Matrizes de score

«As matrizes de score, ou matrizes de substituicao, permitem obter um
score para a comparacao de cada um dos possiveis pares de aminoacidos

 Os valores destas matrizes expressam as diferentes tendéncias de
conservacao dos aminoacidos em posicoes homologas de duas sequéncias

 Existem diferentes tipos de matrizes de score, baseados em diferentes
analises e diferentes pressupostos sobre os mecanismos de substituicao

« O processo de insercao (criacao de gaps) € geralmente tratado
separadamente (nao ha scores nas matrizes para alinhamento com gaps)

 Os dois tipos de matrizes mais usados sao:

Matrizes PAM: baseadas na comparacao, por alinhamento global, de
familias de sequéncias muito proximas

Matrizes BLOSUM: baseadas no alinhamento de regioes de elevada
similaridade (blocos) em diferentes grupos de proteinas.
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Matrizes PAM

« As matrizes PAM sao geradas a partir
das frequéncias de substituicao para
Matriz PAM 256 sequéncias muito proximas (%id >
85%) e depois extrapoladas para
sequéncias mais distantes

« Assume-se que a probabilidade de
substituicao numa posicao é
independentes das substituicoes
anteriores e dos residuos
circundantes

« As matrizes PAM deverao ser
escolhidas de acordo com o grau de
proximidade esperado entre as
sequéncias.

Exemplo:
" PAMA400 - sequéncias distantes
10 PAM10 - sequéncias proximas
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1 PAM =1 Point Accepted Mutation per 100 aminoacids
PAM250 ~ 20% de identidade entre as sequéncias



Alinhamento de sequéncias de citocromo b de primatas (fragmento)

POOB156
Q9GOS9
Q2Y067
Q34876
Q3YLC2
047488
Q9G946
047892
Q50DL8
Q35930
Q35677
Q34341
Q35131

POO156
Q9GOS9
Q2Y067
Q34876
Q3YLC2
047488
Q9G946
047892
Q56DL8
Q35930
Q35677
Q34341
Q35131

POO156
Q9G@S9
Q2Y@67
Q34876
Q3YLC2
047488
Q9G946
047892
Q5eDL8
Q35930
Q35677
Q34341
Q35131

CYB_HUMAN
CYB_MICMU
CYB_AOTAI
CYB_LEMCA
CYB_MIRZA
CYB_CEPBA
CYB_PROCO
CYB_NOMLE
CYB_CHLAE
CYB_SAISC
CYB_PROTA
CYB_DAUMA
CYB_NYCCO

CYB_HUMAN
CYB_MICMU
CYB_AOTAI
CYB_LEMCA
CYB_MIRZA
CYB_CEPBA
CYB_PROCO
CYB_NOMLE
CYB_CHLAE
CYB_SAISC
CYB_PROTA
CYB_DAUMA
CYB_NYCCO

CYB_HUMAN
CYB_MICMU
CYB_AOTAIL
CYB_LEMCA
CYB_MIRZA
CYB_CEPBA
CYB_PROCO
CYB_NOMLE
CYB_CHLAE
CYB_SAISC
CYB_PROTA
CYB_DAUMA
CYB_NYCCO
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MTPMRKTNPLMKLINHSFIDLPTPSNISAWANNFGSLLGACLILQITTGLFLAMHYSPDAS
MTNIRKTHPLMKIMNNSFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGACLVIQIITGLFLAMHYTADTT
MTSPRKTHPLAKIINESFIDLPTPSNISSWWNFGSLLGICLIIQITTGLFLAMHYTPDTS
MTNIRKNHPLMKIMNSSFIDLPTPSNISSWWNFGSLLGACLALQIITGLFLAMHYTADTT
MTNIRKMHPLMKIMNSSFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGACLAIQIITGLFLAMHYTADTA
MTNLRKTHPLMKIINHSFIDLPAPSNISAWWNFGSLLGVCLGLQIVTGLFLAMHYTSDTM
MTNIRKNHPLIKIMNSSFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGACLALQIITGLFLAMHYTADTT
MTPLRKTNPLMKLINHSLVDLPAPSNISMWWNLGSLLGTCLVLQIVTGLFLAMHYTPDAS
MTPMRKSNPIMKMINHSLIDLPTPSNISMWWNFGSLLAFCLILQIITGLFLAMHYSPDTS
MTSPRKTHPLKKMINNSFIDLPTPSNISFWWNLGSLLGACLIIQITTGLFLAMHYTPDTQ
MTNIRKNHPLIKIMNSSFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGACLALQIITGLFLAMHYTADTT
MTNIRKTHPLIKIINNSFIDLPTPSNISSWWNFGSLLGTCLILQILTGLFLAMHYTSDTT
MTNIRKNHPLMKIINHSFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGLCLTIQIVTGLFLAMHYTSDTS
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A similaride destas sequéncias
& muito elevada pelo que
podemos alinha-las
“manualmente”

As frequéncias de ocorréncia
das substituicao de pares de
amino acidos podemo ser
obtidas por contagem directa
no alinhamento

Estas frequéncias de
ocorréncia podem ser
convertidas numa matriz de
probablidades de transicao
(mutacao)

As frequéncias sao
extrapoladas para distancias
evolutivas maiores

Estes calculos tém que ser
feitos com milhares de
sequéncias para serem
estaticamente fiaveis!



Percentagens de identidade para o alinhamento do cit b de primatas

Percent Identity Matrix

[ % sp|Q34341|CYB_DAUMA

[ % sp|Q34876|CYB_LEMCA

() % sp|Q9G946|CYB_PROCO

[J % sp|Q35677|CYB_PROTA

O % sp/Q9GOSY|CYB MICMU

[J % sp|Q3YLC2|CYB_MIRZA

[ = sp|O47488|CYB_CEPBA

[ % sp|Q35131|CYB_NYCCO

O % sp|Q2Y087|CYB_AOTAI

[ % sp|Q35930|CYB_SAISC

O % sp|Q50DL8|CYB_CHLAE

O % sp|P00156/CYB_HUMAN

[ % sp|047892|CYB_NOMLE
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Ebvolucao por mutacoes sucessivas

XX XXXXXXXXXXXAX XX XXX XXXXKXLXXX

| Score=1
o ):9.9.9.9.9.9.9.9.90.9.9.0()0.9.9.90.9.90000.9.9.9.90.¢
'8 Score=0
q>) \ 4
& XX KX XXKXXXXKXXXEX XXX XXX KXXXXKXXX Taﬂpo

KX KX XXX XXX XXX XAX XX XXX XXX XXXXX
Pouco provave| ssp 1 Score=-6

XXX XXX XXXXXX XWX XXX XXX XXKXXKXX \/

Reversao: o aminoacido numa determinada posi¢cdo pode mutar sucessivas vezes e voltar
a dar origem ao aminoacido inicial.



PAM >= 100 - %id

% de identidade
minima para
conseguir produzir
um alinhamento

Distancia PAM versus % de identidade

——

% identidade

Unidades PAM

99 1
95 5
90 11
85 17
80 23
75 30
70 38
66 47
60 56
55 67
50 80
45 94
40 112
35 133
30 159
25 195
20 246
15 328

A percentagem de identidade nao
reflete exatamente o niUmero de
substituicoes que ocorreram numa
determinada posicao, pois ha
mutacodes “ocultas” mascaradas pela
reversao

O numero de idades PAM de
distancia entre duas sequéncias é
quase sempre superior ao numero
de substituicoes visiveis no
alinhamento (100-%:id).



Probabilidade para a mutacao de um aminoacido a
PAM1 e a PAM250

A uma distancia de PAM1, a
probabilidade da fenilalanina nao
mutar € 99%, e a probabilidade de
mutar num dos outros 19
aminoacidos é ~1%

A uma distancia de PAM250, a
probabilidade de a fenilalanina ser
conservada é de 32%, e de mutar em

um qualquer dos outros aminoacidos
e 68%

As probabilidades individuais de
mutacao em cada um dos outros 19
aminoacidos sao diferentes

Amino acid

change PAM1 PAM250

Phe to Ala 0.0002 0.04

Phe to Arg 0.0001 0.01

Phe to Asn 0.0001 0.02

Phe to Asp 0.0000 0.01

Phe to Cys 0.0000 0.01

Phe to Gln 0.0000 0.01

Phe to Glu 0.0000 0.01

Phe to Gly 0.0001 0.03

Phe to His 0.0002 0.02

Phe to Ile 0.0007 0.05 :

Phe to Leu 0.0013 0.13 Probablidade da
Phe to Lvs 0.0000 0.02 Fenilalanina nao mutar:
Phe to Met 0.0001 0.02 / 99% (1 PAM)
Phe to Phe 0.9946 0.32 32% (250 PAM)
Phe to Pro 0.0001 0.02

Phe to Ser 0.0003 0.03

Phe to Thr 0.0001 0.03

Phe to Trp 0.0001 0.01

Phe to Tyr 0.0021 0.15

Phe to Val 0.0001 0.05

SUM? 1.0000 1.00

“Approximate since scores are rounded off.



Matriz PAM 1 — probabilidades de transicao

Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

A R N D c Q E G H I L K M F P S T W Y v

Ala A 9867 2 9 10 3 8 17 21 2 6 4 2 6 2 22 35 32 0 2 18
Arg R 1 9913 1 0 1 10 0 0 10 3 1 19 4 1 4 6 1 8 0 1
Asn N 4 1 9822 36 0 4 6 6 21 3 1 13 0 1 2 20 9 1 4 1
Asp D 6 0 42 9859 0 6 53 6 4 1 0 3 0 0 1 5 3 0 0 1
Cys C 1 1 0 0 9973 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 5 1 0 3 2
Gln Q 3 9 4 5 0 9876 27 1 23 1 3 6 4 0 6 2 2 0 0 1
Glu E 10 ] ) 56 ] 35 9865 4 2 3 1 4 1 ] 3 4 2 ] 1 2
Gly G 21 1 12 11 1 3 7 9935 1 0 1 2 1 1 3 21 3 0 0 5
His H 1 8 18 3 1 20 1 0 9912 0 1 1 0 2 3 1 1 1 4 1
Ile I 2 2 3 1 2 1 2 0 0 9872 9 2 12 7 0 1 7 0 1 33
Leu L 3 1 3 0 0 6 1 1 4 22 9947 2 45 13 3 1 3 4 2 15
Lys K 2 37 25 6 0 12 7 2 2 4 1 9926 20 0 3 8 11 0 1 1
Met M 1 1 0 0 0 2 0 0 0 5 8 4 9874 1 0 1 2 0 0 4
Phe F 1 1 1 0 0 0 0 1 2 8 6 0 4 994¢ 0 2 1 3 28 0
Pro P 13 5 2 1 1 8 3 2 5 1 2 2 1 1 9926 12 4 0 0 2
Ser S 28 11 34 7 11 4 6 16 2 2 1 7 4 3 17 9840 38 5 2 2
Thr T 22 2 13 4 1 3 2 2 1 11 2 8 6 1 5 32 9871 0 2 9
Trp W 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 9976 1 0
Tyr Y 1 0 3 0 3 0 1 0 4 1 1 0 0 21 0 1 1 2 9945 1
Val v 13 2 1 1 3 2 2 3 3 57 11 1 17 1 3 2 10 4] 2 9901

(as probabilidades estao multiplicadas por 20000 para maior legibilidade)
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Matriz PAM 1 - log odds scores
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Os valores de score sao logaritmos
S = log, (piM;/ pipy)

S;;= score (“log odds” ratio)

M;; = score da matriz de transicao (probabilidade observada de substituicao do
residuo p; por p;

p; , P; = probabilidades de ocorréncia dos aminoacidos

b = base do logaritmo (arbitraria)
Odds ratio (p; M;/p;p) — razdo entre a probabilidade de ocorréncia de uma transicao, e a
probabilidade de ocorréncia dessa mesma transicao num modelo aleatorio

AR
GGVNLVH

P *P, P3P Ps* PP = Pa (probabilidade de ocorréncia do alinhamento)

dado que log(a*b) = log(a) + log(b) temos:

log(Pa) =log(p1*P2*P3*P4*Ps*Pe™P7) =
lOg(pl) +lOg(|02) +lOg(|03) +lOg(p4) +lOg(p5) +log(p6) +log(p7)

Assim, se usarmos log(p;) como valor de score para cada para de residudos, a soma
destes valores produz o logaritmo do score total log(Pa) !



Familia de Matrizes PAM

Familia de matrizes de substituicao — PAM 1, PAM 2, etc. — onde
PAMn € adequada a comparacao de sequéncias que distam entre si
de n PAM

PAM n = (PAM 1)"

PAM2 = PAM1 x PAM1

PAM4 = PAM2 x PAM2

PAM8 = PAM4 x PAM4

PAM16 = PAM8 x PAM8
PAM32 = PAM16 x PAM16
PAM64 = PAM32 x PAM32
PAM128 = PAM64 x PAM64
PAM256 = PAM128 x PAM128

Nao confundir com as matrizes PAM de substituicao com as
matrizes PAM de score.

Matrizes PAM de score sao obtidas a partir das matrizes PAM de
substituicao calculando os logaritmos da razao das frequéncias
observadas e esperadas (“log odds score”)..
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Matrizes BLOSUM

Matriz BLOSUM62
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« As matrizes BLOSUM sao construidas a partir
da alinhamentos locais sem gaps de regioes
de elevada similaridade

« Estes alinhamentos (blocos) estao organizados
numa base de dados chamada BLOCKS

« O numero da matrizBLOSUM indica a
percentagem de identidade usada para
agrupar as sequéncias

«  Quanto mais baixo o valor, maior a diversidade
incorporada na criagao da matriz

Exemplo:
BLOSUMOO0 - para sequéncias préximas
BLOSUM20 - para sequéncias afastadas

BLOSUMnN - sao comparadas sequéncias com uma
percentagem de identidade nao
superior n% .

BLOSUM N - construida a partir de blocos com similaridade nao superior a N%



Exemplo de entrada na base de dados BLOCKS

Block PR00808SA

ID AMLASEINHBTR; BLOCK

Ac PRO0O808A; distance from previous block=(6,42)

DE Cereal trypsin/alpha-amylase inhibitor family signature
BL adapted; width=15; seqgs=34; 99.5%=771; strength=1203
049864 ( 29) CAPGDALPHNPLRAC 28

042865 29) CRAPGDALPHNPLRAC 28
IZARE HORVU|P01086 29) CAPGDALPHENPLRAC 28
049861 29) CAPGDELPHNPLRAC S0
043863 29) CAPGDALPANPLRAC 30

023882
IZAD HORVU|P11643

32) CSPGVAFPINLLGHC 43
32) CSPGVAFPINLLGHC 43

049862 29) CARPGDALPANPLRAC 30
ITRF MAIZE|P01088 34) CVPGWAIPHNPLPSC 50
024000 32) CSPGVAFPTNLHGHC 100
IZ03 WHEAT|P17314 29) CVPGVAFRINLLPHC 63
049867 29) CRPGDALPANPLRAC 30

ILAR HORVU|P32936
IL16 WHERT |P16159
IL02 WHEAT|P16851
IRAA HORVU|P28041
041540

IZAT ELECO|P0108
RA14 ORYSA|QO188
040652

RAG2 ORYSA|QO18E5
IZ01 WHEAT|P16850

30) CTPWTIATPITPLPSC 54
30) CTPWMSTLITPLPSC 69
30) CYPGMGLPSNPLEGC 39
30) CYAGMGLPSNPLEGC 57
30) CTPWISTLITPLPSC 71

6) CIPGMAIPHNPLDSC g
41) CQPGMGYPMYSLPRC 35
41) CQPGMGYPMYSLPRC 35
41) CQPGMGYPMYSLPRC 35
30) CYAGMGLPINPLEGC 53

-
7
2

P393602 32) CQPGVAFPHNALATC 43
Q40655 42) CQPGMGYPMYPLPRC 30
Q40654 41) CQPGIGYPTYPLPRC 36

RAZOS ORYSA|QO01881
RZ&17 ORYSA|QO018E83
IZn HORVU|P16363
IZn4 SORBI|P81367
IZA1 WHEAT|P01085
049356

IZA2 WHEAT|P01083
IZAS WHEAT|P01084
IZA2 HORVU|P13691
s

41) CQPGMGYPMYSLPRC 35
39) CRPGISYPTYSLPQC 71
33) CQLGVDFPENPLATC 98
7) CAPGLAIPAPPLPTC 56
6) CYPGQAFQVPALPAC 56
37) CDPATGYKVSALTGC 71
7) CNPATGYKVSALTGC 77
6) CYPGQAFQVPALPGC 57
37) CDPEMGHKVSPLTRC 96

http://blocks.fhcrc.org/



Matriz Utilizacao % identidade

PAM40 Alinhamentos curtos, 70-90
elevada similaridade

PAM160 Detecgcédo de membros 50-60
de uma familia

PAM250 Alinhamentos de ~20-30
sequéncias distantes

BLOSUM90 Alinhamentos curtos, 70-90
elevada similaridade

BLOSUMS0 Deteccédo de membros 50-60
de uma familia

BLOSUMG62 Eficaz na deteccgao de 30-40
possiveis similaridades

BLOSUM30 Alinhamentos longos, <30
sequéncias distantes

Baxevanis,A.&QOuelette “Bioinformatics: a practical guide to analysis of genes and proteins” (3rd Edition), Wiley & Sons Inc., 2005




Matrizes de probabilidades de transicao para
nucleotidos

Transicoes: Ao G, CoT

Transversoes: AT, GoT

AoC, GoC

Frequéncias de mutacao uniformes (1 PAM)

A T G C
A 099
T 0.0033 0.99
G 0.0083 0.0033 0.99
C 0.0033 0.0033 0.0033 0.99

Transicoes mais frequentes (3x) que transversoes

A T G C

A 099

T 00020 0.99

G 0.0060 0.0020 0.99

C 0.0020 0.0060 0.0020 0.99




Matrizes de score para nucleotidos (log odds)

Sij=log, (0 M;;/ pipy)

S;= “log odds” score

M;;= score da matriz de transicao

p; » p; = probabilidades de ocorréncia dos nucleotidos
b = base do logaritmo (arbitraria)

Frequéncias de mutacao uniformes (1 PAM) Transicoes mais frequentes (3x) que transversoes
A T G C A T G ¢
A 2 A 2
T 6 2 T -5 2
G 6 -6 2 G -7 -7 2
C 6 -6 -6 2 C 5 -7 -5 2
Saa=10g,(0.25%0.99/0.25%0.25) ~ 2 St A= 0g,(0.25*0.0020/0.25*0.25) ~ -5

S; 4= l0g,(0.25*0.0033/0.25%0.25) ~ -6 Sea= 10g,(0.25%0.0060/0.25*0.25) ~ -7



Interpertacao fisica dos valores das matrizes de

score
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Gap penalties

A insercao ou delecao de porcoes de uma sequéncia sao eventos raros que
conduzem a divergéncias de comprimento entre sequéncias homologas.

Estas diferencas de comprimento implicam a necessidade inserir espacos
(“gaps”) num alinhamento, mas esta insercao tem que ser pesadamente
penalizada para estar de acordo com a raridade destes eventos.

Existem diferentes esquemas de penalizacao dos gaps (“gap
penalties”),mas todos passam pela atribuicao de um score negativo que
esta geralmente relacionado com o comprimento do gap.

Esquemas mais comuns:

- Constante: o tipo mais simples, consistem a atribuir uma penalizacao
constante cada vez que é criado um gap num alinhamento

« Linear: a penalizacao é proporcional ao comprimento total dos gaps
criados no alinhamento, nao dependendo do seu nimero

« Afim (affine gap penalties): as penalizacdes possuem um termo constante
para cada gap criado, e um termo proporcional ao comprimento do gap
criado.



Penalidades afins (Affine gap penalties)

Uma representacao mais realista do processo de evolucao das proteinas deveria
penalizar de modo diferente a criacdo e a extensdo de um gap. Para entender este
facto, devemos considerar que os alinhamentos entre sequéncias tem tendéncia a
conter poucos gaps, mas quase sempre com varios residuos de comprimento.

Se atribuirmos uma penalidade ¢ para a criacao de um gap e uma penalidade e para
a sua extensao, temos:

gsp=c+nxe,

em que n é o comprimento do gap.

Nao existe uma teoria rigorosa para a escolha de valores para este parametros!

Valores usuais:

c=-10,e=-2 (FASTA)
c=-5...-10,e =-1, -2 (BLAST)
c=-12, -2 (Smith-Waterman)

O valor 6ptimo das gap penalties depende da matriz de score usadal!

Reese, JT & Pearson, WR (2002) Bioinformatics, 18:1500-1507



Alinhamentos sub-optimos: o programa LALIGN

Comparison of:

() £9-human.aa >F9 gi|119772|sp|P00740|FA9_HUMAN COAGULATION FA -
(B) fl2-hum.aa >F12 gi|119763|sp|P00748|FAl2_HUMAN COAGULATION -
using protein matrix

35.4% identity in 254 aa overlap; score: 358

220 230 240 250 260 270
F9 QSFNDFTRVVGGEDAKPGQF PWQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVE - - -TGVKI
P12 KSLSSMIRVVGGLVALRGAHPYIAALY-WGHSECAGSL L ARCHVLAAALCTADRPAPED, f9 — N
370 380 390 400 410 420
280 290 300 310 320 330 @
F9 TVVAGEHNIEETEHTEQKRNVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPL - =~~~ VLNSY
FL2 TUULOGERRCERCOTLAVRSYRLIEAR S~ SIORDLALLRLQEDADGSCALLEF Y fl2 ——
430 440 450 460 470 480
340 350 360 370 iso
F9 VTPICIADKEYTNI FLKFGSGWSGWGR\?FHKGRS ALVLQYLRVPLVDRA’I‘CLRSTKF-
Fl2 VQPVCLP SGAARPS E'I“TLCQ- -VAGWGHQF EGAEEYASFLQEAQV PFLSLERC SAPDVHG
490 500 510 520 530
390 400 410 420 430 440
F9 -TIYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVEGTS -~ -FLTGI I SWGEECAMKGKYGIY
F12 sSILPéﬁiééééLéééTbééééﬁééééLGCéDéAAﬁRRLTLQéiiéﬁééd&énﬁﬁﬁpéﬁi
540 550 560 570 580 580
450 . ,
F9 TKVSRYVNWIKEKT « Nestecasooalinhamentoleo
. ’ .
F12  TOVAYYLAWIREHT alinhamento local 6ptimo, e os
600 610

alinhamentos 2 e 3 sao alinhamentos sub-
optimos identificados pelo programa

34.7% identity in 49 aa overlap; score: 120

100 110 120 130 140 LALIGN
F9 VDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECWCPFGFEGKNCELDVTCNIKNGR . ML”ta.S VezeS a anéllse de allnhamentOS
e msmf?mpcwmﬁrﬁmmm%gWGYTGP553@““%“ sub-6ptimos permite a identificacio de
---------- regioes de similaridade entre duas
33.3% identity in 36 aa overlap; score: 87 SeC]UénCiaS, nao imediatamente
Fo ,m;gg pcmeeséignxNsmc:ﬁégmmmcz reconheciveis num alinhamento éptimo

Fl12 DHCSKHSPCQKGGTC\MPSG PHCLCPQHL'I‘GNHCQ
100 110 120 130

http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html
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