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A
tes JFPC 2005Plasma, un nouvel algorithme progressif pourl'alignement multiple de séquen
esVin
ent Derrien, Jean-Mi
hel Ri
her et Jin-Kao HaoLERIA - Université d'Angers, 2 Bd Lavoisier, 49035 Angers{derrien,ri
her,hao}�info.univ-angers.frRésuméL'alignement multiple de séquen
es est un problèmeNP-
omplet important en bioinformatique. Plusieurs al-gorithmes existent, basés sur di�érentes heuristiques.Nous présentons i
i Plasma, un nouvel algorithme uti-lisant le prin
ipe de la programmation dynamique, ap-pliqué à des blo
s de séquen
es. Plasma a été testé surl'ensemble des jeux d'essais de Balibase. Les premiers ré-sultats montrent que Plasma obtient le meilleur aligne-ment pour plusieurs de 
es jeux d'essais, mais égalementque les temps de 
al
ul sont très faibles.Abstra
tMultiple sequen
e alignment 
onstitutes a standardand fundamental tool in bioinformati
s. Given its theore-ti
al 
omplexity (NP-Hard), many heuristi
s algorithmshave been developed. In this paper, we present Plasma,a new algorithm that introdu
es the notion of aligningblo
s of sequen
es via dynami
 programming. Evalua-tions on the ben
hmarks of the well konwn Balibase da-tabase show that Plasma is able to �nd the best resultsfor several instan
es.1 Introdu
tionL'alignement de séquen
es d'ADN ou de pro-téines est une opération fondamentale en bioinforma-tique. L'alignement de plusieurs séquen
es 
onsiste àmettre en regard les parties 
ommunes en insérantdes brè
hes. Le problème d'alignement de séquen
es
onsiste à déterminer un alignement qui optimise un
ritère d'évaluation. L'alignement de k séquen
es estappelé alignement par paire pour k = 2, et alignementmultiple pour k > 2.L'alignement multiple de séquen
es est un préa-lable à la re
onstru
tion phylogénétique, et il permetégalement l'identi�
ation des domaines 
ommuns oudes zones 
onservées, a�n de dé
ouvrir des motifs et

d'aider à la prédi
tion de fon
tions de protéines non
onnues.Un algorithme basé sur la programmation dyna-mique [10℄ permet d'aligner simplement deux sé-quen
es de manière optimale selon une fon
tion des
ore. Sa 
omplexité pour des séquen
es de longueurs
m et n est en O(m.n). Cet algorithme peut être gé-néralisé pour k > 2 séquen
es, mais dans la pratiquesa 
omplexité spa
iale ne lui permet pas d'être utiliséepour des valeurs de k supérieures à 4. Le problèmed'alignement multiple de séquen
es a été démontréNP-Complet [19℄. Il existe de nombreuses méthodespermettant d'apporter des solutions au problème d'ali-gnement multiple. Ces méthodes peuvent être 
lasséessuivant deux grandes appro
hes : les méthodes d'ali-gnement progressif et les méthodes d'alignement ité-ratif.Les méthodes progressives telles que Clustal W[16℄ n'alignent pas toutes les séquen
es simultané-ment. Celle-
i sont alignées progressivement par sous-groupes, suivant un ordre qui dépend de la similaritédes unes par rapport aux autres. Les méthodes ité-ratives 
omme SAGA [12℄ vont au 
ontraire réaliserun alignement de toutes les séquen
es simultanément.Les algorithmes existant sont très di�érents les uns desautres, et sont plus lents que les algorithmes progres-sifs.L'algorithme Plasma que nous présentons dans 
etarti
le est de type progressif, basé sur le prin
ipe dela programmation dynamique. D'autres algorithmesutilisent 
e prin
ipe, mais ils sont basés sur la mé-thode utilisée pour l'alignement de deux séquen
es.Dès que l'algorithme né
essite d'aligner un groupe deséquen
es, ave
 une ou plusieurs autres séquen
es, 
egroupe est transformé en un seule séquen
e 
onsensus,appelée pro�l. Cette méthode est simple et rapide àutiliser, mais lorsque les séquen
es ne sont pas très si-



milaires, le pro�l est moins représentatif. Il provoqueune perte d'information, et l'alignement qui en résulterisque don
 d'être de mauvaise qualité.Dans Plasma, nous 
her
hons à éviter 
e problèmeen introduisant la notion d'alignement par blo
s deséquen
es sans passer par les pro�ls. La totalité del'information 
ontenue dans 
ha
une des séquen
es estainsi 
onservée. La méthode employée pour alignerdeux blo
s de séquen
es est une extension de l'algo-rithme de programmation dynamique telle qu'elle estutilisée pour l'alignement de deux séquen
es. En e�et,Plasma permet d'aligner simultanément deux blo
sde séquen
es qui ont déjà été préalablement alignées.L'algorithme permet de déterminer la meilleure inser-tion possible de 
olonnes de brè
hes dans 
ha
un desdeux blo
s de séquen
es. En réitérant le pro
essus, ilest possible d'ajouter progressivement toutes les sé-quen
es, jusqu'à obtenir l'alignement 
omplet.Nous avons testé notre algorithme en utilisant Bali-base, une base de données 
ontenant près de 150 jeuxd'essais 
lassés par 
atégories. Pour 
ha
un d'entre euxun alignement de référen
e est proposé, 
e qui permetde tester les algorithmes mais aussi de les 
omparerentre eux.Les premiers résultats obtenus ave
 notre implémen-tation sont en
ourageants puisque nous obtenons lemeilleur résultat sur 7 jeux d'essais.Dans la suite de 
et arti
le, nous exposons en dé-tail le problème de l'alignement de séquen
es ainsi quequelques uns des algorithmes existants. Nous présen-tons ensuite Plasma, notre algorithme basé sur la pro-grammation dynamique ainsi que les résultats obtenussur un ensemble de jeux d'essais.2 Alignement de séquen
es2.1 Alignement par paireL'alignement par paire de séquen
es de protéines estun outil fondamental de la bioinformatique. Il a pourbut prin
ipal de faire ressortir les séquen
es apparen-tées, en mettant en éviden
e les régions 
ommunes.L'alignement par paire est prin
ipalement utilisé pourla 
omparaison d'une séquen
e ave
 un ensemble deséquen
es. Les algorithmes Fasta [13℄ et Blast [1℄ per-mettent de 
omparer une séquen
e à un ensemble deséquen
es 
ontenues dans une base de données.Une séquen
e peut être dé�nie 
omme une série or-donnée de lettres prises dans un alphabet Σ. Pour lesprotéines, 
et alphabet est 
onstitué de 20 lettres, ap-pelées a
ides aminés ou résidus.Le 
on
ept d'alignement de séquen
es est basé sur lanotion d'opérations d'édition [2℄. Les opérationsmat
hou mismat
h 
orrespondent à une mise en regard de

deux 
ara
tères. Dans le premier 
as il s'agit de rési-dus identiques, et dans le se
ond de résidus di�érents.Les opérations insertion et deletion représentent une
oupure, appelée brè
he ou gap, dans l'une ou l'autredes séquen
es. Celle-
i est marquée par le symbole `−'dans l'alignement résultant.Ces opérations permettent de dé�nir un nombre ex-ponentiel d'alignements, le problème 
onsiste à déter-miner le meilleur, au sens d'une fon
tion de s
ore.Un 
oût est attribué à 
haque opération d'édition aumoyen d'une matri
e de s
ore w. Le 
oût d'un aligne-ment est donné par la somme des 
oûts de 
ha
unedes opérations d'édition asso
iées à 
et alignement. Leproblème d'alignement de 2 séquen
es peut don
 être
onsidéré 
omme un problème d'optimisation.Dé�niton 1 Soient S1 = 〈x11, x12, . . . , x1|S1|〉 et
S2 = 〈x21, x22, . . . , x2|S2|〉 2 séquen
es dé�nies sur unalphabet Σ. Un alignement A de S1 et S2 est une ma-tri
e de 
ara
tères de Σ ∪ {−} dé�nie par :

A =

[

a11, a12, . . . , a1q

a21, a22, . . . , a2q

]et véri�ant les propriétés :� max(|S1|, |S2|) ≤ q ≤ |S1| + |S2|,� aui = xuv ou −, ∀u ∈ {1, 2}, ∀v ∈ [1..|Su|],� 6 ∃i tel que a1i = a2i = −.Dé�niton 2 La fon
tion de s
ore d'un alignementpar paire des deux séquen
es S1 et S2 est dé�nie par :
f(A) =

i=q
∑

i=1

w(a1i, a2i)où w désigne la matri
e de s
ore utilisée.Dé�niton 3 Le problème d'alignement par paire
onsiste à 
onstruire un alignement qui optimise lafon
tion de s
ore.Le problème d'alignement par paire peut être résoluen utilisant un algorithme de programmation dyna-mique ; 
elui 
i permet d'obtenir l'alignement optimalen 
réant une matri
e de s
ores. La 
omplexité de 
etalgorithme est en O(m.n), où m et n sont les longueursdes séquen
es à aligner. Le pro
essus d'alignement dedeux séquen
es peut être dé�ni formellement de la fa-çon suivante :Dé�niton 4 Soient S1 et S2 deux séquen
es de lon-gueurs respe
tives m et n dé�nies sur un alphabet Σ.Soient P (i, j) le problème 
onsistant à aligner les deuxsous-séquen
es S1[1..i] et S2[1..j], i ≤ m et j ≤ n, et
D(i, j) la distan
e d'édition asso
iée.� le problème 
onsiste à déterminer P (m, n),



� le sous-problème P (i, j) 
onsiste à 
al
uler
D(i, j).� l'initialisation se fait ave
 P (i, 0) et P (0, j).Les problèmes P (i, 0) et P (0, j) représentent le dé
a-lage d'une des séquen
es par rapport à l'autre, et leurs
oûts sont simples à 
al
uler.2.2 Alignement multipleLe problème d'alignement multiple 
orrespond à unegénéralisation de l'alignement par paire ave
 k > 2 sé-quen
es. En revan
he il ne s'agit plus i
i de déte
terune simple similitude entre séquen
es. L'alignementmultiple de séquen
es est utilisé pour di�érentes opé-rations. Il permet de déterminer des sous-groupes deséquen
es en fon
tion du degré de similarité. Ce qui
onstitue le point de départ pour la re
onstru
tion dephylogénie.L'alignement multiple permet également de mettreen éviden
e les zones 
onservées dans un ensemble deséquen
es. En partant du prin
ipe que des motifs simi-laires induisent des fon
tions identiques, l'alignementmultiple permet de prédire la fon
tion de protéines in-
onnues en les alignant ave
 des protéines 
onnues.Dé�niton 5 Soit S = {S1, . . . , Sk} un ensemble deséquen
es dé�nies sur un alphabet Σ. Un alignementmultiple de S est une matri
e d'éléments de Σ ∪ {−}dé�nie par :

A =







a11, a12, . . . , a1q. . .
ak1, ak2, . . . , akq





et véri�ant les propriétés :� max
i

(|Si|) ≤ q ≤
∑

i

|Si|,� aui = xuv ou −, ∀u ∈ {1..k}, ∀v ∈ [1..|Su|],� 6 ∃j tel que ∀i, aij = −.La fon
tion de s
ore utilisée pour l'alignement parpaire peut également être généralisée :Dé�niton 6 La fon
tion de somme des paires est dé-�nie par :
f(A) =

i=k−1
∑

i=1

j=k
∑

j=i+1

l=q
∑

l=1

w(ail, ajl)où w désigne la matri
e de s
ore utilisée.Cette fon
tion est souvent utilisée sous une forme dif-férente appelée somme des paires pondérée. Un poids
pi est asso
ié à 
ha
une des séquen
es en fon
tion deson importan
e dans l'alignement. Ce poids est ensuitepris en 
ompte pour l'évaluation :

Dé�niton 7 La fon
tion de somme des paires pondé-rée est dé�nie par :
f(A) =

i=k−1
∑

i=1

j=k
∑

j=i+1

l=q
∑

l=1

pi.pj.w(ail, ajl)D'autres fon
tions d'évaluation ont été dévelop-pées depuis quelques années [9, 11, 18℄. Les résul-tats qu'elles permettent d'obtenir dans 
ertains 
assemblent de meilleure qualité que 
eux de la fon
tionde somme des paires pondérée.Dé�niton 8 Le problème d'alignement multiple deséquen
es 
onsiste à 
onstruire un alignement qui opti-mise une de 
es fon
tions de s
ore. Dans le 
as de l'ali-gnement multiple de séquen
es de protéines, il s'agitd'un problème de maximisation.La méthode de programmation dynamique peutégalement être utilisée pour réoudre le problème d'ali-gnement multiple de séquen
es. Mais sa 
omplexitéspa
iale est en O(2k−1.
∏i=k

i=1
|Si|), 
e qui en pratiquene permet pas de l'utiliser pour plus de 4 ou 5 sé-quen
es.Le problème d'alignement multiple de séquen
es aété démontré NP-Complet [19℄ par rédu
tion polyno-miale du problème 1-to-3 SAT.3 Etat de l'artDi�érentes heuristiques ont été développées pourapporter des solutions au problème d'alignement mul-tiple de séquen
es. Elles peuvent être 
lassées suivantdeux appro
hes di�érentes. Une des appro
hes est diteprogressive, et 
onsiste à aligner les séquen
es graduel-lement. Alors que la se
onde, dite iterative, 
onsiste àaligner toutes les séquen
es simultanément. Signalonségalement l'existen
e de méthodes 
omplètes, qui per-mettent d'aligner quelques séquen
es.Les résultats obtenus par 
es di�érents algorithmespeuvent être 
omparés en utilisant les jeux d'essaisproposés par des bases de données. Celles-
i sont
onstituées de nombreux jeux de séquen
es et pro-posent pour 
ha
un un alignement de référen
e.3.1 Les algorithmes progressifsLes algorithmes progressifs 
onstruisent l'aligne-ment �nal en plusieurs étapes. A 
haque étape, unepartie seulement des séquen
es est alignée, et 
e n'estqu'à la �n que toutes les séquen
es se trouvent regrou-pées.La méthode utilisée 
lassiquement pour déterminerl'ordre dans lequel doivent être alignées les séquen
esest basée sur le prin
ipe du Neighbor-Joining (NJ) [15℄.



Pour 
ela, il faut réaliser les alignements par paire detous les 
ouples de séquen
es, a�n de 
onnaître leurdegré de similarité. Il est ainsi possible de réaliserune matri
e de �distan
es� entre toutes les séquen
es.Le Neighbor-Joining permet de 
réer un arbre, appeléGuide Tree, qui détermine l'ordre dans lequel s'e�e
tuel'alignement. Le 
hemin remontant des bran
hes versla ra
ine indique quels sont les groupes de séquen
esà aligner, ainsi que l'ordre dans lequel doivent se faireles alignements.Le plus 
onnu des algorihmes progressifs est Clus-tal W [16℄. Son prin
ipe est basé sur l'algorithme deprogrammation dynamique appliqué à l'alignement dedeux séquen
es [5℄. Chaque alignement une fois obtenuest 
onverti en une unique séquen
e 
onsensus, appe-lée pro�l. La 
réation d'un pro�l se fait en fon
tion du
ontenu de 
ha
une des 
olonnes de l'alignement. Pour
onvertir l'alignement en une séquen
e, 
haque 
olonnequi le 
ompose est rempla
ée par une unique lettre. Le
hoix se fait en fon
tion du nombre d'o

urren
es de
haque lettre dans la 
olonne, ainsi que leur probabi-lité d'apparition. Un pro�l ainsi obtenu est 
onsidéré
omme une séquen
e à part entière, et peut dès lorsêtre réutilisé pour un nouvel alignement ave
 le mêmealgorithme. Il peut être aligné ave
 une des séquen
esinitiales, mais également ave
 un autre pro�l. Tous lesnoeuds internes 
onstituant le guide tree représententdes pro�ls.Il existe d'autres algorithmes proposant des va-riantes de 
e type d'alignement, 
omme par exempleT-Co�ee [11℄ qui dans un premier temps 
ommen
epar générer une bibliothèque d'alignements. A partirde 
ette bibliothèque, 
haque 
ouple de résidus se voitattribuer une valeur en fon
tion du nombre de fois oùils ont été alignés. Cette méthode permet d'éviter l'uti-lisation des matri
es de 
oûts, dont les valeurs prévuespour le 
as général, ne sont pas toujours adaptées.Citons également Multalin [3℄ qui 
onstruit un nou-veau guide tree à partir de l'alignement obtenu. Lepro
essus d'alignement est réitéré tant que l'arbre ob-tenu est modi�é.3.2 Les algorithmes iteratifsLes algorithmes de type itératif réalisent un aligne-ment simultané de toutes les séquen
es. Ils n'utilisentpas de guide tree 
omme les algorithmes progressifs,
e qui les rend moins pro
hes les uns des autres. Dif-férentes appro
hes ont ainsi été proposées, 
omme parexemple SAGA [12℄ qui est basé sur un algorithme gé-nétique. Une popluation G0 de 
ent alignements estinitialement générée, et le programme permet de faireévoluer 
ette population d'alignements en les 
roisantentre eux et en ne 
onservant que 
eux qui améliorentla fon
tion de s
ore. Le s
héma général de l'algorithme

est le suivant :� séle
tion de la partie de la population devant êtrerempla
ée,� utilisation de l'un de nombreux opérateurs de
ombinaison ou de mutation sur 
haque individuséle
tionné,� mise à jour de la population ave
 les meilleursindividus.Ces trois opérations permettent de passer de la gé-nération Gn à la génération Gn+1. L'algorithme s'ar-rète lorsque la population se stabilise. SAGA est l'al-gorithme itératif donnant les meilleurs résultats, quelque soit le type d'alignement. Le temps de 
al
ul esttoutefois beau
oup plus important que 
elui de ClustalW.Citons également des appro
hes basées sur les mo-dèles de Markov 
a
hés (HMM) [4℄, l'utilisation degraphe ave
 
ontraintes [8℄ ou en
ore un algorithmebasé sur la méthode tabou [14℄.Pour les alignements multiples 
omposés de sé-quen
es assez similaires, les résultats obtenus parles algorithmes progressifs sont souvent meilleurs. Ilso�rent également l'avantage d'être plus rapides.3.3 BalibaseA�n d'évaluer les performan
es des di�érents algo-rithmes d'alignement, quelques bases de données ontété 
réées. Celles-
i proposent des jeux d'essais 
ompo-sés de séquen
es, ainsi qu'un alignement de référen
e.Balibase [17℄ est une base de données 
ontenant prèsde 150 alignements multiples de protéines. Ces aligne-ments sont regroupés en 
inq grandes 
atégories ap-pelées référen
es, 
ha
une d'elles 
orrespondant à une
lasse di�érente de problèmes. La référen
e 1 
orres-pond à des jeux d'essais 
ontenant peu de séquen
es.Elles sont 
lassées par longueur (small, medium, long),et par pour
entage de similitude (< 20, < 40 et > 40).Les jeux d'essais de 
ette référen
e sont assez simples,et au
un algorithme de donne de très mauvais résul-tats. En revan
he, les autres référen
es sont 
omposéesde jeux d'essais plus atypiques. Citons par exemple, laprésen
e d'une séquen
e orpheline, qui n'a au
une si-milarité ave
 les autres séquen
es ; mais également desséquen
es de tailles très di�érentes, ou né
essitant detrès grandes brè
hes (longueur supérieure à 100).Pour 139 de 
es jeux d'essais, un meilleur aligne-ment a été 
onstruit et est disponible. Ces alignementsde référen
e ont été obtenus par les biologistes en pre-nant en 
ompte des informations telles que la stru
turedes séquen
es. Ils peuvent don
 être 
onsidérés 
ommela solution optimale pour 
ha
un des jeux d'essais, etles di�érents algorithmes peuvent ainsi être 
omparésentre eux. Nous présentons la méthode de 
omparaisondes alignements dans la partie résultats de 
et arti
le.



4 PlasmaDans Clustal W les séquen
es alignées sont rempla-
ées par un pro�l. L'utilisation de 
e pro�l fait dis-paraitre les séquen
es réelles, risquant ainsi une pertede la qualité. Ave
 Plasma nous proposons un nou-vel algorithme de type progressif basé sur le prin
ipede la programmation dynamique. Nous introduisonsle 
on
ept de blo
 qui nous permet de dé�nir une mé-thode d'alignement utilisant toutes l'information desséquen
es.4.1 Le prin
ipe de PlasmaL'utilisation d'un pro�l pour réaliser l'alignementmultiple de séquen
es a l'avantage d'être une méthodesimple et rapide à utiliser. Les résultats obtenus sontbons lorsque les séquen
es sont assez similaires. Tou-tefois le 
ompromis qui doit être fait dans le 
as d'unefaible similarité engendre le risque de produire des pro-�ls de mauvaise qualité. Si le pro�l n'est pas repré-sentatif des séquen
es à partir desquelles il est formé,l'alignement qui en dé
oule risque de perdre en qua-lité. Le problème se réper
utant au fur et à mesure desalignements.L'algorithme de Plasma a été réalisé en partant de
e 
onstat. Comme l'alignement risque de perdre enqualité à 
ause du pro�l, nous avons dé
idé de ne pasutiliser 
ette méthode. Les alignements sont e�e
tuésen 
onservant à 
haque itération toutes les séquen
es.Comme pour les autres algorithmes progressifs,Plasma 
ommen
e par réaliser un guide tree en uti-lisant l'algorithme du Neigbour-Joining.Le premier niveau d'alignement dans l'arbre 
orres-pond aux n÷uds dont les �ls représentent les séquen
esinitiales. La méthode utilisée pour 
réer 
es noeuds est
elle de l'alignement par paire. Les résultats obtenuspar 
et algorithme ne sont en revan
he pas 
onver-tis en pro�l. Nous 
onservons 
haque alignement sousforme d'un �blo
�. Le 
on
ept de blo
 est dé�ni à par-tir de l'alignement d'un sous-ensemble de séquen
es.Le blo
 
onstitue une stru
ture pour l'alignement, desorte qu'il puisse être aligné par la suite. Lorsqu'unblo
 est aligné, toutes les insertions de brè
hes se fontentre les 
olonnes du blo
s. Un blo
 est un aligne-ment qui peut à son tour être aligné ave
 d'autresséquen
es, mais dont le 
ontenu de 
haque 
olonnesreste in
hangé. L'algorithme de Plasma va déterminer
omment insérer des brè
hes à l'intérieur d'un blo
pour que l'alignement soit optimal. Ces brè
hes sonttoujours insérées au début, à la �n ou entre deux 
o-lonnes du blo
.La raison prin
ipale de l'utilisation de 
ette méthodevient de l'ordre d'alignement des séquen
es. Comme
elui-
i se fait suivant une dé
roissan
e de la simila-

rité entre les blo
s, 
haque paire de résidus préalable-ment alignés doit être 
onservée. Nous supposons don
i
i que toute 
olonne pré
édemment obtenue doit être
onservée. Ce raisonnement ne prend évidemment pasen 
ompte les similarités qui peuvent exister lo
ale-ment entre des séquen
es distantes.4.2 Utilisation de la programmation dynamiquedans PlasmaL'algorithme de Plasma utilise la programmationdynamique pour réaliser l'alignement entre deux blo
sou entre un blo
 et une séquen
e. Tous les alignementspar paire restent e�e
tués en utilisant l'algorithme tra-ditionnel de programmation dynamique.Le prin
ipe général de l'algorithme reprend 
eluiexistant pour deux séquen
es, mais étendu à l'aligne-ment d'un blo
 ave
 une séquen
e ou d'un blo
 ave
un autre blo
. La 
onstru
tion de l'alignement est réa-lisée en généralisant la méthode utilisée pour deux sé-quen
es et dé
rites dans [6℄.A�n de réaliser l'alignement de deux blo
s ou d'unblo
 ave
 une séquen
e, nous avons redé�ni les opéra-tions d'édition. Pour l'alignement de deux séquen
es,
es opérations dé�nissent la valeur asso
iée aux dif-férents 
ouples de résidus possibles. La généralisationdes opérations d'édition aux blo
s né
essite de dé�nirune valeur pour des 
ouples de 
olonnes de résidus. Lasomme des valeurs obtenues pour 
ha
une des opéra-tions d'édition asso
iées à l'alignement des deux blo
sdoit être égale à la valeur de l'alignement multiple.Soit B un blo
 de longueur l 
omposé de n séquen
esdé�nies sur un alphabet Σ. Nous noterons Bi la 
o-lonne i de 
e blo
, et Bij le 
ontenu de la ligne j de Bi.Soit Σ′ = Σ ∪ {−} et w la fon
tion dé�nie sur Σ′ ×Σ′qui a deux éléments de Σ′ asso
ie leur évaluation.Soit B(p) l'évaluation de la 
olonne Bp.
B(p) =

i=n−1
∑

i=1

j=n
∑

j=i+1

w(Bpi, Bpj)Les opérations mat
h et mismat
h étendues auxblo
s, 
onsistent à mettre en regard une 
olonne de
haque blo
. Soient B et B′ deux blo
s de longueur let l′ 
omposées de n et n′ séquen
es. La valeur asso-
iée à l'opération d'édition entre Bp et B′
q est donnéepar :

M(Bp, B
′
q) = B(p) + B′(q) +

i=n
∑

i=1

j=n′

∑

j=1

w(Bpi, B
′
qj)Les opérations insertion et deletion étendues auxblo
s 
onsistent à mettre en regard une 
olonne d'un



blo
 ave
 une brè
he. Dans le 
as de l'insertion, labrè
he est dans le premier blo
, la valeur asso
iée est
I(B′

q) = B′(q) + n.

j=n′

∑

j=1

w(−, B′
qj)De même pour la deletion :

D(Bp) = B(p) + n′.

i=n
∑

i=1

w(Bpi,−)Dé�niton 9 Soient B1 et B2 deux blo
s de séquen
essur un alphabet Σ de longueurs respe
tives m et n.Soient P (i, j) le problème 
onsistant à aligner les deuxsous-blo
s B1[1..i] et B2[1..j], i ≤ m et j ≤ n, et
D(i, j) la distan
e d'édition asso
iée.� le problème 
onsiste à déterminer P (m, n),� le sous-problème P (i, j) 
onsiste à 
al
uler

D(i, j).� l'initialisation se fait ave
 P (i, 0) et P (0, j).La 
onstru
tion ré
ursive de la matri
e D assure qu'à
haque étape, selon la fon
tion de sommes des pairespondérée, la valeur obtenue est optimale. En e�et, les
as de base P (i, 0) et P (0, j) 
orrespondent à l'ali-gnement d'un élément de Σ ave
 −. Ensuite le 
al-
ul du problème P (i, j), est e�e
tué à partir des sous-problèmes P (i, j′), j′ < j et P (i′, j), i′ < i. Or parhypothèse de ré
ursivité, 
es sous-problèmes ont unesolution optimale.Les brè
hes sont évaluées en utilisant la méthodea�ne 
lassique. Le 
oût d'ouverture de la brè
he estnotée K et son 
oût d'extension h. Ainsi, une brè
he delongueur l a une valeur K+l.h. Ce modèle d'évaluationimpose d'utiliser la méthode dé
rite dans [6℄ pour ali-gner les blo
s. Les 
al
uls dans les di�érentes matri
essont réalisés ave
 les opérations d'édition étendues.4.3 Algorithme généralL'algorithme général de Plasma se déroule en plu-sieurs étapes distin
tes. Dans un premier tempsPlasma 
al
ul le guide tree asso
ié aux séquen
es àaligner, ainsi que les pondérations asso
iées à 
ha
uned'elles.Pour n > 2 séquen
es, l'algorithme va réaliser n− 1alignements. Il 
ommen
e par réaliser les alignementspar paire, 
orrespondant dans le guide tree aux n÷udsayant pour �ls deux séquen
es. Dans l'arbre, 
ela per-met d'obtenir les n÷uds de niveau 1. L'algorithmeremonte ensuite progressivement jusqu'à la ra
ine en
onstruisant par alignement tous les n÷uds intermé-diaires. La dernière itération de l'algorithme regroupetoutes les séquen
es pour former l'alignement 
omplet.L'algorithme peut s'é
rire :

pro
edure Aligner(E : liste de sequen
es)debutConstruire un guide tree de E par la méthode NJConstruire N blo
s 
omposés 
ha
un d'une séquen
e
L = {B1, . . . , Bn}Tant que |L| 6= 1 faireChoisir les 2 blo
s les plus pro
hes Bi et Bjd'après le guide tree

B = aligner(Bi, Bj)
L = L ∪ {Bl}/{Bi, Bj}�n4.4 La 
omplexitéLa 
omplexité de l'algorithme est assez faible. Pouraligner deux blo
s 
omposés respe
tivement de n1 et

n2 séquen
es et dont les longueurs sont l1 et l2, nousavons les 
omplexités :� O(n2
1.l1 et n2

2.l2) pour les 
al
uls à l'intérieur desblo
s,� O(l1.l2.n1.n2) pour la 
onstru
tion des matri
es,� O(l1 + l2) pour la 
onstru
tion de l'alignement.Cette faible 
omplexité permet à l'algorithme d'alignertrès rapidement les séquen
es. Le temps de 
al
ul estvoisin de l'ordre de la se
onde pour une vingtaine deséquen
es de longueur 200.4.5 Implémentation de PlasmaL'implémentation a été réalisée en C++ et fon
-tionne sur une ma
hine Linux. Elle est utilisable enligne de 
ommande, et permet de prendre en argu-ment des paramètres standards généralement utiliséspar les autres appli
ations tels que la matri
e de s
ores,mais également les 
oûts d'ouverture et d'extension debrè
hes K et h.5 Résultats et dis
ussion5.1 Utilisation de Balibase5.1.1 Les jeux d'essaisPour évaluer notre algorithme nous avons utiliséles jeux d'essais proposés par Balibase (http ://www-igbm
.u-strasbg.fr/BioInfo/BAliBASE/). A 
etteadresse sont disponibles les jeux répartis en 
inqréféren
es de problèmes, ainsi que la fon
tion de s
orepermettant de 
omparer l'alignement d'un des jeuxd'essai ave
 son alignement de référen
e.5.1.2 Les 
ritères d'évaluationCette fon
tion permet pour 
haque jeu d'essai, de
omparer le résultat d'un algorithme à l'alignement de



référen
e proposé par Balibase. Pour évaluer le résul-tat obtenu sur un jeu d'essai, 
ette fon
tion prend enparamètres l'alignement de référen
e ainsi que le résul-tat de l'algorithme. Deux évaluations sont retournées àl'utilisateur. La première représente le pour
entage depaires de résidus de l'alignement de référen
e 
onte-nus dans le résultat. La deuxième évaluation est lepour
entage de 
olonnes de l'alignement de référen
e
ontenues dans l'alignement résultat. Celle-
i est don
plus pénalisante puisqu'il su�t d'une erreur dans une
olonne pour qu'elle soit fausse. En parti
ulier dansla référen
e 2, la séquen
e orpheline est généralementassez mal alignée. Les valeurs obtenues sont souventmauvaises alors que les autres séquen
es sont bien ali-gnées. La première fon
tion d'évaluation permet demettre en éviden
e la qualité globale de l'alignement,même si une seule séquen
e est mal alignée.Le site Internet de Balibase propose également lesrésultats obtenus par 10 algorithmes progressifs et ite-ratifs. Les performan
es de tout nouvel algorithmepeuvent ainsi être 
omparées à 
elles obtenues pardes algorithmes 
onnus. Ces résultats sont 
eux obte-nus ave
 l'évaluation du pour
entage de 
olonnes iden-tiques.Clustal W est aujourd'hui l'algorithme qui donneles meilleurs résultats sur l'ensemble des jeux d'essaisde Balibase. Toutefois 
'est sur les alignements ave
séquen
es similaires qu'il est le plus performant. Lesrésultats obtenus par SAGA sont également bons surl'ensemble des jeux d'essais. Les autres algorithmessemblent quant à eux plus destinés à une 
atégoriede problèmes.5.2 Les paramètres de PlasmaPlasma né
essite quelques paramètres dont le pre-mier est la matri
e de s
ore utilisée pour évaluer
haque paires de résidus. C'est prin
ipalement de 
ettematri
e dont va dépendre le s
ore. L'usage de 
ertainesmatri
es standards, telles que PAM ou Blosum [7℄, estpré
onisé suivant le degré de similitude des séquen
esà aligner. Les deux autres paramètres importants del'algorithme 
on
ernent l'évaluation des brè
hes. Pouréviter un nombre trop important de brè
hes dans lesalignements, 
elles-
i doivent être pénalisées. Un 
oûtnégatif est don
 asso
ié aux brè
hes, en fon
tion deleur longueur. Le modèle linéaire est simple à utiliser,mais ne donne pas de résultats satisfaisants. De nom-breux algorithmes utilisent un modèle a�ne, ave
 un
oût K pour le début de la brè
he (
oût d'ouverture) etun 
oût h pour l'extension. Dans Plasma nous utilisonsl'évaluation a�ne des brè
hes : K + l.h où l représentela longueur de la brè
he. Comme pour les matri
es des
ore des paramètres K et h standards existent. Les

valeurs à utiliser pour 
es paramètres doivent égale-ment être pré
isés à Plasma.Pour réaliser les tests sur les jeux d'essais de Bali-base, nous avons utilisé des paramètres standards aussibien pour la matri
e [7℄ de s
ores que pour l'évalua-tion des brè
hes en prenant des valeurs de K voisinesde -10 et des valeurs de h voisines de -1.5.3 Les résultatsPlasma obtient le meilleur alignement pour 7 des139 jeux de Balibase qui sont évalués ave
 la deuxièmefon
tion de s
ore [Tab 1℄.Pour la première méthode d'évaluation, nousn'avons que les moyennes globales obtenues sur l'en-semble des jeux d'essais [14℄. Au vu des résultats [Tab2℄, Plasma se trouve en troisième position pour la qua-lité des alignements, juste derrière SAGA et ClustalW.A partir des valeurs disponibles sur le site de Bali-base, nous avons également 
al
ulé les moyennes sur
haque référen
e de jeux d'essais . Ces résultats sont
eux obtenus en utilisant la deuxième fon
tion de 
om-paraison. Les moyennes obtenues par Plasma sont as-sez satisfaisantes ave
 
ette méthode de 
omparaison.Notons en parti
ulier que sur les référen
es 3 et 4 lesmoyennes des résultats sont meilleures que 
elles deClustal W. Notons que les valeurs obtenues par la al-gorithmes Multal et HMMT ne sont pas disponiblespour tous les jeux d'essais.Signalons en�n que les tests ont été réalisés sur unordinateur P4 2.4GHz. Les temps de 
al
ul sont voisinsde 
eux de Clustal W, très inférieurs à 1 se
ondes pourles jeux d'essais de la référen
e 1. Les jeux d'essais lesplus importants 
ontiennent plus de 20 séquen
es etné
essitent quelques se
ondes de 
al
ul.5.4 Exemple d'alignementNous présentons i
i en exemple un des alignements[Fig. 1℄ pour lequel Plasma obtient le meilleur résultat.Les deux 
olonnes 
ontenant des erreurs d'alignementsont marquées ave
 le symbole ` !'. Pour obtenir l'ali-gnement de référen
e, il su�t dans 
es deux 
olonnesde dé
aler le AA de la première séquen
e et le V de ladeuxième séquen
e à gau
he de la brè
he. Ce résultata été obtenu ave
 la matri
e Blosum 62 et les para-mètres K = −10 et h = −1.Après Plasma, Clustal W est l'algorithme qui ob-tient le meilleur résultat. Nous l'avons utilisé sur 
ejeu d'essai pour voir les di�éren
es. Le résultat obtenuave
 Clustal W donne la même erreur que Plasma auniveau de l'alignement, et nous avons indiqué ave
 un` ?' les deux autres erreurs. Il s'agit de brè
hes dont



PRRP Clustal W SAGA Dialign SB_Pima ML_Pima Multalign Pileup8 Multal HMMT Plasma1ubi 0,498 0,415 0,452 0 0,37 0,493 0,488 0,428 0,428 0,140 0,5251dox 0,887 0,919 0,879 0,859 0,868 0,868 0,799 0,812 0,48 0,806 0,9632mhr 0,98 0,985 0,952 0,951 0,975 0,908 0,962 0,965 0,961 0,803 0,9911ezm 0,941 0,948 0,932 0,911 0,956 0,956 0,958 0,948 0,610 0,851 0,9751pysA 0,931 0,922 0,906 0,936 0,935 0,935 0,926 0,931 0,917 0,616 0,971uky 0,139 0,13 0,269 0,139 0,037 0,083 0,148 0,241 0,083 0,3271ajsA 0,128 0,163 0,186 0 0,006 0 0 0 0,11 0,203Tab. 1 � Jeux d'essais pour lesquels Plasma obtient le meilleur résultat.
PRRP Clustal W SAGA Dialign SB_Pima ML_Pima Multalign Pileup8 Multal HMMT PlasmaPremière fon
tion de 
omparaisonMoy. 0,592 0,838 0,841 0,631 0,550 0,562 0,511 0,583 0,799Deuxième fon
tion de 
omparaisonRéf. 1 0,877 0,864 0,841 0,788 0,821 0,810 0,834 0,832 0,673 0,487 0,750Réf. 2 0,541 0,583 0,586 0,384 0,401 0,379 0,371 0,517 0,429 0,391Réf. 3 0,532 0,446 0,506 0,314 0,175 0,267 0,372 0,303 0,323 0,463Réf. 4 0,323 0,361 0,289 0,853 0,794 0,705 0,292 0,710 0,442Réf. 5 0,700 0,705 0,642 0,836 0,508 0,572 0,627 0,639 0,643Tab. 2 � Résultats des di�érents algorithmes sur tous les jeux d'essais de Balibase.hemt_sip
u GFPVPDPFIW DASFKTFYDD LDNQHKQLFQ AILTQGNV-G GATAGDNAYA1hrb GFPIPDPYVW DPSFRTFYSI IDDEHKTLFN GIFHLAID-D NADNLGELRRmp2_nerdi GFEIPEPYKW DESFQVFYEK LDEEHKQIFN AIFALCGG-N NAGNLKSLVDhem1_phago -FDIPEPYVW DESFRVFYDN LDDEHKGLFK GVFNCAADMS SAGNLKHLIDhemt_linun --KVPEPFAW NESFATSYKN IDLEHRTLFN GLFALSEF-N TRDQLLACKE?hemt_sip
u CLVAHFLFEE AAMQV-AKYG GYGAHKAAHE EFLGKVKGGS AD-----AAY1hrb CTGKHFLNQE VLMEA-SQYF -YDEHKKEHD GFINALDNWK GD-----VKWmp2_nerdi VTANHFADEE AMLKASASYG DFDSHKKKHE DFLAVIRGLG APVPQDKINYhem1_phago VTTTHFRNEE AMMDA-AKYE NVVPHKQMHK DFLAKLGGLK APLDQGTIDYhemt_linun VFVMHFRDEQ GQMEK-ANYE HFEEHRGIHE GFLEKMGHWK APVAQKDIKF? !!hemt_sip
u CKDWLTQHIK TIDFKYKGK1hrb AKAWLVNHIK TIDFK-KGKmp2_nerdi AKEWLVNHIK GTDFGYKGKhem1_phago AKDWLVQHIK TTDFKYKGKhemt_linun GMEWLVNHIP TEDFKYKGKFig. 1 � Résultat obtenu pour l'alignement du jeu 2mhr.



la position est mauvaise, et qui sont situées dans deszones où les séquen
es sont faiblement similaires.5.5 Dis
ussionClustal W intègre des spé
i�
ités propres aux a
idesaminés lors de la 
onstru
tion des alignements. Parexemple un 
oût plus important pour les brè
hes as-sez pro
hes ou en
ore éviter de séparer 
ertaines 
om-binaisons d'a
ides aminés.Bien que Plasma n'intègre pas 
es paramètres, il esten mesure de fournir de meilleurs résultats sur 
ertainsjeux d'essais. En 
omparant nos résultats ave
 
eux deBalibase, Plasma est meilleur que Clustal W sur 23jeux d'essais.6 Con
lusion et perspe
tivesDans 
et arti
le nous avons présenté le problème del'alignement multiple de séquen
es ainsi que quelqu'undes algorithmes existants. Les algorithmes progressifsutilisent un pro�l pour réaliser l'alignement multiple.L'impré
ision du pro�l étant d'autant plus importanteque les séquen
es à aligner sont distantes.L'algorithme Plasma que nous avons présenté viseà palier aux problèmes engendrés par l'utilisation depro�ls. Il est fondé sur la notion 
entrale d'alignementpar blo
 et emploie une extension de la programma-tion dynamique traditionnellement utilisée pour l'ali-gnement par paire.Le test de l'algorithme sur les instan
es de Balibasepermet d'obtenir le meilleur résultat sur quelques unsdes jeux d'essais.La programmation dynamique lui permet d'être ra-pide pour 
al
uler les résultats, aussi envisageons nousd'ajouter quelques fon
tionnalités.Nous avons utilisé dans notre implémentation lafon
tion de somme des paires pondérées pour éva-luer la qualité de l'alignement. Le résultat obtenu parPlasma est dire
tement lié à l'évaluation donnée par
ette fon
tion lors de l'alignement de deux blo
s. Laméthode utilisée dans T-Co�ee [11℄ permet d'avoir unefon
tion de s
ore adaptée à 
haque jeu d'essai. Nousenvisageons de l'utiliser a�n d'augmenter la qualité del'alignement.Une autre piste intéressante 
onsiste à modi�er lo-
alement un blo
 après alignement. La 
onservationdes 
olonnes permet d'utiliser la programmation dyna-mique pour l'alignement des blo
s. Dans la pratique,
ertaines brè
hes à l'intérieur des blo
s ne sont paspla
ées de façon optimale. Nous envisageons don
 uneredistribution lo
ale des brè
hes après obtention d'unblo
.
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