport a une autre. Cette opération
est qualifiée d’insertion de bréche (ou gap en anglais), puisqu’elle permet de visualiser la
séparation de la séquence en fragments.

L’insertion de breches est 'opération de base de 'alignement de séquences. L’objectif
est d’en insérer suffisamment pour maximiser les appariements entre les deux séquences,
sans toutefois aboutir & un morcellement. Le probléme d’alignement de séquences peut
donc étre vu comme un probleme d’optimisation ou il faut maximiser le nombre d’ap-
pariements tout en minimisant le nombre de breéches introduites. Ce probleme peut étre
résolu de maniere exacte a I’aide de la programmation dynamique.

Un autre probleme lié a l'alignement de séquences, mais bien plus complexe est le
probleme d’alignement multiple qui consiste a aligner plus de deux séquences en méme
temps. L’alignement multiple permet notamment d’étudier un groupe de protéines ap-
parentées afin d’exhiber des motifs communs sensés jouer un role dans la fonction ou la
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structure des protéines d’une méme famille. Ce probleme est NP-complet, en d’autres
termes il fait partie d’une classe de problemes difficiles & résoudre.

On peut étendre l'algorithme exact d’alignement de deux séquences pour 'appliquer

a lalignement multiple. On est alors garanti d’obtenir une solution optimale du point de
vue de la fonction objectif. Cependant la complexité de ’algorithme qui en résulte est telle
qu’on ne peut I'appliquer qu’a un petit nombre de séquences de faible longueur.

Différents algorithmes existent pour 'alignement multiple de séquences. On peut les

classer selon trois catégories :

— Les algorithmes exacts sont basés sur une généralisation de l'algorithme utilisé pour
deux séquences. Il est possible d’aligner une vingtaine de séquences en réduisant et
en décomposant le probleme.

— Les algorithmes progressifs qui consistent a aligner des sous-groupes de séquences.
Ils commencent par réaliser des alignements de deux séquences, puis ces alignements
sont & leur tour alignés entre eux. L’algorithme s’arréte une fois toutes les séquences
regroupées. Cette catégorie regroupe les algorithmes donnant les meilleurs résultats.

— Les algorithmes itératifs sont basés sur des méthodes plus variées que les algorithmes
progressifs. Ils ont comme point commun de réaliser 1'alignement de séquences en
prenant en compte toutes les séquences simultanément.

Motivations et contributions

De nombreux algorithmes ont été développés mais aucun d’entre eux ne permet d’ob-
tenir la solution optimale dans tous les cas. L’existence de jeux d’essais, comme Balibase,
permet une évaluation plus facile des nouveaux algorithmes. La solution optimale étant
proposée avec chaque jeu d’essais, le résultat obtenu par un algorithme peut étre évalué
par une comparaison directe.

Dans cette optique nous avons développé deux algorithmes différents pour I’alignement
multiple de séquences. Il s’agit de deux algorithmes de type progressif, dont ’objectif est
de pouvoir aligner ensemble deux alignements.

Le premier, appelé Plasma (Progressive LocAl Search for Multiple Alignment), pro-
pose pour cela une méthode d’alignement par insertion de colonnes completes de breches.
L’algorithme cherche a placer au mieux ces bréches dans un des deux groupes de séquences
alignées ou dans les deux simultanément. Le processus se termine lorsqu’il n’est plus pos-
sible d’améliorer la qualité du résultat.

Le second algorithme, baptisé Plasma II, est une méthode qui permet de résoudre
un probleme proposé il y a quelques années [Kececioglu and Zhang, 1998] : 'alignement
d’alignements. Le méme auteur propose dans [Kececioglu and Starrett, 2004] une méthode
de résolution difficile & cerner et qui semble peu efficace.

Notre algorithme permet d’apporter une réponse a ce probleme avec une complexité
moindre en utilisant une méthode basée sur la programmation dynamique. Les tests ef-
fectués sur les jeux d’essais de Balibase montrent que notre algorithme donne de bons
résultats, sans toutefois égaler les meilleurs algorithmes actuels. Nous avons donc implé-
menté des modifications sur notre algorithme, afin de pallier certaines erreurs d’alignement.
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Les tests effectués sur les jeux d’essais de Balibase montrent que notre algorithme donne
de bons résultats, sans toutefois égaler les meilleurs algorithmes actuels.

[Kececioglu and Starrett, 2004; Wheeler and Kececioglu, 2007] proposent une méthode
de résolution basée sur ’évaluation pessimiste / optimiste des bréches dont la complexité
théorique pour aligner 2 alignements de k£ séquences de longueur n est dans le pire des cas
en O(5%.n?), mais en pratique en O(k2.n?). Notons que Kececioglu indique que ce probleme
est NP-Complet (méme s'il trouve cela surprenant), or le modeéle que nous avons mis en
place, basé sur la programmation dynamique, est en O(k%.n?). Kececioglu a également
développé un logiciel alignalign qui est censé calculer de maniere exacte le résultat de
I’alignement de deux alignements par rapport a la somme des paires en utilisant un fonction
de gap affine. Cependant des expérimentations que nous avons pu mener montre que par
rapport a Plasma II, alignalign ne trouve que trés rarement la solution optimale (5 %).

Organisation de la these

Le manuscrit se décompose en deux parties. La premiere présente un état de l'art
pour le probleme d’alignement de séquences. Le premier chapitre est axé sur la bioinfor-
matique, afin de repositionner le probleme de I'alignement de séquences, mais également
afin de définir les notions biologiques utilisées par la suite. Les deux chapitres suivants
présentent en détail le probléeme de ’alignement de séquences. Le premier est consacré au
cas particulier de I'alignement de deux séquences. Nous y exposons le probleme ainsi que
des algorithmes exacts pour le résoudre. Nous terminons cette partie par la présentation
du probleme d’alignement multiple de séquences proprement dit. Ce probleme étant NP-
Complet, nous exposons quelques uns des algorithmes représentatifs permettant d’y ap-
porter des solutions.

La seconde partie est consacrée aux apports personnels. Nous présentons tout d’abord
Plasma dans un premier chapitre. Les deux chapitres suivants sont consacrés a Plasma
II, tout d’abord pour présenter ’algorithme proprement dit ainsi que les résultats que
nous avons obtenus. Dans un deuxieéme temps nous présentons quelques modifications qui
comme nous le verrons nous permettent d’obtenir de bons résultats. L’algorithme Plasma
II ainsi que les différentes modifications ont été testés sur les jeux d’essais de Balibase, en
utilisant les deux criteres SPS et CS qui permettent d’évaluer la qualité d’un alignement
par rapport a un alignement de référence.






Premiere partie






Chapitre 1

La bioinformatique

1.1 Introduction

C’est en 1866, apres plusieurs années de recherches, que Mendel énonce les 3 lois de
I’hérédité qui sont & la base de la génétique moderne. Au début du XX®™ sidcle sont
découverts successivement les chromosomes, par observation microscopique des noyaux
de cellules, et les genes. Il faudra attendre la fin de la seconde Guerre Mondiale pour
découvrir tout d’abord la structure des genes sous forme d’ADN, puis quelques années
apres la structure méme de cet ADN [Watson and Crick, 1953]. A partir de 13, la cadence
des découvertes va en accélérant. Les étapes principales sont le début de la manipulation
de PADN en 1970, donnant ainsi naissance & une nouvelle discipline : le génie génétique.
Depuis ces vingt dernieres années, les séquencages de génomes se sont multipliés. Pour
arriver finalement en 2003 jusqu’au séquencage complet du génome humain. Plusieurs
projets, tels que HUGO (http ://www.hugo-international.org), voient le jour pour parvenir
a ce séquencage.

L’analyse de séquences est un concept apparu vers la fin des années 60, soit un siecle
apres les lois de Mendel. En effet, les découvertes réalisées en biologie a partir de cette date
vont apporter de plus en plus d’informations sur la structure des séquences. En quelques
années ont ainsi été créées les bases de ce qui deviendra par la suite la bioinformatique.
Citons par exemple quelques articles fondateurs : [Fitch and Margoliash, 1967] pour la re-
construction de phylogénie, [Needleman and Wunsch, 1970] pour I’alignement de séquences
et [Chou and Fasman, 1974] pour la prédiction de structures secondaires.

Le terme bioinformatique a été introduit au début des années 1990. Le sens alors donné
a ce terme correspondait a 'utilisation d’ordinateurs pour accomplir les nombreux calculs
des différents problémes d’analyse de séquences. Aujourd’hui ce sens est considérablement
élargi, car on ne considere plus la bioinformatique comme uniquement un traitement in-
formatique de problémes biologiques. La bioinformatique est en effet devenue une science
a part entiere faisant appel aux compétences de plusieurs disciplines. Différents points
de vue permettent de considérer également 'analyse de séquences comme des probléemes
mathématiques, chimiques ou bien encore physiques.

En dehors de I'aspect algorithmique proprement dit, bon nombre de disciplines de I'in-
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Chapitre 1. La bioinformatique

formatique sont impliquées dans le traitement des données biologiques. Citons par exemple
les bases de données, ’extraction de connaissances, la programmation par contraintes ou
bien encore le traitement du langage naturel.

Un minimum de connaissances en biologie est nécessaire pour la lecture de ce manus-
crit. Dans ce chapitre, nous allons tout d’abord rappeler les différentes notions qu’il est
indispensable de connaitre. Ces notions concernent plus particulierement les séquences,
ainsi que les constituants qui les composent : ADN, ARN et protéines. Nous exposerons
ensuite quelques uns des principaux domaines de recherche de la bioinformatique, liés a
I’analyse des séquences.

1.2 Définitions - notions de biologie

La médiatisation faite autour du séquengage des génomes, et plus particulierement du
séquencage du génome humain rend familiers certains des termes utilisés. Ainsi I'utilisation
d’ADN, protéine ou bien encore séquence, est devenue familiere pour tout un chacun.
Cependant les notions auxquelles ces termes se rapportent sont souvent un peu floues.
Nous allons donc faire ici quelques rappels en donnant des définitions précises.

1.2.1 ADN, ARN et protéines
L’ADN : acide désoxyribonucléique

L’ADN est un acide de la famille des acides nucléiques, composé d’une succession de
nucléotides. On peut définir [Harry, 2001] FADN d’un organisme comme l’ensemble des
informations génétiques nécessaires a 1’édification, au fonctionnement et a la reproduction
de chaque organisme.

Définition 1 (Nucléotides) Les nucléotides sont constitués a partir d’une base azotée
(Adénine, Thymine, Guanine, Cystosine) d’un sucre et d’un groupement phosphate. Par
convention on utilise la premiere lettre de chacune des bases pour appeler les nucléotides.

Les nucléotides peuvent étre rangés en deux catégories. Les bases C' et T sont dites pyrimi-
diques, et les bases A et GG sont dites puriques. Lorsque ’on parle d’ADN, la représentation
que l'on fait est souvent celle d’une structure en double hélice. Les deux brins constituant
cette double hélice ne sont pas formés indépendamment. A chaque base d’un brin est as-
sociée sur 'autre brin une base complémentaire. Les complémentarités des bases sont les
suivantes :

-A<=T

-C = G
Cette complémentarité permet donc de définir totalement ’ADN & partir d’un seul des
deux brins.

Définition 2 (Séquence d’ADN) On appelle séquence d’ADN la lecture séquentielle
de Densemble des bases constituant un brin d’ADN.
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Définition 3 (Structure) Cette représentation ordonnée des bases constitue la structure
primaire de la séquence. La représentation de I’ADN sous forme de double hélice est appelée
la structure secondaire.

Définition 4 (Longueur) On appelle longueur d’une séquence d’ADN le nombre de
bases qui composent cette séquence.

IL’ARN : Acide Ribonucléique

I’ARN est obtenu & partir d’'un des deux brins d’ADN. A chaque nucléotide de la
séquence d’ADN va correspondre le nucléotide complémentaire, sauf pour ’Adénine. En
effet, pour PARN, le complémentaire de I’Adénine n’est pas la Thymine mais 1’Uracile.

Définition 5 (Transcription) La transcription est le mécanisme qui permet de dupli-
quer un brin d’ADN sous forme d’ARN.

L’ARN est subdivisé en trois catégories, chacune ayant un role différent.
— L’ARN de transfert (ARNy) est utilisé dans la phase de traduction de ’ARN en
protéines.
— I’ARN ribosomique (ARN,) forme une trame sur les ribosomes, afin de permettre
aux protéines synthétisées par les ribosomes de se fixer.
— I’ARN messager (ARN,,) est utilisé chez les eucaryotes pour véhiculer I'information
génétique du noyau vers le cytoplasme (substance de la cellule qui entoure le noyau).

Les protéines

En prenant les bases de ’ARN par groupes de trois, on obtient les codons. Il existe donc
3% = 64 possibilités pour former les codons. Trois des codons sont utilisés pour stopper la
synthese des protéines et les 61 restants servent a coder les acides aminés.

A plusieurs codons peut correspondre le méme acide aminé. Au total, il existe 20 acides
aminés, représentés par un alphabet de 20 lettres dont la liste est donnée dans le tableau
1.1.

Définition 6 (Protéine) Une protéine est une séquence composée d’acides aminés.

Définition 7 (Traduction) La traduction est le mécanisme qui permet de synthétiser
sous forme de protéine ’ARN,, obtenu par transcription.

ADN — ARN,, — Protéines

Définition 8 (Géne) Chaque protéine résulte d’une séquence d’ADN appelée un géne.

Définition 9 (Structure secondaire) La structure secondaire décrit le repliement local
de la chaine principale d’une protéine.

La structure secondaire des protéines est différente de la structure secondaire en double
hélice de ’ADN.
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Nom Code Nom Code
Alanine A Leucine L
Arginine R Lysine K
Asparagine N Méthionine M
Aspartate D Phénylalanine F
Cystéine C Proline P
Glutamate E Sérine S
Glutamine Q Thréonine T
Glycine G Tryptophane W
Histidine H Tyrosine Y
Isoleucine I Valine A%

TAB. 1.1 — Liste des 20 acides aminés.

Définition 10 (Structure tertiaire) La structure tertiaire (3D), ou structure tridimen-
stonnelle, d’une protéine correspond au repliement de la chaine polypeptidique dans [’es-
pace.

L’étude de cette structure est aussi importante que celle des structures primaire et secon-
daire. En effet, la structure tertiaire d’une protéine joue un grand role dans sa fonction.
Si celle-ci est modifiée, la protéine est alors dénaturée et elle perd sa fonction.

1.3 Représentation informatique

Nous abordons dans cette section le point de vue informatique pour la représentation
des données biologiques. Les notions vues a la section précédente peuvent étre formalisées.
Il devient ainsi possible de les représenter aisément pour un traitement informatique.

1.3.1 Définitions

Nous reprenons ici quelques unes des définitions énoncées précédemment. Pour cela
nous les généralisons de facon a ce qu’elles puissent étre utilisées aussi bien pour ’ADN,
I’ARN ou les protéines.

Définition 11 (Alphabet) On appelle alphabet tout ensemble fini ¥ de symboles dis-
tincts deux a deux.

Ainsi PADN et PARN sont représentés chacun par un ensemble de quatre lettres, et les
protéines sont représentées par un ensemble de 20 lettres.

Définition 12 (Séquence) On appelle séquence S sur un alphabet 3> une suite ordonnée
d’éléments appartenant a ¥, S = (x1,x2,...Tp).

Définition 13 (Longueur) On appelle longueur d’une séquence le nombre d’éléments
qui la composent. On la note |S| = n.
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Définition 14 (Sous-séquence) Soit S une séquence de longueur n. On appelle sous-
séquence de S toute partie de S composée d’un ensemble de caractéres consécutifs de S.
Nous noterons S[i..j] avec 1 <i < j < n la sous-séquence S = (x;,...x;). Nous avons en
particulier S[i..i) = S[i] = (x;).

Définition 15 (Préfixe) Soit S une séquence de longueur n. On appelle préfixe de S de
longueur p toute sous-séquence S[1..p|, avec 1 < p < n.

1.3.2 Représentation informatique, format de séquence

Représenter un alphabet en informatique est chose aisée, d’autant que les séquences qui
sont manipulées peuvent étre codées avec des caracteres ASCII. Une premiére représentation
intuitive consiste donc a considérer une séquence comme une simple chaine de caracteres.
Chaque caractére appartenant a I'alphabet sur lequel cette séquence est définie. La ma-
nipulation des chalnes de caracteéres est souvent assez simple en informatique, car faisant
partie des types de base de tous les langages. Le stockage peut également étre réalisé tres
simplement dans des fichiers au format texte.

Pourquoi dans ce cas chercher a avoir différents formats de séquence alors que tout
semble évident 7 Tout d’abord, il est important de se rappeler quels éléments sont mani-
pulés. En effet, lorsque 'on parle de séquence, il s’agit d’une toute petite partie d’un des
trés nombreux génomes existants. Il est donc normal de pouvoir identifier les séquences
de facon unique, mais également de pouvoir si on le souhaite y joindre des informations.
Celles-ci peuvent aussi bien concerner la date de la découverte que la nature de la protéine
ou sa structure.

De nombreuses séquences sont disponibles librement sur Internet, souvent conservées
dans des bases de données avec les informations qui leur sont relatives. Dans [Baxevanis,
2000] sont répertoriées plus de 200 bases de données, classées par catégories de séquences.
Certains sites, comme par exemple celui du NCBI (National Center for Biotechnology
Information, http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/), proposent des génomes entiers en libre
acces.

Il existe de nombreux formats de séquences : plus d’une trentaine sont répertoriés et
utilisés. Cette multiplicité est en partie due aux informations conservées pour chacune des
séquences. Un format de séquences peut généralement avoir deux provenances :

— Une base de données, ou le format est utilisé pour contenir les informations conservées
pour les séquences. Le format est donc spécifique aux champs d’applications de cette
base de données.

— Un logiciel, ou le format doit permettre d’obtenir toutes les informations nécessaires
aux calculs.

Une méme séquence peut donc avoir un format de représentation plus ou moins riche
et plus ou moins complexe. Ainsi, le format Fasta [Pearson and Lipman, 1988] ne contient
que peu d’informations, principalement le nom et la séquence elle-méme. Ce format est
toutefois suffisant pour des problemes tels que I'alignement de séquences. A I'opposé, le
format utilisé par la Protein Data Bank [Bernstein et al., 1977] contient, entre autres, la

11



Chapitre 1. La bioinformatique

position de chaque atome dans un repéere a trois dimensions, la structure cristallographique
ou encore des résultats expérimentaux.

1.4 Problemes issus de la bioinformatique

Nous présentons ici quelques uns des principaux domaines de la bioinformatique, liés
aux définitions que nous venons de voir [Gibas and Jambeck, 2002].

1.4.1 Alignement de séquences

L’alignement de séquences est une problématique importante de la bioinformatique
[Needleman and Wunsch, 1970], [Notredame, 2002], [Wallace et al., 2005]. En effet aligner
des séquences constitue un probleme a part entiere, mais il est également utilisé comme
point de départ pour d’autres problémes de bioinformatique. Le probléme de I’alignement
de séquence sera détaillé dans les deux chapitres suivants de ce manuscrit.

1.4.2 Phylogénie

Les arbres phylogénétiques [Fitch and Margoliash, 1967] fournissent une méthode
simple pour déterminer les relations existantes entre plusieurs especes. Pour cela le point
de vue utilisé est celui de ’évolution. En effet I’objectif est de créer un arbre montrant la
proximité de ces especes. On suppose qu’a l'origine elles ont toutes un ancétre commun.
Celui-ci est représenté par la racine d’un arbre dont les feuilles représentent les espéces
observées.

Construire un arbre revient a donner un scénario possible pour l’évolution depuis
I’ancétre commun jusqu’aux especes actuelles. Le nombre d’arbres possibles augmente de
fagon exponentielle en fonction du nombre de feuilles. Il convient donc d’avoir un critere
pertinent pour déterminer le meilleur arbre possible, c¢’est-a-dire correspondant au scénario
le plus probable. Dans la mesure du possible, pour que cela ait un sens, il faut que les
séquences ailent un lien de parenté. Autrement dit il est préférable d’avoir des séquences
orthologues.

1.4.3 Recherche de motifs

Un motif (ou Pattern) au sens bioinformatique du terme [Bairoch, 1991], représente
une expression qui permet de caractériser un ensemble de séquences d’ADN, d’ARN ou
de protéines. Le motif peut concerner les structures primaires, secondaires et tertiaires. Le
motif trouve notamment son intérét dans la caractérisation des fonctions des protéines :
si on était capable d’exhiber un motif pour chaque fonction alors on serait en mesure de
prédire automatiquement la fonction associée a une protéine.

On distingue deux étapes dans la recherche de motif :

— la découverte qui, étant donné un ensemble de séquences, tente d’exhiber un motif

commun a ces séquences. Il s’agit d’un probléme complexe car on ne sait pas ce qui
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doit étre trouvé. Dans le cas de séquences similaires, on peut utiliser un alignement
multiple des séquences afin de trouver un motif simple.
— la recherche a proprement parler, qui concerne la détection d’un motif donné sur un
ensemble de séquences. Ce probléme est bien plus simple que le premier.
Les deux problemes rencontrés dans la recherche de motifs concernent la définition du
motif. Il existe une nomenclature disponible sur le site de Prosite [Hulo et al., 2006] pour
la description des motifs.

1.4.4 Prédiction de structures

Le nombre de structures primaires possibles pour les protéines est exponentiel en fonc-
tion de la longueur /. En revanche le nombre de combinaisons de structures tridimension-
nelles est beaucoup plus réduit. Ainsi, des séquences tres différentes peuvent avoir des
structures similaires. La structure tridimensionnelle d’'une séquence est une information
contenue dans sa structure primaire. Cependant, cette information est actuellement diffi-
cile & déterminer [Chou and Fasman, 1974] sans utiliser une analyse directe de la séquence.
Connaitre la structure primaire d’une protéine ne permet pas actuellement d’en déduire
sa structure tridimensionnelle.

La structure 3D d’une protéine peut étre déterminée expérimentalement par cristallo-
graphie ou par résonance magnétique nucléaire. Ces méthodes sont toutefois assez lourdes
a mettre en ceuvre, et nécessitent un matériel spécialisé. La prédiction de structures est
une branche de la bioinformatique qui consiste a essayer de déterminer la structure d’une
protéine sans passer par la phase expérimentale.

La méthode qui donne les meilleurs résultats actuellement procede par homologie,
c’est-a~dire en se basant sur des séquences ayant des structures primaires assez proches, et
dont la structure tridimensionnelle est déja connue. Il s’agit 1a d’une application directe du
probleme d’alignement de séquences. Il est nécessaire pour cela de trouver des séquences
similaires. Comme nous le verrons dans le chapitre III, des outils ont été développés pour
ce genre d’opérations.

1.5 Rappels sur la théorie de la complexité

La complexité des problemes étudiés en bioinformatique nécessite de faire quelques
rappels. Nous présentons ici les définitions nécessaires a l'introduction de la classe des
problemes NP-complets. Pour plus de détails, le lecteur peut consulter les ouvrages sui-
vants : [Garey and Johnson, 1979], [Wilf, 1989], [Turing, 1995] et [Cori and Lascar, 2003].

1.5.1 Définition d’un probleme

On appellera probleme de décision tout probleme pour lequel il est possible de répondre
par oui ou non. En informatique, tout probleme peut étre transformé en un probléme de
décision.

La résolution d’un probleme peut étre réalisé en utilisant une machine de Turing [Tu-
ring, 1950]. Une machine est une modélisation théorique pouvant s’apparenter & un ordi-
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nateur. Elle est en mesure d’effectuer différentes opérations élémentaires en fonction de
I’état dans lequel se trouve sa mémoire.

1.5.2 Machines déterministe et non-déterministe

Il est possible de différencier deux catégories de machines de Turing.

Définition 16 (Machine déterminisite) Une machine est dite déterministe lorsqu’elle
vérifie les critéres suivants :

— elle effectue les opérations élémentaires une par une,

— a chaque étape de son calcul, la machine n’a qu’une opération possible a effectuer.

A partir d’un probléme donné, une machine déterministe effectuera donc toujours la méme
suite d’opérations élémentaires. Elle donnera donc toujours en sortie le méme résultat.

Définition 17 (Machine non-déterministe) Une machine est dite non-déterministe
lorsqu’il existe au moins une étape ou elle a le choix entre plusieurs opérations a effectuer.

Lorsque 'on parle de complexité en informatique il est primordial de faire la différence
entre la complexité en temps et la complexité en espace. La complexité en temps correspond
a une approximation de la durée des calculs nécessaires pour qu'une machine réponde a un
probleme de décision. La complexité en espace correspond a l’espace mémoire nécessaire
pour effectuer les mémes calculs.

1.5.3 Les classes de complexité

S’il vérifie certains critéres, chaque probleme peut étre rangé dans une ou plusieurs
classes. Ces classes permettent donc de mettre en place des catégories de problemes, en
prenant comme critére le temps ou I'espace nécessaire pour qu’une machine réponde a un
probleme de décision.

Voici les classes de complexité les plus souvent rencontrées.

Définition 18 (P) La Classe P correspond auz probléemes pour lesquels il existe un algo-
rithme donnant une réponse en temps polynomial sur une machine déterministe.

Les problemes de la classe P peuvent donc étre résolus avec des algorithmes de complexité
polynomiale.

Définition 19 (NP) La Classe NP correspond aux problémes pour lesquels il existe un
algorithme donnant une réponse en temps polynomial sur une machine non-déterministe.

Il est évident que les problemes de P appartiennent a N P en effet, s’il existe un algorithme
polynomial sur une machine déterministe, cet algorithme est également polynomial sur une
machine non déterministe. En revanche, I'inclusion ou la non-inclusion réciproque n’a pas
été démontrée. Il est impossible de conclure sur I’égalité ou non des classes P et NP.
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Définition 20 (PSpace) La Classe PSpace correspond auz problémes pour lesquels il
existe un algorithme donnant une réponse en espace polynomial sur une machine détermi-
niste.

Définition 21 (NSpace) La Classe NSpace correspond aux problémes pour lesquels il
existe un algorithme donnant une réponse en espace polynomial sur une machine non-
déterministe.

Les autres classes correspondent principalement & des réponses logarithmiques ou expo-
nentielles en temps ou en espace sur des machines deterministes ou non.

1.5.4 Réduction et complétude

Définition 22 (Réduction) Soient P, et Py deuz problémes. On dit qu’un algorithme
est une réduction de Py vers Py s’il permet de transformer une solution de P, en une
solution de Ps.

Une des réductions de problemes les plus utilisées est la réduction polynomiale : c’est-a-
dire que le nombre d’opérations nécessaires pour réaliser la réduction peut étre exprimée
de facon polynomiale.

Définition 23 (Probléme C-Complet) Soit C une classe de complexité. On dit qu’un
probléme Py est C-Complet s’il vérifie les deux critéres :

— Py est dans la classe C,

— 1l existe un probléeme P de C pouvant étre réduit vers P;.

Dans le cas de la classe NP, nous avons la définition suivante :

Définition 24 (Probléme NP-Complet) On dit que P est un probléme NP-Complet
s’il est dans la classe NP et s’il existe un probleme Py de NP pouvant étre réduit de facon
polynomiale vers P;.

Cette définition permet donc de construire progressivement ’ensemble des problemes NP-
Complets. Mais par définition pour ajouter un probléme dans cet ensemble, il est nécessaire
qu’il ne soit pas vide. Il a donc été nécessaire initialement de trouver un probléme dans
NP.

Définition 25 (Littéral) Un littéral est une variable booléenne qui peut prendre soit la
valeur vrai soit la valeur faux.

Définition 26 (Clause d’ordre n) Une clause d’ordre n est une disjonction d’au plus
n littéraux. C’est-a-dire qu’elle peut étre écrite sous la forme : 1y Ve V ... l,, ot les ;
représentent des littérauz.

Définition 27 (Forme Normale Conjonctive) On appelle Forme Normale Conjonc-
tive d’ordre n (n-CNF) toute disjonction de clauses d’ordre n. Une n-CNF peut donc
s’écrire sous la forme ¢y Aca A ... cm o les ¢; représentent des clauses d’ordre n.
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Définition 28 (Formule satisfiable) Une formule est satisfiable si et seulement si elle
est vraie pour au moins une affectation des littérauz.

Définition 29 (Probléme Sat) On appelle probléme Sat d’ordre n un probléme qui
consiste o déterminer si une formule n-CNF est satisfiable.

Le Théoréme de Cook [Cook, 1971] établit que le probleme Sat est NP-Complet. Il devient
alors possible par réduction polynomiale & Sat de montrer que tout probléme est NP-
Complet.

Pour cette raison, Sat est un probleéme trés étudié. Trouver un algorithme polynomial
pour résoudre Sat, reviendrait a démontrer que P = N P.

1.6 Pourquoi la bioinformatique ?

Les problemes que nous avons présentés (alignement, phylogénie, ...) ont tous une
grande importance en biologie moléculaire, ils ont toutefois un autre point commun. En
effet chacun de ces problemes a une forte complexité, ce qui implique qu’il est bien souvent
impossible de les résoudre de maniere exacte.

Chacun de ces probléemes a été démontré comme étant NP-Complet. 11 est possible de
calculer des solutions pour de petites instances au moyen d’algorithmes exacts, toutefois
d’autres méthodes doivent étre envisagées pour les instances de plus grande taille. En effet,
la forte complexité des algorithmes exacts ne permet bien souvent pas de les utiliser avec
les données biologiques de grandes tailles.

Devant 'importance des problemes, il est nécessaire de pouvoir obtenir des résultats
de bonne qualité pour qu’ils puissent étre utilisés par les biologistes. L’objectif de la
bioinformatique est donc de réunir les compétences disponibles dans chaque discipline
scientifique afin de contribuer & ’amélioration des méthodes de résolution. Par exemple
pour le probleme d’alignement multiple de séquences, des solutions informatiques et ma-
thématiques ont été apportées.

Les solutions apportées pour ces problemes sont souvent données sous forme d’un
algorithme. Bon nombre de programmes sont mis gratuitement a la disposition de la
communauté en téléchargement. Mais il est souvent également possible de les utiliser
directement en ligne & partir d’'un ou plusieurs sites Internet (http ://www.ebi.ac.uk/).

1.7 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons fait quelques rappels sur I’histoire de la biologie moléculaire.
Et nous pouvons constater ’accélération des découvertes depuis les années 1970. La quan-
tité d’informations disponibles augmente dans les mémes proportions, impliquant ainsi
toujours plus de données a traiter. Or les domaines d’étude classique de la biologie ne
permettent pas de les traiter de fagon efficace.

Un des objectifs de la bioinformatique est de mettre en ceuvre toutes les connaissances
disponibles dans les différentes disciplines scientifiques, afin d’aider & comprendre le fonc-
tionnement des organismes vivants du point de vue moléculaire.
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1.7 Conclusion

La bioinformatique est une discipline récente, qui fait appel aux compétences de la
plupart des disciplines scientifiques pour lesquelles il existe déja des méthodes permettant
de résoudre des problemes analogues. Il y a principalement les mathématiques et l'infor-
matique, mais également dans certains cas la physique ou la chimie. La bioinformatique
regroupe donc une partie de chacun de ces domaines, ainsi que la biologie elle-méme.

La raison méme de l’existence de la bioinformatique réside dans la difficulté des
probléemes auxquels elle est confrontée. Nous en avons présenté quelques uns, qui sont
des problémes tres courants de la biologie moléculaire (alignement de séquences, recons-
truction de phylogénie, etc.), et pour lesquels il est primordial pour les biologistes de
pouvoir obtenir des résultats. Le point commun de ces problemes est leur complexité. Les
méthodes exactes permettant de les résoudre ne sont bien souvent utilisables que pour des
petites instances. En pratique, ce sont les méthodes approchées qui sont employées pour
apporter des solutions de bonne qualité.
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Chapitre 2

Alignement par paires

2.1 Introduction

L’alignement de deux séquences, également appelé alignement par paires, est un cas
particulier du probleme d’alignement multiple de séquences que nous aborderons au cha-
pitre suivant. L’alignement par paires a été tres étudié non seulement parce qu’il s’agit
d’une simplification de ce dernier probleme plus général, mais également parce qu’il peut
faire I'objet d’applications directes.

Comme nous le verrons par la suite, l'alignement de deux séquences est a la base
de plusieurs algorithmes d’alignement multiple de séquences. Mais 'alignement de deux
séquences permet également de définir facilement une distance et une similarité entre deux
séquences. Il offre ainsi un critére pour une recherche dans une base de données composée
de nombreuses séquences.

Dans ce chapitre, nous allons présenter le probleme d’alignement de deux séquences
dans son ensemble. Pour cela nous allons présenter le probléme de facon globale, en ex-
pliquant le principe et les utilisations qui peuvent en étre faites. Méme si aligner deux
séquences semble étre un probleme difficile & résoudre, il existe un algorithme exact de
complexité polynomiale pour ce probleme. Toutefois lorsqu’il est nécessaire de calculer de
nombreux alignements, cette complexité peut s’avérer trop importante pour que l'algo-
rithme soit utilisable.

2.2 Généralités

Aligner deux séquences définies sur un alphabet consiste a couper ces séquences afin de
mettre en évidence des zones communes pour faire ressortir les similarités. Ce fractionne-
ment permet de superposer les zones identiques entre les deux séquences. Pour faciliter la
lecture on matérialise les coupures au sein des séquences par le symbole ‘-’. Par exemple
pour aligner les deux séquences suivantes :

— 57 : GACTGAG

— S5 : GCTGGAAG
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les séquences S et So sont initialement définies sur un alphabet ¥ = {A,C,G,T}. Un
alignement possible est représenté par le couple de séquences S7 et S5 définies sur un
alphabet étendu ¥’ =X U {-} :

S} : GACTG--AG
Sh : G-CTGGAAG

2.2.1 Définitions

Nous allons ici formaliser le concept d’alignement de deux séquences [Giegerich and
Wheeler, 1996] présenté ci-dessus. La premiere définition que nous donnons concerne la
représentation des fractures dans les séquences.

Définition 30 (Bréche) On appelle bréche ou gap dans une séquence l'insertion d’au
moins un caractere ‘=’. La longueur d’une bréche correspond au nombre de ‘=’ qui com-
posent cette bréche.

Le concept de bréche dans une séquence étant établi, cela nous permet maintenant de
donner une définition formelle de I'alignement de deux séquences. Nous commencons tout
d’abord par définir une fonction permettant de retouver la séquence initiale.

Définition 31 (Ote lettre) Soit x appartenant a l’alphabet . On définit la fonction ote
pour un élément de X' de la facon suivante :

ote : ¥ — %
T

SN

Cette définition peut étre appliquée a toutes les lettres composant une séquence. La
définition de la fonction ote peut ainsi étre étendue a une séquence compléte.

Définition 32 (Ote séquence) Soit S une séquence définie sur un alphabet X, et soit
S" une séquence définie sur ¥ =3 U {—} comme une copie de S’ contenant des bréches.
On définit la fonction ote pour une séquence par :

ote : Y* — ¥

S'— S
Définition 33 (Alignement de deux séquences) Soient S = (z1,...,zy) et T =
(Y1, .-, Yn) deux séquences de longueurs respectives m et n définies sur un alphabet 3,

et soient S" et T" deuz séquences définies sur X' = X U{-}. On dit que S’ et T' constituent
un alignement des deux séquences S et T si, et seulement si :

~ §" et T" ont la méme longueur : |S'| = |T'| = p,
- ote(S") =S et ote(T") =T,
~ Ai/S'i] =T'[i] =*-".
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n Nb n Nb
50 1,53.1037 500 1,53.10%%1
100 2,05.107 600 5,01.10%%7
150 3,18.1013 700 1,66.10734
200 5,22.10%1 800 5,59.10610
250 8,84.10'8 1000 6,45.10793
300 1,53.10%28 1200 7,58.10916
400 4,76.10304 1400 9,05.101069

TaB. 2.1 — Nombre d’alignements possibles de 2 séquences.

Remarque 1 Compte tenu de la définition donnée ci-dessus, la longueur p de laligne-
ment des deux séquences S et T vérifie la propriété suivante :

max(|S],|T]) <p < [S] + T

De cette inégalité, on peut déduire facilement que le nombre d’alignements possibles pour
les deux séquences S et T est fini.

Proposition 1 (Dénombrement d’alignements) Soient S et T deuz séquences de mé-
me longueur n. Le nombre N d’alignements possibles de S et T est donné par :

n
N = Z C£+k-07]§
k=0

Une simple application numérique permet de se rendre compte du nombre élevé d’ali-
gnements possibles pour des séquences de longueurs assez courantes. Les résultats sont
donnés dans le tableau 2.1 pour des valeurs de n comprises entre 50 et 1400. L’objectif
de ce tableau est de montrer la complexité du probleme pour des longueurs de séquences
rencontrées fréquemment. Une longueur de 50 correspond en effet & une petite séquence,
et il n’est pas rare d’avoir des séquences de longueur supérieure a 1000.

L’hypothese de longueurs identiques pour les deux séquences permet de simplifier la
formule. Celle-ci n’étant ici donnée qu’a titre indicatif, afin de pouvoir comprendre la
difficulté du probleme.

Comme nous le verrons par la suite, méme si le nombre d’alignements possibles est tres
important, il existe une méthode efficace permettant de déterminer un alignement optimal
suivant un critere donné.

2.2.2 Utilisations de I’alignement par paire

L’alignement par paire de séquences est utilisé pour plusieurs problemes de la bioin-
formatique. Comme il s’agit d’un probleme assez simple & résoudre et assez peu couteux
en temps, il est fréquemment employé soit comme traitement a part entiere, soit comme
prétraitement.
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— La premiere utilisation courante de l'alignement par paire est la comparaison de
séquences. Le résultat de I’alignement des deux séquences permet de faire une com-
paraison afin de déterminer si deux séquences sont semblables ou non, et si elles ont
des parties communes.

— En deuxieme application nous donnons la recherche dans une base de données. Pour
étudier une nouvelle séquence, on peut chercher si elle est ou non déja répertoriée
dans les bases de données. Il se peut que la séquence soit tronquée ou soit une partie
d’une séquence déja existante. Il n’est donc pas possible de rechercher une identité
parfaite entre la nouvelle séquence et les séquences des bases. Une requéte faite
en utilisant comme critere l'alignement par paire va permettre de sélectionner des
séquences similaires.

— Enfin, Palignement par paire est souvent utilisé, comme nous le verrons dans le cha-
pitre suivant, pour l'alignement multiple de séquences. Tout d’abord, en réalisant
les alignements par paires de tous les couples de séquences il va étre possible de
déterminer leurs degrés de similitude. Ensuite, certaines méthodes d’alignement mul-
tiple sont basées sur le principe d’alignement par paire. En effet, en convertissant un
ensemble de séquences en une unique séquence consensus, aligner deux groupes de
séquences revient a aligner leurs deux séquences consensus. L’algorithme est alors
utilisé de facon itérative afin de créer ’alignement complet de toutes les séquences.

2.3 Distance et similarité entre deux séquences

2.3.1 Similarité et homologie

La similarité entre deux séquences peut étre expliquée en prenant comme postulat de
départ que toutes les especes vivantes sont issues d’un méme ancétre. Selon cette théorie,
des mutations interviennent au niveau de ’ADN, générant ainsi de nouvelles espéces. Ces
mutations se produisent localement et peuvent étre de différents types :

— suppression d’un ou plusieurs nucléotides,

— insertion d’un ou plusieurs nucléotides,

— mutation d’un nucléotide en un autre.

Au sens de la théorie de I’évolution, deux séquences peuvent donc étre plus ou moins
proches, selon le nombre de modifications ayant eu lieu.

Définition 34 (Homologie et similarité) On dit qu’il y a homologie entre deux sé-
quences lorsque celles-ci possédent une parenté du point de vue de I’évolution. On dit qu’il
y a similarité de séquences, lorsqu’il y a de nombreuses identités entre les séquences. Pour
les protéines, cela se caractérise par des paires de résidus composées de deux acides aminés
appartenant a la méme famille physico-chimique.

2.3.2 La distance de Hamming

Définition 35 Soient S et T deux séquences sur un alphabet . On dit que deux lettres
s; et t; de S et T se correspondent si, et seulement si, s; = t;. On utilise également le
terme anglais match pour indiquer la correspondance de deux lettres.
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Définition 36 (Distance de Hamming) Soient S et T' deux séquences de méme lon-
gueur n sur un alphabet ¥. La distance de Hamming [Hamming, 1950] entre S et T, notée
dy(S,T), représente le nombre de caractéres S[i] et T[i] qui ne se correpondent pas. La
distance de Hamming est définie par :

du(S,T) = [{i € [1..n] / S[i] # Ti] }|

Cette formule compte le nombre de positions ou les lettres ne se correspondent pas. Le cas
particulier n = 1 permet de définir la distance de Hamming entre deux lettres. Elle peut
donc également s’écrire :

au(S.T) = 3" dy (Sl Tl)
=1

Exemple : Soient S et T les deux séquences suivantes :

S : ACACACAT
T : CACACAT

La distance de Hamming entre S[1..7] et T est donc dy(S[1..7],T) = 7, alors que la
distance entre S[2..8] et T est d(S[2..8],T) = 0.

Remarque : Cette formule permet bien de définir une distance au sens mathématique.
En effet les propriétés de symétrie et séparation sont évidentes. On peut montrer aisément
I’inégalité triangulaire en prenant une troisieme séquence U de longueur n également.
Deux cas sont alors possibles :

— Lorsque dg (S[i], T[i]) = 0, nous avons obligatoirement dg (S[i], T'[i]) < du(S[i], Uli])+
dg (U], TTi]),

— Lorsque dg(S[i], T[i]) = 1, on ne peut pas avoir en méme temps S[i| = U[i] et T[i] =
Uli]. Donc dg (S[i], Uli])+du (U[i], T[i]) > 1, et donc dg (S[i], T[3]) < du(S[i], U[i])+
dp (Ui}, Ti)).

En faisant la somme, on obtient finalement :

dH(S7 T) < dH(S7 U) + dH(U7 T)

2.3.3 Les opérations d’édition
Définition des opérations d’édition

L’alignement de deux séquences consiste a mettre en regard tous les caracteres compo-
sant ces deux séquences. Les opérations d’éditions [Clote and Backofen, 2000] définissent
les différentes modifications nécessaires permettant d’expliquer ’évolution de la séquence
S jusqu’a la séquence T'. Ainsi, pour chaque paire de résidus, quatre cas sont possibles,
correspondant chacun a une opération d’édition :

— Dappariement ou match qui correspond & deux caracteres qui se correspondent :

(a7 a)?
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S : AGTGAGG S’ : AG--TGAGG
T : AGGTTGCG T : AGGTTG-CG

Fi1c. 2.1 — Exemple d’alignement.

— la substitution ou mismatch qui correspond a deux caractéres qui ne se correspondent
pas : (a,b) avec a # b,
— l’ajout d’une bréche dans S ou insertion (—,b),
— l'ajout d’une breche dans T' ou deletion (a, —).
L’évolution de la séquence S jusqu’a la séquence T s’obtient en réalisant des deletions a
la place des insertions, et réciproquement.

Exemple : Dans I'exemple donné a la figure 2.1, la suite d’opérations d’édition permet-
tant de transformer S’ en T” est :

— deux appariements,

— deux insertions,

— deux appariements,

— une deletion,

— une substitution,

— un appariement.

La distance d’édition

Les opérations d’édition permettent de définir une distance entre les deux séquences
appelée distance d’édition ou distance de Levenstein [Levenshtein, 1966]. Pour cela on
associe une valeur a chaque opération. L’appariement correspondant a une identité a une
valeur de 0, les autres opérations ont une valeur de 1. Pour deux séquences S et T, le
nombre de transformations possibles de S en T est fonction de la longueur des deux
séquences. Plus les séquences sont longues et plus il existe de fagons d’effectuer le passage
de S aT. Les cotits associés sont définis comme la somme des cotits de toutes les opérations
d’édition utilisées. Le cotit est donc variable suivant les opérations utilisées.

Définition 37 (Distance de Levenstein) Soient S et T deux séquences, et soit S la
somme des opérations d’édition utilisées. La distance d’édition, entre les deux séquences
S et T est la valeur minimale que peut prendre S.

Remarque 2 Les opérations d’édition permettant de transformer T en S sont les mémes
que celles permettant de transformer S en T, en inversant les insertions et les deletions.

Ces deux opérations ayant le méme coit, la distance de S a T est donc égale a la distance
deT aS.

Comme pour la distance de Hamming, nous avons bien les propriétés de symétrie, de
séparation et 'inégalité triangulaire. La distance d’édition ainsi définie est donc bien une
distance au sens mathématique.
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Remarque 3 La suite d’opérations permettant d’obtenir la distance d’édition entre deux
séquences n’est pas nécessairement unique.

2.3.4 Fonction de score

Les opérations d’édition que nous venons de définir vont permettre de transformer les
séquences S et T en deux séquences S’ et T' de méme longueur. En effet, les opérations
d’édition sont réalisées uniquement sur des couples d’éléments, ou 'un des deux peut étre
un — dans le cas d’une insertion ou d’une deletion.

L’évaluation d’un alignement de séquences que nous avons vue avec la distance d’édition
est généralisable. En affectant des cotits & chaque couple d’éléments de ¥ U {—} il est pos-
sible de définir une évaluation de tout alignement.

Le nombre d’alignements est tres important, mais tous les alignements ne sont pas
de qualités équivalentes. Afin de pouvoir déterminer si un alignement est meilleur qu’un
autre, nous utilisons une fonction de score.

Définition 38 (Fonction de score) Soit ¥ un alphabet, et soit &' = X U {—}. Une
fonction de score pour un alphabet X est une application f définie par f : ¥'* x ¥* — R,
et qui a un alignement associe la somme des valeurs de ses opérations d’édition.

L’utilisation d’une fonction de score nécessite d’avoir les deux éléments que nous allons
détailler maintenant : une matrice de substitution permettant d’associer une valeur aux
operations d’appariement et de remplacement, ainsi qu’un modele d’évaluation pour les
breches associant une valeur aux opérations d’insertion et de deletion.

2.3.5 Les matrices de substitution
Les matrices de substitution pour ’ADN

Contrairement aux protéines, les matrices utilisées pour ’ADN sont généralement tres
simples et n’ont que peu de sens du point de vue biologique. Elles ont souvent unique-
ment pour role d’attribuer une valeur aux différentes configurations possibles. L’évaluation
que 'on peut donner a un couple de nucléotides (x,y) est la méme que 1’évaluation du
couple (y, z), toutes les matrices sont donc symétriques. Les matrices de substitution pour
I’ADN peuvent étre divisées en deux catégories. En effet le probleme d’alignement peut
étre considéré de deux points de vue différents.

Le premier est lié au concept de distance tel que nous ’avons exposé. Le score obtenu
est égal & la distance entre les deux séquences. Or pour faire apparaitre la similarité de
deux séquences il faut minimiser la distance entre ces deux séquences. Il s’agit donc dans
ce cas d’un probleme de minimisation. Suivant les couples de nucléotides, on associera des
valeurs plus ou moins importantes. Comme nous ’avons vu, pour étre une distance, il est
nécessaire d’associer une valeur nulle a 'identité. Pour les autres couples de nucléotides on
donnera une valeur d’autant plus élevée qu’il s’agit d’une configuration a éviter. Il est a
remarquer que suivant les valeurs de la matrice de substitution, la fonction associée peut
ne plus étre une distance. D’une maniere générale le score représente une valeur que ’'on
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e e =l

C|G
111
111
0]1
110
1|1

=l e e e

N QA | |
== =] =] |

TAB. 2.2 — Matrice de substitution de Hamming

—TAJCTG]|T
— /1111
Al1]6[2]2]2
Cl1[2]6]2]2
Gl1[2]2]6]2
Tl1]2(2]2]6

TAB. 2.3 — Exemple de matrice de substitution pour un probléme de maximisation.

cherche généralement a maximiser. On parle donc plus souvent de fonction de cout lorsqu’il
s’agit d’une fonction que 'on souhaite minimiser. Un exemple de matrice est donné dans
le tableau 2.2.

L’autre point de vue est lié au concept de score. Les valeurs utilisées refletent la si-
milarité entre les différents nucléotides. Les valeurs sur la diagonale de la matrice doivent
étre supérieures aux autres. La valeur associée a un couple de nucléotides est d’autant
plus importante qu’ils sont similaires. La similarité maximale est par conséquent obtenue
lorsque le score est le plus élevé. 11 s’agit alors d’'un probléme de maximisation. L’utilisa-
tion d’un score est différente d’une distance, il peut donc ici y avoir des valeurs négatives.
Nous proposons un exemple de matrice dans le tableau 2.3.

Les matrices de substitution pour les protéines

Pour les protéines, les matrices de substitutions ont été beaucoup plus étudiées. On
peut trouver principalement 3 grandes familles, mais rien n’empéche d’utiliser une autre
matrice si on le souhaite. Comme pour ’ADN, les matrices de substitution utilisées pour
les protéines sont symétriques. En revanche toutes les matrices traditionnellement utilisées
correspondent & des problemes de maximisation. Les valeurs peuvent aussi bien étre posi-
tives que négatives. Une affinité entre deux acides-aminés étant généralement caractérisée
par une valeur positive.

les matrices PAM : la famille de matrices PAM [Dayhoff et al., 1978] a été obtenue &
partir de calculs destinés a déterminer les fréquences de remplacement d’un acide aminé
par un autre au cours de I’évolution. Pour cela des groupes de séquences tres similaires
ont été étudiés, en cherchant a chaque fois quelles mutations étaient possibles.

Définition 39 (Distance PAM) Soient Sy et Sy deur séquences protéiques. On dit
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qu’elles sont a une distance de 1 PAM (Point Accepted Mutation) si le nombre de muta-
tions pour passer de S1 a S est de 1 pour 100 acides aminés.
D’une facon plus générale, une distance de n PAM signifie qu’il y a eu en moyenne n
mutations pour 100 acides aminés pour ’évolution de S1 a Ss.

Remarque 4 Il est important de remarquer qu’une position donnée de la séquence peut
avoir plusieurs mutations successives. La distance ne montre donc pas le nombre de points
de divergences entre les deux séquences.

Définition 40 (Matrices PAM) Soient Sy et So deuz séquences distantes de n PAM.
PAM n est la matrice qui permet de calculer le logarithme de la probabilité que S1 évolue
en Ss.

Cette valeur prend bien sur en compte la probabilité d’apparition de tous les acides
aminés. Ainsi, pour deux acides aminés « et 3, la valeur qui leur est associée dans la
matrice PAM n indique la possibilité pour qu’il y ait une mutation de o en 8 dans deux
séquences distantes de n PAM.

La premiere matrice & calculer est PAM 1. En multipliant cette matrice par elle-méme,
on obtient une matrice permettant d’évaluer une mutation suivie d’une seconde mutation,
c’est-a-dire PAM 2. Ainsi, en élevant PAM 1 & la puissance n on obtient la matrice PAM
n.

La détermination de la distance entre deux séquences est assez difficile lorsque celles-ci
ne sont pas tres similaires. Il devient donc assez délicat de choisir une matrice. A titre
d’exemple, la matrice PAM 250 donnée au tableau 2.4 est une matrice souvent utilisée
pour 'alignement de séquences. En pratique elle correspond a une série de mutations me-
nant & une conservation de 20% de la séquence d’origine. Nous pouvons constater que les
valeurs associées a quelques acides aminés, A, N et S par exemple, sont assez faibles en
valeur absolue car ils sont en effet assez fréquents. Inversement, le Tryptophane W est
assez rare, et sa structure particuliere empéche sa mutation en un autre acide aminé. La
seule valeur positive du Tryptophane est obtenue lorsqu’il est apparié avec un autre W.
Dans ce cas, la valeur associée est égale a 17.

Les matrices PAM ne sont pas les seules permettant d’attribuer une valeur a une paire
de résidus.

Les matrices Blosum : les matrices Blosum [Henikoff and Henikoff, 1992] utilisent
également le principe de distance entre deux séquences. Le défaut des matrices PAM
est de prendre des séquences trop proches les unes des autres pour les calculs. Aussi, les
calculs effectués pour les matrices de la famille Blosum ont ils été faits a partir de séquences
similaires plus distantes.

La base de données BLOCKS [Henikoff and Henikoff, 1991] a été utilisée pour les
calculs. Celle-ci contient des parties de séquences similaires alignées sous forme de blocs.
Les séquences sont suffisamment proches pour que les alignements ne contiennent pas de
breches. Les différences sont donc uniquement dies & des mutations d’acides aminés.
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TAB. 2.4 — La matrice PAM 250.
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La premiere étape du calcul consiste a dénombrer dans une matrice toutes les paires
de résidus contenues dans les blocs. On obtient ainsi la fréquence d’apparition de toutes
les paires possibles d’acides aminés g;; avec i et j appartenant a [1..20].

La fréquence d’apparition de I’acide aminé ¢ est donnée par

Pi = Qi + Z%’j/z
i#]

o :{ »i, i=j
N 2.pi-pj, 1F]

Si la fréquence pratique est inférieure a la fréquence théorique, la valeur doit étre négative.
On prend donc le logarithme du rapport entre la fréquence pratique et la fréquence
théorique. La matrice se calcule avec les valeurs :

55 = 2.1og, <Zﬂ>
ij

Suivant le degré de similarité entre les blocs utilisés, il est ainsi possible de créer
différentes matrices. Comme les matrices PAM, les matrices Blosum sont suivies d’un
nombre. Celui-ci correspond au pourcentage d’identité dans les blocs utilisés pour la
construction de la matrice. Ainsi, les matrices Blosum 45 et Blosum 62 qui sont les plus
utilisées, ont été obtenues avec de blocs contenant respectivement 45% et 62% d’identité
d’acides aminés.

Les matrices Gonnet : Les matrices Gonnet [Cohen et al., 1994] sont calculées & partir
de la distance PAM entre séquences. Toutefois les distances entre acides aminés ont été
modifiées en réalisant des alignements successifs de séquences. A chaque alignement la
matrice de distances est modifiée pour prendre en compte le nouveau résultat. L’objectif
de ces alignements est d’obtenir une évaluation qui soit en adéquation avec le meilleur
alignement possible.

2.3.6 Evaluation des bréeches

L’évaluation des breches dans un alignement est tres importante. Selon les valeurs at-
tribuées, le nombre de breches peut varier. Si elles ne sont pas assez pénalisantes, la fonction
de score risque de favoriser les alignements qui en contiennent beaucoup. En particulier,
en morcellant les séquences il est possible d’augmenter le nombre de correspondances. In-
versement, si les breches sont trop fortement évaluées, les alignements ne comportant pas
assez de breches sont favorisés, empéchant ainsi d’avoir toutes les correspondances.

Il existe principalement deux modélisations [Altschul, 1989a] pour évaluer le cotit en-
gendré par l'insertion d’une breche. Les valeurs associées a une bréche pour ces modeles
peuvent étre obtenues par des fonctions. Ces fonctions prennent en parametre la longueur
de la breche et retourne le cotit de celle-ci.
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Les bréches a coliit constant

Ce modele de calcul pour les bréches est le plus simple, puisqu’il attribue la méme
valeur & tous les caracteres ‘—’. Ainsi, si la valeur associée & une bréche de longueur 1 est
a, le colit global associé a une breche de longueur | quelconque est a.l.

Ce modele permet une évaluation tres simple de 'alignement. En effet, comme toutes
les positions d’une bréche ont la méme valeur, I’évaluation repose sur le méme principe
que pour les paires de résidus. Il suffit pour cela de faire la somme de toutes les valeurs
sur la longueur de ’alignement. Le symbole ‘—’ peut alors étre considéré comme un acide
aminé pour ’évaluation.

Les bréches a cout affine

Selon les biologistes, ’évaluation & colt constant méme si elle est simple a mettre
en ceuvre a un défaut majeur. Elle n’est en effet pas représentative de la fagcon dont les
choses se passent dans la réalité. D’un point de vue biologique, la création de la bréeche
est beaucoup plus pénalisante que son élongation. Il semble alors normal de prendre en
compte cette remarque importante, et donc d’associer un cott différent suivant qu’il s’agit
du début ou de I'extension de la breche.

Les dénominations généralement utilisées pour le colit d’ouverture d’'une breche sont
K ou gop (gap opening penalty). Pour Iextension de la bréche on utilise fréquemment h
ou gep (gap extending penalty). Le cout associé & une bréche de longueur [ est alors la
fonction affine gap(l) = K + h.(I — 1). On trouve également cette fonction sous la forme
gap(l) = K' + h.l en posant K' = K — h.

L’évaluation d’un alignement au moyen de cette méthode ne peut se faire de la méme
fagon qu’avec les breches a coiit constant. Il est possible de réaliser le calcul suivant deux
méthodes :

— La premiere consiste a n’évaluer que les paires de résidus, puis a y ajouter la somme

des valeurs de toutes les breches.

— La seconde méthode consiste a évaluer I’ensemble de I’alignement en faisant la somme
de toutes les positions. Cette méthode nécessite lorsque I'on doit évaluer une breche
de savoir si la position précédente était également une breche ou non. En pratique,
seule cette méthode est utilisée pour la construction de l'alignement, méme si elle
génere plus de calculs que dans le cas des breches a cout constant.

Les valeurs généralement utilisées pour des matrices de substitutions standard sont

de l'ordre de —10 pour K et —1 pour h. Ces valeurs peuvent bien sur varier, mais en
conservant toujours un ratio K/h voisin de 10.

Cas particulier des bréches de début et fin d’alignement

Lorsqu’un alignement comporte une bréche au début et/ou a la fin d’une des deux
séquences, 1’évaluation de celle-ci peut étre différente. Comment une telle breche doit-elle
étre considérée, puisqu’elle n’a pas été créée naturellement, mais par un biologiste ou un
programme. On peut dans ce cas de figure rencontrer deux argumentations différentes.
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2.3 Distance et similarité entre deux séquences

La premiere consiste a dire que les deux séquences doivent étre alignées ainsi parce
qu’elles constituent théoriquement des zones identiques dans des génomes différents. Si le
début ou la fin ne sont pas alignés correctement, cela provient d’une insertion ou d’une
deletion qui doit donc étre prise en compte comme telle. Il est donc nécessaire de compter
le cotut de cette breche.

La deuxieme facon de considérer le probleme est de considérer que s’il y a une breche
en début ou en fin d’alignement, c’est uniquement parce que la séquence a été coupée.
Cette breche représente la partie de la séquence qui a été artificiellement supprimée. Dans
ce cas comme on ne peut pas savoir si I’alignement est correct, il est impossible de donner
une évaluation de cette partie. La breche est alors considérée comme ayant un cott nul.

2.3.7 Les fonctions d’évaluation pour alignements par paires

Les fonctions d’évaluation ont pour principal objectif de déterminer la qualité d’un
alignement. Idéalement, la fonction d’évaluation doit permettre de comparer plusieurs
résultats. Pour deux alignements distincts d’un méme couple de séquences, I'alignement
ayant la meilleure évaluation est celui qui doit étre de meilleure qualité.

Pourcentage de similarité

Premiere méthode simple permettant d’avoir une bonne idée de la qualité de l'aligne-
ment de deux séquences. Cette méthode consiste & parcourir toutes les paires de résidus
de I'alignement. Lorsque les deux acides aminés sont identiques on attribue la valeur 1, et
0 dans les autres cas. On obtient ainsi le nombre d’identités de 'alignement. Les breches
sont comptabilisées dans les autres cas, c’est-a-dire qu’il n’y a pas de pénalités particulieres
comme exposé dans la partie précédente.

Pour que cette valeur soit représentative, il est nécessaire de la rapporter a la longueur
de l'alignement. Soit v la fonction identité, qui associe 1 a deux résidus identiques, et 0
sinon. La similarité entre deux séquences alignées S} et S5 est donnée par :

1=l

Sim(A) = > v(Sli], Syli)/1

1=1

Cette méthode est treés simple & mettre en ceuvre, car elle ne fait intervenir que l'aligne-
ment lui-méme. Elle est principalement utilisée pour calculer les matrices de distances entre
plusieurs séquences. En effet, si 'on suppose que A est le meilleur alignement pour deux
séquences Sy et So, alors 1 — Sim(A) permet de définir une distance entre les séquences.

Utilisation d’une matrice de substitution

Le pourcentage de similarité est une métode simple a utiliser mais elle n’est pas toujours
trés représentative. En effet, attribuer la méme valeur a tous les nucléotides n’est pas
conforme a ce qui est observé dans la réalité. De plus la valeur 0 dans le cas ou il n’y a
pas identité est encore moins acceptable. Nous avons vu dans la partie sur les matrices de
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substitution qu’il n’est pas nécessairement génant que deux acides aminés différents soient
en regard.

Autre différence notable avec le pourcentage de similarité, les breches sont ici également
prises en compte de facon plus réaliste. C’est-a-dire qu’il est nécessaire d’utiliser une
évaluation plus pertinente, comme exposé précédemment.

Définition 41 (Evaluation d’un alignement) Soit A un alignement de longueurn des
deux séquences Sy et So définies sur un alphabet X, et soit M une matrice de substitution
pour Y. On définit l’évaluation de A par la valeur suivante :

Boal(4) = Y val(S} i, S311)
i=1

ot val(Sy[i], S4[7]) vaut :
- M(S1[4], S4[i]) si Si[i] et Sh[i] ne sont pas des bréches,
— le cout associé a une bréche sinon.

Le cout associé a une breche dépend de la méthode utilisée pour modéliser ce cout. S’il
s’agit d’une breche de début ou de fin d’alignement, elle peut éventuellement ne pas étre
comptée.

2.4 Rappels de programmation dynamique

Maintenant que nous savons évaluer la qualité d’un alignement, il devient possible d’en-
visager la recherche du meilleur alignement. Or nous avons vu que pour deux séquences
données, la recherche de tous les alignements possibles ne peut étre envisagée de facon
raisonnable. Toutefois, pour éviter cela, il existe une méthode efficace basée sur la pro-
grammation dynamique.

2.4.1 Position du probleme : étude d’un exemple simple

La suite de Fibonacci est un trés bon exemple pour comprendre le fonctionnement
et l'intérét de la programmation dynamique. Pour cela commencons par en rappeler la
définition de cette suite :

Définition 42 (Suite de Fibonacci) La suite de Fibonacci est définie récursivement a
partir de la somme de ses deux termes précédents :

- F=F=1

- n—|-2:-ﬁ.n-i-l"i_-Fnavnel\p<

De nombreuses méthodes permettent de calculer la valeur de cette suite pour une valeur
n € N donnée.
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2.4 Rappels de programmation dynamique

Méthode 1 : une méthode naive

La plus intuitive, et sans aucun doute la plus maladroite, consiste a remplacer récursi-
vement dans la formule générale jusqu’a obtenir les valeurs F; et F». Nous pouvons par
exemple pour calculer Fig procéder de la facon suivante :

Fio = Fo+Fg
= Fs+Fr+Fr+Fs
Fr+Fe+Fo+ Fs+Fo+Fs+Fs+ Fu

34 x Fo+21 x Fy
= 55

Méthode 2 : une méthode mathématique

Cette méthode est donnée car elle permet de calculer facilement la complexité de la
premiere méthode.

Avec une récurrence de niveau 2, il est bien sur facile de calculer directement toute
valeur de la suite. La résolution de I’équation caractérisique associée donne les deux racines
suivantes :

¢ =(1-v5)/2

D’ou la formule, dite de Binet, donnant la valeur de F,, :

{ ¢=(1++5)/2

1

V5

Avec la premieére méthode que nous avons donnée, le nombre d’additions a réaliser pour
calculer F, est F, — 1. Or lorsque n tend vers l'infini, F;, est équivalent & ¢"/v/5. C’est-
a-dire que le nombre de calculs a réaliser est exponentiel.

L’algorithme naif consistant a calculer F,, par cette méthode a donc une complexité

en O(n).

Méthode 3 : la programmation dynamique

Le principal défaut de la premiere méthode proposée, est qu’il est nécessaire de calculer
de nombreuses fois les mémes valeurs F;. Par exemple pour calculer Fiq, il faut calculer
Fg et Fg. Or pour calculer Fy il faut également calculer Fg. Ainsi, plus le calcul progresse,
plus il est nécessaire de calculer de nombreuses fois les mémes valeurs.

Cette facon de réaliser le calcul n’est donc pas performante. Et il semble plus judicieux
de ne calculer qu’une seule fois les valeurs qui sont nécessaires. Au lieu de chercher a
calculer F, a partir des sous problemes F, 1 et F,_o, il est préférable de calculer pro-
gressivement les différentes valeurs. Ainsi connaissant F7 et JF» il est possible de calculer
F3 puis Fy, etc. jusqu’a la valeur F,, cherchée.

Chaque étape du calcul est uniquement la somme des deux sous-problemes précédem-
ment obtenus. Il s’agit donc d’un calcul pouvant étre fait a chaque fois en temps constant.
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L’algorithme permettant de calculer F,, a alors une complexité linéaire en O(n). Cette
méthode de résolution correspond au principe de la programmation dynamique. Elle peut
étre appliquée dans certains cas pour la résolution de problemes combinatoires. Nous al-
lons maintenant exposer les conditions nécessaires pour ’application de la programmation
dynamique.

2.4.2 Principe de la programmation dynamique

La programmation dynamique est un principe souvent simple a mettre ceuvre pour
résoudre des problemes complexes. Elle ne s’applique toutefois qu’a une certaine catégorie
de problemes, et il est nécessaire de vérifier certaines conditions pour qu’elle puisse étre
appliquée.

Définition 43 (Probléme et sous-probléme) Soit P(n) un probleme d’optimisation
de taille n. On appelle sous-probléme de P(n) tout probléeme P(i) avec i < n.

Définition 44 (Principe d’optimalité) On dit qu’un probléme P(n) satisfait au prin-
cipe d’optimalité lorsqu’une solution optimale peut étre exprimée en fonction de solutions
optimales de sous-problemes.

Définition 45 (Programmation dynamique) Soit P(n) un probléme satisfaisant au
principe d’optimalité. On dit qu’un algorithme de résolution de P(n) est basé sur le principe
de la programmation dynamique s’il utilise les deux étapes suivantes :
— P(n) est calculé récursivement en partant des problémes de plus bas niveau,
— Une table est construite dynamiquement pour conserver tous les résultats intermé-
diaires obtenus.

L’utilisation de la programmation dynamique suppose donc que pour les valeurs les plus
faibles de n, P(n) soit connu ou facile & calculer.

En conservant tous les résultats intermédiaires dans une table on évite d’avoir a les
recalculer de nombreuses fois. En effet, refaire ainsi les mémes calculs a chaque itération
est a 'origine de la complexité exponentielle des algorithmes “naifs”.

2.5 Alignement global

2.5.1 Généralités

L’alignement de deux séquences tel que nous ’avons défini précédemment peut étre
décliné en deux sous-problemes : l’alignement global et I’alignement local. Nous com-
mengons ici avec I'alignement global en exposant un algorithme efficace basé sur la pro-
grammation dynamique. Méme si la complexité est faible, celle-ci peut s’avérer encore
trop forte dans certains cas tres fréquents. Nous exposerons un algorithme permettant de
résoudre ce probléme.

Le probléme d’alignement global de deux séquences reprend la définition d’alignement
telle que nous 'avons déja proposée. Il s’agit de trouver le meilleur alignement possible
des deux séquences compleétes.
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2.5 Alignement global

Le sens de meilleur alignement est bien entendu lié a la fonction d’évaluation utilisée.
Or nous avons vu qu’il était possible d’évaluer les breches de différentes fagons, mais
également de compter ou non les breches de début et fin d’alignement. Dans tous les
cas le principe général reste le méme, mais les algorithmes résultants sont toutefois assez
différents.

2.5.2 Algorithme de Needleman-Wunsch
Principe général

L’algorithme de Needleman-Wunsch [Needleman and Wunsch, 1970] est basé sur le
principe de la programmation dynamique. Vouloir utiliser la programmation dynamique
est assez intuitif, car il est aisé de définir un sous-probleme du probleme d’alignement. De
plus le probleme principal peut étre exprimé en fonction de ses sous-problemes.

Pour exposer le principe nous supposerons qu’il s’agit d’un probléme de maximisation.
Le raisonnement permettant d’expliquer le principe de construction peut étre mené par
induction sur la longueur de chacune des deux séquences.

Soient S et T' deux séquences de longueurs p et ¢ a aligner. Nous définissons le probléeme
P(i,7) de la facon suivante :

— le probleme consistant a déterminer le meilleur alignement des sous-séquences S|1..i]

et T[1..7] pour i >0 et j > 0,

— le probléme se réduit a aligner S[1..7] avec une bréche pour i > 0 et j = 0,

— le probléme se réduit a aligner T'[1..j] avec une bréche pour i =0 et j > 0,

— le cas fortement dégénéré ou ¢ = j = 0 n’a que peu d’intérét, puisqu’il consiste a ne

rien aligner. Nous le donnons toutefois ici car il nous servira de cas d’arrét.

L’objectif pour nous est d’aligner les séquences S et T en totalité, ce qui correspond a
déterminer P(p, q). L’évaluation de P(i, j) correspond & la valeur associée & cet alignement,
nous la noterons V(i, j).

Un sous-probléme P(¢', ") de P(i,j) consiste :

— a déterminer le meilleur alignement des sous-séquences S[1..7'] et T'[1..5'] de S[1..4]

et T[1..5] pour i’ > 0 et j/ > 0,

— a aligner S[1..i'] avec une breéche pour i > 0 et 5/ =0,

— & aligner T'[1..5'] avec une bréche pour ¢/ = 0 et j' > 0.

Autrement dit, P(7,j') est un sous-probléme de P(i,j) si et seulement si (i' < i et
J' <) ou(d <ietj <j).

Cherchons & exprimer P(i, j) en fonction de ses sous-problémes. Trois cas sont alors a
envisager suivant que 7 et j sont strictement positifs ou non.

Premier cas i =0et j #0: Sii=0, nous sommes dans un cas dégénéré du probleme
ou il est simple d’exprimer P(0, j) en fonction de ses sous-problémes. En effet selon les cas,
il est possible de déterminer P(0, j) directement ou & partir de P (0,5 — 1). Si les breches
de début et fin d’alignement ne sont pas prises en compte, la valeur associée a P(0,j) est
bien siur 0. Sinon, plusieurs cas peuvent étre envisagés :
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— pour les breches a cout constant, le passage de P(0,j7 — 1) & P(0, ) se fait par une
extension de breche. Donc V(0,7) = V(0,j — 1) + «,

— pour les breches a cout affine, deux cas sont possibles :
— si j =1, il s’agit d’une création de breche, et V(0,j) = K,
— sinon, il s’agit d’une extention de breche, et V(0,5) = V(0,5 — 1)+ h

— si un autre modele mathématique est utilisé pour évaluer les breches, dont I’évaluation
est donnée f en fonction de la longueur, V(0,5) = f(j).

Deuxiéme cas i #0 et j =0 : Ce cas est totalement symétrique du précédent, et les
résultats obtenus sont identiques en remplacant j par i.

Troisiéme cas i #0 et j # 0 : Il s’agit du cas général, et nous allons exprimer P(i, j)
en fonction de ses sous-problémes. Pour déterminer P(i, j), intéressons-nous & la derniére
position de cet alignement. Il n’est pas possible de trouver deux breches, donc 3 cas sont
envisageables :

— S[i] est aligné avec une breche,

— T'i] est aligné avec une breche,

— S[i] et T'[j] sont alignés.

Le premier cas correspond a S[i] aligné avec une bréche, ce qui veut dire que dans
cette configuration, la derniere position de I'alignement a le cotit d’une breche. Le reste de
lalignement est formé par les séquences S[1..i — 1] et T'[1..5]. Or il s’agit 1a du probleme
P(i — 1,7), qui est un sous-probleme de P(i,j). Ce qui veut dire que par hypothese,
V(i —1,7) est connue, et donc la valeur de l'alignement avec S[i] aligné avec une breche a
pour valeur V(i — 1,7) + val(S[i],) =), olt val est la fonction définie & la définition 41.

Le second cas, T[j] aligné avec une breche, est le symétrique du précédent, et il peut
donc étre décomposé en deux parties : P(i,7 — 1) et l'alignement d’une breche avec T'[5].
La valeur associée est alors V(i,j — 1) + val('"—', T[j]).

Enfin, le dernier cas correspondant & l’alignement en derniére position de S[i] avec
T[j]. L’alignement du reste des deux séquences correspond au probléeme P(i — 1,5 — 1),
qui est également un sous-probléme de P(i,j). La valeur associée est donc donnée par
V(i—1,7 —1)+wval(S[i], T[j]).

Ces calculs effectués, il ne reste plus qu’a déterminer laquelle des trois solutions est
optimale. Ainsi dans le cas d’une maximisation nous obtenons :

V(i —1,7) +wval(S[i], —'),
V(i,j) =max [ V(i,j — 1) +val('—', T[j]), (2.1)
V(i—1,5 —1) +val(S[i], T[j])

Pour une minimisation, il suffit de remplacer “max” par “min”.

La récursivité ainsi définie satisfait au Principe d’optimalité puisque 'optimum est
exprimé en fonction d’optima de 3 sous-problemes. La programmation dynamique peut
donc étre utilisée pour résoudre le probleme. La fonction val est toutefois trompeuse
puisqu’elle sous-entend que l'on sait évaluer le cott de la bréche alignée avec S[i] ou T'[j].
Lorsque les breches sont & cotit constant, c¢’est en effet le cas. En revanche pour les bréches
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a cout affine, rien ne permet a la fonction val de savoir s’il s’agit d’une ouverture ou d’une
extension de breche. Il est donc nécessaire de différencier les deux cas, le premier étant
beaucoup plus simple a résoudre.

Afin de déterminer P(p, q) au moyen de la programmation dynamique, il est nécessaire
de calculer tous ces sous-problemes et de les conserver. On utilise pour cela une matrice
de taille [p + 1,¢ + 1] contenant tous les probléemes P(i,j) avec 0 < i < pet 0 < j < gq.
Traditionnellement, la représentation utilisée est celle de la figure 2.2.

-1C|T|G|G|A

> Q> Q

Fi1G. 2.2 — Exemple de tableau utilisé pour la programmation dynamique.

Cas des bréches a couit constant

Nous avons vu que dans ce cas, si i et j ne sont pas nuls, P(i,j) peut étre déterminé
a partir de ses trois sous-probléemes directs P(i—, j), P(i,7 — 1) et P(i — 1,5 — 1). Par
rapport a la représentation montrée a la figure 2.2, cela correspond a la représentation de
la figure 2.3.

|
v

F1a. 2.3 — Calcul de P(i,j) a partir de ses sous-problemes directs.

Le tableau va donc permettre de conserver les valeurs V(i,j), et progressivement
d’aboutir au calcul de V(p, q), valeur de I’alignement optimum. Pour cela, il suffit d’utiliser
les équations vues précédemment pour les problemes de plus bas niveau, c’est-a-dire pour
1 =0 ou j = 0. Comme nous ’avons vu les équations sont

- V(,0) =V(i—1,0) + «

- V(0,7) =V(0,j — 1) + «

Dans le cas ou les bréches de début d’alignement ne sont pas comptées, o = 0 et donc
V(i,0) = V(0,5) = 0.

La premiere ligne et la premiere colonne du tableau peuvent ainsi étre calculées. En-

suite, il faut appliquer récursivement 1’équation 2.1 dans le tableau de valeur. Le calcul
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peut étre fait lorsque les valeurs des cases situées “a gauche”, “au dessus” et en “diago-
nale” sont connues. Le principe calculatoire généralement utilisé consiste a effectuer tous
les calculs ligne par ligne ou colonne par colonne jusqu’a la derniére case du tableau.

Exemple : Reprenons I'exemple précédent, et cherchons ’alignement optimum avec la
matrice de substitution suivante :

w|w| w|l o~
w|w|o|w| —~Q
w| | w|w| —Q
| w|w|w|—|N

/
1
1
1
1

SQQie g

Les breches sont a cotit constant 1, donc pour la premiere ligne et la premiere colonne
nous avons :

- V(i,0) =1
Le résultat de cette premiere étape est donné dans la figure 2.4.

C|T|G|G|A
1121345

> QO
| w| o= o

Fi1G. 2.4 — Calcul des valeurs associées aux problémes de plus bas niveau.

Voyons maintenant le calcul pour V(1,1). Comme V(0,0), V(0,1) et V(1,0) sont
connues, cette valeur peut étre calculée :

V(0,1) +val(C, —),
V(1,1) = max V(l,O) +wval(—,0C), (2.2)
V(0,0) 4+ val(C, C)
1+1,
=max | 1+1, (2.3)
0+6
(2.4)
En faisant le calcul par ligne, il devient posmble de calculer V(1,2).

641,
V(1,2) =max | 241, | =7 (2.5)
1+3
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En continuant avec le méme principe, on peut calculer successivement toutes les valeurs
du tableau. On obtient les résultats suivants :

-1C|T|G|G|A
-0y 12|13 ]4)|5
cCi1(6| 7181|910
Al2|7]9 101115
G|3|8 10|15 |16 |17
Aj4]19 1116|1722

FiGc. 2.5 — Résultat complet.

Construction de 1’alignement

La méthode que nous venons de présenter permet de déterminer la valeur optimale
V(p,q) pour alignement des deux séquences dans le cas des breches a cott constant. La
suite des calculs effectués permettant d’obtenir cette valeur est utilisée pour constuire le ou
les alignements correspondants. En effet, 'optimum obtenu est la somme des valeurs des
opérations d’éditions, et il est possible de retrouver chaque opération d’édition élémentaire
menant a ce résultat.

Ainsi, il est possible de déterminer comment a été obtenue la valeur de V(p, ¢). Puisque
lon sait qu'il s’agit de 'optimum obtenu & partir des trois sous-problemes P(p — 1,¢q),
P(p,q—1) et P(p—1,q — 1). Suivant le sous-probléme ayant permis de calculer V(p, q),
trois cas sont envisageables :

— Le cas P(p — 1, q) correspond a une insertion dans S,

— Le cas P(p,q — 1) correspond & une deletion dans T,

— Le cas P(p — 1,q — 1) correspond & un match ou un mismatch.

La derniére position de I'alignement étant trouvée, il est possible de réitérer le méme
processus a partir des sous-problemes. Il suffit en effet de trouver lequel de ces sous-
problemes a permis de ’obtenir pour avoir I’avant-derniere position de ’alignement. De
proche en proche cette méthode permet de remonter jusqu’a P(0,0), et ainsi de construire
I’alignement complet.

Cette méthode permet de construire un alignement de deux séquences, mais nous avons
présenté la méthode en supposant qu’a chaque étape un unique sous-probléme permettait
d’avoir le résultat. Ce n’est bien sur pas le cas, puisqu’il est possible que deux ou méme
les trois sous-problemes conduisent au résultat optimum. Lorsque cela arrive, le processus
de construction est subdivisé, et chacun permet d’obtenir un alignement différent.

D’un point de vue calculatoire, retrouver a chaque fois quels sous-problémes ont permis
d’aboutir au résultat implique de refaire les calculs. Le nombre de calculs que cela implique
est négligeable lorsqu’il n’y a qu’un alignement a déterminer, mais il peut devenir impor-
tant lorsqu’il y a de nombreux alignements possibles. Pour cette raison il est préférable
de conserver pour chaque probleme P(i,j) quels sous-problémes ont permis de I'obtenir.
Il devient ainsi rapide de construire le ou les alignements des deux séquences. Dans notre
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exemple, en marquant a chaque étape avec une fleche les sous-problemes utilisés, cela
donne le résultat de la figure 2.6

-lof1+2+3+414+5
6478910
9 1011 |15
10 [F 151617
11| 16 ['17 [T22

—_
—

> Qe Q
O+
CO+00+~T+

Fi1G. 2.6 — Indication a chaque étape des sous-problemes utilisés.

On en déduit donc les alignements suivants pour un cout de 2 :

CTGGA CTGGA CTGGA
CA-GA CAG-A C-AGA

Cas des bréches a cout affine

De méme que pour 'alignement avec breches a cotit constant, il est possible dans ce
cas d’utiliser un algorithme basé sur le principe de la programmation dynamique [Gotoh,
1982]. Lrutilisation d’un coiit affine pour évaluer les bréches nécessite de savoir s'il s’agit
d’une création ou d’une extension de breche lorsque ’on fait une insertion ou une deletion.
Il n’est donc plus possible d’exprimer directement P(i,7) en fonction de ses trois sous-
probléemes directs.

Meéme s’il est nécessaire de prendre en compte plus de sous-problémes, le principe reste
le méme. La notation utilisée précédemment ne peut plus étre utilisée directement ; pour
le montrer prenons par exemple le cas de l'insertion. Avec I'utilisation des breches a cotit
constant, nous avions V(i,j) = V(i — 1,j) + cste pour I'insertion. Avec les breches a cott
affine, il est nécessaire de pouvoir différencier si 'opération précédente était également une
insertion ou non. Il nous faut donc connaitre trois valeurs différentes correspondant aux
trois alignements des sous-séquences S[1..i — 1] et T'[1..j] suivants :

— Le meilleur alignement se terminant par une insertion,

— Le meilleur alignement se terminant par une deletion,

— Le meilleur alignement se terminant par un match ou un mismatch.
Par rapport au cas des breches a colt constant, il est donc nécessaire de connaitre
pour chaque sous-probleme direct les trois valeurs possibles suivant la derniere opération
d’édition qui y est effectuée. Il nous faut donc décomposer chaque sous-probleme direct
P(i,j), et nous utiliserons les notations suivantes :
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Mise en équations du probléme

Soit DM (i,j) la valeur maximale que 'on peut obtenir pour V(i,j) si la derniére
opération est issue de la diagonale, c’est-a-dire, s’il s’agit d’une opération de type match
/ mismatch. On définit de méme les valeurs HM (i,7) et VM(i,j), on HM(i,j) est la
valeur maximale que peut avoir V(i,j) si la derniére opération est une insertion (c’est-
a~-dire que la derniére opération est obtenue horizontalement), et VM (i,j) est la valeur
maximale que peut avoir V(i, j) si la derniére opération est une deletion (opération obtenue
verticalement). On obtient par conséquent :

V(i,j) = max{DM i, ), HM(i,5),VM(i,j)}

Le calcul de HM (i, j) et V.M (i, j) nécessite de savoir si des bréches ont été préalablement
insérées, c’est-a-dire de savoir si 'opération précédente pour H M (i, j) était une insertion,
et si opération précédente pour VM (i, j) était une deletion. Il faut donc pouvoir conser-
ver a chaque étape la valeur maximale obtenue par I'opération de match/mismatch, par
I'opération d’insertion et par 'opération de deletion.

Pour HM(i,j) le calcul s’effectue en faisant une opération d’insertion & partir des
sous-problemes DM (i,j — 1), HM (i,j — 1) et VM (7,5 — 1). Pour la valeur issue du sous-
probleme HM (i, j—1) le cout d’insertion de la bréche est h, alors que pour les deux autres
cas, l'insertion aura un cott de K. En appelant HD(i,j), HH (i,j) et VH(i, ) les valeurs
obtenues pour ses trois sous-problémes, on obtient :

HD(i,j) = DM(i,j — 1) + K
HH(i,j) = HM(i,j — 1) + h
HV(i,j) =VM(i,j— 1)+ K

La valeur de HM (i, 7) est donc obtenue en prenant le maximum des trois :
HM(i, j) = max{HD(i,j), HH (i, j), HV (i, j) }

On calcule de la méme fagon la valeur de V M (i, j) par une opération de deletion & partir
de DM (i—1,j), HM(i—1,5) et VM (i—1,7). La deletion a un cott de h pour le calcul &
partir du sous-probleme VM (i —1,7), et un cotit de K pour les autres sous-problémes. En
appelant VD(i, j), VH(i,j) et VV (i, ) les valeurs obtenues pour ses trois sous-problémes,
on obtient :

VD(i,j) =DM(i—1,5) + K

VH(i,j) =HM(@ —1,j)+ K

VV(i,j)=VM(@E—-1,5)+h

La valeur de VM (i, j) est donc obtenue en prenant le maximum des trois :

Le calcul de DM (i, j) s’obtient & partir des trois sous-problémes DM (i—1,j—1), HM (i —
1,7—1) et VM(i— 1,7 —1). Soit M la matrice de substitution utilisée pour 'alignement
des deux séquences, et soit S(i) le i™° caractére de la premiere séquence et T'(j) le jome
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caractere de la seconde séquence. On obtient DM (7, j) en ajoutant M(S(i), T(j)) a chacun
des sous-problemes :

DD(i,j) =DM (i — 1,5 — 1) + M(S(i),T(j))
DH(i,j) =HM(@i— 1,7 — 1)+ M(S(),T(j))
DV(i,j)=VM(@—1,7—-1)+ M(S(),T(j))

La valeur de DM (3, j) est donc obtenue en prenant le maximum des trois :
DM (i, j) = max{DD(i, j), DH (i, j), DV (i, j)}
La valeur de V(i, j) est donc donnée par :

DD(i,j)=DM(i — 1,7 — 1)+ M(S(2),T(5))
DM(i,§) = max{ DH(i,j) = HM(@i—1,j — 1) + M(S(), T(}))
DV (i,§) = VM(i — 1,5 — 1) + M(S(),T(5))

HD(i,j) = DM(i,j — 1) + K
M(i,j) =max{ HM(i,j) =max{ HH(i,j)=HM(,j—1)+h
HV(i,j) =VM(i,j — 1)+ K

VD(i,j) =DM —1,j)+ K
VM(i,j) =maxq VH(i,j)=HM(i—1,j)+ K
VV(i,j)=VM@—-1,5)+h

Cette formule est valable pour i > 0 et j7 > 0.

Le principe du calcul de V(i,7), valeur maximale de I’alignement des i premiers ca-
racteres de S avec les j premiers caracteres de T peut étre représenté de fagon simplifiée
sous la forme d’un graphique (F1G. 2.7).

DD D|V VD V|V
Sy Ny
DH —t+— DM VH —— V{W
N Y
HD HIV
~ M
HH HM

F1G. 2.7 — Principe du calcul de V(i, j) a partir de DM (i,7), HM (i,j) et VM(i, ).
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Les cas de base

Les cas de base correspondent & ¢ = 0 ou a 7 = 0. Dans les cas ou elles existent, les

valeurs associées peuvent étre calculées directement :

— Initialisation pour i = 0 et 7 = 0. Il s’agit du cas ol aucun caractere n’a encore été
aligné ni dans la séquence S ni dans la séquence T'. La valeur associée pour toutes
les matrices précédemment citées est donc 0.

— Initialisation pour ¢ > 0 et 7 = 0. Il s’agit des valeurs présentes dans la premiere
colonne des matrices. Elles correspondent a l'insertion d’une breche de longueur
1 au début de la séquence S. Pour plusieurs matrices, cette opération n’a pas de
signification. Parmi les matrices DD, DH, DV, HD, HH, HV, VD, VH et VV
le calcul n’est défini que pour la matrice V'V. En effet, cette matrice est celle qui
prend en compte le calcul pour l'insertion dans S. Parmi les matrices DM, HM et
VM, seule VM est donc définie et égale a VV. M est donc calculée uniquement
avec VM. Pour i = 1 la valeur de V'V correspond au cotit d’ouverture d’une breche,
pour i > 1, VV(i,0) = VM(i — 1,0)+ le cout d’insertion.

K, i=1

VV(i,0) =V M(i,0) = M(i,0) :{ VM(i—1,0)+h, Vi>1

— Initialisation pour i = 0 et j > 0. Il s’agit des valeurs présentes dans la premiere ligne
des matrices. Elles correspondent a I'insertion d’une bréche de longueur j au début
de la séquence T'. Comme précédemment, cette opération n’est définie que pour les
matrices HH, HM et M. Pour j = 1, il s’agit également du colt d’ouverture d’une
breche, pour j > 1 de I'ajout du cout d’extension de la breche.

HH(0,7) = HM(0,7) = M(0,5) = { 5]\5(0,; —1)+h,Vj>1

La présence de valeurs non définies dans les matrices ne permet pas d’utiliser les
formules de récurrence que nous avons vues. D’un point de vue pratique, toutes les valeurs
non définies sont donc initialisées a —oo. Lors du calcul de la premieére ligne et de la
premiére colonne, VM ou H M sont calculées, et donc intialisées avec des valeurs différentes
de —oo. A partir de la deuxiéme ligne et de la deuxieme colonne DM, HM et VM sont
calculés avec la formule de récurrence définie plus haut.

Par exemple pour HM, on a

HM(i,§) = max{DM(i,j — 1) + K, HM(i,j — 1) + h, VM(i,j — 1) + K}

Or nous venons de montrer que HM (i,j — 1) ou VM (i,j — 1) est différent de —oo, donc
HM(i,j) est également différent de —oo. On montre de méme que DM (i,7) et VM (i, 7)
sont aussi tous deux définis, et par conséquent V(i, j) est également définie.

Par récurrence, on peut donc montrer que si les valeurs de DM, HM et VM sont
définies pour la colonne ¢, ¢ > 0 et la ligne [, [ > 0, alors, les valeurs de DM, HM et V.M
sont également définies pour la colonne ¢+ 1 et la ligne [ + 1.
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Construction de 1’alignement

Le principe de construction de l'alignement est assez semblable a celui des breches a
cout constant. Il faut chercher de proche en proche quels sous-problemes ont permis de
mener au résultat. L’alignement est 1a encore construit & partir de la fin en partant du
résultat. Toutefois, la méthode de calcul différente conduit & un parcours différent des
matrices pour construire I’alignement. Il est en effet nécessaire a chaque étape de prendre
en compte a partir de quelle matrice sera faite ’étape suivante de la construction.

Complexité de 1’alignement de deux séquences

Pour les sous-problemes de plus bas niveau, le calcul peut étre fait directement par une
simple addition. Chaque case de la premiere ligne et de la premiere colonne peut donc étre
calculée en temps constant. Le calcul de P(i, j) dans le cas général consiste a déterminer le
maximum de plusieurs valeurs. Chacune de ces valeurs pouvant également étre déterminée
en temps constant. Comme pour les sous-problemes de plus bas niveau, le calcul de V(i, j)
peut donc étre fait en temps constant.

Seule la premiere case du tableau ne nécessite pas de calcul. Le nombre de cases du
tableau a calculer est donc (p+1) X (¢+ 1) — 1. On obtient donc une complexité en O(p.q)
pour le calcul de la valeur de P(p, q).

Regardons maintenant la complexité pour construire un alignement des deux séquences.
Le pire des cas pour la construction correspond & un alignement de taille maximum. Ce
cas se produit lorsque les deux séquences sont totalement disjointes, et donc avec un
alignement de longueur p + ¢q. Chaque étape de la construction se fait en temps constant,
la construction d’un alignement a donc une complexité en O(p+¢q). Le calcul complet d’un
alignement de deux séquences a donc une complexité en O(p.q).

Lorsqu’il y a plusieurs alignements possibles pour deux séquences, chaque construction
a une complexité en O(p + ¢). Or il n’est pas possible de déterminer & ’avance le nombre
d’alignements optimaux différents pour deux séquences données.

2.6 Alignement local

2.6.1 Définition

La méthode d’alignement global que nous venons de présenter permet de déterminer
le meilleur alignement des deux séquences completes S et T'. Toutefois cette optimalité
sur ’ensemble des séquences correspond au meilleur compromis possible. Elle ne garantit
nullement qu’il ne soit pas possible de mieux aligner deux sous-séquences de S et T'.

Définition 46 (Alignement local) Soit S et T' deux séquences. On définit l’alignement
local de S et T comme étant 'alignement A des séquences S’ et T' vérifiant :

— S’ est une sous-séquence de S,
— T est une sous-séquence de T
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— Il n’existe pas d’autres sous-séquences de S et T dont l’alignement B vérifie Eval(B) >
Eval(A) (ou Eval(B) < Eval(A) dans le cas d’une minimisation), Fval étant la
fonction définie a la définition 41.

L’alignement local représente donc l'alignement dont 1’évaluation est la meilleure parmi
les alignements de toutes les sous-séquences de S et T'.

2.6.2 Algorithme de Smith-Waterman
Définition

L’algorithme de Smith et Waterman [Smith and Waterman, 1981] permet de déterminer
I’alignement local de deux séquences. Pour cela, il est en partie basé sur ’algorithme d’ali-
gnement global basé sur le principe de la programmation dynamique.

En utilisant la définition que nous venons de donner, on constate qu’il est nécessaire
de satisfaire deux conditions pour obtenir un alignement local :

— trouver dans la matrice la valeur V maximale,

— pour que cette valeur corresponde exactement a ce qui est attendu, aucune valeur
ne doit étre négative. Cette condition, permet de recommencer depuis le début un
nouveau sous-alignement.

L’algorithme de Smith et Waterman peut étre utilisé quelle que soit la méthode de

colit des breches. Dans le cas des breches a cotit constant, I’équation 2.1 devient :

V(i —1,7) +val(S[i], =),
V(i,j — 1) +val("=", T[j]),
Vi—-1,7—-1)+ val(S[i],T[j]),
0

V(i,j) = max (2.6)

L’algorithme est alors le suivant :

1. Initialiser la premiere ligne et la premiere colonne a 0,

2. Utiliser l'algorithme de Needleman-Wunsch avec 1’équation 2.6,
3. Rechercher la valeur maximale dans la matrice,
4

. Construire I'alignement a partir de cette valeur, en arrétant a la premiere valeur
nulle rencontrée.

Remarque 5 :

— La valeur 0 d’arrét peut éventuellement étre celle de coordonnées (0,0) dans la ma-
trice,

— L’ajout de la valeur 0 dans ’équation 2.6 permet de définir le début de l'alignement
puisque l'on sait que la valeur suivante dans ['alignement est forcément positive.
Ainsi la valeur mazximale de la matrice correspond bien a la valeur réelle de ’aligne-
ment local.
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Exemple d’alignement local

Dans cet exemple nous alignons deux séquences d’ADN plus longues que dans les
exemples précédents. On peut ainsi voir que ’alignement local est différent de I’alignement
global, et ne prend en compte qu'une partie des deux séquences. Les séquences utilisées
sont :

— GCAGAGCACT

— GCTGGAAGGCAT
Les valeurs de la matrice de substitution utilisées pour déterminer l’alignement sont les
suivantes :

— match : 5,

— mismatch : -4,

— insertion ou deletion : -7.

Le détail des calculs ainsi que le chemin suivi pour la construction sont donnés dans le
tableau 2.5. La valeur maximale calculée est 19. Elle constitue donc le point de départ pour

- G ¢C T G G A A G G C A T
-0 06 0 0 0 0o 06 0 0 0 O 0 O
G0 5 0 0 5 5\ 0o 0o 5 5 0 0 O
c(0 0 10 3 0 1 1\ 0 0 1 100 3 O
AfO O 3 6 0 0 6 6\ 0 0 3 15 8
G{05 0 0 11 5 0 2 11x5 0 8 11
AfO O 1 0 4 7 10 5 4 T 1 5 4
G|O 5 0 0 5 9 3 6 10 93 0 1
cfo 010 3 0 2 5 0 3 6 147 O
AfOO 3 6 0 0 7 10 3 0 7 19 12
ci0 60 5 0 2 0 0 3 6 0 5 12 15
T(0 0 0 100 3 0 O O O 2 0 & 17

Fia. 2.8 — Ezemple d’alignement local

la construction de l'alignement local. En remontant jusqu’a la derniere valeur strictement
positive on obtient le résultat suivant :

GAAG-GCA
GCAGAGCA

2.6.3 Résultats et complexité

L’algorithme d’alignement local est tres similaire a ’algorithme d’alignement global.
L’ajout de la valeur 0 dans le calcul de V(i, j) ne modifie pas la complexité du calcul car il
s’agit maintenant de trouver le maximum de 4 valeurs et non plus 3. La complexité pour
déterminer la matrice entiere est donc la méme que celle de I’alignement global : O(p.q).

Pour la construction de 'alignement résultat, on utilise également la méme méthode.
La seule différence est d’adapter I'algorithme & la partie qui doit étre construite. Il faut
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donc tout d’abord déterminer ot commence la construction, pour cela il faut trouver la
valeur maximale dans la matrice. Pour ne pas augmenter la complexité de cette partie
de lalgorithme, il est préférable de conserver cette valeur lors du calcul de la matrice.
Un alignement de longueur maximale représente le pire des cas pour la construction du
résultat. Or nous avons vu précédemment que cette complexité est en O(p + ¢). S’il y
a plusieurs occurrences de la valeur maximale dans la matrice, la complexité de chaque
alignement est également en O(p + q).

La complexité de ’algorithme pour obtenir un alignement local est finalement en
O(p.q), c’est-a-dire la méme que pour un alignement global.

2.6.4 Blast : Basic Local Alignment Search Tool
Introduction

Nous avons vu que l'alignement de deux séquences est fréquemment utilisé pour dé-
terminer la similarité. En particulier cette méthode est employée pour les recherches dans
une base de séquences. Ainsi, il faut pouvoir déterminer & partir d’une séquence toutes les
séquences de la base de données qui lui sont similaires.

Le probleme semble facile & résoudre puisque nous avons vu un algorithme simple
permettant de déterminer l'alignement de deux séquences. De plus, une fois I'alignement
obtenu, il suffit de le parcourir pour déterminer la similarité entre les deux séquences,
opération qui peut étre faite en temps linéaire. La complexité pour comparer deux séquences
de longueurs p et ¢ est donc égale a la complexité de lalignement, c’est-a-dire O(p.q).

Meéme si cette complexité est faible, elle est pourtant trop importante pour que 1’algo-
rithme d’alignement global puisse étre utilisé directement. En effet, les bases de données
contiennent bien souvent plusieurs millions de séquences, et réaliser tous les alignements
prend beaucoup trop de temps.

Présentation de 1’algorithme

Blast [Altschul et al., 1990] a donc été créé pour apporter une solution & ce probleme.

Soit S une séquence donnée pour laquelle il faut trouver toutes les séquences de la base

qui lui sont similaires. L’algorithme peut étre décomposé en trois étapes principales :

— Dans un premier temps, 'algorithme va chercher toutes les sous-séquences de S de
taille w. La taille par défaut est de 11 pour ’ADN et 3 pour les protéines. Chacune
des sous-séquences est comparée aux sous-séquences de taille w des séquences de la
base de données. L’algorithme crée alors une liste des sous-séquences de S dont la
comparaison donne un score supérieur a une valeur fixée.

— La deuxieme étape reprend la liste précédente, ainsi que la ou les séquences de la base
de données qui lui sont liées. Pour chaque paire ainsi formée, I'algorithme cherche
a étendre au maximum la longueur des sous-séquences. La limite de cette extension
est fixée par un seuil au-dessous duquel il ne faut pas aller.

— Les alignements locaux qui ont ainsi été obtenus ne sont pas tous de la méme qualité.
Dans cette derniere étape, Blast ordonne les résultats obtenus en fonction de leur
score.
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Remarques

— Les implémentations faites de l'algorithme permettent d’obtenir les résultats beau-
coup plus rapidement. Les temps de calculs sont en effet divisés par 50.

— Cet algorithme étant de loin le plus utilisé dans ce domaine, il existe de nombreuses
implémentations. Chacune étant spécifique a un type de probleme.

— L’algorithme peut étre téléchargé gratuitement, ou étre utilisé en ligne via un navi-
gateur.

— Citons pour terminer Fasta [Pearson and Lipman, 1988], un autre algorithme égale-
ment destiné a réaliser des requétes de similarité d’une séquence sur une base de
données.

2.7 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté un probléme important de la biologie moléculaire :
le probleme d’alignement de deux séquences. Il s’agit d’un probléeme treés fréquent en
bioinformatique parce qu’il a des utilisations pratiques mais également parce qu’il va étre
utilisé pour d’autres opérations. En effet, comme nous le verrons au prochain chapitre, il
constitue bien souvent une étape nécessaire pour de nombreux algorithmes d’alignement
multiple.

Le nombre d’alignements possibles de deux séquences est tres important. Il est donc
nécessaire de définir des criteres d’évaluation afin de déterminer quel est le meilleur ali-
gnement en fonction de ces critéres. On utilise pour cela une matrice de substitution qui &
chaque paire de résidus va associer une valeur, ainsi qu’une fonction permettant d’évaluer
le cout d’insertion des breches. Pour cela il existe principalement deux modélisations :
I'utilisation d’un cott constant et I'utilisation d’un cotut affine.

A partir des critéeres d’évaluation retenus, tout alignement de deux séquences peut
étre évalué. Les opérations d’édition sont utilisées dans cet alignement pour indiquer les
transformations permettant de passer de la premiere séquence a la deuxieéme. L’évaluation
d’un alignement est donc égale a la somme de toutes ces opérations d’édition. Toutefois,
le nombre d’alignements possibles ne permet pas de les chercher tous afin de déterminer
lequel est le meilleur.

Le principe des opérations d’édition est tres utile car il permet de déterminer le meilleur
alignement de deux séquences des lors que I'on connait les meilleurs alignements des sous-
problemes directs. En remontant de proche en proche les sous-problemes directs, on aboutit
a des sous-problemes de bas niveau représentant des cas dégénérés d’alignements. Ces sous-
problemes peuvent étre facilement résolus, il est donc possible de calculer tous les sous-
problémes. On peut donc obtenir le meilleur alignement de deux séquences en utilisant
un algorithme basé sur le principe de la programmation dynamique. Pour deux séquences
de longueurs p et ¢ la complexité de cet algorithme est en 0(p.q). Un algorithme ayant la
méme complexité permet de déterminer le meilleur alignement local des deux séquences.
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Alignement multiple de séquences

Apres avoir vu le cas particulier de I’alignement de deux séquences, nous généralisons
le probleme & un nombre quelconque de séquences. Dans un premier temps nous allons
présenter le probleme, et nous verrons que la forte complexité ne permet pas en pratique
d’utiliser des méthodes exactes. Le probleme d’alignement multiple de séquences étant
trés important, de nombreux algorithmes ont été développés. Nous présenterons donc une
classification des méthodes, ainsi que les plus réprésentatives dans chacune des catégories.

Souvent pour un algorithme donné, la qualité des résultats dépend du type de séquences
devant étre alignées. Il est donc important de pouvoir choisir une méthode adaptée au
probleme, nous terminerons donc ce chapitre en présentant des bases de jeux d’essais, ainsi
que les criteres permettant de comparer les résultats fournis par les différents algorithmes.

3.1 Généralités

Dans cette partie nous présentons le probleme d’alignement multiple de séquences.
Pour un jeu de séquences donné, le nombre d’alignements multiples est tres important,
nous verrons comment il est possible d’évaluer leur qualité. L’algorithme basé sur la pro-
grammation dynamique que nous avons vu au chapitre précédent peut étre généralisé,
mais nous verrons que la complexité du probleme ne permet pas de 'utiliser en pratique.

3.1.1 Définitions

La probleme vu au chapitre précédent peut étre généralisé pour un ensemble de k
séquences, avec k > 2. On parle alors d’alignement multiple de séquences. Les définitions
ainsi que les propriétés vont également pouvoir étre généralisées.

Définition 47 (Alignement Multiple de Séquences) Soit S = {S1,S52,...,S5k} un
ensemble de k séquences définies sur un alphabet ¥, et soit X' =X U {—}, ou “—7 est le
symbole pour représenter une breche dans une séquence. Un alignement S est un ensemble
S'={81,55,...,5.} de séquences sur X', satisfaisant les trois propriétés suivantes :

— les séquences de S’ sont toutes de la méme longueur n,

— pour tout entier i de [1..k], ote(S) =S;
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— aucune colonne n’est constituée uniquement de bréches.

Il est possible de définir de fagon équivalente le probleme d’alignement multiple de séquences
au moyen d’une matrice k¥ x n. Chaque séquence de S’ est placée sur une ligne de cette
matrice. La derniere condition de la définition peut alors devenir : il n’existe pas de colonne
de la matrice constituée uniquement de “—".

En restreignant cette définition & k = 2, nous obtenons bien une définition équivalente
a celle de ’alignement par paire.

3.1.2 Evaluation d’un alignement multiple

Le critere d’évaluation utilisé est souvent une fonction de score. Soit f une fonction
permettant de définir la qualité d’un alignement multiple. f est une fonction définie sur
Y2 et & valeurs dans R. Nous donnons dans la section suivante quelques exemples des
fonctions les plus utilisées.

Le nombre d’alignements multiples possibles pour I’ensemble des séquences de S est
tres important. Il est donc nécessaire de pouvoir évaluer la qualité de chaque solution.
Quelques fonctions ont été définies afin de permettre une évaluation des alignements, mais
elles peuvent également étre utilisées par des algorithmes lors de la construction de ces
alignements.

3.2 Les fonctions d’évaluation

3.2.1 La somme des paires

Nous avons donné au chapitre précédent une fonction permettant d’évaluer un aligne-
ment de deux séquences. De méme que nous avons généralisé la définition d’alignement de
deux séquences a un alignement de k > 2 séquences, cette fonction peut également étre
généralisée.

Définition 48 (Somme des paires) Soit S un ensemble de k séquences, et soit A un
alignement multiple de S de longueur (. Soit f une fonction permettant d’évaluer un couple
de résidus, on définit la fonction de somme des paires par :

k-1 k

Som(A) = ' Z Zf(Si(p),Sj(p))

i=1 j=i+1p=1

Cette définition de Som dépend de la fonction f permettant d’évaluer une paire de résidus.
f est donc définie sur X/ x ¥/ et est & valeurs dans R. La fonction dépend donc de la matrice
de substitution utilisée, mais elle dépend également de la méthode utilisée pour évaluer
les breches. Méme si en pratique les breches sont tres souvent évaluées avec la méthode de
cout affine, il est également possible d’utiliser un cout constant.

On constate aisément qu’en associant la valeur 0 au couple (—, —), la définition donnée
ci-dessus peut étre réécrite sous forme d’une somme d’évaluations d’alignements de deux
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séquences :

k—1 k
Som(A) =>_ Y Eval(A(i, §))
i=1 j=i+1
Ou A(i, j) correspond a l'alignement des deux séquences S; et S;.

L’avantage de la fonction de somme des paires est qu’elle permet d’évaluer les zones
correspondant & un bon alignement en leur donnant des valeurs importantes. En effet,
la forme méme de la fonction permet de surévaluer les colonnes contenant de nombreux
appariements. Pour une colonne contenant deux occurrences de la méme lettre, soit v la
valeur indiquée dans la matrice de substitution M. Si dans une colonne il y a a occurrences
de cette méme lettre, la valeur associée est égale a a.(av — 1).v/2. La valeur relative d’une
colonne contenant peu d’appariements est donc négligeable devant une colonne qui en
contient beaucoup.

3.2.2 La somme des paires pondérées

La fonction de somme de paires que nous venons de présenter est simple & mettre en
ceuvre, et elle permet d’évaluer la qualité d’un alignement multiple. La raison principale
de la pertinence de cette fonction est liée au terme en o. En effet lorsque les séquences
alignées sont tres similaires, la fonction donne des valeurs tres élevées lorsque I’alignement
est de bonne qualité.

Pourtant sous cette forme, la fonction peut avoir un défaut important. Lorsque toutes
les séquences sont tres similaires, la fonction est tout a fait adaptée. En revanche, lorsque
ce n’est pas le cas cela peut poser des problemes [Vingron and Argos, 1989], [Altschul et al.,
1989]. Un exemple fréquent que 1’on peut trouver dans les jeux de séquences est celui des
séquences dites orphelines. Lorsque sur un ensemble de séquences a aligner, toutes sauf une
sont similaires, la séquence différente est dite orpheline. Sa valeur au sein de ’alignement
est négligeable par rapport aux autres séquences, la facon dont cette séquence est alignée
n’a que tres peu d’influence sur le résultat que donne la fonction. On peut remédier a ce
probléeme en multipliant par un coefficient supérieur a un toutes les évaluations associées
a cette séquence.

L’exemple de la séquence orpheline est tres représentatif, mais d’une facon plus générale
I’évaluation par la fonction de somme des paires est biaisée dés qu’il y a un ou plusieurs
sous-ensembles de séquences tres similaires. Il existe donc une variante permettant de
corriger en partie ce défaut. Le principe est assez simple : pondérer les séquences pour
pouvoir donner plus d’importance & celles qui sont les plus distantes. Ainsi, il devient
possible de pondérer chaque alignement par paire de la somme des paires, en donnant
d’autant plus de poids que les séquences sont distantes des autres.

Définition 49 (Somme des paires pondérée) Soit S un ensemble de k séquences, soit
A un alignement multiple de S de longueur 1, et soit w; le poids la séquence S;. On définit
la fonction de somme des paires pondérée par :

k-1 k
Som(A) => > w;w;.A(i, )
i=1 j=i+1
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Chapitre 3. Alignement multiple de séquences

La détermination du poids w; pour chaque séquence dépend de sa distance par rapport
aux autres. Les valeurs doivent donc étre déterminées pour chaque probleme. La méthode
généralement utilisée est basée sur 'algorithme du Neighbour-Joining [Saitou and Nei,
1987]. Le principe est assez simple, et sera exposé plus avant dans le chapitre. Cet algo-
rithme est en effet utilisé lors de la construction d’un guide-tree et nous verrons comment
calculer le poids de chaque séquence.

3.2.3 La fonction Coffee

L’algorithme Coffee [Notredame et al., 1998] propose une méthode différente pour
évaluer les alignements multiples. La méthode utilise ici aussi les alignements par paires,
mais pas de la méme fagon. La fonction d’évaluation prend en compte le fait que ’algo-
rithme permettant de déterminer le meilleur alignement de deux séquences est un algo-
rithme exact.

Soit S = {51, 52, ..., Sk}, un ensemble de k > 2 séquences, et soit A = {57,55,...,5;}
un alignement multiple de S. L’évaluation au moyen de la fonction Coffee peut se décom-
poser en deux étapes :

— Dans un premier temps, I'algorithme commence par réaliser tous les alignements par

paires des séquences de 5,

— L’évaluation se fait au moyen des alignements obtenus a la premiere étape. En effet,
l'alignement par paire A;; de chaque couple de séquences (SZ(,S;-) est comparé a
I'alignement par paire S;; des séquences S; et S;.

Cette évaluation se fait en comparant les paires de résidus de A;; et S;;. Ainsi, l'ali-
gnement A;; est parcouru, et pour chaque paire de résidus, une valeur est attribuée. Si
cette paire de résidus est présente dans ’alignement S;; elle a la valeur 1, sinon elle a la
valeur 0. L’évaluation de A;; se fait en additionnant les valeurs de chaque paire de résidus,
celle-ci est notée SCORE(A;j).

L’évaluation de A au moyen de la fonction Coffee est obtenue en additionnant les
valeurs de tous les couples de séquences A;; de A. Pour pallier le probleme de la fonction
de somme des paires, les valeurs sont ici aussi pondérées. Nous obtenons donc la valeur
suivante :

k—1 j=k
f(A) = Z w;.w;.SCORE(A;j)
i=1 j=it1

Cette fonction permet de comparer les valeurs associées a plusieurs alignements possibles
de S, mais elle ne permet pas de connaitre la qualité réelle de ces alignements. Ainsi la
longueur des séquences a autant d’influence sur la valeur de cette fonction que la qualité
de l'alignement. Pour éviter cela Coffee est définie a partir de la fonction donnée ci-dessus,
en la divisant par la somme des longueurs des alignements par paires de A :

SELS IR wiw; . SCORE(Ay)
Z?:_f ;‘jﬂwi-w]’LOng(Aij)

ou Long est la fonction qui a un alignement de séquences associe sa longueur.

Coffee(A) =
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Si toutes les paires de résidus de I'alignement multiple A sont identiques aux paires
de résidus des alignements par paires correspondants, cela veut dire que pour tout i et j
SCORE(A;j) = Long(A;;). Par conséquent, la fonction peut se simplifier, et on obtient
Coffee(A) = 1.

A I'opposé, si aucune paire de résidus de A;; n’est présente dans l'alignement S;;
quels que soient ¢ et j, alors le numérateur de la fonction Coffee est toujours nul, et donc
Coffee(A) = 0. Coffee fournit donc comme évaluation un pourcentage de similitude entre
les alignements par paires des séquences de S et les paires de séquences alignées de A.
Comme I'hypothése de départ était que les alignements par paires des séquences de S sont
tous exacts, plus la valeur de Coffee(A) est proche de 1, meilleur est 'alignement A.

Le principal avantage de la fonction Coffee est qu’elle offre une méthode d’évaluation
qui est plus proche du probleme lui-méme. La matrice de substitution et la fonction
d’évaluation ne sont utilisées que pour réaliser les alignements par paires.

3.2.4 Les fonctions de T-Coffee, M-Coffee et 3D-Coffee

La fonction Coffee que nous venons de présenter est calculée a partir des alignements
par paires, car ceux-ci sont obtenus par un algorithme exact. Les fonctions des algorithmes
T-Coffee [Notredame et al., 2000], M-Coffee [Wallace et al., 2006] et 3D-Coffee [O’Sulli-
van et al., 2004] reprennent ce principe, & savoir, évaluer un alignement multiple A des
séquences de S a partir d’alignements d’une partie de S.

La fonction de T-Coffee

La fonction utilisée dans ’algorithme T-Coffee reprend le principe que nous venons de
voir, mais en ’étendant & d’autres alignements. La premiere étape d’alignements par paires
de Coffee est maintenant une étape de prétraitement ou tous les alignements pouvant étre
obtenus par la méthode de programmation dynamique sont calculés. Ainsi, I’algorithme
calcule les alignements par paires globaux et locaux pour toutes les paires de séquences,
mais également les alignements de tous les triplets de séquences. Comme nous le verrons
dans ce chapitre, il est en effet possible d’aligner 3 séquences de fagon exacte.

Les résultats ainsi obtenus permettent de constituer une bibliotheque d’alignements
pour l’évaluation de A. Cette bibliotheque va permettre d’assigner une valeur a chaque
paire de résidus. Plus cette paire de résidus est présente dans de nombreux alignements,
et plus une valeur élevée lui est attribuée.

Comme pour Coffee, cette fonction offre I'avantage de s’adapter a chaque probléeme.
Elle permet toutefois de corriger un défaut de Coffee, ou pour deux séquences S; et S;
les paires de résidus sont toujours uniques. C’est-a-dire qu’a une position donnée de S;
ne peut correspondre qu’une et une seule postion de S;. Avec T-Coffee, un résidu de S;
peut éventuellement étre aligné avec plusieurs résidus de Sj, suivant les alignements de la
bibliotheque.
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La fonction de M-Coffee

Le principe est ici toujours le méme, c’est-a-dire utiliser d’autres alignements pour
évaluer le probleme. Mais ici, il ne s’agit plus d’utiliser des algorithmes d’alignement
exacts pour évaluer I'alignement multiple. Contrairement aux deux précédentes fonctions,
M-Coffee utilise des alignements multiples de ’ensemble des séquences de S.

En effet, M-Coffee utilise les résultats de plusieurs autres algorithmes afin de déterminer
la valeur d’un alignement. La version classique utilise 15 algorithmes représentatifs (Clus-
tal W, T-Coffee, ProbCons, Dialign, ...) pour créer 15 alignements de référence. Comme
précédemment, ces résultats sont utilisés pour ’évaluation de I'alignement multiple.

La fonction de 3D-Coffee :

Fugue [Shi et al., 2001] permet de déterminer un alignement de deux séquences & partir
de leurs structures tridimensionnelles.

L’évaluation dans 3D-Coffee est obtenue a partir de la bibliotheque d’alignements de T-
Coffee. Celle-ci est enrichie avec tous les alignements par paires obtenus en utilisant Fugue.
Pour utiliser 3D-Coffee, il est donc nécessaire de connaitre la structure tridimensionnelle
des séquences a aligner.

3.2.5 Autres fonctions

Dialign [Morgenstern, 1999] utilise des “fragments” d’alignements par paires locaux
et non plus des paires de résidus. Chaque paire de fragments est évalué en fonction de
sa longueur et de sa qualité. On ne peut généralement pas retrouver toutes les paires
de fragments dans l'alignement multiple des séquences. La fonction objectif & maximiser
est la somme des valeurs attribuées aux paires de fragments conservées dans I’alignement
multiple.

La fonction NorMD [Thompson et al., 2001] est en partie basée sur la fonction de
somme des paires. Une pondération est apportée suivant la similarité des séquences mais
aussi en fonction de leurs longueurs avant alignement. La valeur est normalisée afin qu’elle
ne dépende que de la qualité du résultat, et non de la longueur de 'alignement ou du
nombre de séquences.

3.3 Le probleme d’alignement multiple de séquences

3.3.1 Définition

D’un point de vue formel, I’alignement multiple de séquences peut étre représenté
comme un probléeme de décision.

Définition 50 (Probléme d’alignement multiple de séquences) Soit S un ensem-
ble de k > 2 séquences, et soit A un alignement multiple de S. Le probléme d’alignement
multiple de séquences consiste a déterminer si pour une fonction d’évaluation, A est le
meilleur alignement multiple possible des séquences de S.
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Théoréeme 1 Le probleme d’alignement multiple de séquence est NP-Complet.

La démonstration de ce théoréme a été proposée en 1994 dans [Wang and Jiang, 1994]. Le
probléme utilisé pour la réduction polynomiale est 1-to-3-SAT. Il s’agit d’une variante du
probléeme SAT dans lequel chaque clause comporte un et un seul littéral & vrai.

3.3.2 Les utilisations en bioinformatique

L’alignement multiple de séquences permet de mettre en évidence les similarités entre
plusieurs séquences. 1l est donc possible de comparer simultanément la proximité de toutes
ces séquences. Les informations apportées par ces comparaisons permettent d’obtenir des
renseignements importants sur les séquences comme les distances d’une séquence par rap-
port aux autres ou encore la mise en évidence de zones identiques entre plusieurs ou toutes
les séquences.

Or ces opérations sont treés employées en bioinformatique pour la résolution de plu-
sieurs problemes. L’alignement multiple de séquence est donc principalement utilisé comme
opération préalable pour ces différents problemes. Citons par exemple la construction de
phylogénie, le prédiction de structure 3D, la détermination de fonction des protéines.

3.3.3 Classification des algorithmes

Les algorithmes d’alignement multiples de séquences sont tres nombreux. Comme nous
le verrons plus loin, ils peuvent prendre des formes tres différentes et étre basés sur des
principes tres différents.

11 est toutefois possible de les regrouper selon trois classes [Notredame, 2002] en fonction
de critéres assez simples. Bien que le probléme soit NP-Complet, il existe en effet quelques
algorithmes exacts permettant de réaliser des alignements d’un petit nombre de séquences.
Les algorithmes approchés sont bien str beaucoup plus nombreux, et ils peuvent étre
également subdivisés en deux catégories : les algorithmes progressifs et les algorithmes
itératifs.

Les algorithmes progressifs ont tous un point commun lié au processus d’alignement.
Les séquences sont alignées progressivement en suivant un ordre défini, seule la fagon dont
vont étre alignés les groupes de séquences va différer. Pour les algorithmes itératifs toutes
les séquences sont alignées simultanément et les méthodes sont en revanche tres différentes
les unes des autres. Il est possible de décomposer a nouveau, suivant qu’il s’agit ou non
d’algorithmes stochastiques.

3.4 Les algorithmes exacts

Comme nous ’avons vu précédemment, le probléeme d’alignement multiple de séquences
est NP-Complet. Il est toutefois possible de généraliser la méthode basée sur la programma-
tion dynamique vue au chapitre précédent. Sa forte complexité spatiale la rend inutilisable
en pratique pour la plupart des problemes d’alignement. Comme nous le montrerons plus
loin, & partir de 4 séquences, la quantité de mémoire nécessaire pour réaliser les calculs
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est bien souvent supérieure & ce qui est disponible dans la plupart des ordinateurs actuels.
Aligner 5 séquences est considéré comme étant un petit probleme, il est pourtant totale-
ment exclu de chercher a le résoudre de fagon exacte par la méthode la programmation
dynamique que nous avons exposée. Nous présentons donc également ici deux algorithmes
basés sur la programmation dynamique et qui utilisent chacun une heuristique. Le premier
peut aligner une dizaine de séquences, et le second une vingtaine.

3.4.1 Algorithme basé sur la programmation dynamique

Dans le chapitre précédent nous avons vu comment aligner deux séquences en utilisant
la programmation dynamique. Nous allons montrer maintenant que cet algorithme peut
étre étendu a plus de deux séquences.

Cas de 3 séquences

Le cas de 3 séquences est le plus simple pour expliquer comment réaliser un alignement
multiple en utilisant le principe de la programmation dynamique. L’explication donnée
ici et que nous allons principalement détailler concerne le cas le plus simple, a savoir
I’alignement avec breches a cotit constant.

Le probleme consiste ici a aligner 3 séquences S, T et U de longueurs respectives p, ¢ et
r. En faisant le parallele avec le cas de 2 séquences, nous appellerons P(i, j, k) le probleme
consistant & aligner les 3 sous-séquences S[1..7], T[1..j] et U[1..k], et la valeur associée a
ce probleme sera notée V(i, j, k). Aligner S, T et U consiste donc & déterminer P(p,q,r)
et la valeur de cet alignement est V(p,q, ).

Le principe de l'algorithme est le méme que pour deux séquences, il suffit de chercher
a déterminer la derniere position de I’alignement. Plusieurs cas sont alors possibles, selon
qu’il y a une, deux ou trois lettres.

— La derniere position de ’alignement constituée d’une unique lettre peut se produire
de trois fagons différentes, selon la séquence ou se trouve la lettre.

— La derniére position de ’alignement constituée de deux lettres peut se produire de
trois facons différentes, selon la séquence ou se trouve la breche.

— La derniere position de 'alignement constituée de trois lettres correspond a un cas
unique.

Il y a donc au total 7 possibilités pour la derniere position de I’alignement. Ces 7 possibilités
correspondent aux 7 sous-problemes directs de P(p, ¢, 7). La valeur de V(p, ¢, r) en fonction
de ces sous-problemes est donnée par ’équation (3.1) :
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p—1,q,7)+2wval(’s') "),

poq—1,7) 4+ 2wal('t') "),

b,q, T — 1) + 2-U&l(/u,,, —,),

p—1,q—1,7)+wval('s'/t') +val(’s') =) +val('t')] -,
p—1,qr—1)+ val(/s’,’u’) + ’ual(/s’,’ _/) + val(’u’,’ _/)7
p,q—1,r — 1) +owal('t"/u) +val('t') —") +val('u') —'),
p—1,g—1,r—1)+ ’UCLl(/S/,/ t/) + val(’s’,’u’) + ’UCLl(/t/,/ u/)

V(p,q,r) = max

TTT TS

(
(
(
(
(
(
(

(3.1)
Comme pour le cas de ’alignement de deux séquences, le principe de la programmation
dynamique peut étre utilisé pour résoudre le probleme. Toutefois dans ce cas il n’est
plus possible d’utiliser une matrice en deux dimensions puisqu’il faut conserver toutes les
valeurs V(i, j, k). Il est donc nécessaire d’utiliser un cube de taille (p+1) x (¢+1) x (r+1).
Les cas de base correspondent aux problemes ou une au moins des valeurs 7, j ou k est
égale a 0.
Le calcul des cas de base peut se ramener aux trois cas dégénérés suivants :

— 4 =0, ce qui correspond & réaliser I’alignement des deux séquences T et U,
— j =0, ce qui correspond a réaliser I'alignement des deux séquences S et U,
— k=0, ce qui correspond a réaliser ’alignement des deux séquences S et T'.

Ces trois alignements sont réalisés sur chacune des trois faces du cube se rejoignant au
point d’origine (0,0, 0).

A partir des cas de base, il devient possible de remplir progressivement toute la matrice.
L’algorithme se termine lorsque V(p, q,r) a été calculée. Une fois cette valeur obtenue, il
est possible de construire ’alignement correspondant en utilisant la méme méthode que
pour deux séquences. Il suffit pour cela de parcourir la matrice jusqu’a 'origine afin de
déterminer quelle suite d’opérations d’édition a été utilisée. Le résultat que I'on obtient
est similaire & ce que 'on peut obtenir pour deux séquences, mais en 3 dimensions. La
figure Fig 3.1 montre un exemple de parcours de la matrice pour construire ’alignement.

Cas général

Le principe d’alignement exposé pour deux et trois séquences peut étre généralisé a
un nombre de séquences n > 3 quelconque. Le principe reste le méme, il est nécessaire
d’utiliser une matrice en dimension n, dont la taille est le produit cartésien des longueurs
de chacune des séquences.

L’algorithme pour remplir cette matrice est la encore basé sur le principe de la pro-
grammation dynamique. Les cas de base sont constitués par les n alignements possibles
de n — 1 séquences. Cette matrice peut étre progessivement remplie, jusqu’a obtenir la
valeur du meilleur alignement. La construction de ’alignement correspondant s’obtient en
remontant jusqu’au point origine de la matrice.
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Fic. 3.1 — Construction de I'alignement pour 3 séquences.

Les limites de la programmation dynamique

Nous venons de présenter que l'algorithme d’alignement multiple de séquences basé
sur la programmation dynamique est assez simple. Il est facile & mettre en ceuvre, et peut
étre généralisé a un nombre quelconque de séquences. Pourquoi dans ce cas ne pas utiliser
uniquement cet algorithme, et ou est la difficulté du probleme d’alignement multiple de
séquences ?

Le principe de 'algorithme est assez simple, mais en revanche il est tres difficilement
utilisable sur les ordinateurs actuels. Nous donnons dans le tableau suivant une approxi-
mation de la mémoire nécessaire pour la construction de la matrice lors de l'utilisation
du programme. Il s’agit de la quantité de mémoire minimum, c’est-a-dire dans le cas ou
I'implémentation est faite de fagon & optimiser ce critere. Pour ce faire, il ne faut pas conser-
ver toutes les valeurs de la matrice, mais uniquement les directions pour la construction
de I'alignement.

Le codage des directions est ici réalisé sur un octet, ce qui permet d’avoir jusqu’a huit
séquences. Les longueurs que nous avons choisies correspondent & des problemes d’aligne-
ment de taille courante. La mémoire nécessaire pour aligner s séquences de longueur [ est
donc [® octets.

Nous constatons que les ordinateurs actuels sont en mesure d’aligner jusqu’a 4 séquences
si celles-ci sont de petite taille. Il sera probablement possible dans quelques années d’ali-
gner jusqu’a 5 séquences de petite taille, mais ’on voit bien que la méthode d’alignement
basée sur la programmation dynamique ne peut constituer une solution pour les problemes
plus importants en longueur ou en nombre de séquences. Comme nous allons le voir, cette
méthode est tout de méme utilisable si elle est couplée a des heuristiques.
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[=100 | =200 | =300 | {=400 | I =500
n = 100 Mo | 1.6 Go 8.1 Go | 25.6 Go | 62.5 Go
n = 10 Go | 320 Go 2.4 To 10.2 To | 31.2 To
n==06 1 To 64 To 729 To 4.1 Po | 15.6 Po
n = 100 To | 12.8 Po | 218.7 Po | 1.6 Eo 7.8 Eo
n = 10 Po 2.5 Eo | 65.6 Eo | 655 Eo | 3.9 Zo

TAB. 3.1 — Mémoire nécessaire pour un alignement multiple.

3.4.2 Algorithme MSA

Nous venons de voir que la programmation dynamique pouvait théoriquement étre uti-
lisée pour aligner un nombre quelconque de séquences. Toutefois en pratique ’algorithme
ne peut pas étre utilisé en raison de la mémoire qu’il requiert.

Cas de 2 séquences

L’algorithme MSA [Carillo and Lipman, 1988] propose une heuristique basée sur 1’algo-
rithme complet de Needleman-Wunsch. Le principe est simple, et il est facile & comprendre
sur un alignement de deux séquences. Nous montrons sur la figure 3.2 ce qui se passe en
pratique; a savoir que le chemin permettant la construction de lalignement des deux
séquences se situe a proximité de la diagonale.

En fonction de la similarité entre les séquences a aligner, il est possible de déterminer
avant d’utiliser I’algorithme de programmation dans quelle partie se trouvera 1’alignement.
Plus la similarité est forte, et plus la zone centrale peut étre réduite.

Sur la figure 3.2, les zones hachurées marquées 1 et 2 correspondent aux valeurs qui
n’ont pas besoin d’étre calculées. Méme si ces valeurs ne sont pas connues, ['algorithme
basé sur la programmation dynamique peut étre facilement modifié pour le calcul des
valeurs situées a la limite de ces zones. Deux cas sont possibles suivant la zone considérée :

— La limite supérieure de calculs est marquée par la zone 2, et la formule (2.1) n’est

plus utilisable. Par exemple pour la coordonnée (i,7), V(i — 1,7) n’est pas défini.
Or par hypothese, nous savons que 'alignement ne peut pas étre dans la zone 2, il
est donc impossible que V(i, j) soit obtenue a partir de cette valeur. Pour la zone
limitrophe supérieure, la formule (2.1) devient donc :

L V(i,j = 1) + val('='/t),
V(i, j) = max < V(i—1,5—1)+wval('s'/t)

— De méme pour la zone limitrophe inférieure, la formule (2.1) devient :

. V(i —1,7) +val('s') '),
(i, j) = max < V(@i — 1,5 — 1) +val('s'/ )

Les formules données ici correspondent & un alignement avec cout constant pour les
breches. La formule utilisée pour les alignements avec cout affine peut bien str étre sim-
plifiée de la méme facon.
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F1G. 3.2 — Restriction pour un alignement de deux séquences.

Cas de n > 2 séquences

La méthode exposée pour 2 séquences est généralisable pour un nombre quelconque
n de séquences. La zone de calculs est toujours une partie de la matrice centrée sur la
diagonale issue de l'origine. La représentation graphique est toutefois difficile a réaliser,
méme pour n = 3.

Cette méthode basée sur une méthode exacte est une heuristique. Méme s’il est for-
tement probable qu’elle donne une solution optimale, cela n’est aucunement garanti. Elle
offre I’avantage de permettre d’augmenter la limite du nombre de séquences pouvant étre
alignées. Il est ainsi possible d’aligner jusqu’a une dizaine de séquences similaires.

Remarque 6 Cet algorithme ainsi que 'algorithme DCA que nous allons présenter sont
référencés dans la littérature dans la catégorie des algorithmes exacts. Toutefois, dans
les deux cas il s’agit de méthodes basées sur des heuristiques, 'appellation “algorithmes
exacts” est donc abusive. L’appellation “algorithmes basés sur une méthode exacte” semble
plus appropriée.

3.4.3 Algorithme DCA
Introduction

L’algorithme MSA est basé sur une restriction de la zone de calculs autour de la
diagonale de la matrice. Il est a la base d’un autre algorithme de type “divide-and-conquer”
appelé DCA (Divide and Conquer mulitple sequence Alignment) [Stoye et al., 1997].
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L’intérét d’un tel algorithme peut se comprendre facilement en regardant les valeurs
données précédemment dans le tableau 3.1. Pour cela nous allons prendre un exemple
simple, aligner 4 séquences de longueur 300.

D’apres le tableau, la mémoire nécessaire pour réaliser ’alignement est de 8,1 Go. Or
si 'on coupe chaque séquence en 3, le probleme revient a aligner 3 groupes de 4 séquences
de longueur 100. Ces opérations n’ayant pas a étre faites simultanément, I’espace mémoire
nécessaire est donc “seulement” de 100 Mo. En coupant les séquences en sous-séquences
de longueur 50, ’espace mémoire nécessaire n’est plus que de 6,3 Mo.

Principe de P’algorithme

Comme nous venons de le voir il est possible de gagner un facteur 1.000 sur la quantité
de mémoire en divisant les séquences en 6 sous-séquences. Et il est bien entendu possible
de diviser encore la longueur de chaque séquence pour obtenir autant de problemes de
plus petite taille.

Toutefois ’algorithme DCA ne réalise pas uniquement un découpage des séquences, et
ce pour une raison tres simple. Un découpage aléatoire des séquences pose des probléemes
d’alignement puisque 'on impose le début et la fin pour chacun d’eux. Le découpage ne
doit donc pas étre fait de cette facon.

En se basant sur les alignements par paires, ’algorithme DCA détermine les points de
découpe de chaque séquence pour former des goupes de sous-séquences a aligner. Une fois
tous les alignements de ces groupes de séquences effectués, I’algorithme les assemble pour
former le résultat.

En réalisant 'alignement des goupes de sous-séquences avec ’algorithme MSA, il est
possible de réaliser des alignements de plus de 20 séquences.

Nous constatons donc qu’avec deux heuristiques, il est possible d’utiliser la program-
mation dynamique pour obtenir des alignements comportant nettement plus de séquences.
Rien ne garantit toutefois que ’on peut calculer I'optimum.

3.5 Les algorithmes progressifs

3.5.1 Présentation

Comme l'indique leur nom, les algorithmes progressifs consistent a réaliser les aligne-
ments multiples en alignant progressivement les séquences. Il s’agit en quelques sortes d’al-
gorithmes de type divide-and-conquer. D’une facon générale, tous les algorithmes progres-
sifs reposent sur le méme principe : commencer par aligner des sous-groupes de séquences
puis essayer de les combiner entre eux pour former des alignements contenant de plus en
plus de séquences. L’algorithme s’arréte lorsque toutes les séquences ont été regroupées
pour former 'alignement multiple complet. Différentes stratégies sont alors envisageables
a chaque étape de ces algorithmes, méme si le principe général est le méme pour tous.

La premiere description d’un algorithme progressif a été faite dans [Hogeweg and Hes-
per, 1984], le but était alors de produire un alignement multiple destiné & réaliser une phy-
logénie sur ’ensemble des séquences. Il s’agit bien d’un algorithme respectant les principes
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donnés précédemment, mais simplifié a 'extréme. La premiere étape consiste a prendre
deux séquences et a les aligner. Ensuite, une par une les autres séquences sont ajoutées
jusqu’a obtention du résultat. Celui-ci peut changer en fonction de 'ordre des séquences
en entrée de ’algorithme.

Ce principe fondateur sera conservé, et les améliorations des algorithmes progressifs
suivants porteront sur 'ordre dans lequel doivent étre alignées les séquences, ainsi que la
méthode pour aligner entre eux les sous-groupes de séquences déja alignées.

La premiere amélioration importante est décrite dans I’algorithme de [Feng and Doolit-
tle, 1990]. 11 utilise la notion de profil pour réaliser les alignements ainsi que le calcul d’un
arbre appelé guide-tree pour indiquer I'ordre dans lequel il convient d’aligner les séquences.
Clustal W [Thompson et al., 1994], qui reste encore actuellement [Chenna et al., 2003]
une référence en matiere d’algorithme d’alignement pour la qualité de ses résultats ainsi
que pour sa rapidité, est en trés grande partie basé sur l'algorithme de Feng et Doolittle.

3.5.2 Profil et Guide-Tree
Description d’un profil

Nous 'avons vu a plusieurs reprises, ’alignement de deux séquences est un probleme
simple et rapide a résoudre. Il offre de plus 'avantage de posséder un algorithme exact
facile & mettre en ceuvre. L’utilisation d’un profil permet d’utiliser cet algorithme pour
aligner simultanément deux groupes de séquences.

Un profil est une séquence virtuelle formée & partir d’un alignement. Il s’agit d’une
séquence consensus qui est la plus proche possible de ’ensemble des séquences alignées.
Ainsi, pour réaliser I'alignement de deux groupes de séquences alignées, la méthode propose
d’aligner les profils. Une fois que les profils ont été alignés au moyen de l'algorithme de
Needleman-Wunsch, il ne reste plus qu’a les remplacer par les alignements auxquels ils
correspondent. Pour cela il faut uniquement faire intervenir les breches ayant été insérées
dans chaque profil. Soient A; et A, deux alignements de séquences et soient p; et po leurs
profils respectifs. En alignant p; et ps, des breches se trouvent insérées, et il faut donc au
final les insérer également dans A; et As. A toute bréche insérée dans un profil correspond
une colonne compléte de bréches dans son alignement, donnant ainsi deux alignements A
et A, de méme longueur. En regroupant A} et Af, on obtient l'alignement de A; et Aj.

Aligner une séquence avec un alignement correspond & un cas particulier du probléeme
précédent. Il suffit dans ce cas d’aligner la séquence avec le profil de ’alignement. La
construction du résultat final s’obtient de la méme fagon que précédemment.

Construction d’un profil

La construction d’un profil nécessite de remplacer une colonne de I’alignement par une
lettre unique. Pour cela des reégles assez simples ont été établies. Deux cas doivent étre
envisagés :

— si la colonne est composée uniquement par une seule lettre ou des breches, alors cette

lettre sera conservée dans le profil,
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S1 S2 S3 S4 S5

p2
Résultat

Fic. 3.3 — Exemple de guide-tree pour 5 séquences avec création de 3 profils p1, ps2 et ps.

— si la colonne est composée de plusieurs lettres différentes, il faut prendre en compte
la probabilité d’apparition de chacune des lettres. Cette probabilité est multipliée
par le nombre d’occurrences de cette lettre dans la colonne. La lettre avec la valeur
la plus forte est conservée dans le profil de 'alignement.

Utilisation d’un arbre binaire

La méthode d’alignement utilisant un profil implique qu’a partir de deux séquences,
ou une séquence et un alignement, ou deux alignements il est possible d’obtenir un seul
alignement par la méthode basée sur la programmation dynamique. A partir des n > 2
séquences a aligner, appliquer une fois cette méthode permet d’avoir n — 2 séquences et
un alignement. En transformant cet alignement en profil, on obtient donc n — 1 séquences.
Le processus peut ensuite étre réitéré jusqu’au résultat final.

Le déroulement de cet algorithme peut donc étre représenté sous la forme d’un arbre
binaire. Les feuilles représentent les séquences initiales, les nceuds sont les différents profils
obtenus, et la racine correspond au résultat de 'alignement multiple. L’arbre ainsi créé
est appelé guide-tree car il permet de montrer dans quel ordre les alignements doivent
étre réalisés. Un exemple de guide-tree est donné a la figure 3.3 pour un ensemble de 5
séquences.

Création d’un Guide-Tree

En construisant aléatoirement un guide-tree pour réaliser ’alignement des séquences,
cela revient a ce qui était fait dans I’algorithme de Hogeweg. Une solution consiste a réaliser
tous les arbres binaires possibles et a construire les alignements auxquels ils conduisent.
En utilisant comme critere la somme des paires (pondérée ou non), cette méthode permet
de conserver le ou les meilleurs alignements. Or le nombre d’arbres binaires différents est
exponentiel en fonction du nombre de séquences. Cette méthode n’est donc pas réalisable.
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Il est par conséquent nécessaire de construire un arbre dont ’ordre d’alignement auquel
il correspond est le plus pertinent possible. Différentes stratégies peuvent étre envisagées
pour la création de cet arbre. Le seul critere disponible pour comparer les séquences est la
similarité. Or un des criteres de qualité pour un alignement est de réussir & maximiser le
nombre de correspondances en minimisant le nombre de breches. Il est donc préférable de
commencer par aligner ensemble les séquences similaires afin d’insérer le moins possible
de breches.

La construction d’un guide-tree nécessite donc de définir des distances entre toutes les
séquences a aligner. Pour cela, tous les alignements par paires doivent d’abord étre calculés.
L’évaluation traditionnelle de ces alignements au moyen d’une matrice de substitution
n’est pas tres pertinente car il ne s’agit pas ici de déterminer le meilleur alignement de
deux séquences. Or cette méthode ne permet aucunement de comparer des alignements de
séquences différentes. Les séquences n’étant pas les mémes, et les longueurs pouvant étre
tres différentes, il est nécessaire de prendre cela en compte.

Nous avons défini au chapitre II la similarité s entre deux séquences comme étant le
rapport entre le nombre de correspondances d’un alignement et la longueur de I’alignement.
Cette valeur vaut 1 lorsque les deux séquences sont identiques, et sera d’autant plus proche
de 0 que les séquences sont différentes. Aucune correspondance dans un alignement forme
donc le cas extréme ou la similarité est égale a 0. La distance d entre les deux séquences
est définie comme étant d = 1 — s. Notons, que d vérifie bien les trois conditions d’une
distance au sens mathématique du terme.

En calculant les distances entre toutes les séquences, il est donc possible d’utiliser un
des algorithmes permettant la création d’un arbre. Le principe global est le méme pour
toutes les méthodes :

1. Déterminer dans la matrice des distances les deux séquences S et T devant étre
reliées.

2. Créer un nceud U joignant les deux séquences S et T', de telle sorte que d(S,U) +
d(U,T) = d(S,T). Dans larbre, le noeud U représente le profil résultant de 1’aligne-
ment de S et T

3. Mettre a jour la matrice des distances en supprimant S et T, et en les remplacant
par U.

4. Si la matrice contient deux séquences ou plus, reprendre en 1.

La décroissance de la matrice des distances & chaque itération assure la terminaison de
I’algorithme. A chaque étape, les calculs sont différents suivant 1’algorithme utilisé : choix
de U, calcul de d(S,U) et d(T,U), mise a jour de la matrice. Nous citons ici les deux
algorithmes les plus connus :

— L’UPGMA [Sokal and Michener, 1958] (Unweighted Pair Group Method with Arith-
metic mean) est un algorithme simple & chaque étape, puisqu’a 1’étape 1 il choisit
les deux séquences les plus proches, et qu’il crée ensuite U a égale distance. La dis-
tance utilisée pour cet algorithme est ultramétrique. La mise a jour de la matrice
des distances est donc tres simple. Il est important de noter que I'arbre obtenu ne
respecte pas toujours les distances de la matrice des distances initiale.
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Fia. 3.4 — Exemple de guide-tree.

— Le Neighbour-Joining [Saitou and Nei, 1987] est un peu plus complexe, avec en
particulier le calcul d’'une divergence pour le choix des nceuds a joindre. De plus a
I’étape 2 il n’y a pas nécessairement équidistance entre U et les séquences S et T
Les arbre obtenus par cette méthode sont plus proches des valeurs initiales de la
matrice des distances, et donc de meilleure qualité.

La pondération

Les pondérations utilisées dans la somme des paires pondérée s’obtient a partir du
guide-tree qui a été calculé. Ainsi pour calculer la pondération d’une séquence, il faut
parcourir le chemin qui va de cette séquence jusqu’a la racine. Comme certaines parties
de 'arbre vont étre partagées par plusieurs chemins, il n’est pas utile de refaire plusieurs
fois les mémes calculs.

Le calcul consiste dans un premier temps a déterminer une valeur pour chaque branche
de l'arbre. Ces valeurs sont utilisées pour la pondération de chaque séquence. Le principe
est le suivant :

1. Déterminer pour chaque branche de I’arbre le nombre de feuilles qui y sont rattachées.
2. Diviser la longueur de la branche par le nombre obtenu a I’étape 1.

3. Pour chaque feuille parcourir le chemin conduisant & la racine, et calculer la somme
des valeurs associées a chaque branche. Cette somme est la valeur attribuée a la
pondération de la séquence.

Cette méthode permet d’associer a chaque séquence un poids qui dépend de sa similarité
avec les autres séquences. Comme nous l'avons vu, cette pondération permet de ne pas
négliger les séquences les plus distantes. En effet, lorsque des séquences sont tres proches
les longueurs des arcs sont faibles, et en plus divisées par le nombre de ces séquences. A
I’opposé, si une séquence est tres différente des autres, elle peut étre reliée directement a
la racine, comme sur la figure 3.4, ou les valeurs représentent la longueur des branches.

Les pondérations de S et T" sont les suivantes :

- w(S)=0,5/1=0,5

- w(T)=0,1/1+0,2/2+0,2/4=0,25
Dans cet exemple, nous constatons que la pondération associée a la séquence S est le
double de la pondération de T'.
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3.5.3 Clustal W

Clustal W [Thompson et al., 1994] est basé sur le principe de 'algorithme de Feng et
Doolittle. Le principe général est le suivant :

1. Calculer tous les alignements par paires des séquences, et en déduire une matrice
des distances.

2. Construire un guide-tree a partir de la matrice des distances en utilisant la méthode
du Neighbour-Joining.

3. Utiliser le guide-tree afin de déterminer 'ordre dans lequel les séquences doivent étre
alignées :
(a) Choisir les séquences ou profils a aligner en suivant le guide-tree.
(b) Les aligner en utilisant une méthode basée sur la programmation dynamique.
(c) Créer un profil a partir du résultat de l’alignement.
(d) Sion n’est pas arrivé a la racine de I’arbre reprendre en 3.a.
4. Retourner 'alignement obtenu.

L’alignement de deux séquences et/ou profils dans Clustal W fait intervenir des parameétres
supplémentaires par rapport a la méthode exposée au chapitre II :

— Ainsi, pour éviter le morcellement des séquences que peuvent créer plusieurs bréches
trop rapprochées un parametre est ajouté. Il s’agit d’une distance minimale devant
séparer deux breches, par défaut cette valeur est égale a 5. Il reste bien entendu
possible d’insérer deux breches plus proches car cela peut étre nécessaire, mais dans
ce cas une pénalité est ajoutée au cout de la deuxieme breche.

— Clustal W prend également en compte les propriétés physico-chimiques propres aux
différents acides aminés. Ainsi si deux acides aminés sont normalement plus difficiles
a séparer, un surcoit sera attribué pour I'insertion d’une breche.

— Clustal W détermine les parametres d’alignement & utiliser (cout d’ouverture et
d’extension de breches ainsi que matrice de substitution) en fonction des séquences
a aligner.

Clustal W permet d’aligner plus d’une centaine de séquences, et il donne de bons
résultats dans la plupart des cas. De par sa construction, le guide-tree associé a n séquences
nécessite de réaliser n — 1 alignements pour obtenir ’alignement de toutes les séquences.
Le temps de calcul de Clustal W est donc pratiquement linéaire en fonction du nombre
de séquences a aligner.

Pendant pres de vingt ans, Clustal W a été I'algorithme de référence pour I’alignement
multiple, et il reste encore aujourd’hui tres utilisé.

L’algorithme général que nous avons donné peut étre modifié pour donner d’autres
algorithmes. Ainsi la fonction de T-Coffee dont nous avons parlé peut-elle étre utilisée a
la place de la somme des paires pondérée.

3.5.4 MultAlin

Comme nous 'avons déja dit, 'ordre d’alignement des séquences est primordial pour
la qualité du résultat. L’algorithme MultAlin [Corpet, 1988] consideére que le guide-tree
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obtenu a partir de la matrice des distances n’est pas forcément le meilleur.

Nous savons que la reconstruction de phylogénie est une des applications directes de
I’alignement multiple de séquences. Comme pour les autres algorithmes progressifs, MultA-
lin commence par construire un guide-tree Ty avant de déterminer un alignement multiple
Ap. La différence de cet algorithme est qu’une fois le résultat obtenu, il est réutilisé pour
construire un nouveau guide-tree 17, plus pertinent que le premier. Ce nouvel arbre est
ensuite utilisé pour construire un second alignement multiple A;. Ce processus est réitéré
jusqu’a la stabilisation, c’est-a-dire jusqu’au rang ¢ ou T;_1 = T;.

La justification d’un tel algorithme est tres simple. Le guide-tree initial Tj est uni-
quement basé sur les alignements par paires, alors qu’a partir de 71, les arbres obtenus
prennent en compte ’ensemble des séquences.

3.5.5 Muscle
Présentation

L’algorithme Muscle [Edgar, 2004b] respecte le principe général des algorithmes d’ali-
gnement progressif, mais en apportant plusieurs modifications majeures. Pour obtenir le
résultat, deux alignements sont réalisés, avec des méthodes différentes pour obtenir les
deux guide-trees. Une phase de raffinement est ensuite proposée, pour vérifier la validité
du second guide-tree.

Muscle utilise les k-mer pour créer une matrice des distances. Il s’agit de toutes les
sous-séquences de longueur k des alignements par paires qui s’apparient exactement. La
matrice des distances est créée en dénombrant les k-mer de chaque paire de séquences.

Description de I’algorithme

L’algorithme de Muscle est divisé en trois grandes étapes, chacune de ses étapes four-
nissant un alignement multiple des séquences.

1. Construction du premier alignement :
— Création d’une matrice D, des distances k-mer [Edgar, 2004a] entre toutes les
paires de séquences.
— Construction d’un guide-tree Ty avec la méthode de TUPGMA a partir de la
matrice D;.
— Alignements par paires des séquences ou des profils pour construire un alignement
multiple A;.

2. Construction du second alignement :
— Création d’une nouvelle matrice de distances Dy & partir de toutes les paires de
séquences de Aj.
— Construction d’un second guide-tree Ty a partir de Do
— Alignements par paire des séquences ou des profils pour construire un alignement
multiple As.

3. Raffinement du résultat :
— Choisir une branche de l'arbre.
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— Couper cette branche, et former les deux profils correspondants aux deux sous-
arbres obtenus.

— Aligner les deux profils pour former un nouvel alignement multiple de toutes les
séquences.

— Si l'alignement est meilleur il est conservé, et le guide-tree est mis a jour. Le point
de coupure devenant la nouvelle racine.

Ces opérations sont répétées jusqu’a stabilisation de la solution ou un nombre pré-
défini de fois. Les branches choisies en premier sont celles qui sont les plus proches
de la racine.

Discussion

La distance k-mer entre deux séquences s’obtient sans avoir a réaliser un alignement.
Son principal avantage est de donner une distance avec une complexité linéaire O(n).
Lorsque le nombre de séquences reste peu élevé la différence de temps n’est pas significative.
En revanche lorsque ce nombre augmente, le temps utilisé par I'algorithme uniquement
pour réaliser les alignements pas paire est trés important. En effet, il y a n — 1 alignements
par paire pour créer 'alignement multiple alors qu’il faut réaliser n?/2 alignements par
paire pour calculer la matrice de distances.

La création du premier alignement et du deuxieme guide-tree est au final plus rapide
que la création du guide-tree dans Clustal W. De plus Ty a été obtenu & partir d’un
alignement multiple de bonne qualité, ce qui lui donne plus de sens qu’un guide-tree
obtenu a partir d’alignements par paire.

Muscle est actuellement un des meilleurs algorithmes d’alignements multiple, tant au
point de vue de la qualité des résultats que de la rapidité. En outre, il est capable d’aligner
simultanément jusqu’a 5000 séquences.

3.5.6 MAFFT

L’algorithme MAFFT [Katoh et al., 2002] part du méme constat que Muscle, réaliser
des alignements par paire avec une complexité en O(n?) est difficile lorsqu’il y a trop de
séquences. Ce qui implique au final beaucoup de temps pour générer le premier guide-tree.
MAFFT utilise une transformée de Fourier rapide pour construire le guide-tree qui lui sert
pour calculer Ialignement. Cette opération permet de réduire la complexité a O(n.In(n)).

De plus, MAFF'T apporte quelques modifications pour I’évaluation des alignements. La
matrice de substitution utilisée est normalisée pour ne contenir que des valeurs positives.
L’algorithme de Needleman-Wunsch donnant généralement de meilleurs résultats avec des
matrices entierement positives. Le cott des breches est lui aussi adapté pour correspondre
aux valeurs de la matrice de substitution qui a été calculée.

Tout comme Muscle, I'algorithme MAFFT donne de tres bons résultats, et les temps
de calculs sont également tres faibles.
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3.5.7 ProbCons

ProbCons [Do et al., 2005] est actuellement le meilleur algorithme d’alignement mul-
tiple de séquences. Il peut étre comparé a Muscle puisqu’il est également constitué de trois
étapes similaires : construction d’un guide-tree, alignement et pour finir optimisation du
résultat.

ProbCons est basé sur un modeéle de Markov caché. Ainsi, ce modele permet de
déterminer la probabilité P(z; ~ y;|z,y) pour que le résidu x; de la séquence x soit
aligné avec le résidu y; de la séquence y. Le guide-tree est construit a partir d’'une matrice
de distances calculée en utilisant ce modeéle.

Comme dans Muscle, la derniére étape consiste a améliorer le résultat. Pour cela une
méthode similaire a été mise en place. Il ne s’agit plus seulement de chercher a enraciner
différemment le guide-tree. En effet, dans ProbCons, 'algorithme ne se contente pas de
séparer les séquences en deux groupes a partir d’'une branche de 'arbre. L’algorithme
sépare l'alignement multiple en deux de facon aléatoire, et les réaligne. Ce processus est
effectué un nombre fixé de fois. Lorsqu’un alignement de meilleure qualité est obtenu il
remplace ’alignement courant.

Remarque 7 Cette méthode ne nécessite pas de modéle particulier pour le cout des bre-
ches. Ce coiit est en effet toujours nul. Ainsi cet algorithme peut étre utilisé avec moins de
parameétres que les autres algorithmes progressifs, ce qui représente bien sir un avantage
important.

3.5.8 Dialign

L’algorithme Dialign [Morgenstern, 1999] et plus récemment Dialign-T [Subramanian
et al., 2005] utilisent les fragments, présentés a la sous-section 3.2.5 de ce chapitre. La
création de l'alignement multiple se fait en ajoutant progressivement des paires de frag-
ments. L’algorithme procede de la facon suivante :

1. Créer la liste L de toutes les paires de fragments,
2. Evaluer toutes les paires de fragments,
3. Tant qu’il reste des paires de fragments dans L :

a) Prendre la paire de fragments p ayant la valeur la plus importante, et I’ajouter
(a)
a l'alignement multiple.

(b) Supprimer de L toutes les paires de fragments incompatibles avec p.

Cet algorithme ne permet généralement pas d’obtenir des résultats d’aussi bonne
qualité que les algorithmes cités précédemment. Comme la création de breches n’est
pas pénalisée, I'algorithme devient compétitif lorsqu’il est nécessaire d’insérer de grandes
breches pour obtenir un alignement multiple.

3.6 Les algorithmes itératifs

Contrairement aux algorithmes exacts et aux algorithmes progressifs, les algorithmes
itératifs sont beaucoup plus variés dans les méthodes qu’ils utilisent pour réaliser 'aligne-
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ment des séquences. Leur point commun est uniquement de réaliser I’alignement multiple
en prenant simultanément toutes les séquences des le début. Les stratégies utilisées sont
tres différentes, et nous citons principalement SAGA, car cet algorithme reste une référence
importante.

Il est essentiel de remarquer que ces algorithmes nécessitent généralement plus de
calculs, et leurs temps d’exécution sont souvent plus importants. Dans la section résultats
du chapitre 5, nous donnons & titre de comparaison les temps de calculs de différents
algorithmes.

3.6.1 SAGA

SAGA (Sequence Alignment by Genetic Algorithm) [Notredame and Higgins, 1996] est
basé sur un algorithme de type génétique [Holland, 1975]. Une population G d’alignements
est initialement générée, et le programme permet de controler son évolution. La population
initiale est créée en générant cent individus par insertion aléatoire de breches. Le schéma
général suivi par 'algorithme est le suivant :

— sélection de la partie de la population devant étre remplacée ; par défaut cette valeur

est de 50%),

— utilisation de I'un des nombreux opérateurs les individus sélectionnés,

— mise a jour de la population en ne conservant que les cent meilleurs individus.

Ces trois opérations permettent de passer de la génération G, a la génération Gj1.
L’algorithme s’arréte lorsque la population se stabilise.

Il existe 22 opérateurs dans SAGA correspondant & des combinaisons ou & des muta-
tions. Chaque opérateur est vu comme une fonction indépendante, prenant deux individus
pour les combinaisons et un individu pour les mutations. Tous les opérateurs fournissent
en sortie un unique individu.

Exemple : Nous proposons ici a titre d’exemple un des opérateurs de combinaison utilisé
dans 'algorithme.
Soient les deux individus suivants :

--SRPLIHF-GNDY SRPLIHFGNDY--—---
EDRYYRENMYRY-- -—-E-DRYY--RENMYRY
-FGSDYEDRYY--- --F-GSDYEDRYY-----

faisons maintenant une “coupe droite” aléatoirement dans le premier individu :

--SR|PLIHF-GNDY
EDRY | YRENMYRY--
-FGS|DYEDRYY---

Celle-ci peut se matérialiser ainsi dans le deuxieme individu :

SR|PLIHFGNDY------
--E-DRY|Y--RENMYRY
--F-GS|DYEDRYY----
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En insérant des breches, il est possible d’avoir également une coupe droite dans cet indi-
vidu :

SR———-- | PLTHFGNDY-
--E-DRY|Y--RENMYRY
--F-GS- | DYEDRYY---

Le nouvel individu est composé de la partie gauche du premier individu, et de la partie
droite du second :

—--SRPLIHFGNDY-
EDRYY--RENMYRY
-FGSDYEDRYY---

3.6.2 Autres algorithmes

Nous présentons ici trois algorithmes qui mettent en évidence la diversité des méthodes
utilisées par les algorithmes itératifs.

Maximum Weigth Trace Problem

Dans [Kececioglu et al., 2000], ’alignement multiple de k séquences est présenté sous la
forme d’un graphe k-partite. L’ensemble V' des sommets de ce graphe est formé de toutes les
lettres constituant les séquences. L’ensemble E des arétes est constitué de tous les couples
de sommets appartenant & des séquences différentes. Les arétes sont pondérées en fonctions
des acides aminés qui forment leurs sommets a l'aide d’une matrice de substitution. Une
trace du graphe est définie comme un ensemble d’arétes représentant un alignement des
séquences.

Les deux sommets d’une aréte correspondent a deux lettres alignées. Pour que la trace
soient un alignement, il est nécessaire que les sommets ne se croisent pas, et qu'un som-
met ne soit relié au maximum qu’a un unique sommet d’une autre séquence. Ces deux
conditions peuvent s’exprimer sous la forme de contraintes.

Le Maximum Weigth Trace Problem consiste a déterminer la trace dont la somme des
pondérations est maximale. La méthode proposée exprime ’ensemble des contraintes sous
la forme d’un programme linéaire en nombres entiers.

Tabu search

L’algorithme Tabu search [Riaz et al., 2004] procéde en deux étapes pour réaliser
I’alignement multiple :

— création d’un alignement initial Ay par insertion de breches dans les séquences.

— utilisation d’une méthode tabou [Glover and Laguna, 1997] pour déplacer les bréches
dans l'alignement. L’ensemble des alignements que ’on peut obtenir en déplacant
une breche dans A; constitue les voisins de A;. L’alignement A;1; est le meilleur
voisin qui n’appartient pas a la liste tabou.

La solution est obtenue lorsque 'algorithme se stabilise.
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Algorithme Classe URL

MSA Exact http ://searchlauncher.bcm.tme.edu/multi-align /multi-align.html
DCA Exact http ://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dca/

Clustal W Progressif  http ://bips.u-strasbg.fr/fr/Documentation/Clustal W/

MultAlin Progressif  http ://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/

Muscle Progressif  http ://www.drive5.com/muscle/

MAFFT Progressif  http ://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server/

ProbCons Progressif  http ://probcons.stanford.edu/download.html
Dialign-T Progressif  http ://dialign-t.gobics.de/

SAGA Itératif http ://www.tcoffee.org/Projects_home_page/saga_home_page.html
MWTP Itératif

Tabu Search — Ttératif http ://web.bii.a-star.edu.sg/ tariq/tabu/

SAM Itératif http ://www.soe.ucsc.edu/compbio/sam.html

TAB. 3.2 — Récapitulatif des algorithmes présentés.

Les modéles de Markov cachés

La modélisation des protéines & I’aide de modeles de Markov cachés [Haussler et al.,
1993] permet d’utiliser cette méthode pour l'alignement multiple de séquences. L’algo-
rithme SAM (Sequence Alignment and Modeling system) [Eddy, 1995] est basé sur ce
principe, les résultats ne sont toutefois pas de tres bonne qualité. L’algorithme est plus
efficace lorsque les séquences sont déja alignées. Il peut alors étre utilisé pour réaliser une
opération d’optimisation pour un alignement multiple.

3.7 Récapitulatif des algorithmes

Nous proposons au tableau 3.2 un récapitulatif des algorithmes présentés précédemment.
Pour chacun d’eux nous rappelons de quel type d’algorithme il s’agit, ainsi que 'url ou il
est possible de le télécharger.

3.8 Présentation des jeux d’essai

Dans cette section nous allons présenter les principales bases de jeux d’essais. Nous
détaillerons plus particulierement Balibase que nous avons utilisée pour valider nos algo-
rithmes.

3.8.1 Généralités

Nous avons vu quelques exemples d’algorithmes d’alignement multiple de séquences,
mais il en existe de nombreux autres. Chaque année, le nombre de publications relatives
a des algorithmes d’alignement multiple avoisine la centaine. Un probleme se pose alors,
est-il possible de définir un algorithme donnant de meilleurs résultats, et si oui selon quel
critere 7
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Jusqu’a présent nous avons parlé de fonctions d’évaluation uniquement pour qu’un
algorithme tente de l'optimiser au mieux. Il est néanmoins possible d’envisager avec cette
méthode de comparer les résultats donnés par un ensemble d’algorithmes différents sur un
ou plusieurs jeux de séquences. Il est donc simple de déterminer quel algorithme donne les
meilleurs résulats.

Pourtant en pratique, il s’avere que le meilleur résultat selon une fonction d’évaluation
n’est bien souvent pas le meilleur d’'un point de vue biologique. Des facteurs tels que la
structure tri-dimensionelle des séquences doivent étre pris en compte, alors qu’ils ne sont
pas accessibles lors de I’évaluation de la fonction. On constate en pratique qu'une fonction
d’évaluation peut attribuer une moins bonne valeur a un alignement qui sera considéré
par un biologiste comme étant le meilleur.

Les algorithmes ne sont pas destinés a donner la meilleure évaluation pour une fonction,
mais a proposer un alignement qui soit le plus proche possible de ce que peut faire un
biologiste. Il est donc important pour comparer les résultats obtenus de prendre en compte
le point de vue biologique. Pour cela, des jeux de tests ont été créés a partir de séquences
réelles, et ils ont été alignés par des biologistes. Des bases de jeux d’essais regroupent
ces alignements, avec pour chaque jeu le meilleur résultat possible d’un point de vue
biologique.

3.8.2 Balibase
Présentation de Balibase

Balibase [Thompson et al., 1999] est la premiére base des jeux d’essais pour les protéines
qui a été massivement citée dans les publications. Méme si d’autres bases existent main-
tenant, elle continue & étre une référence incontournable. Dans sa premiére version, elle
comportait 142 jeux de séquences, répartis en 5 catégories, appelées références. Chacune
de ces références correspond & une classe différente de problemes.

La référence 1 correspond a des jeux d’essais contenant peu de séquences. Elles sont
classées par longueur (small, medium, long), et par pourcentage de similitude (< 20%,
< 40% et > 40%). Les jeux d’essais de cette référence sont assez simples, et aucun algo-
rithme ne donne de trés mauvais résultats. En revanche, les autres références sont com-
posées de jeux d’essais plus atypiques. Citons par exemple, la présence d’une séquence or-
pheline (Référence 2), qui n’a aucune similarité avec les autres séquences ; mais également
des séquences de tailles tres différentes, ou nécessitant de trés grandes breches (longueur
supérieure a 100). Enfin il existe également une référence dont chacun des jeux d’essais est
composé de deux ou trois sous-groupes de séquences. Chaque sous-groupe est constitué
de séquences tres similaires, mais par contre, les sous-groupes sont assez distants les uns
des autres. Les jeux d’essais de la référence 1 sont composés de 4 a 6 séquences, alors que
ceux des autres références en contiennent plus : en moyenne une dizaine de séquences, et
jusqu’a 23 dans certains cas.

La version 2 de Balibase est basée sur la version 1. Elle reprend les 5 références exis-
tantes avec quelques modifications dans les résultats [Karplus and Hu, 2001], auxquelles
sont ajoutées 4 nouvelles références. Cependant, ces nouvelles références sont uniquement
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1 0
ALEYRH-VASVS ALEYRHVASVSQ
AHDYVNEAADAS AHDYVNEAADAS
ALKYNQDATKSE ALKYNQDATKSE
ALGYVSDAAKAD ALGYVSDAAKAD
Résultat Référence

Fi1G. 3.5 — Principe du critere SPS.

constituées de jeux d’essais et ne contiennent pas de résultat optimal. Les tests que 'on
trouve dans la littérature sont réalisés sur les 5 premieres références de Balibase 2.

La version 3 de Balibase [Thompson et al., 2005] contient également de nouveaux jeux
d’essais, et quadruple ainsi le nombre total de séquences pour passer a plus de 6000. Comme
pour la version 2, les nouveaux jeux ne sont pas proposés avec l’alignement optimal.

Les critéres de comparaison

Chaque jeu d’essais de Balibase est proposé avec la meilleure solution. Cela ne permet
toutefois pas de pouvoir réaliser des comparaisons entre le résultat d’un algorithme et la
solution optimale ou entre les résultats de plusieurs algorithmes.

Pour cela deux fonctions de comparaison ont également été ajoutées, chacune permet-
tant de montrer un critere de qualité pour les alignements. La premiere SPS correspond a
un critere de comparaison local, la deuxieme CS réalise une comparaison plus globale de
I’alignement.

La fonction de comparaison SPS, pour Sum-of-Pairs Score, est basée sur le principe
de la fonction de somme des paires. Toutes les paires de séquences sont parcourues, aussi
bien dans I’alignement de référence que dans I'alignement résultat. Pour chacun des deux
alignements, les paires de résidus identiques ont la valeur 1, et les autres ont la valeur 0.
Cette méthode consiste donc a déterminer le nombre de paires de résidus identiques entre
la référence et le résultat. En divisant cette somme par le nombre total de paires de résidus
de la référence, on obtient un pourcentage de similarité entre les paires de résidus des deux
alignements. A noter que les breches ne sont pas comptabilisées, il est donc possible qu’'un
alignement multiple ait un score de 1 sans étre identique a la référence.

La fonction de comparaison CS, pour Column Score, est quant a elle basée sur un
point de vue différent du concept d’alignement. La qualité que 'on attribue dans ce cas
a un alignement multiple dépend d’une colonne complete bien alignée. Réussir & obtenir
une paire de résidus identique entre la référence et le résultat ne suffit plus, il faut obtenir
I'identité entre tous les résidus d’une méme colonne. Le critere de comparaison CS se
calcule en faisant la somme de toutes les colonnes identiques entre ’alignement de référence
et lalignement résultat. Pour obtenir un pourcentage, ce nombre est divisé par le nombre
de colonnes de 'alignement de référence.

Il est facile de constater que le critere de comparaison CS est beaucoup plus contrai-
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1
ALEYRH- ALEYRHVASVSQ
AHDYVNE AHDYVNEAADAS
ALKYNQD ALKYNQDATKSE
ALGYVED ALGYVSDAAKAD
Résultat Référence

F1G. 3.6 — Principe du critere CS.

gnant que le critere SPS. En effet, il suffit d’un seul résidu mal placé pour que le reste de
la colonne soit évalué a 0. Ce phénomene est particulierement visible pour les jeux d’es-
sais avec une séquence orpheline. Cette séquence étant difficile & aligner avec les autres la
valeur CS de l’alignement peut tres facilement valoir 0.

Le site Internet de Balibase (http ://bips.u-strasbg.fr/fr/Products/Databases
/Balibase) propose un programme écrit en langage C (bali_score.c) qui permet d’évaluer
les valeurs SPS et CS.

Les résultats

Pour chacun des deux criteres de comparaison que nous venons de voir, il y a deux
fagons de réaliser 1’évaluation des résultats. La premiere est celle que nous avons vue
jusqu’a maintenant, c’est-a-dire en considérant ’alignement multiple dans son intégralité.
La deuxieme évaluation concerne uniquement une ou plusieurs parties de l’alignement.
En effet, dans un alignement, seules certaines parties sont intéressantes d’un point de vue
biologique.

Les descriptions de ces parties intéressantes de 'alignement sont appelées des anno-
tations. Un fichier d’annotation est un fichier texte contenant des informations sur un
alignement multiple, et en particulier la position de début et la position de fin de chacune
de ces parties. D’autres informations sont également contenues, comme par exemple la
répartition des séquences en familles.

Les deux méthodes sont en fait importantes, car si un algorithme ne donne de bons
résultats que sur une petite partie de ’alignement, cela peut provenir d’'un manque de
robustesse. Inversement, 'objectif des algorithmes est de pouvoir étre utilisés par des
biologistes. Il faut donc que les résultats sur les parties annotées soient bons. Les valeurs
qui sont données dans les publications sont celles obtenues en prenant en compte le fichier
d’annotation. La fonction bali_score.c peut prendre en parameétre optionnel un fichier
d’annotation pour le calcul des criteres SPS et CS.

Remarque 8 I est important de remarquer que le site de Balibase contient également un
tableau dans lequel sont déja calculés des résultats. Ainsi pour 10 algorithmes différents les
résultats sont proposés pour chaque jeu d’essais. Ces résultats sont destinés a simplifier
les tests sur un nouvel algorithme, et permettent de le comparer aux 10 algorithmes en
question. Toutefois, aucune conditon expérimentale n’est précisée, et il est impossible de
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reproduire les résultats indiqués. Cette idée de proposer les résultats est intéressante, mais
elle ne peut pas étre utilisée dans la pratique.

3.8.3 Les autres bases

Nous présentons ici deux autres bases tres connues. Comme nous le verrons dans les
chapitres suivants, nous avons réalisé nos tests avec les jeux d’essais de Balibase. Pour
cette raison nous donnons ici moins de détails sur Homstrad et Oxbench.

Homstrad

La premiere version de Homstrad [Mizuguchi et al., 1998] est antérieure & Balibase,
mais les jeux d’essais proposés étaient moins diversifiés. En effet, ils correspondent uni-
quement a la Référence 1 de Balibase.

Actuellement la version existante de Homstrad [Stebbings and Mizuguchi, 2004] est
beaucoup plus importante. Elle contient plus d’un millier d’alignements multiples, chacun
étant dédié a une famille de protéines. Tous les alignements ont été obtenus a partir de
séquences dont la structure tridimensionnelle est connue.

A noter toutefois que plus de la moitié des jeux d’essais ne sont composés que de 2 ou
3 séquences, et une tres grande partie en contiennent moins de 8.

Oxbench, Prefab, SABmark

Plusieurs autres bases d’alignements multiples plus récentes existent, nous les citons
sans détailler car elles sont souvent construites sur le méme principe.

— Oxbench [Raghava et al., 2003]

— Prefab [Edgar, 2004b]

— SABmark [Walle et al., 2005]

3.9 Conclusion

Dans le chapitre précédent nous avons étudié le probleme d’alignement de deux sé-
quences. Nous venons de montrer que ce probleme était un cas particulier et qu’il pouvait
étre généralisé & un nombre quelconque de séquences. Aligner un ensemble S de k > 2
séquences est une transformation qui consiste & ajouter des bréches dans les séquences de
S. Le probleme d’alignement multiple de séquences consiste donc a déterminer le meilleur
alignement possible.

Pour cela, il existe des fonctions d’évaluation qui permettent d’associer une valeur
qualitative a un alignement. Les fonctions existantes sont des modéles mathématiques, et
aucune ne permet de modéliser exactement la réalité biologique.

Le probleme de 'alignement multiple de séquences est trés important en biologie. Or
il s’agit d’un probleme NP-Complet, et bien que la méthode basée sur la programmation
dynamique puisse étre généralisée, elle ne peut pas étre utilisée en pratique. Pour cette
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raison de nombreux algorithmes ont été développés, et ils peuvent étre classés en trois
grandes catégories selon le principe général qu’ils utilisent.

— Les algorithmes basés sur une méthode exacte sont minoritaires car ils ne peuvent
étre utilisés que pour des alignements ne comportant que peu de séquences.

— Les algorithmes progressifs qui sont basés sur 'algorithme d’alignement de deux
séquences. Ils commencent par construire un arbre qui sert a déterminer ’ordre
dans lequel les séquences doivent étre alignées, puis ils alignent progressivement les
séquences.

— Les algorithmes itératifs utilisant des méthodes plus variées alignent quant & eux
toutes les séquences simultanément.

Des bases de jeux d’essais ont été créées pour pouvoir comparer les différents algo-
rithmes existants. Elles permettent également de tester les résultats de tout nouvel algo-
rithme et de le comparer a ceux existants. Les jeux sont constitués de plusieurs séquences,
et & chaque fois le meilleur alignement est donné. A I'aide de critéres de comparaison, il
est ainsi possible de classer les algorithmes en fonction des leurs résultats.

Le temps mis pour aligner les séquences est également un critere important. Du
point de vue du biologiste, le temps nécessaire pour obtenir un alignement est bien
souvent déterminant pour l'utilisation d’un algorithme. Méme si la qualité du résultat
est prépondérante, pour des algorithmes permettant d’obtenir des résultats de qualités
équivalentes, le plus rapide est considéré comme étant le meilleur.
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Chapitre 4

Plasma I : un algorithme
d’alignement multiple par
insertion de blocs

4.1 Présentation générale

Dans la premiere partie nous avons présenté le probleme de ’alignement multiple de
séquences ainsi que plusieurs algorithmes. Les algorithmes les plus compétitifs actuellement
ne permettent pas de déterminer ’alignement optimal d’un point de vue biologique. Nous
proposons donc dans cette partie deux nouveaux algorithmes d’alignement multiple de
séquences.

Dans ce chapitre, nous présentons Plasma (Progressive Local Search for Multiple Ali-
gnment) [Derrien et al., 2002; Derrien et al., 2003b; Derrien et al., 2003a) un algorithme
d’alignement progressif. Comme pour les méthodes progressives traditionnelles, notre algo-
rithme va réaliser un alignement progressif de ’ensemble des séquences. En effet, a chaque
itération de l'algorithme, uniquement un sous-ensemble de séquences est aligné. Toutefois
I’alignement de deux ensembles de séquences préalablement alignées est effectué au moyen
d’une méthode globale. Celle-ci prend en effet I'intégralité du sous-ensemble de séquences
pour réaliser 1'alignement.

L’algorithme peut étre décomposé en deux étapes principales. Dans un premier temps,
I’algorithme réalise tous les alignements de deux séquences afin de créer une matrice des
distances. Cette matrice permet de déduire, sous la forme d’un guide-tree, 'ordre dans
lequel les séquences sont alignées au cours de la seconde partie de ’algorithme. Dans cette
étape nous utilisons une méthode de recherche locale pour aligner deux sous-ensembles de
séquences. L’algorithme général est le suivant :

1. Alignement par paires avec la méthode de programmation dynamique :
(a) Alignement global de chaque couple de séquences,
(b) Création d’une matrice des distances,

(c) Calcul du guide-tree qui en résulte.
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— —

1 11 1§

F1G. 4.1 — Principe de ’algorithme.

2. Alignement itératif et progressif au moyen d’une méthode de recherche locale :
(a) Choisir les deux groupes de séquences les plus proches,
(b) Les aligner en utilisant une méthode de recherche locale,

(c) Les fusionner pour former un nouveau groupe; mettre a jour la matrice des
distances avec ce groupe,

(d) Arréter lorsque toutes les séquences sont alignées, sinon reprendre en 2.a.

La premiere étape de 'algorithme est une analyse des séquences qui est commune aux
méthodes d’alignement globales. Pour un ensemble de k séquences a aligner, ’algorithme
calcule les k.(k—1)/2 alignements par paires optimaux en utilisant la méthode basée sur le
principe de la programmation dynamique. L’évaluation de chacun de ces alignements per-
met d’obtenir une matrice de distances. Le guide-tree qui permettra de déterminer 1’ordre
d’alignement des groupes de séquences est calculé a partir de la matrice des distances. La
méthode utilisée ici pour construire I’arbre est celle de I’UPGMA.

La seconde étape correspond a la partie principale de l'algorithme. Il s’agit ici de
construire de facon itérative l'alignement complet, par alignements successifs de deux
groupes de séquences préalablement alignées. Par extension, une séquence seule est égale-
ment considérée comme étant un groupe. En suivant l'ordre d’alignement indiqué par le
guide-tree, 'algorithme prend les deux groupes de séquences les plus proches, pour former
un nouveau groupe de séquences alignées. L’alignement est réalisé au moyen d’une méthode
de descente, en insérant ou en supprimant des bréches dans I'un des deux alignements.
Le groupe de séquences alignées ainsi obtenu peut des lors étre a son tour aligné avec un
autre groupe. L’algorithme se termine lorsque les k& séquences sont alignées dans le méme
groupe.

Cette méthode offre I’avantage de permettre de conserver toutes les séquences lors de
I’alignement, sans avoir recours a la notion de profil. L’évaluation de I’alignement se fait
donc en conservant chaque séquence dans sa totalité.

L’alignement de deux groupes est fait & partir d’'une méthode de recherche locale. Le
couple constitué par les deux groupes de séquences a aligner forme la configuration initiale.
Ce couple constitue un premier alignement qui forme une solution acceptable pour notre
algorithme. Lorsque les deux groupes de séquences ne sont pas de la méme longueur, une
breche est ajoutée dans le plus court. L’algorithme transforme ensuite la configuration
initiale par insertions ou suppressions de bréches dans un des deux groupes, ou dans les
deux simultanément. Lorsqu’il n’est plus possible d’améliorer cette configuration, toutes
les séquences sont regroupées pour former la solution.
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4.2 La recherche locale

4.2.1 Configuration et espace de recherche

Soient G et G5 deux groupes de séquences, et soient A; et Ay deux alignements de
G et G respectivement. Nous dirons que le couple (A, A) est une configuration si, et
seulement s’il vérifie les conditions suivantes :

1. L’union de A} et A} forme un alignement multiple des séquences de G1 U G,

2. La suppression des colonnes complétes de bréches présentent dans A} et Af) permet
de retrouver A; et As.

L’espace de recherche pour les deux groupes de séquences G| et GG est composé de tous
les alignements (A}, A}) vérifiant ces deux conditions. Nous utilisons une méthode de
recherche pour déterminer localement le meilleur alignement possible.

La configuration initiale ¢y est obtenue directement a partir de A; et de As. Si A et
As sont de méme longueur, alors ¢y = (A1, Az). Si les alignements ne sont pas de la méme
taille, des colonnes de gaps sont insérées a la fin du plus court des deux afin que 'union
vérifie les criteres d’un alignement multiple de séquences.

Nous appellerons longueur d’une configuration la longueur des séquences de l'aligne-
ment multiple correspondant.

4.2.2 La fonction d’évaluation

La fonction d’évaluation que nous utilisons pour déterminer la qualité d’une confi-
guration est la fonction de somme des paires. Pour déterminer le colt de chaque paire
de résidus, nous utilisons la matrice Pam 250. En effet, celle-ci offre un bon compromis
lorsque ’on ne possede pas d’indication sur la nature des jeux de séquences.

Le calcul du cotit des breches est effectué suivant le modele de cotut affine K +1.h, avec
K=-10et h=—1.

Nous pouvons définir la fonction d’évaluation utilisée comme la somme des évaluations
de chaque paire de séquences. Aucun coefficient de pondération n’est pris en compte, toutes
les séquences sont donc considérées ici comme ayant la méme importance.

4.2.3 Description d’un voisinage

Soit ¢ = (A1, A2) une configuration du probleme. Le voisinage N(c) de ¢ est défini en
ajoutant une colonne de bréches complete dans la configuration. Soit g la largeur de cette
colonne, il existe trois possibilités pour réaliser cette insertion :

— Insertion simple d’une bréche dans Aq,

— Insertion simple d’une bréche dans As,

— Insertion simultanée d’une bréche dans A; et d’une bréche de méme largeur dans

As a des positions différentes.
Il y a deux possibilités pour faire l'insertion simple dans A;. En effet, 'insertion d’une
breche dans A; nécessite I'ajout simultané d’une bréche dans As. Il y a pour cela deux
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F1G. 4.2 — Premiere insertion d’une bréche dans Aj.

F1G. 4.3 — Seconde insertion d’une breche dans Aj.
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F1G. 4.4 — Insertion d’une bréche dans A; et dans As.

possibilités, suivant que cette bréche est ajoutée au début (F1G. 4.2) ou a la fin de A,
(F1a. 4.3).
La double insertion dans A; et dans As se fait comme indiqué a la figure FIG. 4.4.
L’insertion d’une colonne de breches doit permettre de transformer ¢ en une nouvelle
configuration acceptable. Il faut pour cela que I'union des deux alignements aprés insertion
donne toujours un alignement. Les deux conditions qui doivent étre vérifiées pour conserver
un alignement sont les suivantes :

— Si une colonne de breches n’a été insérée que dans un seul alignement il faut également
ajouter une colonne dans ’autre alignement. Cette nouvelle insertion est faite soit
au début, soit a la fin. Le choix retenu est celui qui optimise la fonction d’évaluation.

— Apres une insertion, il faut supprimer toutes les colonnes de bréches communes aux
deux groupes.

Remarque 9 Le deuxieme point permet lorsque l'on effectue une insertion simultanée
dans Ay et dans Ao, de supprimer en partie ou entiérement une bréche insérée lors d’une
itération précédente (F1G. 4.5). Cette méthode permet de raffiner la qualité de l’aligne-
ment, en effet les premiéres bréches insérées permettent de positionner sommairement
les différentes zones contenant des similarités. Au fur et a mesure que l'on réalise si-
multanément des insertions dans les deux alignements, les bréches initiales sont mieuz
réparties pour positionner les zones de plus faible similarité.

Le nombre de voisins d’une configuration ¢ dépend directement de I'intervalle de valeurs
dans lequel varie la largeur g de la colonne de bréches insérée. L’algorithme contient
un parametre g¢mqz, qui correspond a la valeur maximale que peut prendre g. La valeur
de g est donc un entier compris dans l'intervalle [1, gmqz]. Le nombre de voisins pour
une configuration est donné en fonction de g4, et de la longueur n de la configuration.
Le voisinage d’une configuration peut étre subdivisé selon le type d’insertion considéré.
L’insertion d’une colonne de bréches dans A; nécessite d’insérer une colonne de bréches de
meéme largeur au début ou a la fin de As. Réciproquement, nous avons bien sir les mémes
insertions pour Ay et A;. Pour chacune des trois possibilités d’insertion, nous avons :

— 2.1M.gmaz insertions d’une colonne de bréches dans A,

— 2.N.Gmaz insertions d’une colonne de bréches dans As,
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F1G. 4.5 — Principe de suppression d’'une partie de breche par double insertion.

— n.(n 4 1).gmas insertions simultanées dans A; et dans As.

La valeur attribuée par défaut & g,nq. a été déterminée de fagon empirique. Une valeur
comprise entre 5 et 10 permet d’obtenir de bons résultats, tout en limitant ’espace de
recherche. Pour des valeurs inférieures a 5, I’espace de recherche semble trop restreint et
la qualité des résultats obtenus est moins bonne. L’utilisation de valeurs supérieures a 10
POUr Gmar semble n’avoir que peu d’effet sur le résultat final. Toutefois il peut sembler
utile de choisir cette valeur en fonction des séquences a aligner. Si les alignements par
paires de la premiere étape montrent une forte similarité entre les séquences, il n’est pas
utile d’avoir un gmq. élevé. Si en revanche il faut aligner des séquences assez distantes il
est préférable de pouvoir augmenter la taille maximale que peuvent avoir les breches.

4.2.4 La méthode de descente

Soit ¢ = (A1, As) une configuration, et soit N(c) ’ensemble des voisins de ¢. Notre
algorithme utilise la fonction de somme des paires pour évaluer chaque configuration de
N(c). L’algorithme va donc essayer de faire toutes les insertions possibles de bréches ayant
une taille comprise entre 1 et gqz, Soit dans Aq, soit dans As, soit dans A; et Ay simul-
tanément.

Soit ¢’ le meilleur des voisins de ¢ au sens de la fonction de somme des paires. Si ¢
est meilleur que ¢, il devient la configuration courante et remplace c. La recherche de
Ioptimum peut alors recommencer & partir de cette nouvelle configuration. Lorsqu’il n’est
plus possible de trouver un voisin ¢’ meilleur que ¢, la partie descente s’arréte. Ay et Ao
sont alors fusionnés pour créer un nouvel alignement.

4.3 Complexité de I’algorithme

Le nombre d’itérations de I'algorithme dépend entierement du jeu de séquences a ali-
gner, et il n’est pas possible de le prévoir avant. Il n’est par conséquent pas possible de
donner une complexité globale a l'algorithme. Nous pouvons toutefois donner la com-
plexité au niveau de la partie recherche locale pour le passage d’une configuration ¢ a la
configuration suivante ¢’.

Il faut prendre en premier lieu la complexité de la fonction d’évaluation, ce qui permet
de donner la complexité pour déterminer la valeur d’un voisin de c. Soient ki et ko le
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nombre de séquences de A; et As respectivement.

Chaque résidu de A; doit étre comparé avec les n.ko résidus de As. Au total cela
fait donc n?.k1.ks comparaisons pour évaluer une configuration de N(c). Le nombre de
configurations est :

— 2.N.Gmaz pour les insertions dans Ay,

— 2.N.¢maz pour les insertions dans Ay,

— n.(n 4 1).gmax pour les insertions dans A; et Ay simultanément,

La complexité pour 1’évaluation d’une configuration est donc en O(n*.ky.k2.gmaez). Cette
complexité théorique de notre algorithme pourrait étre diminuée en ne recalculant pas a
chaque fois l'intégralité de la somme des paires. Il faudrait pour cela calculer localement
la différence de cout occasionnée par le déplacement d’une position pour la breche.

4.4 Résultats expérimentaux

4.4.1 Les parametres du programme

Comme indiqué précédemment, I'algorithme dépend de quatre parametres. Le premier
gmaz fixe la taille maximale que peut avoir une breche lors d’une insertion. Si ’aligne-
ment nécessite I'insertion d’une breche de taille supérieure, plusieurs breches peuvent étre
insérées successivement.

Taille maximale des insertions

Jmaz €St le seul parametre propre a l'algorithme. L’idéal est de pouvoir choisir une
valeur tres grande, de fagon a ce qu’une breche de taille quelconque puisse étre insérée.
Toutefois le nombre de voisins d’une configuration donnée, dépend directement de la va-
leur de ce parametre. Nous venons de voir avec la complexité que le nombre d’insertions
possibles et donc le nombre de voisins est de I'ordre de g,nq..n?. Pour cette raison, nous
avons choisi une valeur de g,q. égale & 10 pour tester l'algorithme.

Les autres parameétres

Nous avons choisi les valeurs —10 et —1 pour K et h, et la matrice de substitution que
nous avons prise est la matrice Pam 250.

4.4.2 Les jeux d’essai
Description des jeux d’essais

Nous avons réalisé des essais sur 5 groupes de séquences de tailles différentes. Ces
jeux d’essais sont des exemples communs puisqu’ils sont cités dans certains articles ou
fournis comme exemples avec des programmes existants. Tous les exemples sont composés
de séquences de protéines. Les principales caractéristiques sont données dans le tableau
4.1.
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Nombre de Longueur Nature des

séquences | (acides aminés) séquences
Exemple 1 5 153 hémoglobine
Exemple 2 6 164 lysozyme
Exemple 3 14 187 aspartic proteinase
Exemple 4 15 264 prions
Exemple 5 17 153 hémoglobine

TAB. 4.1 — Jeux d’essais utilisés.

Remarques sur les jeux de tests :

e Les séquences contenues dans les jeux d’essai de prions sont tres similaires. Elles
forment de plus un piege pour les logiciels d’alignement puisque certaines zones sont
répétées plusieurs fois. Différentes variantes sont citées dans des articles, avec des
nombres de séquences différents.

e [’exemple 1 est constitué d’un sous-ensemble de séquences de ’exemple 5. Nous
avons choisi de le conserver car il présente une caractéristique intéressante dont
nous parlerons dans la partie des résultats.

e Les exemples 2, 3 et 5 sont trois des jeux d’essais de SAGA (voir §3.5.1).

L’implémentation de cet algorithme résulte d’un travail préliminaire [Derrien et al.,

2002] et a été faite en deux programmes indépendants. Il était nécessaire d’effectuer une
transformation manuelle du résultat du premier programme avant de pouvoir utiliser le
second, nous n’avons par conséquent que peu de tests.

4.4.3 Résultats
Comparaison avec d’autres programmes

Les programmes 