Biostatistica si Bioinformatica.

Lab 5: Aliniere bazata pe metode euristice (BLAST), alinierea multipli a secventelor si
arbori filogenetici

1. Analiza similarititii dintre secvente folosind algoritmi de tip BLAST

Algoritmul BLAST sta la baza majoritatii sistemelor de interogare a bazelor de date biologice.
Exista variante adaptate pentru diferite tipuri de secvente (nucleotide sau aminoacizi). Datele de
intrare pentru un algoritm de tip BLAST sunt:

e Secventa de interogat

e Baza de date sau setul de secvente unde se realizeaza cautarea

e Parametrii specifici algoritmului:

O lungimea sablonului de start (ex: 11 pentru secvente de nucleotide si 3 pentru

secvente de aminoacizi)
scor potrivire (ex: 1), scor nepotrivire (ex:-2)
penalizarea pentru initierea unui gap (ex: 5)
penalizarea pentru extinderea unui gap (ex: 2)
pragul pentru E-value (valoarea sub care se considera ca similaritatea e
semnificativa)
scoruri pentru potrivire/nepotrivire (in cazul secventelor ADN) respectiv
matricea de substitutie (in cazul secventelor de aminoacizi)
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In marea majoritate a implementarilor se returneaza alinierile pentru care valoarea indicatorului E
este mai mica decat pragul specificat. Pentru fiecare aliniere se furnizeaza valorile pentru: E-
value si bit-Score. Potrivirea este considerata cu atat mai semnificativa cu cat E-value este mai
mica (in general valori mai mici decat 0.01 indica o potrivire semnificativa) si bit-Score este mai
mare.

Cea mai simpla modalitate de a testa aplicatiile de tip BLAST este utilizarea implementarilor
accessibile la http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqgi

Exercitiu 1. Utilizand varianta adecvata de BLAST de la http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
sa se caute in genomul uman (human) secventa aflata in fisierul mitochondrion.fa. Sa se realizeze
acelasi lucru pentru genomul soarecelui (mouse) si pentru cel al musculitei de otet (drosophila
melanogaster). Sa se analizeze influenta lungimii cuvantului de start prin setarea optiunii —W (de
exemplu -W 15).

O alta modalitate de a accesa resursele de la NCBI este de a utiliza facilitatile de tip eUtility (API
pentru NCBI Entrez). Un exemplu de cautare, bazat pe efetch, in baza de secvente utilizdnd
BLASTP (varianta de BLAST pentru proteine) este ilustrat in secventa R urmatoare. Detalii
despre NCBI eUtility pot fi gasite la http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK25500/.

Functiile R care care permit accesarea programatica a serviciilor Web oferite de catre NCBI se
afla in pachetul RCurl care trebuie incércat in prealabil.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK25500/

e Descarcarea unei secvente specificata printr-un identificator din baza de date “protein” (prin
utilizarea e-utilitarului efetch din NCBI):

id = "15718680"
seg=getForm(“’*http://eutils.ncbi.nlm_nih_gov/entrez/eutils/efetch.fcgi",
db=""protein’, id=id, retmode="text", rettype="fasta', binary=F)
s=strsplit(seq[1],"\\n")[[1]]
seq=AAString(paste(s[2:length(s)],collapse="""))

Exemplu de utilizare BLASTN prin apelare din R:

o Definirea unei functii de cautare in baza de date “nr” (non-redundant GenBank) care
utilizeaza BLASTN pentru a returna secventele similare cu secventa specificatd ca seceventa
de interogare

blastSegkKK <- function (X, database = "nr', hitListSize = "10",
filter = "L", expect = "10", program = "blastn",
attempts = 10) {
baseUrl <- "http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi”
query <- paste("QUERY=", as.character(x), "&DATABASE=', database,
“"&HITLIST_SIZE=", hitListSize, "&FILTER=", filter, "&EXPECT=",
expect, "&PROGRAM=", program, sep = ")
url0 <- sprintf("%s?%s&CMD=Put", baseUrl, query)
results <- tempfile()
Sys.sleep(5)
require(XML)
post <- htmlTreeParse(urlO, uselnternalNodes = TRUE)
X <- post[["string(//comment()[contains(., \"QBlastinfoBegin\')])"11
rid <- sub(".*RID = ([L:alnumz]]+)-*", "\\1", X)
rtoe <- as.integer(sub(".*RTOE = ([[:digit:]]+)-*", "\\1",
X))
urll <- sprintf(""%s?RID=%s&FORMAT_TYPE=XML&CMD=Get", baseUrl,
rid)
Sys.sleep(rtoe)
.tryParseResult <- function(url, attempts){
for (i in 1:(attempts+l)) {
result <- tryCatch({
xmITreeParse(url, uselnternalNodes=TRUE,
error = xmlErrorCumulator(immediate=FALSE))
3}, error=function(err) NULL)
ifT (Yis.null(result)) return(result)
Sys.sleep(10)
stop(paste(''no results after ', attempts,
' attempts; please try again later™, sep = "))

result <- _tryParseResult(urll, attempts)
return(result)

}

Apelul functiei definite anterior

X = read.fasta(exl.fasta)

seqCollapse = paste(toupper(as-character(x)), collapse = ")

blastRes = blastSegkK(x = seqCollapse, database = "nr', hitListSize = 3,
attempts = 20)



2. Alinierea multipla

Alinierea multipla se refera la alinierea globalda a mai multor secvente cu scopul detectarii unor
regiuni conservate de-a lungul evolutiei, identificarii unor grupari de proteine similare sau
construirii arborilor filogenetici.

Desi din punct de vedere teoretic tehnica programarii dinamice (care sta la baza algoritmilor
Needleman-Wunsch si Smith-Waterman) poate fi extinsa la cazul alinierii a mai mult de doua
secvente, din punct de vedere practic tehnica nu este eficienta in cazul a mai mult de 3 secvente.
In cazul mai multor secvente se prefera tehnici aproximative. Dintre acestea cele mai frecvent
folosite sunt cele de tip progresiv (de exemplu ClustalW sau TCoffee). Ideea principala a acestor
algoritmi este de a parcurge urmatoarele etape:

Se realizeaza alinierea tuturor perechilor de secvente (folosind un algoritm de aliniere
globala — de exemplu algoritmul Needleman-Wunsch)

Se construieste 0 matrice de similaritate (sau o matrice de distante): elementul de pe linia
i coloana j este raportul dintre numarul de potriviri din alinierea secventelor i si j si
lungimea alinierii. Cu cat secventele i si j sunt mai similare cu atat va fi mai mare
valoarea corespunzatoare din matrice (in matricea de distante cu cat disimilaritatea ¢ mai
mare cu atat mai mare va fi valoarea din matrice).

Se construieste un arbore de ghidare intr-o maniera similara construirii dendrogramelor
pe baza algoritmilor ierarhici aglomerativi (vezi lab 6).

Se realizeaza alinierea succesiva a cate doud secvente (fie secvente initiale fie secvente
de tip consens obtinute printr-o aliniere anterioara) in ordinea sugerata de arborele de
ghidare (se aliniaza prima data cele mai similare secvente)

2.1. Instrumente software pentru alinierea multipla a secventelor

Alinerea multipla poate fi realizata folosind implementari ale diferitilor algoritmi progresivi de
aliniere. Cele mai cunoscute si utilizate implementari sunt:

Suita Clustal (www.clustal.org) contine implementari ale algoritmului Clustal (ClustalW
— varianta clasica, ClustalX — varianta cu interfata grafica, ClustalOmega (varianta
eficienta care foloseste aliniere bazata pe modele de tip HMM — Hidden Markov Models
= modele Markov cu stari ascunse). Poate fi utilizata in diferite moduri:
0 Caserviciu web (ex: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?/ ) — dimensiunea
maxima a fisierului ce contine secventele de aliniat este IMb
0 Ca aplicatie caracterizata prin interfatd text (ClustalW) sau prin interfatd grafica
(ambele variante pot fi descércate de la
http://www.clustal.org/download/current/) - versiuni pentru Unix si Windows
0 Prin apel din alte aplicatii (ex: R)

Muscle (http://www.drive5.com/muscle/). Poate fi utilizat ca aplicatie Unix, Windows.
Exista pachet R (muscle)

TCoffee (http://www.tcoffee.org/ ). Poate fi utilizat ca:
0 Serviciu web (http://tcoffee.crg.cat/ ) — rezultatul alinierii este trimis prin e-mail.
Numarul de secvente care pot fi aliniate este 150.
0 Aplicatie Unix



http://www.clustal.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.clustal.org/download/current/
http://www.drive5.com/muscle/
http://www.tcoffee.org/
http://tcoffee.crg.cat/

Exercitiu 2:

(@) Sa se alinieze secventele de aminoacizi stocate in fisierul multiseq.fasta utilizand serviciile
web bazate pe Clustal si TCoffee

Indicatie: Se folosesc serviciile web de la http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ si
http://tcoffee.crg.cat/

(b) Sa se alinieze secventele de nucleotide din fisierul exMSA.fasta utilizdnd pachetul R muscle
(face parte din Bioconductor; necesita R 3.2.0).

Indicatie:
Instalarea si incarcarea prealabila a pachetului Muscle:
>source("http://bioconductor.org/biocLite.R")
> biocLite("muscle™)
Construirea unui set de secvente ADN pornind de la tablou cu siruri:
>seqs=DNAStringSet(c(“GATCA”,” GATATTA”,”"GTTGA”,” GTCAGCTCA"))
Construirea alinierii:
>aliniere=muscle(seqs)

3. Analiza filogenetica

Analiza filogenetica permite identificarea relatiilor de evolutie intre diferite specii (reprezentate
prin secvente ADN sau de aminoacizi). Rezultatul analizei este o diagrama ierarhica (similara
dendrogramelor utilizate in gruparea bazatd pe algoritmi ierarhici) numita arbore filogenetic.
Ramurile in arbore exprimd descendenta sau ascendenta in procesul de evolutie. De regulad
speciile analizate sunt asociate cu noduri frunza ale arborelui iar nodurile interne corespund unor
specii ipotetice care ar reprezenta stramosi comuni.

Principalele etape ale analizei filogenetice sunt:
e Alegerea secventelor pe baza carora se face analiza (biologii folosesc secvente prezente
la toate speciile — de exemplu ARN ribosomal sau gene mitocondriale).
e Stabilirea similaritatilor (sau a distantelor) dintre secvente prin aliniere (simpld sau
multipla).
e Construirea propriu-zisa a arborelui filogenetic. Existda mai multe categorii de metode:
O Metode bazate pe distante — necesitd determinarea similaritatii/distantei Intre
oricare doud secvente
0 Metode bazate pe principiul maximizarii simplitatii (maximum parsimony)
0 Metode bazate pe principiul verosimilitatii maxime

3.1. Construirea unui arbore filogenetic folosind metode bazate pe distante

Metodele bazate pe distante presupun ca pentru fiecare pereche de secvente se poate calcula
distanta dintre ele.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
http://tcoffee.crg.cat/

3.1.1. Algoritmul UPGMA (Unweighted Pair Group Method using arithmetic
Averages)

UPGMA se bazeaza pe aceeasi idee ca si algoritmii aglomerativi de clustering. Secventele
(speciile) vor corespunde nodurilor frunza. Fiecare nod are asociat un nivel (indltime) si fiecare
muchie are asociatd o etichetd (eticheta muchiei care uneste nodul i cu nodul j este diferenta
dintre indltimile corespunzatoare celor doud noduri).

Date de intrare: set de secvente (X1, X»,...)
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dendrograme)
Structura algoritm:

Initializare:

o Construieste lista initiald cu noduri (fiecare nod corespunde unei secvente X; care
defineste clusterul propriu C;) . Acestea sunt nodurile frunza ale arborelului. Pentru
fiecare nod se asigneaza inaltimea: h(C; )=0 si se retine numarul de secvente care fac
parte din clusterul corespunzator nodului (la initializare acesta este 1)

e Construieste matricea de distante (aceasta poate fi reprezentata ca o lista — pentru fiecare
element din lista se specificd perechea de noduri corespunzatoare si valoarea distantei)

Prelucrare repetitiva:

e Determina cele mai apropiate doud noduri (corespunzitoare clusterilor C; si Cj ) adica
perechea de noduri pentru care distanta dintre ele (dj;) este minima

e Grupeaza nodurile i si j si construieste nodul k ce corespunde reuniunii dintre clusterele
corespunzatoare nodurilor i si j (Cx = C; ~C; ). Nodul k va avea inaltimea h(Cy)= d;
12; eticheteaza muchia (Cy,C;) cu h(Cy)-h(C;) si muchia (Cy,C;) cu h(Cy)-h(C))

e Actualizeaza lista cu noduri prin marcarea nodurilor C; si C; ca inactive si adaugarea lui
C, ca nou nod activ

e Calculeaza distanta de la C la nodurile active si actualizeaza matricea (lista) cu distante

Conditie de terminare:
e Cand se ajunge la un singur nod activ (corespunde clusterului ce contine toate
secventele)

3.1.2. Algoritmul Neighbor-Joining

Are ca scop tot construirea unui arbore intr-o maniera similara algoritmilor aglomerativi de
grupare, insd se urmadreste minimizarea sumei lungimilor tuturor muchiilor ce unesc nodurile.
Din acest motiv la alegerea nodurilor care se unesc se determind perechea (i,j) pentru care
distanta dintre ele este minima, iar distanta medie fatd de celelalte noduri este maxima. Prin
urmare se alege perechea (i,j) care minimizeaza o valoare ajustatd a distantei:

D; :dij —(r +rj)
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Ajustarea distantei se bazeaza pe scaderea din distanta initiald dintre nodurile 1 si j a sumei
distantelor medii dintre nodul i (respectiv j) si celelalte (N-2) noduri.

3.2. Analiza filogenetica in R

Pachetul ape (necesita instalare si incarcare) contine o serie de functii care permit construirea si
vizualizarea arborilor filogenetici. Printre functiile implementate se afld si cea corespunzétoare
algoritmului Neighbor-Joining: nj care se apeleaza prin: nj(matriceDistante) si returneaza un
obiect din clasa phylo.

Matricea de distante se poate construi explicit pornind de la secvente ADN sau folosind functia
dist.dna.

Arborii filogenetici construiti prin nj pot fi vizualizati prin functia plot. Un apel de forma
plot(arbore) permite vizualizarea unui arbore cu radacina, iar un apel de forma plot(arbore, “u”)
vizualizeaza un arbore fara radacina.

Exercitiul 1.

# incarcarea unui set de date (predefinit in pachetul ape)
data(woodmouse)
# construirea arborelui filogenetic folosind algoritmul Neighbor Joining
arbore = nj(dist.dna(woodmouse))
# vizualizarea arborelui filogenetic (cu radacin)
plot(arbore)
# vizualizarea arborelui filogenetic (fara radacina)
plot(arbore, “u™)
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(@) Arbore filogenetic cu radacina (b)  Arbore filogenetic fara radacina



Teme (la alegere).

Varianta 1. Sa se implementeze o variantd simplificatd de algoritm euristic de cautare
caracterizata prin:

e primeste ca date de intrare doud secvente de aminoacizi (una scurtd ¢ — max 20
aminoacizi- si una mai lunga s — cca 200 aminoacizi); secventa scurta reprezinta sablonul
de interogare

e pentru fiecare subsecventd de cate k=3 aminoacizi din secventa de interogare q s€
identifica prezentele (potriviri exacte) in secventa de referinta s si pentru fiecare dintre
aceste prezente se realizeaza extinderea (in stdnga, in dreapta, alternativ in ambele
directii) cat timp scorul potrivirii este mai mare decat un prag T>0 (pentru calculul
scorului se utilizeaza matricea Blosum 62). Pragul T poate fi controlat de catre utilizator.

o dintre toate extinderile cu scor mai mare decét T se afiseaza cele cu scorul maxim.

Obs. Extinderile nu contin gap-uri

Varianta 2. Sa se implementeze algoritmul star-center pentru aliniere multipla de secvente ADN
(algoritmul este prezentat in cursul 8).



