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Dopasowanie sekwencji

m Badanie podobienstwa sekwencji stanowi podstawe wielu
gatezi bioinformatyki: asemblacji, konstrukcji drzew
filogenetycznych, czy tez znajdowania rodzin bialek
odpowiedzialnych za t¢ sama funkcje w roznych organizmach

m Ze wzglgdu na mutacje w sekwencjach lub btedy
eksperymentalne popetnione na etapie ich odczytywania,
dopasowanie doktadne sekwencji nie znajduje tu zastosowania.
Nalezy zalozy¢ wystgpowanie insercji, delecji oraz substytucji
pozycji w sekwencjach (nukleotydowych, aminokwasowych),
co skutkuje dopasowaniem z pewnym odsetkiem niezgodnosci
oraz wstawionych spacji




Dopasowanie dwoch sekwencji

m Odleglos¢ pomigdzy sekwencjami mozna mierzy¢ minimalng
liczbg operacji (wstawienia, usunig¢cia, zamiany znaku)
potrzebnych do przetransformowania jednej sekwencji w druga
(odleglos¢ Levenshteina)

m Taki schemat obliczania odleglosci nie premiuje dopasowanych
znakow, a wigc w efekcie dlugosci dopasowania. Nie nadaje si¢
do znajdowania dopasowania o nieustalonej dtugosci

m Czgsciej stosowane podejscie polega na maksymalizacji funkcji
oddajacej podobienstwo sekwencji, w ktorym przyznaje si¢
punkty za zgodno$¢ znakoéw i odejmuje punkty za ich
niezgodnos$¢ lub spacje

Dopasowanie dwoch sekwencji

m Istnieje doktadny algorytm wielomianowy oparty na
programowaniu dynamicznym, obliczajacy optymalne
(przy zalozeniu pewnej przyjetej punktacji za kazda
z operacji) dopasowanie dwoch sekwencji

m Sposob punktacji zalezy od zastosowania dopasowania:
— sekwencje nukleotydowe vs. aminokwasowe,
— sekwencje homologiczne vs. nichomologiczne,
— sekwencje krotkie vs. dhugie,
a takze od rodzaju eksperymentu, w ktorym sekwencje
zostaty pozyskane (spodziewane biedy)

m Przykladowa punktacja: +1 za zgodnos$¢ pary znakow,
—1 za niezgodnos$¢, —1 za kazda wprowadzong spacje




Dopasowanie dwoch sekwencji

m  Globalne dopasowanie dwoch sekwencji
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Dopasowanie dwoch sekwencji
m  Lokalne dopasowanie dwoch sekwencji
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Dopasowanie dwoch sekwencji

m  Semiglobalne dopasowanie dwoch sekwencji
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Dopasowanie dwoch sekwencji

m  Doktadny algorytm programowania dynamicznego ma
ztozonos$¢ czasowa i pamieciowg O(n-m). W praktycznych
zastosowaniach, gdy wymagane jest obliczenie dopasowania
dla wszystkich par sekwencji z duzego zbioru, lub tez
dopasowania dwoch dhugich sekwencji, czas obliczen staje si¢
problemem. Dlatego podejmuje si¢ proby ograniczenia liczby
krokow algorytmu, co skutkuje podejsciem heurystycznym

m  Jednym z rozpowszechnionych podejs¢ jest wypehianie tablicy
programowania dynamicznego jedynie w okolicy przekatne;.
W wielu przypadkach wzigtych z zycia takie podejscie daje
wystarczajaco satysfakcjonujace wyniki

[W.J. Wilbur i D.J. Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983)]




Dopasowanie dwoch sekwencji

[M. Crochemore i in., SIAM J. Comput. 32 (2003)]

m  Algorytm wyliczajacy optymalne dopasowanie (globalne lub
lokalne) dwoch sekwencji w czasie O(h-n?/log n), gdzie n jest
dtugoscia sekwencji, a 0 < 2 < 1 jest entropig sekwencji

m  Entropia mierzy stopien losowosci ciggu znakow. Entropia
jest mata, jesli porzadek w ciggu jest duzy

m  Obie dopasowywane sekwencje sa na wstepie poddawane
faktoryzacji LZ (Lempel-Ziv, LZ78)

m  Tablica programowania dynamicznego dzielona jest na bloki
o zmiennej wielkosci, w ktorych poréwnywane jest stowo
z pierwszej sekwencji ze stowem z drugiej sekwencji, oba
stowa bedace rezultatem faktoryzacji

Dopasowanie dwoch sekwencji

[M. Crochemore i in., SIAM J. Comput. 32 (2003)] — cd.

TAGACT ATC

A
A A
A
A

-~

10




Dopasowanie dwoch sekwencji

[M. Crochemore i in., SIAM J. Comput. 32 (2003)] — cd.

Fragmenty sekwencji sg identyfikowane i przechowywane
w stowniku i jesli dane stowo powtorzy sie w sekwencji,
jest kodowane przez odpowiednie wskazniki

Kazde nastepne identyfikowane stowo jest jednym ze stow
zidentyfikowanych wczesniej plus jeden znak (wyjatkiem moze
by¢ koniec sekwencji). Przyktadowo, sekwencja AACGACGA
jest dzielona w faktoryzacji LZ na pig¢ stow: A, AC, G, ACG, A
Przyspieszenie jest osiggane przez wykorzystanie w trakcie
wypelniania macierzy czgsci obliczen dokonanych wczesniej

dla podobnego stowa. Bloki sg tak konstruowane, ze w kazdym
z nich porownywana jest tylko jedna nowa para znakow
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Dopasowanie dwoch sekwencji

Poza opisanym wcze$niej podejSciem opartym na stalej punktacji
za kazda zgodno$¢, niezgodnos¢ czy spacje, stosuje si¢

w dopasowaniu sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych
tzw. afiniczne kary za spacje oraz macierze substytucji

Model kar afinicznych polega na obarczeniu wysoka kara
pierwszej spacji z rzedu i nizszymi karami kolejnych spacji.
Uzasadnieniem biologicznym jest wigksze prawdopodobienstwo
wystapienia na skutek ewoluowania sekwencji takiej ,,blokowej”
ro6znicy niz wielu pojedynczych insercji. Podobnie jak w modelu
kar stalych, wysokos$¢ kary ustalana jest w zalezno$ci od rodzaju
problemu i zamierzonego efektu

12




Dopasowanie dwoch sekwencji

m Dopasowanie ,,literalne” czeSciej stosowane jest w przypadku

sekwencji nukleotydowych. W sekwencjach aminokwasowych
trudniej o idealne dopasowanie pary znakow z uwagi na wigkszy
alfabet oraz podobienstwo réznych aminokwasow (substytucja

w trakcie ewolucji). Zastosowanie punktacji z macierzy substytucji
przybliza rezultat do stanu naturalnego

Macierze substytucji dla aminokwasow zawierajg wartosci
liczbowe odzwierciedlajace prawdopodobienstwo zamiany

w trakcie ewolucji jednego aminokwasu w drugi.
Najpopularniejsze macierze to seric BLOSUM i PAM. Przyktadem
macierzy substytucji dla nukleotydéw jest EDNAFULL/NUC4.4
[ftp.ncbi.nih.gov/blast/matrices/]
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Dopasowanie wielu sekwencji

Problem dopasowania wielu sekwencji jest silnie NP-trudny
1 moze zosta¢ rozwigzany metodg programowania
dynamicznego w sposob doktadny w czasie O(2fn*),

gdzie k jest liczba sekwencji a n ich dlugos$cia

Naturalng heurystyka jest obliczenie optymalnych dopasowan
wszystkich par sekwencji i potaczenie ich w calosé, co nie jest
tatwe w przypadku znacznych rozbieznosci w dopasowaniach

Wynikowe dopasowanie przetozy¢ mozna na postac sekwencji
konsensusowej reprezentujacej w jak najbardziej zblizony
sposob caty zbior. Zwykle stosuje si¢ w tym celu regule
wzglednej wigkszosci, rzadziej regute bezwzglednej wigkszosci
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Dopasowanie wielu sekwencji

m Progresywna strategia dopasowania wielu sekwencji
[M.S. Waterman i M.D. Perlwitz, Bull. Math. Biol. 46, 1984]

Dopasowanie wielu sekwencji jest konstruowane poczawszy od
dopasowania najblizszej sobie pary sekwencji, a nastgpnie przez
dodawanie kolejnych bliskich sekwencji.

Strategia wynika z zatozenia, ze najblizsze sobie sekwencje
prawdopodobnie pochodzg z bliskich ewolucyjnie organizméw
i ze ich dopasowanie odpowiada najbardziej wiarygodnej
informacji. Informacja ta jest nastgpnie propagowana na kolejne
etapy tworzenia dopasowania.

Laczy¢ mozna zarowno sekwencje z podzbiorem dopasowanych
juz sekwencji, jak i dwa podzbiory niezaleznie dopasowanych
sekwencji.
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Dopasowanie wielu sekwencji

m Strategia iteracyjnego poprawiania dopasowania
[D. Sankoffi in., J. Mol. Evol. 7, 1976]

Poczatkowe dopasowanie, utworzone heurystyka, poprawiane jest
w serii krokow optymalizacji lokalne;.

m Strategia gwiazdy
[D. Gusfield, Bull. Math. Biol. 55, 1993]
Obliczane jest dopasowanie wszystkich par sekwencji, a nastepnie
wskazywana jest sekwencja najblizsza wszystkim innym ze zbioru,

na ktorej konstruowane jest dopasowanie wynikowe. Metoda nie
sprawdza si¢ na zbiorze mocno réznigcych si¢ sekwencji.
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Dopasowanie wielu sekwencji

[Y. Zhang i M.S. Waterman, J. Comput. Biol. 10 (2003)]

m  Metoda FulerAlign — zamodelowanie problemu za pomoca
problemu poszukiwania §ciezki w grafie. Wykorzystuje graf
Pevznera zastosowany wczesniej do rozwigzania problemu
sekwencjonowania DNA

m Nowosc¢ tego podejscia polega na pominigciu standardowo
uzywanego schematu tworzenia sekwencji konsensusowe;j
na podstawie dopasowania sekwencji. Tutaj generowana jest
sekwencja konsensusowa przed poznaniem samego
dopasowania. Co wigcej, pomija si¢ w ogoéle etap obliczania
dopasowania wszystkich par sekwencji
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Dopasowanie wielu sekwencji

[Y. Zhang i M.S. Waterman, J. Comput. Biol. 10 (2003)] — cd.
Algorytm EulerAlign

1. Budowa grafu skierowanego z k-merami pochodzacymi
z sekwencji umieszczonymi w tukach grafu

2. Transformacja grafu do postaci acykliczne;j

3. Uzyskanie sekwencji konsensusowej z grafu jako tej, ktora
odpowiada $ciezce o najwickszej wadze

4. Dopasowanie wszystkich sekwencji wejsciowych do uzyskanego

rozwigzania
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Dopasowanie wielu sekwencji

[Y. Zhang i M.S. Waterman, J. Comput. Biol. 10 (2003)] — cd.

sekwencje: ACCTACA, CCTCACT, ACTACT
k-mery (k=3): ACC, CCT, CTA, TAC, ACA, CTC, TCA, CAC, ACT

Waga w tukach jest liczba
2 1 sekwencji zawierajacych dany
k-mer, nie liczno$cia k-merow
w sekwencjach (patrz ACT).

W Rozwiazaniem jest acykliczna

$ciezka w grafie o maksymalnej
sumarycznej wadze.

Transformacja grafu do postaci acyklicznej ma uprosci¢ poszukiwanie $ciezki (co bgdzie
mozliwe w liniowym czasie) przy zachowaniu maksimum informacji o podobienstwie
sekwencji wejsciowych. Informacja ta jest reprezentowana przez tuki o duzej wadze.
Transformacja realizowana jest procedurg heurystyczna.
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Dopasowanie wielu sekwencji

[Y. Zhang i M.S. Waterman, J. Comput. Biol. 10 (2003)] — cd.

sekwencje: ACCTACA, CCTCACT, ACTACT
k-mery (k=3): ACC, CCT, CTA, TAC, ACA, CTC, TCA, CAC, ACT

e [y | o o [ [ne

Dwa optymalne rozwiazania: ACCTACA, ACCTACT

ACCT-ACA ACCT-ACT
ACCT-ACA ACCT-ACA
-CCTCACT =CICHEECI
AC-T-ACT ANC= =/ CHT

20




Poszukiwanie motywoOw

m  Poszukiwanie charakterystycznych ciagow w sekwencjach
nukleotydowych lub aminokwasowych jest czgstym
problemem biologicznym. Dotyczy np. regionéw
promotorowych w sekwencjach nukleotydowych oraz
fragmentéw odpowiedzialnych za strukture biatka
w sekwencjach aminokwasowych

m  Poszukiwanie moze dotyczy¢ motywow o statej strukturze,
identycznej w badanych sekwencjach (np. najdtuzsze
powtorzenia), ale najczesciej wystapienia tego samego
motywu w réznych organizmach ro6znia si¢ w szczegotach
(np. wskutek ewolucji), za to posiadaja charakterystyczny
wspolny ,,szkielet” odpowiedzialny za ich funkcje
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Poszukiwanie motywow

m  Przedmiotem poszukiwan moze by¢ pojedyncze wystapienie
motywu w sekwencji lub tez cata seria roznych motywow.
W tym drugim przypadku kolejne wystapienia motywow
moga nastepowac (badz nie) w zadanym porzadku

m  Dodatkowo mozna naktada¢ ograniczenia na odleglosci
pomiedzy wystapieniami motywow. Przyktadowo, region
promotorowy ma pojawic si¢ w przedziale zdefiniowanym
w pewnej odlegtosci przed kodonem startu, kluczowe
fragmenty sekwencji biatkowej maja zawierac si¢ w oknach
o zadanym potozeniu wewnatrz sekwencji

m  Mozna poszukiwa¢ motywy znane lub nieznane
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Poszukiwanie motywoOw

m  Wystgpienia tego samego motywu w réznych sekwencjach
mogg roznic si¢ sekwencja znakoéw, dlugoscia (istotnie),

pozycja (znacznie), moze si¢ takze zdarzy¢ brak wystapienia

motywu w ktorej$ z sekwencji ze zbioru

m W grupie problemow zwigzanych z poszukiwaniem motywow

mozna wyrdzni¢ poszukiwanie najdluzszego motywu

w zbiorze sekwencji, poszukiwanie najwickszej liczby
motywoOw, poszukiwanie najbardziej zakonserwowanego
zbioru motywow

®  Problem poszukiwania motywow staje si¢ trudny obliczeniowo

przy wielu sekwencjach i zmiennych motywach
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Poszukiwanie motywow

[C. Boucher i in., Lect. Notes Comput. Sci. 4645 (2007)]

m  Metoda poszukiwania w zbiorze sekwencji motywow
»stabych”, zdegenerowanych, w ktorych na stosunkowo
wielu pozycjach dopuszcza si¢ wystapienie niezgodnos$ci

m  Wykorzystywany jest tu model grafu nieskierowanego
wazonego i w podejsciu heurystycznym poszukiwane sa
geste podgrafy o duzej wadze

m  Zastosowanie wag daje nowej metodzie przewage nad
wczesniejszymi algorytmami, w ktérych poszukiwano
struktury zblizone do klik w grafach bez wag. Autorzy
wykryli widoczna réznice w wagach klik odpowiadajacych
i nieodpowiadajacych rzeczywistym motywom
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Poszukiwanie motywoOw

[C. Boucher i in., Lect. Notes Comput. Sci. 4645 (2007)] — cd.

W pierwszym etapie algorytm MarkovCluster poszukuje geste
i wysoko punktowane podgrafy w zdefiniowanym grafie,

w drugim etapie doktadny algorytm znajduje w nich motywy
Wierzchotki grafu odpowiadajg wszystkim podciagom

o dtugosci /, krawedzie taczg wierzcholki z roznych sekwencji,
jesli odlegto$¢ Hamminga pomigdzy podciggami jest

nie wigksza niz 2d, gdzie d jest liczba dopuszczalnych
zdegenerowanych pozycji w motywie. Waga krawedzi jest
rowna [—k dla odleglosci Hamminga d < k < 2d, lub 10(/—k)
dlak<d

Odlegtos¢ Hamminga dla dwoch sekwencji o tej samej dtugosci

jest liczbg pozycji, na ktorych te sekwencje rdznig si¢
25

Poszukiwanie motywow

Zadanie

Nalezy skonstruowa¢ graf wazony metoda Boucher i in. dla
nastepujacego zbioru sekwencji: {ACCTACA, CCTCACT, ACTACT}.
Wartosci parametréw: dtugos$¢ podciagoéw /=4, liczba dopuszczalnych
zdegenerowanych pozycji w motywie d=1.

- kazdy podciag o dtugosci / to osobny wierzchotek
- wierzchotki sg faczone krawedziami, jesli reprezentujace je ciagi znakow pochodza

z roznych sekwencji oraz dzieli je odlegto§¢ Hamminga & nie wigksza niz 2d

- waga krawedzi jest rowna [k, jezeli d <k <2d, lub 10(/=k), jezeli k<d

W grafie tym mozna wyrozni¢ wiele klik, ale wagi pozwalaja
fatwo wybra¢ preferowane czteroliterowe podciagi:
CCTA, CTAC, TACT, ikoncowy motyw: CCTACT
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