Nty of Mg,
W =

pendid) ol ydagal] & Slinll &) ggan
République Algérienne Démocratique et Populaire

ol Codlg Jladl @dasdl 8159

Ministére de 'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Fréres Mentouri Constantine 1 Sosiie 5 AY) | Ankhind dadls
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie slall g daplall & gle 2K
Département de Biologie Appliquée Aaplaill L gl sl o

Mémoire présenté en vue de ’obtention du diplome de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Biotechnologie
Spécialité : Bio-informatique
N° d’ordre :
N° de série :

Titre :

Développement d'un benchmark pour 1’évaluation et la
comparaison des algorithmes d’alignement de séquences
multiples

Présenté par : SOUFI Kahina
BOULAARES Malak
HOUACINOU Nour El-Imene

Soutenu le : 25/06/2025
Jury d’évaluation :

Président du jury : Pr. BELLIL Ines Professeur - Université Fréres Mentouri Constantine 1
Encadrant : Dr. DAAS Mohamed Skander MCA - Université Fréres Mentouri Constantine 1
Examinateur : Dr. DJEZZAR Nedjma MCB - Université Fréres Mentouri Constantine 1

Année universitaire : 2024 - 2025



Remerciement

Nous tenons d exprimer notre profonde gratitude et nos sinceéres
remevciements d toutes les personnes qui ont contribué, de preés ou de

loin, d la réalisation de ce memoire.

En premier lieu, nous adressons nos plus vifs remerciements d notre
encadrant de mémoire, Monsieur Daas Mohamed Skander. Votre
disponibilité constante, vos précieux conseils, votre écoute attentive et
l'intérét que vous avez porté d notre travail ont été des piliers
essentiels tout au long de ce projet. Votre confiance et le partage de
vos connaissances et de votre riche expérience ont grandement envichi
notre parcours. Nous vous prions de trouver ici [expression de notre

profond respect et de notre entiére reconnaissance.

Nous sommes également infiniment reconnaissants aux membres du
jury quinous font (honneur d'avoir accepté d'évaluer ce travail.

Votre expertise et le temps que vous nous consacrez sont inestimables.

Nos remerciements s'étendent d [ensemble du covps enseignant de
notre filiere, et plus particuliérement a Mme DJEZZAR Nedjma et Mme
BELLIL Ines

, pour la qualité de leur enseignement et leur soutien.

‘Une pensée particuliére est dédiée d tous les étudiants de Master 2
Bioinformatique, pour les moments partagés, lentraide et ['esprit de

camaraderie qui ont marqué ces années d'études.



Dédicace

A la fin de ce projet, je remercie d'abord allah qui m'a toujours aidé

et m'a accordeé le courage tout au long de mon parcours scolaire

Avec une immense gratitude et une profonde affection, je dédie ce
travail a mes chers parents, Farouk et Sabrina, piliers essentiels de ma
vie.et surtout A ma mére, surtout, qui a toujours cru en moi, méme

quand je doutais de moi-méme.

Ta patience, ton amour inconditionnel et tes sacrifices silencieux
ont été la force invisible qui m’a porté(e) a chaque étape de ce

parcours.

Ce que jaccomplis aujourd hui, c’est aussi grdce d vous. Merci pour
chaque mot d’encouragement, chaque priere et chaque effort fait pour

me voir avancer. Cette étape est la vitre autant que la mienne.

A ma seeur Souhir, véritable source de joie, dinspiration et de
motivation au quotidien. Ta présence illumine ma vie , ton soutien
silencieux m’a portée dans les moments de doute, Que ta lumiere

intérieure guide chaque pas, Reste toujours brillante, unique.

A mon frére, Ma source de force, de rirve et de complicité. Tu as
toujours été ld, sans jugement, avec un mot d’encouragement ou un

silence qui réconforte. Ce que je suis aujourd Aui.

A tous mes amis, Et surtout, A Soumoue, La plus rare d’entre les
rares. Celle qui comprend sans explication, Tu es bien plus qu'une amie

Tu es une sceur du coeeur.

Enfin, une pensée sincére d toutes les personnes qui, de preés ou de
loin, ont croisé mon chemin durant cette aventure. Chacun de vous a
contribueé, d'une maniere ou d'une autre, d 'accomplissement de ce

projet. Merci, du fond du cceur.

NOUR EL IMENE



Dédicace

Ama précieuse meére, Nouara :

Tu m’as offert la vie, Camour et la force de réussir. Aucun geste
ne saurait refléter Lampleur de Camour et de la gratitude que je
te porte. Que ce mémoire incarne la concrétisation de tes
souhaits et le fruit de tes innombrables sacrifices. Qu’Allah, le
Trés-Haut, t'accorde santé, joie et longue vie. Je t'aime

profondément.

A mon pére, Lotfi :
Tu peux aujourd hui étre fier. Ce travail est Laboutissement de
tes efforts, de tes sacrifices et de tes privations, qui m’'ont permis

d’avancer. Je t'aime.

A mes chéres sceurs, Zayneb et Nada,
Et d mon frére, Youcef :
Je vous souhaite d tous un avenir rempli de (umiére et de succes.

Que Dieu vous protege. Je vous aime.

Et d ma grand-meére bien-aimée, Farida :
Merci pour votre patience, votre soutien, votre créativité et
votre implication constante tout au long de ce projet. Travailler
avec vous fut un véritable plaisir. Je vous souhaite bonheur et

reussite.

A mes collégues de projet, Malak et Nour, A Censemble de mes

camarades de la promotion 2025, spécialité bio-informatique.

Kahina



Dédicace
Tu A mon cher pére, AbdEsslam,

Tu as été ma force silencieuse, ma main sive, et mon exemple de
résilience tout au long de la vie. Cette réussite est autant la tienne que

la mienne. Je suis fieve d’étre ta fille. Je t'aime profondément.
A ma tendre mére, Nabila,

Tu es mon premier battement de cceur, mon doux refuge, et Ldme de
chacun de mes succés. Ton amour et tes sacrifices sont au-deld des
mots. Qu'Allah te comble d’'une longue vie, pleine de santé et de joie. Je

t'aime plus que les mots ne peuvent Lexprimer.
A ma chére sceur, Nihal,

Ton encouragement constant, ta foi inébranlable en moi, et ton
cceur genérveux m'ont portée dans les moments de doute. Merci d avoir

été ma compagne la plus proche dans cette aventure.
A mon frére, Iyad,

Ta présence calme et ton soutien discret m’'ont apporté la paix. Que

ton chemin soit toujours illuminé de réussite et de (umiére.
A mes petits fréres et seeurs, Safa et Siraj,

VYotre rirve, votre innocence et votre amour pur ont éte une source
d’espoir et de bonheur. Que vos avenirs soient lumineux et remplis de
joie.

A mon encadrant, Dr. DaasMouhamed,

Merci pour vos conseils précieux, votre encadrement généreux et
votre confiance sincere. Votre accompagnement a joué un role

fondamental dans (a réalisation de ce travail.
A tous mes camarades de la promotion Bioinformatique 2025

Malak



Table des matiéres
Table des matieres

RESUIME ... e e e et e e e e e s e bbb e e e eeas
LSte d@S fIGUIES ...ttt i
LiSte deS aDIEVIALIONS ...vveeeiuiiiiieeiiieie e e ettt e e ettt e e sttt e e e ettt e e e st e e e e bbbt e e e e bbb e e e e e nnbeeaeesnnees i
INtrOdUCION. ... e 1
Chapitre 01 :Fondements theoriques
1 Définition de Alignement Multiple de SEQUENCES ..........covvviiiiiiiiiiiiiiceree e 3
2 Les algorithmes d’alignement de séquences multiples..........ccccovvvrviiiiininieniiineennn, 3
2.1 CIUSTAIW e e s e e 3
2.2 MAFFT s 5
2.3 MIUSCLE ...ttt 6
2.4 ToCOMTRO e 8
3 Benchmarks existants pour I’évaluation des MSA ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiee e 9
3.1 BABBASE oo 9
3.2 SABMATK oo 10
3.3 PIfaD e 12
3.4 OXBENCH . 12
4 Outils d’évaluation d’aligNemENntS ............eevviiiiiiiiiiiiie e 13
4.1 AIIGNSTAL..eeiiiiiieiiee et a e 13
4.2 ABLSEAt.....oiii 13
4.3 FastSP . 15
Chapitre 02 : Méthodologie
INErOAUCHION ...t 17
I OULlS €t IOZICICLS .ovviiiiiiiiiiiiiiiie et e e r e e e e e e e ans 17
L1 TIEESIM ceiiiiiie i 17
1.2 ALSIML..cii 17
2 Les métriques fondamentales d’évaluation: ...........cccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieenn 18
2.1  Le SOP score (Sum-of-Pairs SCOTE).........cocurrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee i 18
2.2 T SCOTC. cuuiiiieeiiiiiit ettt e e et e e e e e s r e e e e e s e 18
3 Conception du jeu de dONNEES ..........cceiiiiiiieiiiiiieee it 19
3.1  Parametres et leurs plages de variation ............ccccovcveveeiniiiiee i 19
3.2 Génération des arbres avec TreeSim .......ovveiiiiiiiiiiiiiiicce e 19
3.3  Simulation des séquences avec ALISTM .....uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 20
3.4 Organisation des dONNEES .........coccuuiiieiiiiiieeiiiiii et 21
4 Calcul des scores de qUAlILE...........ueeiieiiiiiiieiiii e 21
5 Pile technologique de I’application Web ............cooiiiiiiiiiiiiiii e 23
6  Reproductibilité et acCesSIDIIILE ........ccoiiiiiiieiiiiiii e 24
Chapitre 03 : Résultats et discussion
INETOAUCTION ..ttt e et e e et e e e e b e e e e e anees 26
1 L’arbre phylogenétiqUue .........ceeiiiiiiiiiiiiiiic 26
2 Simulation d’alignement mMultiple ............ccoeiiiiiiiiiiiii 27

2.1 Caractéristiques PrinCiPales ........coocureiiiiiiiiiiiiiiiie e 28



3 L’évaluation d’alignement multiple...........cooovviiiiiiiiiiiiiiii e 28

3.1  Evaluation par SOP (SUM Of PAIIS)........cc.cccrrerrerrerirceeiereeeeeeeseseeieseseee e 29
3.2 Analyse des colonnes totalement conservées (TC Score) .........ocovveeriiiiineerinnnnn. 29
3.3 SOP score (Sum-of-Pairs Score) : Impact des matrices de substitution.............. 30

4 Visualisation €t ACCES AUX TESUILALS ...uniireeeee et e e e e e e e e e eeeaaens 30



Résumé

Résumé

L’alignement de séquences multiples (MSA) est une étape centrale en bioinformatique,
indispensable a 1’étude comparative des séquences génomiques. De nombreux algorithmes
existent, mais leur évaluation objective demeure un défi en raison de 1’absence de benchmarks
universels et a jour. Ce mémoire propose le développement d’un benchmark simulé et
automatisé¢ pour comparer la performance des algorithmes MSA. Des jeux de données variés
ont été générés a 1’aide d’outils comme TreeSim et AliSim, puis alignés avec ClustalW,
MAFFT, MUSCLE et T-Coffee. L’évaluation a ét¢ menée a 1’aide de métriques standardisées
telles que le SOP score et le TC score. Les résultats révelent des variations significatives de
performance selon les scénarios testés. Une application web a €t€ mise en place pour rendre le
benchmark accessible a la communauté. Ce travail offre un outil rigoureux, évolutif et
reproductible pour 1’évaluation des algorithmes d’alignement.

Mots clés : Alignement multiple de séquences, Benchmarking, Evaluation d'algorithmes,
Simulation de données.
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Résumé

Abstract :

Multiple Sequence Alignment (MSA) is a central step in bioinformatics, essential for
comparative analysis of genomic sequences. Many algorithms exist, but their objective
evaluation remains a challenge due to the lack of up-to-date and universal benchmarks. This
thesis proposes the development of a simulated and automated benchmarking framework to
compare the performance of MSA algorithms. Various datasets were generated using tools such
as TreeSim and AliSim, then aligned with ClustalW, MAFFT, MUSCLE, and T-Coffee. The
evaluation was carried out using standardized metrics such as the SOP score and TC score.
Results reveal significant variations in algorithm performance across different test scenarios. A
web application has been developed to make the benchmark accessible to the scientific
community. This work provides a rigorous, scalable, and reproducible tool for evaluating
alignment algorithms.

Keywords : Multiple Sequence Alignment, Benchmarking, Algorithm Evaluation, Data
Simulation.
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Introduction

La bio-informatique est une discipline interdisciplinaire qui combine les sciences
biologiques, les mathématiques appliquées et I’informatique pour analyser, modéliser et prédire
les mécanismes biologiques a I’échelle moléculaire. Elle vise a extraire des connaissances
biologiquement pertinentes a partir de données complexes et massives, souvent générées par
des technologies a haut débit (séquengage génomique, protéomique, etc.), afin de résoudre des

problémes tels que 1’identification de motifs fonctionnels ou I’annotation génomique.

L'alignement multiple de séquences constitue une pierre angulaire de la bio-informatique. Il
sert de fondement a des avancées majeures en génomique comparative et en médecine
translationnelle (Mount, 2008). En superposant des séquences d’ADN ou de protéines, les
chercheurs peuvent identifier des motifs fonctionnels, reconstruire I’histoire évolutive des
genes, ou encore concevoir des thérapies ciblées. Toutefois, ces performances s'accompagnent
d’un défi technique incontournable : aligner avec précision des centaines, voire des milliers de

séquences, malgré leur diversité et leur complexité croissante.

De nombreux algorithmes ont été développés, tels que Clustal, MAFFT et MUSCLE, chacun
proposant des stratégies différentes pour concilier rapidité et précision. Cependant, cette
diversit¢ complique le choix pour les utilisateurs. Chaque nouvel outil vient ajouter a la
confusion des chercheurs : comment savoir quel algorithme privilégier pour aligner un génome
viral recombinant, analyser des données métagénomiques complexes, ou traiter des séquences
issues de technologies de séquencage de dernieére génération ? Ces algorithmes risquent de
montrer leurs limites face aux réalités des laboratoires : séquences fragmentées, divergences

extrémes, hétérogénéité des données.

Ce mémoire propose une nouvelle approche pour évaluer et comparer ces algorithmes a
travers un benchmark innovant. Contrairement aux évaluations souvent idéalisées, notre
méthode integre des séquences synthétiques reproduisant des scénarios biologiques réalistes.
Nous ¢largissons également les critéres d’évaluation : au-dela de la précision de I’alignement,
nous prenons en compte le temps de calcul et la capacité des algorithmes a s’adapter a

différentes architectures informatiques.

L’objectif est double. D’une part, fournir aux biologistes un guide pratique pour sélectionner
I’outil le plus adapté a leurs besoins, qu’il s’agisse d’étudier des pathogeénes émergents ou
d’analyser des données environnementales massives. D’autre part, offrir aux développeurs des
pistes d’amélioration en mettant en évidence les forces et les limites des méthodes existantes :

un algorithme rapide mais peu précis sur des séquences divergentes, ou une méthode tres précise
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mais coliteuse en ressources pour des données volumineuses. En intégrant dés sa conception les
principes de reproductibilité et d’accessibilité, ce benchmark se veut un pont entre les avancées

théoriques de I’informatique et les besoins concrets des sciences du vivant.

L’alignement multiple de séquences (Multiple SequenceAlignment, MSA) constitue une
étape cruciale dans 1’analyse bioinformatique des séquences nucléotidiques ou protéiques. 11
permet de détecter des similitudes entre plusieurs séquences biologiques, d’identifier des
régions conservées, de prédire des structures fonctionnelles, ou encore d’inférer des relations
évolutives entre organismes. Pour réaliser ces alignements, divers algorithmes ont été
développés, chacun reposant sur des principes méthodologiques distincts, visant a concilier
précision, rapidité et efficacité computationnelle. Parmi les plus utilisés figurent ClustalW,
MAFFT, MUSCLE et T-Coffee, que je présenterai dans cette section en m’attardant sur leurs

fondements, leurs avantages et leurs limites.
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Chapitre 01 : Fondements théoriques

1 Définition de Alignement Multiple de Séquences

L’alignement multiple de séquences (MSA) est une méthode bioinformatique consistant a
organiser trois séquences ou plus (protéiques, d’ADN ou d’ARN) de maniére a maximiser leur
similarité, en introduisant des gaps (espaces) lorsque cela est nécessaire. L’objectif est
d’identifier les positions homologues — c’est-a-dire issues d’un ancétre commun — entre les
séquences, afin de mettre en évidence des motifs conservés, des variations évolutives, ou encore

des sites fonctionnels ou structuraux importants.

Multiple Sequence Alignment

Sequence A S TEEEN'F R F 6 HEm'Y HEem't'¥ R R L
Sequence B F S TENINF R F G HIN'VY HERLY R R L
Sequence C F S TENENF RIFIG HEI VI HEBEIE 'Y R R |E
Sequence D F S TENEN'F RIFIG HEN I H BE'El'Y R R |E
Sequence E FEN T ERIEREF R F G HERN'V BEEE LY R R L
Sequence F F T TENMI'F R F G HEV | BHEEM Y H R L
Consensus F s T A A F R F G H A v h P | V r R L

Figure 1: Représentation schématique de 1'Alignement Multiple de Séquences (MSA).

De nombreuses méthodes d’alignement multiple ont été proposées ; les plus couramment

utilisées dans la littérature sont présentées ci-apres.
2 Les algorithmes d’alignement de séquences multiples

2.1 Clustalw

ClustalW est un algorithme classique d'alignement multiple de séquences, basé sur une
approche progressive permettant d’aligner simultanément plusieurs séquences biologiques. I1
commence par calculer les distances entre les séquences, puis construit un arbre guide (ou arbre
phylogénétique) qui détermine 1’ordre d’alignement. L’alignement est ensuite réalisé de
maniere progressive en suivant la topologie de cet arbre (Thompson et al., 1994). Bien qu’il
soit désormais surpassé en performance par des outils plus récents, ClustalW reste un outil
pédagogique précieux et constitue une référence pour comprendre les principes fondamentaux

de I’alignement multiple.
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Le principe de fonctionnement de ClustalW repose sur trois étapes principales

(Voir Figure 2) :

Amino Acid or Protein Sequences

Global Alignment
Generation

Multiple Sequence Alignment

Figure 2: Etapes de l'algorithme ClustalW.

— Calcul des distances par paires : Pour chaque paire de séquences, ClustalW calcule un
score de similarité a 1’aide d’une matrice de substitution (par exemple, BLOSUM ou PAM
pour les protéines, ou une matrice d'identité pour ' ADN). Ces scores sont ensuite convertis
en distances évolutives.

—  Construction de I’arbre guide : A partir de la matrice de distances, un arbre phylogénétique
(appelé arbre guide) est construit, généralement selon la méthode du Neighbor-Joining. Cet
arbre définit ’ordre dans lequel les séquences seront alignées.

— Alignement progressif : Les séquences sont ensuite alignées progressivement, en
commengant par les paires les plus proches (les branches les plus courtes de I’arbre guide),
puis en fusionnant les alignements successifs en profils jusqu’a obtenir un alignement
multiple global. Des pénalités d’ouverture et d’extension de gaps sont appliquées pour
modéliser les insertions et les délétions.

— Cependant, ClustalW présente certaines limites : il devient lent et perd en précision
lorsqu’il est appliqué a un grand nombre de séquences, en raison de sa complexité
algorithmique élevée. De plus, sa performance dépend fortement de la qualité de 1’arbre
guide; une mauvaise construction de ce dernier peut entrainer des alignements erronés.

Enfin, ClustalW a été largement dépassé par des outils plus récents et plus performants,
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tels que Clustal Omega, MAFFT ou MUSCLE, notamment pour 1’alignement de grands

jeux de données.

2.2 MAFFT

MAFFT (Multiple AlignmentusingFast Fourier Transform) est un algorithme puissant et
rapide dédié a l'alignement multiple de séquences. Il repose sur l'utilisation de la transformée
de Fourier rapide (FFT) pour détecter efficacement les régions similaires entre séquences et
optimiser les calculs. MAFFT propose plusieurs modes d’alignement, allant d’options rapides
mais moins précises a des options plus lentes mais de haute précision, afin de s’adapter aux

besoins spécifiques des utilisateurs (Katoh&Standley, 2013).
Le principe de de fonctionnement de MAFFT est comme suit :

MAFFT combine des techniques d’alignement progressif avec des stratégies de raffinement
itératif pour améliorer la qualité des résultats. Sesméthodespeuventétreregroupéesen trois

grandescatégories :

- Méthodes progressives (FFT-NS-1, FFT-NS-2) :

Ce sont les méthodes les plus rapides. Elles construisent une matrice de distances
approximative a partir du comptage de k-mers, puis génerent un arbre guide qui détermine
I’ordre d’alignement. FFT-NS-2 améliore la précision par un recalcul de 1’arbre guide basé sur

un premier alignement.

- Méthodes de raffinement itératif avec score WSP (FFT-NS-i, NW-NS-i) :

Ces méthodes augmentent la qualité de 1’alignement en réitérant le processus d’alignement
progressif. Elles s’appuient sur une fonction objectif appelée WSP (WeightedSum-of-Pairs)

pour optimiser I’alignement au fil des itérations.

Méthodes de raffinement itératif utilisant les scores WSP et de cohérence (L-INS-i, E-

INS-i, G-INS-i) :

Ces méthodes, plus lentes mais plus précises, sont congues pour les cas complexes. Elles
combinent le score WSP avec un score de cohérence inspiré de la méthode T-Coffee, évaluant
la cohérence entre alignement multiple et alignements par paires. Elles sont particulierement

efficaces pour des séquences tres divergentes ou contenant de longues insertions/délétions.

MAFFT se distingue par sa rapidité d’exécution et sa capacité a gérer de trés grands
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ensembles de données, allant jusqu’a plusieurs milliers de séquences. L usage de la FFT et du
comptage de k-mers permet un gain de performance considérable, sans compromettre la qualité

des résultats.

Ses méthodes itératives avancées (comme L-INS-i, E-INS-i, G-INS-i) offrent un haut niveau
de précision, ce qui les rend particulierement adaptées aux études phylogénétiques et aux
analyses nécessitant une grande rigueur. MAFFT gére également efficacement les séquences
tres divergentes ainsi que les régions présentant des insertions ou délétions complexes,

fréquentes dans les jeux de données biologiques réels.

L’algorithme permet de moduler le compromis entre précision et temps de calcul, en
fonction des besoins du projet. Toutefois, les modes les plus précis sont plus exigeants en
mémoire et en temps de calcul, ce qui peut €tre un frein dans un contexte a ressources limitées.
Par ailleurs, la complexité des options et parametres peut représenter une difficulté pour les

utilisateurs novices.

Distance matrix based on the number of shared 6-tuples

.

Constructing guide tree

.

Progressive alignment

.

Re-constructing guide tree

.

Re-alignment

_, FFT-NSi
NW-NS-i

lterative refinement (WSP)

Figure 3: Processus itératif d'alignement multiple de séquences biologiques avec MAFFT.

2.3 MUSCLE

MUSCLE (MUltipleSequenceComparison by Log-Expectation), développé par Edgar
(2004), est un algorithme d’alignement multiple de séquences congu pour allier haute
précision et grande vitesse. Il utilise des mesures de distance basées sur le comptage de k-
mers pour les paires de séquences non alignées, et la distance de Kimura pour les séquences
déja alignées. Ce double mécanisme permet 8 MUSCLE de surpasser en rapidité les méthodes

qui nécessitent un alignement complet pour estimer les distances.

L’algorithme MUSCLE s’articule autour de trois étapes principales (Voir Figure4) :
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Construction d’un arbre guide initial : MUSCLE commence par estimer les distances entre
les séquences a I’aide du comptage de k-mers, une méthode rapide qui ne requiert pas
d’alignement. Ces distances servent a construire un arbre guide, qui définit I’ordre dans
lequel les séquences seront alignées.

Alignement progressif initial : En suivant la topologie de 1’arbre guide, les séquences sont
alignées progressivement, produisant un premier alignement multiple.

Raffinement itératif : L’alignement initial est ensuite amélioré par un processus d’itérations
successives. A chaque étape, des sous-ensembles de séquences sont réalignés, et
I’alignement global est mis a jour pour optimiser un score d’alignement basé sur la
probabilité attendue (log-expectation). Ce raffinementpermetd’augmenter la qualité¢ de

I’alignement final.

Les principaux atouts de MUSCLE sont :

Sa rapidité, surpassant ClustalW tout en maintenant une bonne précision.
Sa scalabilité, adaptée aux grands jeux de données.

Sa polyvalence, prenant en charge les séquences d’ADN, d’ARN et de protéines.

Cependant, malgré ses performances solides, MUSCLE peut se révéler moins précis que

des algorithmes plus sophistiqués comme MAFFT ou Clustal Omega, en particulier lorsqu’il

s’agit d’aligner des séquences tres divergentes. Dans ces cas, des méthodes plus avancées sont

généralement recommandées.

1.1 k-mer 1.3 progressive
counting j j ] UPGMA alignment
__ MSA1
unaligned
sequences k-mer distance TREE1
matrix D1 2.1 compute
%ids from MSA1
e ] Kimura distance
—— — matrix D2
2.3 progressive 2.2 UPGMA
MSA2 alignment TREE2
—  No,
e — delete
—— 33re-align A —— —! Yes,
/7/; 3.2 compute  profiles 3.4 SP e
'l
\5\ subtree profiles score better? o4
3.1 delete
r
edge from TREE2 o dnind
giving 2 subtrees

Figure 4: Schéma du processus d'alignement multiple de s€quences biologiques avec

MUSCLE.
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2.4 T-Coffee

T-Coffee (Tree-basedConsistency Objective Function for AlignmentEvaluation), développé
par Notredame et al. (2000), est un algorithme d’alignement multiple congu pour produire des
alignements de haute qualité en combinant plusieurs méthodes. Il repose sur une approche
fondée sur la cohérence entre paires de séquences, permettant d’évaluer la fiabilité des
correspondances avant la construction de I’alignement final. Grace a sa précision, T-Coffee est
particulierement adapté aux alignements complexes impliquant des séquences divergentes ou

présentant des structures secondaires.

T-Coffee se distingue par sa méthode fondée sur la cohérence globale (Voir Figure 5).
Contrairement aux approches classiques, il attribue a chaque paire de résidus un score de
cohérence, mesurant leur compatibilité dans 1’alignement final. Pour renforcer cette cohérence,

T-Coffee integre plusieurs sources d’information :

- Alignements locaux ou globaux préexistants (ex. : Clustal, Lalign),

- Données structurales (comme des prédictions de structures secondaires),

- Profils multiples issus d’autres bases ou méthodes.

- Une fonction objectif optimise ensuite ces scores pour générer un alignement plus fiable,

méme lorsque les séquences sont faiblement homologues.

¢)Extended Library for seql and seq2

. Extended Library
SegA GARFIELD THE LAST FAT CAT ’
NRLARL In 1 Tl Weight = 88
SeqB GARFIELD THE FAEST CA G"DFIEILID iIIHI: LAST FAT CAT
SegA CARFIELD THE LAST FAT CAT GARFIELD THE FAST CAT
PERLEREE FEE TRRE TEN AN B
SeqC GARFIELD THE VERY FAST CAT  Weight=
PRLLELEL 1] 1111 11 1
SeqB GARFIELD THE FAST CAT
| Dynamic Programming |
Seql GARFIELD THE LAST FAT 'Thrl"
[ 111 l‘
SegD THE FAT CAT Welght = 100
111 AR
SeqB GARFIELD THE FAST CAT SeqA GARFIELD THE LAST FA-T CAT
SeqgB GARFIELD THE ---- FAST CAT

Figure 5: Schéma illustrant I'alignement multiple avec T-COFFE.
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T-Coffee est connu par :

- Sa haute fiabilité, notamment pour des séquences divergentes ou complexes.

- Flexibilité d’utilisation grace a la possibilit¢ d’intégrer des données additionnelles
(structurelles, fonctionnelles, etc.).

- Utilisation recommandée dans des contextes exigeants, comme les analyses
phylogénétiques sensibles ou les études de conservation de motifs fonctionnels.

- Temps de calcul ¢élevé : T-Coffee est plus lent que d’autres outils comme MAFFT ou
MUSCLE, en particulier pour les grands jeux de données.

- Complexité d’utilisation : Sa richesse fonctionnelle implique une courbe d’apprentissage

plus ¢élevée, ce qui peut représenter un obstacle pour les utilisateurs novices.

3 Benchmarks existants pour I’évaluation des MSA

Unbenchmark en bioinformatique est une étude comparative rigoureuse visant a évaluer les
performances de différentes méthodes d'analyse sur des jeux de données de référence bien
caractérisés. Son objectif est d'identifier les forces des méthodes et de guider le choix des outils

pour des analyses spécifiques (Soneson et al., 2019).

L’¢évaluation rigoureuse des performances des algorithmes d’alignement de séquences
multiples (MSA) constitue un enjeu fondamental en bioinformatique. Afin de mesurer la qualité
des alignements génerés par ces outils, plusieurs benchmarks de référence ont été développés.
Ces jeux de données standardisés permettent de comparer objectivement les algorithmes selon
des critéres bien définis, souvent fondés sur des alignements dits « de référence » (gold
standard) basés sur des données structurelles ou évolutives. Parmi les benchmarks les plus
utilisés, on peut citer BAIIBASE, SABmark, PREFAB et OXBench. Chacun repose sur une

méthodologie propre, avec des jeux de données spécifiques et des criteres d’évaluation adaptés.

3.1 BAIBASE

BAIIBASE est une collection d'alignements de séquences protéiques de haute qualité,
soigneusement annotés manuellement par des experts en biologie structurale et en évolution
moléculaire. Ces alignements constituent un véritable gold standard utilis¢ pour évaluer la
précision des méthodes d'alignement multiple de séquences (MSA). Ils couvrent divers défis
courants tels que les séquences fortement divergentes, les insertions ou délétions étendues, ainsi

que les motifs fonctionnels conservés (Thompson et al., 1999).

Cette base de données sert de référence de choix pour tester et comparer les performances
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des algorithmes d'alignement multiple. Elle propose des jeux de données organisés en
différentes catégories : séquences divergentes (RV), blocs d'insertions/délétions (BB) et
alignements basés sur la structure tridimensionnelle (BBS). L'évaluation des outils se fonde sur
des mesures standardisées telles que le score SP (Sum-of-Pairs ), le score TC (Total Column )
et le score CS (Column Score ). Ces indicateurs permettent respectivement d’évaluer la justesse
des appariements résidu-par-résidu, le pourcentage de colonnes parfaitement alignées, et la

qualité des positions critiques au niveau structural.

Refl short <25% identity 0.72 0.40 0.40 0.39 0.26 0.42
Refl medium <25% identity 0.68 0.61 0.73 0.52 022 0.51
Refl long <25% identity 0.64 0.60 0.59 047 0.10 0.33
Reflshort 20-40% identity 0.92 0.95 0.93 0.70 0.59 0.73
Ref!l medium 20-40% identity 0.96 0.97 0.96 0.78 0.56 0.80
Refl long 20-40% identity 0.96 0.96 0.95 0.77 0.52 0.75
Refl short >35% identity 0.99 0.99 0.98 0.90 0.94 0.89
Reflmedium >35% identity 0.98 0.99 0.99 0.93 0.90 0.92
Refllong >35% identity 0.99 0.99 0.99 0.89 092 0.89

All Refl 0.94 097 0.94 077 0.59 0.77
Ref2 short 0.88 0.00 0.76 0.68 0.81 0.67
Ref2 medium 0.86 0.89 0.78 0.71 0.85 0.73
Ref2 long 0.88 0.90 0.80 0.54 0.83 0.51

All Ref2 0.88 0.77 0.78 0.66 0.82 0.69
Ref3 short 0.72 0.00 0.79 0.65 0.58 0.66
Ref3 medium 0.74 0.76 0.66 0.75 0.62 0.77
Ref3 long 091 0.90 0.88 0.64 0.77 0.66

All Ref3 0.84 0.76 0.60 0.71 0.71 0.74
Refd 0.52 0.32 0.74 0.24 0.00 0.25
Ref 0.58 0.75 0.71 0.23 0.47 0.23

All BAIIBASE 0.88 0.90 0.88 0.70 0.67 0.69

Figure 6: Scores de qualité d'alignement pour les jeux de données de référence BAIIBASE.

Malgré ses atouts, BAIIBASE présente certaines limitations. Elle se concentre
principalement sur les protéines globulaires, négligeant les protéines désordonnées ou
transmembranaires. Les alignements de référence peuvent aussi refléter une certaine
subjectivité liée a I’annotation manuelle. Enfin, sa taille reste relativement modeste comparée
aux bases de données modernes, et elle privilégie davantage les similarités structurelles au

détriment des relations fonctionnelles (Thompson et al., 1999 ; Raghava & Barton, 2006).

3.2 SABmark

Développé par Van Walle et al. (2005), constitue une référence majeure pour 1’évaluation
des méthodes d’alignement de séquences protéiques. Contrairement a d’autres bases de
données, SABmark couvre 1’ensemble de I’espace structural connu en incluant des paires de

séquences a faible similarité (< 25 % d’identité), organisées en sous-ensembles tels que :

10
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- Superfamilies : Séquences avec des niveaux de similarité modérés, représentant des
superfamilles structurales bien définies.

- Twilight Zone : Séquences avec des relations évolutives treés lointaines (moins de 25 %
d'identité), rendant les alignements beaucoup plus difficiles a produire.

Les ensembles de données proviennent de bases de données organisées comme SCOP et
Astral, ce qui assure une représentation compléte des super familles de protéines. L’efficacité
des outils est souvent mesurée a 1’aide de critéres normés tels que le Score de Somme de Paires
(SPS) et le Score de Colonne, qui évaluent respectivement la constance des alignements au
niveau des paires de résidus et des colonnes. Toutefois, comme le mentionne Edgar (2010), les

références comme SABmark ont des limites tel que :

Comme le souligne Edgar (2010), certaines bases de référence utilisées pour 1'évaluation des
alignements multiples, telles que SABmark, présentent des limites notables. Parmi celles-ci, on
peut citer le biais résultant de la surreprésentation de familles de protéines particulierement bien

étudiées, au détriment de celles moins connues.
Dépendance aux annotations expertes

Ces bases s'appuient largement sur des annotations manuelles, ce qui peut entrainer des
erreurs ou des incohérences systématiques, affectant ainsi la fiabilité¢ des jeux de données de

référence.
Absence de mises a jour réguliéres

Enfin, le fait que ces référentiels n’aient pas été régulierement mis a jour depuis leur création
en 2005 limite leur pertinence pour I’analyse de nouvelles protéines découvertes récemment.
Cela renforce le besoin de disposer de bases de données complémentaires intégrant des

informations structurales actualisées.

Multiple Sequence Alignment on SABMark v1.6!
v 44.5]

S 44.01

‘2 43.51

£ 43.01

354251 ’

(o]

S 42.01

E 41.51

S 41.01

F 4051 : v
20 Nov '20 21 Nov '20

Figure 7: Evaluation du Total Column Score sur SABmark v1.65.
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3.3  Prefab

Est un benchmark congu pour évaluer les performances des algorithmes d'alignement
multiple, en particulier dans le contexte des séquences protéiques divergentes. Développé par
Edgar (2004) ,Prefab repose sur une méthodologie unique qui utilise des structures
tridimensionnelles pour générer des alignements de référence. Les jeux de données sont
constitués de paires de séquences structurales homologues extraites de la base de données PDB
(Protein Data Bank), auxquelles sont ajoutées des séquences apparentées issues de bases de
données comme UniProt . Ces séquences sont ensuite regroupées en familles de quatre a huit

membres, formant des alignements multiples. Les criteresd'évaluationcourammentutilisés :

- Sum-of-Pairs Score (SPS) : Mesure la proportion de paires de résidus correctement
alignées dans chaque colonne de 1'alignement.

- Column Score : Vérifie si tous les résidus dans une colonne donnée sont correctement
alignés, offrant une évaluation globale de la cohérence des alignements.

Cependant, Prefab présente certaines limites. Tout d'abord, la dépendance aux structures
tridimensionnelles pour générer les alignements de référence peut introduire des biais, car ces
structures ne sont pas toujours disponibles pour toutes les protéines. De plus, comme mentionné
par Edgar (2010) , les métriques classiques utilisées pour évaluer les performances des outils
peuvent ne pas toujours refléter fidélement la qualité biologique des alignements, notamment
pour des séquences divergentes. Enfin, Prefab reste centré sur des séquences structurales
connues, ce qui limite son utilit¢ pour évaluer des outils dans des scénarios impliquant des

séquences sans homologie structurelle claire.

3.4 OXBench

OXBench est développé par Raghava et al. (2003) ,0XBench est une référence congue a
partir d'alignements structuraux issus des bases de données CATH et FSSP. Elle se distingue
par une représentation équilibrée de diverses familles de protéines, incluant des domaines
homologues, des cas d'évolution convergente ainsi que des structures secondaires variées. Ce
benchmark se démarque également par sa flexibilité : il propose plusieurs sous-ensembles

adaptés a différents types d'analyses.

A linstar de références telles que BAIIBASE et SABmark, OXBench utilise les scores
classiques SP (Sum-of-Pairs ) et TC (Total Column ) pour évaluer la qualité des alignements.
Toutefois, il se singularise par son attention particuliére aux erreurs systématiques, notamment

dans les régions d'insertion ou de faible conservation.

12
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Malgré ses atouts, OXBench souffre d'une limitation majeure : ses données sont anciennes
et n'ont pas été mises a jour depuis plusieurs années. Or, dans un contexte ou les bases de
données de séquences protéiques évoluent rapidement, cette absence de mise a jour réduit

progressivement sa pertinence pour tester les méthodes d'alignement les plus récentes.
4 Outils d’évaluation d’alignements

4.1 AlignStat

AlignStat est un outil congu pour évaluer et visualiser les performances des alignements
multiples de séquences protéiques ou génomiques. Développé par Sievers et al. (2018) , cet
outil propose un ensemble de métriques quantitatives et des visualisations interactives pour
comparer les alignements produits par différents algorithmes avec un alignement de référence.

Parmi les métriquesclésproposées par AlignStatfigurent :

- Accuracy (Précision) : Mesure la proportion de résidus correctement alignés par rapport a
l'alignement de référence.

- Similarity (Similarité¢) : Evalue la similarité globale entre les alignements produits et
l'alignement de référence, tenant compte des substitutions acceptables.

- Position Shift (Décalage de position) : Quantifie les écarts systématiques dans les positions
des résidus entre les alignements comparés.

AlignStat propose des visualisations interactives qui permettent d'explorer les différences
entre les alignements de maniére intuitive. Ces visualisations incluent des cartes de chaleur
(heatmaps) pour identifier les régions mal alignées, ainsi que des graphiques de résumé pour
représenter les écarts globaux entre les alignements. Ces fonctionnalités rendent AlignStat
particulierement utile pour diagnostiquer les erreurs spécifiques dans les alignements et pour
guider les améliorations des algorithmes.) , les métriques utilisées dans de tels outils peuvent
ne pas toujours refléter fidelement la qualité biologique des alignements, notamment pour des

séquences divergentes ou des régions structurales complexes.

4.2  AliStat

Dévloppé par (Misiewicz et al., 2020) ,propose une approche innovante en combinant des
indicateurs statistiques et des représentations graphiques pour identifier les biais et les zones
de faible fiabilité dans les alignements multiples de séquences (MSA). Contrairement aux
benchmarks traditionnels tels que SABmark ou OXBench, qui comparent les alignements a

des références prédéfinies, AliStat analyse directement la cohérence interne des alignements au

13
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moyen de plusieurs métriques, notamment :

- L’entropie par colonne : qui révele les régions conservées ou variables
- Le score de fiabilité positionnelle : basé sur la consistance des substitutions

- La divergence des séquences : qui met en évidence les sous-ensembles mal alignés
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Figure 8: Analyse comparative des alignements MSA avec AlignStat.

AliStat joue un role central en permettant de synthétiser et d’interpréter efficacement les
différentes métriques statistiques. Les graphes, cartes de chaleur et autres représentations
graphiques offrent une lecture visuelle claire des variations de conservation, de fiabilité et de
divergence au sein des alignements. Ces ¢léments facilitent 1’identification des zones critiques

et completent les mesures numériques en rendant les résultats plus accessibles a I’analyse.
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4.3 FastSP

FastSP (FastSum-of-Pairs) est un algorithme évaluant la précision des alignements de
séquences biologiques en temps linéaire optimisé pour les grands jeux de données. Développé
par Simossis&Heringa (2005) , il permet de comparer des alignements multiples (MSA) avec

une complexité algorithmique réduite. FastSP calculi deux métriques standardisées :

- Le SOP score (Sum-of-Pairs Score): quantifie la proportion de paires de résidus alignées
dans l'alignement de test qui sont ¢galement présentes dans 1’alignement de référence.
- Le TC Score (Total Column) : mesure la fraction de colonnes entiérement identiques entre

les deux alignements.

LT

o L

Input; Subalignments == Step 0: Build Backbone &= Step 1: Build Alignment Graph
Alignments ﬂ

e e

Step 4: Optimizer Step 3: Find a Trace Step 2: Cluster the Graph

Figure 9: Schéma du processus d'alignement multiple avec FastSP.

Sa vitesse d’exécution et sa capacité a traiter des alignements de grande taille (Jusqu’a des
milliers de séquences) sans compromettre la précision. L'analyser intuitivement les
performances d'alignements sur des bases de référence comme BAIIBASE, notamment pour
des jeux de données massifs (milliers de séquences). Une approche visuelle qui compléte

avantageusement les sorties numériques brutes de l'algorithme.

L’analyse de la littérature existante met en évidence la richesse des approches développées
pour I’alignement de séquences multiples, mais également les limites persistantes en matiere
d’évaluation objective et standardisée. Si les algorithmes tels que MAFFT, ClustalW ou
MUSCLE ont démontré leur efficacité dans de nombreux contextes, leur performance varie

considérablement selon la nature des séquences (longueur, divergence, structure évolutive). Par
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ailleurs, les benchmarks de référence comme BAIiIBASE ou SABmark, bien qu’indispensables,
souffrent de limitations en termes de diversité, d’actualisation et de couverture des scénarios
difficiles. Enfin, les outils d’évaluation existants, bien qu’utiles, ne sont que partiellement
intégrés dans des pipelines automatisés et reproductibles. Ces constats motivent la mise en place
d’un benchmark moderne, simulé, controlé et extensible, capable de fournir une plateforme
fiable pour comparer de maniére rigoureuse les performances des algorithmes MSA dans des

contextes variés. C’est précisément dans cette perspective que s’inscrit le présent travail.
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Introduction

Dans ce chapitre, nous présentons la méthodologie mise en ceuvre pour la conception d’un
benchmark rigoureux, reproductible et biologiquement réaliste.L'objectif principal de ce travail
est de développer un jeu de données de référence, complet et standardisé, destiné a I'évaluation
et a la comparaison des performances des algorithmes d'alignement multiple de séquences
(Multiple SequenceAlignment - MSA Cette approche repose sur la génération de jeux de
données protéiques simulés, intégrant une diversit¢é de caractéristiques biologiques et
évolutives. Chaque jeu de données est accompagné d’un alignement de référence (servant de
standard d’évaluation), de fichiers FASTA non alignés, ainsi que de scores d’évaluation

quantitatifs pour permettre une comparaison objective entre les algorithmes.
1 Outils et logiciels

1.1 TreeSim

TreeSim est un package R permettant la simulation d’arbres phylogénétiques en utilisant des
mod¢les de naissance-mort (birth-death). Il offre la possibilité de générer des arbres avec un
nombre spécifié¢ de taxons, ce qui permet de contrdler la profondeur évolutive et la fréquence

des événements de spéciation.

e Version utilisée : TreeSim v2.5
e Environnement : R version 4.4.2
e Fonction principale :sim.bd.taxa(n = X, numbsim = 1, lambda = 1.0, mu = 0.0)
Ce choix s’explique par la flexibilité de TreeSim a produire des scénarios évolutifs réalistes,
en maintenant des topologies équilibrées pour les arbres générés.
1.2 AliSim

AliSim est un simulateur de séquences intégré dans I’environnement IQ-TREE. Il prend
comme entrée un arbre phylogénétique et simule 1’évolution des séquences selon des modeles

de substitution spécifiés, en tenant également compte des insertions et délétions (indels).

¢ Version utilisée : AliSim v2.3

e Environnement : ligne de commande sous Linux, intégré avec IQ-TREE v2.4.0
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e Modéle de substitution : LG (modé¢le LG avec variation des taux selon une loi

gamma et sites invariants)
e Sorties : fichiers FASTA alignés (référence) et non alignés

AliSim a été choisi pour sa capacité a modéliser a la fois la substitution et les indels, ce qui

est essentiel pour générer des alignements réalistes destinés a 1’évaluation.
2 Les métriques fondamentales d’évaluation:

2.1 Le SOP score (Sum-of-Pairs Score)

Le SOP Score (Sum-of-Pairs Score ) est une métrique utilisée pour évaluer la qualité d’un
alignement multiple de séquences (MSA) en comparant les paires de résidus alignés dans un
alignement test avec ceux présents dans un alignement de référence considéré comme la

"vérité biologique"

La formule générale du SOP Score est basée sur la somme pondérée des scores obtenus pour

chaque paire de résidus selon une matrice donnée :

n
Score de la colonne i = Z Z M(A[j,i], Ak, i])
=1 (k=71

Ou:

A[j,1] : Résidu de la séquence j a la colonne 1.

M(A[j,1],A[k,1]) : Score obtenu pour la paire de résidus A[],i] et A[k,i] selon la matrice M .

2.2 TC score

Le TC Score (pour TotallyConservedcolumnsscore ) est une métrique utilisée pour évaluer
la qualité d’un alignement multiple de séquences biologiques (protéines ou ADN). Il représente
le pourcentage de colonnes dans 1’alignement ou toutes les séquences sont strictement
identiques , c’est-a-dire sans substitution, ni gap.Il permet d’évaluer la précision globale d’un
alignement de séquences multiples par rapport & un alignement de référence .Sa Formule

mathématique simplifiée :

Nombre de colonnes totalement conservées

TC Score = 100

X
Nombre total de colonnes dans l'alignement
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3 Conception du jeu de données

3.1 Parameétres et leurs plages de variation

Le jeu de données est structuré pour couvrir une large gamme de scénarios MSA, en faisant

varier systématiquement trois parameétres biologiques majeurs :
Paramétre Valeurs/Plage
Nombre de séquences (N): 3,4, ..., 40
Longueur des séquences (L) 100, 200, 300, 400, 500

Tauxd’insertion/délétion ~ 0.001, 0.006, 0.011, 0.016, 0.021.

Chaque combinaison unique de ces parametres génere un scénario de jeu de données

contenant :

e Un alignement de référence (gold standard)
e Un fichier FASTA non aligné (entrée pour les outils MSA)
e Les métadonnées (arbre phylogénétique, parametres de simulation)

e Lesscores SPSet TC

3.2 Génération des arbres avec TreeSim

Pour chaque valeur de N, un arbre phylogénétique a été généré avec TreeSim en utilisant le
mode¢le birth-death avec un taux de naissance lambda = 2.0 et un taux de mort mu = 0.5 Ces

valeurs garantissent une topologie équilibrée pour les arbres simulés.
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Source on Save R I = Run ~p + Source ~

1 n<-5
2 lambda <- 2.0
3 mu <- 0.5
4 frac <-1
5 numbsim<-1
6 ##

7 # Simulating numbsim trees with n species under a birth-death process with

8 # speciation rate lambda an extinction rate mu:

9
10
11

#aaa=sim. bd. taxa(n,numbsim, 1ambda,mu)

Each extant species included in final tree with probability frac

(the tree has n species AFTER sampling):

12 #aaa=sim.bd.taxa(n,numbsim,lambda,mu,frac,complete=FALSE,stochsamp]ling=TRUE)
13 # A fraction frac of the extant species is included into the final tree

14 # (the tree has n species AFTER sampling):

15 aaa=sim.bd.taxa(n,numbsim,lambda,mu,frac,complete=FALSE,stochsampling=FALSE)

1t

0

17« for (i in 1:500) {
18 aaa=sim. bd. taxa(n,numbsim,lambda,mu,frac,complete=FALSE,stochsampling=FALSE)
19 write.tree(aaa[[1]], paste("tree_3_",i,"_",".nwk",sep=as.character(i)))

—_— 1

Figure 10: Code R pour la génération d’arbres phylogénétiques avec TreeSim.

En tout, 500 arbres différents ont été générés, distincts avec des parametres spécifiques..

3.3 Simulation des séquences avec AliSim

Pour chaque arbre généré :

e Trois niveaux de simulation ont été réalisés, chacun correspondant a un taux d’indel

différent (de 0.001 a 0.021).
e Pour chaque simulation, des séquences de longueur fixe (100 a 500 acides aminés) ont
été générées.
e Le modele évolutif utilisé est LG, qui prend en compte la variation du taux de
substitution entre sites et la présence de sites invariants.
e Deux types de fichiers sont générés :
o Un alignement de référence (FASTA aligné)
o Un fichier FASTA brut (non aligné), obtenu en retirant les gaps

Commande utilisée :

iqtree2 —alisim -t tree.nwk -m LG -1[longueur] -d [taux_indel] -o prefix_sortie
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Figure 11: Script Python utilisant AliSim pour simuler des séquences protéiques selon
différents parametres.
3.4  Organisation des données

Chaque jeu de données est organisé dans un répertoire nommé selon les parametres utilisés,

par exemple :
benchmark/
| |— Sequences ID 1 N 3 Len 100 Ins_0.001_Del 0.001
| |— Sequences ID 1 N 3 Len 100 _Ins 0.001_Del 0.001.unaligned
| L—..
| I— tree 1
| I—tree_2

[ —

Cette organisation facilite le filtrage automatique et I’acces ciblé depuis I’interface web.

4 Calcul des scores de qualité

Afin d’évaluer la qualité des alignements de séquences multiples générés a partir des
différents jeux de données simulés. Les métriques ont été implémentées tel que Percentage of
Non-Gaps ,Percentage of TotallyConservedColumns,Entropy,SumOfPairs,Star (BLOSUMG62,
PAM250) Structure du traitement :
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e Lecture des fichiers FASTA contenant les alignements générés.
e Calcul des SOP score (Sum-of-Pairs Score) pour chaque paire de séquences :

e Utilisation des matrices BLOSUMG62, PAM250 et PAM380.

SumOfPairs(msa, Blosum62()).compute()
append(value)

SumOfPairs(msa, PAM250()).compute()

append(value)

SumOfPairs(msa, FileMatrix('PAM380.txt"')).compute()
append(value)

Figure 12: Code pour le score SOP avec différentes matrices de substitution.

Cette commande permet de spécifier :

e Sum Of Pairs : Une classe ou une fonction provenant du module pymsa, utilisée pour calculer
le SOP score

e msa : L’objet représentant 1’alignement multiple des séquences.

e Blosum62() : Une matrice de substitution BLOSUMG62, souvent utilisée pour évaluer les
similarités entre paires de

e  PAM250 : Une autre matrice standard pour les séquences protéiques.

e PAM380 : Une matrice personnalisée chargée depuis un fichier externe (PAM380.txt).

e .compute : Méthode appelée pour effectuer le calcul du SOP score

e value: Le résultat du calcul du SOP score est stocké dans la variable value

e my list.append(value) :Apres avoir calculé le SOP score avec la matrice BLOSUMG62, cette

ligne ajoute la valeur obtenue a la liste my_list. Celapermet de collectertous les scores calculés

Calcul du TC Score :

e Comparaison colonne par colonne avec I’alignement de référence.

e Enregistrement des résultats dans Un fichier CSV pour analyse ultérieure.
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conserved = totally conserved columns.compute()

my list.append(conserved)

Figure 13: Code des colonnes totalement conservées.

Cette commande permet de spécifier :

e totally conserved columns:vous créez un objet qui va calculer la métrique TC Score a partir de
ton alignement (msa).
o _compute() :Cette méthode calcule réellement le score et elle renvoie une valeur numérique.
e my list.append(conserved) :Le résultat obtenu est ajouté a la liste my_list, pour étre ensuite
écrit dans le fichier CSV.
5 Pile technologique de I’application web

Afin de permettre un acces facile et interactif aux jeux de données générés, une application

web a été développée.

e Frontend : HTML,CSS, JavaScript (React.js)
e Backend : Python (Flask)
o Hébergement : serveur Apache sur Linux

o Fonctionnalité : filtrage interactif selon les paramétres (longueur, taux d’indels, etc.)

et téléchargement des jeux de données

trol” placeholder="F

ess btn-1g" href=

Télécharger tout

Figure 14: Fragment d’un code HTML simplifi¢ de I’interface utilisateur.
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Fonctionnalitésprincipales :

e Recherche par nom de fichier : L utilisateur peut taper le nom d’un fichier dans la zone
de saisie pour effectuer une recherche.
e Téléchargement de tous les fichiers : Un bouton vert ("Télécharger tout") permet aux

utilisateurs de télécharger simultanément tous les fichiers disponibles.

openFile(file) {
= getFileUrl(file);
fetch
.then(response response. text
.then(content
= window.open(' ',
t.write( <pre>${content}«

downloadFile(file) {
il 1 = getFileUrl(file);
= document.createElement

.href =
.download = file.name;

>

document . body.appendChild 5
.click();
document.body.removeChild

Figure 15: Fonctions JavaScript pour ouvrir et télécharger des fichiers.

Cette figure illustre deux fonctions JavaScript essentielles pour manipuler des fichiers dans

un environnement web :

e openFile(file) : Permet d'afficher le contenu d'un fichier dans une nouvelle fenétre.
e downloadFile(file) : Permet de télécharger un fichier directement depuis le

navigateur.

Ces deux fonctions facilitent I’interaction utilisateur dans une application web en offrant des

outils simples pour consulter et exporter des fichiers.

6 Reproductibilité et accessibilité

Afin de garantir la reproductibilité des résultats et de faciliter I’exploitation des jeux de

données générés, tous les scripts , parametres de simulation , ainsi que les commandes utilisées
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ont été regroupés et mis a disposition dans un dépdt GitHub public .

e GitHub : [https://github.com/Nour02 1/mon-projet-django/|
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Introduction

Ce chapitre présente et analyse les résultats obtenus a partir du benchmark évolutif congu
pour I’évaluation des algorithmes d’alignement multiple de séquences (MSA). En s’appuyant
sur des jeux de données protéiques simulés selon des scénarios biologiquement réalistes,
plusieurs métriques de qualité d’alignement ont été calculées (SOP score, TC Score), puis
interprétées dans le but de mieux comprendre les performances attendues selon les différents
parametres (nombre de séquences, longueur et taux d’indels). L’objectif principal de cette

section est de mettre en lumiere la robustesse, la diversité et la reproductibilité du benchmark

développé, tout en soulignant ses apports, ses limites, et ses perspectives d'amélioration.

1 L’arbre phylogénétique

La figure ci-dessous montre un exemple de résultat de simulation d’un arbre phylogénétique
généré a I’aide du package TreeSim . L’arbre est représenté au format Newick, qui est une
notation standardisée permettant de stocker et de partager des arbres phylogénétiques de
maniere compacte, en se basant uniquement sur un parametre : le nombre de taxons, fixé ici a
cing. Cet arbre, fournit une topologie évolutive théorique servant de référence pour évaluer

les performances des algorithmes d’alignement multiple de s€quences (MSA).

Cet arbre sert donc de référence simulée pour mesurer la capacité des outils MSA a

reconstruire des relations évolutives cohérentes a partir de données alignées.

((t3:1.016217652,t1:1.016217652):0.3992777567,((t5:0.09961517205,t4:0.09961517205)

10.09052497472,1t2:0.1901401468) :1.225355262) :0.3787658532;

Figure 16: L’arbre phylogénétique généré au format Newick.
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2 Simulation d’alignement multiple

;\tIERHC LOVLPWVTILATELASQAVWGRVKVLMNAPTDCOVFVLCLENKEGLGAFELGPDOLIKKVKPAIPAETS - DVICTNILGGVWVFLENVLIGRLN
:;;smmmwuwmmmmvmm EVLPMCIANSGGCGAFELNPNDLIKEVSEPPPAATSGGIVCTNILGGVILLLS -VSVGRLY
;;?MLWLPLVTILMPFAAQAMRIKVLTTAPKD(GVLPML LADSGGCGAFELRPDORIKETKPPPPAELSPAWCTNILGGVWQLLT -VATARLY
;:‘éM'PMLPAVTILMPFAAQWK;RTKVLTTAPKD(DVLPML LADSGGAGAFELSPNDLIKETKPPPPAETSPSWUCTNILGGWLVLF-WTGRLY
;;:MLPL LPWVTILAAPF AAQAVWGHTKVLTTAPKHCDLLPML LADSGGCGAF EISPNDLIAETKPPPPAE ISPAWCTNILGGWLLLF -WTGRLY

Figure 17: Alignement de référence simulé "Sequences ID 1 N 3 Len 100 indel 0.001.

Cette figure montre un exemple d’alignement multiple de quatre séquences protéiques (t5,
t1, t2, t3), produit par le simulateur AliSim . L’alignement est présenté sous forme de fichier
FASTA aligné, servant de standard d’évaluation pour comparer les résultats obtenus par

différents algorithmes d’alignement multiple de séquences (MSA).

La Figure (17) représente un alignement multiple de référence généré par AliSim, avec les

parametres suivants :

e Modeleévolutif: LG
e Longueur des séquences : 100 acidesaminés

e Tauxd’insertions/délétions : 0.001

Cette figure(18) présente un alignement multiple de référence simulé, généré par le

simulateur AliSim.

;\tliRH( LOVLPWVTILAIELASQAVWGRVKVLMNAPTDCOVFVLCLENKEGLGAFELGPDOLIKKVKPAIPAEISOVICTNILGGVWVFLENVLIGRLN
;;:EMLMLMDI LAAEFAAKALWGRTKVLTTAPRDCEVLPMCIANSGGCGAFELNPNOLIKEVSEPPPAATSGGIVCTNILGGVILLLSVSVGRLY
;'::MLML?LVTILAAPFMQAVNGRIKVLYTAPKD(GVLRML LADSGGCGAFELRPDORIKETKPPPPAELSPAVWCTNILGGVVQLLTVATARLY
;xWMLPAVTILAAPFAAQAVNGRTKVLTYAPKD(DVLPMLLADSGGAGAFELSPNOL IKETKPPPPAEISPSWCTNILGGWLVLFWTGRLY
;EHHHLPLLP‘rNTILMPFAAQAVHGHTKVLTTAPKH(DLLPMLLADSGG(GAFEISP'DLIAETKPPPPAEISPAW(TNILGGWLLLFWTGRLY

Figure 18: Séquences non alignées simulées (FASTA

brut)"Sequences ID 2 N 3 Len 100 Ins 0.006 Del 0.006.unaligned.

27



Chapitre 03 : Résultats et discussion

Les séquences sont fournies sous forme de fichier FASTA brut, sans alignement préalable.
Elles constituent les données brutes utilisées comme entrée pour les algorithmes d'alignement
multiple, afin de tester leur capacité a produire des résultats proches de l'alignement de

référence (Figure 17).

2.1 Caractéristiques principales

Alignement complet : Toutes les séquences sont alignées colonne par colonne, y compris les

positions avec des gaps (-).

Gestion des indels : Les tirets (-) représentent des insertions ou des délétions introduites lors
de la simulation, conformément au modele utilisé (par exemple, LG avec variation gamma et

sites invariants).

Conservation des motifs : Certains motifs sont conservés entre les séquences (ex. "SKKL"),

tandis que d’autres montrent des variations, reflétant une diversité évolutive controlée.

Longueur uniforme : Toutes les séquences ont la méme longueur apres alignement, ce qui

est typique des jeux de données simulés utilisés pour évaluer les algorithmes MSA.

Le processus de simulation a permis de générer un total de 1900 jeux de données, répartis
¢quitablement en 950 alignements de référence et 950 alignements non alignés,En effet, le code
exécuté avec AliSim produit systématiquement deux fichiers FASTA par jeu de données : I'un

contenant 1’alignement multiple de référence , I’autre les séquences brutes

3 L’évaluationd’alignement multiple

La figure ci-dessous, présente un apergu des résultats obtenus pour différentes configurations
de jeux de données. Chaque ligne correspond a un fichier de séquences simulées, identifi¢ par
son File name qui encode le nombre de séquences (N), la longueur des séquences (Len) et le
taux d'insertion/délétion (Ins/Del). Chaque alignement issu des séquences simulées a été évalué
selon plusieurs métriques de qualité. Les métriques affichées incluent notamment : SOP score
(Sum-of-Pairs Score) ,TC Score (TotallyConservedColumns Score) ,Percentage of Non-Gaps

,Entropy ,Star Score .
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T -
[Star_PAM250

2202]
1942
1256}
1833
2040
3997
2286
3863
3670]
3137]
5822
51064
52201
5833
6054}
7999
BOSE|
7915)
6587
7119
10117
10021

1 filename

12 |sequences_iD,
13 |sequences,
14 Sequences
15 Sequences
16 sequences
17 Sequences_ID_
18 Sequences_|
19 Sequences,
20 sequences,

9436}

1921
2024
1621
2251
1988

3247863248
4019607843

39
2227860697
34,93440782

29 Sequences
30 sequences,
31 sequences_|
32 sequences_

33 |Sequences_ID_32_N_4_Len_2!

Figure 19: Résultats des alignements MSA simulés selon différentes métriques de qualité et

parametres évolutifs.

Les résultats démontrent une relation complexe entre ces métriques, révélant des tendances
claires que nous détaillons ci-dessous.
3.1 Evaluation par SOP score (sum of pairs)

L’analyse globale du SOP score révele une corrélation négative claire entre le taux d’indels

et la qualité des alignements. En effet :

Lorsque le taux d’indels est trés faible (< 0.003), le SOP score est généralement élevé,

souvent supérieur a 90 %, indiquant des alignements fideles aux alignements de référence.

Lorsque le taux d’indels augmente (> 0.009), on observe une diminution progressive et

significative du SOP score, parfois inférieur a 50 % dans les cas extrémes.

Ce déclin est accentué par I’augmentation simultanée du nombre de séquences (N > 30) et
de la longueur des séquences (L > 400), qui rendent les alignements plus complexes a

reconstruire.

Ainsi, le SOP score est particulierement sensible a la complexité évolutive, et constitue un
indicateur robuste de la performance des algorithmes MSA dans des contextes divergents.
3.2 Analyse des colonnes totalement conservées (TC Score)

Les TC Scores présentent une variabilité marquée selon les paramétres simulés :

Pour des jeux de données simples (N < 10, L <200, indel <0.006), la proportion de colonnes
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totalement conservées reste ¢levée (> 60 %).

Enrevanche, dés que le nombre de séquences dépasse 20 ou que le taux d’indels est supérieur
a 0.01, le TC Score peut chuter sous la barre des 20 %, signe d’une diminution importante de

la conservation stricte.

Cette tendance est particulierement prononcée dans les scénarios ou les séquences sont

longues et nombreuses, accentuant la fragmentation des régions homologues.

De maniere générale, le TC Score est utile pour évaluer la conservation positionnelle, mais
devient moins stable dans les contextes évolutifs complexes, ce qui est cohérent avec la perte

naturelle de conservation dans les alignements divergents.

3.3 SOP score (Sum-of-Pairs Score) : Impact des matrices de substitution

L’analyse des SOP Scores calculés avec différentes matrices (BLOSUM62, PAM250,

PAM380) montre des différences systématiques en fonction du degré de divergence simulé :

BLOSUMBS62 donne de bons résultats dans les cas a faible divergence (petit N, faible indel),

mais ses performances diminuent rapidement lorsque la complexité augmente.

PAM250 se révele plus robuste dans les scénarios intermédiaires, offrant une meilleure

stabilité du score SOP score face a des taux d’indels modérés.

PAM380 est celle qui fournit les meilleurs scores SOP score dans les cas complexes (N >
30, indel > 0.016), soulignant sa capacité a capturer les similarités méme en présence de

nombreuses insertions et délétions.

Ces résultats montrent que le choix de la matrice de substitution influence directement
I’évaluation de I’alignement, et qu’il doit étre adapté aux caractéristiques évolutives du jeu de

données.

4  Visualisation et acces aux résultats

Afin de faciliter I’acces, la navigation et I'utilisation des jeux de données générés, une
interface web interactive a été développée. Cette application permet aux utilisateurs de
consulter, filtrer et télécharger les fichiers selon leurs besoins spécifiques, tout en visualisant

les métriques d’évaluation associées a chaque jeu de données.
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e Barre de recherche : Une barre de recherche "Rechercher par nom de fichier etc" est

présente, permettant aux utilisateurs de filtrer rapidement la liste des séquences par leur

nom.

les séquences d'alignement multiples

8 Fichiers alignés @ Fichiers non alignés Fitres ave 1900 fichiers

Sequences_ID_1_N_3_Len_100_ins_0.001_Del_0.001.unaligned.fa ! m m
Sequences_ID_2 N_3_Len_100_ins_0.006_Del_0.006.unaligned.fa m
[ 0w

Sequences_ID_3_N_3_Len_100_lns_0.011_Dei_0.011.unaligned.fa 1 m
Sequences_ID_4_N_3_Len_100_Ins_0.016_Del_0.016.fa . ’ m

&

Sequences_ID_3_N_3_Len_100_Ins_0.011_Del_0.011.1a

Figure 20: Interface utilisateur pour la gestion et le téléchargement des jeux de données

d’alignements multiples.

= Options de filtrage et de téléchargement global :

Un bouton "T¢lécharger tout" permet de télécharger I'ensemble des fichiers affichés.
Des cases a cocher "Fichiers alignés" et "Fichiers non alignés" offrent la possibilité
de visualiser spécifiquement 1'un ou l'autre type de séquences. Par défaut, les deux
options semblentétresélectionnées.

Un menu déroulant "Filtres avancés" suggere des options de filtrage supplémentaires
non visibles sur 1'image.

Un compteur "1900 fichiers" indique le nombre total de fichiers disponibles.

= Liste des séquences : La partie centrale de la page affiche une liste détaillée des séquences,

chaque ligne représentant un fichier d'alignement. Pour chaque entrée, on trouve :

Un statut visuel ("ALIGNE" en vert ou "NON-ALIGNE" en gris) indiquant si la
séquence a été alignée ou non.

Le nom du fichier, qui semble contenir des informations encodées telles que I'ID de
la séquence, la longueur (Len), et les taux d'insertion/délétion (Ins/Del).

Deux boutons d'action : "Ouvrir" pour visualiser le contenu de la séquence et

"Télécharger" pour télécharger le fichier individuellement.
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Fenétre d'Analyse Compléte :

Cette seconde image montre une fenétre modale ou une section dédiée a un "Fichier

d'analyse complet". Elle fournit un résumé des résultats d'analyse pour un ensemble de

séquences :

Fichier d'analyse complet

Ce fichier contient tous les résultats d'analyse pour les 950

séquences, incluant les métriques de qualité

{'alignement et les scores comparatifs
% Non-Gaps - Pourcentage de positions non-gaps
% Colonnes Conservées - Pourcentage de colonnes totalement conservées
Score Entropie - Mesure de diversité des séquences

SumOfPairs (Blosum62, PAM250, PAM380) - Scores d'alignement par paires

4, Télécharger le fichier CSV

Figure 21: Interface pour le téléchargement du fichier d’analyse complet.

o Description : Le texte indique que le fichier contient "tous les résultats d'analyse pour
les 950 séquences, incluant les métriques de qualité d'alignement et les scores
comparatifs."

o Métriques d'évaluation : Plusieurs métriques clés de qualité d'alignement sont
listées, chacune avec une bréve description :

"% Non-Gaps" : Pourcentage de positions sans gaps.

e "% Colonnes Conservées" : Pourcentage de colonnes totalement conservées,

indiquant la similarité entre les séquences.
e "Score Entropie" : Une mesure de la diversité des séquences.
e "SumOfPairs (Blosum62, PAM250, PAM380)" : Scores d'alignement par paires, avec

des matrices de substitution spécifiques mentionnées (Blosum62, PAM?250,
PAM380).

e Option de téléchargement : Un bouton "Télécharger le fichier CSV" permet

d'exporter I'ensemble de ces résultats d'analyse dans un format tabulaire.
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Conclusion

L’alignement de séquences multiples (MSA) constitue une étape cruciale dans 1’analyse
bioinformatique des données génétiques. Qu’il s’agisse de reconstituer des arbres
phylogénétiques, d’annoter des génomes ou d’identifier des régions fonctionnellement
conservées, la qualité des alignements conditionne directement la fiabilité des analyses en aval.
Pourtant, malgré la diversité des algorithmes disponibles, leur comparaison objective et

systématique reste un défi méthodologique majeur.

Dans ce contexte, ce mémoire a proposé¢ la conception et la mise en ceuvre d un benchmark
simulé, automatisé et reproductible, dédi¢ a I’évaluation comparative des algorithmes MSA. Ce
travail s’est appuyé sur I’utilisation d’outils de simulation évolutive (TreeSim et AliSim)
permettant de générer des jeux de données variés, réalistes et accompagnés d’un alignement de
référence. Quatre algorithmes largement utilisés — ClustalW, MAFFT, MUSCLE et T-Coffee —
ont été évalués sur ces jeux de données, en utilisant des métriques reconnues telles que le SOP

score (Sum-of-Pairs Score) et le TC score (Total Column).

Les résultats obtenus ont mis en évidence des différences significatives de performance selon
les scénarios testés, confirmant 1’intérét de disposer de jeux de données diversifiés et controlés
pour D’évaluation des outils. En outre, I’automatisation du processus d’exécution et
d’évaluation, ainsi que le développement d’une interface web interactive, rendent ce benchmark

aisément exploitable par d’autres chercheurs.

Les principales contributions de ce travail sont les suivantes :

e La création d’un cadre expérimental standardisé pour tester les algorithmes MSA,

e La génération de jeux de données simulés avec des caractéristiques contrdlées (taille,
divergence, longueur),

e L’intégration d’un pipeline automatisé¢ d’évaluation basé sur des outils fiables,

e Le développement d’une application web facilitant 1’exploration et la diffusion des
résultats.

e Ce benchmark constitue une base évolutive pouvant étre enrichie a ’avenir par :

e L’ajout de nouveaux algorithmes, y compris ceux basés sur I’apprentissage automatique,

e L’intégration de nouvelles métriques (conservation fonctionnelle, scores structurels, etc.),

e [L’¢largissement des types de données simulées (ARN, séquences non codantes),

e L[’amélioration de I’ergonomie et des fonctionnalités de I’interface web.

En définitive, ce travail contribue a renforcer les bonnes pratiques d’évaluation dans le
9
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domaine des MSA et offre un outil utile a la communauté bioinformatique pour mieux
comprendre et comparer les performances des algorithmes d’alignement. Il ouvre également la

voie a des recherches futures sur I’optimisation des stratégies de MSA selon les contextes
biologiques étudiés.
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