Biostatistica si Bioinformatica.

Lab 3: Identificarea sabloanelor

Sabloanele (motivele) sunt secvente relativ scurte de nucleotide (sau aminoacizi) care au un
anumit rol functional (de exemplu marcheaza inceputul unei regiuni codante sau pozitii unde se
pot “lega” anumite enzime). ldentificarea sabloanelor (“motif finding”) este o problema ce poate
fi abordata pe diferite nivele de dificultate:

e Varianta 1. se cunoaste sablonul si se urmareste identificarea tuturor pozitiilor in care
acesta apare. Este o problema tipicd de “pattern matching” care poate fi rezolvata
utilizand algoritmi traditionali (ex: Knuth-Morris-Pratt, Aho-Corasick).

e Varianta 2: sablonul nu se cunoaste exact insa se stie ca respecta o anumita regula (de
exemplu, poate fi descris printr-o expresie regulatd). In cazul acesta sabloanele
identificate nu au toate aceeasi lungime.

e Varianta 3: sablonul are lungime fixa insa poate sa apara alterat de mutatii; in acest caz
problema principala este de a stabili 0 masura a similaritatii intre diferite sabloane si de a
construi un sablon reprezentativ (sablon consensual). In aceste cazuri nu se stie ce sablon
se cautd insa se identificd subsecventele frecvente suficient de similare intre ele (si
implicit cu sablonul profil).

e Varianta 4: nu se cunoaste nici dimensiunea nici continutul sablonului. Se cauta
subsecvente cu scor mare de similaritate. Este varianta cea mai dificila.

In continuare sunt prezentate cateva exemple corelate cu primele trei variante.
1. Determinarea prezentelor unui sablon fixat
Problema: se cauta toate aparitiile unui sablon cunoscut intr-un sir

Pentru problema cautarii unui subsir (sablon) intr-un sir se pot folosi diferite functii R. Cele mai
comune sunt:
e match(sablon,sir) - face parte din comenzile de baza
e matchPattern(sablon,sir) — face parte din pachetul Biostrings (necesita incarcare
prealabild). Daca se doreste sd se determine doar de cate ori apare sablonul in sir atunci
se poate folosi countPattern

Exercitiul 1. Sa se preia din GenBank secventa ADN cu identificatorul NC_012920 (sau
secventa din fisierul sequence.fasta). Sa se determine numarul de aparitii ale subsecventeleor

‘TATA’ (subsecventd cu rol de promoter in procesul de sinteza a proteinelor) respectiv
‘TATATA’.

Indicatie. Daca sl este secventa analizata atunci prin
poz = matchPattern(“TATA”,s1)

se determina pozitiile de start ale sablonului, iar prin
countPattern(“TATA”,s1)

se determina cate prezente ale sablonului cautat au fost intalnite



Exercitiul 2. Sa se genereze 30 de secvente aleatoare, sa se determine pentru fiecare dintre ele
numarul de aparitii ale sablonului “TATA” respectiv “TATATA” si sa se calculeze valoarea
medie si abaterea standard a numarului de aparitii pentru fiecare dintre cele doua sabloane.

Indicatie.  Se scrie o functie ce contine un ciclu in care se genereaza 30 de secvente aleatoare
(folosind functia pentru generarea secventelor aleatoare descrisa in Lab 2). Pentru calculul
mediei se poate folosi functia mean iar pentru calculul abaterii standard se poate folosi functia
std.

2. Determinarea sabloanelor care respecta 0 expresie regulata

Problema: se cauta toate aparitiile unui sablon care respecta o expresie regulata
Specificarea expresiilor regulate in R: n specificarea expresiilor regulate se pot utiliza
urmatoarele simboluri si constructii lexicale:

. (punct) —un simbol arbitrar

\w - caracter alfanumeric (litera, cifra sau )

c? - un simbol care apare o data sau deloc

c* -succesiune de lungime mai mare sau egala cu 0, constituita prin repetarea simbolului ¢
c+ - succesiune de lungime mai mare sau egala cu 1, constituita prin repetarea simbolului ¢
c{m,n} — succesiune cu lungimea cuprinsa intre m si n

[clc2 c3...]—unul dintre simbolurile specificate

[*clc2c3...] - nici unul dintre simbolurile specificate

In locul unui simbol ¢ se poate specifica . (punct) pentru a indica un simbol arbitrar sau (secventa)
pentru a specifica o secventa de simboluri.

Pentru a analiza prezenta unui sablon specificat printr-o expresie regulata se poate folosi functiile:

e grep (expresie regulata, secventa)
e regexpr (expresie regulata, secventa)

Exercitiul 3. Pentru secventa din GenBank si una dintre secventele aleatoare folosite la
exercitiile anterioare sa se determine numarul de sabloane de forma:

a) GAGGAGGAG... GAG

b) cel mai lung sablon de forma TA....AT (intre TA si AT pot fi orice caractere )

3. Construirea matricii profil, a sablonului consensual si a scorului de potrivire

Se considera un set de t secvente ADN, fiecare de lungime L. Matricea profil a unei astfel de
multimi contine 4 linii si L coloane:

Linia 1: pe fiecare pozitie se afld numarul de aparitii ale nucleotidei ‘A’ in pozitia
corespunzatoare in toate secventele

Linia 2: pe fiecare pozitie se afli numarul de aparitii ale nucleotidei ‘C’ in pozitia
corespunzatoare in toate secventele



Linia 3: pe fiecare pozitie se afla numarul de aparitii ale nucleotidei ‘G’ in pozitia
corespunzatoare 1n toate secventele

Linia 4: pe fiecare pozitie se afla numarul de aparitii ale nucleotidei ‘T’ in pozitia
corespunzatoare in toate secventele

Sablonul consensual are L elemente si se construieste punand pe fiecare pozitie nucleotida ce
apare cel mai frecvent pe pozitia corespunzatoare in setul de secvente.

Scorul de potrivire se obtine adunand valorile maxime de pe coloanele matricii profil.

Exercitiul 4. Sa se construiasca matricea profil, sablonul consensual si scorul de potrivire pentru

Setul de secvente:
C(*AGGTACTT”,”"CCATACGT”,”"ACGTTAGT”,”ACGTCCAT”,”"CCGTACGG™})

Indicatie. Vezi fisierul construireProfil.R

Tema 1: Sa se modifice functia de construire a sablonului consensual astfel incat in
cazul in care sunt mai multe nucleotide care apar cu aceeasi frecventa acestea sa apara
specificate in sablon ca alternative. De exemplu daca matricea profil este:

A:213024
C:133431
G:230221
T:201101

atunci sablonul consensual ar trebui sa fie: {A|G|THC|G}HA|C}CA

4. Determinarea sablonului consensual de scor maxim si a localizirii lui in cazul a doua
secvente.

Exercitiul 5. Sa se determine sablonul consensual de lungime 8 avand scor maxim corespunzator
secventelor: s(1:50) si s(100:200), unde s este secventa ADN de la Exercitiul 1.

Indicatie: se parcurg secventele si pentru fiecare pereche de indici de start i si j se calculeaza
matricea profil respectiv scorul de potrivire. Sablonul corespunzator scorului maxim precum si
pozitiile de unde incepe in fiecare dintre secvente poate fi determinat cu ajutorul functiei descrise
in fisierul gasireSablon.R
Un exemplu de apel este:

rez = gasireSablon(substring(s,1,50),substring(s,100,200),8)



5. Determinarea sablonului consensual de scor maxim si a localizarii lui in cazul unui
numar arbitrar de secvente folosind algoritmul bazat pe tehnica greedy.

Exercitiul 6. Sa se determine sablonul consensual pentru cele 5 exemple de secvente de la
Cursul 5.

Indicatie: Se determina matricea profil si pozitiile sablonului de scor maxim pentru primele doua
secvente dupa care pentru fiecare dintre secventele urmatoare se determina pozitia sablonului de
scor maxim (actualizand adecvat matricea profil). Detalii in fisierul ConsensusGreedy.R

Exemplu de apel pentru secventele de la curs:

set=c(“cctgatagacgctatctggctatccacgtacgtaggtcctctgtgegaatctatgegtttccaaccat”, "agtactggtgtacatttga

tacgtacgtacaccggcaacctgaaacaaacgctcagaaccagaagtge”, "aaacgtacgtgcaccetctttcttcgtggetctggecaac

gagggctgatgtataagacgaaaatttt”,”agcctccgatgtaagtcatagetgtaactattacctgccacccctattacatcttacgtacgtata
ca”,”ctgttatacaacgcgtcatggcggggtatgegttttggtcgtcgtacgctcgatcgttaacgtacgtc™)

rez = consensusGreedy(set, 8)

Tema 2. Sa se implementeze varianta de algoritm (similara algoritmului Consensus) descrisa in
Curs 5 (slide 29) .



