Biostatistica si Bioinformatica.

Lab 4: Alinierea secventelor
- Analiza vizuala a similarititii dintre secvente (matrici de puncte)
- Aliniere globali (algoritmul Needleman-\Wunsch)
- Aliniere locala (algoritmul Smith-Waterman)

Scopul alinierii a doud secvente este de a estima similaritatea dintre ele. In general secventa
analizatd este comparatd cu secvente al caror rol este cunoscut. Alinierea este un instrument util
pentru cautarea in bazele de date genomice.

Alinierea a doud secvente (de nucleotide sau de aminoacizi), care nu au neaparat aceeasi lungime,
presupune eventuala inserare de spatii (gap-uri) Tn cadrul secventelor pentru a maximiza
potrivirea dintre ele. Potrivirea dintre doud secvente se masoard pe baza unor scoruri care
cuantifica potrivirea dintre perechi de nucleotide sau aminoacizi si penalizeaza insertia unor gap-
uri. Scorul unei perechi de elemente aliniate (care ocupa aceeasi pozitie in cadrul secventelor
aliniate) este maxim daca elementele sunt identice. Daca elementele sunt diferite scorul depinde
de probabilitatea ca unul dintre elemente sa fie transformat in celalalt prin mutatie. Mutatia poate
consta nu doar n inlocuirea unei nucleotide sau aminoacid cu o alta nucleotida sau aminoacid ci
si in insertia sau eliminarea unei nucleotide/aminoacid (corespunde introduducerii de gap-uri in
secventele de aliniat).

In cazul secventelor de nucleotide scorul de potrivire este stocat Tntr-o matrice 5x5 care contine,
de regula, trei tipuri de valori pentru a recompensa potrivirea exactd, pentru a penaliza
nepotrivirea si pentru a penaliza introducerea unui gap.

In cazul secventelor de aminoacizi exista doua modalitati principale de a stabili scorul de
potrivire a unei perechi: folosind matrici de tip PAM (Point Accepted Mutation) sau BLOSUM
(BLOck SUbstitution Matrix). Ambele matrici sunt construite prin estimarea statisticd a
probabilitatii de mutatie pornind de la secvente biologice apartinand unor specii inrudite.

Din punctul de vedere al scopului urmarit, alinierea poate sa fie:
e Globala: se obtin doua secvente aliniate avand aceeasi lungime (se foloseste in cazul
secventelor scurte sau a celor pentru care similaritatea dintre ele este mare)
e Locala: se aliniaza doar portiuni din secventele initiale

Din punctul de vedere al tehnicii utilizate, alinierea poate sa fie obtinuta prin:

e Metode exacte: algoritmul Needleman-Wunsch (pt. aliniere globald) si algoritmul Smith-
Waterman (pt. aliniere locald); ambii algoritmi se bazeaza pe tehnica programarii
dinamice si ordinul de complexitate este dat de produsul lungimilor secventelor care se
aliniaza; aceste metode pot fi folosite pentru secvente scurte.

e Metode aproximative: Fasta si BLAST. Sunt tehnici euristice care se folosesc n principal
la cdutarea unei secvente intr-o baza de date. Ideeca de bazd este identificarea unor
subsecvente scurte (cuvinte) si extinderea lor atata timp céat scorul de potrivire este
suficient de mare.

Problema alinierii se poate pune si pentru cazul mai multor secvente, caz in care este denumita
aliniere multipla si necesita tehnici specifice.



1. Analiza vizuala a similaritatii dintre doua secvente

Analiza vizuald a similaritatilor dintre doua secvente se poate realiza prin intermediul unei
matrici cu puncte (dot matrix). Fiind date doud secvente sl si s2, prima avand nl elemente iar a
doua n2 elemente se construieste 0 matrice cu nl linii (elementele din secventa S1 vor eticheta
liniile) si cu n2 coloane (elementele din secventa s2 vor eticheta coloanele) avand elemente de
forma:

m(i,j) =1 daca s1(i)=s2(j) si m(i,j)=0 daca s1(i) !=s2(j).

Obs. In calculul valorii m(i,j) se poate tine cont nu doar de valorile de pe pozitiile i respectiv j Ci
si de potrivirile din vecinitatea acestor pozitii. In acest caz se foloseste o “fereastra de
parcurgere” a secventelor. In cazul unei ferestre de dimensiune w se contorizeaza numarul de
potriviri din subsecventele s1(i-w:i+w) si s2(j-w:j+w), iar daca numarul de potriviri depaseste un
prag atunci valoarea lui m(i,j) se pune pe 1.

Pentru vizualizarea matricii de puncte se poate utiliza functia dotPlot din pachetul seqinr.

Mod de apel: dotPlot(sirl,sir2) unde sirl si sir2 sunt vectori de caractere
Parametri suplimentari:
e wsize (dimensiunea ferestrei de parcurgere a secventelor)
e wstep (dimensiunea pasului de parcurgere)
e nmatch (numarul de corespondente din ferestre peste care se considera ca e potrivire)

Valorile implicite ale parametrilor sunt egale cu 1.
Exemplu de apel: dotPlot(sirl,sir2,wsize=8,wstep=1,nmatch=4)

Exercitiul 1. Sa se vizualizeze matricea de puncte pentru:

a) secventele de nucleotide din GenBank avand identificatorii  “NM_000520’
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000520 ) respectiv ‘AKO080777’
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AK080777). Ambele secvente corespund unei
gene ce controleaza sinteza unei proteine — hexasaminidase A — ce intervine in boala
Tay-Sachs, insa prima este din genomul uman iar cea de a doua de la soarece;

b) doua secvente aleatoare de aminoacizi (avand aceleasi lungimi ca secventele anterioare).

Indicatie. Se va incerca construirea matricii de puncte pornind atat de la secventele de nucleotide
cat si de la secventele corespunzatoare de aminoacizi (obtinute cu functia din fisierul nt2aa.R).
De asemenea se va construi matricea atdt pe baza potrivirilor individuale cat si pe baza
potrivirilor determinate pe baza unei ferestre de parcurgere (de exemplu dimensiunea ferestrei
este 8 iar numarul minim de potriviri este 4)

a) Dupa descarcarea fisierelor de la http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ sirurile corespunzatoare pot fi
prelucrate cu
sirl=read.fasta("AKO080777.fasta") # se specifica numele fisierului in care s-a salvat din
# GenBank
sir2=read.fasta("NM_000520.fasta")
dotPlot(sirl[[1]],sir2[[1]])



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AK080777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Pentru a verifica ce se obtine in cazul secventelor de aminoacizi se construiesc sirurile
corespunzatoare de aminoacizi:

sirla =nt2aa (sirl[[1]]); sir2a =nt2aa (sir2[[1]]);

si se apeleaza functia dotPlot in doua variante:
dotPlot(sirla,sir2a)

respectiv
dotPlot(sirla,sir2a,wsize=8,wstep=1,nmatch=4)

b) Secventele aleatoare pot fi generate folosind functiile de simulare a variabilelor aleatoare
(vezi Lab 2) sau prin sclectia aleatoare a etichetelor matricilor de scor (de exemplu
BLOSUM50 definita in subpachetul Biostrings din Bioconductor):

library(“biostrings™) # incarcare pachet

data(BLOSUMS50) # incarcare matrice cu scoruri
srand1=sample(rownames(BLOSUMS50),length(sirla),replace=TRUE)
srand2=sample(rownames(BLOSUMS50),length(sir2a),replace=TRUE)

Tema 1. Sa se implementeze (intr-un limbaj de programare la alegere) algoritmul de construire a
unei matrici cu valori de similaritate in varianta caracterizata prin potriviri la nivelul unor
subsecvente. Algoritmul va avea ca date de intrare: secventele si lungimea subsecventei utilizata
la analiza similaritatii intre doud pozitii. Valoarea similaritatii se calculeaza ca fiind raportul
dintre numarul de potriviri intre cele doua subsecvente si lungimea subsecventei. Matricea cu
valori de similaritate va fi vizualizata grafic (valoarea unui element va corespunde nivelului de gri
al celulei asociate in vizualizarea graficd).

2. Alinierea globali a doui secvente. Algoritmul Needleman-Wunsch

Alinierea globala a doua secvente sl si s2 (folosind algoritmul Needleman-Wunsch — care este
bazat pe tehnica programarii dinamice) presupune construirea unei matrici contindnd scoruri de
aliniere partiala. Scorul alinierii va fi reprezentat de elementul de pe ultima linie si ultima coloana
a matricii. Elementele acestei matrici se calculeaza folosind relatia de recurenta:

S(i,j)=max{S(i-1,j-1)+m(s1(i),s2(j)),S(i-1,j)-g,5(i,j-1)-g} pentru i=1..length(sl), j=1..length(s2)
S(i,0)=-i*g
S(0.j)=-J*g

In relatia de recurenta m(s1(i),s2(j)) reprezinta scorul de potrivire dintre simbolurile aflate pe
pozitiile i respectiv j din cele doud secvente, iar g reprezinta penalizarea pentru introducerea unui

gap.

In cazul secventelor de nucleotide se poate utiliza un scor comun de potrivire (sp), un scor de
penalizare a nepotrivirii (-sn) si un scor de penalizare a insertiei gap-urilor.



In cazul secventelor de aminoacizi, scorurile de potrivire sunt cuprinse in matrici specifice
calculate folosind estimari statistice pornind de la secvente considerate suficient de similare (vezi
curs 7). Cele mai frecvent folosite matrici sunt BLOSUMS50, BLOSUMG62 si PAM250.

Pachetul Biostrings contine functia pairwiseAlignment care permite alinierea a doua secvente (de
nucleotide sau de aminoacizi) specificate ca siruri de caractere. Cel mai simplu mod de apel al
functiei de aliniere este: pairwiseAlignment(secvl,secv2).

Observatie. Lista parametrilor de apel ai functiei pairwiseAlignment poate fi extinsa cu:
e substitutionMatrix

0 In cazul secventelor de nucleotide matricea de substitutie poate fi definita
folosind functia nucleotideSubstitutionMatrix(match=sp,mismatch=-
sn,baseOnly=TRUE)

0 In cazul secventelor de aminoacizi se pot folosi matricile de substitutie clasice:
“BLOSUMA40”, “BLOSUM50”, “BLOSUMG62”, “BLOSUMS80”,
“BLOSUM100”, “PAM250” etc.

e gapOpening (reprezinta valoarea penalizarii aplicate in cazul initierii unei secvente de
gap-uri)

e gapExtension (reprezinta valoarea penalizarii aplicate in cazul extinderii unei secvente de
gap-uri — valoarea absoluta a penalizarii extinderii este mai mica decat valoarea absoluta
a penalizarii initierii secventei de gap-uri)

e scoreOnly (valori posibile: TRUE / FALSE; daca optiunea este setatda pe TRUE atunci se
returneaza doar scorul alinierii).

Exercitiul 2. Aliniati secventele de nucleotide/aminoacizi de la Ex.1. folosind functia
pairwiseAlignment. Analizati efectul schimbarii matricii de substitutie si a valorilor de penalizare
pentru gap-uri.

Exercitiul 3. Implementati in R algoritmul Needleman-Wunsch pentru alinierea secventelor de
nucleotide pentru cazul in care se utilizeaza penalizarea liniara a gap-urilor (detalii Tn curs 6).

Indicatie. O variantd de implementare este descrisa in fisierul NWscor.R (pentru calculul
matricii de scor) si in NWaliniere.R (pentru construirea unei alinieri).

Exemplu de apel:
matriceScor=NWSscor("GAATTC","GATTA",2,-1,-2)
aliniere=NWaliniere("GAATTC" "GATTA" matriceScor,-2)

3. Alinierea locala a doua secvente. Algoritmul Smith-Waterman.

Principala diferenta dintre algoritmii de aliniere locala si cei de aliniere globald este faptul ca in
cazul alinierii locale matricea de scor contine doar valori pozitive, relatia de recurenta fiind:

S(i,j)=max{0,S(i-1,j-1)+m(s1(i),s2(j)),S(i-1,j)-g,S(i,j-1)-g} pentru i=1..length(sl), j=1..length(s2)
S(i,0)=0
S(0,j)=0

Scorul alinierii este reprezentat de valoarea maxima din matricea de scor.



Pentru a obtine o aliniere locala se poate folosi tot functia pairwiseAlignment insa trebuie
specificata optiunea type="local”.

Exercitiul 4. Sa se realizeze alinierea locala a secventelor de la Ex. la si de la Ex 1b si sa se
compare lungimile si scorurile de aliniere obtinute cu cele de la Ex. 2 (corespunzator alinierii
globale). Se vor testa rezultatele obtinute cu urmatoarele matrici de scor: PAM30, PAM40,
PAM70,PAM120,PAM250, BLOSUMS50 si BLOSUM62.

Exercitiul 5. Implementati in R algoritmul Smith-Waterman pentru alinierea secventelor de
nucleotide pentru cazul in care se utilizeaza penalizarea liniara a gap-urilor (detalii Tn curs 6).

Indicatie. O variantd de implementare este descrisd in SWscor.R (pentru calculul matricii de
scor) si in SWaliniere.R (pentru construirea unei alinieri).

Exemplu de apel:
matriceScor=SWscor("GAATTC","GATTA",2,-1,-2)
aliniere=SWaliniere("GAATTC","GATTA" matriceScor,-2)

Tema 2. Alinierea de tip overlap se caracterizeaza prin faptul ca se ignorad penalizarea gap-urilor
de la extremitati urmarindu-se alinierea portiunii finale dintr-o secventa cu portiunea initial din
altd secventd. In acest caz alinierea e de forma:

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXK
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

Ssau

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY

(doar portiunile suprapuse sunt luate in considerare in calculul scorului de aliniere.

La construirea matricii de scor prima linie si prima coloand este initializatd cu 0, iar celelalte
elemente se completeaza in aceeasi manierd in care se completeaza pentru alinierea globala. La
construirea alinierii se porneste de la valoarea maxima aflata fie pe ultima coloand, fie pe ultima
linie a matricii.

Tema 3 (suplimentara). Sa se modifice algoritmii de aliniere globala si locala pentru cazul
penalizarii afine a gap-urilor. Se pot folosi urmatoarele valori ale scorurilor:

Potrivire nucleotide: r=6
Nepotrivire: p=-2
Initiere gap: d=-6
Extindere gap: e=-4



