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Funcoes de Penalizacao de buracos

linear

w(k) = gk
afim
h k., k>1
0, k =
Concava:

wk+m+1) —wk+m) <wk+m)—wk)
* Ex: w(k) = h + g x log(k)



Programacao Dinamica para o caso afim

Para conseguir em tempo O(n?) precisamos de 3 matrizes em vez de 1:

« M (Z, i ) melhor valor se z[i] estiver alinhado com y/j]
ay T (Z, ] ) melhor valor se x[i| estiver alinhado com um buraco

' Y (Z, ]) melhor valor se y|i] estiver alinhado com um buraco



DP para o caso afim, global
(M(i— 1,7 — 1)+ s(z;,9;)
M(i,j) = maz § Ip(i — 1,5 — 1) + s(z;, y;)
Ty(i— 1,5 — 1) + s(x;,y5)
M(i—1,5)+h+g
I(t—1,7)+g
(M(i,j—1)+h+g
\[y(ia]' —1)+g

Assumimos que € sempre melhor um match do que 2
buracos

I(7,j) = maz




DP para o caso afim global

Inicializacao
* M(0,0) =0
* e, ORSRE g X
*x I,(0,j))=h+gXxj
* outras células no topo e coluna da esquerda = —oo

Voltar para tras:

* comegar no maior de M (m,n), I,(m,n), I,(m,n)
» parar num de M (0,0), 1,(0,0), I,(0,0)



DP para o caso afim local

M(z,j) = max <

[ZJ(Za]) = Max «

(

/

Ip(i— 1,7 — 1)+ s(xj,y5)
0

\

M(i—1,5)+h+g

(M(i,j—1)+h+g

\



DP para o caso afim local

Inicializacao
* M(0,0) =0
* 1.(4,0) =0
*x 1,(0,7) =0
* outras células no topo e coluna da esquerda = —oo

Voltar para tras:

* comegar no maior de M (i, j)

* parar num M (7,j) =0



DP Para o Caso Geral

Alinhamento Global:

F(,7) = mazx <

/

\

Fi—1,7 = 1) + s(zj,y5)

F(i, k) +~(7 — k)

Considerar todos os elementos anteriores na linha!

Considerar todos os elementos anteriores na coluna!



Complexidade Computacional

Dependendo da penalizagdo de buracos:

linear:

O(n?)
afim:

O (n2)
geral:



Motivacao para Uso de Heuristicas

O(mn) demasiado lento para grandes bancos de dados com muitas interrogagoes
métodos heuristicos permitem aproximagao rapida a programacao dindmica:

* FASTA, de Pearson & Lipman, 1988

* BLAST, de Altschul et al., 1990



Motivacao para  Alinhamento Por
Heuristicas

Imaginem procurar SWISS-PROT contra uma sequéncia de interrogacgao:

* Imaginem que a nossa pergunta tem 362 amino-acidos
* SWISS-PROT versao 38 contém 29.085.265 amino-4cidos

* procurar alinhamentos locais através da programacdao dinamica obrigaria a
O(10") opera¢des em matrizes

muitos servidores t€m que resolver milhares de tais perguntas por dia

= NCBI > 100.000



BLAST

Basic Local Alignment Search Tool
BLAST usa heuristicas para encontrar pares com pontuagdo alta (HSPs):

* Segmentos do mesmo tamanho de 2 sequéncias com pontuagdo de alinhamento
estatisticamente significantes

* 1e, alinhamentos locais sem buracos

Escolha entre precisao e velocidade

#Emparelhamentos Signi ficantes

recisao =
- # EmparelhamentosnaD B



Ideia do BLAST

Dada uma sequéncia de interrogacdo ¢ tamanho de palavra w, um limite de
pontuagao 7', e um limite de segmento .S

* compilar uma lista de palavras que t€m resultado > 7" quando comparadas com
palavras de ¢

* percorre a BD por alinhamentos com palavras na lista

* extender todos alinhamentos para procurar os pares de sequéncia com pontuagao

mais alta.

resultado: pares de segmentos com resultado > .S



Intuicao

The BLAST Search Algorithm

query word (/= 3)

Query: GEVEDTTGSSLAALLNECETPQGORLVINOH IKOPLMD N RIEERLNLVE AFVEDAELROTLQEDL

neighborhood

PQG
FEG
FRG
FEG

words

QuEry: 325

Shijce: 290

FIG
FDG
FHG
PG
F3G
PQA
PON

Bl —

18
15
14
14
13
13
13
13
13
12
12

neighborhood
score threshold
(T=13)

=

SLAALLNECETPQGORLVNQU IKOPLMDENRIEERLNLVE &
+LA++L+ TF & B4+ +li+ P+ D + ER + A
TLASVLDC TV TPMGS FMLERUL HMFVED TRVLLEROOTIGA

High-scoring Segment Pair (HSP)

365

330



Determinacao de Palavras da Interrogacao

Dada:
* sequéncia de interrogacio: Q LNF' SAGW

* tamanho de palavra w = 2 (para proteina usualmente w = 3)

* limite para pontuagao de palavra; T = 8
Passo 1: determinar todas as palavras de tamanho w na sequéncia de interrogagao:

*QL LN NE FS SA AG GW



Palavras Similares Query

Passo 2

* Procurar todas as palavras com resultado acima de limiar T’
* Usando 7' =9

| —> (eSO )

+ LN = LN (11), LS (9)

TG e P ™ ] )



Procurando na BD

Procurar na BD por todas as instancias das palavras na sequéncia de interrogacao:
método:

* indexar sequéncias na BD com tabela de palavras

* procurar palavras da interrogacao na tabela

MELAET

ALCOT

ORCET



Ampliar Sucessos

» Ampliar sucessos em ambas as direc¢gdes (sem permitir buracos)

o terminar a ampliacdo numa direccdo quando a pontuagdo cair abaixo de certa
distancia abaixo pontuagdo Optima para pequenas extensoes

Inicial

Melhor Eztensac b

score(c) > score(b) — € ?

o resultado: pares de segmentos com resultado pelo menos S



Pontuacao

Se na BD D a sequéncia X tem o pontuagdo S(D, X') = [, entdo:

* p-value: P(S(D,Y) < s, onde Y € uma sequéncia aleatéria
* Quanto menor, melhor, eg:

* 0.1: 1 em 10 t€m pontuacao >

*107% 1 em 1000000

Como fazer isso para BLAST?
Simplificagao:
* Se pontuacdo 1 para acerto
* — inf

* pontuacao Optima: maior alinhamento



Pontuacao: Explicacao

Se matriz de alinhamento tem tamanho n X m,
Alinhamento pode comecar ~ n X m posi¢oes
Além disso:

* p probabilidade de 2 letras a sorte serem iguais.

Probabilidade de alinhamento de tamanho ¢
p'(1—p)
Média sera:
nmp'(1 = p)
E conhecido que binomial pode ser aproximado por Poisson se tp e p pequenos

A=A
0!

P(seq) =1 — P(—seq) =1 — ] _ ' (1-p)

BLAST:

p —value ~ 1 — et



Pontuacao: Explicacao

Valor-E:

e — value = ynmé&' = Knme

* Mais intuitivo para matches fracos
* E-value de 5, P-value de 0.993
* E-value de 10, P-value de 0.99995

* Convergem para matches fortes
Unidades?

Bit-Score ndao depende dos parametros K e \

CAS —InK

/
5 [n2

Para entender significancia precisa apenas de mn



Extensoes de BLAST

O método two-hit: ampliar apenas quando hd dois acertos perto € na mesma
diagonal

* permite abaixar T’
BLAST com buracos:
* usar DP a partir de alinhamento com pontuag¢ao melhor

PSI-BLAST: generalizar iterativamente a questdo (fazé-la parecer mais como
acertos) e voltar a procurar

Todas tentam aumentar precisao enquanto limitam o tempo de execucao



Metodo Two-Hits

1404 7

1201 . 7 *

1001 L.
80 -

Broad bean +
leghemoglobin | . )
ghemog 60 - // - :
+

40

0O 20 40 60 80 100 120 140
Horse beta globin



Gapped Blast

140 | 140- 7
| +
120 | 207 . 7
+
100 - 100 - .
Wl +
80+ ,°
Broad bean Broad bean +
leghemoglobin | h '
) g 60 eghemoglobin | 60 N
/ !
40 1 40 -
20 20 - +t ¥
+
0 | === 0 -
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Horse beta globin - Horse beta globin
Leghemoglobin 43 FSF‘LKDSAGVVDSPKLGAHAEKVFGMVRDSAVQLRATGEW**LDGKDGS ****** 90
F L + V+ +PK+ AH +KV L+ GEV LD G+
Beta globin 45 FGDLSNPGAVMGNPKVKAHGKKV---------- LHSFGEGVHHLDNLKGTFAALSE 90

Leghemoglobin 91 IHIQKGVLDP-HFVVVKEALLKTIKEASGDKWSEELSAAWEVAYDGLATAL 140
+H K +DP +F ++ L+ + G ++ EL A+++  GHA A+
Beta globin 91 LHCDKLHVDPENFRLLGNVLVVVLARHFGKDFTPELQASYQKVVAGVANAL 141



Gapped BLAST

Legends: 1, =w:UaS3_DROME/Z2-65; 2, sw:UEFl4_SCHPO/SS0-625; 3, sw:UBPS_MOUSE/654-705; 4,
sow:UEP14_YEAST/612-661; 5, =w:UEP14_ARATH/E22-664; 6, =w:UEP13_HUMAN/ES6-706; 7,
sw:UEP&4_DICDI/634-676; 8, sw:Y0JS_CAEEL/E251-359; 9, sw:UASS_HMAN/ES-70; 10,

sor: UEX7_YEAST/211-290; 11, =w:UBXD1_HUMAN/332-406; 12, sw:TUPLZ_ARATH/1220-1332; 13,
sw:UEXE_YEAST/191-264; 14, sw:UEF14_SCHPO/645-690; 15, sw:UBXD7_HMAN/412-485; 16,

sw: UEFS_MOUSE/7?30-777; 17, sw:FaFl_MOUSE/S74-645; 18, sw:UBAX1 ARATH/3S0-41%; 19,
sw:UEP13_HUMAN/731-775 .

=
Matches map NN
[ 12
[ 14 |
| 1a |
[ 13 |
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Comentarios sobre BLAST

€ uma heuristica: pode ndo encontrar alguns bons resultados
rapido: empiricamente € de 10 a 50 vezes mais rapido do que Smith-Waterman
Tem grande impacto:

* 0 servidor do NCBI recebe mais de 100.000 interrogacdes por dia

* € 0 programa mais usado em bioinformatica



Parametros Default do BLAST

M ganho por match de nucleotideos (5)
N: perca por mismatch de DNA (-4)
Buracos: usa afim com 11/1

Matriz BLOSUMG62

Tamanho de palavra:

* 11 para nucleotideos
* 3 para AAs



Conclusoes

apresentamos alinhamentos: locais e globais

o algoritmo exacto com DP depende de ser local/global e da funcdo da penalizacdo
de buracos

ao permitir buracos permitimos um numero exponencial de alinhamentos
com programagdo dindmica a complexidade ¢ O(mn)
algoritmos funcionam tanto para proteinas como DNA

heuristicas como BLAST s3ao mais rapidas mas nao tao precisas.



