Comparacao e alinhamento de
sequéncias



Comparar sequéncias

« A comparacao de sequéncias de proteinas ou DNA/RNA € uma
ferramenta essencial na procura da existéncia de relacoes de
semelhanca entre o todo ou parte dessas sequéncias, na avaliacao
da sua proximidade evolutiva e na identificacao de regides
importantes na manutencao da estrutura e funcao

« Alinhamento e comparacao sao problemas que podem ser
expressos de forma matematica e para os quais existem
algoritmos robustos, mas:

- A parametrizacao do problema devera reflectir o nosso
conhecimento biologico (escolha das funcoes de score, gap
penalties e outros parametros que determinam as solucoes
oferecidas pelos algoritmos).



Para qué comparar sequéncias?

- Identificacao de regioes conservadas entre duas ou mais
sequéncias evidencia zonas importantes para a estrutura e/ou
funcao das proteinas correspondentes.

- Estimativa da distancia evolutiva entre os organismos dos quais
provém as sequéncias: maior disparidade das sequéncias
geralmente reflecte uma maior divergéencia evolutiva

- Identificar, de entre as sequéncias presentes numa base de dados,
aquelas que possuem semelhanca significativa com uma
determinada sequéncia de busca (identificacdo de homadlogos)

- Identificacao de uma sequéncia a partir de um fragmento



Comparar sequéncias nao € trivial

(a)

HBA_HUMAN GSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKL Idénticos: 18/41
Idéntico »>G+ +VK+HGKKV A+++++AH+D++ +++++LS+LH KL Similares: 17/41

HBB_HUMAN PKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKL % identidade: 43%

gaps
(b
BA_HUMAN GSAQVKGHGKKVADALTNAVAHV---D--DMPNALSALSDLHAHKL |1dénticos: 8/46

Similar — | ++ ++++H+ KV 3 B G +L+ L+++H+ K |[Similares: 17/46

LGB2_LUPLU NNPELQAHAGKVFKLVYEAAIQLQVTGVVVTDATLKNLGSVHVSKG |% identidade: 17%

gaps

()
HBA_HUMAN GSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDD SALSD----LHAHKL  |Idénticos: 13/45
GS+ + G + +D L ++ D+ A +AL D ++AH+ Similares: 12/45

GST7_CEL  GSGYLVGDSLTFVDLL-<VAQHTADLLAANAALLDEFPQFKAHQE |7 identidade: 28%

(@) Sequéncias muito aparentadas: cadeias a e B-hemoglobina humanas
(b) Sequéncias aparentadas: a-hemoglobina humana e leghemoglobina vegetal

(c) Sequéncias NAO aparentadas: a-hemoglobina humana e GST-7 de C. Elegans



Homologia vs. semelhanca

Os termos homologia, semelhanca e identidade tém significados
distintos no contexto da analise de sequéncias biologicas:

-Homologia: descreve um parentesco evolutivo entre duas sequéncias que
poderao corresponder a proteinas de funcdées homologas em diferentes
organismos (exemplo: citocromo ¢ humano e citocromo ¢ bovino).

-Semelhanca: descreve o grau de parecenca entre duas sequéncias,
independentemente do seu contexto ou significado bioldgico. E quantificada
através de um método matematico de alinhamento e depende da escolha do
“scoring scheme” (matriz de scoring).

-Identidade: a percentagem de identidade entre duas sequéncias alinhadas
é geralmente definida como sendo a razao entre o niUmero total de residuos
idénticos e o nuUmero total de residuos do alinhamento (incluindo gaps).



Comparar sequéncias: dot plots

Um “dot plot” € um modo de comparacao de duas sequéncias baseado
na construcao de uma matriz de N linhas e M colunas, em que N e M sao
os comprimentos das duas sequéncias a comparar.
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Comparar sequéncias: dot plots

Um “dot plot” € um modo de comparacao de duas sequéncias baseado
na construcao de uma matriz de N linhas e M colunas, em que N e M sao
0os comprimentos das duas sequéncias a comparar.

Sequéncia 2
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Tripsina de salmao

Exemplo de dot plot (1)

Trypsina humana
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Exemplo de dot plot (2)

Sequéncia da ATPase de cacao

Sequéncia da ATPase de lampreia
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“window size” (11)

Uma linha de pontos indica regides similares Esquﬂeum_a f'e “_scor_inq”
(1 p/-posicoes iguais,

0 p/ posicoes diferentes)

1y V ATGOC
0:1.1=9

QOQ 3P
O R O O
= O O O

ACCTGCCCTGTCCAGCTTACATGCATGCTTATAGGGGCATTTTACAT

d >
ACCTGCCGATTCCATATTACGCATGCTTCTGGGTTACCGTTCAGGGCATTTTACATGTGCTG




Comparacoes usando “dot plots”

Deteccao de correspondéncias exactas entre regioes

AT GC

1)_ Escolher um A1 0O00O
esquema de score TIO 1 0 O
GI0010

ci0O0O01

e um tamanho de janela

Para cada par de janelas, calcular o score usando a matriz,

e no caso do score maximo (11) ser atingido:

ATGCTTATAGG] RTGCTTATAGG]

vvy

1+141+1+1+141+1+1.1.1=11 “ 1+1+1+1+1+1+0+1+0:1,1=9 X
== 0 2

ATGCTTCTGGG Marcar um ponto ATccrTerceee Nao marcar um ponto

Neste caso o score de cut-off usado foi 11, mas podia ser um valor mais baixo



Dot plot com window size =1

Tripsina de salmao

Trypsina humana
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Dot plot com window size = 15

Trypsina humana
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Insulina Humana: autocomparacao
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Ll L LA L Ll
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Autocomparacao: deteccao de regioes repetidas numa sequéncia

\ 4



Autocomparacao: deteccao de mutiplas regidoes repetidas

\ 4



Alinhamento de sequéncias

« Consideremos as duas sequéncias de caracteres:

GAATTCAGTTA
GGATCGA

« Pretendemos alinhar estas sequéncias de modo a
obter um score maximo na sua comparacao



O que se entende por “alinhar” ?

« Alinhar é estabelecer uma correspondéncia
entre as duas sequéncias, o que pode ser feito
Inserindo espacos:

GAATTCAGTTA
GCG-G--AT--CGA



O que se entende por “score” ?

« Um score € um numero que € associado a cada um dos possiveis
alinhamento e que pode ser definido de varias maneiras

Exemplo: associar um valor de 1 a cada posicao idéntica nas duas
sequéncias, e 0 a posicoes diferentes

AT G|C

A 1(0|0]|O0

GAATTCAGTTA Tlol1lolo

GGA-TC-G--A P I B e e
Score=6

C|0|0|0 |1

Alinhamento Matriz de score



Como achar o score maximo ?

« Podiamos tentar experimentar TODOS alinhamentos possiveis, e
escolher aguele que produzisse o score maximo ?...

...em geral, a reposta € nao !

« Para o caso apresentado, existem mais de 3000 alinhamentos
possiveis... para duas sequéncias de 250 caracteres
(comprimento médio de uma sequéncia de proteina) ja existem
mais de 10149 alinhamentos, um niumero que esta muita para la
de toda a poténcia computacional disponivel no planeta Terral!

Mas....

- O alinhamento optimo, que é aquele que maximiza o score,
pode ser encontrada sem ter que listar de forma exaustiva o
conjunto de todos os alinhamentos possiveis. Para este efeito
existem varios algoritmos computacionais de grande eficiéncia.



Alinhamento global vs. local

; Alinhamento global: as

A & sequéncias A e B sao comparadas
- | na totalidade do seu
+ | comprimento, sendo as
Global Alignment . .
diferencas de comprimento da
sequéncia compensadas com
“gaps” (insercoes)

O e R R Alinhamento local: consiste na

\ \ / / identificacao de regides isoladas

: | de elevada similaridade entre as
duas sequéncias,
* i g Independentemente do seu

contexto.



Algoritmo de Needleman-Wunsch

Needleman, S.B & Wunsch, C.D (1970) J.Mol.Biol. 48:443

. E um algoritmo de programacao dindmica capaz de encontrar o
alinhamento optimo global de duas sequéncias.

« Como ponto de partida necessitamos apenas de uma matrizcom o
score de alinhamento para cada par de aminoacidos (ou bases
nucleotidicas) e uma gap penalty (funcao que atribui um score de
“penalizacao” para a criacao de um espaco, ou “gap”, na
sequéncia).

« Este algoritmo produz unicamente o alinhamento 6ptimo, nao
permitindo identificar outros alinhamentos com scores proximos
do optimo e que poderao ser biologicamente relevantes
(alinhamentos sub-6ptimos).



Wunsch

tmo de Needleman-

Algor

Exemplo

enclaS GVTAH e AVTLI

N

Pretende-se alinhar as sequ

A matriz de score usada vai ser a BLOSUM50
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Scores de match /| mismatch que serao usados



Algoritmo de Needleman-Wunsch

Outro score que sera usado:

 Insercao de gap no alinhamento tem um score negativo = -1

1) Construcao da matriz de alinhamento

d G Vv T A H

rH < r» Q




Matriz de alinhamento

Todos possiveis alinhamentos sao caminhos nesta matriz

- < > Q

GVATH

Score=0+5+5+(-2) + (-4)
AVTLI

G \' T A H
Alo o o 5 2
v |4 5 0o o -
T|2 o 5 o0 =2
L |4 1 4 2 .3
L | 4 4 a4 1 4

= +4




Matriz de alinhamento

Todos possiveis alinhamentos sao caminhos nesta matriz

Gap na sequéncia inferior

- rr 4 < >»

A ANV A OO
A o O 0 oL
L L oo o ol|l+H
- N © o uof»
 OFURE O N O = =

o < > Q

\. Gap na sequéncia
superior

GVT-AH
A-VTLI Score= 0 + (-1) + 0 + (-1) + (-2) + (-4) = -8



Matriz de alinhamento

Todos possiveis alinhamentos sao caminhos nesta matriz

d G V T A H
G \) T A H

d A 0 0 0 5 -2
A v |4 5 0 0o -4

T -2 0 5 0 -2
v L -4 1 -1 -2 -3
T | -4 4 -1 -1 -4
L
|
GVTAH----- Score= (-1) + (-1) + (-1) + (-1) + (-1) + (-1) +

_____ AVTLI (-1) + (-1) + (-1) + (-1) = -10




Matriz de alinhamento

Todos possiveis alinhamentos sao caminhos nesta matriz

- rr 4 < »
A AN b OO

A o0 O o o<

L LN o0 o ol+H

L A o o al»

IO E -

o < > Q

GVT-AH Score=0+5+5+ (-1)+ (-1) + (-1)
AVTLI-

+7




Algoritmo de Needleman-Wunsch

2) Insercao dos valores da gap penalty

d G VvV T A H
d | o 1 2 3 -4 5
A | -1
vV | -2
T | -3
L | -4
| 5

Neste caso a gap penalty tem valor -1



Algoritmo de Needleman-Wunsch

3) Preenchimento da tabela, da esquerda para a direita e de cima
para baixo, de acordo com seguinte regra:

(H(@i—-1,j-1)+5(, j)
H(, j)=max{H({@-1,j)+S(-,i)
H(, j-1)+S8(3i,-)
S(L,j) € o score da matriz de score (BLOSUMSO0 neste caso), €

S(-,J) € S(1, -) scores para insercao de um gap horizonal ou vertical

H(i-1,j-1) H(i—ll,j)

v
HG,j—1) - H(@))

d G Vv T A H G v T A H
A 0 0 0 5 -2
d 0 " -1 g 2 | 3| 4 5 vle & o o 4
A 1 04__143_2\24_1 T|-2 o0 5 0 -2
T L -4 1 -1 2 -3
V '2 '1 \ 5 D 4 - 3 — 2 | -4 4 -1 -1 -4
T 3 E 1\ 10— 9 «—— 8 Scores da matriz BLOSUM50
t ! i \ i Cada célula mantém a informacao
L -4 -3 3 9 8+ 7 n :
T T g\ da proveniéencia do valor anterior
(setas)
I -5 -4 2 8§+— 7




Algoritmo de Needleman-Wunsch

4) Tracar o caminho desde o canto inferior direito, seguindo as
setas. Cada movimento horizontal ou vertical corresponde a uma
gap na sequéncia respectiva.

d G V T A H
d 0 - -2\-3\- -5
A -1 24—-1<—-2 2 +— 1
V -2 -1 i<—4<—3<—2
A
T -3 -2 4 10 «— 9 «— 8
44
L -4 -3 3 9 8 «— 7
PO S
I -5 -4 2 8 8 7
G \Y; — A H
A \; T L | — | Score: 7

Alinhamento optimo



GGGGG

Gap penalty = -1 CQ)O S GVT-AH

-------

Match [ Mismatch—| 7| 2 0o 5 o0 2 AVTLTI -
L | -4 1 4 2 -3

p
+4 +10— +9—+8
A N A

+3 +9«— +8«—+7
A A
+2 +8\+8<—+7



Alinhamento local: algoritmo de Smith-Waterman

Smith, T.F. & Waterman, M.S (1981) J.Mol.Biol. 147:195-197

O algoritmo de Smith-Waterman é uma versao modificada de N-W que permite
encontrar o alinhamento local éptimo entre duas sequéncias.

-

0
HGi-1,j-1)+S5(@,))
H(G-1,j)+S8(-,i)
H(i,j—1)+S8(@,-)

H(i, j) = max <

Se o valor calculado partir das células anteriores for <0, é substituido pelo valor zero e
o alinhamento termina nesse ponto. O alinhamento local inicia-se na célula de valor
mais alto da matriz de alinhamento.



Alinhamento local: algoritmo de Smith-Waterman

H E A G AW G H E E

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

P
NLN
A 0 0 0 5 0 4 0 0 0 0 0
\
W 0 0 0 0 2 0 DU 4
s
H 0 10— 2 0 0 0 12 18 e 14— 6
TN\ ]
E 0 2 16+ 8 0 0 4 10 18 28 20
TN, A N N
A 0 8 2113 3 0 4 10 20 20
N e R
E 0 13 18 12 4 16
x = AWGHE
y = AW-HE

Para que este algoritmo funcione, é necessario que o
score esperado para um alinhamento aleatorio seja
negativo, e que existam valores positivos na matriz de
comparacao



Importancia do alinhamento local

Muitas proteinas apresentam uma estrutura modular, tendo regioes com
proveniéncias evolutivas distintas e relacionadas com diferentes familias.

A comparacao local de duas sequéncias permite mais facilmente
reconhecer estas regidoes, mesmo quando na sua globalidade as
sequéncias sao largamente discrepantes.

Exemplo:

F12

‘/I‘/'//I / ___________ » Dominios
homologos
PLAT meFIER K | K

PLAT - plasminogen activator
F12 — coagulation factor XI|



Dominios SH (Src Homology Domains)

Crk

@-

Grb2
3 7
Zap/0

Vav

Shp

Multiplas proteinas com funcoes muito variadas sao
construidas a partir de diferentes combinacoes dos
dominios SH1, SH2 e SH3. Os dominios Src tem
activade de tirosina cinase.



Familia do plasminogeneo

o e LD T
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