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@ Comparacao de Sequéncias

« E necessario realizar um alinhamento de
sequéncias.

« Questdo: como alinhar e como classificar e - =
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o T TN
BGATATTANGAATAGGGATATA
TIAS BIGhAT TAREEACITNT
S0110101011264100 cug_l;!n
Fest PeTRana 01 T eere D0

Prof? Dr? Silvana Giuliatti

similaridade
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Homologia

Evento: duplicacdo do gene

Especiagéo
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« Alinhamentos podem ser entre:
— Pares de sequéncias
— Mlltiplas sequiéncias

* Global: similaridade é considerada ao longo de toda as seqliéncias

SSGYTCA--SKMGLG

NN I [l
SSKQTGKGSSR- ILG

» Local: similaridade é considerada apenas nas melhores regides
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Histérico

Matrizes de Pontos

1970 1988

« Matrizes de Pontos + Alinhamento com Banco de
dados
— FASTA

* Programacéo Dinamica
— Alinhamento Global

1990
— BLAST
1981
* Programacé&o Dinamica 1994
— Alinhamento local + Alinhamento multiplo
— CLUSTAL
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Matrizes de Pontos

Descrito pela primeira vez por Gibbs e MclIntyre (1970).
Método usado para alinhar duas sequéncias
Todas as regides possiveis de serem alinhadas séo encontradas

Nao permite a inclusdo de gaps
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Matrizes de Pontos

« Colocar uma seqliéncia em uma linha e a outra seqiiéncia em uma
coluna

« Colocar um ponto em todas as posigdes onde houver similaridade

« Diagonais revelam a similaridade entre as duas sequéncias
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=7
Programas para Matrizes de Pontos B Programacéao Dinamica

« “Problemado caixeiro viajante”

« Dotlet * Procura por todas as solugdes possiveis
— www.isrec.isb-sib.ch/java/dotlet/Dotlet.html — Encontra a solugdo 6tima
— Sequéncias curtas: até 10.000 caracteres

* Dotter
— www.cqgr.ki.se/cgr/groups/sonnhammer/Dotter.html
— Sequéncias até 100.000 caracteres

+ EMBOSS Dottup, Dotmatcher

— www.emboss.org
— Sequéncias maiores de 100.000 caracteres
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« Considerar as sequiéncias ACGGACT e ATCGGATCT

« Alinhamento de pares de seqliéncias

— Global e Local
— Pode considerar lacunas (gaps) ao longo do alinhamento A-CGGA-CT A-C-GG-ACT
L rrrr o |
« Encontrar o melhor alinhamento possivel — alinhamento 6timo ATCGGATCT ATCGGAT-CT

— Pode existir mais de um alinhamento 6timo

« Limitacao: pode se tornar lento dependendo do tamanho das

seqliéncias Qual destes é o melhor alinhamento?
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Score (Pontuagao) = 2 CB}: Score (Pontuagao)

Qual é o melhor alinhamento?

Score ou Pontuagéo: Medida pela qual os alinhamentos s&o Alinhamento 1 Alinhamento 2
quantificados

A-CGGA-CT A-C-GG-ACT
Considere o seguinte esquema simples de pontuac&o [ T I e I [ |

ATCGGATCT ATCGGAT-CT

+1 para igualdade  (match)
-1 para desigualdade (mismatch)
-2 para lacunas (gap)

+1241+1+1+1 -2 +1 +1 =42 +1-2+1-2+1 -1-2-2+141 =-4

Melhor Alinhamento: Alinhamento 1
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Programagéo Dinamica ) Programacé&o Dinamica
« Alinhamento Global - Algoritmo de Needleman-Wunsch (1970). 0 1 2 3 4
- G T A A
Alinh Local — Smith-Wat 1981 R ¢ TN I N I
. inhamento Local — Smith-Waterman
nento. ' (1981) tef.ag-1 [ -3 ] -5 ] -7 -GTA-A
— Modificagao do Algoritmo de Needleman-Wunsch
o I O L
. 3T 5 | -5 _2 o1 3 CTTAGA
+ Gerar uma matriz - w D4+l 241 =2
i I I | oo
» Encontrar todos os possiveis alinhamentos R BT ) ] T
CATTR [ -8
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CB}: Programacéao Dinamica

Alinhamento Local
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Matrizes de Substituicdo

Matrizes de Substituicdo PAM

+ PAM - Percent Accept Mutation
« Desenvolvida por Margaret Dayhoff et al (1978)

+ Considerou sequéncias de aminoacidos com pelo menos 85%
de similaridade

» As substituicdes de aminoacidos foram estimados
— 1572 mudancas em 71 grupos de seqliéncias de proteinas.

« Matriz mais utilizada PAM 250
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Matrizes de Substituicdo

» Sistemade pontuacéo biologicamente relevantes
« Paraproduzir alinhamentos biologicamente significativos
* Matrizes

— PAM

— BLOSUM

— Aminoacidos

— Nucleotideos
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Matrizes de Substituicao

Matriz PAM 250
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@ Matrizes de Substituicdo

Matriz PAM

Valor Zero = frequéncia de substituicdo entre dois aminoacidos é
esperada ao acaso

Valor menor que zero = freqiiéncia € menor que a esperada.
Substituicdo de dois aminoéacidos ao acaso.

Valor maior que Zero = freqiiéncia maior que a esperada.
Substituicdo ndo € ao acaso. Indica maior probabilidade de relacéo
com ancestral

a Giuliatti
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Matrizes de Substituicdo

Matriz de Substituicdo BLOSUM

BLOSUM - Blocks Substitution Matrix
Desenvolvidas por Henikoff e Henikoff, (1992)
Aminoécidos sdo organizados em blocos
Utilizou-se 500 familias de proteinas

Matriz mais utilizada BLOSUM62

ana Giuliatti

Matrizes de Substituicdo

Matriz BLOSUM

Valor Zero = probabilidade de substituigdo entre dois aminoacidos
iguais

Valor menor que zero = maior probabilidade de substituicdo de
dois aminoécidos ser ao acaso

Valor maior que Zero = maior probabilidade de substituicao entre
dois aminoacidos néo ser por acaso. Indica maior probabilidade de
relagdo com ancestral
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Métodos de Palavras

PAM X BLOSUM

» Calculadas de alinhamentos » Calculadas de alinhamentos
globais locais

« Sequéncias utilizadas com « Pode-se selecionar a
pelo menos 85% de similaridade entre as
similaridade seqliéncias

* As matrizes sdo « Cada matriz é gerada do
extrapolagdes da PAM 1 resultado de uma anédlise

» Usada para tragar origens « Usadas para encontrar
da Evolugéao das proteinas dominios conservados

Alinham sequéncias mais rapidamente.

Procuram por partes curtas idénticas (palavras ou k-
tuplas).

Pesquisas em bancos de dados: FASTA e BLAST

Seguem um método heuristico.
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- Desenvolvido por Pearson e Lipman (1988).

- Uma sequéncia de proteina ou DNA com todas as
sequéncias num banco de dados.

- Apresenta os alinhamentos locais da sequéncia analisada
com as sequéncias do banco.
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 Algoritmo escrito em linguagem C.
» Mais lento que BLAST.

* Procura por um numero k de consecutivas letras
(aminoacidos ou nucleotideos): palavras ou k-
tuplas.
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Métodos de Palavras

BLAST

A sequéncia de entrada deve estar no formato FASTA.
O algoritmo pode ser dividido em 4 etapas:
a) selecao das 10 melhores regides.
b) re-classificagao das 10 melhores regides.
c) selecdo das seqliéncias mais semelhantes.

d) alinhamento das seqliéncias selecionadas.
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Basic Local Aligment Sequence Tool

e Alinhamento de uma sequéncia de proteina ou DNA com
todas as sequéncias num banco de dados.

* Apresenta os alinhamentos locais da sequéncia analisada
com as sequéncias do banco.

e Mais rapido que FASTA.
» Algoritmo escrito em linguagem C.

e Procura por um numero k de consecutivas letras
(aminoé&cidos ou nucletideos): palavras ou k-tuplas.

CB}: | BLAST
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* Procura por palavras que sdo mais significantes

e A significAncia é incorporada ao algoritmo através de
matrizes de pontuacao.

e Buscar por identidades de comprimento k:
e 11 para nucleotideos

e 3 para aminoacidos
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e O algoritmo pode ser dividido em 4 etapas:
a) montagem da lista de palavras.

b) procura pelas palavras em cada sequéncia do
banco.

c) extensao.

d) alinhamento das sequéncias.
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d) Alinhamento das sequéncias

Determina se cada HSP ¢ estatisticamente
significante.

Depois de determinar se HSP é
estatisticamente  significante, faz o alinhamento
dos melhor es segmentos.
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Alinhamento Multiplo

* O ainhamento mdiltiplo de sequéncias identifica residuos ou
regiBes conservadas ou equivalentes em estruturas.

BIEELE
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EVALUE

O mais usado score é o Evalue: proporciona uma
estimativa do nimero de falsos positivos esperados.

Interpretacédo do Valor Esperado: Evalue

* E<101% = vaor muito baixo. Genes homdlogos ou idénticos.
» E<10® = valor moderado. Genes podem estar relacionados.
* E>1 = valor ato. Provaveis genes sem relagéo.

*0,5<E <1 = Regido duvidosa- “Twilight zone"

Twilight zone: nessa regido, nada é garantido sobre o significado das similaridades
observadas. Homologia ou ndo, nunca é garantida nessa érea.
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CB}: CLUSTALW

» Método heuristico

» Rapido e eficiente.

« Faz alinhamento progressivo dos perfis e sequéncias mais distantes
* O mais usado: ClustalW (Thompson et al, 1994)
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_ é-f: CLUSTALW
* Algoritmo de 3 etapas:

¢ Alinhamento em pares de todas as sequéncias para determinar
similaridade entre elas.

« Definir a ordem do ainhamento progressivo baseado na
similaridade.
« Construir o alinhamento multiplo baseado na ordem definida.

seq

Qual aordem do
alinhamento?
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é; 5 CLUSTALW

*Usa os dinhamentos em pares para calcular uma “distancia
genética’ entre todos os pares de sequéncias.

» Constr6i uma matriz de valores de distancias.
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CLUSTALW

Etapa 1: Alinhamento em pares de todas sequéncias para determinar
similaridade entre elas.

» Usamétodo de alinhamento (global) de pares de sequéncias

» Usamatriz de substitui¢éo e penalidade por gaps.
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CB}: CLUSTALW

Etapa 2: Definir a ordem do alinhamento progressivo baseado na
similaridade.

« Definir as sequéncias mais proximas: arvore de similaridade.
* Usamatriz de distancias para calcular aérvore.

* Método de junc&o por vizinhos (neighbor-joining)
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_ é; CLUSTALW

Etapa 3: Construir o ainhamento mdltiplo baseado na ordem
definida.

¢ Combinar os alinhamentos comegando com 0s grupos mais
proximos para os mais distantes
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