Analise de significancia de
alinhamentos



Analise de significancia de um alinhamento

Tao importante como escolher o método de scoring ou
encontrar o alinhamento que maximiza o score € saber avaliar
a significGncia estatistica do alinhamento obtido.

Como se compara o score obtido no alinhamento com o score
obtido alinhando duas sequéncias nao-relacionadas ?

ou

Qual a probabilidade de obter um score idéntico ao obtido ao
alinhar duas sequéncias aleatorias ?



Analise de significancia de um alinhamento

Sequéncia A

Sequéncia B

Sequéncia A

Para duas sequéncias relacionadas, esperamos que o score do
alinhamento original seja superioer ao score do alinhamento
“bralhado”, ou seja X>Y

Ao “baralhar” a sequéncia permutando os aminoacidos, mantemos a percentagem
de composicao.

A sequéncia deve ser baralhada muitas vezes e o alinhamento repetido, para obter
uma distribuicdo de scores.
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Sequéncias relacionadas

Scores:
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O score S1 para o alinhamento das
duas sequéncias encontra-se distante
do intervalo de valores provaveis para
um alinhamento aleatorio
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MV-LSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF-DLSHGSAQVKGHG Score =129. id = 40%
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Score=1
RLL--VSKNSV----NLVGTETEVGGWSPVEQLVTAFRPKTMHFEGGWLAVAAGDDKVELMDPFYP
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obter uma distribui¢éo de scores.
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Sequéncias nao-relacionadas

Scores:

n° de alinhamentos

O score S1 para o alinhamento das
duas sequéncias encontra-se dentro
do intervalo de valores provaveis
para um alinhamento aleatodrio
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MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRF--FESFGDLSTPDAV--MGNP--K
—————— DSKGSEFCLYSVMGRLEFFEQVLMDDLYLMKSGDRFRVGVSNEKLIPPHQVRLEGVIFLV
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Como calcular a probabilidade obter um dado score ?

-Para poder quantificar a significancia estatistica de um dado
alinhamento, precisamos de calcular a probabilidade de obter um
determinado score num alinhamento aleatorio.

Precisamos de conhecer a forma
matematica da curva de

A distribuicao de scores
S1 (distribuicao de probabilidades)
S /
© Z [N~
= N
© / \\
S NS
oC H
H T S

Scores



A probabilidade € obtida a partir da curva de distribuicao

A probabilidade de obter um score x igual ou superior a S1
sera dada pela area debaixo da curva de densidade de
probabilidade entre S1 e +oo

« O histograma com a distribuicao de scores tem que ser
normalizado para que lhe possa ser ajustada uma densidade de

probabilidade (a probabilidade de obter um score s tal que -
00<s <+oo tem que ser =1)
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Qual a curva de distribuicao ?

 Ainda nao existe um tratamento completamente geral
para o problema estatistico do alinhamento de
sequéncias

« O problema pode ser formulado de forma rigorosa para o
caso do alinhamento local sem gaps

 As curvas de distribuicao obtidas neste caso sao
aplicadas de forma empirica a situacoes mais complexas,
como seja o alinhamento local com gaps ou o alinhamento
global

« A distribuicao de scores nao € dada por uma distribuicao
normal (Gaussiana), mas sim por uma distribuicao de
valor extremo (Gumbel)



O alinhamento local sem gaps pode considerar-se como a busca
da subsequéncia mais longa entre duas sequéncias:

— AAVHVVRTVHAKLVGGARKHHIVT —
— GAVHVTSRVHAKLIVGARLHTIRG *—

maxima sobreposicao

Para sequéncias aleatorias, pode mostrar-se que este
problema segue uma distribuicao de probabilidade
semelhante a do seguinte problema: sequéncia de caras mais
longa num conjunto de n lancamentos de uma moeda.

Sequéncia de caras mais longa
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Distribuicao do numero total de caras
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N lancamentos

M experiéncias
A

Consideremos M repeticoes dos N lancamentos de uma moeda,
contando em cada uma das vezes o nUmero de caras obtido.
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Distribuicao da sequéncia mais longa de caras

20X X 20N X X X NOXORLL
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Consideremos M repeticoes dos N lancamentos de uma moeda,
contando em cada uma das vezes o nUmero de caras obtido.



Distribuicao da sequéncia mais longa de caras
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Distribuicao de valor extremo (Gumbel)

y = exp [~z — e~ 7]

0.4

Distribuicao Normal




P(x = S) =1 — exp(—Kmne™"%)

Em que m e n sao os comprimentos das sequéncias, e Ke A sao
parametros que descrevem a distribuicao e variam consoante a
matriz e o esquema de “gap penalty” usados e também com o
comprimento das duas sequéncias.



Distribuicao de valor extremo:
alinhamentos locais com gaps

5000 = miu: 18.64, beta: 3.00
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A distribuicao de scores aleatorios ajusta-se perfeitamente a uma
distribuicao de valor extremo com os valores miu e beta indicados.



Distribuicao de valor extremo:
alinhamentos globais com gaps
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A distribuicao de scores aleatdrios nao segue uma curva de valor extremo...



 P-value
E a probabilidade de encontrar ao menos um alinhamento aleatério com score >=
S, dada por:

P(s = S) =1 — exp(—Kmne™5)

 E-value
corresponde ao numero esperado de alinhamentos aleatérios capazes de produzir
um score pelo menos igual ao score S do alinhamento original:

E=L xP(s=S)

em que L é o numero total de alinhamentos gerados.

 Bitscores
Os bit scores sao obtidos normalizandos os valores de S de forma a torna-los
iIndependentes dos valores de Ke A,

S=(AS—1InK)/In2
ficando os P values, para valores pequenos, simplesmente dados por:

P = mn2=5



Exemplo: probabilidade de score num alinhamento aleatorio

Score =95

/
xmu Y

175000 - 1 _(x—u _T)

150000
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Px=8)=1—e"¢
P(x >95) =532 x 10!
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A probabilidade de obter um

score >= 95 num alinhamento
aleatdrio é extrememamente
pequenall
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Ajuste de uma curva de distribuicao de valor extremo (linha vermelha) a um conjunto de
scores de alinhamentos aleatérios (histograma, a azul), sendo o score do alinhamento
nao-aleatodrio igual 95



/-SCores

Define-se como z score a distancia de um determinado valor
relativamente a média da distribuicao, expressa em unidades de
desvio padrao.

Para o caso da distribuicao de valor extremo, a probabilidade de obter
um valor Z superior a um determinado valor z € dada por:

P(Z>Z) — 1 - exp(_e'1.2852'0.5772)




Parametros da distribuicao de valor extremo

Gap opening Gap extension
Scoring matrix penalty” penalty® K A H®
BLOSUMS50 ot 0-c0 0.232 0.11 0.34
BLOSUMS50 15 8—15 0.09 0.222 0.31
BLOSUMS50 11 8—-11 0.05 0.197 0.21
BLOSUMS50 11 1 — — —
BLOSUM®G2 e 0-2¢ 0.318 0.13 0.40
BLOSUM®G2 12 3-12 0.1 0.305 0.38
BLOSUM®G62 8 /-8 0.06 0.270 0.25
BLOSUMG62 7 1 - - —
PAM250 e 0-2¢ 0.229 0.09 0.23
PAM250 [ £5] 5-15 0.06 (215 0.20
PAM250 10 8-10 0.031 0,175 0.11

PAM250
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PRSS3 - evaluates the significance of a protein
sequence alignment

Number of NED
et 200 window 5|ze,|10

Scoring
matrix :
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Input
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format pam30
1st Query pam40
sequence: pama0
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valid pam400
formats) EEENN

Second
sequence
title
(optional):
Input
sequence | Plain Text ~|
format
2nd Query
sequence:
or ID or
AC or GI
(see
above for
valid
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RunPRSS | Clearinput
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Smith-Waterman (3.40 March 2004) function [/usr/molbio/share/fasta3/default.mat matrix (15:-5)]1, openfext: -12/-2
Scan time: 0.280
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