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Prefatdi

Bioinformatica a aparut natural, ca disciplina inrudita cu informatica
medicala (ulterior integrata in ea), dedicata stocarii si prelucrarii datelor din
biologie. In ultimele decenii, aceste date au inceput si contind tot mai multe
detalii structurale, in special secvente moleculare. Informatiile noi, care soseau
cu o cadentd accelerata impuneau cu stringentd nu numai noi abordari in
organizarea §i sistematizarea datelor si algoritmi performanti de prelucrare, ci
§i necesitatea pregatirii unor specialisti in bioinformatica. Aplicatiile din ce in
ce mai numeroase in domeniul medical si farmaceutic au ridicat §i mai mult
presiunea, astfel incdt in ultimul deceniu al secolului trecut au aparut primele
calificari, la nivel masteral, in bioinformatica. Trebuie insa remarcat
caracterul interdisciplinar deosebit al bioinformaticii, acoperind o paleta mult
mai larga decdt alte discipline de granitd. Tendinta de ingustare a domeniului
de specializare, manifestata pregnant in invatamdntul superior in ultima parte
a secolului XX a redus sensibil aria de recrutare a specialistilor in toate
ramurile multidisciplinare, iar pentru bioinformatica aceasta reducere a
devenit drastica. Comunitatea specialistilor bioinformaticieni, desi intr-o
rapida crestere, este inca destul de redusa — probabil asa se explica de ce
aceasta specialitate este cea mai bine remuneratd dintre toate specialitatile
informaticii medicale.

Ce este deosebit la aceasta interdisciplinaritate? Asa cum am afirmat mai sus -
paleta larga de intersectie a unor discipline, uneori destul de indepartate intre
ele. Intr-adevar, centrul atentiei se indreapti spre principalele molecule de
interes informational: acizi nucleici §i proteine. Deci este necesara o baza
solida de biologie moleculara, care este ea insdsi un domeniu interdisciplinar,
necesitind o serie de cunostinte de biochimie si de biologie celulara. Pentru
aplicatiile medicale si interpretarea hartilor cromozomiale sunt necesare o
serie de cunostinte de geneticda. Sa ne indreptam privirea §i in cealalta parte,
privind dezvoltarea metodelor de prelucrare. Sunt necesare cunostintele solide
de teoria probabilitatilor §i statisticd, topologie sau analiza seriilor.
Determinarea structurilor tridimensionale s§i a aplicatiilor farmaceutice de
“drug design” sunt aplicatii ale chimiei cuantice. O serie de notiuni de fizica i
biofizica sunt de asemenea necesare, atdat pentru infelegerea proprietatilor
structurilor analizate cdt si a metodelor utilizate pentru obtinerea §i
interpretarea datelor experimentale. Sa nu uitam nici capitolul de biologia
sistemelor, in care sunt urmadrite procesele de semnalizare celulara, studiate de
fiziologia celulara si prelucrate prin simulare atdt prin ecuatii diferentiale cat
si simulare stochastica. Pentru viziunea integrativa sunt necesare notiuni din
teoria sistemelor, cibernetica si teoria evolutionismului. Desigur, sa adaugam
in final si cdteva discipline fundamentale din stiinta calculatoarelor — baze de
date si limbaje de programare.



Nu este deci de mirare ca, la inscrierea la cursurile de bioinformatica, in
universitatile ce au introdus aceste cursuri, se presupune ca Sstudentii au
parcurs anterior cursuri de biofizica, biochimie, biologie moleculara si
celulara sau genetica si au baza matematicd adecvata.

Avand in vedere complexitatea pregatirii in atdtea domenii adiacente, prezentul
manual a fost alcatuit astfel incat si absolventii unui profil tehnic sa-gi
gdseascd aici §i notiunile fundamentale din aceste discipline. In aceastd
viziune am inclus, dupda primul capitol privitor la notiuni generale de
informatica medicald, un set de patru capitole dedicate prezentarii sumare a
notiunilor utile pentru abordarile din partea a doua.

In ultima parte sunt prezentate lucrarile practice de laborator, esentiale pentru
a simfi adevarata dimensiune a imenselor baze de date moleculare si
complexitatea metodelor de prelucrare.

Desi aceasta carte — prima de acest fel din tara — a fost elaborata mai ales
pentru studentii la nivel masteral in profilul “Sisteme informatice in ingrijirea
sanatatii” (SI1S) de la Universitatea Politehnica, respectiv profilul “Biologie
moleculara si biotehnologii” (BMB), de la Universitatea de Medicina si
Farmacie, ea se adreseaza de fapt tuturor celor interesati de acest domeniu
fascinant, care va oferi inca numeroase surprize. Lumea vie are inca multe
secrete nedescifrate!

Inchei prefata citdnd un student (intr-un sondaj despre curs): “Este mai
interesant ca la ‘Discovery’!”

Prof. dr. G. I. Mihalas
membru al Academiei de Stiinte Medicale
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1. Introducere in Informatica Medicala

1.1. Obiectul Informaticii Medicale

1.1.1. Scurt istoric

A. Informatica medicald este o disciplind tdnara, termenul aparand in cursul anilor
’60. In acceptiunea initiald informatica medicala cuprindea programele de calculator
cu aplicabilitate in domeniul medical. Progresul tehnic rapid a aratat insd ca, pentru
aceleasi aplicatii, atat programele cat si suportul fizic se schimbau; ceea ce ramanea la
fel era modul in care era prelucrata informatia.

B. Astfel, in acceptiunea actuala, centrul definitiei s-a mutat de la ,,calculator” la
informatie. Coiera [1997] chiar atrage atentia in acest sens: ,Informatica medicala se
ocupa de calculatoare tot atat de mult cat se ocupa cardiologia de stetoscoape™.

1.1.2. Obiectul informaticii medicale

Acceptiunea clasica. totalitatea programelor de calculator cu aplicatii in domeniul
biomedical si sdnatate.

Definitia actuala: disciplina care studiaza intregul flux al informatiei medicale:
generare, achizitie, stocare, transmitere, prelucrare si utilizare.

1.2. Teoria informatiei

1.2.1. Notiunea de informatie

Pentru a ne ocupa de informatia medicald, sa incercam mai intdi sd privim
conceptul de informatie la modul general.

A. Termenul de informatie este folosit in mod curent in viata de zi cu zi, fiind cel
mai adesea asociat cu aducerea unui element de noutate. Fiind un concept cu grad inalt
de generalitate (categorie filosoficd), informatia nu poate fi definitd in maniera clasica,
pornind de la genul proxim si precizand diferentele specifice, ci prin proprictatea sa
esentiald — cea de a Inldtura o nedeterminare.

B. Notiunea de informatie

Informatia este un concept cu grad inalt de generalitate caracterizat prin
proprietatea de a inlatura o nedeterminare (incertitudine).

1.2.2. Proprietatile informatiei

Informatia nu este materie; totusi ea nu poate exista inafara materiei. Norbert
Wiener spunea ,,Creierul nu secreta informatie precum ficatul fiere”.

Informatia nu este energie; totusi ea nu se poate transmite fara un suport energetic.
Nu este o relatie directa intre cantitatea de energie ce Insoteste transmiterea unei

informatii si cantitatea de informatie transmisa. De exemplu, energia unui trasnet in
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timpul unei furtuni este imensa, nsd informatia transmisa este neglijabild; in schimb un
fosnet intr-o padure, purtat de o energie infima poate reprezenta o informatie vitald —
punand pe fugd un animal! S& semnaldm totusi ca nu exista relatie nici Intre cantitatea
de informatie si efectele sale. De ex. Legenda lui Tezeu din metodologia greacd: Tezeu
promisese tatalui sdu Aegeus, cd daca va invinge in luptd minotaurul va inlocui panza
neagrd a corabiei cu panza albd, dar a uitat si tatdl sdu s-a aruncat de pe stanci.
Informatia primita a fost doar 1 bit.

1.2.3. Triada abordarilor complete

A. Introducerea aspectelor informationale in studiul materiei vii completeaza
imaginea noastra privind complexitatea sistemelor biologice, actualmente considerandu-
se ca o abordare completa trebuie sd acopere atit aspectele materiale si energetice cat si
cele informationale.

B. Triada abordarilor complete:
- aspectul material — structura
- aspectul energetic — suportul functional
- aspectul informational — mecanismul functional.

C. Valoarea utild a informatiei depinde de receptor.

Sensul notiunii de informatie, aga cum a fost prezentat mai sus etc. legat de alta
notiune — nedeterminarea (sau incertitudinea) — vag definita la randul sdu. Acelasi mesaj
poate sa aiba valori informationale diferite pentru diferiti receptori: pentru o persoana
care deja stia continutul sdu cantitatea de informatie primitd este zero, insa pentru
receptorii care nu-i stiau continutul va putea fi evaluata cantitatea de informatie primita.

1.2.4. Cantitatea de informatie

Parcurgerea acestui subiect necesita cunostinte fundamentale de teoria
probabilitatilor

A. Pornind de la proprietatea fundamentala a informatiei, cea de a inlatura o
nedeterminare, Shannon a considerat ca informatia primita este invers proportionald cu
probabilitatea de aparitic a evenimentului: dacd se va intampla un eveniment cu
probabilitate mare, informatia primita este mica; in schimb primim o informatie ,,mai
mare” dacd apare un eveniment mai rar. (Ziaristii exploateaza intens aceasta relatie!)

B. Relatia propusd de Shannon pentru calculul cantitatii de informatie care este
primita cand se petrece un eveniment cu probabilitatea p; cuprinde logaritmul in baza 2
din inversul probabilitatii p;.

- Cantitatea de informatie eliberatd de un eveniment a carui probabilitate este p;

I =—log, p, (1242a)

C. Pe baza acestei relatii stabileste unitatea de masurd pentru cantitatea de
informatie, numita bif (de la Blnary digiT).

Definitie: un bit este cantitatea de informatie primitd cand se finlaturd o
nedeterminare de .

D. In mod uzual informatia se transmite printr-o succesiune de evenimente,
numita adesea mesaj, iar un eveniment intr-un mesaj se mai numeste simbol.

In cazul unui mesaj format din N evenimente, fiecare eveniment i apare de n; ori,
aducand de fiecare data informatia I;, deci mesajul aduce informatia.

2



Gheorghe loan-Mihalas, Anca Tudor, Sorin Paralescu

k
T=ml +m, +.+n I =>"nl, (124b)
i=1

E. Valoarea medie a informatiei corespunzatoare unui eveniment intr-un sir de N
evenimente se mai numeste ,,entropie informationala”, H, si se calculeaza astfel:

H

:”111"‘”2[2 +otmdy _Mhyg +—=0L +.+—=1
N N'TN N

la limita (i.e. atunci cdnd N — o) relatia devine:
k
H=pl +.+pl, = Zpi]i
p}

Inlocuind 7; conform relatiei (l24.a). obtinem formula (l24c). formuld
fundamentald in teoria informatiei, numitd si formula lui Shannon pentru entropia
informationala.

- Entropia informationala este cantitatea medie de informatie per eveniment
(simbol) intr-un mesaj:

k
H:—Zp,. log, p; (124.c)
P

1.2.5. Relatia intre entropia informationald si entropia
termodinamicd

A. Termenul de ,entropie” a fost introdus in termodinamicd pentru enuntarea
principiului al II-lea al termodinamicii: ,,in procesele termodinamice entropia nu poate
sd scada: ea ramane constantd in cadrul proceselor reversibile si creste in cazul
proceselor ireversibile”.

B. Relatia intre entropia termodinamica si cea informationald poate fi inteleasa
pornind de la experimentul ,ideal” propus de Maxwell pentru explicarea variatiei
entropiei in cazul proceselor ireversibile, prezentat in cadrul cursului de biofizica.

C. Se vede deci ca sistemul poate evolua in sens contrar celui dictat de al II-lea
principiu al termodinamicii in cazul in care primeste o informatie. Acesta este
mecanismul prin care sistemele vii evolueaza spre stari tot mai organizate si deosebite
de mediul inconjurator.

1.2.6. Redondantdi

A. Entropia informationald are valoare maxima cand evenimentele din mesaj sunt
echiprobabile: p; = 1/k;

atunci H_ = k(% log%] de unde se obtine relatia (12.6.a)

Hypee = log k (126.3)

B. Un exemplu ar fi cazul unui mesaj encriptat, in care probabilitatea aparitiei
unui simbol este (cel putin aparent) independenta de simbolurile anterioare. In mesajele
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reale probabilitatea unui simbol depinde de simbolurile anterioare; putem, in functie de
context, sa ,,ghicim” ce urmeaza, putem folosi prescurtari, putem observa greseli cum ar
fi omisiunea unei litere etc. Deci informatia nu este distribuitd uniform in mesaj sau
chiar in interiorul cuvintelor, cantitatea de informatie transportatid in realitate fiind
inferioara celei maxime ce ar putea fi transmise folosind aceeasi lungime a textului.
Aceasta diferenta, intre cantitatea maxima ce poate fi continutda in mesaj si cea reala se
numeste redondanta si reprezintd o parte din mesaj care... nu contine informatie!

C. Relatia de definitie a redondantei absolute este:

R= [_[max - Hreal (IZEIJ)
Raportand redondanta absoluta la H,,, se defineste redondanta relativa.
R.=R/H, (1.26.c)

D. Rolul redondantei
Aparent redondanta ar reprezenta o incarcatura inutila in mesaj. Totusi, prezenta
el diminueaza rolul negativ al perturbatiilor ce apar in cursul transmiterii informatiei,
putand deseori reconstitui mesajul initial chiar daca unele simboluri au fost perturbate.

1.3. Transmiterea informatiei

1.3.1. Sisteme de comunicatie

A. Am precizat anterior cd valoarea utild a informatiei depinde de receptor, deci
notiunea de informatie are sens doar dacd se transmite; altfel, rimine in faza de
informatie potentiala”.

B. Transmiterea informatiei presupune o sursd a informatiei (emitator E) si un
destinatar (receptor R). Spatiul dintre S si R reprezintd canalul de comunicatie (C). Pe
canalul de comunicatie pot sd apara diverse zgomote care perturbd sistemul de
comunicatie afectdnd calitatea transmisiei (figura 1.3.1.a).

S C 1T R

S = sursa (emitator) C = canalul de comunicatie
R = destinatar (receptor) N = perturbatii (zgomote)

Fig. 1.3.1.a. Sistem de comunicatie simplu

C. Saintroducem doi termeni importanti in cadrul sistemelor de comunicatie:

- mesqj —un termen pe care il folosim cand ne referim la continutul informational al
transmisiei

- semnal — suportul fizic care transportd mesajul (sunet, curent electric etc.).

D. Pentru diminuarea efectelor perturbatiilor sau pentru a asigura transmiterea
mesajului la distante foarte mari, se introduc pe canalul de transmisie niste dispozitive
numite traductori. Un traductor schimba suportul fizic al unui semnal (figura 1.3.1.b).
De exemplu, in cazul unei convorbiri telefonice, microfonul este traductorul localizat
langa emitator, transformand sunetele (variatii ale presiunii aerului) in variatii ale unui
curent electric. Canalul de comunicatie este reprezentat de firele telefonice. La
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destinatar un alt traductor, casca telefonica, transforma variatiile curentului electric in
vibratii ale unei membrane elastice generand astfel sunete.

S R

S =Emititor T = Traductor
R =Receptor N = Zgomot
C = Canal de comunicatie

Fig. 1.3.1.b. Schema generala a unui sistem de comunicatie

E. Exista si alte dispozitive ce pot fi utilizate 1n sisteme de comunicatie, de ex.
modem-ul. Denumirea modem provine de la modulator/demolator. Modemul este un
dispozitiv care asigura modularea semnalului, adica suprapunerea semnalului real peste
un semnal purtator (unda purtdtoare) care are caracteristici incat se diminueaza efectul
perturbatiilor (de ex. perturbatiile uzuale, de joasd frecventd, sunt eliminate daca unda
purtatoare are frecventa inaltd).

F. O alta transformare pe care o putem aplica semnalului pentru transmisie este
codificarea. Mesajul este compus uzual dintr-o succesiune de simboluri. Totalitatea
simbolurilor utilizate pentru a compune un mesaj se numeste alfabet. Simbolurile
alfabetului se mai numesc ,,l/itere”, iar cu literele putem construi cuvinte. Totalitatea
cuvintelor cu sens reprezintd un dictionar, iar precizarea sensului cuvintelor se numeste
semanticd. Cu ajutorul cuvintelor se pot construi propozitii; regulile de constructie a
propozitiilor se numeste sintaxa. Un dictionar impreund cu semantica §i o sinteza
reprezintd un /imbaj. Noi folosim uzual pentru comunicatie limbaje naturale, dar exista
posibilitatea utilizarii unor limbaje formale sau artificiale. Diferitele componente ale
sistemului de comunicatie pot folosi diferite alfabete sau dictionare. Transpunerea unui
mesaj dintr-o forma ce utilizeaza un alfabet intr-o forma in alt alfabet, cu anumite reguli
de corespondenta se numeste codificare. Operatiunea inversd se numeste decodificare.
Transpunerea unui mesaj dintr-un limbaj in altul se numeste traducere.

G. Sa mai mentionam legat de sistemele de comunicatie cd existd o capacitate
limitatd de transmisie a informatiei pe canalul de comunicatie, numitd viteza de
transmisie, masurata in bit/secunda.

1.3.2. Transmiterea informatiei in materia vie

A. Codul genetic. Informatia privind structura proteinelor ce pot fi sintetizate este
stocatd in molecula de ADN din nucleu. Acizii nucleici contin 4 baze azotate: adenina
A, timina T, citozina C si guanina G (in cazul ARN in loc de timind apare uracilul U).
Proteinele sunt formate din 20 de aminoacizi esentiali. O succesiune de 3 baze azotate
din ADN se numeste codon si poartd informatia pentru codificarea unui aminoacid ntr-
o secventa proteicd. Totalitatea corespondentilor intre codoni §i aminoacizii
corespunzatori poartd denumirea de cod genetic. Portiunea dintr-un lant ADN care
poartd informatia pentru sinteza unei proteine se numeste gend, iar ansamblul tuturor
genelor unei specii se numeste genom. Genomul uman contine circa 30.000 gene.
Prezentul curs este dedicat acestui tip de informatie.
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B. Codificarea informatiei in sistemul nervos. Pe axoni informatia este transmisa
printr-o succesiune de impulsuri nervoase; fiecare impuls nervos este un potential de
actiune care are Intotdeauna aceeasi amplitudine. Unui stimul mai intens ii corespunde o
ratd mai ridicata de formare a potentialelor de actiune; spunem cd pe axon informatia
privind intensitatea stimulului este codificata in frecventa.

La nivelul sinapselor are loc o descarcare a veziculelor cu mediator chimic in
spatiul sinaptic, cantitatea de mediator descarcatd fiind proportionald cu frecventa
impulsurilor nervoase pe axon; spunem cd In spatiul sinaptic informatia privind
intensitatea stimulului este codificata in amplitudine, aceasta fiind reprezentatd de
cantitatea de mediator descarcata.

La nivelul membranei postsinaptice, mediatorul se cupleazd pe receptorii
postsinaptici, se deschid canalele de sodium, membrana se depolarizeaza si apare un
potential care se propagd pe membrana corpului neuronal sau pe dendrite. Spunem ca
informatia este codificata in amplitudine, aceasta fiind reprezentata de potentialul local.

1.4. Informatica medicali

Dupa aceasta incursiune in teoria informatiei putem reveni la notiunea centrald din
informatica medicala si anume informatia medicala.

Ce este informatia medicald si cand apare ea?

1.4.1. Date si cunostinte

Sa incercam sa schitim in cel mai simplificat mod actul medical primar si anume
vizita pacientului la medic. Pozitia centrald in activitate medicald este ocupatd de
pacient. Fara pacient nu existd medicind! Actorul principal al activitatii medicale este
medicul, dar in activitatea medicala sunt implicate numeroase alte persoane care apartin
asa-numitelor ,,profesii aliate”. Dialogul medic-pacient incepe uzual cu expunerea de
catre pacient a motivelor pentru care s-a prezentat la medic. Aceasta descriere reprezinta
transmiterea unor informatii de la pacient catre medic. Informatiile care se transmit sau
se utilizeazd intr-un act medical (sau ca urmare a unui act medical) reprezintd
informatia medicala. Dialogul este succedat de catre examenul obiectiv al pacientului,
medicul colectdnd astfel si alte informatii despre pacient. S& observim ca aceste
informatii au un caracter individual — sunt valabile pentru acest pacient. Aceste
informatii se numesc date. Uzual paleta datelor se completeaza cu informatii provenind
si din alte investigatii (probe de laborator, explorari functionale, radiografii etc.).
Indiferent cat de complexe ar fi ca reprezentare, ele sunt ,,date”, fiind caracteristice unui
anumit individ.

In acelasi timp, medicul utilizeaza si alt fel de informatii, numite cunostinte.
Acestea au un caracter general §i sunt acumulate 1n cursul pregétirii profesionale
precum s§i In experienta sa practicd. Fard aceste cunostinte informatiile sub forma de
date nu pot fi interpretate (revenim la afirmatia cd valoarea utild a informatiei depinde
de receptor; practic, fara aceste cunostinte receptorul datelor nu este ,,medic”). De aceea
numerosi autori numesc informatie doar datele interpretate. Pentru a evita confuzia
intre termenul informatie folosit la modul general si informatie pentru treapta de date
interpretate, vom pastra termenul de date interpretate pentru acest nivel.
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1.4.2. Ciclul elementar al informatiei medicale

Prin interpretarea datelor de cétre medic pe baza cunostintelor sale, este generata o
noud informatie numita diagnostic. Pe baza diagnosticului, folosind din nou cunostintele
sale, medicul stabileste un plan terapeutic pe care il aplicd pacientului cu scopul de a
imbunatatii starea pacientului. Urmarirea evolutiei pacientului este insotita de colectarea
unor noi informatii sub forma de date. Se observa ca se inchide un ciclu al fluxului
informational 1n activitatea medicald, numit ,ciclul elementar al informatiei medicale”

(figura 1.4.2).
(o)

l i)
Pacient Date > Medic
Cunostinte

Fig. 1.4.2. Ciclul elementar al informatiei medicale

1.4.3. Tipuri de date

Informatiile culese despre starea pacientului, adicd datele, pot imbraca diverse

forme:

- date calitative — cu caracter descriptiv, asa cum apar in anamneza

- date numerice — forma uzuald de prezentare a rezultatelor de laborator

- grafice — modul de inregistrare a evolutiei in timp a unor marimi biologice (ex.:
semnalul ECG, EEG etc.)

- sunete — de ex. fonocardiograma; modul de prelucrare este asemanator cu cel al
altor semnale

- imagini — radiografia, tomografia, ecografia etc.

- imagini dinamice — filme.

Modul de achizitie, stocare si prelucrare este specific pentru fiecare tip de date si in
cadrul cursului nostru le corespund capitole separate.

1.4.4. Tipuri de cunostinte

Cunostintele pot fi de mai multe feluri:

- cunostinte explicite — care se pot formaliza, se pot exprima 1n propozitii, pot fi usor
transmise pe cale orala sau scrisa

- abilitati sau cunostinte tacite (limba engleza - skill) — cele castigate prin experienta
practica (de ex. indemanarea unui chirurg sau a unui dentist); nu pot fi transmise
usor.

1.4.5. Operatii cu informatii

Urmarind ciclul de viata al informatiei, din momentul generarii sale pana in
momentul utilizarii, observdm ca informatia sufera o serie de operatii:
- achizitia (colectarea) — presupune mijloace specifice tipului de informatie
- stocarea — baze de date, respective baze de cunostinte
- transmitere — cdi, procedee
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- prelucrare — cu o largd paletd de metode specifice, pentru a extrage elementele
esentiale In vederea interpretarii i utilizarii

- protectie — masurile ce se impun pentru asigurarea integritatii informatiei stocate
sau transmise, precum si a confidentialitatii acesteia

- interpretare/utilizare — pasul final, in care informatia este integratd in actiunile
specifice nivelului.

1.5. Capitolele informaticii medicale §i structura
cursului

1.5.1. Clasificarea informatiei medicale pe nivele structurale

in ciclul elementar al informatiei medicale prezentat mai sus am luat in considerare
informatiile care apar 1n activitatea medicald curentd, la nivelul individului, numit
pacient. Totusi fenomenele care se petrec in materia vie (legate de starea de sanatate a
pacientului) privesc deseori nivele infraindividuale, pornind de la nivelul molecular sau
celular, urcand prin nivelul de tesut, organ sau sistem pand la nivelul intregului
organism sau nivelul individual.

Pe de altd parte, activitatea medicald este organizatd in unititi care presteaza
servicii pentru populatie, deci putem urmari fluxul informational si la nivel
supraindividual, de comunitate. Corespunzator acestor nivele structurale avem diferite
discipline biomedicale precum si diferite capitole corespunzitoare ale informaticii
medicale.

1.5.2. Bioinformatica — relatii cu alte discipline

Bioinformatica este un capitol de sine statitor al informaticii medicale. Insa, prin
specificul obiectului sdu de a urmari modul in care este reprezentatd informatia in
structurile vii, obiectul sdu este strans legat de o serie de discipline privind structura si
functia structurilor din materia vie. Astfel, sunt necesare cunostintele de biofizica,
biochimie, biologie celulara si moleculara precum si genetica.

Din punct de vedere al abaterilor formale, legitura cu teoria probabilitatilor,
biostatistica, teoria sistemelor §i chimia cuanticid este evidenti. De asemenea, se
folosesc diverse limbaje de programare — R, PERL, C++, Java etc.

Dupé cum vedem, se poate afirma — pe buna dreptate — ca bioinformatica este una
dintre cele mai complexe discipline, pregatirea specialistilor in acest domeniu fiind cel
mai adesea inclusa in categoria ,,studii avansate”.



2. Introducere 1n biofizica

2.1. Obiectul si capitolele biofizicii

2.1.1. Stiinte interdisciplinare

A. Evolutia cunoasterii umane a consacrat de-a lungul timpului conturarea unor
domenii solide, bine definite mai ales in continut decat in definitii formale. Astfel si-au
stabilit o pozitie solida diferite stiinte: matematica, fizica, chimia, biologia etc. Ele au
nu numai obiect diferit ci si mod de abordare specific, considerat adesea chiar ,,mod de
gandire”. Insia complexitatea naturii si modul elaborat al gandirii umane au sters
granitele dintre stiintele clasice, fertilizdnd un teritoriu numit astdzi stiinte
interdisciplinare, ce au cunoscut o dezvoltare deosebitd in secolul XX si care s-au
dovedit a fi foarte prolifice.

B. In acest context putem privi si intersectia intre doud domenii gigant — fizica,
respectiv biologia. Mai multe discipline de granitd si-au gasit originea in aceasta
intersectie: biofizica, bionica, biocibernetica, biotehnologia, fizica medicala etc., fiecare
cu obiect si metode specifice. Putem astfel preciza obiectul catorva dintre aceste stiinte
de granitd, cele mai bine conturate si dezvoltate.

Biofizica — este disciplina ce se ocupa cu studiul fenomenelor fizice care se petrec
la nivelul materiei vii.

Bionica — se ocupé cu aplicarea in tehnica a unor ,,solutii”” din naturd (imitarea unor
procese din materia vie). Ex.: forma elicopterului, profilul aripilor de avion, ecolocatia
etc.

Biocibernetica — studiazd mecanismele de reglare, control §i comanda in materia
vie precum si integrarea diferitelor nivele informationale in sistemele biologice.

Biotehnologia — utilizarea organismelor vii sau bioproceselor in inginerie,
tehnologie sau medicina ex.: inginerie genetica, culturi de celule sau de tesuturi, etc.

Fizica medicala — aplicatii ale fizicii In medicina, pentru diagnostic (toatd aparatura
medicala radiografia, ecografia etc.) sau tratament (cu ultrasunete, terapia prin radiatii
etc.).

2.1.2. Capitolele biofizicii
Exista mai multe variante de impartire a biofizicii pe capitole:

A. In functie de fenomenul fizic urmarit de ex.: biomecanica, bioelectricitate,
biomagnetism, fenomene optice in biologie etc.

B. In functie de nivelul structural abordat astfel avem:

a) biofizica moleculara — care se ocupd cu studiul proprietatilor moleculelor
componente ale materiei vii,

b) biofizica celulara — in care se urmaresc fenomenele fizice la nivelul celular,
inclusiv particularitatile de abordare a fenomenelor fizice din materia vie in general; in
acest capitol sunt incluse: termodinamica biologica, fenomenele de transport — inclusiv
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transportul transmembranar, respectiv bioelectrogeneza — generarea fenomenelor
electrice la nivelul membranelor celulare,

c) biofizica sistemelor complexe — aspecte fizice ale unor sisteme: aspecte
mecanice ale sistemului osteomuscular, aspecte de dinamica fluidelor in sistemul
circulator, aspecte specifice in organele de simt mecanismul vazului, auzului etc.,

d) biofizica ambientala, numita frecvent si interactiunea factorilor fizici cu
materia vie, capitol dedicat variatelor interactiuni cu diversi factori fizici: presiune,
curent electric, unde mecanice - vibratii, ultrasunete, unde electromagnetice toatd gama,
de la unde radio si microunde la radiatii infrarosii, ultraviolete, X si gamma, radiatii
corpusculare neutroni etc.

C. Vom prezenta doar cateva notiuni fundamentale din capitolele de biofizica
moleculard si celulard utile pentru intelegerea fenomenelor ce vor fi prezentate in
capitolele urmatoare.

Din biofizica moleculara vom prezenta pe scurt:
—  structura atomului
—  atomul de carbon
—  structura moleculara
—  forte intermoleculare
—  molecula de apa
—  solutii
—  notiuni generale despre pH.

Din biofizica celulard ne vom opri la:
—  notiuni de termodinamica biologica
—  forte termodinamice

—  procese cuplate
—  transport transmembranar.

2.2. Structura atomului

2.2.1. Proprietiti

A. Atomul are dimensiuni de ordinul 10"°m (10"°m = 1A Angstrom). Masa se
exprima in unititi atomice de masi sau daltoni (lu.a.m = lu = 1Da = 1,66 x 107'kg).
Masa relativd a atomului este numarul care aratd de céte ori este mai greu atomul
respectiv fata de u.a.m., de ex.: masa relativa a atomului de carbon '*C este 12.

B. Atomul este neutru din punct de vedere electric.

C. Atomul este format din nucleu si nor electronic.

2.2.2. Nucleul atomic

A. Nucleul atomic are dimensiuni de ordinul 10™"°m si concentreaza practic masa
intregului atom.

B. Nucleul este incarcat electric cu sarcina pozitiva. Nucleul este format din protoni
si neutroni. Protonii sunt particule elementare incarcate pozitiv cu sarcina +1e si masa
aproximativ lu; neutronii sunt particule elementare neutre electric, cu masa aproximativ
lu

10
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C. Nucleul este caracterizat prin doud numere:

- numarul de ordine Z (sau numadr atomic), care reprezintd numarul de protoni din
nucleu §i determinad pozitia atomului 1n tabelul periodic al elementelor. Sarcina
nucleului este +Ze, unde ,,¢” este sarcina electricd elementara (le = 1,6 % 10'19C, C=
coulomb)

- numarul de masa A, care reprezintd numarul total de protoni si neutroni din
nucleu. Cum atat masa protonului cat si a neutronului sunt apropiate de 1u, numarul de
masa reprezintd aproximativ masa nucleului exprimata in u.

D. Simbolic un nucleu se noteaza ZXA, unde X este simbolul chimic al atomului
iar Z si A, ca indici inferiori, respectiv superior, sunt numarul de ordine, respectiv
numarul de masda. (A si Z se pot scric si ambii de aceeasi parte a simbolului
elementului).

2.2.3. Norul electronic

A. Nucleul este inconjurat de un nor electronic, alcatuit din Z electroni, fiecare cu
sarcina negativa elementara.

a) Norul electronic este impartit in nivele sau straturi. Un strat electronic este
caracterizat prin numarul cuantic N, numit numadr cuantic principal, care determina
energia E, si dimensiunea norului electronic r,;

—  valori posibile n = 1, 2, 3, .... si corespund nivelelor energetice ale straturilor
notate K, L, M, ... ;
- energia nivelului E,, ~ -1/ nz, iar distanta medie (~ raza orbitei) I'y ~ nz.

Observatie: energia electronului legat in atom este negativa, electronii din
apropierea nucleului sunt puternic legati, cei periferici sunt slab legati; cand n — oo,
E — 0 si electronul devine liber. Pentru smulgerea unui electron din atom este necesara
o energie egala cu energia sa de legéturd, iar atomul devine un ion pozitiv.

Ex.:pentru Z=1, E, =- 13, 6eV iar r; =0,53A (1eV = 1,6 x 10"°], J = Joule).

b) Fiecare strat (nivel) este impartit in subnivele; un subnivel intr-un nivel este
caracterizat prin numirul cuantic 1 numit numdr cuantic orbital sau azimutal, care
determind forma norului electronic;

—  valori posibile 1 = 0, 1, ... , n, in total n valori, corespunzand subnivelelor notate
in ordine s, p, d, f. Energia subnivelelor creste cu 1, dar mai slab decat variatia cu n;
un nivel are n subnivele;

—  forma norului pentru:

e 5=0 - forma sferica
e s=1 - forma bilobara
e s=2 - forma tetralobara etc.

c) Fiecare subnivel este impartit In orbitali; un orbital intr-un subnivel este
caracterizat prin numdrul cuantic magnetic M, care determina orientarea in spatiu a
norului electronic;

—  valori posibile m = -l, ..., -1, 0, +1, ..., +1, in total 21+1 valori. Toti orbitalii

unui subnivel au aceeasi energie si se numesc orbitali ,,degenerati”. Subnivelele s

(1 =0) au un singur orbital (sferic); subnivelele p (1 = 1) au trei orbitali (bilobari),

orientati pe cele trei directii din spatiu: p, py, P,.

11
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B. Notatia simbolicd a unui orbital cuprinde numarul nivelului (n) urmat de
simbolul subnivelului (s, p, d, f), la care se adauga un indice privind orientarea spatiala
determinatd de numarul cuantic magnetic; (in cazul orbitalilor s, de forma sferica acest
indice nu are sens).

Deci un orbital intr-un atom este caracterizat prin 3 numere cuantice:
— nr cuantic principal 1 (n =1, 2, 3..., pentru nivelele K, L, M, ...)
- nr cuantic orbital 1 (1=0, 1, ..., n-1, pentru subnivelele s, p, d, f)
— nr cuantic magnetic m (m=-1, ..., 0, ...., +1).

C. Un electron intr-un atom este caracterizat prin 4 numere cuantice:
— 3 numere cuantice n, 1, m ce determina orbitalul pe care se gaseste
— numarul cuantic magnetic de spin 8, care defineste electronul pe orbital
— valori posibile: s =+1/2, -1/2, in total 2 valori.

D. Principiul lui Pauli

Enunt: Intr-un atom nu pot exista mai multi electroni cu aceleasi valori pentru cele
4 numere cuantice.

Consecinta: pe un orbital pot exista maxim 2 electroni, cu spin opus.

2.2.4. Structura norului electronic — principii

A. Atomii difera intre ei prin structura norului electronic, care determina
proprietatile chimice ale atomului si principalele proprietati fizice.

Structura norului electronic poate fi analizata ierarhic, pornind de la cel mai simplu
atom — atomul de hidrogen, care are un singur electron si urmarind in continuare
structura pentru atomii cu mai multi electroni.

B. In completarea starturilor electronice pentru atomi vom lua in considerare
urmatoarele principii i reguli:

a) principiul energiei minime nivelele subnivelele orbitalii se completeaza
incepand cu orbitalii de cea mai joasa energie;

b) principiul lui Pauli pe un orbital incap maxim doi electroni, cu spin diferit;

c) regula lui Hund in cazul orbitalilor degenerati se completeaza intai fiecare
orbital cu cate un electron cu acelasi spin, apoi cel de-al doilea electron pe fiecare
orbital.

2.2.5. Structura norului electronic al elementelor

Cu principiile prezentate mai sus putem reprezenta schematic structura norului
electronic al elementelor de la inceputul tabelului periodic al elementelor.

In figura 2.2.5.a sunt prezentate simbolic structurile norului electronic pentru
elementele cu Z pana la 13.

12
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Fig. 2.2.5.a. Structura norului electronic al elementelor de la inceputul tabelului periodic

In fig. 2.2.5.b. sunt prezentate pozitiile relative ale nivelelor si subnivelelor

energetice.
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Fig. 2.2.5.b. Structura norului electronic si pozitia relativa a subnivelelor energetice

2.3. Atomul de carbon

2.3.1. Structura norului electronic

A. Atomul de carbon ocupd pozitia centrald in chimia organici, numeroase
proprietati ale moleculelor din materia vie fiind mai usor intelese dacd intelegem
configuratia norului electronic al atomului de carbon.

Din cei 6 electroni, 2 sunt pe stratul K, aproape de nucleu, pe care nu il parasesc in
nici un proces biochimic, deci il neglijam in comentariile ce urmeaza.

B. Cei 4 electroni de pe stratul L sunt situati in stare fundamentali In structura

2s%, 2p,, 2p,".

13
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Configuratia norului electronic al 1s 28 2px 2Py 2pz
atomului de coarbon: L1 K $ 1

- sus: in stare fundamentala

I T O O A O A B

- jos: in stare excitatd (hibridizare)

Fig. 2.3.1. Structura norului electronic al atomului de carbon

Aceasta explica comportamentul bivalent in unele situatii, de exemplu in molecula
de CO, prin completarea orbitalilor 2py si 2p, care erau incompleti.

2.3.2. Hibridizarea

A. Diferenta de energie intre subnivelul 2s si 2p este foarte mica, astfel incat un
electron de pe 2s sare pe orbitalul liber 2p,, avand acum 4 orbitali cu céte un electron
fiecare, cu acelasi spin (conform regulii lui Hund). Se explica astfel caracterul uzual
tetravalent al atomului de carbon.

Saltul electronului de pe 2s pe 2p, se numeste hibridizare.

B. Hibridizarea este Insotitd de o reorientare in spatiu a orbitalilor. Aceasta se
poate realiza in trei feluri:

g 3 . e e . . . A . .

a) Hibridizare sp™: toti orbitalii se reorienteaza simetric in spatiu, cu densitate

maxima orientatd spre varfurile unui tetraedru si toti au aceeasi energie, caz in care

atomul de carbon are cele 4 valente echivalente si le poate angaja in diferite legaturi
chimice.

sp3 hybrid orbitals of carbon

Fig. 2.3.2.a. Hibridizarea sp’

Prin aceastd orientare in spatiu a valentelor se pot explica si o serie de proprietati,
cum ar fi chiralitatea izomeria stericd, sau izomeria optica, in functie de atomii cu care
se realizeaza legaturile.

b) Hibridizarea sp’ . In cazul in care un electron de pe un orbital, (ex.: 2p,), era
angajat intr-o legaturd chimicd, (de exemplu cu un alt atom de carbon), reorientarea va
cuprinde numai orbitalul s si ceilalti 2 orbitali p (fig. 2.3.2.b).

14
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Fig. 2.3.2.b. Hibridizarea sp*

In acest caz poate si apari si o a doua legiturd intre doi atomi, prin
intrepatrunderea intersectia norului electronic ai orbitalilor care nu erau orientati de-a
lungul axei dintre atomi ci intr-un plan perpendicular. Evident, cele doud legaturi nu
sunt echivalente; prima, generata la intersectia orbitalilor de-a lungul axei este puternica

si se numeste legatura G, iar a doua este mai slaba si se numeste legaturda 7t.
(Comparativ, pentru legatura simpld C-C, energia legaturii este 347 kJ/mol, iar a

legaturii 7 din legatura dubla este 263kJ/mol).
Important de remarcat ca ceilalti orbitali se orienteaza simetric fatd de norul format.

¢) Hibridizarea sp. in cazul in care ambii electroni de pe 2p sunt angajati in
legaturi chimice, reorientarea se face intre orbitalul s si orbitalul 2p, ramas gol.

intr-o astfel de situatie apare si legatura tripld, in care apare o legiturd 6 si doud
legaturi 7T, (mai slabe in medie decat cand era doar una).

C. Orientarea norului electronic in moleculele organice (in special proteine) este
un subiect important, prin aceasta explicadndu-se proprietatile lor. Existd software
dedicat pentru astfel de analize.

2.4. Structura moleculei. Legdaturi chimice

2.4.1. Stabilitatea atomilor

A. Atomii au tendinta de a avea un nor electronic complet. In functie de structura
norului electronic putem estima gradul de stabilitate si proprietatile diverselor clase de
atomi. Astfel, atomii cu norul electronic complet sunt foarte stabili (grupa 18) - gazele
nobile (inerte).
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B. Atomii cu putini electroni pe ultimul strat (electroni de valentd) au tendinta de
a-i ceda mai ugor (caracter electropozitiv), in timp ce atomii carora le lipsesc putini
electroni pentru completarea subnivelului periferic au tendinta de a acapara electroni
(caracter electronegativ). Cu cat aceste tendinte sunt mai puternice, atomii respectivi
sunt mai putini stabili (mai reactivi).

2.4.2. Legdatura covalenta

A. Cea mai evidentd manifestare a tendintelor atomilor catre configuratia
electronica stabild apare prin formarea legaturilor chimice, iar dintre acestea, cea mai
frecventa (si mai generald) forma este legatura covalenta.

Legétura covalenta se realizeaza prin punerea in comun a electronilor de pe orbitalii
incompleti (cu céte 1 electron). Orbitalul nou format se numeste orbital molecular si se
redistribuie spatial intre cei doi atomi, existdnd posibilitatea — prin chimie cuantica - de
a calcula densitatea norului electronic nou format.

B. Legatura covalenta nepolara

In cazul in care legitura covalentd se realizeazi intre atomi identici, norul
electronic molecular va fi simetric distribuit peste ambii atomi, centrul sarcinilor
pozitive (aflat la mijlocul distantei intre cele doud nuclee) va coincide cu centrul
sarcinilor negative; molecula formata este nepolard (exemple: H,, Cl,, figura 2.4.2. sus).
Schematic perechea de electroni pusi in comun se noteaza cu o linie ,,-”, cu semnificatia
de legaturd simpld (o singurd pereche de electroni); In mod uzual electronii
neparticipanti nici nu se reprezinta.

C. Legatura covalenta polara

In cazul in care atomii sunt diferiti, atomul mai electronegativ atrage norul
electronic mai mult spre sine si va deveni un centru al sarcinilor negative, in timp ce
atomul mai slab electronegativ va ramane partial denudat de nor electronic, devenind un
centru al sarcinilor pozitive. Molecula obtinuta este o molecula polara, este caracterizata
printr-un moment de dipol (i) si se va orienta de-a lungul liniilor de camp in cazul
plasérii Intr-un camp electric. De asemenea, fiind un dipol, se va implica intr-o serie de
fenomene electrice cu caracter molecular. Exemple: HCI, prezentat in figura 2.4.2. jos,
H,O etc.

He +~ o — HeH or H—H
forming covalent

bond
--. ti. .tt.-.. -i-_-..
sele+ oGl TmigRgl o el

Constituent atoms
share a pair of electrons,
closing the shell for each

Bonding
pair

Fig. 2.4.2. Legdtura covalenta polara si nepolara
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2.4.3. Energia de legatura

A. Energia de legiturd a unei legaturi chimice este definitd ca energia necesara
pentru ruperea sa (deci este o energie negativa) si este egald cu energia eliberatd la
formarea moleculei. Se exprima uzual in kJ/mol (se mai foloseste kcal/mol).

B. Un grafic al energiei potentiale a unui sistem de doi atomi este prezentat in

figura 2.4.3. si poartd numele de groapa de potential. Distanta intre atomi pentru energia
potentiald minima se numeste distanta de echilibru.

band energy

| 4 ] 2 1
|| - - . .- - .
1
o i
| o 1
|I Enargy Errgy -____.-'"'
| released absorbed
-100 | whan bond when bond
|I foms Dreaks
| {=Bond {+Band
',I Enengy) Enargy)

Potential enangy (Khimod]

:
oo

o i i i e

Ti 100

(FaSond Bo@hl  |otacrasclons distance (pm)

the shorter the bondlength, the ligher the bond energy

Fig. 2.4.3. Energia de legatura

C. Atomii nu sunt ficsi la distanta de echilibru ci executd miscari de oscilatie
vibratie in jurul pozitiei de echilibru. Amplitudinea vibratiilor creste cu temperatura.
Nivelele energetice de vibratie sunt cuantificate. Fiecare moleculd are un spectru de
vibratie specific, cu benzi situate uzual in regiunea infrarosie a spectrului.

D. Stabilitatea unei molecule depinde de energia de legatura: cu cat energia de
legatura este mai mare (la formare s-a eliberat mai multa energie), cu atit molecula este
mai stabila.

E. Existd o relatie Intre distanta de echilibru si energia de legatura pentru energii
de legaturd mai mari, fortele de atractie sunt mai puternice si distanta de echilibru
lungimea legaturii este mai mica.

2.4.4. Legdatura ionicd

A. Un caz limita al legaturii covalente polare este cazul in care elementul mai
electronegativ preia integral electronul pus In comun, devenind iar negativ, iar celalalt
atom a devenit un ion pozitiv. Ex.: NaCl, MgO (figura 2.4.4.a).
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sodium contributes
electron, leaving It
with a closed shell

- - =
+
Nae + *Cle —= Na' + aClas
L ] L
forming ionic : A -
hond chloring gains
electron, lsaving It
with a closed shell
.e 24 ee 27
eMge + 50 e — Mg + 203
[ ] .e
farming ionic
bond

Fig. 2.4.4.a. Legatura ionica

B. Intre cei doi ioni se exercitd o fortd electrostatica coulombiana, iar energia de

legatura va fi chiar energia potentiald corespunzatoare acestei interactiuni (figura
2.4.4.b)

Pauli repulsicin sodium chloride

' lonization - electron affinity = 1.53 eV
2

Energy (eV)

Fig. 2.4.4.b. Energia legaturii ionice

C. In cazul legiturii ionice, notiunea de moleculd devine formald, in structuri
avem doar ioni independenti, pozitivi i negativi. Aceasta este situatia si in cristale, (de
ex.: NaCl) si in solutie; sd facem totusi observatia cd ionii in solutie sunt hidratati,
(moleculele de apa fiind polare, sunt atrase cu capatul de sarcind opusa catre ion).

2.5. Forte intermoleculare

Moleculele din structuri interactioneaza Intre ele. Aceste interactiuni sunt mai slabe
decat legaturile chimice, insa existenta fortelor intermoleculare determina o serie de
proprietati importante ale moleculelor, ex.: solubilitatea.

Ele pot fi:
— legatura de hidrogen
— forte Van der Waals
— forte de dispersie.
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2.5.1. Legdtura de hidrogen

A. Hidrogenul participant in legaturile covalente polare este adesea victima unei
interactiuni cu un atom mai electronegativ, raimanand partial privat de nor electronic si
un centru de sarcind pozitiva. in aceste conditii el poate fi atras de un nor electronic
complet al unui orbital, creat de o pereche de electroni neparticipanti la vreo legatura
chimica (deci nor dens in jurul unui atom electronegativ - centru de sarcina negativa).

B. Legatura de hidrogen este definitd ca interactiune de natura electrostatica intre
hidrogenul unei molecule cu electronii neparticipanti ai unui atom din altd molecula, de
obicei un atom de oxigen sau azot.

C. Energia de legatura in cazul puntilor de hidrogen este de 10 ori mai slaba decat
a legaturilor covalente (4,5 kcal/mol, fatd de 110 kcal/mol in legatura O-H). Exemple:
H,0, NH3, A-T/G-C etc. (figura 2.5.1).

HOH H H LO----H"++"H
hydrogen  hydrogen hydrogen  hydrogen
bond bond bond bond
donor acceptor acceptor donor

Fig. 2.5.1. Punti de hidrogen

2.5.2. Forte Van der Waals

A. Fortele van der Waals sunt forte de atractie slabe, ce se manifestd doar pe
distante foarte mici, scdzand foarte repede cu distanta dintre molecule. Ele pot fi
datorate interactiunilor de origine electrostatica intre dipolii moleculari.

B. Astfel putem avea:

— interactiuni dipol - dipol, care apar intre centrul sarcinilor pozitive ale unei
molecule polare si centrul sarcinilor negative al altei molecule polare;

— interactiuni dipol - dipol indus, care pot implica si molecule nepolare, dar care, sub
actiunea campului electric al unei molecule puternic polare, isi deformeazad norul
electric si apare un dipol indus care interactioneaza cu molecula polara.

2.5.3. Forte de dispersie

Fortele de dispersie sunt si mai slabe ca fortele Van der Waals, actioneaza doar la
distante foarte mici si cresc odatd cu masa moleculara. Le ludm In considerare doar daca
celelalte forte sunt toate mici.

2.6. Molecula de apa

2.6.1. Structura molecularda

A. Apa este un component esential al materiei vii, avand o serie de proprietati
care trebuie luate In considerare pentru a intelege o suitd de fenomene din lumea vie.
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B. Structura moleculara a apei este bine cunoscutd, H,O. Norul electronic este
deplasat catre oxigen, care devine centru de sarcini negative, centrul sarcinilor pozitive
fiind la semidistanta intre atomii de hidrogen. Datorita respingerii electrostatice dintre
nucleele de hidrogen, unghiul intre valente creste de la 90° la 105°, iar orbitalii cu
electroni neparticipanti ai oxigenului se reorienteaza spre varfurile unui tetraedru
(neregulat, nu identic cu norul carbonului, dar asemanitor). In figura 2.6.1. sunt
prezentate schematic ideile redate aici, formarea legaturilor covalente O-H, unghiul
intre valentele O-H, tetraedrul cu pozitia atomilor de hidrogen si densitatile maxime ale
norului electronilor neparticipanti.

.-H.

0.9584 A
ks

Fig. 2.6.1. Structura moleculei de apa

2.6.2. Legaturile de hidrogen ale moleculei de apa
A. O moleculd de apa poate prezenta 4 legaturi de hidrogen

— douad legaturi, stabilite de cei doi atomi de hidrogen, care se indreapta, fiecare,
spre o alta moleculd de apa, mai precis citre electronii neparticipanti ai altei molecule
de apa;

— alte doud legdturi prin cei doi lobi corespunzitori orbitalului 2p care
hibridizeaza cu 2s, formand un nor cu densitati maxime catre celelalte doua varfuri ale
tetraedrului.

B. O reprezentare sugestiva, folositd frecvent in chimia organica si biochimie,
este prezentatd in figura 2.6.2, in care cu culoare inchisa este redat atomul de oxigen, iar
cu culoare deschisa atomul de hidrogen. Sunt evidentiate cele 4 legaturi posibile.

5+ Hydrogen
bonds

Fig. 2.6.2. Legaturile de hidrogen ale moleculei de apa
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2.6.3. Proprietdtile apei

A. Prezenta legaturilor de hidrogen face ca apa sd ocupe un loc exceptional
comparativ cu alte molecule, favorizand pozitia sa privilegiata ca si component esential
al materiei vii. Fard a intra in detalii explicative, prezentdm in continuare o listd a
proprietatilor apei, in care, in buna parte, explicatiile invocd prezenta puntilor de
hidrogen:

— gheata are structurd cristalind hexagonald, cu spatii libere, avind densitatea mai
mica decét apa lichida,

— la 0°C numai 15% din legaturile de hidrogen se rup; apa lichida are structura
cvasicristalina, formata in special din trimeri §i dimeri,

— densitatea apei este maxima la 4°C,

— tensiunea superficiald a apei este foarte mare (cca. 72 N/m, fatd de cca. 22 N/m
pentru alcool),

— caldura specifica (implicit capacitatea caloricd) mare, acumuland o parte din
energie pentru ruperea unor legaturi de hidrogen, deci ca energie potentiala si nu ca
energie cinetica de vibratie a moleculelor; inertia termica este consideratd ca unul
din factorii cheie in evolutia materiei vii (¢ = 4,18 kJ/kg.grd = 1 kcal/kg.grd),

— temperatura de topire t, = 0°C, temperatura de fierbere t; = 100°C (fata de alcool:
t,=-38°C, t;=78°C),

—  conductibilitatea termica ridicata (~ 0,0013 cal/cm?. grd),

— céldurile latente foarte mari: caldura latenta de topire A, ~ 80 kcal/kg = 335 klJ/kg,
caldura latenta de fierbere A; ~ 580 kcal/kg = 2258 kJ/kg,

—  conductibilitatea electrica foarte mica (rezistivitate mare, ¢~ 11.10° Q'.m™),

— constanta dielectrica relativd foarte mare (¢ = 80), datorita efectului dipolilor
moleculari,

—  proprietati optice: transparentd, indice de refractie n = 4/3, nu absoarbe in domeniul
vizibil, absoarbe moderat radiatiile UV si este opaca la radiatiile IR.

B. Vascozitatea — este o proprictate ce reflectd gradul de frecare internd intre
molecule in cazul curgerii lichidului. Vascozitatea scade cu temperatura. in cazul apei
se constatd o scddere aproximativ liniard de la 4°C la 35 °C , apoi o scadere bruscd in
intervalul 35 - 40°C si din nou o scddere liniard pana la fierbere. Aceasta datoritd
faptului cd in intervalul 35 - 40°C are loc ruperea masiva a unor punti de hidrogen,nu
mai raman 1n solutie trimeri (grupe de trei molecule de apd) si multi dimeri se desfac.
Temperatura de 37°C se mai numeste al doilea punct de topire al apei si nu intimplator
animalele homeoterme au ca temperatura de echilibru tocmai aceasta valoare.

Proprietatile enumerate mai sus, chiar daca nu au fost explicate in detaliu, joacd un
rol esential in intelegerea unui mare numar de procese biologice si vom face referiri
specifice unde este cazul.

2.7, Solutii

2.7.1. Sisteme disperse

A. In naturi nu ne intdlnim cu sisteme pure, formate dintr-un singur fel de
molecule, ci cu sisteme formate din mai multe tipuri de molecule. Aceste sisteme poarta
numele generic de sisteme disperse.
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Repartitia spatiala a tipurilor de molecule poate fi uniforma (sisteme omogene) sau
neuniforma (sisteme heterogene). Pentru moment vom lua in considerare doar sistemele
omogene.

B. Compozitia sistemelor disperse

In general un sistem dispers are doud componente principale, numite faze:
— o faza continud, numita solvent, alcatuind componenta majoritara a sistemului,
— o faza discontinua discretd, numita solut, reprezentatd de substanta dizolvata.

C. Cel mai adesea consideram cele doud faze ca fiind reprezentate de starea de
agregare lichida. Totusi, la modul general, putem defini sisteme disperse cu toate
combinatiile posibile pentru solvent si solut.

D. Clasificarea sistemelor disperse dupd diametrul particulelor solutului.

a) solutii moleculare, cu diametrul sub10 A; cum de obicei masa moleculari este
proportionald cu volumul, deci cu puterea a treia a diametrului, uzual se considera in
categoria solutii moleculare, solutiile care au pentru substanta dizolvatd masa
moleculara M<1000,

b) solutii coloidale, cu diametrul intre 10 si 1000 A si masa moleculari peste 10°,
dar sub 106,

¢) dispersii —medii cu particule cu diametrul 1000 A sau M>10°.

E. O alta clasificare posibild ia in considerare procesul de disociere; astfel
solutiile pot fi:
a) electroliti — 1n cazul in care moleculele disociaza sa specificam aici ca
electrolitii pot fi la randul lor:
i.  electroliti tari, cand disocierea este totald este cazul tuturor sarurilor, dar si
acizii si bazele tari;

ii.  electroliti slabi, cand disocierea este partiala, acizi sau baze slabe in aceste
situatii trebuie definitd si o constantd de disociere, ca raportul intre
numarul moleculelor disociate si numarul total de molecule dizolvate.

b) ne-electroliti — cand substantele dizolvate sunt formate din molecule care nu
disociaza, ex.: glucoza, uree etc.

2.7.2. Concentratii

A. O caracteristica esentiald a solutiilor este concentratia acestora, exprimata ca
masura a proportiei moleculelor substantei dizolvate in solutie.

Exista mai multe modalitdti de a exprima concentratia unei solutii:

a) Concentratia procentuald — exprimd cantitatea de substantd dizolvata,
exprimata in grame, la 100 ml solutie;

b) Concentratia molard — exprima numarul de moli de substantd dizolvatd in 11
solutie (1M = 1 mol = cantitatea de substantd, exprimatd in grame, numeric egalda cu
masa moleculara exprimatd in u.a.m.; 1 mol are N, molecule, N, este numarul lui
Avogadro N, =0, 023.10% molecule/mol);

¢) Concentratia normala — exprimd numarul de echivalenti gram de substantd
dizolvati in 11 de solutie (1 echivalent-gram = 1 mol/z, unde z este numarul de sarcini
electrice de un semn, ce se obtine la disocierea unei molecule).

B. Relatii
CM/D) =m(g)/V()).M (2.12)

unde C este concentratia, in mol/litru, V = volumul solutiei in I, M este masa moleculara
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2.8. pH-ul solutiilor

2.8.1. Disocierea electrolitilor

A. Electrolitii disociaza in solutie. Disocierea poate fi totala sau partiala. in cazul
disocierii partiale se defineste constanta de disociere k.

B. Acizi

Substantele care prin disociere pun in libertate protoni ioni H" se numesc acizi.
Acizii tari disociaza total, acizii slabi disociaza partial. Ex.: HCIL, H,CO;

AH — A"+ H" (acizi tari), sau (28.1a)
AH & A"+ H' (acizi slabi) (281a")
C. Baze

Substantele care prin disociere pun in libertate ioni OH se numesc baze (substante
alcaline). Bazele tari disociaza total, bazele slabe disociaza partial. Ex.: NaOH, NH,OH.

BOH — B" + OH (baze tari), sau (2.8.1h)
BOH <> B" + OH™ (baze slabe) (2810
D. Disocierea apei

Molecula de apid disociazi partial in solutie eliberand un proton de H' si un ion
oxidril (hidroxil) OH".

H,0 - H + OH (28.1c)
E. Constanta de echilibru

In cazul disocierii partiale, putem explica legea actiunii maselor constanta de
echilibru se numeste constanta de disociere. latd, pentru acizii slabi si bazele slabe.

AH - A +H' k,=[A].[H]/[AH] (2.8.1.d)
BOH <~ B"+ OH k, = [B'].[ OH')/[BOH] (28.1e)
F. Bazele ca acceptori de protoni

O substantd poate avea caracter bazic fird a elibera direct ioni OH in solutie
apoasa. Este suficient a accepta protoni (ca opus al eliberarii de protoni de catre acizi)
protonii acceptati provin dintr-o molecula de apa, astfel incat in solutie, in mod indirect
apare un ion OH". Ex.: amoniacul NH; are caracter alcalin:

NH; + H,0 < NH," + OH" (2811

2.8.2. Produsul ionic al apei

A. In cazul apei, in conditii normale (p = 1 atm, t = 20°C) produsul [H'].[OH] se
numeste produs ionic al apei si are valoarea 10™*.

H,0 - H +OH  [H'].[OH]=k, [H0]=10" (28.2.a)

B. Cum fiecare moleculd de api elibereazi in mod egal un ion de H" si unul de
OH" rezulta ca:
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[H]=[OH]=10" (28.2h)
Cu alte cuvinte 1 molecula din 10 milioane este disociata!

C. Ionul de hidroniu

De mentionat ca ionul H' nu se giseste niciodati liber in solutie, ci este intotdeauna
cuplat pe o moleculd de apid formand ionul de hidroniu H;O". Pentru simplitate in
abordarea formala pastrim insi notatia de H'.

2.8.3. Scara pH
A. Definitia pH-ului
Exprimarea concentratiei ionilor H' intr-o solutie se face prin definirea scarii pH.

Definitie: pH-ul unei solutii este logaritmul cu semn schimbat al concentratiei
ionilor de hidrogen.

pH =-log [H'] 282¢)

Se aplica logaritmi zecimali. In cazul apei cunoscand [H']= 107 rezultd pH = 7.
Pentru un acid tare cu concentratia 1 mol/l, pH = 0.

B. Definitia pOH-ului

Similar, logaritmul cu semn schimbat al concentratiei ionilor OH™ se numeste pOH.
pOH - log OH (28.2.d)

C. Relatia pH — pOH

Prin logaritmarea formulei 2.8.2.a se obtine relatia:
pH +pOH = 14 (28.2e)

Din acest motiv, nu este necesar a lucra cu ambele marimi, fiind suficienta una. In
practica se foloseste doar scara pH.

D. Descrierea scérii pH

Caracterul acid, neutru sau alcalin al unei solutii se poate recunoaste dupa valoarea
pH-ului. Scara pH, stabilitd de Sorensen are valori intre 0 si 14 si este ilustrata in figura

2.8.3, in care sunt redate si citeva exemple de valori de pH ale unor solutii mai des
intalnite.

o[1]2]s |'4._ s |6

ackds alkalis

|Ranaw | ~

increasingly acidic increasingly alkaline

———

Fig. 2.8.3. Scara pH

E. Importanta pH-ului in materia vie

Exista substante care au caracter amfoter, adica disociaza atat ca acid cat si ca baza.
In aceasta categorie intra §i amino - acizii. Gradul de disociere al gruparilor carboxil sau
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amino va depinde de pH-ul solutiei. Insi gradul de disociere determini si sarcina
electrica a moleculei, deci o serie de proprietiti. De aceea, organismele vii au
mecanisme de reglare pentru mentinerea pH-ului la valori relativ constante.

F. Solutii tampon

Solutiile tampon sunt solutii care mentin constantd valoarea pH-ului. Ele sunt de
reguld compuse dintr-un acid slab si o sare a sa, sau dintr-o baza slaba si o sare a sa. Sa
ludm primul caz:

AH - A +H' (2829
AMe & A"+ Me"

Cand in solutie se adaugd un acid deci apare o abundentd de ioni H", echilibrul
primei reactii se muta la stanga, in solutie existdnd suficienti ioni A~ proveniti din sare.
In consecinti se formeazi noi molecule neutre AH si nu creste concentratia ionilor H'.

In cazul in care se adaugi o bazi, procesul este invers, ionii H' neutralizati de ionii
OH" din baza, generand molecule de apa, sunt reficuti prin disocierea altor molecule de
AH, echilibrul mutandu-se la dreapta.

pH-ul unei solutii tampon se calculeaza cu relatia Henderson-Hasselbach:
pH = pk, + log ([f.deprot.]/[f.protonata]) (2829

unde [f. deprot.] reprezintd concentratia formei deprotonate, iar [f. protonata] reprezinta
concentratia formei protonate.

Daca luam pk, = -log k,, observam ca atunci cand sistemul este in echilibru,
pH = pk, iar concentratia formei protonate este egala cu cea a formei deprotonate.

in exemplul de mai sus, forma protonati este AH iar forma deprotonati este A” sau
AMe (sarurile disociaza total).

2.9. Termodinamica biologica

Unul dintre capitolele importante din biofizica celularda este cel referitor la
termodinamica biologicd. Vom urmari in continuare cateva deosebiri esentiale intre
materia nevie si materia vie din punct de vedere termodinamic. Sa revedem insa cateva
notiuni introductive de termodinamica.

2.9.1. Parametrii de stare ai unui sistem termodinamic

A. Obiectul de studiu in termodinamica se numeste sistem termodinamic. El este
definit ca o portiune finitd din univers, delimitatd fizic sau imaginar de restul
universului, numit mediu exterior.

B. Un sistem termodinamic este caracterizat la un moment dat printr-un set de
parametri numiti parametri de stare. De ex.: un gaz intr-un cilindru cu piston este un
sistem termodinamic, caracterizat prin parametrii de stare presiune p, temperaturd T si
volum V.

C. Parametrii de stare pot fi:
— extensivi — care depind de dimensiunea sistemului, de ex.: volumul, masa, numarul
de moli, energia interna, etc.,

25



Bioinformatica

— intensivi — care nu depind de dimensiunea (masa) sistemului de ex.: temperatura,
presiunea, densitatea, etc.

Parametrii extensivi au proprietatea de aditivitate, cei intensivi nu. Dacad asociem
doua sisteme 1 §i 2 pentru a crea un nou sistem, 3, vom avea masa finald m; = m; + m,
energia interna U; = Uy + U, s.a.m.d.

D. Sistem omogen, gradienti, sistem izolat

Cand parametrii intensivi au aceeasi valoare in orice punct din sistem spunem ca
sistemul este omogen. Cand sistemul nu este omogen, putem defini variatia unui
parametru intensiv Y de-a lungul unei axe x prin gradientul parametrului respectiv
dY/dx.

E. Un sistem termodinamic care nu poate schimba cu exteriorul nici substanta,
nici energie se numeste sistem izolat. in cazul in care sistemul nu schimba substant3,
dar poate schimba energie sub forma de lucru mecanic sau caldura sistemul se numeste
inchis. In contrast cu sistemul inchis este sistemul deschis, care permite si schimb de
substantd. Un caz aparte de sistem inchis este sistemul izolat adiabatic, care nu schimba
substantd, iar energia poate fi schimbatd numai sub forma de lucru mecanic, nu si sub
forma de caldura.

2.9.2. Procese termodinamice

A. Stare de echilibru. Starea unui sistem in care parametrii de stare raman
constanti in timp §i prin sistem nu circula fluxuri se numeste stare de echilibru.

B. Stare stationara - este starea unui sistem care are parametrii de stare constanti
in timp, dar sistemul este traversat de fluxuri constante.

C. Trecerea unui sistem dintr-o stare in altd stare se numeste transformare sau
proces termodinamic.

D. Un proces este caracterizat prin marimi de proces, numite variatii. Daca (1) si
(2) sunt doua stari distincte ale sistemului in doud momente, t; si t,, atunci variatia unui
parametru de stare X va fi AX = X, — X, care pentru intervale scurte de timp devine
dX/dt. Variatiile pot fi definite atat pentru parametrii intensivi cat si pentru cei
extensivi.

E. Exista procese in care unii parametri rdiman constanti; iatd denumirile catorva
procese particulare:
— transformarea izoterma — cand temperatura raimane constanta,
— transformarea izobara — cand presiunea ramane constanta,
— transformarea izocora — cand volumul ramane constant.

F. Procese reversibile si ireversibile

Un proces termodinamic intre doua stari 1si 2 se numeste reversibil daca sistemul
poate reveni din starea 2 in starea 1 prin aceleasi stari intermediare. In caz contrar este
proces ireversibil. Procesele reversibile sunt ideale, procesele reale sunt ireversibile, dar
putem avea procese care se apropie destul de mult de procesele reversibile.

2.9.3. Functii de stare

Procesele termodinamice sunt mai usor descrise cu ajutorul unor anumite functii de
stare, pe care le enumeram fara a le defini sau analiza proprietatile:
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— entropia termodinamica S (exprimata in J/K)
— energia interna U (exprimata in J)

— energia libera F=U-T.S (J)

— entalpiaH=U+p.V (J)

— entalpia libera G=U+p.V-T.S (J).

2.9.4. Principiul al doilea al termodinamicii

Cel mai controversat aspect al termodinamicii biologice este legat de al doilea
principiu al termodinamicii. Vom face céteva scurte comentarii legate de acest
principiu.

A. Enuntul sau din fizica clasicd are mai multe formulari echivalente.

a) Caldura nu poate trece de la sine de la un corp cu temperaturd mai scazuta la
unul cu temperatura mai ridicata

b) In procesele termodinamice entropia nu poate scidea; variatia entropiei este
zero 1n procese reversibile si pozitiva In procesele ireversibile.

B. Entropia termodinamica poate fi corelatd intuitiv (demonul lui Maxwell) cu
gradul de ordine la scard moleculari. In procesele ireversibile creste dezordinea
moleculard (numarul de stari in care putem aranja moleculele componente) asociatd cu
cresterea entropiei. Acest lucru este valabil pentru sisteme nevii.

C. Insi procesele din materia vie sfideazi (aparent) al doilea principiu al
termodinamicii: structurile evolueaza catre stari tot mai ordonate!

Explicatia poate fi datd prin legatura care se face intre entropia termodinamica si
cea informationald. Un proces termodinamic insotit de scdderea entropiei
termodinamice ar fi posibil dacd sistemul isi creste entropia informationala.

2.10. Procese cuplate

2.10.1. Natura proceselor cuplate

A. Procesele din materia vie nu sunt procese izolate ci procese cuplate. Este deci
posibil a avea cuplate doud procese — unul in care entropia scade (reactii de sinteza)
cuplat cu unul in care entropia creste (un proces catabolic, spontan), respectand si
principiul al II — lea prin cresterea globald a entropiei in ansamblul proceselor cuplate.

B. Din punct de vedere energetic un proces care necesita energie (endoenergetic)
trebuie cuplat cu un proces ce elibereaza energie (exoenergetic).

2.10.2. Laturile metabolismului
Procesele cuplate le intdlnim ca laturi principale ale metabolismului.

A. Catabolismul — cuprinde procese exoenergetice, de degradare moleculara, in
care entropia creste sunt procese spontane.

B. Anabolismul — cuprinde latura specifica a materiei vii, procese endoenergetice
in care se produc structuri mai ordonate si mai bogate in energie in aceste procese
entropia scade (reactii de sinteza, endoenergetice).
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2.10.3. Stocarea energiei pentru procesele biologice

Pentru a asigura energia necesard reactiilor anabolice, in materia vie energia este
stocatd in molecule de ATP (acid adenozin-trifosforic). Aceste molecule, numite si
molecule macroergice, sunt sintetizate in organitele celulare numite mitocondrii, printr-
un proces numit fosforilare oxidativa. Descifrarea mecanismelor sintezei ATP prin
pompa de protoni de catre Mitchell a fost rasplatitd cu un premiu Nobel, in 1974.

De fapt importanta proceselor termodinamice, intelegerea lor in contextul materiei
vii, a generat o buna conturare a termodinamicii biologice, numita si termodinamica
proceselor ireversibile, pentru care s-a acordat premiul Nobel lui Prigogine, in 1971.

2.11. Forte termodinamice

A. Forte si fluxuri termodinamice

In termodinamica biologicid se generalizeazia termenul de forti, numiti forta
termodinamica, definita ca gradient al unui parametru intensiv. Efectul produs de o forta
termodinamica se numeste flux conjugat si se defineste ca transferul unei marimi print-o
sectiune unitard, in unitatea de timp.

B. Lista fortelor termodinamice si fluxurile lor conjugate

Tabelul 2.11. Forte si fluxuri termodinamice

Forta Param. intensiv Flux conjugat Flux
Ap gradient de presiune flux de volum (curgere) Jv
AT gradient de temperatura flux de céldura Jo
AE gradient de potential electric curent electric I

AC gradient de concentratie (fiecare subst. i) difuziune J;

An gradient de presiune osmoticd 0smoza Jw
Ap gradient de potential chimic rata reactiei chimice v

2.12. Transport transmembranar

2.12.1. Clasificare, proprietati

O serie de molecule importante in studiile de bioinformatica le intdlnim in
structurile care asigura transportul substantelor prin membranele biologice.

Transportul prin membranele biologice poate fi:
— transport pasiv In sensul gradientului electrochimic, fard consum energetic
— transport activ contra gradientului electrochimic, cu consum energetic.

2.12.2. Transport pasiv

Transportul pasiv se poate realiza prin:
a) difuziune — in cazul gazelor sau substantelor solubile in lipide
b) prin canale ionice — existd structuri moleculare de naturd proteica, ce
traverseazd membrana celulard, avand forma unui canal, adesea avand situri de cuplare
o« .. a +
temporara a ionilor. In figura 2.12.2 este prezentat un canal de Na'.
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¢) transport facilitat — cu ajutorul unor molecule “carrier” pentru molecule pentru
care nu existd nici canale, nici nu pot difuza, de ex. transportul glucozei prin membrana
eritrocitara.

chosed finactvated)

=
i

Almie
1F m=

el Repwi.

chorsand drasting) ciosed [inacated )

Fig. 2.12.2. Canal de Na*

2.12.3. Transport activ

A. Transportul activ are un rol important in mentinerea parametrilor fizico-
chimici ai celulelor. El este asigurat de structuri specializate numite pompe, fiind
frecvente pompele pentru ioni.

Structura moleculelor ce formeaza pompele este mai complexa decét a canalelor,
ele avand si situsuri de cuplare a moleculelor ce asigurd suportul energetic. De obicei
procesul incepe cu o reactie de fosforilare, din partea unei molecule de ATP.

B. in figura 2.12.3 este prezentati pompa Na”/K’, intalnita cel mai frecvent in
celule pentru a asigura concentratiile normale intra si extra celulare de Na* i K.

i Prami. ] ey

SaﬁTﬁm-Fntassium P

= il Gr-‘.b i
Fig. 2.12.3. Pompa Na'/K"
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3. Notiuni de biochimie

In acest capitol vom trece in revista structura si proprietitile a doua mari clase de
molecule ce constituie de fapt obiect de studiu pentru bioinformatica:
— proteinele, compuse din aminoacizi,
— acizi nucleici, compusi din nucleotide.

3.1. Aminoacizii

3.1.1. Structura generala

A. Aminoacizii (AA) sunt molecule organice care contin o grupare amino (-NH,)
si o grupare acida carboxil (-COOH).

B. Formula generala este H,N-CH-R-COOH. Atomul de carbon primar (numit si
C,) are cele 4 valente ocupate astfel: una leaga gruparea amino, a doua leagd gruparea
carboxil, a treia leagd un proton (- H) iar a patra leagd o grupare numitd radical sau
reziduu (-R). Aminoacizii difera intre ei prin acest radical (figura 3.1.1.a).

Fig. 3.1.1.a. Formula generala a aminoacizilor

C. Inmateria vie intlnim doar 20 AA, aceiasi atat in regnul vegetal cat si animal,
la toatd scara evolutivda, demonstrand elocvent unitatea materiei vii pe pamant. insa
numadrul practic infinit al combinatiilor posibile, acoperd cu prisosintd orice paleta
imaginativa, explicand toate diversitatile, la fel cum cu numarul restrans al literelor
alfabetului se pot crea orice cuvinte.

D. In figura 3.1.1.b sunt prezentate structurile moleculare ale aminoacizilor in
forma lor uzuala.
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Fig. 3.1.1.b. Structurile moleculare ale aminoacizilor

3.1.2. Formele ionice ale aminoacizilor

A. Gruparea carboxil are caracter acid, putdnd elibera un proton si trecand in
forma —COOQ’, cu sarcina negativa.

B. Gruparea amino are ca caracter bazic, putand accepta un proton si trecand in
forma —NH;", cu sarcina pozitiva.

C. Avand caracter dublu, atdt acid cat si alcalin, spunem ca are un caracter
amfoter.

D. Formele ionice care se pot forma, fiind atat pozitive cat si negative, cu
posibilitatea ca o molecula sa prezinte simultan ambele sarcini, poartd denumirea de
“zwitter-ioni”, si sunt prezentate in figura 3.1.2.
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@1? @ m

Fig. 3.1.2. Forme ionice ale aminoacizilor

E. Sarcina pe care o are un aminoacid la un moment dat depinde de pH-ul
mediului. in mediu acid, unde avem o abundenti de protoni H', gruparea carboxil nu
disociaza, in schimb gruparea amino se va gasi in forma ionicd, iar aminoacidul va avea
sarcind pozitiva. In schimb in mediu bazic, gruparea amino va fi neutra, iar cea carboxil
ionizata, avand o sarcina globala negativa.

F. Pentru fiecare aminoacid existd o anumitd valoare a pH-ului, numita punct
izoelectric pentru care gradul de disociere ca acid este egal cu cel de disociere ca baza,
numarul sarcinilor pozitive este egal cu cel al sarcinilor negative, iar molecula 1n
ansamblu este neutra.

G. Dependenta sarcinii de pH std la baza unei metode de separare a proteinelor
numita electroforeza. O banda de hartie de filtru imbibata in solutie salind are marginile
in contact cu doi electrozi intre care se aplica o diferentd de potential de ordinul sutelor
de volti. Pe bandi se depune o picitura din solutia unei proteine. In prezenta cAmpului
electric moleculele se deplaseazd (migreazd) in functie de sarcina lor. Viteza de
deplasare este invers proportionald cu masa moleculara. Aceastd deplasare datoratd
campului electric se numeste electroforeza.

3.1.3. Proprietdtile aminoacizilor
A. Abundenta

Cei 20 AA nu au o raspandire uniforma in proteinele din natura. Abundenta lor (in
procente) este prezentata in tabelul 3.1.3.

B. Izomerie structurald

Daca se traseaza un plan imaginar creat de carbonul o, carbonul din carboxil si
radicalului R - fie de partea stangd, fie de partea dreaptd a planului, cu alte cuvinte avem
2 izomeri sterici, care poartd numele S si R, iar proprietatea de a prezenta izomeri sterici
se numeste chiralitate.

Aminoacizii din proteinele din natura sunt cu totii izomeri S, acceptiand cisteina
(Cys) care este R si glicina (Gly) care este nonchirala.

C. Izomerie optica

Compusii care prezinta izomeri structurali, prezinta de obicei §i izomerie optica. O
serie de substante (numite ,,optic active”) au proprietatea de a roti planul luminii
polarizate cand aceastd lumini le traverseazi. in functie de sensul in care este rotit
planul luminii polarizate substantele pot fi D (dextrogire) - care rotesc planul la dreapta
si L (levogire) care rotesc planul la stinga. in aminoacizii de sinteza cele doud forme se
produc in proportii egale. in aminoacizii naturali intdlnim numai forma L. Fenomenul
incd nu are o explicatie unanim acceptata.
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Tabel 3.1.3. Raspandirea aminoacizilor

Denumirea (Residue)|cod 3-litere °°dc1m;:”é Abundenti />{%) E.C.
Alaning ALA A 13.0
Argining ARG R 5.3
Asparaging ASN M 99
Aspartat ASP D 99
Cisteina CY¥3 c 1.8
Acid glutamic GLU E 10.8
Glutarming GLR Q 10.8
Glicind GLY G 78
Histiding HIS H 07
Isoleucing ILE | 4.4
Leucing LEU L 7.8
Lizind LYS K 7.0
Ietionind WET Il 38
Fenilalaning FHE F 33
Proling PRO P 416
Serind SER 5 6.0
Treonina THR T 46
Triptofan TRP W 1.0
Tirasing TYR ¥ 22
“aling WAL b 6.0

D. Aminoacizii esentiali

Majoritatea aminoacizilor pot fi sintetizati in organismul uman. Totusi exista unii
AA care nu pot fi sintetizati — acestia poarta numele de AA esentiali. Ei sunt In numar
de 9: Val, Leu, Ile, Lys, Thr, Met, His, Trp, Phe. AA sunt sintetizati de plante si sunt
necesari in aportul alimentar, ei se gésesc si in produse animale.

E. Notatii

Se folosesc frecvent niste notatii prescurtate, formate din 3 litere convenabile
pentru recunoasterea denumirii lor. Totusi in analiza secventiald este preferata notatia
simbolica cu céte 1 litera.

3.1.4. Hidrofobicitatea

A. Grupdrile din radicali R sunt foarte variate, cu proprietati diferite, ceea ce
confera aminoacizilor — si prin ei, proteinelor — o paleta largd de proprietiti. in functie
de aceste grupari putem face o clasificare a AA (figura 3.1.4.a)

- AA cu grupari nepolare: Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe,
- AA cu grupari polare neincarcate electric: Ser, Thr, Cys, Met, Asn, Gln, Tyr, Trp,

Pro,

- AA cu grupari polare cu caracter acid: Asp, Glu,
- AA cu grupari polare cu caracter bazic: Arg, Lys.
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Very hydrophobic amino acids. Amine acids that are part hydrophobic
Leusine
Methionine Arginine
Met or M Arg or R
Lysine
Lys or K
Val or V lle or | Leu or L

Cysteine
Cys or C

Tryptophan

Trp or W Clearly polar amino acids

Phenylalanine
Phe or F Arginine
Arg or R
Less hydrophabic amin acids, o indifferent amina acids
Lysine Asp
Lys or K Asp or D
_— Threonine
anine Tyrosine Histidine Theor T
Glutamate
i Tyr or Y His or H Glu or E
Asparagine
- Asnor N
::;’:: s Proline Glutamine
Pro-or P 1| Giycine 3 Gin or 0
Gly or G

Fig. 3.1.4.a. Clasificarea aminoacizilor

B. Polaritatea gruparilor determind si solubilitatea lor in apa. Astfel AA cu
grupdri polare sunt hidrofobi, cei cu sarcina sunt hidrofili, iar cei cu grupari polare
neincércate electric sunt relativ solubili prin puntile de hidrogen care se pot forma.

C. Scari de hidrofobicitate

Evaluarea gradului de hidrofobicitate al unei molecule este dificila, fiind cel mai
adesea bazatd pe partitia moleculei intre diferiti solventi. In functie de solventii folositi
s-au stabilit diverse scari care ierarhizeaza aminoacizii figura 3.1.4.b, dreapta.

most hydrophobic

C GLI 1 (o
1 VA v F1
v F L v
LF LMW
M C lé
AOW M MA -

TS G H
HS WY TS pe
T WY T
P P
M NKQ
D EH H S
QE D N.Q PR

DE D.E
R
K R R K
(1) (2) (3) @)
< A diagram comparing four different scales for the “hydrophobicity” of
Hydrophobic 40 ain acid residue in & protein [4). References for the seales are as follows.
(1) Jamin (1979)"; (2) Wolfenden, et al . (3) Kyte and Doolirtle %, and (4) Rose,

Fig. 3.1.4.b. Hidrofobicitatea aminoacizilor
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D. Daca tinem cont de dimensiunea moleculei, pe langd hidrofobicitate si
caracterul polar/nepolar sau sarcina moleculei la pH fiziologic, putem prezenta
schematic o diagrama care sintetizeaza toate aceste proprietati figura 3.1.4.b stanga.

E. Pentru a avea o imagine mai detaliatd asupra proprietatilor aminoacizilor, sa
mai addugdm determindrile unor proprietati fizice:densitate, volum, suprafatd, constante
de echilibru de disociere a gruparilor din radical (unde este cazul). Aceste proprietati
sunt sintetizate in tabelul 3.1.4.

Tabelul 3.1.4. Proprietatile aminoacizilor solubilitate, densitate, volum, suprafata si pK

Name @i}ﬁ;bg‘?oc) Deigsgnﬂ) PI:ézs | Residue Volume ISmfacE Area ’Sldt Chain pKa
[ Alamne [ 1665 | 1401 [6.107 Ig} 18783‘64 } ;;: ; =D
[ Acginine | 15 [ 11 [0 '
eparic D[ m1 [ 150 [ 45
Acid 0.778 1.66 298 | [N 1141 [0 | _
[Asparagme | 353 | 154 | - [c[ 1085 [ 135 | 9195
[Cysteine | vey | - |50z | |[E[ 1384 [ 190 [ a6
Glutarmic 0964 1460 | 308 [ 1438 [ 180 | -
Acd [ 601 [ 75 | -
| Guamine | 25 | - | - | [g[ 1z | 15 | 6z
[ Giyene [ 2499 | 1607 [ 6064 [ 1667 s | -
[ Hstidne | 419 [ - | 764 ] o BETEE -
| Ioolewcine | 4117 [ - [6.038 K] Y T 20 | o4
| Leucine | 2426 | 1191 [6.03%6 : :
| Lysine I very [ - [ 947 |ﬁ| 1023 I L) ’ =
[Methionine | 3381 | 1340 | 574 [F[ 1899 | 210 | -
[Phenylalanne | 2965 | - | 591 B[ m27 [ a5 | -
[ Proine | 1623 [ - [ 63 [s[ 00 [ us | -
[ serine | 5023 [ 1537 | 568 [T[ 161 | 140 | -
[Treomne | vey | - | - fw[ 2278 [ 255 | -
[Tptophan | 1136 | - | 588 | |Y[ 1936 [ 230 [ 97
[ Tyrosme | 00453 | 1456 | 563 | [v[ 1400 [ 155 | -
| vaine | 88 [ 1230 [6002 a-amino pKa=6.8 - 7.9, a-carboxyl pKa=3.5- 4.3

3.2. Proteine

3.2.1. Legatura peptidica

A. Doi aminoacizi se pot lega chimic prin reactia intre gruparea carboxil a unui
AA cu gruparea amino a celuilalt, cu eliminarea unei molecule de apa:

H,N-CH-R,-COOH + H,N-CH-R,-~COOH —
H,N-CH-R,—CO-NH-CH-R,-~COOH (3.2.18)

B. Legatura formata se numeste legatura peptidica. Reactia este bine ilustrata in
figura 3.2.1.a, iar proprietatile legaturii peptidice sunt prezentate in figura 3.2.1.b.

C. Ne putem usor imagina ca dipeptidul format, avand un capat amino §i un capat
carboxil, poate la randul sau forma o noua legatura peptidica si asa mai departe. O astfel
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de moleculd se numeste polipeptid sau proteind. Pentru un numir mic de AA in
structura se pot folosi prefixele corespunzatoare: dipeptid, tri~, tetra~, penta~ s.a.m.d.

Fig. 3.2.1.a. Formarea legaturii peptidice

0/'1.23.&
133A /

/\ H

Fig. 3.2.1.b. Proprietatile legaturii peptidice

3.2.2. Structura primard a proteinelor

A. O primd caracteristici, de importantda majora in bioinformatica este
reprezentatd de succesiunea de AA care formeaza molecula proteica.

B. Aceastd succesiune poartd numele de ,structurd primard” a proteinelor.
Pozitiile aminoacizilor se numeroteaza incepand de la capatul cu gruparea amino libera.

C. Determinarea structurii primare a proteinelor

Existda mai multe metode de determinare a structurii primare a proteinelor, pe care
nu le vom trata in detaliu ci doar le vom enumera aici:

a) metode biochimice de determinare a secventei, cuprinzand:
- degradarea Edman,
- fractionarea prin digestie cu enzime proteolitice,
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- spectrometrie de masa,
- hidroliza in acizi (doar determinarea cantitatilor de aminoacizi).
b) deducerea din secventa genelor.

D. Exemple de structuri primare

Una dintre primele structuri primare determinate a fost cea a insulinei, prezentata in
figura 3.2.2, de catre Sanger 1n 1951, pentru care i s-a acordat premiul Nobel.

A - chain

S S
] |
CRERELERERNECEEOREEER
" 3 3 . ] 4 r a 3 w1 12 a

' 14 1S 1% 7 w19 20 N

i‘. S
B « chain s
COCCOCECOOCOCCCEODTO

Fig. 3.2.2. Structura primara a proteinelor: insulina

3.2.3. Structura secundara a proteinelor

A. O molecula proteica poate avea de la cateva zeci de aminoacizi pana la cateva
sute. Prin proprietatile pe care le au radicalii aminoacizilor din lant, se formeaza adesea
niste structuri spatiale specifice usor de recunoscut. Corey si Pauling (1943) au fost
primii care au semnalat aceste structuri denumite generic ,structura secundard” a
proteinelor.

B. Structura — helix

Cea mai bine cunoscutd forma specificd este cea de helix pe care o intalnim
frecvent la proteine. Unii aminoacizi, mai ales Met, Ala, Leu, Glu si Lys se dispun in
forma unor spirale ce s-ar infasura pe un cilindru virtual, numit - helix. Alti AA insa nu
se dispun in helix, aparitia lor (de exemplu Gly si Pro) generdnd discontinuitatea
spiralei, de aceea se si numesc “helix breakers”. Procentul de AA angajati in structurile
secundare variaza. in tabelul 3.2.3. sunt trecute proportiile de AA cuprinsi in structuri
de tip - helix.

Tabelul 3.2.3. Procent de AA in elice

Proteina % elice a
Mioglobina 70
Insulina 38
Ovalbumina 31
Serumalbumina 46
Pepsina 31
Ribonucleaza 16
Chimotripsina 15
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C. Satrecem in revista cateva proprietati ale unui o — helix (figura 3.2.3.a)

3.8 residues/turn

Fig. 3.2.3.a. Structura a helix a proteinelor

o spird cuprinde 3,6 AA,
pasul spirei 5,21 A,

forma spiralei ca un surub cu pasul spre dreapta,
catenele (radicalii R) sunt orientate spre exteriorul cilindrului.

D. Determinarea structurii secundare

Cea mai potrivitd metoda este difractia cu raze X, (utilizatd de Perutz si Kendrew
pentru structura mioglobinei), radiatiile X avand lungimea de unda de ordinul de
marime al distantelor interatomice (~A). O limitare a metodei este ca poate fi folosita
numai pe cristale, deci moleculele care nu pot fi aduse in forma cristalind nu pot fi

studiate prin aceasta metoda.

B pleated sheet

Amino acid
subunits

! I
H-CR Hel H-C-R H-C-R
_ N-Ho-¢ ' N-Hg.¢
o=‘c “f..H ‘.o=‘ N’H
~ ’ o 3
R_Q:H.. R’C: i

Fig. 3.2.3.b. Structura pliuri B a proteinelor
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E. Fagsiile B

O altd forma intdlnitd ca structura secundara este reprezentatd de ,fasiile 37 sau
Lpliurile B (figura 3.2.3.b). Alternanta unor AA care genereaza alternanta orientarii
valentelor duce la formarea unor regiuni cu forma specifica de panglica pliata. Aceste
fasii apar in special in regiunile cu AA aromatici (Trp, Tyr si Phe). De asemenea, forma
B-C este generata in zonele cu Ile, Val, Thr.

3.2.4. Structura tertiard a proteinelor

A. Pe langa structura secundard, intre diferitele parti ale unei molecule proteice
pot aparea interactiuni:
- legaturi intre parti prin punti de hidrogen, legaturi disulfidice sau legaturi Van der
Waals
- plieri, incovoieri.
Toate acestea genereaza o structura tridimensionald complexa.

3.2.5. Structura cuaternara

A. In cazul moleculelor foarte mari se pot realiza chiar legaturi intre mai multe
unitati, formand asa numita structurd cuaternard. Procesul acesta este catalizat de
enzime specifice numite ,, holoenzime”.

Primary structure

aipha helix

tertiary
structure

quaternary
structure

Fig. 3.2.5. Structura proteinelor — viziune de ansamblu
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B. Exemple

Structura cuaternarda intalnim in special la proteinele globulare. Un exemplu:
hemoglobina, care are 4 subunitati, ,,molecula” fiind de fapt un tetramer.

In aceeasi clasi mai putem include ADN polimeraza precum si proteinele
componente ale canalelor ionice.

In figura 3.2.5 este prezentata o sinteza privind structura proteinelor.

3.3. Componentele acizilor nucleici

3.3.1. Componentele unui nucleotid

Acizii nucleici au si ei o structurd secventiala, asemanatoare intrucdtva cu cea a
proteinelor. Unitatea de secventd, echivalentd aminoacizilor, se numeste ,,nucleotid”.
Un nucleotid are 3 componente principale:

- opentoza,
- un acid fosforic,
- o baza azotata.

3.3.2. Pentozele din acizii nucleici

A. In acizii nucleici intalnim doua tipuri de pentoze:
- riboza - in acidul ribonucleic (ARN),
- de(z)oxiriboza - in acidul de(z)oxiribonucleic ADN.

B. Structura chimica si numerotarea atomilor sunt prezentate in figura (3.2.2).

s §' carbon . s 5" carbon
5 5
HOCH OH
HO(‘:HQ o C‘)H 2 (0] ‘
4 C c 4 C . . C
A 4 N 4
H T3 ‘ 2'C H H y (|:3 ‘ 2'C H
3' carbon 7 3' carbon
OH OH
2-Deoxyribose Ribose

Fig. 3.2.2. Structura ribozei si dezoxiribozei

Observam ca atomii C,' - C4' si oxigenul formeaza un plan, in timp ce carbonul Cs'
este nafara planului.

De asemenea, gruparea -OH de la carbonul 1' este de aceeasi parte cu carbonul 5',
in timp ce gruparile -OH din pozitiile 2' si 3' sunt de cealalta parte a planului.

C. Inmoleculele de dezoxiriboza lipseste gruparea -OH din pozitia 2'.
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3.3.3. Bazele azotate

A. Fiecare tip de acid nucleic contine 4 tipuri de baze azotate: doua baze purinice
si doud baze pirimidinice.

Bazele purinice sunt adenina (A) si guanina (G) , iar cele pirimidinice sunt citozina
(C) si Timina (T) sau uracilul (U). In timp ce bazele A, G si C se gisesc si in ADN si in
ARN, cea de a patra este diferita: iIn ADN intdlnim timina, in timp ce In ARN intalnim
uracilul.

B. Numerotarea atomilor din bazele azotate se face numai pentru atomii din
cicluri si este redatd Tmpreuna cu structura moleculelor de purind §i pirimidina, precum
si bazele azotate derivate: A si G, respectiv C, T si U in figura 3.3.3.

PURINES
MH Q
o ]
N?"Jf".“.ﬁ"'-“?w Hrijf’-".‘.cl-*'-'l :
3 o g by 4 ,_,:‘,
"‘l:%r\,-":“ﬂr’r H;FJ’*L%KI; 'H,-i,
H H
Adenine [A) Guanine [G]
PYRIMIDINES
o e HH;
: ! :
HNS ?‘“.‘rl;H Hrﬁa.’-'-"'“ulil:—-CHE r;a‘f’-‘-‘".“.lfl:H
||
] ] "I
u"’él:h“'i‘ o 4 fcx_.\.e,cp d&(‘-.x:{,,(‘ﬁ
H H H
Uracil (LI} Thymine {T} Cytosine (C]

Fig. 3.3.3. Bazele azotate din acizii nucleici

3.3.4. Nucleozide

A. Bazele azotate se leagad de pentoze printr-o legatura glicozidica, formand o
structurd numitd ,,nucleozid”. Denumirea nucleozidelor porneste de la numele bazei
azotate; de ex.: de la adenind se formeaza adenozina (prin cuplarea de riboza) sau
dezoxiadenozina (prin legarea de dezoxiribozd); similar avem guanind/guanozina,
dezoxiguanozind, citozina/citidind/dezoxicitiding, timind/timidind (cu dezoxiriboza),
respectiv uracil/uridina (cu riboza).

Legarea bazelor azotate se face intotdeauna la carbonul 1 al pentozei. Bazele
purinice se leagd prin azotul din pozitia 9, iar cele pirimidinice prin azotul din pozitia 1.

B. Structura nucleozidelor este prezentata in figura 3.3.4.

0 O
Me S )’L NH
I /J% I /j\\
. o
HO N" "0 HO ‘ 9
O~ | O
/ / \
HO HO OH
thynudine (DNA) unidice (RNA)

Fig. 3.3.4. Structura nucleozidelor
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3.3.5. Nucleotide

Pentru formarea lanturilor acizilor nucleici, nucleozidele sunt fosforilate. Cuplarea
moleculei de acid fosforic se face la carbonul 5’ al pentozei, structura nou formata fiind
numitd ,,nucleotid”. Desi nucleotidele, ca entitati separate au denumiri specifice (acid
adenilic, guanilic, citidilic sau timidilic, uneori sub forma de radical adenilat, guanilat,
citidilat, timidilat) 1n cazul precizarii unui nucleotid intr-o secventd de acid nucleic, se
foloseste doar numele bazei azotate din componenta sa. in figura 3.3.5 este redati
structura nucleotidelor.

phosphoric acid
?“ H.0
4 " H,O base
O=P—0OH « ° 0
I
OH o
OH )J;N
[ o OH H-—N\_\>7NH;
base
OH OH
ribose

Fig. 3.3.5. Structura nucleotidelor
3.4. Structura acizilor nucleici

3.4.1. Formarea lantului polinucleotidic

A. Nucleotidele se pot lega unele de altele prin eliminarea unei molecule de apa
intre o grupare - OH a fosforului legat de carbonul 5 si gruparea OH a carbonului 3’
din pentoza (figura 3.4.1.a).

i—0 R base
O (here: guanine)
o]
(IJ OH
O=l?—
o

5'+3'\
direction

phosphate O=P—0
kY

O OH

Fig. 3.4.1.a. Formarea unui dinucleotid
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B. Prin repetarea procesului se poate obtine un lant care sa cuprinda de la cateva
zeci pana la cateva mii de nucleotide (figura 3.4.1.b).

5" end

[A]

-</
\
>
z
iH
|
n
-~

Oo_ﬁ_o 5 \_ NH
g\
o \1(4 h
=G
3'end

Fig. 3.4.1.b. Formarea lantului polinucleotidic GCAT

3.4.2. Structura primara a acizilor nucleici

A. Toate lanturile de acizi nucleici au doua capete libere, unul la atomul 5°, altul
la atomul 3°. O secventa de lant al unui acid nucleic se citeste in ordinea 5> — 3’

B. Secventa bazelor azotate intr-un lant de acid nucleic poartd denumirea de
structurd primara a acizilor nucleici (figura 3.4.2).

DNA simple
representation
| Side chains

Sugar
AGCTGAT
LIl 1111

Sugar

| Sugar /-

Fig. 3.4.2. Structura primara a unei secvente ADN
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3.4.3. Structura secundara a acizilor nucleici

A. Descifrarea structurii acizilor nucleici a reprezentat un pas important in
intelegerea unui intreg sir de fenomene din biologie 1n general si din genetica in special.
Acumularea unor date experimentale privind constanta rapoartelor A/T si G/C, sau
considerente teoretice privind structura tridimensionala a moleculelor, au condus in cele
din urma la stabilirea modelului ,,dublu-helix” al moleculei de ADN de catre Watson si
Crick in 1953, laureati ai premiului Nobel.

B. Moleculele de ADN formeaza o dubla elice infasurata pe un cilindru virtual,
avand orientate spre interior bazele azotate. Intre doua baze azotate din cele doua lanturi
se stabilesc niste punti de hidrogen. Prin configuratia spatiald a norului electronic sunt
posibile doar perechi intre o adenind de pe un lant cu o timind pe lantul opus (prin 2
punti de hidrogen) sau ntre o guanind si o citozind (prin 3 punti de hidrogen) , asa cum
se poate vedea in figura 3.4.3.a.

Thymine /' Adenine
H,c\ éﬁ:ﬁ?““"“_r‘\ /N%C/H
Y G — [ |
VA VAR
H—% M—H wxner N\ /c \
1\H—c"lf c==H
H
/b /
\
H s e R LR L™ N /H
N _ 7 ’“*cl
H.—c'f ‘}lolololﬂ--"!{f KC-")N
¢ Nl AN
EHtUSL'(E Y n—u‘f Guanine
\H
i o ]
A0 Hydrogen bond HO »
(o1) \ u

o 3 = ,
)l’ /,' i " \/J)_\

5'to 3" direction

uopEnp £ 0.5

n\E H ( o= -0
T \ 1
Y0 H N
Centinuation

Continuation of strand
of strand

Fig. 3.4.3.a. Perechile de baze azotate in ADN
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C. Proprietatile geometrice ale dublului helix au fost ulterior confirmate
experimental si sunt redate sintetic in figura 3.4.3.b.

Fig. 3.4.3.b. Dublul helix ADN

D. Prezenta legaturilor de hidrogen confera o buna stabilitate moleculelor de acizi
nucleici.
In moleculele de ARN, in locul timinei gasim uracilul.
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4. Elemente de biologie celulara si
moleculara

O caracteristica esentiald a materiei vii este reprezentatd de structura sa celulara,
alaturi de Incd doua proprietati fundamentale: metabolismul si reproducerea.

Desi exista mari diferente intre celulele diverselor specii, sau chiar intre celulele
aceluiasi organism, existd §i o serie de caracteristici comune pe care le vom trece in
revista.

Disciplina care se ocupa cu studiul celulei si a fenomenelor la nivelul celular se
numeste ,,biologie celulard”. Din biologia celulara vom extrage sintetic cateva notiuni
privind:

- structura celulei umane (membrand, citoplasma, nucleu, organite celulare —
mitocondria si ribozomii),
- diviziunea celularda mitoza si meioza.

Explicarea fenomenelor biologice pe baze moleculare face obiectul unei discipline
inrudite cu biologia celulara, numita ,,biologie moleculard”. Din aceastd disciplind ne
vom opri la doud mecanisme:

- replicarea ADN,
- sinteza proteinelor.

4.1. Structura generala a unei celule umane

4.1.1. Enumerarea principalelor componente ale celulei
umane

a) membrana,

b) citoplasma,

¢) nucleu,

d) organite celulare.

p—— — 1 Nucle
Celula umana = Nudieo!
structura Cromosomi si ADN

Microtubuli ——

Microfilament

Reticulum

Aparatul Golgi
— Formatiune

Mitocondrie Vesiculara

Centrioli —

Fig. 4.1.1. Structura celulei umane
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4.1.2. Membrana celulara

A. Membrana celulard delimiteaza celula la exterior, are rol de sustinere si
separare, fiind sediul unor procese de schimb de substante intre celuld si mediul sau
extern.

B. Membrana celulara este alcatuita distr-un strat dublu foto-lipidic, contindnd in
forme si proportii diferite o serie de structuri proteice (modelul ,,mozaic lichid” Singer-
Nicholson, 1972), (figura 4.1.2.a).

Carbohydrate group —_, \
of glycoprotein w -
Extracellular,  Carbohydrate group
surface of of 9l\vcolipld
membrane Y

Membrane splits
into layers in
freeze-fracture
electron

Intracellular
surface of
membrane

Lipid tails form the interior

Cholesterol molecules layer of the membrane.

insert themselves into
the lipid layer. Phospholipid heads face the
aqueous intracellular and

Fig. 4.1.2.a. Membrana celulard-modelul , mozaic lichid”

C. Proprietati fizice

Membrana celulara are o grosime de 3-10 nm, cu slaba conductibilitate electrica,
dar cu mare capacitate electrica, greu permeabild pentru apa si ioni.

D. Matricea membranei celulare este alcatuita din fosfolipide ce formeaza un strat
dublu.

Fosfolipidele au caracter amfipatic, avand un capét hidrofil si un capat hidrofob
(figura 4.1.2.b).

HYDROPHILIC
CHy i |i|
M
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acl x

Fig. 4.1.2.b. Structura generala a unui fosfolipid
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Acizii gragi au 16-18 atomi de carbon in lant si, avind caracter hidrofob, se
orienteaza spre interiorul membranei, in timp ce restul fosforic, avand grupari OH este
hidrofil, fiind orientat spre fetele exterioare ale membranei, fie spre interiorul celulei,
fie spre exterior.

E. Proteinele membranare formeaza ,,insule” in matricea fosfolipidica. Ele pot fi:

a) proteine intrinseci, care pot sa fie la randul lor:

- proteine ce traverseazd membrana (canale ionice pentru transport pasiv sau pompe
ionice pentru transport activ), figura 4.1.2.c,

- proteine partial inglobate, ce formeaza structuri numite ,,receptori membranari”, cu
rol foarte important in functionarea membranei (de receptori se pot lega diferite
molecule-hormoni, medicamente etc.).

@ Moleculd de api
2 Glucozi
@ loni Na+ a t“
e Je 9 GG @99 € € Concentragie
@ =] 23 On a €
[+

=i~

J

. ] " L: v ridicatd
3 af o ® /e
[+ . =N,
J — ==Th | ! = f |
7\ | Membrani | | | ' 7 4D

]
e IV )
Q9 J
@ 209 9000 e ] 4
Difuzie Osmozd Transport Activ Concentratie
e Vs + sCAzZuld

Transport Pasiv

{fiird consum de encrgic)

Figura 4.1.2.c. Canale si pompe ionice

b) Proteine extrinseci, legate slab la suprafata membranei.

F. Membrana celulara este totodatd sediul fenomenelor electrice, de producere a
potentialului de membrana.

G. Membrana are un rol important in semnalizarea inter si intracelulard privind
transferul de informatii in aceste procese de semnalizare sunt implicati si receptorii
membranari.

H. Sa& incheiem cu rolul membranei in apoptoza - fenomenul de moarte naturala
programata.

4.1.3. Citoplasma

A. Citoplasma este o solutie apoasd ce reprezinta mediul de dispersie pentru
substantele dizolvate:
- ioni: [K"]150 mM, [ Na+] 10 mM, [C]] 100mM,
- molecule mici neutre [glucoza],
- macromolecule (proteine, polizaharide etc).

B. Citoplasma este strabatutd de fire ce se sprijind pe membrand, nucleu si
organitele celulare mari, ce formeaza un citoschelet.

C. Proprietatile citoplasmei sunt sintetizate in tabelul 4.1.3.
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Tabel 4.1.3. Proprietitile fizice ale citoplasmei

lon Concentration in cytosol (millimolar)  Concentration in blood {millimolar)

Potassium 139 4

Sodium 12 145
Chloride 4 116
Bicarbonate 12 29
Amino acids in proteins 138 9

Magnesium 0.8 15
Calcium «0.0002 18

4.1.4. Nucleul celular

A. Nucleul celular este o formatiune sferica sau ovoidala, cu diametrul de 4-6 pm,

alcatuit In cea mai mare parte din ADN.

B. Structura nucleului (figura 4.1.4.a)

In interior se gaseste o formatiune mai densa numita ,,nucleol”, iar la exterior este
marginit de o membrana nucleara, cu pori prin care pot trece molecule mici. Transportul
prin membrana nucleara (pentru ARN si proteine) este asigurat de molecule numite

,,cargo-GTP-aze.”

C. Nucleul este sediul de stocare a informatiei genetice si joacd un rol important

in procesul de diviziune celulara si in procesul de sinteza a proteinelor.

Outer membrane
Inner membrane |

Suciwohn

Mo koplasm

Heterochromatin
Euchromatin —

Ribosomes &

Nuclear pore

Fig. 4.1.4. Structura nucleului

4.1.5. Organitele celulare

In citoplasma se gasesc numeroase organite celulare, fiecare cu un rol bine definit

in functionarea celulei:

- reticulul endoplasmic,
- ribozomi,

- mitocondrii,

- aparatul Golgi,
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- lizozomi,

- centrioli,

- microtubuli, microfilamente,
- vacuole, vezicule.

Ne vom opri pe scurt doar la ribozomi §i mitocondrii, avand in vedere importanta
lor in studiile de bioinformatica.

4.1.6. Mitocondria

A. Mitocondria este un organit celular care este sediul sintezei moleculelor
macroergice de ATP.

B. Are forma alungita avand in interior ,,creste” formate prin plierea membranei
interne. Membrana interna contine molecule ce asigurd un transfer de electroni (NADH,
FAD, ubiquinona si citocrom c), insotit de eliminare de protoni. Procesul se numeste
,fosforilare oxidativa”, avand ca rezultat sinteza unei molecule de ATP. Functionarea
este asiguratd de o pompa de protoni descrisa sub numele de” teoria chemiosmotica” de
catre Mitchell, laureat al premiului Nobel in 1978.

Schematic, transferul electronilor in membrana internda a mitocondriei este
prezentatd in figura 4.1.6.a, iar principiul pompei de protoni este sintetizat in figura
4.1.6.b.

ATP synthase particles

Makrix ADP+P, ATP

H*+NADH NAD*+2H* 2H*+%0, H,0 E
1

2e” :

4H*
[ntermembrane Space

Fig. 4.1.6.a. Mecanismul fosforilarii oxidative
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NADH H,0
0;
NAD'+H" %
ATP Citric E
. acid =
Matrix cycle E
==
=
==
Fumarate Succinate
Inner membrane
Y

i

W H Intermembrane space

Fig. 4.1.6.b. Teoria chemiosmoticad a pompei de protoni

4.1.7. Ribozomii

A. Ribozomii sunt cele mai mici organite celulare, descoperite de catre George
Palade, de origine romana, premiul Nobel in 1974.

B. Sunt alcatuiti din ARN ribozomal si sunt sediul sintezei proteinelor.

C. Un ribozom are trei situs-uri, notate E, P si A, in care se poate lega o molecula
de ARNt (ARN “de transport” sau ,,de transfer”, figura 4.1.7.)

Fig. 4.1.7. Structura ribozomilor
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4.2. Diviziunea celulara

Majoritatea celulelor umane (sunt doar unele exceptii) se divid 1n cursul vietii lor.
Procesul de diviziune se petrece diferit la celulele somatice, fatd de cele sexuale si vom
trata separat cele doud cazuri.

4.2.1. Mitoza

A. Mitoza este procesul de diviziune al celulelor somatice.

B. Celulele somatice sunt diploide — au fiecare cromozom in doud exemplare. in
cazul celulelor umane sunt 23 de perechi de cromozomi (unele detalii vor fi prezentate
in cursul de genetica).

C. Ciclul de viata al unei celule somatice, adicd intervalul de timp dintre doud
diviziuni, cuprinde mai multe faze, in care se sintetizeaza la inceput ARNm si proteine,
apoi se sintetizeazd si ADN — practic se dubleazd cantitatea lui prin procesul de
replicare in nucleu.

D. Diviziunea celulara ocupa cca 10% din ciclul celular si are mai multe faze:

- profaza — cromozomii devin vizibili, fiecare fiind dublat longitudinal, apar 2
centrioli ce migreaza spre polii celulei, dispare membrana nucleara si se formeaza
fusul de diviziune,

- metafaza — cromozomii se aranjeaza in regiunea ecuatorului si se leaga de fibrele
fusului 1n zona centromerului,

- anafaza — deplasarea cromatidelor fiecérui cromozom spre polii celulei,

- telofaza — formarea la fiecare pol a cate unui nucleu, cu formarea de membrana
nucleara.

In final se divizeaza si citoplasma formandu-se doua celule fiice cu nuclee identice.

Fenomenele descrise mai sus sunt prezentate sintetic in figura 4.2.1

— Two diploid
OMA calls
replication

h-'lltosl5

Fig. 4.2.1. Mitoza

4.2.2. Meioza

A. Diviziunea prin meioza este tipicd pentru celulele germinale, ovocitul si
spermatocitul, in zona de maturizare ce formeaza celule sexuale, numite §i ,,gameti”.
B. Meioza cuprinde doud diviziuni succesive:
a. diviziunea reductionald — cand dintr-o celuld germinald diploida se
formeaza doud celule haploide (cu fiecare cromozom intr-un singur
exemplar),
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b. diviziunea ecuationalda — asemanatoare mitozei, cu deosebirea ca fiecare
celuld care se divide acum este o celuld haploida.
C. In final rezulti 4 celule haploide. in figura 4.2.2 este reprezentata in partea din
dreapta meioza, comparativ cu mitoza reprezentata schematic in partea din stanga, fiind
vizibile deosebirile din toate fazele diviziunii.
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Fig. 4.2.2. Meioza

Sa urmarim in continuare doud procese esentiale din biologia moleculara:
replicarea ADN si sinteza proteinelor.

4.3. Replicarea ADN

4.3.1. Notiunea de replicare

A. Descifrarea mecanismului replicarii ADN a avut o importantd deosebita prin
aportul sau la intelegerea mecanismelor genetice de transmitere ereditara a informatiei.

B. Replicarea reprezintd procesul de producere a unei ,replici”, adicad o copie
identica cu originalul. In cazul ADN este vorba de producere a doud molecule de ADN
identice pornind de la una singura.
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4.3.2. Fazele replicarii ADN

A. Replicarea este initiatd intr-un punct al dublului helix, numit ,,origine” - o
regiune cu secventa recunoscutd de o proteind initiatoare a replicarii aceste regiuni sunt
de obicei bogate in perechi AT, mai usor de desfacut.

B. Pornind de la origine, dublul helix este despiralat, cu o enzima -
topoizomeraza, apoi este desfacut asemanator cu un fermoar, fiind rupte toate puntile de
hidrogen pe o anumita portiune din helix de cétre o enzimad - helicaza. Sunt astfel
expuse liber spre exterior bazele azotate, in succesiunea lor, ale ambelor lanturi ale
helixului. Lantul care este desficut de la 3’—5’ incdt completarea sd apara in
succesiunea fireasca 5°— 3’ se numeste ,lant conducator” (“leading strand”), iar
celalalt este ,,lant Intarziat” (”lagging strand”) (figura 4.3.2.)

DNA primase

DMA ligase
DNA Polymerase (Pola)

5

5
Leading
strand

3

Topoisomerase

DNA Polymerase (Pol3)
Helicase

Single strand,
Binding proteins

Fig. 4.3.2. Mecanismul replicarii ADN

Forma de ,furcd” a dublului helix desfacut de helicaza a generat si numele
structurii in aceasta faza: ”furca de replicare” (,,replication fork™).

C. Pe lantul conducdtor pozitiile expuse sunt ocupate succesiv de cétre
nucleotidele corespunzatoare (conform perechilor posibile A-T si G-C), proces condus
de o enzima numitai ADN-polimeraza. Insa sinteza pe celalalt lant nu poate fi realizata
natural, succesiunea de sinteza fiind inversd, de la 3°—5’. De aceea, informatia pentru
un set de baze azotate libere este intdi transpusd in ordinea posibila 5’—3’ pe niste
fragmente denumite Okazaki, fragmente ce sunt apoi cuplate pe lant cu ajutorul enzimei
ADN-ligaza.

D. Fiecare din lanturile initiale este acum completat cu un lant pereche, care este
spiralat si devine un dublu helix identic cu originalul.

E. In eucariote procesul de replicare poate incepe in mai multe pozitii din dublul
helixurilor de ADN.

F. Replicarea poate sa fie incompleta si sa nu ajunga chiar pana la capatul fiecarui
cromozom, numit ,.telomer”, rezultdnd o scurtare generatie dupa generatie, fenomen
considerat a avea un rol in procesul de imbatranire, in apoptoza sau 1n aparitia unor boli
(inclusiv unele forme de cancer).
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4.4. Sinteza proteinelor

4.4.1. Paradigma centrald a bioinformaticii

A. Incercirile de a explica marea variabilitate biologica fenotipica in contextul
unitatii moleculare a structurilor biologice a condus la plasarea acesteia intr-o pozitie
cheie pentru bioinformatica. Intrebarea la care dorim si raspundem este: Cum este
transmisa informatia stocatd in structura moleculelor de ADN din nucleele celulelor,
catre celule, pentru a coordona practic toate procesele celulare, dar in special sinteza
proteinelor, care sunt atdt elemente structurale cat si elemente de control (enzime) a
proceselor celulare. Mecanismul sintezei proteinelor este azi in buna masura cunoscut,
desi exista inca elemente nu pe deplin elucidate. La descifrarea mecanismelor si-au adus
contributia cercetatori din diverse domenii, un rol important avandu-1 cei din domeniul
bioinformaticii.

B. Schema din figura 4.4.1. reprezintd sintetic principalele procese ce au loc
pentru sinteza proteinelor.

Replicare

ARNm ¢

Translatie

\

proteini

Fig. 4.4.1. Sinteza proteinelor — dogma centrala a bioinformaticii

Vom descrie in continuare aceste procese.

4.4.2. Transcriptia

A. Regiunea din ADN care contine informatia privind sinteza unei proteine se
numeste gena de sintezi. in amonte fata de gena de sinteza se giseste o gend promotor,
cu rol in declansarea procesului de copiere a informatiei. Zona promotor mai este
numitd 5° UTR — 5’ untranslated region, iar dupd gena de sintezd mai este o portiune ce
nu codifica secventa proteica numitd 3° UTR.

B. Mecanismul transcriptiei

La activarea zonei promotor, dublul helix ADN din regiunea genei de sinteza este
desfacut in sensul 3’—5’ de catre helicazd, apoi intervine ARN-polimeraza, care
faciliteaza formarea unui lant ARNm in sensul normal 5°—3’. Un singur lant din cele
doua ale ADN este utilizat pentru citire, numit ,lant matritd” (,,template strand”),
celalalt fiind numit lant de codificare (,,coding strand”), deoarece contine secventa exact
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in forma in care apare in molecula de ARN sintetizatd, cu singura deosebire ca, in ARN,
in loc de timina apare uracilul. Transcriptia este prezentata schematic in figura 4.4.2.

Procesul de transcriptie are trei faze: prima este ,initierea”, prin activarea
promotorului, a doua se numeste ,,clongare”, reprezentata prin adaugarea, nucleotid cu
nucleotid, a componentelor lantului de ARN, iar ultima faza este ,terminarea”
(formarea unei bucle bogata in G-C, urmata de o succesiune de U).

Sa mentionam ca exista §i transcriptie reversd, adicd din ARN in ADN, intalnita in
unele cazuri patologice, cum ar fi infectia cu HIV.

C. Migrarea ARNm

Lantul ARN format in nucleu se numeste ARN mesager si se noteazi ARNm. in
nucleu se mai gasesc niste organite numite ,,spliceosomi” care asigurd un proces numit
,»splicing”. Prin acest proces sunt eliminate din molecula de ARNm formata, regiunile
fara rol in codificarea secventei proteice, numite ,,introni”, ramanand numai regiunile
codificatoare, numite ,,exoni”. Molecula nou formata va traversa membrana nucleara si
va ajunge la ribozomi, unde se va desfasura procesul de translatie.

Fig. 4.4.2. Transcriptia

4.4.3. Codul genetic

A. Pentru a putea folosi informatia purtatd intr-un alfabet cu 4 litere, cum este
cazul acizilor nucleici, la codificarea a 20 aminoacizi, vom avea nevoie de o succesiune
de cel putin 3 litere (George Gamow), care asigura 4 =64 combinatii posibile (cu 2
litere am fi putut obtine numai 4° = 16 combinatii. Aceasta ipotezi, ci o succesiune de 3
baze azotate intr-o secventd ADN codificd 1 aminoacid Intr-o secventa proteica a fost
confirmata experimental (Nirenberg, 1961). A fost astfel introdus termenul de ,,codon”,
definit ca un triplet de baze azotate intr-un lant de acid nucleic pentru codificarea unui
aminoacid intr-o secventa polipeptidica.
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Second Letter
u c A G
uuu |Phe ucu VAU | Tvr |uGu |Cys 1]

v |uuc ucc | ser |uac uGC c
UUA |Leu UCA UAA Stop |UGA Stop|A
uuG ucG UAG Stop |UGG Trp |G
cuu ccu CAU | His |CGU ]

c|cuc | Leu|cce | Pro |CAC cGC | arg |©

1st CUA CCA CAA | GIn |CGA A larg
cuG cCe CAG CGG G
letter AUU ACU AAU | Asn |AGU |Ser U [letter

Alauc | e |Acc | hr |AAC AGC c
AUA ACA AAA | Lvs |AGA | Arg |A
AUG et | ACG aae | ¥ |ace |9 |e
Guu Gecu GAU | Asp |GGU 1]

G |[GUC | val |GCC | aja |GAC GGC |gly |C
GUA GCA GAA | ciu | GGA A
Gus GcG GAG [e]ele] a

Fig. 4.4.3. Codul genetic

B. Cercetari ulterioare (Khorana, Holley, premiul Nobel 1968) au permis
stabilirea codului genetic prezentat in figura 4.4.3.

C. Observam ca pentru majoritatea aminoacizilor existd mai multe codificari
posibile. De asemenea existd un codon de star, precum si trei codoni de stop — carora nu
le corespunde nici un aminoacid.

4.4.4. ARN de transport

A. In mecanismul sintezei proteinelor este necesara implicarea unor molecule care
sa asigure corespondenta stabilitd in codul genetic. Acestea sunt moleculele numite
ARN de transport sau de transfer, notate ARNt (studiate in detaliu de Ochoa - premiul
Nobel 1959).

B. Structura ARNt

Molecula de ARNt este destul de mica In comparatie cu alte tipuri de ARN. Ea are
4 brate dintre care doua formeaza legaturi in timpul translatiei (figura 4.4.4)

3-
Acceptor

arm

Anticodon
arm and
loop

AtRNA

Fig. 4.4.4. Structura moleculei de ARNt
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C. Observam ca bratul superior are o portiune cu capatul 5’ liber, care este de
obicei fosforilat, iar la capatul 3’ se poate atasa aminoacidul — atagarea este specifica.

D. Bratul opus are o bucla ce contine o secventd de trei baze azotate
complementare codificarii aminoacidului, secventd care se numeste ,,anticodon”.
Aceastd portiune este cea cu care molecula de ARNt se leaga de secventa potrivita din
matrita ARNm.

E. Celelalte doud ramuri, buclele D si T faciliteazd mecanismul de cuplare pe
ribozom.

4.4.5. Structura ribozomilor

Revenim la descrierea structurii ribozomilor, inceputa in 4.1.7.

Ribozomii au doud regiuni, o regiune care poate cupla molecule d¢ ARNm venita
din nucleu si o regiune care contine 3 situs-uri, notate E, P si A, regiune in care se leaga
ARN.

Elongation (translation)

Fig. 4.4.5. Translatia

4.4.6. Mecanismul translatiei

A. Cand ARNm expune spre situl P portiunea cu codonul de start (AUG), situl
poate fi ocupat de un ARNt ce codificd metionina ,,Met” (conform codului genetic).

B. In situl A, incd liber, se poate lega de un ARNt care si aibd anticodonul
corespunzator urmatorului codon din ARNm, codon expus catre situl A.

C. Aminoacidul legat de ARNt de pe situl A se cupleazd printr-o legatura
peptidica de aminoacidul legat de ARNt de pe situl P.

D. La formarea acestei legaturi peptidice, AA din P se desprinde de ARNt de care
era legat si intreaga structurd formatd se mutd cu un codon spre in fatd: ARNt din P
trece in E, ARNt din A trece in P, cu tot cu aminoacizii legati de el si in paralel se
deplaseaza si ARNm in unitatea inferioara. Energia necesard procesului este furnizata
de o moleculd de GTP, procesul fiind sustinut de o altd proteind numita ,,factor de
elongatie”; de fapt, aceasta faza se si numeste ,,clongatie”.

E. Situl A devenit vacant poate fi ocupat de un alt ARNt cu anticodon
corespunzator urmatorului codon din matrita ARNm. Totodata ARNt de pe situl E se
desprinde de lantul ARNm. Aminoacidul legat de ARNt care a ocupat acum situl A
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poate forma o legatura peptidica cu AA din pozitia P, urmata de desprinderea acestuia
de ARNT care l-a purtat.

Procesul se reia pas cu pas, generandu-se un polipeptid, care iese din ribozom.

F. Procesul de translatie se incheie cand pe matrita ARNM apare un codon de
stop, care nu are echivalent in ARNt, deci situl A nu se mai ocupa. In acest moment,
lantul polipeptidic format se desprinde de ribozom.

Fazele sintezei proteinelor sunt prezentate schematic in figura 4.4.6.

1.Transcriptia

ggpromnc'_‘"“Anticudon
o ° /

nucleotide "’. = | s :

ARN v ‘ lant
ﬁ—'/ polipeptidic
membrana

nucleara

Sinteza Proteinelor

Fig. 4.4.6. Mecanismul translatiei

4.5. Controlul sintezei proteinelor

Mecanismele moleculare au un sistem de control care dirijeazd declansarea,
desfasurarea respectiv terminarea tuturor proceselor.

Controlul sintezei proteinelor la procariote este un mecanism de feedback studiat de
Jacob, Monod si Lwoff (premiul Nobel 1965).

In cazul eucariotelor, mecanismul este mai complicat, descris prin modele cu
feedback pozitiv. Nu vom intra aici in detalii privind aceste mecanisme de reglare.
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5. Elemente de genetica

A. Genetica este o ramurd a biologiei care a cunoscut una dintre cele mai
spectaculoase evolutii in ultimele decenii, iar o serie de notiuni din geneticd sunt
indispensabile pentru intelegerea bioinformaticii.

B. Ca obiect de studiu, genetica studiaza ereditatea si variabilitatea organismelor.
Diversitatea lumii vii, reprezentatd prin diferite caractere ale organismelor, este
determinatd genetic prin existenta unor ,,factori ereditari” sau ,,gene” care se modifica
sau rearanjeaza in cursul evolutiei.

5.1. Scurtistoric. Capitolele geneticii

5.1.1. Epoca mendeliana

A. Gregor Mendel este recunoscut ca parinte al geneticii; in 1865, in urma
studiilor pe diverse soiuri de mazdre, formuleaza legile ereditétii si introduce termenul
de ,,factor ereditar”.

B. In 1900 legile lui Mendel sunt redescoperite si reformulate de Hugo de Vries,
Tschermak si Correus.

C. In 1909, Johanson introduce termenul de ,»gend” pentru ,,factorul ereditar”.

5.1.2. Teoria cromozomiald a ereditatii

A. La inceputul sec. XX, Sutton si Boveri arata cd genele sunt situate in
cromozomi.

B. Parintele teoriei cromozomiale a ereditatii este Morgan, autor a numeroase
studii pe Drosophila melanogaster (musculita de otet), care au condus la localizarea
genelor pe cromozomi (devenite ulterior harti cromozomiale).

C. Sunt identificate tipurile de diviziune, fenomenele de linkage si cross over si
recombinarea, explicand variabilitatea din natura.

5.1.3. Genetica moleculard

A. Inceputul geneticii moleculare a fost reprezentat de descoperirea rolului
genetic al ADN (Avery, 1944). In 1953, Watson si Crick descifreaza structura dublu
helix a ADN, aratand ca genele sunt fragmente de ADN.

B. O suitd de descoperiri importante au continuat sd se acumuleze, aducand
geneticii un palmares important de premii Nobel. Enumeram aici cele mai semnificative
descoperiri: codul genetic, secventialitatea ADN, reglajul genetic al activitatii celulare,
mecanismul sintezei proteinelor, descifrarea genomului uman.

5.1.4. Bioinformatica

A. De la bun inceput s-a vazut ca functia principalad studiata In genetica este de
fapt cea de stocare si transmitere de informatie. S-a conturat astfel o noud disciplina,
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care urmareste aceleasi fenomene ca si genetica in particular, sau biologia in general,
insd din punct de vedere informational — bioinformatica. Termenul a fost introdus in
1979 de catre Hogeweg.

B. Dezvoltarea bioinformaticii este indisolubil legata de crearca bazelor de date
moleculare si vital asociata de facilitatile oferite de internet.

C. Pentru analiza datelor acumulate, bioinformatica si-a dezvoltat propriile
instrumente de lucru — elaborarea unor sofisticati algoritmi de analizd si comparare a
secventelor sau a arborilor filogenetici.

D. Biologia sistemelor, ca important capitol al bioinformaticii, tinde si se
contureze ca disciplind separatd, dedicatd proceselor integrative — urmarirea
interactiunilor intre componentele sistemelor biologice, pe baza informatiei purtate de
fiecare componenta. In biologia sistemelor se face intensiv uz de metodele de modelare
matematica si simulare pe calculator a proceselor biologice.

5.2. Genetica mendeliana

5.2.1. Terminologie

A. Genetica si-a dezvoltat o terminologie specifica, ajungandu-se cu timpul si se
gaseasca echivalentii moleculari pentru diversi termeni. Vom trece aici peste
considerentele istorice, addugand pentru principalii termeni si explicatiile moleculare
adecvate. In plus, adesea termenii nu vor fi trecuti ca intr-un dictionar, ci in mod firesc,
cum apar in descrierea fenomenelor §i interpretarea rezultatelor. O serie de termeni noi
vor fi introdusi ulterior (in sectiunea adecvata).

B. Mendel a lucrat pe plante, in special mazare (Pisum sativum), urmarind diferite
caractere distincte la urmasi dupa diferite incrucisari. Cativa termeni specifici aici:

a) hibridare - incrucisarea a doi indivizi ce au una sau mai multe caracteristici
diferite. Caracteristicile au adesea manifestari bivalente (in perechi), uneori si
plurivalente. De exemplu: talia plantei: inalte/pitice, culoarea bobului: galben/verde etc.
Ulterior s-au gasit explicatiile moleculare ale multor caracteristici. De exemplu: pentru
suprafata bobului neteda/zbarcita: prezenta amidonului genereaza suprafata neteda,
continut ridicat de dextrind determini suprafata zbarcita. In functie de numarul
caracteristicilor diferite la incrucisare avem:

- monohibridare — Incrucisare intre parinti cu o singura pereche de caractere diferite,
- dihibridare — cazul a doud perechi de caractere diferite,
- polihibridare — mai multe.

Sa mai introducem aici si termenii:

- hibrid: un descendent rezultat In urma unei incrucisari (popular ,hibrid”= soi (la
plante) sau ,,rasa” la animale,
- generatie: ansamblul descendentilor obtinuti din perechi de parinti similari.

b) fenotip — (termen introdus mai tarziu): ansamblul caracteristicilor morfologice,

fiziologice, biochimice i comportamentale ale unui organism.

5.2.2. Legea puritatii gametilor
A. Observatiile lui Mendel

a) Prin Incrucisarea plantelor (generatia parintilor P) cu bob neted, cu plante cu
bob zbércit, in prima generatie F; s-au obtinut numai plante cu bob neted. Acest aspect
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(bob neted) al unui caracter (suprafata bobului), poartd denumirea de aspect dominant
(numit si caracter dominant), notat uzual cu litere mari (A). Aspectul ,,bob zbarcit”, care
nu apare 1n prima generatie a fost numit ,,aspect recesiv” ( caracter recesiv), notat uzual
cu litere mici (a).

b) Prin incrucisarea plantelor din generatia F;, in a doua generatie F, apar atat
plante cu bob neted cat si cu bob zbarcit. Raportul intre numarul descendentilor cu
aspect dominant (D) si recesiv (R) a fost [D:R=3:1].

co|loe||lcelleels

25% 50% 25%

25% 75%

Fig. 5.2.2. Monohibridismul

B. Explicatia lui Mendel

a) Mendel a intuit cd in celulele somatice factorii ereditari se gasesc in pereche,
iar in celulele sexuale sub forma simpla, (ulterior dovedit prin numéarul de cromozomi:
dublu in celulele somatice — celule diploide, simplu in cele sexuale — celule haploide.

b) Celulele sexuale, numite gamefi, poartd caracterele parintilor (in portiuni
numite ulterior ,,gene” — echivalent cu ,factor ereditar” si aproximativ ,,1 gena = 1
proteina.”

¢) Celula-ou, din care se dezvolta viitorul organism apare prin unirea celor 2
gameti, unul de la tatd si unul de la mama.

d) Legea puritatii gametilor afirma ca: Gametii sunt puri din punct de vedere
genetic, (contin doar un aspect al unui caracter = factor ereditar). Prin combinarea la
intdmplare (probabilistd) a acestor gameti apare in generatia a doua fenomenul
segregdrii in proportia: ,,3D: 1R”.

C. Homozigoti si heterozigoti
a) organismele care au un singur tip de factori ereditari sunt pure din punct de
vedere genetic, numite somozigoti. In organismele homozigote, gametii provenind de la
cei doi périnti poarta acelasi aspect al unui caracter. Homozigotii pot fi purtatori fie ai
aspectului dominant (notati AA), fie ai aspectului recesiv (notat aa).
- In observatiile mentionate anterior s-a presupus ci parintii (P) erau ,homozigoti”,
aspect justificat prin omogenitatea generatiilor la incrucisdri exclusiv intre
organisme de acelasi fel.
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b) Organismele impure din punct de vedere genetic, adica cele ce posedau ambele
aspecte ale unui caracter — factor ereditar, au primit numele de heterozigoti. Insa din
punct de vedere al manifestarii externe, este vizibil caracterul dominant (figura 5.2.2.a).

c) Genotip — totalitatea factorilor ereditari continuti intr-un organism. Termenul
devine important in contrast cu ,,fenotipul”, in care surprindem doar aspectul extern,
generat de factorii determinanti, desi acelasi aspect poate fi generat de genotip-uri
diferite.

5.2.3. Dihibridismul si legea segregarii independente a
caracterelor

A. Un pas important, efectuat tot de Mendel, a fost analiza aspectelor/caracterelor
la descendenti provenind din parinti diferiti prin doud perechi de caractere. Pentru
abordarea formala sd notdm caracterele cu A sau a (dominant = A, recesiv = a, ex.: bob
neted A/zbarcit a), respectiv B sau b (bob galben B/bob verde b).

B. 1Inprima generatie toate plantele aveau fenotipic boabe netede si galbene, desi
genotipic o parte erau hibride.

C. Inadoua generatie au aparut patru feluri de descendenti:
- doua caractere dominante — proportie 9/16 (AB)
- un caracter dominant, altul recesiv — proportie 3/ 16 (Ab)
- celilalt caracter dominant, celélalt recesiv — 3/16 (aB)
- ambele recesive — 1/16 (ab).

D. Infigura 5.2.3. este prezentata formarea generatiei F, in cazul dihibridismului.
Dihybrid cross

A and & represent one trall, and B and b represent a ditferant trait that s knked
o inheritance of A or &

AB | Ab | aB | ab
AB |AABB AABbD | AaBB | AaBb
Ab |AABb AAbb | AaBb | Aabb
aB |AaBB AaBb | aaBB | aaBb
ab |AaBb Aabb | aaBb | aabb

forb = 316

forb =116

Dominant for A and 8 = 816 Damanant for A, recessive

Recessive fora, dominant for 8=316"  Recessive lor a, recessive

Fig. 5.2.3. Dihibridismul

E. Pe baza constatarilor experimentale, Mendel a enuntat si legea segregarii
independente a caracterelor: ,,Factorii ereditari pereche segrega (se separd) independent
de alte perechi de factori ereditari. Raportul de segregare este 3D:1R pentru fiecare
pereche, iar In cazul a doua perechi este 9:3:3:1”.

F. Legea segregarii independente a caracterelor a fost sustinutd de numeroase
evidente experimentale atat in regnul vegetal cat si animal, venind in sprijinul ipotezei
unitatii lumii vii.
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5.2.4. Alte tipuri de segregare
A. Notiuni de alela

Conceptului de ,(factor ereditar”, care determind un caracter, i s-a asociat i
termenul de ,,aleld”, caruia i s-a atagat ulterior si baza moleculard — gena — reprezentata
printr-o portiune dintr-o molecula de ADN. Astfel, spunem ca aspectul de bob neted sau
zbarcit este determinat de o pereche de gene alele, una dominanta, cealaltd recesiva.
Organismele homozigote au doar o alela, sub forma de pereche, fie dominanta (AA), fie
recesiva (aa), iar cele heterozigote au ambele gene alele (Aa), fenotipic avand aspectul
dat de alela dominanta.

B. Relatiile interalelice s-au dovedit mai complexe decat forma simpld dominanta/
recesivitate prezentatd mai sus. Amintim aici, farda a intra in detalii, si alte tipuri de
segregare.

a) Dominanta incompleta — destul de frecventd, in care organismele heterozigote
nu manifestd fenotipic caracterul dominant ci prezintd o formd intermediard;de
exemplu, la planta barba-imparatului (Mirabilis jalapa), la incrucigarea varietatii cu flori
rosii (AA), cu varietatea cu flori albe (aa), in F; apar numai flori roz (Aa), iar in F,, apar
flori rosii/roz/albe in raportul 1:2:1, deci organismele heterozigote prezinta caracterul
intermediar.

b) Supradominanta - organismele heterozigote au mai dezvoltate insusirile
biologice ( fertilitate, talie, etc), decat parintii homozigoti.

¢) Gene letale — gene care in stare homozigota determind moartea individului
inainte de maturitatea sexuala. De exemplu: la incrucisarea a doi soareci galbeni rezulta
soareci galbeni si soareci de altd culoare in raport 2:1, soarecii galbeni rezultati fiind toti
heterozigoti, deci forma homozigota este letala.

d) Polialelia — acelasi caracter apare In mai mult de doua forme, deci sunt mai
mult decat 2 gene alele (A si a) pentru acelasi ,,locus”. De ex.: musculite (Drosophila
m) cu ochi albi, roz, purpurii, corai, etc. tipul normal (nemutant) fiind ochi caramizii.

e) Codominanta - Grupa sanguini la om este determinati de 3 gene polialele: L*,
L si 1, unde L* si L® sunt dominante fata de 1, insd impreuna sunt codominante. in
tabelul 5.2.4. sunt prezentate schematic genotipurile corespunzatoare.

Tabelul 5.2.4. Fenotipurile si genotipurile grupelor sanguine la om

Grupa sanguina Genotipuri posibile
(fenotip)
AB LALP
A LAL" sau L*1
B L® L® sau L1
0 1l

Aceste relatii sunt utile atdt pentru transfuzie cét si in stabilirea paternitatii.
Cunoscand grupa sanguind a copilului (de ex.: A) si a mamei (de ex.: 0), se pot stabili
grupele sanguine ale tatalui (numai AB sau A).

f) Poligenia — adesea un caracter fenotipic este rezultatul interactiunii mai multor
gene nealele.
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5.2.5. Principiul Hardy-Weinberg
A. Genofond

Intre indivizii unei populatii au loc schimburi de gene. Genotipurile parentale se desfac
si se amestecd la nivelul descendentilor, formand un tot unitar la nivelul populatiei, numit
,.fond genetic” sau ,,genofond” - totalitatea genelor unei populatii.

B. In 1908 a fost enuntati legea stabilitatii frecventelor genice numitd si legea/
principiul Hardy-Weinberg.

a) Enunt: Frecventele genice raman constante de la o generatie la alta, frecventa
genotipurilor fiind si ea constantd, determinata de frecventa genelor populatiei parentale.

Legea este valabild pentru populatii panmictice mari (cu incrucisare aleatoare), in care
nu actioneaza forte modificatoare ale frecventelor genetice.

b) Din punct de vedere formal, pentru o pereche de gene alele A; si A, (nu trebuie
precizatda dominanta), care au frecventele p si q (frecventa = probabilitatea), atunci
organismele unei populatii pot avea trei genotipuri, A;A;, A;A, si AsA, cu frecventele p’,
2pq si g’

Sintetic este prezentat acest lucru in tabelul 5.2.5.

Tabelul 5.2.5. Ilustrarea legii Hardy-Weinberg

> lae | Aaw@

Ap) | AA(D) | AA; (pg)

A (@ | AA (P | AA; ()

5.3. Teoria cromozomiala

5.3.1. Localizarea genelor

Lucrarile lui Mendel au fost uitate, principiile sale fiind redescoperite la sfarsitul
sec. XIX. De mentionat formularea mai clard a lui Hugo de Vries: celulele au céte doua
copii ale aceluiasi gene, cate una de la fiecare parinte. La inceputul sec. XX s-au
acumulat o serie de date privind diviziunea celulard, stabilindu-se legaturi evidente intre
datele studiilor de genetica (privind ereditatea) si localizarea cromozomiala a
informatiei genetice.

5.3.2. Morfologia cromozomilor

A. Fiecare specie de vietuitoare are caracteristic numarul i forma cromozomilor
care pot fi vizualizati si identificati in timpul diviziunii celulare.

B. Un cromozom este alcatuit din doua cromatide, unite intr-un loc numit
centromer. Ramurile mai lungi se noteaza cu ,,p”, iar cele mai scurte cu ,,q”.

C. Dupa pozitia centromerului cromozomii pot fi:
- metacentrici — centromerul aproximativ median,
- submetacentrici — centromerul departat de mijloc,
- subtelocentrici — destul de aproape de un capat,
- telocentric — centromerul situat terminal.
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D. Cariotip, idiograma

Ansamblul cromozomilor se numeste cariotip si este caracteristic fiecarei specii.
Daca se adaugd masuratori pentru fiecare cromozom si se plaseaza in ordinea marimii,
se obtine ,,idiograma” speciei respective.

E. Heterozomi, autozomi

Cromozomii somatici poartd denumirea de autozomi si perechile sunt uzual
numerotate Incepand cu cei mai mari.

in afard de cromozomii perechi, celulele contin si doi cromozomi ai sexului,
denumiti heterozomi. Celulele organismelor de sex feminin au o pereche de cromozomi
omologi, notati XX, in timp ce cele de sex masculin au un cromozom X si unul mai
mic, notat Z.

F. In timpul meiozei, la formarea gametilor, organismele feminine produc doi
gameti X, iar cele masculine produc un gamet X si unul Z.

5.3.3. Transmiterea inlantuitd a genelor (linkage)

A. Drosophila ca model in genetica

Scoala lui Morgan a utilizat musculita de otet (Drosophila melanogaster) ca model
de studiu, avand ciclu de viatd potrivit (2 saptimani/generatie), cariotip simplu,
(4 perechi de cromozomi), cu cromozomi uriagi in glandele salivare (usor de vazut la
microscop), fiind cunoscute cca 500 de mutatii (modificéri ale materialului genetic),
insotite de manifestari fenotipice.

B. Notatii

Genele de tip normal (numit si ,,salbatic” se noteaza cu 1 sau 2 litere urmate de
semnul ,,+”, in timp ce alelele corespunzatoare mutante sunt notate fara ,,+”.

Vom folosi in continuare cateva exemple in care am folosit notatiile din tabelul de
mai jos 5.3.3.

Tabelul 5.3.3. Exemple de gene alele la Drosophila

Gene alele .
Caracterul . e Forma mutanta
Forma salbatica
Culoarea ochilor bw' " ochi rosii [B] bw ochi maro [b]
Culoarea corpului b' - gri [C] b - negru [c]
Forma aripilor vg' normale [A] vg — vestigiale (mici) [a]

C. Plasarea liniara a genelor
Este evident ca numarul genelor (caracterelor) este mult mai mare decat numarul
cromozomilor, deci mai multe gene trebuie sa fie plasate pe un cromozom.
O ipotezd centrald in teoria cromozomiald a ereditatii este plasarea lineara a
genelor in cromozom.

D. Linkage

Culegand date de la sute de mii de indivizi, de-a lungul mai multor generatii,
urmarind diferite caractere, s-au constatat numeroase abateri de la legea segregarii
independente a caracterelor. Au apdrut adesea descendenti cu transmiterea unor
caractere ,,in bloc”, fenomen numit ,Jlinkage”. Un exemplu este redat in figura 5.3.3.a,
din care reiese cd descendentii din generatia a 2-a (F,) sunt doar de doua tipuri, in
proportie 1:1.
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F1

gameti

F2

Fig. 5.3.3.a. Evidentierea linkage-ului

Conform legii segregarii independente a caracterelor trebuia sda avem 4 tipuri de
descendenti in proportia 1:3:3:9. ( figura 5.3.3.b).

Explicatia: genele responsabile de cele doud caractere sunt ,,legate” (se comporta ca
una singurd), fiind plasate pe acelasi cromozom (cromozomul 2), apropiate una de alta.
in cazul genelor plasate pe cromozomi diferiti legea segregirii independente s-a
respectat.

©) (b)(a) (o) >< A (B) (a) (b) el

a a a a )
b b b b Mendet
A A a a

B b B b

1/16 3/16 3/16 9/16

Fig. 5.3.3.b. Varianta mendeliana a exemplului 5.3.3.a

5.3.4. Schimbul reciproc de gene (crossing-over)

A. O alta constatare experimentald importantd a evidentiat cd in general, si
fenomenul de linkage are numeroase exceptii, deci apar generatii cu caractere segregate,
dar nu 1n proportie mendeliand ci mult mai apropiata de cea explicata prin linkage.

B. Un exemplu tipic este redat in figura 5.3.4.a. Din périnti homozigoti mutanti,
cu corp mutant negru (cc) si aripi normale (AA), incrucisati cu musculite cu corp
normal gri (CC) si aripi vestigiale (aa), apar in prima generatie heterozigoti cu fenotip,
normal (corp gri, aripi normale). Prin incrucigarea lor cu dubla mutantd homozigota
apar in generatia a doua in procent ridicat (41,5%) variantele explicabile prin linkage,
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insad apar si variante in care cele doud caractere s-au segregat, In proportie scazuta,
trecute in figurd in dreptunghiuri cu linie punctata.

85% 8.5%

Fig. 5.3.4.a. Exemplu de crossingover

C. Crossing-over

Explicatia lui Morgan, doveditd ulterior experimental este urmatoarea: in timpul
meiozei cromozomii omologi se apropie mult, se ating, in unul sau mai multe puncte,
iar la separare isi pot schimba intre ei anumite segmente cromatidice, ce duce la schimb

de gene.

Tlustrarea acestui fenomen este data in figura 5.3.4.b.

(a) No crossing over

B Homologous chromosomes | [EB if no crossing
pair in prophase I. OVer OCCUrS,...

o

(b} Crossing over

D A crossover may occur
in prophase 1.

. E) .. .all resulting chromosomes in
Y| R gametes have onginal allele
e B combinations and are nonrecombinants.

O 5

B3 In this case, half of the resulting gametes will have
unchanged chromosomes (nonrecombinants)...

AT EER» Nonrecombinant B)...and half will have
YRR B Recombinant } recombinant chromosomes,
- ERTID Recombinant

G BT Nonrecombinant

Fig. 5.3.4.b. Schema procesului de crossing-over

Fenomenul de crossing-over poate avea loc si prin mai multe puncte de contact:
crossing-over dublu, triplu sau multiplu, rezultand prin recombinare numeroase variante

de rearanjare a genelor.
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5.3.5. Harti cromozomiale

A. Procent de recombinare

Un pas important a fost facut cand s-au analizat valorile numerice ale abaterilor de
la linkage-ul total. Aceste abateri, explicate prin fenomenul de crossing-over, reprezinta
procentul in care poate avea loc procesul de recombinare, notat uzual cu RF
(,,recombination frequency”).

B. Distanta intre gene

Daca se face ipoteza ca probabilitatea crossing-over-ului este uniforma de-a lungul
unui cromozom, atunci putem considera ca in cazul a doua gene mai departate intre ele
pe cromozom, probabilitatea de recombinare este mai mare. A aparut astfel ideea de a
aprecia distanta dintre gene in functie de frecventa recombinarilor RF.

C. Unitatea pentru distantd genetica

S-a propus numele de ,,morgan” pentru unitatea fundamentald de distanta genetica,
cu submultiplul practic centimorgan (cM) sau m. u. (genetic map unit).

Definitie: O unitate de harta genetica (1 m. u. = 1cM este distanta dintre doud gene
cu frecventa de recombinare 1/100 (1 produs din 100 meioze este recombinat).

D. Pe baza datelor experimentale culese s-au putut realiza scheme cu pozitia
relativd a genelor pe cromozomi. Prima hartd cromozomiala a fost realizatd de
Sturdevant.

in figura 5.3.5 este prezentatd o hartd cromozomiald simpla rezultata din studii de
recombinare.

Chromosome 9

0 1 potted
74-Yellow-green
seedlings

26 ¢ Kernel color
29 fiShrunken endosperm
314 &7 Bronze color

°6 -_Waxy endosperm
(1] Centromere

64 } Male sterile

Fig. 5.3.5. Harta cromozomiala a cromozomului 9 de soarece

E. Scoruri pentru RF
Din punct de vedere formal, putem estima frecventa de recombinare printr-un scor
numit LOD (Logarithm of ODDS), dat de relatia:
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probabilitatea unei secvente pentru o valoare data a linkage—ului

LOD =7= l0g10

Probabilitatea secventei fara linkage

(1-9)NRxyR
0.5(NR+R)

LOD = log (5.3.5.8)

unde am folosit notatiile:
NR — numarul de urmasi ne-recombinanti,
R — numarul de urmasi recombinanti

1 - fractia de recombinare [= R / (NR + R)]

5.3.6. Markeri pentru harti genetice

A. Metodele folosite pentru primele harti au aplicabilitate limitata, bazdndu-se pe
identificarea vizuala (eventual cu microscopul) a variatiilor fenotipice. In plus, s-a gasit
ca un caracter poate fi afectat de mai multe gene.

B. De aceea s-a recurs la metode biochimice pentru identificarea diferitelor
fenotipuri. Moleculele utilizate pentru astfel de identificari se numesc markeri. Multe
din rezultatele actuale au fost obtinute folosind markeri ADN (aspecte mapate care nu
sunt gene).

5.4. Genetica moleculara

5.4.1. Corespondente moleculare

A. Dupa descoperirca ADN si a structurii sale, interesul s-a mutat spre
determinarea corespondentelor intre genele determinate prin metode genetice si
secventele corespunzatoare din moleculele de ADN.

B. De importantd covarsitoare a fost dezvoltarea metodelor de determinare a
secventelor nucleotidelor in acizii nucleici, respectiv a secventelor aminoacizilor in
proteine. Acestea au condus in final la stabilirea unor harti genetice detaliate, cu
localizarea genelor responsabile pentru anumite caractere, inclusiv in cazul unor boli
genetice.

5.4.2. Structura unui cromozom

A. Reunind datele din biologia celulara si moleculara cu cele din genetica s-a putut
reprezenta schematic structura generala a unui cromozom (figura 5.4.2.).

5.4.3. Harti fizice

A. Hartile construite prin metode genetice aratd localizarile pe cromozomi a
genelor pe baza evidentelor fenotipice sau utilizdind markeri ADN. Ele au insa un grad
limitat de rezolutie si o acuratete de asemenea limitata.
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Short region of
DNA double helix

*Beads on a string”
form of chromatin

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

Section of
chromosome in an
extended form

Condensed section

of chromosome J@

e

Entire mitotic
chromosome

Fig. 5.4.2. Structura unui cromozom

B. O metoda alternativa este constructia unor harti ,.fizice” bazate pe date de
biologie moleculara, prin analiza directd a moleculelor de ADN. Mentionam existenta a
trei categorii de metode:

- restriction mapping”, prin localizarea punctelor de actiune al enzimelor de
restrictie (endonucleaze de restrictie),

- hibridizarea fluorescenta in situ (FISH fluorescent in situ hybridization),

- ,sequence tagged site mapping” (STS) - se mapeaza pozitiile unor secvente scurte
prin analiza fragmentelor de genom.
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5.4.4. Exemplu de hartid cromozomiala

A. Prezentam ilustrativ in figura 5.4.4. un exemplu de hartd cromozomiala.

Ideogran=X]

RR22a S
Sp22.32
ApZZ.31
P22
Ap22ald
Ap2i.l2
sp2ail
AF2lad
wp2l.2
fr2lad
rll.g
fpllad
Aplla23
spll.z2
ettt
dqll.l
fqll.2

fql2
Hqlial
Aq13.2
®q13.3
w2l
wq2l.2
Aq21.31
Aq2l.32
w2133
w22l
b e
b

w923

wa2d
¥q25

Aq2B. 1
#q26.2
RA2E.F
w9271
w272
L

®q2d

EuntngJ Hsl.lmEﬂJ Eenes squ S}.Fmbt}l g
ey Hs. 350027 -
NT 025415 .
NT 156429, ASBI1 t
wd | AEEEL
NT 0533310, He. THIRE PHEAZ +
NT 12502, He o416 075
2iH NT_011757, MAGEET  +
s 28491 —
s FTHLIT ¢
Ha. 351774 PHES t
o NT_079573 HiTie0t
NT_ . ::mm LOC1699R1 +
gond o NI paeasa, He. 77432
F AT h11e3E, He E2E3 NLGI3 +
| NT_0116350, He 2 417756
GiH fis. STB719 SLC164AZ 4
=l s, 170328
0 NT_11664, Hs 2 35556 1 ZNES +
i
.
= s CAPZALR ¢
HiH
% NHF2 +
L) = ZBTB33 +
NT_11651. j
2 Hz. 454485
1o s MCTS1 v
Hs 411554
He. 1757 ELE4 4
110K
HaT_izaeis, o0 Lio2340581 +
L =
g I LOC266634 4
L]
1500 NT_011786, SPARGOC 4
Hs 421355
He. 350115 WMTME 1 i
141 e
Hsa 521
i NT_011651, ::Eauéggg CETNZ +
1500y | AT_b11rze, He. 152015
o NT 125965, He.d 11929 ATEZES +
FENT 025307, He 135454 sl alrd

Fig. 5.4.4. Harta cromozomiala

B. In urmitoarele capitole vor fi prezentate metodele specifice de bioinformatica
secventelor si interpretarea structurilor din punct de vedere

pentru analiza
informational.
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6. Analiza secventiala individuala

6.1. Introducere

6.1.1. Obiectul bioinformaticii

A. Cercetarile biologice, care au cunoscut o puternicd dezvoltare in ultimele
decenii, au condus la acumularea unei cantitati imense de informatie (sub forma de
date), mai ales in domeniul biologiei moleculare. Acum marea provocare este de da sens
acestor informatii, adicd transformarea ,datelor” in ,,cunostinte”, care sd ne faca
capabili sd interpretim datele. Acesta este chiar obiectul bioinformaticii. Din
multitudinea de definitii considerdm cea mai potrivita cea din glosarul NIH.

B. Definitie: ,Bioinformatica este studiul structurii informatiei biologice si a
sistemelor biologice. Ea aduce impreuna datele de cercetare gnomicd cu teoria si
instrumentele matematicii si a stiintei calculatoarelor”.

6.1.2. Capitolele bioinformaticii

capitole — fie in functie de moleculele studiate, in functie de aspectele analizate sau in
functie de metodele folosite.

B. Vom aborda aici o clasificare hibridd combinand ,,aspecte/metode”, conform
uzantelor:
a) Baze de date moleculare (se vor trata la lucrari practice)
b) Analiza secventiala (cap. 6, 7, 8 si 9 precum si la lucrari practice)
c) Lanturi Markov (cap. 10 si 11 precum si la lucrari practice)
d) Analiza filogenetica (cap. 12 precum si la lucrari practice)
e) Structuri tridimensionale (se vor trata la lucrari practice)
f) Biologia sistemelor (nu a fost inclusé in acest manual).

6.1.3. Obiectul analizei secventiale

A. pozitie centrald in bioinformatici este ocupati de analiza secventiald. Intr-
adevar, confirmarea ipotezei ca informatia biologicad este inregistratd sub forma unor
secvente in structura acizilor nucleici si a proteinelor, a adus in prim plan metodele de
analiza a acestor secvente.

B. Prin analiza secventiald putem aborda:
- analiza secventiald individuala,

- compararea a doua secvente,

- alinierea multipla.
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6.2. Analiza secventiala grafica

6.2.1. Baze teoretice
A. Proprietatile AA sunt diferite.

Evident, putem extrage o seric de informatii privind proprietitile unei
macromolecule — aici ne gdndim n primul rand la proteine — pornind de la compozitia si
structura sa, avand in vedere faptul ca elementele structurale — aminoacizii (AA) — au
proprietati diferite:

- reziduurile (catenele laterale) pot fi hidrofile sau hidrofobe,

- dimensiunea,
- sarcina electrica (aceasta depinde si de pH-ul mediului),

- flexibilitatea legaturilor.

Pentru reprezentari grafice se utilizeaza in practica reprezentarea unei proprietati
de-a lungul unei secvente. Prezenta au absenta unei periodicitati este vizibild in astfel de
reprezentari.

Pentru o mai ugoard evidentiere a unor posibile periodicitati se folosesc si ferestre

de netezire (in care un punct de grafic reprezintd media unei regiuni in jurul siu).
Practic s-au dovedit utile ferestre de 9 — 15 elemente. Un astfel de grafic este prezentata

in figura 6.2.1.
Nishikawa face o comparatie intre evolutia sistemelor nevii, dictata de conditiile
externe si a celor vii, dictatd de informatie.

ProtScale output for OPSD HUMAN
4 T T T T

Hphob. Kyte & Doollittle —

Score
—

1 1 1
58 18a 158 2ea 258 Iea
Position

-3

Fig. 6.2.1. Hidrofobicitatea rodopsinei umane (AC P08100) creat cu ExXPASy Service Protscale. S-a folosit o
secventd de 350 AA si o fereastra de 9 unitati, pe scala de hidrofobicitate Kyte-Doolittle.
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B. Analiza proportiilor AA — existd o aparitie preferentialdi a AA 1n anumite
structuri secundare.

Asa cum am vazut in capitolul privind ,Structura proteinelor”, structurile
tridimensionale, incepand cu structura secundara depind de structura primara, adica de
secvenfa aminoacizilor. Pornind de la distributia statistica a AA in diferite structuri
secundare, s-a constatat o distributie preferentiald a AA, dictatd de fapt de configuratia
spatiala a atomilor fiecarui AA. latd cateva exemple:

- Glu se gaseste aproape exclusiv in o — helix

- Val (Pro, Tyr) se gaseste in principal in fasii g

- Gly este numita si ,,spargator de elice”, iar Pro este de asemenea rar intalnita in
o — helix (Ala, Cys, Leu = promotori de helix).

6.2.2. Aspecte structurale

A. AA hidrofobi tind sa apard 1n interiorul proteinelor globulare, iar cei hidrofili
spre exterior
- in proteinele membranare regiunile de inserare in membrane, regiunile de
inserare Tn membrana sunt de asemenea bogate AA hidrofobi (avand in vedere natura
lipidica a moleculelor membranare).

B. Detectarea anumitor periodicitati ale hidrofobicitatii poate de asemenea sugera
apartenenta la o structurd elice sau fasie.

O aplicatie pornind de aici ar fi predictia epitopilor antigeni, prin relatia lor cu
suprafata expusa.

6.3. Structura tridimensionala

6.3.1. Roti elicoidale si elice amfipatice

A. Aranjarea aminoacizilor cu anumite proprietati (de exemplu hidrofobicitatea)
in structura secundard ne poate sugera proprietati si chiar functii ale proteinei
respective. S-au gasit astfel de aranjamente in cazul proteinelor structurale, in special
pori sau canale transmembranare.

B. bund metodda de vizualizare a regiunilor elicoidale o reprezintd imaginea
structurald a unei secvente proiectatd de-a lungul axei (vedere ,.din avion”), numita
,roata elicoidald”. Un astfel de exemplu este redat in figura 6.3.1.

C. 1In partea de sus, (A), este reprezentati secventa de 18 AA care poate forma un
o — helix. Luand ca punct de plecare pentru reprezentare ,,pozitia orei 12”, plecand in
sens orar, sunt trecuti toti aminoacizii din secventd. Cum o spira a — helix cuprinde cca
3,6 aminoacizi, unghiul intre doi aminoacizi succesivi va fi cca 100°, deci vom avea un
aminoacid pe aceeasi generatoare dupa o secventd de 18 reziduuri (adica 5 spire).
Observam ca jumatate din dreapta elicei cuprinde doar aminoacizi nepolari, in timp ce
cea din stanga are doar aminoacizi polari. Aceasta aranjare permite agregarea moleculei
noastre cu alte suprafete hidrofobe si s@ poata functiona ca por sau canal in membrana.
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Fig. 6.3.1. O portiune elicoidala dintr-un lant polipeptidic. Reziduurile nepolare sunt mai deschise la culoare
(galben), cele polare sunt inchise la culoare (verzi).
[Dupa O'Neil & Grisham]

6.3.2. Alte structuri

A. In acest mod pot fi depistate unele portiuni specifice — elice amfipatice (numite
si "coiled-coil"), cu o portiune hidrofild si una hidrofoba, cu succesiuni (3-6 grupe) de
cate 7 AA (heptade). Tot asa sunt detectate si "fermoarele de leucind" (leucine zipper),
domenii ce se leaga de ADN in proteinele reglatoare (factori de transcriere).

B. Trebuie totusi mentionat ca existd numeroase interactiuni in cadrul structurii
secundare, existd o serie de corelatii intre sub grupuri, astfel incat informatia reald
extrasd din analiza secventelor individuale (ca estimare — proprietatilor si rolului
proteinelor) nu este pe masura numarului mare de parametrii analizati.
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7. Compararea a doua secvente

7.1. Introducere

7.1.1. Fundamentele analizei secventiale

A. Observatiile noastre privind lumea vie in mod frecvent bazate pe comparatii,
gasind adesea asemanari sau deosebiri intre diferite structuri sau intre diferite functii.
Pentru o abordare stiintifica, s-a simtit, desigur, nevoia de a introduce metode care sa
permitd o exprimare cantitativa a concluziilor comparatiei, sa putem sa evaluam ,,cat de
mult” seamana (sau se deosebesc) doud (sau mai multe) structuri.

B. Inci de la inceput ne dim seama ci o comparatie reald este multiaxiald —
putem compara diferite aspecte: forme, dimensiuni, proprietiti de tot felul etc. in plus,
un anumit grad de arbitrar (sau conventional) va fi mereu prezent, pentru a grada
diverse nivele de deosebiri. Insd, chiar daca instrumentele pe care le construim sunt
imperfecte, ele constituie un suport puternic in interpretarea cantitatilor imense de
informatii care Insotesc studiile materiei vii.

C. Metodele elaborate pentru analiza comparativa a doud secvente s-au dovedit a
ocupa o pozitie centrala In dezvoltarea bioinformaticii, motiv pentru care acestui capitol
i se acorda o deosebitd importanta in toate manualele si tratatele de bioinformatica.

7.1.2. Evenimente

A. Cand comparam doua secvente urmarim adesea evidente ca ar fi putut proveni
dintr-un ancestor comun. Din acesta structurile diverg prin procese de mutatie si
selectie. ,,Evenimentele” sau procesele mutationale de baza sunt:

- substitutii: un element (nucleotid in cazul acizilor nucleici, respectiv aminoacid in
cazul proteinelor) este inlocuit cu altul,

- insertii: unul sau mai multe elemente sunt introduse intr-o secventa,

- deletii: unul sau mai multe elemente sunt eliminate dintr-o secventa.

B. In cazul comparatiei a doua secvente, unei insertii in secventa X ii corespunde
in secventa Y un loc gol, notat ,, — ,, si numit ,,gap”. in cazul unei deletii din secventa X,
vom plasa ,,gap”-urile in secventa X, ele avand corespondent real Y. Vedem deci ca
insertiile si deletiile sunt tratate similar, motiv pentru care s-a introdus si termenul
»indel”.

7.1.3. Termeni

A. In analiza secventialda putem intdlni diferite variante de ‘“asemanari”
(similaritate), pentru care se folosesc termini specifici.

Termenul ce desemneaza similaritatea se foloseste ca adjectiv si poate fi:
a) homolog (omolog):

- cand secventele provin din 2 organisme diferite, cu ancestor comun
b) ortolog:

- sunt diferente datorita speciatiei
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- se retine functionalitatea in evolutie

c) paralog:
- din 1 organism, evenimente aparute la duplicare
d) xenolog:

- nuau aceeasi origine prin evolutie
- apar prin evenimente ,,orizontale” (simbioza, virusi etc.)

B. Saremarcam ci ,similaritatea” # ,,homologie”.

7.2.  Graficele de puncte ,,dot plots”

7.2.1. Principiul metodei
Este o metoda simpla si poate cea mai veche [Maizel si Lenk].

A. Definitie: un grafic de puncte (dot plot) este o reprezentare vizuald a
similaritatii intre doud secvente, in care cele doua secvente se plaseaza pe cele doua axe
ale unei matrice sau ale unui grafic si se marcheaza prin puncte toate elementele
comune.

B. In forma primara (,,fara filtre”), un grafic de puncte pentru compararea a doua
secvente de acizi nucleici (aceste secvente contin doar 4 simboluri), vor aparea multe

7.2.2. Filtre

A. De aceea, pentru eliminarea sau reducerea acestor zgomote, se pot aplica
Hfltre” de diferite lungimi. Astfel, un ,.filtru de 2 elemente” va permite marcarea unei
coincidente numai daca regdsim 1n ambele secvente un element impreuna cu succesorul
sdu (adicd se identifica si se marcheazad toate grupele de cate 2 simboluri). Putem
extinde fereastra la 3 sau mai multe elemente, ajungand sa evidentiem intr-adevar
anumite secvente care apar in ambele structuri.

B. In cazul graficelor aplicate pentru proteine, zgomotele sunt mai rare (aceste
secvente contin 20 de simboluri), in plus, putem introduce chiar scari cu diferente
nuante de gri in functie de rezultatul compararii regiunilor din ferestrele preluate din
cele doud secvente. Vom reveni la aceste reprezentdri dupa ce vom prezenta primele
-modele de scor”.

C. In figura 7.2.2.a se prezinti graficul de puncte intre secventele X si Y, fara
filtru iar in 7.2.2.b este aplicat un filtru de doua elemente pentru aceleasi secvente.

D. Graficele de puncte sunt foarte sugestive, fiind recomandate ca un pas initial de
analiza. Din grafic se observa daca va fi vorba de o similaritate globala sau locala, daca
sunt repetitii sau inversiuni etc. Se folosesc in acest sens si grafice ale unei secvente
comparate cu ea insasi, in care, pe langa diagonala care apare evident, se pot evidentia
unele repetitii.

E. Existda software dedicat pentru dot-plots: programul ,dotter” ce poate fi
descarcat de pe serverul ftp EBI.
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Fig. 7.2.2.: a— dot plot fara filtru, b — dot plot cu filtru de 2
7.3. ,Distante” intre secvente

7.3.1. Notiunea de aliniere

Vizualizarea prin ,,dot-plots”, desi este foarte sugestiva, nu caracterizeaza cantitativ
gradul de similaritate sau deosebire intre secvente. In acest sens s-au propus varii
metode de estimare cantitativd a asemanarii Intre secvente, pe care le vom studia in
continuare.

A. Toate pornesc de la alinierea secventelor, pe care o vom defini aici.

Definitie: Alinierea secventelor (sequence alignment) este o metoda de comparare a
doud (sau mai multe secvente) prin scrierea lor una sub alta (element) cu scopul de a
evalua similaritatea intre aceste secvente.

In acest capitol ne vom limita la alinierea a doud secvente, urmand apoi a
generaliza metoda pentru aliniere multipla.

Situatiile cu care ne putem intdlni sunt urmatoarele:

- dacd acelasi simbol apare in ambele secvente vom considera ca pozitia s-a
conservat in evolutie,

- dacd simbolurile sunt diferite, se presupune ca cele doud deriva dintr-un ancestor
comun, care poate fi unul din cele doud sau chiar altul decét cele doua,

- secventele comparate pot avea lungimi diferite datoritd posibilelor insertii sau
deletii.

B. Alinierea globala si locala

In cazul in care comparim doud secvente in totalitatea lor, vorbim de aliniere
globala.

In cursul evolutiei au putut si apara diferite insertii, deletii sau chiar mutri ale unei
secvente dintr-o zond cromozomiala in alta, astfel Incat avem uneori portiuni care se
preteazi bine la comparatii urmate de portiuni care nu au nimic in comun. In aceste
situatii este preferabil a limita comparatia numai pentru anumite portiuni din secvente —
asa numita ,,aliniere locala”.
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7.3.2. Distante

A. Distanta Hamming

Este cea mai simpla exprimare a similaritatii intre doud secvente, fiind data de:

DH = numarul total de nepotriviri

Se foloseste pentru alinierea globala.

(7.3.2.)
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Fig. 7.3.2.a Distanta Hamming

B. Distanta Levenshtein

Se poate Imbunatatii evaluarea similaritatii daca vom diferentia evenimentele:

- Conservarea o vom cota cu un punctaj pozitiv.

- Substitutiile i gap-urile le vom cota cu un punctaj negativ, penalizdnd mai puternic
gap-ul decat substitutia. Obtinem astfel o schema de scor. Totalul obtinut prin aplicarea

unei astfel de scheme se numeste ,,distanta Levenshtein”.
Un model de scor utilizat frecvent este:

+2 pentru potrivire (conservare)
S =4-1 pentru nepotrivire (substitutie)
-2 pentru gap

DL = XSi
C. Exemplu:

(7.3.2.b)

(7.32c)

A I N |

L AME
I Il
L1 G-AME

=z — =2

DL=7x2-"1x1-2x2=9

T
I
T

Fig. 7.3.2.b. Distanta Levenshtein

7.3.3. ,,Problemele” analizei secventiale

A. Sa mai ludim urmatorul exemplu (figura 7.3.3.).

Am scris normal prima secventa (PARAGINITUL), apoi am scris a doua secventa
sub prima litera pana aproape de sfarsit, cind dupa R sub I am vazut ca, daca

introducem un gap, urmétoarea litera, U, se va potrivi.

Calculand distanta Levenshtein obtinem:

DL; = +2x6-1x2-2x4 = +2
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PARAGI NI TUL
CARAMI TR -U -

PARAGI NIT-UL
CARAMI - -TRU -

Scheméscor: (a) (b) S3=5x2-4x1-2x2=2

- potrivire . . . .. +2 +5 S4=6x2-2x1-4x2=2
-substitutie ... -1 -3 S3=5x5-4x3-2x4=5
-gap.........-2 -4 S4=6x5-2x3-4x4=8

Fig. 7.3.3. Distanta Levenshtein cu 2 scheme de scor.

Observam insa ca, dupa potrivirea lui I sub I, in a doua secventd avem un T, pe care
l-am putea forta, introducand doud gap-uri, sa se alinieze sub T din prima secventd; mai
introducem un gap sus sd 1l aliniem si pe U sub U. Obtinem deci varianta de dedesubt,
cu 3 gapuri in secventa de jos.

Este aceasta aliniere mai bunda? Avem intr-adevar mai multe conservari, dar si mai
multe gap-uri.

DL, = +2x6-1x2-2x4 = +2

Printr-o coincidenta, obtinem aceeasi distantd Levenshtein, deci, cele doud alinieri
ar parea similare.

B. Putem incerca insd si o altd schema de scor, coloana (b), folositd destul de
frecvent:

+5 conservare
S=1{-3 substitutie (7.3.3.8)

-4 gap
Acum avem:
DL; = +5x5-3x4-4x2 =45
DL, = +5x6-3x2-4x4 = +8
Deci cu aceastda schemad, alinierea a doua ar fi mai buna.
C. Concluziile pe care le putem trage din acest exemplu:

i) Rezultatul comparatiei depinde de schema de scor; avem deci nevoie de
scheme de scor cat mai realiste, din care sa se inlature, pe cat posibil, orice arbitrar.

ii) Existd mai multe alinieri posibile intre secvente, fiind necesari algoritmi pentru
selectia alinierii optime.

In continuare vom studia alegerea alinierii optime in ipoteza unei scheme de scor
date, iar in finalul capitolului vom vedea cum putem construi o schema de scor realista.
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7.4.  Programare dinamica — Algoritmul
Needleman — Wunsch

7.4.1. Alinierea globala

Asa cum am vazut mai sus, problema centrala din analiza secventiala este gasirea
unui algoritm care s permita selectia alinierii optime intre doud secvente, in cadrul unei
scheme de scor date.

Primul si cel mai cunoscut algoritm pentru analiza globala a doud secvente a fost
elaborat de Needleman si Wunsch in 1970. El poate fi aplicat pentru orice fel de
secvente (atat acizi nucleici cat si proteine).

Vom descrie In continuare algoritmul, pas cu pas, mergand in paralel cu un
exemplu.

7.4.2. Principiul algoritmului

A. Plasand cele doua secvente pe cele doud axe ale unei matrice, ne propunem sa
calculdm un element de matrice F (i, j), unde 7 reprezinta coloana si j linia.

Consideram cele doua secvente de comparat:
X, cuelementele X, i=1,n
Y, cuelementele Y, j =1, m

B. Construim o matrice M x N cu m linii si n coloane, plasand pe axe — pe axa
liniilor secventa X, iar pe cea a coloanelor secventa Y-

‘; X Xa Xy X X
Y, [F(LD|FRL| FGL1) F(n.1)
Y; [F(L2)|F(2.2)

Yia . [F(-1, §D|FG, §-1)

Y. [F(L.3) | F(-L )

Yo [F(lm Fin.m)

Fig. 7.4.2.a. Matricea elementelor programarii dinamice.
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C. Valoarea eclementului de matrice F(i,j) se calculeazd dupd urmaétorul
rationament:

- natural este ca elementul F' (i, j) sa se calculeze din precedentul din secventd, adica
din F(i-1, j-I), acordand un ,bonus” pentru similaritatea X; = Y sau aplicand o
,»penalizare” pentru substitutia lui cu X;cu un element ¥; # X..

Valoarea ,,bonus”-ului sau a ,,penalizdrii”, notatd S(X,Y)) este datd, in general, intr-
o matrice de substitutie”. in exemplele anterioare noi am folosit niste valori generice:
+2 (sau +5) pentru conservare, respectiv — 1 (sau — 3) pentru orice substitutie. Ar fi
desigur, preferabil ca toate aceste valori sa fie diferite, tindnd cont de gradul de
asemanare a proprietatilor diferitilor substituenti; vom scrie in acest caz:

F@i,j) = F(i-1,j-1) + S(X, ;) (T42.)

- este Insd posibil sd fie preferabil un ,,grup” in una din secvente, pentru a asigura o
potrivire mai bund 1n elementele urmatoare din secventd. Acest lucru este greu de
anticipat, insa va iesi In evidentd dupd completarea intregii matrice. De aceea, pentru
fiecare element de matrice F(i, j), calculam si valoarea care ar corespunde in cazul in
care intr-una din secvente vom introduce un gap. Astfel, dacd presupunem ca am
introduce un gap in secventele Y, am avea:

F(i,j) = F(i-1,j)- d (74.2b)

Unde d este ,,penalizarea” pentru gap; in exemplele anterioare noi am luat valoarea
— 2 (respectiv — 4).

o In cazul unui gap in secventa X vom utiliza relatia:
o F(,j) =F(@,j-1)-d (74.2.c)

Schematic putem reprezenta calculul elementului din matrice F(i,j) ca in figura
7.4.2.b.

F(i-1j-1) | F(ij-1)

——s(x; yw-d .
F(i-1,)) —.d)’F(i,j)

Fig. 7.4.2.b. Algoritmul Needleman-Wunsch.

Algoritmul Needleman — Wunsch pune in pozitie centrala alegerea valorii maxime

Fi-1j-1+S(XxY)
F(i,j) = max{ F(i—-1,j) - d (74.2.0)
F(i,j—1)—d

85



Bioinformatica

7.4.3. Marcarea traseului

A. Pentru a marca varianta aleasd, se obisnuieste a se plasa in casuta F (i, j) o
sdgeatd, fie diagonald orientatd spre stanga-sus ,,\”, fie la stdnga ,.<”, fie in sus ,,T”,
care si indice care a fost varianta utilizatd. In cazul in care doud variante de calcul dau
aceeasi valoare, vom plasa ambele sageti.

B. Aplicand aceste reguli, pe rand, la toate elementele matricei vom completa
matricea de scor pentru determinarea alinierii optime a celor doud secvente. Algoritmul

=

prin care se realizeaza ,,alinierea optima” se numeste ,,trace-back”.

C. Se porneste de la elementul F (n, m), din coltul dreapta-jos al matricei,
urmarind sdgetile care indicd ,,din care element” a fost calculat. Vom marca astfel
fiecare ,,pas”, pornind de la ,,coada” secventelor spre inceput. In cele din urma vom
obtine alinierea globald optima a celor doua secvente.

D. Este posibil ca solutia s nu fie unica si sd avem doud (sau chiar mai multe)
alinieri, caracterizate prin distante identice. Desigur matricea de substitutie influenteaza
scorul (valoarea ,,distantei””) pentru fiecare aliniere.

7.4.4. Exemplu

A. Sa ilustram aplicarea algoritmului Needleman-Wunsch pe un exemplu simplu.
Sé consideram secventele ADN:

X:CGTA
Y: CTA

De asemenea vom aplica o matrice de substitutie foarte simpla: potrivire = + 1,
nepotrivire=-1,gap =-2,adica S (i, j)=+/-1sid=2

B. Construim matricea de aliniere. Plasam secventa X pe orizontala si Y pe
verticala. Vom ,,initializa” matricea adaugand in plus o linie si o coloand inainte de
inceperea fiecdrei secvente, corespunzatoare situatiei in care primul (primele)
element(e) din oricare dintre secvente ar fi un ,,gap”. Vom nota aceste elemente cu F'
(7,0) pentru linia initiala, respectiv F (0, j) pentru coloana de initializare.

col (0) (1) (2) (3) (4)
Lin c G T A
(0) 0 -2 a 6 8
(1) c 2
(2) T a
(3) A 6

Fig. 7.4.4.a. Initializarea matricei de aliniere
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Elementului F (0,0) 1i dam valoare 0, apoi cazul in care gap-urile s-ar succede,
pentru fiecare element aplicim o penalizare de gap, deci elementele liniei de initializare
vor avea valorile: d, 2d, 3d etc. Similar pentru elementele primei coloane. Matricea
initializata in cazul exemplului nostru arata ca in fig. 7.4.4.a.

Calculam primul element, F(/,1); aplicam pe rand cele 3 relatii din (7.4.2.d) si
obtinem:

a: pornind din stinga-sus: F(1,1) = F(0,0) + S(C,C) = 0+ (+1) =1

b: pornind din stinga: F(1,1) = F0,1)-d = —2-2 = —4

c: pornind de sus: F(1,1) = F(1,0)-d = —2-2 = —4

Alegem valoarea maxima (cazul a): F(/,1) = 1 i marcam sdgeata corespunzatoare;
rezultatul este vizibil in figura 7.4.4.b.

Continuam cu elementul F(2,7) pentru care, avem:

aa F(2,1) =F(10) +SG,C)y=-2-1=-3
b: F(21) =F(11)-d=1-2=-1
¢ F(21) =F20-d=—-4-2=-6
Alegem varianta b si plasdm si sdgeata corespunzatoare.
col (0) (1 (2) (3) (4)
Lin c G T A
(0) 0 -2 -4 -6 8
K
(1 c 2 1 |e 1 |€ 3 |e 5
+* | [
(2) T a -1 0 0 |€& 2
+ |R + | K
(3) A -6 -3 -2 -1 +1

Fig. 7.4.4.b. Completarea matricei de aliniere

Procedam similar pentru toate elementele de pe linia (1):
S(T,C):F(31) = max(—4-1,-1-2,—-6-2) = max(—5,—3,—8)
S(4,C):F(41) = max(—6-1,—-3-2,—-8-2) = max (—7,—5,—10)

Pentru linia a doua:
S(C,T:F(1,2) = max(—2-1,—-4-2,+1-2) = max(—3,—6,—1)
S(G,T):F(22) =max(+1-1,-1-2,—-1-2) = max (0,—3,—3)
S(T,T):F(3,2) = max(—1 + 1,0- 2,—3- 2) = max (0,—-2,—5)
S(4,T):F(42) = max(—3 + 1,0-2,—-5-2) = max (—2,-2,—7)

In fine pentru ultima linie:
F(1,3) = max (—4-1,-6-2,—-1-2) = max (-5,—8,-3) = -3
F(2,3) = max (-1-1,-3-2,0-2) = max (—2,-5,-2)
F(3,3) = max (0-1,-2-2,0-2) = max (—1,—4,-2)
F(43) = max (0 +1,-1-2,-2-2) = max (+1,-3,—4)
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Matricea de aliniere obtinuta este prezentata in figura 7.4.4.b
C. Pornim acum algoritmul ,trace-back”.

Marcam casuta din coltul dreapta-jos F(4,3). Acest element corespunde
coincidentei la capatul secventelor A — A. (figura7.4.4.c).

Observam ca F(3,4) avea o singura sageata, in diagonala.

Vom alege deci in continuare elementul F(3,2), corespunzator corespondentei 7 —
T. Acest element are de asemenea o singura sageatd, indicand provenienta sa din F(2,1).

Col (0} (1) (2) (3) (4)
Lin C G T A
(0) 0 -2 4 6 8
3
(1) c 2 +1 « -1 « -3 « 5
s [ [
(2) T 4 -1 ] ] €« 2
T R 4 [ [
(3) A 6 -3 -2 1 +1

Fig. 7.4.4.c. Pornirea "trace-back"

Dar acesta are o sdgeatd spre stanga, adica spre F(1,1) (fig. 7.4.4.d). Cu alte
cuvinte, dupa corespondenta C — C ilustratda de F(1,1), urmeaza in secventa Y un ,,gap”,
avand urmatoarea casutd, F(2,1) tot pe orizontald, adica lui ,,G” din secventa X nu-i
corespunde nici un nucleotid in secventa Y.

col (0) (1) (2) (3) (4)
Lin C G T A
(0} 0 -2 4 b 8
I3
(1) c -2 +1 < -1 « 3 & 5
T [ [
(2) T -4 =) 0 0 &« 2
T R 4 [ [
(3) A -6 -3 -2 a1 +1

Fig. 7.4.4.d. Rezultatul obtinut prin "trace-back"
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Rezultatul alinierii 1l exprimdm in forma de mai jos (figura 7.4.4.¢):

C|G|T|A
cC|-|T|A
#1 -2 41 41 = +1

Fig. 7.4.4.e. Alinierea finala

Rezultatul obtinut era de asteptat. Observam ca ,,gap-urile” apar vizibile in
matricea de aliniere acolo unde nu se urmeaza traseul pe diagonald. Dacd apar casute
succesive selectate pe aceeasi linie, atunci gap-ul se va gési in secventa a doua (cea
plasatd pe axa verticald a matricii); casuta cea mai din stdnga grupului ramane in
secventa, cealaltd (celelalte, daca sunt mai multe succesiv) vor reprezenta gap-uri.
Similar se procedeaza dacd apar casute succesive pe aceeasi coloand; in acest caz gap-
urile se vor gasi in secventa plasatd pe axa orizontala a matricei de aliniere.

7.5. Alinierea locala. Algoritmul Smith — Waterman

7.5.1. Deosebiri fata de algoritmul NW

A. Algoritmul Needlemann — Wunsch prezentat mai sus se aplicd pentru alinierea
globald a doua secvente, adica a secventelor intregi. Este nsa cunoscut faptul ca, in
evolutia lor, structurile biologice au suferit numeroase modificari, Insd au pastrat destul
de frecvent anumite portiuni cu modificiri minore, conservand in felul acesta
functionalitatea acestor molecule, in timp ce alte portiuni din moleculd pot avea evolutii
divergente. De aceea, destul de des dorim si detectim doar domeniile comune din
proteine si sa apreciem gradul de similaritate intre aceste portiuni. Acest gen de analiza
se numeste ,,aliniere locald”, care este aplicabila si pentru alinierea unor sectiuni extinse
de ADN, insd cel mai des se aplicdi pentru detectia similaritatii intre secvente
divergente, cu origine comund, in care anumite portiuni se pastreaza. Astfel, prin
alinierea locald se vor exclude portiunile terminale din secvente, portiuni ce ar fi avut
numeroase gap-uri §i un procent inalt de substitutii.

B. Pentru alinierea locald, Smith si Waterman au propus in 1980 un algoritm
asemandtor cu algoritmul Needlemann — Wunsch, insd introducem urméatoarele
modificari:

- la initializare, marginile vor avea numai valoarea 0 in loc de penalizarile pentru
gap-uri;

- in calculul unui element de matrice, vom compara, ca in algoritmul NW valorile
obtinute din cele trei cdsute vecine de origine potentiala (diagonala stanga-sus,
casuta din stanga, respectiv cea de sus), alegdnd valoarea maxima; insd daca toate
sunt negative, vom aloca valoarea 0; in felul acesta matricea de aliniere va avea
elementele numai pozitive sau 0;

- la “trace-back” vom porni nu din coltul dreapta-jos, ci de la cea mai mare valoare;

- alinierea se poate opri oriunde 1n matrice, ajungand eventual la marginea superioara
sau la cea din stdnga in cazul In care vreuna din secventele aliniate prezintd
domeniul de interes chiar la inceput.
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7.5.2. Descrierea algoritmului SW

A. In mod formal putem scrie pentru algoritmul Smith — Waterman urmitoarele
relatii §i notatii:
- H = matricea de aliniere, cu elementele H(i,j)
- m = lungimea secventei X (pe axa orizontala - sus)
- n=lungimea secventei Y (pe axa verticala - stinga)
- lainitializare:

H(i,0)=0,0 < i < m (i=nr coloanei) (7.5.2.8)
H(j,0)=0,0 < j < n (j=nr liniei)

IA

B. Calculul elementelor matricei H urmeaza regula:

conservare/substitutie

HG-1,j-1+ s(X;, 1§) conservare/substitutie
H(i,j) max H(G-1,j)+ gXi,—) deletie din X (75.2.h)
k H(,j—1)+ g(=,Yi) insertie in X
0

Uzual se ia penalizarea pentru gap aceeasi pentru oricare dintre secventele aliniate
X siY, adica

gXy,—) = g(=Y) = —-d (15.2c)

- valorile s(X;,Y;) se iau din matricea de substitutie s, la fel ca in cazul alinierii
globale; de obicei valorile sunt pozitive pentru conservarea elementului in secventa
(potrivire) si negative pentru substitutie.

C. Exemplu

Luam secventele:
X: GAATTCAGTTA (Ta.2d)
Y:CGGATCGA

Matricea de substitutie s (figura 7.5.2.a) este construitd foarte simplu: conservare =
+5, substitutie = -3, gap = -4 (prescurtat: +5/-3/-4).

4|60k
w
wun
w
w

gap=-4

Fig. 7.5.2.a. Matricea de substitutie

Procedam asemanator cu alinierea globala:
- initializdm prima linie si coloana (de indici 0) cu valoarea 0
- calculam H(1,1) = (0-3,0-4,0-4,0) =0
- continuam cu toatd linia 1, apoi si celelalte linii; in cazul in care valoarea aleasa
provine din vreuna din casutele alaturate, vom marca acest lucru printr-o sigeata ce
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indica originea valorii (pot fi si doua sageti); daca valorile calculate din casutele
vecine au fost negative, vom lua valoarea 0 si nu inseram nici o sageata.

in figura 7.5.2.b este prezentati matricea de aliniere dupd efectuarea acestor
calcule.

co [T | | @] W] Ww| ®| @] @ @] lo| w|
Lin G A A T T C A G T T A
'(U] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
~
1) C 0 0 0 0 0 0 5 |« 1 0 0 0 0
K ™= LN
2) G 0 5 |« 1 0 0 0 1 2 6 |& 2 0 0
R L R
(3) G 0 5 2 0 0 0 0 0 7 |€ 3 0 0
L LN ~ ~ ™= LN
4) A 0 1 10 7 |€ 3 0 0 5 3 4 0 5
L LN LN ~ LN ™= LN ~
(5) T 0 0 6 7 12 |[& 8 |€& 4 1 2 8 9 |& 5
= N ~ N EEIE
(6) C 0 0 2 3 8 9 13 |¢ 9 |¢ 5 4 5 6
I R T T R R K 4
(7) G 0 5 |« 1 0 4 5 9 10 14 |€ 10 |€& 6 |¢& 2
i +|= 1+ = = L =
(8) A 0 1 10 |« 6 |& 2 1 5 14 |& 10 11 |« 7 11

Fig. 7.5.2.b. Matricea de aliniere

- Incepem procedura “trace-back”; observam cad valoarea maximad din matrice
este 14, corespunzatoare elementului H(7,8), care provine in diagonald din H(6,7), legat
in sus de H(6,6) si apoi de H(5,5). De aici sunt doua sageti, deci putem merge fie prin
H(4,4) la H(3,4), fie prin H(4,5) si in diagonald la H(3,4); deci vom avea aici doua
trasee echivalente; mai departe mergem la H(2,3) si H(1,2). De fapt si la pornire,
puteam pleca din H(8,7) care avea tot valoarea 14, ajungand in H(6,6), urmand de acolo
traseul reprezentat anterior.

Structura alinierilor posibile ramase sunt vizibile in figura 7.5.2.c.

co || W] @] W] W] ®W] @] @] W] @] Ww]| by
Lin G A A T T C A G T T A
'(D] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[
(1) C 0 0 0 0 0 0 5 |€ 1 0 0 0 0
K L L%
(2) G 0 5 |€ 1 0 0 0 1 2 6 |& 2 0 0
L R L%
(3) G 0 5 2 0 0 0 0 0 7 |€ 3 0 0
L LN L LN K
(4) A 0 1 10 7 |€ 3 0 0 5 3 4 0 5
L LN LN ~ R K K
(5) T 0 0 6 7 12 |¢& 8 |€ 4 1 2 8 9 |& 5
NEEIEE R NEEIE
(6) C 0 0 2 3 8 9 13 |[€ 9 |« 5 4 5 6
- L <+~ <+~ + = L L
(7) G 0 5 |€ 1 0 4 5 9 10 14 |& 10 |€& 6 |¢ 2
i LIS + LS 4 |=s R K
(8) A 0 1 10 |¢ 6 |¢ 2 1 5 14 | € 10 11 |& 7 11

Fig. 7.5.2.c. Trace-back pentru alinierea locala

Vom sintetiza rezultatele in figura 7.5.2.d., in care am reprezentat separat variantele
de drum din prima portiune a alinierii, respectiv din a doua parte — in cele din urma vom
avea 4 variante posibile echivalente.
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G AATT C C A G T TA
| | (. | |
cl6 6 A - T ¢ cC - G- A
G AATT C . w € - A|G T T A
| | (. | |
Cl6 6 A - T ¢ € G A|- - - -

Fig. 7.5.2.d. Alinieri locale posibile
7.6. Modele complexe

7.6.1. Potriviri repetate (Repeated matches)

A. Algoritmul Smith — Waterman géseste (uzual) o singurd cea mai buna aliniere
intre doua secvente. Este cunoscut insa faptul ca secventele reale contin uneori mai
multe copii ale unui domeniu repetat (,,motiv”). Ar fi deci de dorit sd avem un algoritm
care sd evidentieze toate aceste regiuni. Existd mai multe metode prin care putem
realiza acest lucru, una dintre ele, bazata pe ,,lanturi Markov ascunse” va fi mentionata
in capitolul respectiv. In continuare vom prezenta aici pe scurt o extensie a algoritmului
Smith — Waterman, bazat pe programarea dinamicd, prin care si putem evidentia
repetarile.

B. Sa consideram cele doud secvente de comparat X(x;,i=1,...,n) si Y(y;,j=1,...,m)
si sd presupunem ca secventa Y contine un domeniu care se repeta.
Sa mai reamintim ca si 1n acest caz, ca si in cele discutate pana acum, portiunile aliniate
contin nu numai elemente conservate ci si substitutii sau gap-uri. Intuim deci
dificultatea ce apare prin semnalarea oricaror scurte portiuni din Y ce se aseamana cu
scurte portiuni din X. De aceea, pentru a obliga algoritmul sa semnaleze doar secventele
cu relevantd, se introduce un prag, T, (threshold), astfel incat numai regiunile in care
scorurile depasesc pragul vor fi scoase in evidentd. Pragul se introduce in relatia de
recurentd pentru initializarea primei linii. Astfel, in timp ce la algoritmul de aliniere
locald S. W. toate valorile erau zero: H(i,0) = 0, i = 1,...,n, in extensia SW pentru
potriviri repetate vom lua H(0,0) = 0, apoi:

H(i,0) = max{ Hi-10) (16.:a)

Hi—-1L,)-T,j=1,..,m

In felul acesta secventa X va fi partitionatd in regiuni care prezint aliniere cu

portiuni din Y §i regiuni fara potriviri.

Posibila prezenta a unor valori diferite de zero pe prima linie (linia de initializare)
permite terminarea unor alinieri cand se ajunge la marginea superioard a tabelului prin
procedura de trace-back chiar dacd valoarea din casutd nu este zero (in timp e in
algoritmul clasic SW, alinierea se considera incheiata intotdeauna cand se ajungea la o
casuta cu valoarea zero - indiferent de pozitia ei in matrice).

Vom ilustra detectia unei potriviri repetate printr-un exemplu.
C. Exemplu

Fie secventele proteice X si Y definite astfel:
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X:DTWGGICDAWHGL (T6.1b)
Y: CDAWGEP

Obtinem alinierea unei portiuni din Y (zona [C]DAWG) cu doua regiuni din X:

DTWGG I CDAWHGL

DAWG . . CDAW -G

Fig. 7.6.1. Reprezentarea unei alinieri repetate
Am marcat cu un punct (.) regiunile de nepotrivire.

D. Procedura “trace-back” are niste particularitati In acest caz. Pentru aplicarea ei
procedam astfel:

- introducem in matricea de aliniere o casutd in plus pe prima linie: H(n+1,0) cu o
valoare calculata dupd aceeasi relatie de recurentd (7.6.1.a); valoarea din aceasta
casuta va reprezenta scorul total al tuturor potrivirilor, avand valoarea T scazuta
pentru fiecare potrivire (deci la k potriviri s-au scdzut kT puncte). Existd si
posibilitatea ca valoarea sa fie 0, daca pragul T nu a fost niciodata depasit.

- din casuta H(n+1,0) vom trasa o sigeatd catre cdsuta din care provine (fie cea din
stanga ei, fie o altd cdsutd din coloana anterioard); putem deci ca in procedura
“trace-back” sd avem ,,salturi”.

- in continuare procedam similar cu procedura aplicata in celelalte cazuri.

- de mentionat cd, de fiecare datd cand ajungem la marginea superioara, daca
valoarea nu este 0 vom avea un salt la casuta cu valoarea maxima din coloana din
stanga.

- procedura se incheie la o casutd cu valoarea 0, oriunde in matrice, cel mai adesea
fie pe marginea superioard (deci restul din secventa X va fi considerat “gap”
terminal), fie pe marginea din stanga (deci “gap-ul” terminal va fi din secventa Y).

E. O problemd importanta la detectia potrivirilor repetate este alegerea pragului T
- o valoare prea mare ar putea exclude unele potriviri, ramanand nedetectate.
- o valoare prea mica divizeazd mult secventele semnaland si potriviri mai slabe,
uneori intdmplatoare (mai ales in secventele de acizi nucleici, unde alfabetul
secventelor are doar 4 litere).

7.6.2. Potriviri suprapuse

A. alta situatie cu care ne putem intdlni este cazul in care o portiune mai lungd
dintr-o secventa are ea insasi zone repetitive, sau este inclusa in cealaltd secventd. Vom
fi Intr-o situatie asemanatoare cu cea de la potriviri repetate, cu deosebirea ca zonele de
potrivire din secventa de referintd (notatd anterior cu X) nu sunt disjuncte ci se pot
suprapune partial.

Putem intdlni astfel situatii la compararea fragmentelor genomice de ADN sau la

compararea unor secvente cromozomale mari.

B. Pentru detectia acestor acestor situatii vom face o noua extensie la algoritmii
de programe dinamica , pornind tot de la varianta Smith — Waterman pentru alinierea
locald si vom tine cont si de utilitatea pragului T introdus pentru detectia repetarilor, in
cazul in care urmarim si acest aspect.
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Ca elemente specifice ale algoritmului 1n aceastd extensie avem:

- pastram regula alinierii locale de a nu penaliza “gap-urile” terminale (inceput sau
sfarsit de secventd)

- marginile se initiaza cu 0, ca la algoritmul SW; existd totusi versiuni in care se
urmaresc si repetitiile, in care caz se aplicd relatia (7.6.) cu un prag T ales
corespunzator

- pentru calculul elementelor matricei de aliniere se aplicd algoritmul Meedlemann —
Wunsch al alinierii globale; vom putea avea deci si elemente negative

- se alege valoarea maxima F,,, ca valoare maxima de pe linia de jos sau coloana din
dreapta (deci nu cea mai mare din matrice)

- procedura “trace-back” va incepe de la F,,x si va merge pana la marginea de sus
sau din stanga

- toate celelalte reguli raiman nemodificate.

C. Séluam din nou un exemplu:

Fie secventele X si Y din figura 7.6.2.

Xx|D AW T L A C E L P A C 5

Y: A C T L A C H

Y: A C T L - A C H

Fig. 7.6.2. Alinierea suprapusa a doud secvente proteice, X si Y

Se observa ca apare o suprapunere intre cele doua potriviri gasite de algoritmul de
aliniere.

7.6.3. Potriviri hibride (Hybrid match conditions)

A. Din cele prezentate anterior rezultd cd metodele programarii dinamice sunt
destul de flexibile putand fi introduse extensii care sa evidentieze elementele pe care
dorim sa le extragem in procesul de comparatic a douad secvente. Fiecare metoda
prezentatd are avantajele si dezavantajele sale. De aceea, este bine a avea la dispozitie
proceduri prin care putem scoate in evidentd anumite particularitati.

B. Enumeram in continuare cateva situatii care necesita abordari specifice, fara a
intra in detalii privind aspectele teoretice ale acestor abordari. Pentru detalii privind
extensiile algoritmilor in aceste cazuri recomandam tratatul lui Durbin si colaboratorii.

Iata cateva exemple care necesitd abordari specifice:

- secventa repetitiva care tinde sa fie gasita in copii tandem neseparate,

- cand cautam secvente ce incep la startul ambelor secvente dar se pot termina in
orice punct,

- cand existd o probabilitate ridicatd ca o secventd sa fie regasita integral in cealalta,
dar si o probabilitate mare se a gasi numai un segment — asa numitele ,,cautari in
familii”.
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C. Din punct de vedere teoretic cazurile standard sunt limitate, dar putem gasi
ceva apropiat. In plus, se pot efectua asa-numitele ,,post-procesari”, adica o rafinare a
rezultatului oferit de algoritmi prin selectia variantelor cele mai plauzibile de aliniere,
pentru care existd alternative justificatoare.

7.7. Gap-uri afine

7.7.1. Baze teoretice

A. Un aspect important, dar neglijat pAna acum, a fost cel privind penalizarea gap-
urilor. Variantele descrise mai sus au aplicat o penalizare uniforma pentru fiecare gap ce
era ,,cerut” de algoritm pentru optimizarea scorului. Totusi, cand legam aspectul formal,
exprimat prin relatiile propuse, cu fenomenul real, putem lesne observa ca originea gap-
urilor, generate de procese de insertie sau deletie in fenomenele de copiere (indiferent
de nivel — replicare, transcriere, translatie) cuprind cel mai adesea o portiune dintr-o
secventd, ce poate avea lungimi variabile, de la 1 component (nucleotid sau aminoacid)
la zeci de componente. Deci ,,gravitatea” fenomenului generator de “gap” in aliniere,
este mai curdnd legatd de aparitia “per-se” a fenomenului si mai putin de dimensiunea
sa (adicd de numdrul de elemente implicate). De aceea ar trebui & tinem cont de
prezenta ,,gap-urilor in lant” si s& ajustam algoritmul in acest sens.

7.7.2. Tipuri de gap-uri
Din punct de vedere formal vom spune ca avem doua tipuri principale de penalizare
a gap-urilor:

a) penalizare liniard, exprimata prin relatia:

y(9) = —gd (7.72.8)

unde:

e g =nr. gap-uri

e d = penalizarea pentru un grup (este variant utilizatd in prezentarile
anterioare)

b)  gap-uri afine, pentru care penalizarea se face conform relatiei:
v(g) = —d-(g -1 Xe
unde:

e _.d” este penalizarea pentru primul gap
e " este penalizarea pentru un gap din lant; de obicei e«d.

Pentru a introduce aceste elemente, va fi nevoie sd modificim corespunzator si
relatiile de recurenta folosite atat in algoritmii de aliniere globala cat si in cei de aliniere
locala, cu toate extensiile lor.
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8. Matrici de substitutie

8.1. Introducere

A. In prezentirile anterioare ne-am concentrat atentia asupra algoritmilor prin care
putem optimiza alinierea a doud secvente. De fiecare datd am acceptat ideea ca, in cazul
in care se observa conservarea (potrivirea) unui component intr-o anumitd pozitie in
cele doud secvente, sa tratim evenimentul ca fapt pozitiv, acorddndu-i puncte la scorul
de aliniere, in timp ce prezenta unui gap sau substitutia — adica inlocuirea unui element
cu altul — si fie penalizate. In acest capitol ne vom ocupa de modul in care stabilim
penalizarile ce vor fi utilizate in calculul scorului de aliniere, pentru substitutia unui
element dintr-o secventa, cu un alt element.

B. Ne vom ocupa separat de matricile de substitutie utilizate in studiile privind
acizii nucleici si cele din compararea secventelor proteice.

Existd o serie de asemandri fundamentale intre abordarile utilizate in cele doud
categorii de molecule, dar si unele deosebiri. Vom considera aici ca esentiale
asemandrile, astfel incat nu vom descrie separat elementele constructive pentru fiecare
categorie de molecule.

8.2. Matrici de substitutie pentru proteine

Este evident ca matricile de substitutie trebuie sa acorde valori in functie de tipul de
substitutie . Cea mai simpld variantd ar fi ,,uniformizarea” substitutiilor, variantd prin
care toate substitutiile sunt penalizate la fel. Din exemplele prezentate anterior, conform
notatiei formale [+2/-1/-2] sau [+5/-3/-4], valorile din schema de scor au semnificatia
[conservare/substitutie/gap], deci noi am avut exemple In care substitutia era penalizata
fie cu 1 punct (fatd de +2 pentru conservare), respectiv cu 3 puncte (fatad de +5 pentru
conservare). Oricum, ne putem imagina ca au fost introduse o serie de simplificari, utile
din punct de vedere didactic.

Totusi, scopul de aliniere, care este obiectivul principal in oricare din studiile de
aliniere secventiald, depinde in mare masura de valorile din matricea de substitutie. De
aceea, ne vom concentra atentia asupra modalitatilor prin care putem oferi o matrice cu
valori rezonabile pentru a fi utilizate in algoritmii de aliniere secventiald (programare
dinamica).

8.2.1. Matrici PAM

A. Denumirea PAM provine de la “Point Accepted Mutations”, reprezentand
probabilitdtile mutatiilor. Sa Incercam sa explicadm aceastd denumire.

- Ipoteza de baza: fiecare substitutie a unui aminoacid (AA) cu alt AA este
independenta de alte schimbari anterioare (este clar ca ipoteza nu corespunde realitatii,
insa reprezintd o buna aproximatie pentru inceput).

Pentru a gasi niste valori rezonabile, cat mai aproape de realitate, Margaret Dayhoff
(1978) a pornit de la analiza unor date privind substitutiile intalnite evolutiv intre familii
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similare de proteine, extrapolandu-le pentru distante evolutive mari. S-au utilizat numai
date confirmate privind secventele din 71 familii de proteine cu grad de similaritate de
cel putin 85%, totalizdnd 1572 schimbari; inrudirea secventelor a fost analizata prin
constructia unui arbore filogenetic, folosind metoda parsimoniei (pe care le vom
prezenta in capitolul de analiza filogenetica). Prin acest studiu s-a putut s-a putut
construi o matrice continand frecventele tuturor perechilor de reziduuri intre secvente si
ancestorii lor imediati din arbore. Din aceastd matrice, printr-o serie de operatii de
normalizare §i scalare in timp s-a obtinut o matrice generica (figura 8.2.1.a), numita
PAMI continind, pentru fiecare aminoacid probabilitatea de a fi substituit de un alt
aminoacid intr-un anumit interval de timp, cdnd numarul asteptat de substitutii a fost
1% (de unde denumirea PAM1 = Point Accepted Mutation 1%).

Example PAMI1 matrix (normalized probabilities multiplied by 10000)

Ala Arg RAsn Asp Cys Glo Glu Gly Leu Lys Met Phe PFro Ser Thr Trp Tyr Wal

A R N ¥ c Q E G L K M F P -] T W Y v

Ala A 9B&T 2 -] 10 3 a 17 21 2 E 4 2 [ Z 22 EL 32 o 2 1a
Arg R 1 89513 1 0 1 10 o o 10 3 1 13 4 1 4 E 1 B Q 1
Asn K 1 1 3822 36 a 4 & & 21 3 1 13 a 1 Z 20 ] 1 4 1
Asp D E 0 42 9859 [ & 53 & 4 1 0 3 [ o 1 5 3 o Q 1
Cys C 1 1 o 0 3373 a o o 1 1 1] a a o 1 & 1 o 3 2
Glon Q 3 ] 1 E d 9878 27 1 23 1 3 & 4 o £ 2 2 o Q 1
Glu E 10 o 7 56 a 15 %865 4 2 3 1 4 1 o 3 i 2 o 1 2
Gly G 21 1 12 11 1 3 T 8915 1 o 1 2 1 1 3 21 3 o Q 5
His H 1 B 1B 3 1 20 1 O 9512 o 1 1 a Z 3 1 1 1 4 1
Ile 1 2 2 3 1 2 1 2 o 0 9872 9 2 1z T o 1 7 o 1 i3
Leu L 3 1 3 1] a [ 1 1 4 22 93947 2 45 13 3 1 3 1 2 15
Lys K 2 a7 a5 E a 12 T 2 2 1 1 9935 an o 3 -] 11 o 1 1
Met M 1 1 o 1] a 2 o o o 5 B 4 GBT4 1 o 1 2 o a 4
Phe F 1 1 1 0 [ Q o 1 2 B E [ 4 5894s o 2 1 3 28 [
Pro P 13 5 2 1 1 a 3 Z 5 1 2 2 1 1 5832& 1z d o a 2
Ser s 2B 11 34 7 11 4 & 1& 2 2 1 7 4 3 17 9840 3B 5 a 2
Thr T 22 2 13 4 1 3 Z Z 1 11 2 a [ 1 L 3z 9871 o 2 9
Trp W o 2 o 1] a a o o o o 1] a a 1 o 1 0 397¢ 1 a
Tyr ¥ 1 o 3 1] 3 a 1 o 4 1 1 a a 21 o 1 1 2 3945 1
val v 13 2 1 1 3 2 2 3 3 57 11 1 17 1 3 2 10 o 2 5901

Fig. 8.2.1.a. Matrice generica PAM1

B. Pentru intervalele mai indelungate procentul de mutatii creste. Intr-o
acceptiune a liniaritatii fenomenului, se poate calcula o matrice pentru un procent n% de
mutatii acceptate prin ridicarea matricei PAMI1 la puterea n:

PAM, = (PAM1)" (821a)

C. Pentru utilizarea matricilor de substitutic in analiza secventiala este necesara
incad o normalizare, prin care s tinem cont de frecventa cu care apare aminoacidul
substituitor in lanturile proteice.

Sa notam un element din matricea PAM1 cu P(bja,t=1), reprezentind probabilitatea
ca aminoacidul a sa fie substituit cu b intr-o unitate de timp arbitrara (t=1) si cu f,
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probabilitatea de aparitie a aminoacidului b. Atunci un element din matricea de
substitutie, S(a,b), reprezentdnd numarul de puncte ce se atribuie in cazul substitutiei
aminoacidului a cu aminoacidul b este dat de relatia (pentru orice timp t, pe care il
omitem):

S(a,b) = k x log "0 (8.21b)

unde k este o constanta.
Observam ci s-a introdus o scara logaritmica, pentru a obtine o scara aditiva.

D. Matricile PAM sunt foarte utilizate, fiind posibil a construi variante pentru
diferite procente de similaritate. Astfel, pentru un procent de similaritate de 50% se
foloseste matricea PAMS0, pentru 40% - PAM120 etc. Cea mai des folositd matrice este
matricea PAM250, prezentatd in figura 8.2.1.b (S& mentiondm ca indicele matricei
PAM este legat puternic de intervalul de timp in care se acceptd mutatia §i nu reprezinta
procentul de mutatii!)

The PAM250 scoring matrix

TEEEBEEEEEFEEMEEEEWEW

% [2]s

ENCHCHER

Do 1]l

o [2]al4ls]e

Qo [ i f[s]

ENCHENENENEIPNCE

(G [ |3l [r [2f1fo s

B[l [ [5fs 1 [2f6

[ [1lef2l2f2]2[2[3]2[s

L [2]3lsllel2]3al2[ s

R [1fs [1 [0 [5[1 [o[2fof2]3]5

pef-ifo [2[3]s[al2ls[2fz fa fo s

P [alalalslals[sls[2ft 2 [sofo

o[t fo [1lafslo [1]afo[2[3[1]2[5]6

s [tlofifofoltfoft frfifsfolelsfi]s

[ [ fifofo [2ftfofo[rfo[2fo [1fzfor [
wlslo [4[7]sls|7[7[3[5]2[3[4[o [6[2]s7
[v [3lal2lalo [4[als[o [1[1[e[2[7 [s]3]3]o [0
v o [2l2l2]2l2 ]2zl 2 [2o [rfafi]o s 2fs

Fig. 8.2.1.b. Matricea de substitutie PAM250

Se observa ca valorile au fost rotunjite la numere intregisi matricea a devenit
simetrica. Valorile de pe diagonalda reprezintd scorul acordat la conservarea
aminoacidului pe pozitia respectiva in secventa.
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8.2.2. Matrici BLOSUM

A. Matricile PAM au fost construite pornind de la probabilitatile de substitutie
pentru intervale de timp relativ scurte. S-a constatat cd extensia pentru intervale
indelungate (PAM250) se departeazd de realitate. Destul de frecvent ne intdlnim cu
substitutii succesive 1n aceeasi pozitie sau cu substitutii in bloc, deci o Indepartare de la
ipoteza ca fiecare substitutie este independenta de alte substitutii.

B. Pentru a inlatura aceste neajunsuri, Stephan si Georgia Henikoff (1992) au
propus o noud variantd de matrice de substitutie numitda BLOSUM “BLOcks (Amino
Acid) SUbstitution Matrix”. Ei au analizat 2000 de patternuri de aminoacizi organizati
in blocuri, pornind de la bazele de date continand alinierea multipld a unor proteine
inrudite mai Indepartat, luand regiunile fara gap-uri si incluzand in bloc portiunile
(clustere) pentru care procentul de reziduuri identice depasea un prag L. Calculand
frecventele cu care un reziduu a dintr-un cluster se alinia cu un reziduu b din alt cluster,
s-au putut estima probabilitatile de substitutie.

C|[S|[T|/P A|GINID/E[@Q/H|RIK|M|I [L|VIF|Y|W
cl9 C
S |-1[4 S
T|1[1]5 il
Pl-3|1[-1(7 P
A0 [1]0|1]4 A
G|-3[0|-2|-2]/0 |6 G
N|-3|1 [0 (-2]-2[0]6 N
D|-3|0 [4[1]-2[-1]1]6 D
E|-4|0 [1|[1]1][-2]0 ]2 |5 E
Q|-3[0 |1]|1[1]|-2]/0 (0 [2 (5 Q
H|3|4[-2|[-2]-2[-2]1[|-1]/0 |0 |8 H
R[3[4[1]-2[1]|-2]0 [-2]0[1]0 |5 R
Kl-3|0 [4[A]1[-2]0 [4[1 |1 [1]2]5 K
M[-1[1[-1]|-2|1|-3]-2[-3[-2|0 [-2]1|-1]5 M
| |4{2{-1|-3|-41|-4|-3[-3|-3]|-3]|-3|-3|-3[1 |4 |
L|4(2/41|3(1|-4/-3|-4[-3[-2]-3[-2|-2]2 |2 [4 L
v/ i4|-2/0f-2{0 |-3]|-3|[-3[-2[-2]-3[-3[-2|1[3 [1[4 v
F|l-2|2|-2|4|-2|-3|-3[-3[-3]|-3|-1]|-3|/-3/01]0 0 |-1]6 E
Yyl|2|2[|-2[3|[-2|-3]|-2|-3|-2[1][2 [2]|-2]4[1[1]-1]3 |7 Y
wl-2(3|-2|4[-3[2|-4]|[-4[-3][-2]-2[-3|-3|1]-3[-2[-3|1 ]2 [11|W

Fig. 8.2.2. Matricea de substitutic BLOSUM62

C. Din punct de vedere formal, un element al matricei de substitutie este dat de
relatia:

S(a,b) = (1/4) X log[p(a,b)/fafs] (8224)
unde A este o constanta,

p(a,b) — probabilitatea alinierii reziduului a cu b

f.f»— probabilitatile (frecventele) aminoacizilor a si b

Relatia (8.22.a) este similara cu (8.2.Lb) tindnd cont de faptul cd probabilitatea unei
substitutii a lui a cu b poate fi exprimata prin relatia:

P(bla) = p(a,b)/fa (82.2b)

D. Matricile BLOSUM au valori destul de apropiate de matricile PAM
echivalente, desi au pornit de la baze de date diferite si au fost construite in mod diferit.

In practici se folosesc uzual matricile BLOSUMG62 si BLOSUMS50. Varianta
BLOSUMS0, cu procent de similaritate de 50% corespunde unui timp evolutionar mai
lung, deci este mai potrivitd pentru secventele mai divergente, continand eventual si
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gap-uri, in timp ce BLOSUMS62, care este folositd si mai frecvent, ete considerata
standard pentru portiuni fara gap-uri.

In figura 8.2.2 este prezentatd matricea BLOSUMG62.

8.3. Matrici de substitutie pentru acizi nucleici

La fel ca si in cazul proteinelor, punctul de plecare pentru analiza substitutiilor
porneste de la analiza evolutiva a structurilor moleculare din materia vie.

Matricile de substitutie pentru acizii nucleici s-au construit inaintea celor pentru
proteine, pornind chiar de la o abordare teoretica a modelelor evolutive.

8.3.1. Matricea Jukes — Cantor

A. Cea mai simpla versiune a unei matrici de substitutie a fost abordata de Jukes
si Cantor (1969). In modelul lor ei au considerat ca:

— fiecare site dintr-o frecventa polinucleotidica poate fi tratat ca independent (adica
substitutia intr-o pozitie este independenta de alte substitutii),

— toate substitutiile au aceeasi probabilitate,

— nu sunt luate in considerare insertii au deletii,

— toate nucleotidele au aceeasi probabilitate de aparitie intr-o frecventa,

— probabilitatea unei substitutii este constanta in timp.

B. Din punct de vedere formal, dacd notdm cu a probabilitatea unei substitutii
intr-un interval de timp t (numitd rata substitutiei), atunci matricea probabilitatilor
acestor substitutii vor fi cele din figura 8.3.1.a, unde A,C,G,T sunt simbolurile celor 4
tipuri de nucleotide ale ADN.

A C G T
Al1-3a a a a
C a 1-3a a a
G a a 1-3a a
T a o o 1-3a

Fig. 8.3.1.a. Matricea probabilitatilor substitutiilor in modelul Jukes — Cantor

C. Dacd am lua probabilitatea unei substitutii de 1% am obtine matricea generica
PAMI1 pentru ADN conform modelului Jukes — Cantor prezentata in figura 8.3.1.b.

A C G T
Al 0.99
C|0.0033| 0.99
G [0.0033|0.0033| 0.99
T[0.0033|0.0033]0.0033| 0.99

Fig. 8.3.1.b. Matricea generica PAM1 in modelul Jukes — Cantor

D. Aplicand si in acest caz o relatie logaritmica, cu logaritm in baza 2, obtinem
matricea de substitutie PAM1 prezentata in figura 8.3.1.c.
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A|lC|G|T
Al 2
cC|-6| 2
G|-6|-6| 2
T|-6|-6(-6| 2

Fig. 8.3.1.c. Matricea de substitutie PAM1 pentru ADN in modelul Jukes — Cantor

S-au luat valori intregi (s-a aproximat 1/300 ~ 2™, si probabilititile la echilibru p,
=Pc=pc=pr="a

8.3.2. Matricea Kimura

A. Conditiile simplificatoare ale modelului Jukes — Cantor au permis o abordare
mai facild a substitutiilor in acizii nucleici, dar cu riscul unor aproximari mai grosolane.

O prima Imbunatatire a fost realizatd de Kimura (1980) care a luat in considerare
marea diferenta intre probabilitdtile de tranzitie si cele de transversie. (Reamintim aici
ca tranzitiile reprezintd substitutii In cadrul aceleiasi clase — purinicd sau pirimidinica,
adica substitutii intre A si G, respectiv Intre C si T, iar transversiile sunt substitutii intre
clase, adica A sau G cu C sau T). Probabilitatile transversiilor sunt mai mici decat ale
tranzitiilor, fiind vorba de substitutii intre molecule cu configuratie, dimensiune si
proprietati diferite.

O schema a acestor substitutii, impreuna cu probabilitatile lor in unitatea de timp
este prezentata in figura 8.3.2.a.

1-a 1-a
_25 4L" _25 Tranzitii

B B

B B Transversii

1- S 1_ Tranzitii
—2%'» * Dy

Fig. 8.3.2.a. Tranzitii si transversii

B. Din punct de vedere formal matricea probabilitatilor tuturor substitutiilor
posibile se scrie asemanator ca mai sus. Vom nota cu a rata tranzitiilor §i cu P rata
transversiilor (B«a). Atunci matricea probabilitatilor substitutiilor conform modelului
Kimura arata ca cea din figura 8.3.2.b.

A [ G T
Al1-a-2p B a B
C [4 1-a-28 B a
G a [ 1-a-28 ]
T B a B 1-a-2¢

Fig. 8.3.2.b. Matricea probabilitatilor substitutiilor in modelul Kimura

C. Putem si in acest caz sd construim o matrice PAM1. Vom lua intre a si
raportul o = 3f. In acest caz matricea generici PAM1 va fi cea din figura 8.3.2.c.
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C|lG|T
Al 2
Cc|-6|2
G|-6|-6| 2
T|-6(-6|-6|2

Fig. 8.3.2.c. Matricea generica PAM1 pentru ADN conform modelului Kimura

D. Matricea log odds corespunzatoare celei din figura 8.3.2.c. este cea din figura
8.3.2.d., aplicand din nou logaritmii in baza 2 si rotunjind la valori intregi.

AlC|IG|T
Al2
C|-7|2
G|-5/-7|2
T|-7|-5|-7|2

Fig. 8.3.2.d. Matricea de substitutie PAM1 pentru acizi nucleici conform modelului Kimura
8.4. Testarea semnificatiei alinierii

8.4.1. Scoruri

A. Dupd cum am observat din abordarile anterioare, abordarea probabilistica
ocupd o pozitie importanta In studiile de bioinformatica. De aceea, va trebui sd luam in
considerare si faptul ca anumite alinieri intre frecvente au o anumita probabilitate de a
aparea absolut din intdmplate. Dorim deci sa facem o evaluare a acestei probabilitati
pentru a oferi un anumit nivel de confidentd concluziilor noastre.

B. Se poate demonstra cd, in cazul in care incercam sa aliniem doua secvente, X
si Y, de lungime n, si respectiv m, si acordam tuturor alinierilor posibile un scor, atunci
numarul E al alinierilor cu un scor minim S este dat de relatia:

E=kxXxnxmx e (8.41a)

unde k si A sunt constante, fiind parametrii statistici cu scorul S. Putem face si o
reprezentare grafica, luand

S =10 X logx (B.4.Lb)

si vom obtine o distributie Poisson, reprezentatd in graficul din figura 8.4.1.
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Fig. 8.4.1. Distributia scorurilor normalizate dupa lungime

8.4.2. Semnificatia scorurilor

A. Pentru semnificatia alinierii sd reamintim ca pentru exprimarea cantitatii de
informatie dintr-un scor folosim ca unitati de masura:
- Dbit-ul, cand se lucreaza cu logaritmi in baza 2
- nat-ul, cand se lucreaza cu logaritmi naturali.

B. Conversia la biti se face astfel:

S = (AS — Ink)/In2 (8.4.2.8)
si atunci vom avea pentru E relatia:
E=nxmx2% (842.)

C. Exprimdm acum valoarea probabilititii de a obtine un scor minim S la
intdmplare:

P=1-¢F (84.2.)

D. Deseori nici nu mai calculim probabilitatea din relatia (B.4.2c), ci doar
impunem conditia ca exponentul sd fie cat mai mic (E«1) adica E sa fie semnificativ
mai mic decat unitatea. Prin logaritmarea relatiei (8.4..a.) putem scrie conditia

S>T+ w (8.42.)

T fiind o constanta dependenta de k.

Valorile care se obtin in mod curent pentru P din relatia (8.4.2.c.) sunt foarte mici, de
ordinul 27" pana la 27'%°. Pentru valori P > 0.1% nu se mai considerd asemanari intre
secvente, eventualele coincidente se vor atribui Intamplarii.
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9. Alinierea multipla

Analiza secventiald cuprinde, gradat, analiza secventelor individule, compararea a
doud secvente sau compararea mai multor secvente, numitd ,aliniere multipla”,
prescurtat MSA (Multiple Sequence Alignment).

9.1. Semnificatia alinierii multiple

Pornind de la datele experimentale biologii au izbutit sd realizeze manual alinierea
de buna calitate a mai multor secvente, bazadndu-se pe o serie de cunostinte acumulate
din experienta.

9.1.1. Factorii luati in considerare pentru MSA

Biologii includ pe lista factorilor importanti in alinierea, multipla atat cunostinte
privind evolutia secventelor proteice cat si elemente structurale. Sa trecem in revista
acesti factori:

— alinieri specifice ,,pe coloane” ale unor componente ce prezintd un inalt grad de
conservare sau reziduuri hidrofobre mascate,

— influenta structurii secundare si tertiare, cum ar fi alternanta componentelor
hidrofile si hidrofobe pe coloanele fasiilor beta,

— pattern-uri de insertii si deletii care tind sd alterneze cu blocuri de secvente
conservate,

— constrangeri impuse de relatii filogenetice.

9.1.2. Obiective in alinierea multipla

A. Dezvoltarea metodelor automate pentru alinierea multipld ocupd o pozitie
centrala in bioinformatica. In principiu ele isi propun s atribuie alinierii un scor care sa
reflecte calitatea alinierii. Totusi trebuie sa facem distinctie intre alinierea ,,optima”
dupd un anumit criteriu de scor si alinierea cea mai buna tinand cont si de criterii
structurale si de evolutie. De aceea se insistd actualmente pe modalitatile de a transpune

in algoritmii de scor criteriile biologice.

B. In principiu, in MSA scriem secventele una sub alta aliniind reziduurile
»omoloage” in coloane. Termenul ,,omolog” (homologous) este luat atat in sens
structural cét si de evolutie. Se apreciaza cd elementele plasate pe o coloana ocupa
pozitii similare In structura tridimensionald a moleculelor si toate provin cel mai
probabil de la un ancestor comun. Identificarea structurald si de evolutie a pozitiilor
omoloage este dificild si adesea gasim mai multe alinieri potential corecte (deci avem
superpozabile in intregime. Unul dintre cele mai bune exemple, in care structura se
conserva foarte bine chiar dacd apar diferente secventiale este oferit de ,,familia
globinelor”.

C. Chiar daca — in principiu — admitem ci existd o singurd aliniere corecta
evolutiv, in practica este chiar mai dificild inferenta evolutivd decét cea structurala.
Aceasta datorita faptului ca, pentru alinierea structurald avem criterii clare (cum ar fi
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coordonatele spatiale din structura tridimensionald determinate prin studii
cristalografice sau RMN), in timp ce pentru alinierea evolutiva istoria unei familii de
secvente nu se determind prin metode independente. in plus, secventele diverg mai
rapid decat structurile.

D. In cazul alinierii secventelor foarte aseminitoare, adesea se poate gisi o
aliniere neambigua, insd, in general, pentru cazurile de interes trebuie sa retinem ca nu
exista vreun mijloc obiectiv pentru a defini o aliniere corecta neambigud. Adesea avem
in familiile analizate proteine ce au in comun doar vreo 30% secvente cu alinieri locale
in perechi de buna calitate.

Ne ajuta insa deseori cate un mic subset de reziduuri cheie identificabile, ce pot fi
aliniate fara ambiguitati.

E. Testarea calititii alinierii trebuie sa tini cont de aceste elemente. In loc si
fortam algoritmii sa produca alinieri identice cu cele ce pot fi obtinute manual, atentia
pe subseturile din coloanele ce corespund reziduurilor cheie.

9.2. Scop si motivatie pentru alinierea multipla

Vom prezenta in continuare sintetic punerea problemei in alinierea multiplad si o
serie de aplicatii in care MSA si-a dovedit utilitatea.

9.2.1. Punerea problemei

A. Fiind dat un set de mai multe secvente si 0 metoda se scor pentru aliniere, sa se
determine corespondentele Intre secvente astfel incat scorul de aliniere sa fie maxim.

B. Revenim aici la comentariul anterior privind criteriile incluse in scor; avem
deseori posibilitatea de a aborda aceleasi secvente prin mai multe scheme de scor.

9.2.2. Motivatie

Rezultatele MSA pot fi folosite pentru:

— stabilirea datelor de intrare pentru analiza filogenetica,

— determinarea istoriei evolutive a unui set de secvente, precizand in ce punct au
aparut anumite mutatii,

—  detectia unor ,,motive” comune intr-un set de secvente (de exemplu, secvente de
AND care leaga aceeasi proteind),

— caracterizarea unui set de secvente (de exemplu o familie de proteine),

— constructia profilelor pentru cautarea bazelor de date de secvente (de exemplu, Psl-
BLAST).

9.3. Scoruri pentru alinierea multipla

9.3.1. Privire generali

A. Algoritmii pentru stabilirea unor scoruri de MSA pornesc de la o serie de
ipoteze simplificatoare. O ipoteza folosita In majoritatea metodelor este independenta
coloanelor individuale.
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B. Formula generalad a unui scor MSA este:
Score(m) = G + Y S(m;) (9.3.1a)

unde: G este o functie de gap, iar i este indicele care precizeaza coloana, deci S(m;)
este un scor al coloanei ,,i”.

Dintre metodele uzuale ne vom opri pe scurt la:
—  suma perechilor,
—  entropia minima.

9.3.2. Suma perechilor

Prin aceastd metoda se calculeaza suma scorurilor din alinierea perechilor, folosind
relatia:

S(m) = Y S(mf,my) (8.32a)

unde am notat cu mki caracterul (simbolul) din secventa ,,k” in coloana ,,i”.
Elementele s sunt elementele matricei de substitutie.

9.3.3. Entropia minima

A. In aceastd metodd ideea de bazd este incercarea de minimizare a entropiei
informationale a fiecarei coloane. Sunt ,,bune” coloanele ce pot fi comunicate cu putini
biti (care au de fapt o buna conservare a unui element).

Reamintim, din teoria informatiei, faptul ca un cod optim foloseste un numar de —
log,p biti pentru a codifica un mesaj/simbol cu probabilitatea p.

B. In MSA, mesajul este considerat pe coloana. Entropia informationald a unei
coloane va fi:

S(m;) = — X4 ciqg X loga pig (3.33.)

in care:
— m; = coloana ,,i” din secventa/alinierea ,,m”
c;, = de cate ori apare caracterul ,,a” in coloana ,,i”
Pi = probabilitatea caracterului ,,a” in coloana ,,i”.

9.3.4. Reprezentdari grafice

A. Pentru alinierea multipla se foloseste uzual o reprezentare intuitiva: plasarea
secventelor una sub alta, astfel incat sa fie vizibile coincidentele, substitutiile si gap-
urile. Deseori se marcheazd cu un chenar sau culori diferite coloanele importante (cu
conservare puternica) (figura 9.3.4.a.).
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(a)
Thioredoxin

Escherichia coli

Porphyra purpurea
Thiobacillus ferrooxidans
Streptomyces clavuligerus
Cyanidioschyzon merolae
Human

Rhesus monkey

Sheep

Rabbit

Chicken

Dictyostelium discoideum
Dictyostelium discoideum
Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans
Ricinus communis
Neurospora crassa
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Escherichia coli

Porphyra purpurea
Thicbacillus ferrcoxidans
Streptomyces clavuligerus
Cyanidioschyzon merolae
Human

Rhesus monkey

Chicken

Dictyostelium discoideum
Dictyostelium discoideum
Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans
Ricinus communis
Neurospora crassa
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BRRPoana oooca BB BBR BBBBBBBBBBP coococcccoee

Fig. 9.3.4.a. Reprezentarea alinierii multiple cu coloane

B. In practici se mai foloseste si o prezentare sugestiva, in care pentru fiecare
pozitie din secventd se scriu deasupra simbolurile gasite in aceea pozitie cu litere de
diverse dimensiuni - cu cét simbolul respectiv a fost mai frecvent in acea coloand, cu
atat litera este mai mare. In plus, literele pot avea si culori diferite (in cazul

aminoacizilor) reprezentdnd caracterul polar/nepolar, acid/bazic. O astfel
reprezentare este redata in figura 9.3.4.b.

(b)
. Fee b V K ¢EEEI|'
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9.4. Algoritmi pentru alinierea multipli

S-a dezvoltat o larga varietate de algoritmi pentru MSA, pornind adesea de la

algoritmii dezvoltati pentru compararea a doua secvente.

Vom trece 1n revista cei mai cunoscuti si utilizati algoritmi.

9.4.1. Programare dinamica

Succesul programarii dinamice in cazul compararii a doua secvente a facut ca

algoritmii sa fie generalizati pentru SA.
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In cazul compardrii a k secvente ar fi necesard constructia unei matrici de
dimensiune k, in care fiecare element sa reprezinte scorul pentru k secvente in loc de
doud. Numarul de combinatii cu gap in oricare secventa (exceptand gap in toate) creste
rapid cu k, fiind 2"1. Observim deci c¢i programarea dinamicd devine complet
nepractica.

9.4.2. Metode de aliniere progresiva
A. Principiul alinierii progresive

O abordare simpla a alinierii multiple este oferitd de alinierea progresiva. Aceasta
se construieste printr-o succesiune de alinieri pereche (compararea a doud secvente). Se
iau doua secvente, se aliniazd printr-una din metodele clasice (cel mai adesea prin
programare dinamica, cu algoritmul Needleman — Wunsch, Smith — Waterman sau alte
variante) din care se obtine o noud secventd care le sintetizeazd. Se ia apoi a treia
secventd, care se compard cu sinteza primelor doud obtindnd o noud aliniere/secventa
sintetica a celor 3. Procesul urmeaza iterativ pana la epuizarea celor k secvente.

B. Variante de aliniere progresiva

Au fost propuse mai multe variante de aliniere progresiva in functie de:

— ordinea in care sunt introduse secventele la aliniere, element care poate influenta
puternic rezultatul final,

— maniera de parcurgere a progresiei — addugarea liniara a cate unei secvente sau
gruparea secventelor intdi pe familii gi reunirea ulterioara,

— procedurile de scor ale alinierilor.

C. Caracterul euristic al alinierii progresive

Este evident faptul cd in abordarea descrisa aici, procedura de optimizare nu este
separatd de calcularea scorului, neexistind o optimizare a unui scor global. Totusi,
alinierea progresiva este rapida, simpla si, dacad se urmeaza o procedura de ierarhizare In
succesiunea secventelor la aliniere, rezultatele sunt rezonabile.

Se recomanda alinierea la inceput a perechilor celor mai apropiate, existand si aici
mai multe variante, care vor fi prezentate sumar.

9.4.3. Algoritmul MSA

Vom prezenta pe scurt un algoritm de constructie a unei secvente sintetice. Vom
considera cazul unor secvente de acizi nucleici.

A. Reprezentarea unei secvente prin matricea coeficientilor

Fie o secventa X(xX;...X;...X,). Elementele din secventa au valori dintr-un alfabet al
tipului de secventa. Pentru a acoperi cazul general din analiza secvential, cand intr-o
anumitd pozitie putem avea un gap, alfabetul are m+1 valori posibile, adica in cazul
acizilor nucleici avem 5 valori posibile (a, c, g, t, -), iar in cazul proteinelor avem 21
valori posibile (cu ,,-” am notat un gap).

Vom nota vectorul valorilor posibile cu V. In cazul acizilor nucleici vom
avea:

VG)={a, c gt “-"} (8.4.3.8)
adicav; = V(1) =a, v, = V(2) = ¢, etc.
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Pentru orice secventd primara putem construi o matrice a coeficientilor T astfel:
1daca x; = v;

0 daca x; # vj (9.4.3.h)

Tx(i ) =

De exemplu, pentru secventa X = (cgga-tg), matricea T(X) va avea valorile din
tabelul (9.4.3.a)

Tabelul 9.4.3.a. Matricea coeficientilor pentru secventa X

a
c
g
t

O O = 0O O|n
O O = 0O O\~
O = 0O O O|m
O o = O O|n

O o0 o = 0|0
O 0O o0 o0 = |
= O 0O O O

B. Sinteza a doua secvente

Fie secventele X si Y aliniate printr-unul din algoritmii clasici pentru perechi. Daca
nu au lungimi egale, vom completa secventa mai scurta cu gap-uri.

Deci putem nota X(x;X,...X;...X,) §i Y(Y1Y2...Vi...yn). Construim matricea T, a
coeficientilor secventei sintetice z ce va rezulta in urma combinarii X cu Y.

Calculam elementele matricei T, cu relatiile:

Tz(i,j) = [Te(L)) + T,(0,))]/2 (3.43c)

Sa completim exemplul inceput mai sus al secventei X = (cgga-tg), cu
Y = (tga- -t¢). Matricea coeficientilor va fi (tabelul 9.4.3.b):

Tabelul 9.4.3.b Matricea coeficientilor sintezei Z = (XY)

X c E E a = t E
Y t 4 a = = t t
a 0O 0505 0 0 O
c |05 0 0 O O O O
E 0 1 05 0 0 0 05
t (05 0 0 0 O 1 05

0O 0 0 05 1 0o 0

C. Sinteza a k secvente

Relatia (9.4.3.c) se va generaliza devenind:

T,(0.)) = [Zk T N1/k (434
D. Matricea de substitutie

Fatd de matricile de substitutie clasice, in cazul alinierii multiple vom introduce si
gap-ul ca unul din simbolurile posibile. S& mai facem si observatia ca vom avea si
situatia 1n care un gap se conserva peste mai multe secvente din set, avand o penalizare
mai micd decat un grup nou. Un model de matrice utilizabila in alinierea multipla este
redat in tabelul 9.4.3.c.
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Tabelul 9.4.3.c. Model de matrice de substitutie pentru alinierea multipla a secventelor de ADN

a c g tf-
a -2 -1 -2|-3
c|-2 4 -2 -1|-3
gl-1-2 4 -2|-3
t|-2 -1 -2 4|-3
-|-3 -3 -3 -3/1

E. Programarea dinamica cu secvente sintetice

Procedura de programare dinamica poate fi aplicatd in cazul in care una sau
amblele secvente sunt sintetice, deosebirea cd fiecare pozitie din secventd intrd in
program doar cu coeficientul sau de pondere.

9.5. Modele de ordonare

In metodele euristice de aliniere multipld, cum este alinierea progresiva, ordinea in
care sunt luate secventele devine foarte importanta. In acest sens s-au propus mai multe
variante. Vom prezenta in continuare doua dintre ele, cel mai des folosite.

9.5.1. Modelul ,,stea”

A. Sedauk secvente ce urmeaza a fi aliniate: xy,..., X;.
—  Se alege o secventa x, ca si ,,centru”.

— Pentru fiecare secventd x; # X, se determina intre X; $i X, 0 aliniere optimala.
— Se reunesc alinierile perechii.

—  Rezultatul de aliniere multipld se obtine prin agregarea alinierilor perechii.

B. Pentru alegerea centrului se Incearca fiecare secventa ca centru si se ia cea mai
buna aliniere multipld rezultatd. Procedura este laborioasd insd ofera o alegere
rezonabild a centrului.

C. Aplicarea modelului stea este ilustrata in figurile 9.5.1.a 51 9.5.1.b

Grven: ATGGCCATT
ATTGCCATT ATTGCCATT
ATGGCCATT
ATCCAATTTT ATC-CAATTTT
ATCTTCTT / ATTGCCATT--
ATTGCCATT
ATTGCCGATT ATCTTC-TT
ATTGCC-ATT ATTGCCATT

Fig. 9.5.1.a. Aplicarea modelului “stea” pentru nun set de 5 secvente
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present pair

alignment

1 ATGGCCATT ATTGCCATT
. ATTGCCATT ATGGCCATT
ATC-CAATTTT ATTGCCATT--
2. ATTGCCATT-- ATGGCCATT--

ATC-CAATTTT

ATCTTC-TIT ATTGCCATT--

3. ATTGCCATT ATGGCCATT--
ATC-CAATTTT

ATCTTC-TT=-~

ATTGCCGATT
ATTGCC-ATT

ATTGCC- |A|TT--
ATGGCC-|A|TT--
ATC-CA-|A|TTTT
ATCTITC-|-|TT--
shift entire columns ATTGCCG TT--

when incorporating a gap \\__,_j

Fig. 9.5.1.b. Introducerea unui gap in modelul ,,stea”

9.5.2. Modelul “arbore”

Varianta care sta la baza unui soft folosit frecvent este modelul ,,arbore”.

A. Ideea de baza este organizarea alinierii folosind un ,,arbore ghid” (guide tree),
in care:
— frunzele reprezintd frecventele,
— nodurile interne reprezinta alinieri.

(Notiunile fundamentale despre arbori vor fi introduse in capitolul de analizd
filogenetica).

B. Alinierile de determind pornind de la bazad in sus, iar alinierea multipla
rezultata la rddacina arborelui.

C. Varianta uzuala este aplicata in programul CLUSTAL W (Thompson, 1994).

In functie de nodul intern din arbore, putem avea de aliniat:
— osecventd cu o secventd
— o secventa cu un profil (aliniere partiala)
— un profil cu un profil.

Pentru cazul profilelor se recomanda scorul SP.

in figura 9.5.2 este prezentat un model de arbore folosit pentru alinierea multipla.

-TGTTAAC
—-TGT-AAC
-TGT--AC
ATGT---C
ATGT-GGC _TGTAAC
-TGT-AC
ATGT--C
ATGTGGC
TGTAAC ATGT--C
TGT-AC ATGTGGC
TGTTAAC TGTAAC TGTAC ATGTC ATGTGGC

Fig. 9.5.2. Modelul ,,arbore” construit pentru alinierea multipld a 5 frecvente
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10. Lanturi Markov

in abordirile anterioare am considerat ci probabilitatea de a gdsi un anumit
element/reziduu (aminoacid in cazul unei secvente de acid nucleic), este independenta
de elementele ce ocupa pozitiile invecinate. Existd insd numeroase date experimentale
care aratd ca intdlnim adesea regiuni in care apar cu predilectic anumite perechi sau
chiar microsecvente. In cele ce urmeazi vom aborda analiza secventiali in acest
context.

10.1. Lanturi Markov simple

10.1.1. Descrierea unui lant Markov

A. Pentru a lua in considerare dependenta probabilitatii de a gasi un element intr-o
secventd de elementul anterior, vom construi o schema aplicabila in cazul secventelor
de acizi nucleici, in care alfabetul nostru este format din numai 4 litere: A, C, G si T.
(figura 10.1.1)

Pas Peg

Pag Prr

Fig. 10.1.1. Probabilitatea de succesiune in acizii nucleici

B. Am notat indicii probabilitatilor in ordinea in care apar elementele in secventa,
de exemplu pac este probabilitatea ca C sd fie precedat de A, cu alte cuvinte
probabilitatea tranzitiei A—C. Sa mai mentiondm aici ca termenul ,,tranzitie” in analiza
secventelor individuale, cum este cazul aici, are simpla semnificatie ca un element sa
(de ex.: A) sa fie urmat de un alt element (de ex.: C) si nu semnificatia din matricile de
substitutie!
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10.1.2. Probabilitatea unei secvente

A. Din punct de vedere formal putem nota probabilitatea unei tranzitii de la
elementul ,,s” la ,,t” astfel:

ay = P(x; = tlx.; = s) = P(x/|x,) (10.1.2.8)

Daca notam P(x;) probabilitatea de a gasi elementul ,,s”, atunci, probabilitatea de a
gai perechea ,,st”:

P(x,xy) = P(x/|x;) X P(xy) (10..2.5)

B. Proprietatea fundamentald a unui lant Markov este cd probabilitatea fiecarui
element x; depinde numai de simbolul precedent x; ; nu de intreaga secventa din fat,
adica:

P(xilxig,....x;) = P(xi|xi; = Qg2 (10.12.c)

Putem aplica recurent (I0..2.c) pentru o frecventa de lungime L, notata:

X = [x;x;...x] si obtinem:

P(X) = P(xtlx1.1)) X P(xpq| xp2)...P(x:lx1) X P(x;) (I0.1.2.)

Py = Py Tliza Gy, 2, Py Xiz1) (I01.2e)

Deci probabilitatea unei secvente se calculeaza din produsul tuturor tranzitiilor de
la probabilitatea primului simbol din frecventa.

C. Pentru omogenizarea relatiei (I0.l2e). adicd introducerea primului simbol tot
sub forma unei ,,tranzitii”, s-a convenit completarea schemei din figura 10.1.1 cu inci o
stare denumiti ,,Inceput” (sau “Begin”) din care pot exista tranzitii catre oricare din
simbolurile ce pot fi intdlnite in frecventd (figura 10.1.2). Observam ca starea ,,B” de
inceput nu are decat sigeti emergente. In acest context vom putea nota probabilitatea ca
secventa X sd inceapd cu un anumit simbol, de exemplu ,,s”, ca pe o tranzitie din starea

B’ 1n ,,s”:
P(x, = s|B) = aps (10.1.2.5)
Relatiile (10.1.2.d.) si (10.1.2.e) devin:
P(X) = P(xp|xp—1 X P(xp_qlxp—2) ... P(x2]x1) X P(x1|B) (I0.12.d)
P(X) = Ilfz1 Gx,_,x, (10.12¢)

Putem proceda similar gi pentru incheierea secventei, introducand inca o stare
speciald, denumita ,,Sfarsit” (sau “End”), care va avea numai sageti incidente. De
exemplu, daca secventa X se va termina cu simbolul ,,t” vom putea marca acest lucru ca
o tranzitie din starea ,,t” in ,,E”:

P(E|x, =t) = asx (10.1.2.g)
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Fig. 10.1.2. Introducerea starilor “Begin” si “End” la lantul Markov pentru analiza secventelor ADN

D. Exemplu
Sa calculam probabilitatea de a gési secventa ,,cggt” la inceputul unui lant ADN.

Inlocuind in formula (10.1.2.d”) obtinem:

P(cggt) = P(c|B) X P(g|c) X P(glg) X P(t|g) x P(E|t) (ID.LZh)

Aceste probabilitati sunt cunoscute; pentru portiuni care nu sunt ,,insule CpG” (pe
care le vom discuta 1n acest capitol) aceste valori sunt:

P(c|B) = 0.13, P(g|c) = 0.08, P(g|2) = 0.30, P(t|g) = 0.21

De obicei sfarsitul secventei nu este introdus in model presupunandu-se cé secventa
se poate termina oriunde; sfarsitul se introduce doar daca trebuie consideratd explicit
lungimea frecventei.

10.2. Estimarea parametrilor modelului

10.2.1. Punerea problemei

In cazul modelarii secventelor prin lanturi Markov, este evident ca probabilititile
tranzitiilor ocupa o pozitie centrala.

A. Enuntul problemei: Fiind dat un set de date, D (de exemplu, o succesiune de
secvente), sa se determine probabilitatile tranzitiilor.

Formal problema este determinarea parametrilor ¥ care maximizeaza P(D|J), adica
face setul de date D cel mai probabil.

Existd mai multe abordari posibile ale problemei: fie prin metoda lui Bayes a
probabilitdtilor conditionate, fie prin metoda asemandrii maxime. In cele ce urmeaza
vom prezenta metoda asemanarii maxime (maximum likelyhood).

Dupa cum se remarca usor din formulele prezentate mai sus, vom avea de folosit in
mod frecvent produsul unor probabilitati, iar aceste probabilitati se vor obtine din
analiza unor secvente care constituie setul de date D. Ce ne facem 1nsé in cazul in care
vreun simbol nu apare? In acest caz probabilitatea sa va fi zero si intregul produs se
anuleaza! Desigur, astfel de situatii ar fi rare, insa nu imposibile, mai ales cand setul de
da6te este mai restrans. Pentru astfel de situatii vom apela la proceduri prin care sa
aproximam valorile probabilitatilor, evitand insd valoarea zero, aproximatii numite
,,estimate Laplace”.
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Sa pornim insad cu abordarea clasicd a exprimarii probabilitatii de aparitie a unui
simbol.

B. Probabilitati individuale

(i) Pornim de la cazul simplu in care setul de date este compus dintr-un anumit
numar de secvente.

Pentru moment sa facem urmatoarele asumptii:
— fiecare pozitie este independentd de celelalte
— fiecare pozitie este generatd de aceeasi distributie multinominala.

(i) In cazul in care ne referim la acizi nucleici, vom avea 4 componente
(nucleotide) ale caror probabilititi dorim sd le exprimdam. In cazul ADN, vom
reprezenta nucleotidele prin simbolurile ,,a, ¢, g, t”, deci dorim sa exprimam parametrii

P(a), P(c), P(g), P(1).

(iii) Sa consideram un set de secvente §i sd notdm cu n, numarul de aparitii a

A

simbolului ,,a” in aceste secvente. Atunci:

P(a) = ng/Xn; (10.21.8)

unde indicele i ia valorile ,,a, c, g, t”, adicad numitorul reprezinta de fapt numarul
total al elementelor din toate secventele.

Xng=ng+n.+ ng+ ng (10.21b)

in mod similar vom avea relatii pentru probabilititile celorlalte tipuri de nucleotide:
,’C9 g si t”'
(iv) Sa luam un exemplu.

Fie secventele:

X: accgegetta
Y: gettagtgac
Z: tagccgttac.

Am luat aici secvente egale ca lungime, Insd la modul general ele au lungimi
diferite. Observam ca putem calcula usor probabilitatile celor 4 tipuri de nucleotide:

P(a) = 6/30 = 0.2 P(g) = 7/30 = 0.233
P(c) =9/30=0.3 P(t) = 8/30 = 0.267

unde numitorul satisface relatia (I0.Z.1b), adica 30 = 6+9+7+8.

10.2.2. Estimarea Laplace

A. Sa continudm exemplul anterior, 1nsa Intr-o versiune In care un simbol dispare,
de exemplu, sd consideram cd in aceste secvente toate nucleotidele ,,a” au fost
substituite cu ,,g”. Secventele ar ardta acum astfel:

X’: geegegettg
Y’: gettggtgge (I0.2.2.8)
7’: tggeegttge.
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Acum probabilitatile au devenit:
P(a)=0/30=0 P(g)=13/30=10.433
P(c)=9/30=10.3 P(t) =8/30=0.267

B. Estimarea Laplace se face provenind de la cunostintele anterioare (“beliefs”)
prin care presupunem ca totusi fiecare component are o probabilitate nenuld de aparitie.
In acest scop von introduce la numiritoare o unitate, care in realitate nu apare in
secvente, numitd “pseudocount”. Dar, pentru a nu favoriza numai un component, vom
acorda acest “pseudocount” pentru toate componentele.

C. Formal acest lucru se exprima astfel:

P(a)= (n; +1)/X(n; + 1) (10.2.2.6)
D. Reluénd calculele de mai sus vom obtine:

P(a) = (0+1)/(30+4) = 1/34 = 0.029

P(c) = (9+1)/34 =10/34 = 0.294

P(g)=14/34=0.412

P(t) =9/34 =0.264

Vedem ca valorile de aici sunt o buna aproximatie a celor reale, evitdnd valoare 0.

10.2.3. Estimarea Laplace generalizati

A. 1In varianta descrisi mai sus am introdus doar cate ,,1” pseudocount pentru
fiecare simbol. Putem generaliza formula (10.2.m) introducand un numar ,m” de
pseudocounts, adica instante virtuale:

P(a) = (ng + pam)/[(En) + m] (10.2.3.0)
unde p, reprezinta ,,probabilitatea anterioara” (“prior probability”) a lui ,,a”.

B. De exemplu, putem pentru P(c), in cazul m = 8 si p. = 0.25

P(c) = (9+0.5%8)/(30+8) = 11/38 = 0.289.

10.2.4. Estimarea parametrilor de ordin 1

A. Dupa ce am prezentat estimarea Laplace a probabilitdtilor individuale, putem
reveni la punctul de vedere prezentat la inceputul descrierii lanturilor Markov, adicé sa
tinem cont de faptul cé probabilitatea aparitiei intr-o secventa a unui simbol depinde de
pozitiile anterioare. In cazul in care vom lua in considerare doar 1 pozitie anterioara,
probabilitatile calculate le vom numi probabilitati de ordin 1. Cu aceastd conventie,
probabilitatile individuale independente s-ar numi probabilitati de ordin 0.

B. Probabilitati Laplace de ordin 1.

Definitie: Probabilitatea de ordin 1 este probabilitatea unui element, ,.t”, de a fi
precedat de un anumit element, ,,s”, adica probabilitatea secventei ,,st”.

P(t]s) = (ng+1)/XEng+1) (I0.2.4.8)

unde i ia toate valorile posibile ale simbolurilor.
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C. Exemplu
Fie din nou secventele din (I0.2.2.3)

X’: geegegettg
Y’: gettggtgge
7’: tggecegttgce.

Iatd un model de calcul aplicand (I0.2.4.a):
P(clg) = (7+1)/(12 +4), nge =7
Ngg + Nge+ Ngg+ nge =0+7+3+2=12

Valorile care se obtin pentru exemplul nostru sunt:

P(a|lg) = (0+1)/(12+4) P(alc) = (0+1)/(7+4)
P(clg) = (7+1)/(12+4) P(c|c) = 2+1)/(7+4)
P(glg) = (3+1)/(12+4) P(glc) = B3+1)/(7+4)
P(tlg) = 2+1)/(12+4) P(t|lc) = 2+1)/(7+4)
P(ala) = (0+1)/(0+4) P(a|t) = (0+1)/(8+4)
P(cla) = (0+1)/(0+4) P(clt) = (0+1)/(8+4)
P(g|la) = (0+1)/(0+4) P(glt) = (5+1)/(8+4)
Ptla) = (0+1)/(0+4) P@lt) = (3+1)/(8+4)

10.2.5. Lanturi Markov de ordin superior

A. Generalizand definitia lantului Markov de ordin 1 se pot defini lanturi Markov
de ordin superior. Deoarece un lant Markov este rezultatul unui proces prin care se
realizeaza secventa analizatd, se mai foloseste si termenul de ,,proces Markov”.

B. Definitie: Un proces Markov de ordin n este un proces stochastic in care
fiecare eveniment depinde de n evenimente precedente, adica un simbol depinde de n
simboluri anterioare.

Formal putem scrie acest lucru prin relatia:

P(x;|xi—1,%j_2, e Xq) = P(xl-|xl-_1, ...xl-_n) (10.2.5.a)

adicd din intreaga secventd din fatd (x;X,...x;;) s-a retinut doar portiunea de n
elemente care determind urmatorul (al n+1 -lea).

C. Numdrul de parametrii ce trebuie determinati creste exponential cu ordinul
lantului. Am vazut ca pentru ADN, unde alfabetul are doar 4 simboluri, numarul de
parametrii (probabilititi) pentru ordinul 0 era 4, iar pentru ordinul 1 era 4°. In general,
pentru ordinul ,,n” numarul de probabilititi va fi 4™'.

D. Aplicatie — lanturi Markov de ordinul 5

O problemd importanta in utilizarea lanturilor Markov este alegerea ordinului.
Practic s-a gasit cd ordinul 5 este cel mai potrivit pentru gésirea genelor, procedura
folosita de catre programul GeneMark, realizat de catre Borodovski.

Séd remarcam in incheiere ca se pot efectua analize secventiale si cu lanturi Markov
neomogene, in care se considera diferite distributii 1n diferite regiuni de secventa.
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10.3. “Open Reading Frames” (ORF)

10.3.1. Notiunea de ,,cadru de citire”

A. Una dintre aplicatiile majore ale proceselor Markov este identificarea
regiunilor care codifica sinteza unei protein, adica gasirea ,,genelor”.

Definitie: o secventd ADN care ar putea codifica o proteind se numeste “Open
Reading Frame” — ORF (cadru de citire).

B. Un ORF are urmatoarele proprietati:
— Incepe cu un codon de start (ATG),
— setermina cu un codon de stop (TAG, TAA, TGA),
— nu are codon de stop intern,
— satisface anumite cerinte minime de lungime.

A
~ Y
start
ATG CCGAAATCG CAT GCATIT GTG ... TAG
start stop
———

Fig. 10.3.1.a. Secvente potential ORF

C. Este cunoscut faptul ca un codon este format din 3 nucleotide, deci unei
secvente de 3 nucleotide i corespunde un aminoacid.

O problema esentiald in intelegerea procesului de sintezd a proteinelor este modul
in care este initializat procesul. Dintr-o secventd de ADN, formata din doud lanturi
complementare, putem — in principiu — sa efectudm 6 variante de citire (figura 10.3.1.b)

—_— e Y

Fig. 10.3.1.b. Codificari posibile ale unei proteine dintr-un lant de ADN
D. Exemplu

Sa gasim un ORF in secventa de mai jos si sa stabilim structura polipeptidului ce
poate fi sintetizat.

Fie secventa:
CTGGATGATTCAGCTGGTCTAGTGACTAGC

Vom proceda dupa cum urmeaza:

— aplicam o fereastra de cautare cu latimea unui codon, adicd 3 nucleotide, pe care o
deplasam pozitie cu pozitie pana cand gasim un codon de start (care corespunde
metioninei)

CTGGATGATTCAGCTGGTCTAGTGACTAGC

— Impartim restul lantului in secvente de cate 3 elemente (in codoni)

119



Bioinformatica

— urmdrim codonii de-a lungul lantului pana cand intalnim un codon de stop
CTGG ATG ATT CAG CTG GTC TAG TGACTAGC

— In final asociem fiecdrui codon aminoacidul corespunzédtor conform codului
genetic, adica avem pentapeptidul:

Met-Ile-GIn-Leu-Ala

sau, utilizind simbolurile din Bioinformatica:

MIQL A.

10.3.2. Metode pentru gasirea genelor

A. Un obiectiv important in bioinformatica este gasirea genelor ce determind
anumite caracteristici inclusiv gene implicate in procese patologice.

Prin metodele prezente pana acum putem vedea cd avem o paletd mai largd, care
cuprinde:

a) cautarea prin similaritate de secventa (sss — Search by Sequence Similarity),
adica se cauta prin analiza secventiala potriviri cu secvente cunoscute a fi legate de gene

b) cautare prin semnal (Search by Signal), metodd bazati pe identificarea
,,semnalelor” implicate in expresia genei (v. semnalizare celulard)

c) cautare prin continut (Search by Content) — gésirea genelor prin proprietatile
statistice ce disting ADN-ul ce codificd proteinele (exoni) de cel ce nu codifica
(introni).

B. Cautarea prin metode markoviene, cu identificare de ORF-uri este incluséd in

metoda cautarii prin continut. S& mai addugam urmatoarele observatii:

— anumiti AA apar mai frecvent in exoni decat in introni (exemplu: Leu mai frecvent
ca Trp)

— diferiti AA au un numar diferit de codoni (de exemplu, pentru Trp avem doar 1
codon, in timp ce pentru Leu sunt 6 codoni)

— pentru AA care sunt codificati prin mai multi codoni, unii codoni apar mai frecvent

=9

decat altii, aceasta ,,preferintd” pentru codoni variaza cu specia.

C. In tabelul 10.3.2 sunt trecute comparative cateva frecvente de codificare ale
unor AA.

Tabelul 10.3.2. Frecvente de codificare a unor aminoacizi prin diferiti codoni

AR codon freqg per 1000
————————————————————————— Glu GAG 15.68
Gly GGG 1.89 Glu GAA 57.20
Gly GGA 0.44

Gly GGU 52.99 Asp GAU 21.63
Gly GGC 34 .55 Asp GAC 43 .26
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11. Modele Markov Ascunse

11.1. Suportul biologic al abordarii

11.1.1. Insulele CpG

A. Un aspect interesant gasit in studiile privind frecventa unor microsecvente de
cate doud nucleotide se referd la aga-numitele ,,insulele CpG”.

B. In cursul proceselor biologice se poate intdimpla ca citozina (C) sa fie metilata
si substitutia sa cu timina (T) devine mult mai probabild, acest fenomen fiind mai
frecvent cand citozina este urmatd secvential de guanind. Aceastd succesiune citozina-
guanina intr-un lant ADN se noteaza ,,CpG”, pentru a face distinctie intre aceasta
succesiune si notatia CG folositd pentru a desemna perechea citozina-guanind din cele
doua lanturi ale dublului helix ADN, mentinut prin puntile de hidrogen.

C. Iatd insa ca natura a gasit o cale de a se apara Impotriva acestei probabilitati
ridicate de mutatie, prin sciderea frecventei microsecventelor CpG in lanturile ADN. In
tabelul 11.1.1, sectiunea din dreapta, marcata cu semnul ,,-” observam ca frecventa realad
a perechii ,,CG” este de 0.078, de cca. 4 ori mai mica decéat o frecventa aleatoare (0.25)!

Tabelul 11.1.1. Sectiunea din stdnga, notata cu ,,+” reprezinta frecventa perechilor de 2 nucleotide
in ,,insulele CpG”, iar sectiunea din dreapta, notata ,,-” contine secventele in regiunile neinsulare.
Pe axa verticald s-a notat primul nucleotid din pereche, iar pe cea orizontala, al doilea.

P(c|a)
+ a c g 7 - a g t
a |18].27].43].12 a [30].21].28].21
c | 17].37 QD] .19 c |.32] .30 30
g |.16|.34] 38/ .12 g |.25|.24] 30| 21
r |.08|.36].38].18 r|.18|.24] 29 29
CpG null

D. Un alt aspect interesant este ca in alte regiuni ale lanturilor ADN, aceasta
,protectie” nu mai este mentinutd - este vorba mai ales de regiunile care au alte
mecanisme de protectie, cum ar fi zonele ,,promoter”, care contin secventele de
initializare a proceselor de sinteza, zone care sunt de obicei controlate prin cuplarea
unor proteine cu rol de control al mecanismelor de sintezd. Aceste regiuni in care
frecventa perechilor microsecventiale CG este apropiatd de cea naturald, poarta
denumirea de ,,insulele CpG”. Studiul a 48 astfel de insule a permis stabilizarea
probabilitétii secventelor din tabelul 11.1.1.

11.1.2. Distinctia ,,stare” - ,,simbol”

A. Remarcam deci, un fapt esential: In secventele reale ADN intadlnim regiuni cu
probabilitti diferite ale microsecventelor — perechi de nucleotide succesive. Vom numi
aceste regiuni - ,,stari”, iar aparitia/generarea unui simbol va fi numita ,,emisie”. Este
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evident cd probabilitatea de ,,emisie” a unui simbol va fi dependenta de ,,starea” in care
se gaseste sistemul.

Din punct de vedere formal, emisia unui simbol este echivalentd cu ,tranzitia”
definita in descrierea unui lant Markov.

B. Vom introduce deci doua feluri de probabilitati:

a) probabilitatea ca sistemul sd treacd dintr-o stare in alta; sd notam cele doua
stari ,, /" i, k", starea initiald fiind k §i cea dupa ,.tranzitie” fiind /. Probabilitatea de
tranzitie k—/ va fi data de relatia:

ay; = P(m; = l|mi—, = k) (I11.2.8)
unde T; si ;.| reprezintd probabilitatea starii i, respectiv a starii anterioare i-1; sa
mai mentiondm ca probabilitatea de a rimane in aceeasi stare este 1-ay.

b) probabilitatea de ,,emisie” a unui simbol ,,b” cand sistemul este in starea ,,k”:

ex(b) = P(x; = b|m; = k) (1.2b)
11.2. Enuntul problemei in HMM

11.2.1. Denumirea HMM (Hidden Markov Model)

A. In modelele Markov clasice existd o singura stare, cunoscutd, si problema era
sa se determine probabilitatea emisiei unui simbol in functie de simbolul emis anterior.

B. In cazul nostru problema are un aspect nou: simbolul (,,5”) poate fi emis fie in
starea ,, k", fie in starea ,,[”, cu probabilitati diferite. Problema este triviald in cazul in
care cunoastem starea. Devine insa foarte interesantd problema de a determina starea in
care a fost sistemul cand a emis simbolul. Datoritd faptului cd tocmai starea este
necunoscutd cand se genereazd o succesiune de simboluri fiind posibila si trecerea
sistemului — tranzitia — dintr-o stare in alta, a generat denumirea de ,,model Markov
ascuns” (Hidden Markov Model), in sensul ca starea in care s-a emis un element a fost
necunoscuta (ascunsi).

11.2.2. Reprezentarea schematica a unui HMM

A. Sa consideram un exemplu in care sistemul poate intra fie in starea ,,1”, fie in
,,2”, fiecare cu probabilitati specifice de emisie a celor 4 simboluri dintr-un lant ADN.

Dupa emiterea unui simbol, sistemul poate fie sd rdmana in aceeasi stare, (1,
respectiv 2), cu probabilitati cunoscute, fie trecerea in noi stari: 3 din 1, sau 4 daca
starea anterioara a fost 2.

Din nou, sistemul emite catre un simbol, dupa care poate ramane in aceeasi stare (3
sau 4), sau poate incheia emisia, trecand in starea 5 (end) — figura 11.2.2.

B. Problema principala este: determinarea succesiunii stérilor, pornind de la o
secventa emisa.
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a;, probabilitatea de tranzitie din starea 1 in starea 3

e, (A) probablitatea de emisie a caracterului A in starea 2

G
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Fig. 11.2.2. Exemplu de HMM

11.3. Algoritmi de calcul pentru HMM

Existd mai multe metode prin care putem aborda problema detectiei succesiunii
starilor care au generat o frecventa data, cunoscute fiind atat probabilititile de tranzitie
intre stari, precum si probabilitatile de emisie ale tuturor simbolurilor, pentru toate
starile.

a) Algoritmul “Forward” — prin care se calculeaza cat de probabila este o
secventd data;

b) Algoritmul “Viterbi” prin care se determind care este cea mai probabila ,,cale”
(secventa de stari ascunse = path) pentru a genera secventa data,

¢) Algoritmul Baum — Welch (“Forward - Backward”), care incearca sa raspunda
la intrebarea: ,,cum putem afla parametrii modelului HMM dintr-un set de secvente
date?”

In cele ce urmeazi vom prezenta in detaliu doar algoritmul Viterbi — cel mai
folosit.

11.3.1. Algoritmul Viterbi

A. Algoritmul propus de Andrew Viterbi (1967) porneste de la niste presupuneri
simplificatoare:

— evenimentele observate precum si cele ascunse sunt intr-o secventa, ce corespunde
— cel mai adesea — cu o succesiune temporala,

— cele doud secvente — a evenimentelor observate, respectiv a starilor — trebuie sa fie
aliniate si unei instante de eveniment observat 1i corespunde doar unei instante de
stare (eveniment ascuns),

— calculul celei mai probabile céi a secventei starilor pand la un moment ,,t” depinde
numai de evenimentul observat la momentul t §i de cea mai probabild secventd
pana la momentul anterior t-1.

Aceste conditii sunt in general indeplinite in modelele HMM de ordinul 1.
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B. Din punct de vedere formal, pastrdam notatiile din formulele (I..2.a si b) si mai
notand:

®  Xy,...,Xx; = sirul de observatii
* y...,); = secventa starilor - cea mai probabila sa fi produs observatiile.

Cu aceste notatii putem scrie o relatie de recurenta pentru probabilitatea V' a celei
mai probabile secventa de stari responsabile pentru primele ¢ + [ observatii (am inceput
indexarea de la 0), avand k drept stare finala:

Ve = P(x¢|k) X maxyey(ay,k X Vt—l,y) , cu
Vox = P(xolk) X mp, (11.3.1.a)

Observam ca produsele succesive de probabilitati ; totdeauna subunitare, vor
genera numere din ce in ce mai mici, astfel incat s-a propus exprimarea intr-un spatiu
logaritmic, calculandu-se log [V,,/.

11.3.2. Exemplu

A. Consideram doua persoane, A si B (Ann si Bob) care stau in localitati diferite
dar comunica zilnic. Bob 1i transmite activitatile dominante din fiecare zi, care pot fi:
(plimbare/walk, cumparaturi/shopping sau curatenie/clean) prescurtat (w, s, c).
Probabilitatea fiecarei activitati depinde de vremea de afara, adica ,,starea” sistemului,
care poate fi {ploioasd/rainy sau insoritd/sunny (R, S)}. Din comunicérile telefonice,
Ann stie ca Bob a avut in trei zile succesive actiunile: (w, s, ¢).

B. Problema ar fi: sa se determine ,,starea” cea mai probabild in fiecare din cele
trei zile. Se considera cunoscute probabilitatile starilor R (,,Ploaie”), respective S
(,,Soare”) in regiunea respectiva. Totodatd se mai considera cunoscute si probabilitatile
de initiere a oricarei actiuni in diferite conditii meteorologice — figura 11.3.2.a.

C. Problema: determinarea succesiunii starilor cunoscand o secventd output

,,.emisii”’). Notatii: Stari (R,S), Emisii (w, s, c).
Rezolvare:

Ziva 1: p’i(w)=p(R) x p(wR) =0.6 x 0.1 =0.06
p”1(w) =p(S) X p(w|S) = 0.4 x 0.6 =0.24

Ziua 2: p’y(s|w)=p’1(w) x p(R[R) x p(s|R) =0.06 x 0.7 x 0.4 =0.0168
p2(s|w) =p’1(w) x p(S|R) x p(s|S) = 0.06 x 0.3 x 0.3 =0.0054
p’72(s|jw) =p”1(w) x p(R|S) % p(s|R) = 0.24 x 0.4 x 0.4 =0.0384
P”2(slw) = p”1(w) x p(S|S) % p(s|S) =0.24 x 0.6 x 0.3 = 0.0432

Ziua 3: p(c|ws) =p’”2(s|w) X p(R|R) % p(c|R) =0.0384 x 0.7 x 0.5 =0.01344
p(clws) = p’”2(s|w) % p(S|R) X p(c|S) = 0.0384 x 0.3 x 0.1 =0.001152
p(clws) =p””2(s|w) x p(R|S) % p(c|R) = 0.0432 x 0.4 x 0.5 =0.00864
p(clws) = p””5(s|w) x p(S|S) x p(c|S) =0.0432 x 0.6 x 0.1 =0.002592
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Fig. 11.3.2.a. Schema HMM pentru exemplul 11.3.2.

D. Vom alege acum valoarea cea mai mare pentru probabilitatea ultimei stari (este
0.1344 — corespunzatoare actiunii de curatenie intr-o zi ploioasa, efectuatd dupa o zi de
cumparaturi intr-o zi ploioasa, dupd ce anterior a fost la plimbare intr-o zi Insoritd).
Deci parcurgem drumul inapoi, exact ca la orice “trace back” din algoritmii de
programare dinamica.

Acest lucru poate fi ilustrat prin niste diagrame specifice, numite “trellis”: o astfel

de diagrama este prezentata in figura 11.3.2.b.
b@

";.m'e .'f. Soare

Zua 1 a2 a3

Fig. 11.3.2.b. Diagrama “trellis” pentru exemplul 11.3.2
11.4. Aplicarea HMM pentru discriminare

11.4.1. Notatii

A. Modelele Markov Ascunse, HMM, permit identificarea succesiunii starilor
posibile care au generat o anumitd secventd. Aceastd capacitate poate fi utilizata pentru
recunoasterea/discriminarea diferitelor regiuni din secventele analizat.

Am mentionat anterior (§ 11.1.1) existenta ,,insulelor CpG”, iar in tabelul 11.1.1
am prezentat si probabilitatile tuturor perechilor de nucleotide in cele doua tipuri de
secvente de ADN — din insule CpG (modelul notat cu ,,+”), respectiv din afara insulelor
(modelul numit “null” si notat cu ,,-”).
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B. Notatiile folosite uzual in aceste analize sunt:
— probabilitatea de ,.tranzitie in interiorul fiecdrui model”, notata a’y pentru insulele
CpG (modelul ,,+7), respectiv a’y Inafara insulelor:

t
abe = ¢t/ Tercly (l41a)

unde ¢’ aratd de cate ori simbolul t a fost urmat de simbolul s (t si s au valori din
alfabetul de 4 litere: A, C, G, T).

O relatie similara se scrie pentru @ ;.
De fapt, valorile din tabelul 11.1.1 sunt chiar acestea.

C. Observam asimetria tablourilor: A urmat de G este mult mai frecvent decat G
urmat de A, mai ales in insule, iar T urmat de A apare mult mai rar decat GA si in insule
si in afara lor.

11.4.2. Scoruri “log-odd”

A. Pentru a utiliza modelele Markov pentru discriminarea diferitelor regiuni se
introduce un scor, numit “raport log-odd”, S(x), dat de relatia:

P(x|model"+") _
P(x|model"-") a;l._lxl.

.
S(x) = log L log == gk B (L4Lb)

in care x este o secventd de doud simboluri, iar B este logaritmul raportului
probabilitatilor corespunzatoare tranzitiilor in cele doua modele, ,,+” si ,,-”.
Folosind logaritmi in baza 2, raportul § se va masura in biti.

B. Pentru discriminarea insulelor CpG fata de celelalte regiuni, valorile lui B sunt
cele din tabelul 11.4.2. prezentat mai jos:

Tabelul 11.4.2. Valorile lui B pentru discriminarea CpG

A C G T
-0.740 0.419 0.580 -0.803
-0.913 0.302 1.812 -0.685
-0.624 0.461 0.331 -0.730
-1.169 0.573 0.393 -0.679

- &0 0O >

C. Facand o reprezentare grafica a distributiei scorurilor (nominalizate in functie
de lungimea secventelor), se observad o discriminare rezonabila intre regiunile CpG fata
de celelalte regiuni (figura 11.4.2)

0.2 03 04

Fig. 11.4.2. Histograma scorurilor normalizate dupa lungime. Insulele CpG sunt reprezentate cu negru, iar
celelalte regiuni cu gri
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11.5. Modele Markov ascunse cu insertii §i deletii

11.5.1. Stari silentioase

Intr-un model HMM am intilnit pand acum doua stari in care sistemul nu emitea
nici un simbol erau Begin si End. Modelul poate fi generalizat prin introducerea unor
stari de acest fel oriunde 1n lant.

11.5.2. Schema HMM generali

Sa notam cu M; starile succesive prin care trece sistemul, reprezentate prin pétrate,
apoi |; insertiile, reprezentate in romburi si cu D; deletiile, plasate in cercuri, vom obtine
o schema generald de model Markov ascuns, aplicabil si in analiza secventiala multipla
modelul propus de Haussler, 1993 (figura 11.5.2).

Fig. 11.5.2. Structura generald a unui profil HMM
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12. Analiza filogenetica

12.1. Inferentad filogenetica

12.1.1. Obiectivul analizei filogenetice

A. Unul dintre cele mai importante capitole ale bioinformaticii este reprezentat de
analiza filogeneticd. Am vazut si in capitolele anterioare ca in cursul evolutiei au loc
diferite evenimente - deletii si substitutii, insotite de diverse modificari ale proprietatilor
moleculelor implicate. Uneori aceste modificari sunt minore, se conserva proprietatile
importante precum si functia in mecanismele celulare. Alteori aceste modificari sunt
mai mari, pot fi reflectate si la nivel fenotipic si/sau functional, fiind considerate
mutatii. Analiza originii, evolutiei si relatiilor intre diferitele molecule reprezinta
obiectul analizei filogenetice.

B. S& mai mentiondm ca relatiile evolutive sunt importante nu numai pentru
cdutarea ancestorilor comuni, ci permit o mai buna abordare a alinierii multiple. In acest
sens am si pomenit de metoda arborilor pentru ierarhizarea moleculelor la introducerea
in alinierea progresiva.

C. 1n cele ce urmeazi vom aborda analiza filogenetica prin constructia arborilor
filogenetici, pornind de la cateva notiuni introductive despre arbori §i apoi ne vom
concentra asupra principalelor doud metode de constructie a arborilor: metoda
distantelor si metoda parsimoniei, trecand sumar si prin metoda asemanarii maxime.

12.2. Notiuni generale despre arbori

12.2.1. Terminologie

A. Biologia moleculard a adus argumente incontestabile privind similaritatea
mecanismelor moleculare din materia vie, care sugereaza ca toate organismele vii de pe
pamant, din toata istoria lumii, trebuie sa fi avut un ancestor comun. Deci intre oricare
doud organisme/specii se pot gasi diverse grade de rudenie. Relatiile de inrudire intre
specii se numeste filogenie. Aceste relatii pot fi reprezentate printr-un arbore
filogenetic.

B. Din punct de vedere istoric, prima lucrare care sugereaza extragerea
informatiei din secvente moleculare pentru a studia filogenia speciilor a fost publicatd
de Zuckenkandl si Pauling [1962]. Apoi Langley si Fitch [1974] aratd ca proteinele se
modificd cu rate diferite, iar Doolittle [1996] demonstreazd o bund corelatie intre
lungimi si perioadele de timp de evolutie.

12.2.2. Utilitate, motivati

A. Studiul arborilor filogenetici are o mare insemnatate teoretica si practica:
- putem intelege mai bine relatiile evolutive ale speciilor,
- putem intelege cum au evoluat diverse functii,
- arborii filogenetici aduc informatii pentru alinierea multipla,
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- se pot identifica cele mai importante elemente, portiunile care se conserva in unele
clase de secvente.

B. Exemple

in figura 12.2.2.a este prezentat un arbore filogenetic al genelor ce codifica
informatii privind globinele.

in figura 12.2.2.b este o schema simplificatd a arborelui speciilor de babuini.

Chromosome 22 Chromosome 18 Chromosome 11
xR o Yo T Y%
0
Primates
Higher
mammals
200 Mammals
g‘m I Bony fisn
g Lampreys
S 600 |
=
800 |
1000 L

Fig. 12.2.2.a. Arbore filogenetic pentru gene: globinele

Fig. 12.2.2.b. Arbore filogenetic pentru specii: babuinii
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12.3. Proprietatile arborilor

12.3.1. Definitie, structurd
A. Definitie: un arbore (“tree”) este un graf aciclic, nedirectionat.

B. Elementele componente ale uni arbore sunt:

- frunze (“leaves”) - elemente primare, obiecte (de exemplu: specii, gene, secvente
de proteine, chiar componente ale unei secvente) cu pozitie terminald in arbore; se
mai numesc §i noduri exterioare sau noduri de grad ,,1”; de obicei sunt notate cu
numere (uneori cu litere)

- noduri (“nodes”) - reprezintd intersectii de ramuri; se numeroteaza de la n+1 in sus
(in cazul unui arbore cu n frunze)

- ramuri (“edges”) - sunt legaturile dintre noduri; deseori au asociatd o ,lungime”
calculata dupa diverse criterii.

Observatie: in cazul arborilor in care se prezinta relatii intre specii, o frunza se mai
numeste “taxon” (pl: taxa)!

12.3.2. Tipuri de arbori

A. Clasificare Arborii filogenetici pot fi de doua tipuri:

a) arbori fara radacina (“unrooted tree”) - in care se specifica doar relatiile dintre
noduri (figura 12.3.2.a)

b) arbori cu radacind (“rooted tree”) - radacina este ultima ramurd ce ajunge la
ultimul nod, presupus a reprezenta ancestorul comun (figura 12.3.2.b).

3 Y

timp

(a) (b)

Fig. 12.3.2. Tipuri de arbori

B. Pentru arborii cu radacina se considera conventional un sens al evolutiei in
timp, uzual plasand frunzele in partea de jos iar ancestorul comun (radacina) in partea
superioard. De asemenea, lungimile ramurilor ar trebui sa fie proportionale cu ,,distanta”
dintre noduri (similara distantelor dintre secvente). Insa in arborii fira ridacina nu avem
un sens de desfasurare (nu avem o axa a timpului), si nici lungimile nu trebuie sa fie
dependente de gradul de similaritate (desi uneori se practicd o reprezentare aproximativ
proportionald). De aceea spunem despre arborii fara radacina ca reprezintda topologia
arborelui.

C. Inferenta filogenetica

Operatiunea principald (concluzia) studiilor filogenetice, ce reprezintd stabilirea
unui arbore filogenetic care caracterizeaza linia evolutiva intre specii sau gene se
numeste ,,inferenta filogenetica”.
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12.3.3. Numarul de arbori
A. Numarul de noduri §i ramuri
Pentru arborii cu raddcinad

Consideram un arbore cu n frunze de la care pleaca in sus n ramuri. Unirea a fiecare
doud frunze va genera un nod de ordin superior si va reduce numarul ramurilor cu o
unitate. Vom avea deci 2n-1 noduri si 2n-2 ramuri (dacd nu mai numaram ultima ramura

vedem ca putem genera din el 3 variante de arbori cu 4 frunze asociind a 4-a frunza pe
oricare dintre cele 2x3-3=3 ramuri (figura 12.3.3.b). Acesti arbori cu 4 frunze au 2x4—
3=5 ramuri.

(a) 3

4 1 1
(b)1J5>_6 S c— >u<
3

2 2—|4 2

Deci pentru n = 4 frunze, pe cei 3 arbori fiecare cu 2n-3 ramuri putem adauga a 5-a
frunza in 3x5=15 pozitii diferite. Putem stabili o relatie de recurentd cu datele din
tabelul 12.3.3.a.

Nr. frunze | 3 4 5 n

Nr. noduri | 4 6 8 2n—2
Nr. ramuri | 3 5 7 2n -3
Nr. arbori | 1 3x5 3x5x7 (2n-5N

Putem sintetiza aceste date in relatia (12.3.3.a):
Narr = [i=3(2i = 5) = (2n — 5)!! (12.3.3.)

C. Calculul numarului de arbori cu radacina Nag

Putem face un rationament similar cu cel de mai sus, pornind tot de la cel mai

3 variante de arbori cu radacind, plasand-o pe fiecare dintre cele 3 ramuri (figura
12.3.3.d).
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@ >“—s
2
1
/
D D
2 2 2
(d) ‘ 4| ‘ 4| ‘ 4|
1 2 3 2 1 3 3 1 2

La modul general, dintr-un arbore fara raddcind cu n frunze care are 2n-3 ramuri
putem plasa radacina pe oricare din ramuri, deci vom avea relatiile:

12.4. Constructia arborilor filogenetici - generalitati

12.4.1. Date pentru constructia arborilor

in constructia arborilor filogenetici pornim de la o serie de date experimentale:

a) Distante — masuri sau estimari ale distantelor intre specii sau intre gene,

b) Caractere — colectia de aspecte morfologice (ex.: forma boabelor, culoarea
ochilor, mérimea aripilor etc.), secvente ADN sau proteine,

¢) Ordinea genelor — din hartile genetice dupa ordinea lineard a genelor ortoloage
in genomurile date.

12.4.2. Metode de constructie a arborilor filogenetici

Au fost elaborate mai multe metode de constructie a arborilor filogenetici ce pot fi
grupate in mai multe clase.

a) metode bazate pe distante — arborele explicé distantele evolutive estimate,

b) metoda parsimoniei — se alege arborele care necesitd numarul minim de
schimbari pentru a explica datele,

¢) metoda asemanarii maxime — pornind de la modele probabiliste de evolutie.

In cele ce urmeazi vom prezenta metodele bazate pe distante si metoda

parsimoniei.

12.4.3. Comparatie intre metodele bazate pe distante si cele
bazate pe parsimonie

A. Sa consideram secventele frunzele de mai jos (cu cate 7 elemente, prezentate in
tabelul 12.4.3.a).
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Tabel 12.4.3.a. Exemplu pentru compararea metodelor de constructie a arborilor filogenetici

pozitii
1 2 3 45 6 7
e|ll|t t a t t a a
g 2|la a t t t a a
“!3|a aaaat a
4 a a a a a a t

B. In metodele bazate pe distante construim intdi o matrice a distantelor intre
toate perechile. Luadm cea mai simpla distantd — distanta Hamming, ce exprima numarul
de nepotriviri, prezentata in tabelul 12.4.3.b.

Tabel 12.4.3.b. Matricea distantelor pentru secventele din tabelul 12.4.3.a

Distante

secvente
B W N =

oW o

H B O

1

2

W N O
O

secvente

Fara a intra acum in detalii privind modul de constructie, prezentdm arborele din
figura 12.4.3.a, care satisface distantele Intre frunze — pe fiecare ramura a fost precizata
,lungimea/ponderea” sa. Distanta intre oricare doud frunze este suma lungimilor

ramurilor intre ele.

(a) distante

(b) parsimonie

Fig. 12.4.3. Arborii corespunzatori secventelor din tabelul 12.4.3.a. Varianta (a) are pe ramuri lungimile
corespunzatoare conform metodei distantelor. Varianta (b) corespunde metodei parsimoniei, avand pe ramuri
precizate pozitiile care trebuie schimbate.

C. In metodele bazate pe parsimonie se precizeaza schimbirile necesare pentru a
alinia secventele si se alege arborele care necesita numarul minim de schimbari. In
figura 12. 4. 3. b sunt prezentate chiar si pozitiile din secventa care trebuie modificate la
alinierea secventelor. Numarul total de modificari intre doud secvente este totalul de pe

ramurile ce unesc cele doua frunze.
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12.5. Metode bazate pe distante

12.5.1. Proprietatile distantelor, formularea problemei

A. Metodele bazate pe distante sunt simple si au un caracter intuitiv. in capitolul 7
am descris o serie de abordari privind exprimarea ,,distantelor” intre diferite secvente,
distantele fiind invers proportionale cu gradul de similaritate.

B. Proprietatile distantelor

Din punct de vedere formal, orice metricd ce introduce o distantd intre doua
secvente, X; si xj, notate d; sau dist (x;, xj), trebuie sd acorde distantelor urmatoarele
proprietati:

(a) dist (x;, x;) >0 (distante pozitiv definite)
(b) dist (x;, x;) =0 (distanta punctuald)
(c) dist (x;, x;) = dist (x; x;) (simetria)

(d) dist (x;, x;) <dist (x; xi) + dist (x;, x;)  (regula triunghiului)

C. Fiind datd o matrice M intre taxonii i §i j de dimensiune n X n (n = numar de
taxoni /frunze), sd se construiascd un arbore cu ramuri ponderate (“edge weighted
tree”).

D. In figura 12.5.1.a este prezentat un exemplu de matrice a distantelor iar alaturi
este arborele corespunzitor in varianta arbore cu radacina, avand §i o scara pentru
proportionalitatea lungimii ramurilor.

In cele ce urmeaza vom descrie un algoritm utilizat frecvent pentru constructia
arborilor filogenetici prin metoda distantelor.

A B C D E l 4
Alo 8 8 5 3
B 0 3 8 8 .
C 0o 8 8 )
D 0 5 |_ _I
E 0 A E D B C

Fig. 12.5.1.a. Exemplu de arbore prin metoda distantelor

12.5.2. Algoritmul UPGMA

A. Algoritmul UPGMA a fost propus de Sokal&Michner (1958) cu numele de
“Unweighted Pair Group Method using arithmetic Averages”. Este o metoda simpla si
intuitiva.

B. Ideea de baza este:

- compunerea succesiva a cate doud componente (taxoni, clustere) formand un (nou)
cluster
- se creeaza un nou nod pentru noul cluster

distanta intre doua clustere (intre taxonii sau perechi de taxoni din fiecare cluster)
este o distantd ponderata definita prin (12.0.2.a):

135



Bioinformatica

1
di=———— Sd
RTNTToN 2

peEC; ,qECr— (IZSZB)

C. Descrierea algoritmului UPGMA
- Se considera fiecare taxon ca un cluster
- Se defineste o frunza pentru fiecare taxon; se plaseaza la indltimea “0” pe scara

distantelor

- Cand sunt mai mult de doua clustere:

Se aleg doua clustere, i si j, pentru care distanta d;; este minima

Se defineste un nou cluster C;=C; U C;

Se definese un nod k parinte al i si j; se plaseaza la inaltimea d;/2
Se inlocuiesc clusterele i sij cu k

Se calculeaza distanta intre k si celelalte clustere.

Ultimele doua clustere i i j se unesc cu o rddacind la inaltimea dj; / 2.

D. S& ludam un exemplu si sd construim arborele urméand pas cu pas algoritmul

UPGMA.
A B C D
alo 3@ s s E
B o 7 8
C o 10 15 15
D o] A B
C D E
clo 10 (& F
D o 7
E [s) 15
E 3
E F
Elo (& 15 15
F o A B c
Clusterul ¢(E)=c(A)+c(B), c(A)=1, c(B)=1, c(E)=2
d(EC)=[d(AC).c(A)+d(BC).c(B)] / [e(A)+c(B)] 4 | G |
AEC)=[5x1+7x1]/[1+1] = 12/2 =6 1
3 | F
d(ED)=[d(AD) c(A)+d(BD) c(B)] / [c(A)+c(B)] 5 s s
QEC)=[6x1+8x 1]/ [1+1] = 142 =7 7 £ N
1_
Clusterul c(F)=c(C)+c(E) 15 1.5
0
d(FD)=[d{CD).c(C)+d(ED).c(E)] / [c(C)+c(E)] ~ R . c 5
A(FD)=[10x1+7x2]/ [1+2] = 24/3= 8

12.5.3. Distante ultrametrice

A. Algoritmul UPGMA descris mai sus presupune implicit o ipotezad numita
Lipoteza ceasului molecular”, prin care se considera cd divergenta secventelor apare cu
aceeasi rata 1n orice punct din arbore. Datele care respectd aceastd proportionalitate a
divergentei cu timpul se numesc ,,date ultrametrice”, iar distantele corespunzatoare sunt
,,distante ultrametrice”.

136



Gheorghe lIoan-Mihalas, Anca Tudor, Sorin Paralescu

B. Totusi, ipoteza nu este in general valabild. Procesul de selectie variaza in

diverse perioade de timp, variazd cu organismul, cu genele unui organism sau cu
regiunile unei gene. Putem astfel avea situatii in care doud secvente apropiate ca grad de
rudenie sd prezinte distante mai mari decat distantele reale fatd de secvente mai
indepartate filogenetic.

C. Cu alte cuvinte, putem avea situatii in care prin metoda UPGMA sa construim

un arbore nereal. O astfel de situatie este exemplificatd in figura 12.5.3, in care in partea
stangd - (a), este reprezentat arborele real, iar in dreapta - (b), o reconstructie prin
algoritmul UPGMA - reconstructie de fapt gresita.

A B

0.1 0.1 ~0.1 d5=0.3
0.4 0.4 d, =05
C D
+ decizie gresitaide auni A cu B

Fig. 12.5.3 Metoda Neighbor Joining

12.5.4. Metoda Neighbor Joining

A. Neajunsurile algoritmului UPGMA 1in cazul datelor care nu sunt ultrametrice,

sunt inldturate printr-o metoda derivata, numita “neighbor joining”.

B. intr-un algoritm propus de Saitou & Nei [1987] in care distantele reale djj intre

doud frunze i si j se corecteazd prin scaderea mediei distantelor citre toate celelalte
frunze, ceea ce compenseaza ramurile lungi.

C. Din punct de vedere formal se definesc distantele corectate Dj; prin relatia

Dyj=dij = (ri+ 1)) (125.42)
unde media distantelor de la frunza i la celelalte este

1
n= 2 di (125.4)

1n care L este numarul de frunze.

in algoritmul Saitou se porneste de la ideea ca frunzele i si j pentru care Dj este

minim sunt frunze vecine (adicd provin din acelasi nod proxim).

D. Algoritmul Saitou-Nei este oarecum asemanator cu UPGMA cu urmatoarele

deosebiri:

nu aplica ipoteza ceasului molecular

presupune ,aditivitate”, adica distanta intre perechile de frunze este suma
lungimilor ramurilor care le conecteaza.

Nu prezentdm aici algoritmul in detaliu.
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12.6. Metode bazate pe ,,parsimonie”

12.6.1. Enuntul problemei

A. Una dintre clasele de metode ce si-a castigat multi adepti, atractivd prin
simplitate si logicd, porneste de la ipoteza cd, pe linie filogenetica au aparut in mod
natural secvente divergente, insd nu cu multe modificari simultan, deci cea mai
probabila cale de cautare a unui posibil ,,parinte” este prin cautarea secventei ce necesita
un numar minim de schimbari.

Insasi termenul are ca origine cuvantul ,,parcimonios”, cu semnificatia de ,,econom,
zgarcit”.

B. In metodele bazate pe ,,parsimonie” se cautd arborele care explica datele cu un
numar minim de schimbari.

Sa subliniem faptul ca nu mai urmarim lungimile ramurilor ci numai topologia.

C. S& ludm ca exemplu 4 secvente simple AAG, AAA, GGA, AGA. Putem
prezenta inrudirea lor si evolutia cétre setul dat in mai multe variante, deci solutia nu
este unicd. Douad din aceste solutii sunt prezentate in figura 12.6.1.

Scor=23 AAG, AAA, GGA, AGA Scor=4
| I
AAA . AAA
AAA AGA AAA AAA
1 1 1 1 2
AAG AAA GGA AGA AAG AGA AAA GGA

Fig. 12.6.1. Comparatie intre arbori pentru metoda parsimoniei

Se observa ca in arborele din stinga evolutia a necesitat 3 schimbari (deci vom
acorda scorul ,,3”), iar in arborele din dreapta scorul este mai slab, necesitand 4
schimbari.

D. Principiile algoritmilor din metoda parsimoniei

in algoritmii din clasa metodelor bazate pe parsimonie se pleaci de la urmitoarele

ipoteze:

— orice element (stare, “state”) [nucleotid sau aminoacid] poate fi convertit in orice
alt element,

—  costurile schimbarilor sunt uniforme (Fitch) sau ponderate (Sankoff),

— pozitiile sunt independente (se poate calcula numarul minim separat pentru fiecare
pozitie).

12.6.2. Algoritmul lui Fitch

A. Cel mai popular algoritm este cel propus de Fitch (1971), in care arborele se
traverseaza de doua ori:
— in primul pas se traverseaza arborele de la frunze la radacind, determinand setul de
stari posibile (de exemplu: nucleotide) pentru fiecare nod intern,
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— 1n al doilea pas se traverseaza arborele de la radacind spre frunze alegind starile
ancestrale pentru nodurile interne (un fel de "trace-back™).

B. Vom descrie cei doi pasi, ilustrdndu-i si cu un exemplu.
a) pasul 1: traversarea “post-order” sau “bottom-up”, adica de la frunze spre
radacina.
Sa stabilim starile posibile pentru nodurile interne.
—  Se determina starile R; ale nodului intern ,,i” care are copiii (urmasii) ,,j” si ,,K”
conform regulii:
e  reuniunea R; si Ry daca nu au elemente comune,
e  intersectia R; cu Ry dacd au elemente comune.

Formal scriem

[Rj UR,, ifR,NER, =@]
i lRJ MR, otherwise J (126.2.3)

—  Numarul de schimbari (scorul initial) este dat de numarul de reuniuni!
— Avemin figura 12.6.2.a. un exemplu.

| AT
(CTIN{AGT}= [{T}
{AGT}
{Ciumy= [T} (GT)
c T G T A A

Fig. 12.6.2.a. Algoritmul Fitch, pasul ,,post-order”
Observam ca am efectuat 3 reuniuni si doud intersectii, deci scorul stabilit este s=3.
b) pasul 2: traversarea “pre-order” sau “top-down” de la rddicind la frunze

(echivalent ,.trace-back”™).

99 A

Se alege starea 1ja unui nod intern ,,j” in functie de starea R; a périntelui ,,i” astfel:
. egala cu cea a parintelui, daca este inclusa
. stare arbitrara in caz contrar
Formal scriem:
r, ifr ER,
I“ = . .
arbitrary state€E R ., otherwise
’ (126.2.h)

Observatie: in nod vom pastra starea dupa parcurgerea pasului 2.

Continudnd exemplul de mai sus, marcadm cu literd inchisd la culoare in figura
12.6.2.b starea din setul anterior care satisface relatia (I26.2.b.).
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{AGT]

{CT) {(GT}

C T G T A A

Fig. 12.6.2.b. Algoritmul Fitch, pasul ,,pre-order”

C. In final vom retine in noduri numai elementele selectate in pasul 2 si vom
marca cu ,,X” ramurile pe care s-a inregistrat substitutie, pentru a evidentia scorul final
(figura 12.6.2.c).

| A
T
T
T T

I | I |
X X X
| 1 |
C T G T A A

Fig. 12.6.2.c Arbore filogenetic construit prin metoda parsimoniei, algoritmul Fitch

12.6.3. Parsimonie ponderatdi

A. Varianta propusa de Sankoff & Cedergren [1983] aduce metodei parsimoniei
aceleasi ajustdri ca modelul Kimura fatd de Jukes-Cantor, adicd, in loc sid considere
toate schimbadrile echiprobabile, introduce costuri diferite S (a,b) pentru diverse
substitutii ale lui ,,a” cu ,,b” (tabelul 12.6.3).

B. Vom avea deci o matrice de substitutie S, continand costurile tuturor
substitutelor posibile. De exemplu, in cazul secventelor ADN vom acorda penalizari
mai mici pentru tranzitii (a<>g, c<>t) decat pentru transversii ({a,g}<>{c,t}).
Conservarea va avea cost nul (nu se penalizeazi). In exemplul ce va fi prezentat mai jos
apare o astfel de matrice.

Tabel 12.6.3. Matrice de substitutie pentru metoda parsimoniei

a ¢ g t
a o] 08| 02| 09
c 08| of 07| 05
g 02| 07| ol 01
t 09| 05| 01| o
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C. Primul pas al algoritmului Sankoff urmareste propagarea costurilor in sus pe
arbore. Algoritmul propus este similar programarii dinamice, avand ca subproblema sa
se determine costul R;(a) pentru subarborele cu radacina in ,,i”, plasand caracterul ,,a” in
nodul ,,i”.

D. Formal vom putea descrie algoritmul prin urmatoarele relatii, folosind notatiile
din figura 12.6.3.a

Fig. 12.6.3.a. Introducere de ponderi in parsimonia ponderata
- pentru frunze

R;(a) = {O daca "a" este un caracter in frunza (2635)
' ® incaz contrar o

- pentru noduri interne
Ri(a) = min,[R;(b) + s(a,b)] + min.[R,(c) + s(a,c)] (26.3h)

E. Sa ludam un arbore (fig. 12.6.3.b) pe care sd urmarim formulele costurilor
pentru noduri.

(b) 5|
4
r

Fig. 12.6.3.b. Aplicatie pentru parsimonia ponderata

Aplicam relatiile (I26.3.8) in cele 3 frunze, notate (1), (2) si (3) apoi formulele
(126.3.b) in nodurile (2) si (1) si obtinem:

Ri[a] = 0,Ry[c] = oo, R [g] = oo, R [t] =

R,[a] = o, R,[c] = 0,R,[g] = o, R,[t] = ©

Rsla] = o, R3[c] = o0, R5[g] = o0, R5[t] = 0

R,la] ={Ri[a] + S(a,a)} + {R;[c]+ S(a,c)} ={0+ 0} + {0+ 0.8} =0.8
R,lc] = {Ri[a]l + S(c,a)} + {R,[c] + S(c,c)}={0+08}+{0+ 0} =0.8
R,[g] = {Ry[a] + S(g,a)} + {R,[c] + S(g,c)} ={0+0.2}+ {0+ 0.7} =09
R,[t] = {Rs[a] + S(t,a)} + {R,[c] + S(t,c)} ={0+ 09} + {0+ 0.5} =14
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R<[a] = min{R,[a] + S(a,a),R,[c] + S(a,c),R.[g] + S(a, g), R.[t] + S(a,t)}
+ {R3[t] + S(a, t)}
= min{0.8 + 0,0.8 + 0.8,0.9 + 0.2, 1.4 + 0.9} + {0 + 0.9}
= min{0.8,1.6,1.1,2.3} + {0.9} = 0.8 + 0.9 = 1.7

R[c] = min{R,[a] + S(c,a), R4[c] + S(c,c), Rilg] + S(c, g), R4[t] + S(c, t)}
+ {R3[t] + S(c, t)}
= min{0.8 + 0.8,0.8 + 0,0.9 + 0.7, 1.4 + 0.5} + {0 + 0.5}
= min{1.6,0.8,1.6,1.9} + {0.5} = 0.8 + 0.5 = 1.3

Rs[g] = min{R,[a] + S(g,a), Rs[c] + S(g, ), Ralg] + 5(g,9), Rult] + S(g, 1)}
+{R;3[t] + S(g,t)}
= min{0.8 + 0.2,0.8 + 0.7,0.9 + 0, 1.4 + 0.1} + {0 + 0.1}
=min{1.0,1.5,0.9,1.5} + {0.1} = 0.9+ 0.1 = 1.0

Rs[t] = min{R,[a] + S(t,a), Ry[c] + S(t,c), Rulg] + S(t, g), Ry[t] + S(t,t)}
+ {R3[t] + S(t, )}
= min{0.8 + 0.9,0.8 + 0.5,0.9 + 0.1, 1.4 + 0} + {0 + 0}
=min{1.7,1.3,1.0,1.4} + {0} = 1.0+ 0 = 1.0

Sumar, pentru radacina:

Rs[a] = 1.7, Rs[c] = 1.3,Rs[g] = 1.0, Rs[t] = 1.0

F. Pasul 2: parcurgerea arborelui de sus in jos.

Observam urmatoarele:
— caracterul de cost minim pentru nodul (5) este fie ,,g” fie ,, t” cost (1. 0)
— caracterul de cost minim pentru nodul (4) este ,, g”!

Acest lucru este impus de calea costului minim pentru nodul 1. Intr-adevar,
observam ca minimul in Ry[g] sau Ry[t] se obtine din termenul Ry[g], chiar daca valorile
lui Ry calculate din R; si R, sunt mai mici pentru ,,a” sau ,,c”.

G. Rezultatul final: solutia este dubld, avem doi arbori cu cost minim prin metoda
parsimoniei ponderate figura 12.6.3.c si d.

(¢) slg
4|2 |

— 1 |

1|a :a|c sl

Fig. 12.6.3.c si d. Arbori de cost minim prin metoda parsimoniei ponderate
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Sa verificam costul in cele doua cazuri:
> 541 + 54_2 + 553 = S(g, a) + S(g, C) + S(g, t) = 0.2 + 0.7 + 0.1 = 1.0
> 541 + 54_2 + 554 = S(g, a) + S(g, C) + S(t, g) = 0.2 + 0.7 + 0.1 = 1.0

2

Putem verifica i ca in (4) este mai potrivit si avem ,,g” decat ,,a” sau ,c”,

reprezentati in figura 12.6.3.e si f.

1 2[ 3 1| 2 3
a C t a C

Fig. 12.6.3. ¢ si f. Calcul comparativ de costuri in parsimonia ponderati

Se observa costul mai ridicat, desi ar fi fost efectuate doar doua substitutii in
ambele cazuri!

”'1\

La fel se poate arata ca plasarea lui ,,a” §i ,,¢” in nodul 4 nu aduce cost minim nici

in cazul in care in 5 luam ,,g”.

12.7. Testarea arborilor - metoda ,,bootstrap”

A. Algoritmii de constructie a arborilor descrisi mai sus ne permit selectarea unui
arbore ,,optim”, uneori, ca in cazul parsimoniei mai multi, fard insd a da o masura a
calitatii arborelui ales. Desigur, este nevoie de o testare a semnificatiei unui aspect
filogenetic, cum ar fi segregarea unui caracter pentru un grup de specii, etc.

B. Felsenstein [1985] a propus, o metoda, numita “bootstrap”, dezvoltatd ulterior
de Efron & Tibshirani [1993], pe care o vom prezenta foarte pe scurt.

Fiind dat un set de secvente aliniate, se genereazd un set artificial de aceeasi
dimensiune, preluand la intamplare coloane din aliniere. Se aplicd un algoritm de
constructie a arborelui noului set de date. Se repeta procedeul de foarte multe ori (de
ordinul miilor). Frecventa cu care apare un aspect filogenetic este luatd ca masura de
incredere pe care o putem avea 1n aspectul respectiv.

Sa mentionam in incheierea capitolului ca pentru arborii filogenetici s-au dezvoltat
si metode probabiliste bazate in special pe metoda asemanarii maxime.
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1. BAZE DE DATE - BD integrata
NCBI (I). Utilizarea motorului de
cautare ENTREZ si modulul PUBMED

1.1. Obiectivele lucrarii de laborator

- cautari in bazele de date dupa cuvinte-cheie

- deprinderea credrii interogarilor

- cautari de articole medicale in bazele de date dupa autor

- cautdri de articole medicale in bazele de date dupa autor si cuvinte-cheie.

1.2. Baze de date si instrumente de cdautare folosite in
Bioinformatica

Bioinformatica tinde sé dezvolte baze de date si algoritmi din ce in ce mai puternici
in scopul accelerarii §i intensificarii cercetarii biologice. Disponibilitatea bazelor de
date moleculare si a instrumentelor bioinformatice au schimbat natura biologiei.
Experimente care in trecut puteau fi efectuate doar intr-un laborator, in urma efortului
depus de-a lungul anilor, pot fi realizate cu ajutorul unui calculator personal si o
conexiune la internet, prin analiza §i interpretarea informatiei rezultate.

Pentru a indeplini multitudinea de obiective la nivel global, a fost Incurajata
cresterea numirului bazelor de date din domeniul public. in prezent se poate obtine o
cantitate inimaginabila de informatii despre orice aspect al biologiei celulare prin
intermediul Internetului, informatii care pot fi bibliografice, genomice, structurale sau
functionale. Domeniul public, in afara de afisarea unor informatii fundamentale, ofera
utilitatile necesare analizei si interpretarii datelor. Aceste instrumente variaza de la
aliniamentul multiplu al secventelor la studiile de expresie virtuald a genelor, PCR
electronic si altele. Cateva servere majore de biologie moleculard care functioneaza in
lume sunt:

e NCBI (National Centre for Biotechnology Information):

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

o EBI (European Bioinformatics Institute):

http://www.ebi.ac.uk

o DDBJ (DNA DataBank of Japan):

http://www.ddbj.nig.ac.jp

e  PDB (The Protein Data Bank):

http://www.resb.org/pdb

Centrul National de Informatie Biotehnologica (NCBI) din Statele Unite ale
Americii si Institutul European de Bioinformatici (EBI) din Marea Britanie sunt
principalele servere stiintifice care mentin aceste imense baze de date precum si
instrumentele de software analitic necesare analizei datelor continute.
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Serviciile oferite de aceste servere sunt posibile datorita computerelor
ultraperformante cu viteza de procesare mare care pot realiza prelucrarile analitice ale
datelor si datorita Internetului care faciliteaza eforturile de comunicare electronica.

“Entrez” permite reconstituirea datelor din biologia moleculard si vizualizarea
citarilor bibliografice din bazele de date integrate ale NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

Acest motor de cautare se acceseaza la adresa: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

Printre modulele incluse in baza de date integrata NCBI se gasesc:
PubMed cuprinde citdri si articole biomedicale din BD Medline
BD de secvente nucleotide (GenBank)

BD de secvente proteice

Structuri macromoleculare 3D.

Entrez Database Connections

Intra-Database Links:

4 |nter-dalabase Links i Relatad Entries

Figura 1.2.a. Legaturile intra si inter baze de date

1.3. Utilizarea Entrez

Ne propunem sa utilizim motorul de cautare Entrez folosind urmatoarele exemple
de cautari:
» camp activated protein kinase (figurile 1.3.a, 1.3.b)
» “camp activated protein kinase”
» “camp activated” “protein kinase”
» o0 “camp dependent protein kinase”
» o immunoglob*.
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E o Or
pe0009_ @0 7 oo eeeeee N 0 §
LA ) s Protein
all Databases  PubMed tide 1] Genome Structure QMIM PMC Journals
Search| Protein V|for|camp activated protein kinase |[ Go ] [ Clear ] Sawe |

f Lirnits T Preview/Index T History T Cliphoard T Details 1
Display |Summary v| Show |20 V||Sort By v||Sendto vl
(AII: 2?9T Bacteria: 3 ( Refseq 128 ( Related Structures: 251 lﬂ

sene Imfarmation

This search in Gene shows 347 results, including: ¥ Top Qrgan

Pka-C3 (Drosophila melanogasted: cAMP-dependent pratein Homo sapiens ¢

; Ratius norvegic

kinase 3

MuUs rausculus ¢

Prkag2 (Rattus norvegicusy, protein kinase, AMP-activated, gamma Saccharommyces

2 non-catalytic subunit Bas taurus (10,

Prkaca (Ratius nonvegicus): protein kinase, cAMP-dependent, all other taxa
cataltic, alpha . More...

e

Figura 1.3.a. Interfata motorului de cautare

| Limits | Previewindex | History | Cliphoard | Details |

Entr camp[ill Fields] AND activated[All Fields] AND protein
HEflril | F. kinase[All Fields]

out Entrez

Search @]

278
Figura 1.3.b. Exemplu de interogare a bazei de date dupa cuvinte-cheie

In acest scop urmam pasii:
- se alege baza de date
- seintroduce interogarea in fereastra “Details”.

Intrati pe fiecare optiune din fereastra (“Limits”, “History” si “Details”) si observati
cum puteti aplica diverse limitari ale vizualizarii informatiei rezultat, cum puteti opera

cu interogdrile anterioare (figura 1.3.c.) si care este expresia logica a interogarii (figura
1.3.b).

Restul cautarilor le faceti individual si observati diferentele ce survin in cadrul
optiunii “Details”.
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| Limits | Previewindex | Histery | Clipboard | Dpetails |

o Zearch History will be lost after eight hours of mactivity.

s Search mumbers may not be continuous; all searches are represented.

o To save search indefinitely, click quety # and select Save in My INCEL

s To combine searches use #search, e.g, #2 AND #3 or click query # for more options.

Search Most Recent Queries
#16 Search nanunoglob *
#labl

tivated””" protein kinase”
ependent protein kimase™

I

activated protein kinase"

#1 Search camp activated protein kinase

C!ear Histur_y

Figura 1.3.c. Prezentarea interogarilor anterioare

1.3.1. Calificatorii campului Entrez
Formatul general al calificatorilor “Entrez” sunt prezentati sub forma:
term [qualifier]

unde:

o term este sirul ciutat

o qualifier reprezintd campul de cautat in BD specifica si poate fi:
ACCN numar de acces
DATE anul publicatiei
JOUR numele jurnalului
MAIJR topica MeSH
PAGE prima pagina
PROP proprietati

PTYP tipul publicatiei
TITL cuvant de titlu
SLEN lungimea secventei
WORD cuvant text
AUTH numele autorului
GENE numele genei
KYWD cuvant cheie
MDAT data modificarii
ORGN organismul
PDAT data publicarii/crearii
PROT numele proteinei
SQID id-ul secventei
SUBS substanta

VOL volumul

VVVVVVVVVVVVVVVVVYVVY
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1.3.2. Exemple

a.

Cautati articole dupa Bourne PE ca autor.

G

Entrez, The Life Sciences Search Engine

PubMed

Al Databases [

Human Genome

[ GenBank [ Map Viewer

BLAST

Search across databases [Boume PE [AUTH]

el

- Resuit sounts displayed in gray indicate one or more terms not found

134] WY PubMed: biomedical literature citations and abstracts
61] [ PubMed Central: free, full toxt journal erticles

none| [ site Search: HCBI web and FTP sites

Nucleotide: Core subset of nuclestide sequence records
EST: Expressed Sequence Tag records
GSS: Genome Survey Sequence records

Protein: ssquencs database

Genome: whole genome sequences

Structure: three-dimensional macromolecular structures
Taxonomy: organisms in GenBank
SNP: single nuclestide polymarphism

Gene: gene-centerad infarmation

SRA: Short Read Archive

>

BioSystems: Pathways and systems of interacting molecules

€

none] | Books: onine bosks
none] A OMIM: onfine Mendefian Inheritance in Man

rone] @8 OMIA: online Mendelian Inheritance in Animals

dbGaP: genotype and phenotype
UniGene: gene-oriented clusters of transcript sequences

€DD: canserved protein domain database

3D Domains: domains from Entrez Structure

UniSTS: markers and mapping data

PopSet: population study data sets

GEO Profiles: expression and molecular abundance profiles
GED DataSets: experimental sets of GEO data

Cancer Chromosomes: cytogenstic databases

PubChem BioAssay: bioactivity scresns of chemical substansss

O pubthem Compound: unique small molecule chemical structures

Figura 1.3.2.a. Exemplu de cautare dupa Bourne PE [AUTH]

Daca se doreste o cautare avansata, formatul interogérilor booleene este:

term [field] operator term [field]

Operatorii pot fi:
AND (intersectie)
OR (reuniune)
BUTNOT (diferenta)

b.  Cautati articole ale autorului Taylor P care contin informatii despre “protein
kinase” (figurile 1.3.2.b si 1.3.2.c).

(24

Entrez, The Life Sciences Search Engine

PuBMed I All Databases i Hurman Gename [ GenBank [ Map Viewer [ BLAST
Search across databases | Taylor P [AUTH] AND "protein kinase”

- Result courts displayed! n gray indicate one or mare terms not faund
11| WY PubPied: biomedical literature citations and abstracts @ W) sooks: oriine books @
21] ) pubbted centralsfree, fulltext journal articles @ | [oone] FO 0ot ek ResusPagef 21 n an @
[none] [ site Search: NCBI web and FTF sites 7] one| @ OMIA: online Mendelian Inheritance in Animals )
132] @ Nucleotide: Gore subset of nucleotide sequence recards @ | [none] g dbGaP: genatype and phenatype @
B EST: Expressed Sequence Tag records @ | [mone] (/B UniGene: gene-oriented clusters of transoript sequences @
688 Genome Survey Sequenes records @ o] (& €DD: conserved protein domain datsbase @
Protein: sequence database e| BBz 6 3D Domains: domains from Entrez Structure @
Genome: whols genome sequences @ e| Pp unisTS: markers and mapping date @
Structure: three-dimensional macromolecular structures @ | [none| By Popset: papulation study data sets @
| ‘@4 Taxonomy: arganisms in GenBank @ # GED Profiles: expression and malecular sbundance profiles @
T SNP: single nucleatide polymorphism @ o GED DataSets: experimental sets of GEO data 7}
Gene: gene-centered information @ | [none Cancer Chromosomes: cytogenetic databases @
SRA: Short Read Archive @ | [none PubChem BioAssay: bioactivity screens of chemical substances @
e BioGystems: Rathiiays snd systaris o itar schng meleeiles: @ e] Oy Pubthem Compound: unique small moleculs chemics! structures @
{7 HomoloGene: eukaryotic homolagy groups @ 2] ([ pubChem substance: dspssited chermical susstancs records U]

Figura 1.3.2.b. Exemplu de cautare dupa Taylor P [AUTH] AND “protein kinase”
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{7 Taylon P [AUTH] AMD “protin kinase" - PubMed resul - Jobn Sina

T v . et i skssfoners =]

4w s @ mosre st~ | et K- @ e vrcon - | s = s = blacsson

Search | Fubhled - EJRSS Savwesearch Advancessearch Heip

[Teylor P [AUTH] AND “pratsin kinase Clear

Display Satings. (%) Surmenary, 20 per page, Sorted by Recenlly Adde Sendio &)

Results: 11

I Legionelia pneumophila mutighc ation is enhanced by chronic AMPK signaling in mitochondrially diseased Dictyostelim cells.
Francione L Smith PK, Accar S|
Dis Hodal 2

]

Enigermal grown tac
shasghonyas

jafion stes Ser09 and Tyrgds are mplicated n the requiation of receplor endocyiosls and

& reveal (Dles in Spindle-poie MAINENANCE.

Mezna 1. Meades C. Midgley C. Seaerou F, Carpenter L Mackenzie M, Taylor P. Walkinshaw M. Fischer PM. Glover D.
Biol 2005 Hov2(111508-17. Epud 2006 08

I Emerging applcations for phospho-peoteomics in cancer molecuiar therapeutics.

Figura 1.3.2.c. Exemplu de cautare cu ajutorul PubMed dupa Taylor P [AUTH] AND “protein kinase”

Nota:

Observati deosebirile intre cele doud motoare de cautare!

Retineti ca putem utiliza urmatoarele legaturi:
—  PubMed Neighbours
—  Text & MeSH
—  Protein and Nucleotide Neighbours

- BLAST

—  Macromolecular Structure Neighbours

- VAST

pe care le vom exemplifica in lucrarea de laborator urmatoare.

1.4.

Pentru a efectua cautdri cu ajutorul sectiunii “PubMed” alegem

Utilizarea PubMed

“PubMed: biomedical literature citations and abstracts” (figura 1.4.a).
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fbase scarch- Jobn Sina.

4" WehSeach - [Srtocknaior Msettings | el » iy vaboot ~ | EJtnowers = 58 anes « SHariism

m."ﬁ,;mw-jm %0 &1 v

(Y ubed: biom= s 4| I sooks u
o | (&) omno u
R site search: @ | ¢ onmx onine u

B roceotsde

©| g dvsor:
| B wcene:

o | @ ooc

[ @ 30 0omas:

Figura 1.4.a. Optiunea PubMed de cautare
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Prin cautarea cu PubMed putem sa:
e identificam conceptele cheie din cautarea noastra
e introducem termenii in casuta de search
e primim sugestii automate pe masura completarii termenilor in casuta de cautare.

1.4.1. Exemple

a) Daca dorim si aflam ce rol are durerea in tulburarile de somn introducem in
casuta de cautare cele doud concepte-cheie: pain si sleeping disorders;

b) Dacd dorim sa cautam dupa autor, introducem numele de familie al autorului
plus initialele, fara punctuatie, in casutd si apasam butonul search (Ex. Watson JD,
Lederberg J);

¢) Apasam Advanced search pentru a cauta dupa Autor, Jurnal, Data Publicarii.
Pentru a cauta articole citate scrise de Bonnie W. Ramsey despre terapia geneticd in
fibroza chistica (cystic fibrosis), introducem urmatorii termeni de cautare in casuta:

cystic fibrosis gene therapy ramsey bw;

d) Publicatii cu numele complet al autorilor pot fi cautate numai din 2002 (Ex.
Joshua Lederberg, Garcia Algar, Oscar);

e) Dacd stim numai numele de familie al autorului vom introduce in casuta de
cautare dupa autor urmatoarele: numeautor[au];

f) Pentru a cauta citate despre drosophila (musculita de otet) in jurnalul
“Molecular Biology of the Cell” introducem urmatoarele in casuta de cautare:
molecular biology of the cell drosophila;

g) Daca cautdm studii sistematice despre terapia inhalatorie in pneumonie, din
pagina “Clinical queries” apasam Systematic Reviews si introducem urmatorii termeni
in casuta de cautare: inhalation therapy pneumonia (figura 1.4.1.a);

PubMed Clinical Queries

This page provides the following specialized PubMed searches for clinicians:

« Search by Clinical Study Category
« Find Systematic Reviews
o Medical Genetics Searches

Results of searches on these pages are limited to specific clinical research ares

Search by Clinical Study Category

This search finds citations that correspond to a specific cinical study category
are based on the work of Haynes RB et al. See the filter table for details.

Search | Go
Category Scope
~ etiology @ narrow, specific search
diagnosis broad, sensitive search

therapy
prognosis
clinical prediction guides

Find Systematic Reviews 7/

For your topic(s) of interest, this search finds dtations
development conferences, and guidelines,

systematic reviews

For more information, see Help. See also related, rces for systematic rewiew

Search \mha\atiun therapy pheumania 17(_3__?_

Figura 1.4.1.a. Exemplu de interogare clinica prin intermediul PubMed
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h) Pentru a gasi informatii despre anemia falciforma (siclemia) din “Clinical
Queries” apasam Medical Genetic Search, apoi facem click pe All check box pentru a
deselecta toate categoriile si Genetic Counseling, dupa care introducem urmatorii
termeni in casuta de cautare: sickle cell anemia.

1.5. Exercitii propuse

—  Lucrati cu tutorialul Entrez de la adresa:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Database/tut1.html

—  Gasiti referinte despre paralizia faciald. Vizualizati inregistrarile in formatul:
rezumat $i autor.

—  (asiti secventa acidului nucleic murinic implicat in apoptoza si cancer.
Descrieti toate inregistrarile pe o pagina web.

—  (asiti secventa proteica cauzatoare de SIDA aparuta in revista Nature. Salvati

strategia de cautare pentru o cautare ulterioara.
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2. BAZE DE DATE - BD integrata
NCBI (II). Programul BLAST

2.1. Obiectivele lucrarii de laborator

- cautari In bazele de date dupa secvente de gene

- determinarea cromozomului pe care se afld o secventa de nucleotide

- cautdri In bazele de date dupa secvente de nucleotide

- determinarea secventelor de nucleotide responsabile de aparitia unor diagnostice
- cautare in BD dupa secventa de aminoacizi

- gasirea gradului de potrivire al secventei de amioacizi introduse.

2.2. Introducere

Bioinformatica, ca stiintd a organizarii §i analizei datelor biologice complexe
(reprezentate de proteine si secvente de ADN), imbind biologia moleculara si genetica
cu tehnologia de calcul pentru a intelege reteaua complexd de interactiuni dintre
componentele individuale ale celulei vii i pentru a le integra in comportamentul
intregului organism fiind utile In procesul de diagnosticare a bolilor si in stabilirea de
noi strategii terapeutice.

Utilitatea bioinformaticii se observa mai ales in Proiectul Genomului Uman, care a
avut drept scop identificarea celor 30.000 de gene din ADN-ul uman.

Bioinformatica progreseaza cu o ratd uimitoare, iar ariile de implicare majora sunt
achizitia de noi secvente, incorporarea lor sub forma bazelor de date clasificate,
integrarea informatiilor oferite de secvente cu cele oferite de structuri, dezvoltarea
instrumentelor pentru data mining si dezvoltarea unei platforme comune pentru
folosirea resurselor. In acest scop s-a creat International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (INSDC), care include cele trei baze de date genomice majore din lume:
GenBank, EMBL si DDBJ.

Colaborarea dintre informaticieni, medici cercetdtori, biologi, matematicieni si
biochimisti le-a permis acestora studiul bazei moleculare a unei boli cu ajutorul
instrumentelor matematice si a tehnicii de calcul prin:

e analiza secventei unei gene sau a produsului genei de interes;
e intelegerea mai buna a organizarii genelor analizate;
e predictia structurii moleculelor analizate (proteine).

Disponibilitatea informatiei genomice oferd bioinformaticianului un nou set de
provociri. in prezent, ariile predominante ale analizei datelor bioinformatice includ:
¢ aliniamentul secventelor
e predictia structurii proteinelor.

Studiile de aliniament a secventelor sunt (in general) de doua tipuri:
o de aliniament al secventelor in pereche realizat cu ajutorul programului BLAST
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o de aliniament multiplu al secventelor realizat cu programe de tipul CLUSTAL.

In ambele cazuri ideea este de a gisi similarititile sau diferentele dintre seturile de
secvente. Analiza secventei reprezintd un instrument foarte important in studiul
relatiilor de evolutie in genoame, duplicarea genelor, imbinarea genelor etc.

Datele generate de Proiectul Genomul Uman sunt depozitate in banci de date a
genelor, care stocheaza secvente de ADN. In prezent sunt disponibile banci de date
pentru secventele si structurile proteice. Una din operatiile de baza din bioinformatica
constd in cautarea similaritatii (omologiei) dintre un fragment de ADN nou
secventializat si secvente de ADN provenite de la diferite organisme. Géasirea unei
potriviri apropiate permite predictia tipului de proteind codata de noua secventd. Desi
nu este posibild deocamdata predictia completa a functiei sau structurii unei proteine de
novo pornind de la secventa sa, pot fi trase niste concluzii folositoare in legaturd cu
structura si functia proteinei, in special prin compararea secventei proteinei cu structura
si functie necunoscutd cu secvente proteice a caror structuri si functii se cunosc. Prin
compararea secventelor proteice echivalente de la diferite specii animale, se pot trage
concluzii asupra evolutiei acestor specii dintr-un stramos comun.

2.3. Programul BLAST

Un program popular de comparare a secventelor de ADN este BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool). BLAST face parte dintr-un pachet de programe destinat
cautdrii de secvente proteice, accesibil in diverse forme la diferiti furnizori, sau prin
intermediul NCBI, care mai ofera si Entrez, un instrument de meta-cautare care acopera
mare parte a bazelor de date de la NCBI, inclusiv cele care gazduiesc structuri
tridimensionale a proteinelor, genoamele complete ale organismelor si trimiteri la
jurnale stiintifice care insotesc intrarile din bazele de date.

Asocierea dezvoltarilor tehnologiei de calcul si moleculare deschide noi
oportunitati cercetarilor genetice. Folosirea combinatd a informatiei oferita de secvente,
a instrumentelor de calcul, a bazelor de date si a biologiei traditionale creste speranta
intelegerii functiei si reglajelor tuturor genelor si proteinelor, precum si a descifrarii
functiilor celulei.

BLAST reprezintd instrumentul de cautare a aliniamentului local de baza, fiind un
set de programe de cautare a similaritatilor, creat pentru identificarea clasificarii si a
omologilor potentiali pentru o secventa data.

Pentru a Intelege mai bine programele BLAST, trebuie cunoscute aspectele de baza
ale aliniamentelor secventelor. Acestea sunt folosite in special pentru gasirea
potentialilor omologi ce vor fi folositi ulterior pentru prezicerea posibilelor functii ale
secventei necunoscute sau pentru modelarea structurii sale tridimensionale.

Aliniamentul global este cel mai bun aliniament, pe intreaga lungime a secventelor
specificate. Introducerea spatiilor (gaps) in secventele respective permite alinierea lor
pe intreaga lungime. Principalul avantaj al aliniamentului global este optimizarea sa
pentru secventele care au un grad inalt de similaritate, fiind astfel folositor in etapa de
aliniere a secventelor din procesul de modelare a structurii tridimensionale (bazat pe
secventele omologe cu structura tridimensionald cunoscuta).

Metodele de cautare ale aliniamentului local gasesc aliniamentul optim intre
subregiuni sau regiuni locale ale secventelor specificate. Aliniamentul local este cel mai
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potrivit pentru secvente care au regiuni localizate de similaritati. Un program de cautare
a aliniamentului local este folosit de exemplu pentru gasirea motivelor, domeniilor i
altor unitdti repetitive din secventele respective, precum §i pentru gasirea secventelor
similare pentru secventa necunoscutd intr-o bazd de date. Pe scurt, un program de
cautare al aliniamentului local este cel mai bine folosit pentru identificarea unor regiuni
secventiale mai scurte, cu un grad foarte mare de similaritate.

Toti algoritmii de comparare a secventelor se bazeaza pe anumite scheme de calcul
a scorului aliniamentului. Scorul aliniamentului este suma scorurilor mai mici, atribuite
pentru fiecare din perechile sale de aminoacizi sau nucleotide. Majoritatea acestor
algoritmi folosesc o matrice de scor pentru calcularea unui scor total fiecarui
aliniament.

Teoria statistica folositd in programele BLAST a fost creatd de Samuel Karlin si
Steven Altschul.

Toate programele BLAST folosesc o matrice de substitutie, atit in etapa de scanare
a bazelor de date cat si in procesul de aliniere a secventelor.

Schemele de substitutie sunt considerate a fi cele mai bune metode de calcul al
scorului aliniamentelor si se bazeazd pe analiza frecventei cu care un aminoacid
observat este inlocuit de un alt aminoacid in proteinele ale caror secvente sunt aliniate.

Criteriile care diferentiaza matricele de scor depind de tipul scorului pe care se
bazeaza, astfel avem:

a) Schemad a scorului bazata pe ,,identitate”

Conform acestei scheme, perechile de aminoacizi identici sau nucleotide identice
primesc un scor pozitiv, in timp ce perechile non-identice primesc scorul 0. In general
scorul pozitiv atribuit perechilor identice este egal cu 1. Scorul identitatii globale este
apoi convertit simplu (identitate procentuald).

Avantaje: aceastd schema de calcul este simpla si non-heuristica. Este buna in
cazul secventelor cu grad 1nalt de similaritate.

Dezavantaje: schema este in general inferioard acelora care incorporeazd
cunostintele suplimentare, datoritd in special inegalitatilor perechilor non-identice. De
exemplu o pereche alanind-valina este mai acceptatd din punct de vedere biologic decat
o pereche alanind-acid aspartic. Aceastd schemd este mai putin efectiva in detectarea
secventelor sau a regiunilor secventiale cu un grad redus de similaritate. Procentul
identitdtii raportat de acest aliniament nu este intotdeauna un indicator de acuratete a
gradului de omologie prezent, in special datoritd dependentei acestui scor de lungime a
secventel.

b) Schema de calcul a scorului bazata pe ,,similaritate chimica”

Aceastd schemd a fost conceputd pentru a depasi limitarile asociate cu schema
bazata pe ,,identitati” si evalueaza perechile de aminoacizi in functie de caracteristicile
lor chimice si structurale.

Schemele folosite de McLachlan si Feng incorporeaza in calcularea scorului
proprietatile aminoacizilor cum ar fi polaritate, sarcind, marime si caracteristici
structurale.
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Avantaje: introduce proprietitile aminoacizilor in calcularea scorului, lucru
important deoarece anumite mutatii care realizeazd o schimbare drasticd in
caracteristicile AA implicati au un impact mult mai mare asupra functiilor proteinelor
decat altele. Aceste mutatii, de exemplu schimbarea unui aminoacid polar cu unul non-
polar, altereazd mult mai mult structura si functia proteinei respective decat o mutatie
implicdnd aminoacizi cu proprietati similare.

Dezavantaje: mutatiile observate in naturd nu sunt intotdeauna explicate prin
schemele simple de calculare a scorului.

¢) Schema de calcul bazata pe ,,codul genetic”

Aceastd metoda ia in considerare numarul minim de schimbari de baze la nivel
genomic, necesar pentru convertirea unui aminoacid in altul.

d) Schema de calcul bazatd pe , mutatii observate”

Aceastd metoda de calcul a scorului unui aliniament, se bazeaza pe frecventa
mutatiilor observate in secventele aliniate.

Schemele bazate pe mutatiile observate reprezintd mai bine fenomenele naturale
decat acelea care Incearca sd explice relatiile dintre secvente folosind matrice de calcul
bazate pe similaritate chimicé, identitate si cod genetic.

Algoritmii de cautare a similaritatilor secventelor aliniate se bazeaza pe cele 210
perechi posibile de aminoacizi care sunt reprezentate de o matrice 20x20 de calcul a
scorului. Numarul total de perechi posibile de aminoacizi este egal cu 210, ,,alfabetul”
proteinelor fiind alcatuit din 20 AA. Perechile de aminoacizi identici primesc cel mai
inalt scor in matrice, urmate de perechile de aminoacizi care au un anumit grad de
similaritate (de ex.: Leucina si [zoleucind) si in final de acei aminoacizi care nu prezinta
similaritati (de ex.: Leucind si Arginina).

Programele BLAST folosesc un algoritm heuristic care identificd aliniamentele
locale, gasind omologii cu secventele cele mai apropiate, intr-un timp eficient.

Serverul BLAST suporta o varietate de programe analitice care sunt fie accesate
prin reteaua Internet, fie instalate in retele locale pentru a mari viteza de analiza.
Programul BLAST bazal nu permite introducerea gap-urilor in aliniamentele sale ceea
ce va reduce senzitivitatea cautarii. Cu toate acestea, datele de iesire din program ofera
aliniamente regionale multiple, care pot fi folosite pentru a anticipa gap-urile din
secventa de interes si cea din baza de date. In continuare sunt enumerate programele
BLAST si utilizarea lor.

a) BLASTp: acest program permite utilizatorului sd caute similaritatile dintre
secventa unei proteine necunoscute §i secventele proteinelor dintr-o baza de date.

b) BLASTx: permite compararea secventelor traduse in aminoacizi ale
nucleotidelor cu secventele proteinelor din bazele de date.

Secventa nucleotidica de interes este tradusa initial in toate cele 6 catene de citire
ORF (Open Reading Frame) posibile. Acest program este folositor in special pentru
gasirea erorilor de secventializare a nucleotidelor, prin compararea secventei de
nucleotide tradusa In aminoacizii sdi proteici potentiali dintr-o baza de date cu secvente
proteice.
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c) BLASTR: cu ajutorul acestui program se compara o secventa nucleotidica de
interes cu secventele din bazele de date nucleotidice.

d) tBLASTn: permite cautarea similaritatilor dintre o secventd proteica si
secventele traduse (translatate) ale nucleotidelor dintr-o baza de date.

Secventele nucleotidice dintr-o baza de date sunt traduse initial in fiecare din cele 6
catene de citire posibile i sunt apoi comparate cu secventa proteinei de interes. Acest
program este util pentru gésirea erorilor de secventializare in proteine prin compararea
secventei proteinei respective cu omologii sdi potentiali obtinuti prin traducerea
secventelor nucleotidice dintr-o baza de date.

e) tBLASTx: se compara cele 6 traduceri ale catenelor de citire ale secventei
nucleotidice chestionabile cu cele 6 catene de citire traduse ale secventelor nucleotidice
dintr-o baza.

Noul pachet de programe BLAST este mentinut pe serverul BLAST 2.0 capabil sa
optimizeze viteza de procesare si senzitivitatea metodelor, addugand pe de alta parte noi
capacititi ce permit rularea noilor programe PSI-BLAST si GAPPED-BLAST.

GAPPED BLAST - algoritmul Gapped-BLAST permite introducerea gap-urilor in
aliniamentele obtinute cu ajutorul programului BLAST simplu.

Introducerea gap-urilor (input) previne segmentarea regiunilor similare ale
secventelor.

Datele de intrare ale algoritmului heuristic permit reflectarea relatiilor biologice
asociate aliniamentului, in special situsurile active si situsurile de legaturd care au
tendinte sd fie mai conservate de-a lungul evolutiei. Introducerea gap-urilor previne
scindarea acestor regiuni in fragmente de secvente mai putin semnificative.

PSI-BLAST (position — specific iterated BLAST) ruleazd initial programul
Gapped-BLAST si foloseste aliniamentul de iesire din acesta ca input pentru PSI-
BLAST. Programul construieste o matrice de calculare a scorului care inlocuieste
secventa originala si este folositd pentru gasirea profilelor (secventelor omologe) in
urmatoarele iteratii de cautare in baza de date.

Utilizatorul ar trebui sa efectueze urmdtoarele etape generale pentru rularea cu
succes a programelor BLAST:

e Secventa de interes trebuie introdusd in format corect (de exemplu formatul
FASTA - similarul formatului BLAST, de pe serverul EBI);

e Secventa astfel formulatd va fi apoi copiatd in fereastra “input sequence” a
interfetei programului BLAST;

e in functie de tipul secventei analizate se selecteaza programul BLAST potrivit (de
exemplu BLASTp pentru secventele de proteine);

e in final trebuie selectati baza de date corespunzitoare. De exemplu, daci
utilizatorul este interesat numai in gisirea secventelor omologe cu structurda
cunoscuta trebuie selectatd o baza de date ce contine structuri tridimensionale, cum
ar fi PDB. Secventa de interes este transmisd serverului BLAST, iar rezultatele
cautarii in baza de date sunt obtinute fie prin e-mail, fie vazute interactiv pe
interfata Internet a programului BLAST.

Valoarea asteptatd, E, din datele de iesire ale programului BLAST reprezinta
numarul de potriviri, ,,perechi” gasite aleatoriu intr-o baza de date. O valoare E=0
semnificd faptul cd pentru anumite baze de date probabilitatea de a gédsi o pereche in
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mod aleatoriu este 0. Aceasta valoare descreste exponential cu cresterea valorilor
scorului S. O valoare E egald cu 1 indica probabilitatea ca identificarea similaritatilor
secventei sd fie aleatoare.

Formatul FASTA consté in reprezentarea fiecarui aminoacid din structura proteinei
printr-un cod format dintr-un singur caracter. Codurile acceptate de programele BLAST
sunt:

A alanina P prolina

B aspartat sau asparagina Q glutamina

C cysteina R arginina

D aspartat S serind
E glutamat T threonina
F fenilalanina u selenocisteina

G glicina A% valind
H histidind W triptofan
I izoleucind Y tirozina
K lizina Z glutamat sau glutamina
L leucina X orice aminoacid
M methionina * oprirea translatiei
N asparagina - spatiu de lungime
nedeterminata

2.4. Exemple
a. Alegem optiunea ‘“Nucleotide: core subset of nucleotide sequence records”
(figura 2.4.a).
- [Shem b, im. i =] [#2]%] [Lve searcn

e 4~ [web Search [ Bookmarksr [ settings~ | () tal + My Yehoo! + | EJ answers + 8 Games = antispyr

| @ [pearen... v] 4 searchweb - (Gvden |[ @m0

©F @0 23 Entrez cvoss database search | | | %~ B - - pae -

G Entrez, The Life Sciences Search Engine

PubMed | All Databases [ Human Genome [ GenBank [ Map Viewer BLAST
Search across ‘ ‘ Help
Welcome to the Entrez cross-database search page
Bl PubMed: biomedical literature citations and abstracts @ | Y Books: online books @
ij PubMed Central: frez, full text journal articles @ | ) omm: online Mendelian Inheritance in Man 7]
m Site Search: NCBI web and FTP sites @ | ¢ OMIA: online Mendelian Inheritance in Animals 7
Nucleotide: Core subset of nucleotide sequence records @ | \fjp/ dbGaP: genatype and phenotype ©
% EST: Expressed Sequence Tag records @ | (B uniGene: gene-oriented clusters of transcript sequences @
89 Gss: Genome Survey Sequence records @ | (g cDD: conserved protein domain database @
swei# Protein: sequence database 7] ‘é 3D Domains: domains from Entrez Structure @

Figura 2.4.a. Interfata NCBI — optiunea Nucleotide

Dacé dorim sa cautdm secventa de gene care codeaza receptorul pentru endotelina
(figura 2.4.b) introducem in casuta search urmatoarele: Endothelin receptor.
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@\’.‘/ [ httpz fuammy. ncbi.rim.nih. govsitesfentrez =[] fuve search

S - 4~ |utet Search » [3 Bockmerks= [ settings~ | £ ~ @My Yahoo! - | EJ Answers - (3 Gemes - 4ty

B [t | L searchweb - [viden || 0

% &F 2 endotheln receptor - Nucleotide Resuts | | [ -8 - & - orpage -

g

PubMed in re PMC
Search [Nucleotide =] for [endothelin receptor Go | Clear | Save Search

Found 368 micleotide sequences. Nucleotide [320] EST [47] GSS [1]

Display |Summary =] snow [20 =l[sonBy =][sendto =]

Al:320 | Bacteria: 0 | RefSeq: 79 | mRNA 165 [z]

This search in Gene shows 82 results, including )
Ednrom1 (Mus musculus): endotelin receptor type B modifier 1 ¥ lop O'ga”FTs [Iree]
Ednra (Rai rvegicus) endothelin receptor type A ::'T;'E;ip(‘sz;i”’ 7
Canis lupus familiaris (77)
Danio rerio (15)
Items 1 - 20 of 320 Page of 16 Next Oryctolagus cuniculus (14)
All other taxa (128)
More...

Ednrb (Mys musculus): endothelin receptor type B

Recent activity

aplens endothelin receptor type A (EDNRA). transcript variant 3. non-coding RMNA
r 3676 bp TNEarranstAsed-RMA

Turn Off

Q endathelin receptor (320)

Q insulin nucleotide sequen . (171)

B Homo sapiens endothelin raceptor type A

[ Homo sapiens endothelin receptor type A (EDNRA). transcript variant 2 mRNA (EDNRAY. transcript variant 3, non-coding F
B 3,841 bp linear mRNA Q insulin (16732)

NM_D

Q nrotain (420474071

Figura 2.4.b. Exemplu de cautare a unei secvente de nucleotide

Din multimea de raspunsuri vom selecta varianta receptorului pentru specia umana
(homo sapiens)!

Va fi afigat cromozomul pe care se afla secventa de nucleotide (cromozomul 40) —
figura 2.4.c, localizarea genei pe cromozom, secventa de nucleotide si secventa codanta.

3 htkpe fwwws.ncbinlm.rif, gov/nuccorefNR_028596, 1 rordinalpas=22itook=Entre2System? PEntrez, Sequence, Sequence_ResulsPanel, Sequence_RYDocsum = |42l | e =

L~ |web Search < [ Backmarks= [ settings - ‘ EAmail « B my vahoot ~ | ) answers ~ 6 Games - 24 anti-spy-
| @ [searcn ] sercheb ~ (visea |[@0 &0 o |

4 22 uckonce - Howo sapins endatheln recsstortype || -t

36
93555-85277
1-3572 [

sapiens”
bed RNA"

Datele despre secventa de nucleotide
romozomul, bratul cromozomului,
gena

type A

: ETRAM
nscription initiation site"

Figura 2.4.c. Informatie despre secventa de nucleotide gasita
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b. Pentru a cduta o secventa de nucleotide intram pe adresa:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (figura 2.4.d).

& : Basic Local Alignment Search Tool - John Sina

[ tetmiiblast.ncb. . rih, govBlest.ca

&
IR 4~ b Search - [GpBookmarks+ M settings = | (2 vall « @)y vahoo! = | Efansuers » G Games ~ 4 antspye

Ve @0 55| | 2 huceotide - Human papilom... | 2 BLAST: Basic Local Alan... X | [CLE bios Linear secuertcs view

Home | RecentResults || Saved Strategies | Help

» lCEI BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more..

‘ [T Aligning Multiple Protein Ssquences? Try the COBALT Multiple Alignment Toal. _Ga)

BLAST Assembled Genomes
Chooss a species genome to search, or list all genomic BLAST databases

o Human o Oryza sativa o Gallus gallus
o Mouse 9 Bos taurus 8 Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes

8 Arabidopsis thaliana 9 Drosophila melanogaster o Apis mellifera
Basic BLAST

Choose a BLAST program to run

nucleotide blast |)¥%%

Search protein database using a protein query
A blastp, psiblast, phi-blast

nucleotide blast '

Eotide datahase using a nucleotide query
blastn, megablast, discontiguous megablast

protein blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query
thlastn | Search translated nucleotide database using a protein query
thlastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

distat] | 5 W3 ¢ | @ muastiasc Local lgn... | () Ciporuments and settin. | (2] Lab 1 -mcrosoft Offce .. |
Figura 2.4.d. Optiunile ferestrei de cautare BLAST

in casuta de interogare (query) vom introduce urmitoarea secventa:
“l ctagaaaccg tatgctatat aattatgtac tataaagtaa taatgtatac agtgtaatgg
61 atcatgggcc atgtgctttt caaactaatt gtacataaaa caagcatcta ttgaaaatat

121 ctgacaaact catcttttat ttttgatgtg tgtgtotgtg totgtatgtg tttttttaac

181 agggatttgg gg”

AS - John Sina

= bt blast.nebi, ol nih oy Blast. AST T _DEFALLTS=oneLINK_LOC=basthame =] [+2][<| [0

B
&
A4~ |web Search - [T Baokmarks+ [ Settings - | £ mail = @My vahoo! + | ERlAnswers ~ 6 Gares = 4 arti-spy-

CLE bin: Linear ssquancs view

| == hucleotide BLAST: Searc.

Home | RecontResults | Saved Strategics | Help
FHCBI BLAST) blastn suite
[ blastn | plaste | plasts | tplastn | splasts |

Ererlen S BLASTH programa 38arch NUCISGTAE GAtABARES UAING 8 NUCIBOTIS QUSTY. mers.

Enter ion number, gi, or FASTA sequence & Clear Query subrange &

E—— =1 i
121 ctgacaaact t g € gt From

Or, upload file | Bowse. |

Job Title

Enter a descriptive titla for your BLAST search @@

I~ Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database @ Human genomic + transcript € Mause genomic + transcript € Others (nr otc )
[Flurmn gencmic pios transeript Haman G+T1 15 @

Codbes ™ Models (XMXP) I Environmental sample sequences

Optional

Entrez Query I

optional
Enter an Entrez query ta limit searcn &

Program Selection
Optimize for & Highly similar sequences (magablast)

© More dissimilar sequences (discontiguous megablast)

Figura 2.4.e. Interfata cu un exemplu de interogare BLASTn

Apoi vom da click pe butonul BLAST din josul paginii, ca in figura 2.4.f.
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REZULTAT: Am gasit secventa de nucleotide responsabild de

chistice!

a.
2.5.a).

/2 Nucleotide - Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, GRCh37 r.

m; ~ [el kil gav/rucore 22451 4852 epart—ghaith 15293204 0-55 340005
S -] Cy 7 |weh Sarch < [3 Bookmarks~ [ Sattings = | Exmail - @iy vanoot ~ | 3 answers - 8 Games ~ 4

v e ggl v| £ Nudleotide - Human cystic fb... I {2 Mucleatide - Homa sapien. . X |.CLC bin: Linear sequsnce visw | |

¥ Descriptions
Legend for links to other resources: IID UniGene E GEOQ E Gene E Structure. III Map Viewer

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns

Accession | Description | Max score | Total score
NT 007933.15 Home sapiens chromesome 7 genomic contid, GRCh37 reference pr 342 342
NW 39071.2  Home sapiens chromesome 7 aenomic contig, alternate assembly (1 342 342

¥ Alignments Get selected sequences Distance tree of results Hew

Bl scro sapiens chromoscme 7 genemic contig, GRI

Features in this part of subject segquence:
cystic fibrosis transmembrane conductance regulat

342 bits 5), Expect = 6e-02
es = 180/192 (9B8%), Gaps = 2/192 (1%)
lus/Plus

ARRCTRRTIGTACRTRRRRCARCGCATCTATICGRRRRTAT 53221477

GATGTGTGTGTGIGTGTGIGTGIGTGITTITITAAC 18

Sbjct 55221478 55221535

Figura 2.4.f. Rezultatul interogarii

2.5. Utilizarea Bazelor de date cu secvente proteice

aparitia fibrozei

Din pagina principald Entrez vom selecta “Protein: sequence database” (figura

=2 o [ e

S - 4 [wet soach - pmovmartse Mssttnos= | st « imy varwot = | D angwaes = B eames » diartssom

& - 7] b Searchiieb = [iWdec | o Mo 0 |

7. prreee— [ [65 & s

e Entrez, The Life Sciences Search Engine

FUbMzd All Databases Filman Gename GEnBank Tap ViEwer BS|

Search across databases | (50 [Giear]

Welcome to the Entrez cross-database search page

Bl pubred B sooks: o
) Pubted centrat @ | G on e o
I st search e | o oma oo w
Nucleotide: C “ b dbGar: o w
L

@ | B unicene o — "
w | @ con: R— w
@ | @ 30 Domains: domains from Entrez Siructure w

@ | Ep unsTs: markers and mapoing data
&) structures e & | Bg) ossets o o

@ = & | & ceoprunse

namy:

< SR -

Figura 2.5.a. Optiunea BD cu secvente proteice
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Dacéd ne propunem sa cautam proteina insulind introducem in césuta de search
insulin (figura 2.5.b).

@@ ~ [ = Heteifpwwn.nebirim.rih.govfsitesfentrez

|- L~ e Search [ Bookmarks~ isettings - | E3mail - @y vahoo! ~ | B answers ~ 6 Games - <6l antispy-
| @ Fearcn. | A seahwe ~ (ueeo |[ B0 o

9 @ insulin- Protein Resuts | |

=l #a|f | [uve searcn

NCBI

Ve3
S Protein E

All Databases _PubMed ucleotide Protein Struciure OMIM PMC  Journals _Books
T ¥

sea [P ] —— R

Limits | Previewindex | History | Clipboard | Detais b

Display |Summary ] show [20 =] [sort By “Hfsendto 7|

["All: 18914 | Bacteria: 220 | RefSeq 3277 | Related Strucures: 7656 \W

This search in Gene shows 4779 results. including
insulin-like growth factor 1 receptar
interleukin 2 receptor, 2lpha

IDDM2 (Hormo sapiens}: Insulin-dependent diabetes mellitus 2

¥ Top Organisms [Tree]
Homo sapiens (2447)
Mus musculus (1523)

Rattus norvegicus (952)
synthetic construct (508)
Items 1 - 20 of 16914 Page | [1 of 946 Next Sus scrofa (307)
All other taxa (#352)
More...
[ insuin

Recent activity

- insulin

2 110aa protein Q insulin (18914)
AAA37041.1 GI:387059

&l

Q endothelin receptor (320)

Q insulin nucleotide sequen_. {174)

[ insulin-cod (Gadus sp)
B Homo sapiens endothelin receptor typ

o1 aa protein. (EDNRA). transcript variant 3. non-cod

Q insulin 16732)

Figura 2.5.b. Exemplu de cautare a insulinei

Vom alege insulina corespunzatoare speciei umane (homo sapiens) si vom gasi
infomatia potrivit creia insulina umana este o proteind formatd din 110 aminoacizi a
caror reprezentare o puteti vedea in figura 2.5.c.

7= Protein - insulin [Homo sapiens] - John Sina

B ~ [ vk mi coviprorarianaso .

PEnt ¥ _RUDacSum
| Y - 4, - |web search - [ Bookmarksy [ Settings» | E21Mall v @My Yahoo! » | EDAnswers ~ (G Games = 4| Anti-Spyv
earch.. =] L searchweb « Cvides [[ B0 &0

0

H
T
m
]
binding surface"
cDs
. J00265.1:3397..3542) "

1lwgpd pasafvn cgshlvealy lvegergffy tpkorreaed

slapl alegslgkrg iveqostsic siyglenycn
4

Figura 2.5.c. Secventa de aminoacizi ai proteinei insulina umana

In josul paginii va fi afisatd secventa de aminoacizi din care e formata insulina,

incepand de la origine. Dupa cum stiti de la curs, fiecare aminoacid e codat cu o singurd
litera.
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b. Introduceti secventa de aminoacizi malwmrllpl (figura 2.5.d).

earch protein databases using a protein query - John Sina

+ | = http:iblast.ncbi.nim. nih. gov/Blast. cai?PROGR AM=blastpEELAST_PROGRAMS=blastp&PAGE_T*PE=BlastSear cha:SHOW_DEFAULTS=onaLINK_LOC=blastharr

@~ |wweb Search|«- [F Boskmarks- 7 Settings~ | Email ~ @y vahoo! ~ | Edanswers ~ 6l Games ~ S antispy-

X | ' Windows Live Hokmail

7= Prokein BLAST: search pr...

Recent Results = Saved Strategies | Help

» NCBI BLAST/ blastp suite

biastn | blas biastx | tblastn | tblastx |

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...

Enter Query Seguence
Enter accession number, gi, or FASTA @ Clear Query subrange &

EREp——gr =]
From

\ o o[ |
or,upload file | [T giouss Enter Query Sequence

Job Title I

Enter a descriptive title for your BLAST s¢

Enter accession number, gi, or FASTA sequence
I.'f_ lemrlled)

I Align two or more sequences &

Choose Search Set
Database [Non-redundant protein sequences inf) =] &

Organism [ I Exclude *

Optional
Enter organism commen name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &

Exclude ™ Models (XM%P) [~ Environmental sample sequences
Optional

Entrez Query [
Optional

Enter an Entrez query to limit search &)

Program Selection

Algorithm @ blastp (protein-pratein BLAST)
al

Aistart| | €5 &8 €3 | &) vohoo! Messenger | @ Protein - insulin [Hom... | 5 € ABaruments and 5... | ] Lab 1 - Microsoft Gffi... |[ & Pratein BLAST: sea

Figura 2.5.d. Interogarea BD dupa o secventa de aminoacizi

Apoi alegeti optiunea cu butonul BLAST din josul paginii. Ca rezultat veti avea un
grafic care va afisa gradul de potrivire al secventei de amioacizi introdusa (figura 2.5.¢).
Sub grafic obtineti si rezultate text in ordinea potrivirii lor cu secventa introdusa initial.

& ) - [= remsifbisst nebi.rim i govBlast <ol

| Sr - 4~ |web search < [F Bookmarks~ [ settings ~ | E21Mail + @My Yahoo! + | E answers + G Games + ] anti-spy-
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Figura 2.5.e. Rezultatul cautarii gradului de potrivire al secventei de aminoacizi
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2.6. Exercitii propuse

Gasiti toate secventele nucleotide de la soarece si om addugate in BD Entrez in anul

1997. Cate structuri corespund rezultatului?

Vizualizati structura primara a hemoglobinei.

Copiati o secventda de aminoacid si dati o cautare in BLAST (pentru a gasi

asemdnarea cu proteinele cunoscute).

Cautati in BLAST urmatoarea secventa de aminoacizi:

“1 mkwvtfisll flfssaysrg vfrrdahkse vahrfkdlge enfkalvlia faqylqqcpf

61 edhvklvnev tefaktcvad esaencdksl htlfgdklct vatlretyge madccakqep
121 ernecflghk ddnpnlprlv rpevdvimcta thdneetflk kylyeiarrh pyfyapellf
181 fakrykaaft eccqaadkaa cllpkldelr degkassakq rlkcaslqgkf gerafkawav
241 arlsqrfpka efaevsklvt dltkvhtecc hgdllecadd radlakyice nqdsissklk
301 eccekpllek shciaevend empadlpsla adfveskdve knyaeakdvf lgmflyeyar
361 rhpdysvvll Irlaktyett lekccaaadp hecyakvfde fkplveepqn likgncelfe
421 qlgeykfqgna llvrytkkvp qvstptlvev srnlgkvgsk cckhpeakrm pcaedylsvv
481 Inglevlhek tpvsdrvtke cteslvnrrp cfsalevdet yvpkefnaet ftthadictl

541 sekerqikkq talvelvkhk pkatkeqlka vimmddfaafve kcckaddket cfacegkklv
601 aasqaalgl”

Cautati in BLAST urmatoarea secventa de nucleotide:

“l gacacggctg tatatcactg tgectctctt gacagegegt ttcgggggcea ctggggecat

61 ggaaccctgg tcagegtete ctcageatee ccgaccagee ccaaggtett ccegetgage

121 ctctgecagea cccagecaga tgggaacgtg gtecatcgect gectggtcea gggcettette

181 ccccaggage cactcagtgt gacctggage gaaageggac agggegtgac cgecagaaac

241 ttcccaccea gecaggatge cteceggggac ctgtacacca cgageageca getgaccectg

301 ccggecacac agtgectage cggcaagtcc  gtgacatgec  acgtgaagea  ctacacgaat”

Cautati secventa de nucleotide pentru gena RHD, RHCE (cromozomul 1).

Cautati secventa de aminoacizi a imunoglobulinelor g (regiunea variabild).

Cautati secventa de nucleotide care codifica sinteza fibrinogenului (factorul XIII al

coagularii). Care este gena? (raspuns: F13A1).
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Cautati urmatoarea secventa de aminoacizi:

1 mssvavltqe sfachrsglv pqqikvatln seeesdppty kdafpplpek aaclesaqep
61 agawgnkirp ikasvitqvf hvpleerkyk dmnqfgegeq akicleimqr tgahlelsla
121 kdqglsimvs gkldavmkar kdivarlqtq asatvaipke hhrfvigkng eklqdlelkt

Cautati secventa de aminoacizi a mioglobinei.



3. Structura secundara, tertiara si
cuaternara a proteinelor. Programele
PDB, Cn3D si Rasmol

3.1. Obiectivele lucrarii de laborator

- recunoasterea structurii secundare, tertiare i cuaternare a proteinelor
- exploatarea structurilor proteice cu PDB

- vizualizarea structurilor cu programul Cn3D

- vizualizarea structurilor cu programul Rasmol.

3.2. Notiuni introductive

Proteinele sunt substante organice macromoleculare formate din lanturi simple sau
complexe de aminoacizi; ele sunt prezente in celulele tuturor organismelor vii in
proportie de peste 50% din greutatea uscatd. Toate proteinele sunt polimeri ai
aminoacizilor in care secventa acestora este codificatd de catre o gend. Fiecare proteina
are secventa ei unica de aminoacizi, determinatd de secventa nucleotidica a genei.

3.2.1. Proprietati fizico-chimice
a) Masa moleculara

Datorita formarii aproape In exclusivitate din aminoacizi, putem considera
proteinele ca fiind de fapt niste polipeptide, cu masd moleculara foarte mare intre
10.000 si 60.000.000. Masa moleculara se determind prin diferite metode, mai ales in
cazul proteinelor cu masa moleculara foarte mare ca de exemplu proteina C reactiva. In
urmatorul tabel sunt enumerate diferite proteine impreund cu masa moleculard
corespunzatoare:

Tabel 3.2.1.a. Exemple de proteine, sursa si masa moleculara

Denumirea proteinei Sursa proteinei/Izolata din Masa moleculara
Lactalbumina lapte 17000
Gliadina grau 27.500
Insulina pancreas 12.000
Hordeina orz 27.500
Hemoglobina globule rosii 68.000
Hemocianina Moluste (sange), artropode (sange) 2.800.00
Miozina muschi 850.000
Pepsina stomac 36.000
Peroxidaza rinichi 44.000
Virusul mozaicului tutunului (capsida) tutun 17.000.000
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Deoarece la multe proteine masa moleculara apare ca un multiplu de 17,500, multa
vreme s-a mers pe ipoteza ca particulele proteice sunt formate prin unirea mai multor
molecule de baza ce au masa moleculara in jurul valorii de 17,500. Aceste molecule de
baza s-ar putea uni intre ele prin asa numitele valente reziduale, ducand la formarea de
agregate moleculare. Atunci cand are loc ruperea acestor valente reziduale ar avea loc
doar modificarea proprietatilor fizice ale proteinelor, in timp ce dacad are loc ruperea
legaturilor principale (legaturile peptidice), proteina isi modificad proprietatile fizico-
chimice.

b) Solubilitatea proteinelor

Proteinele sunt substante solide, macromoleculare, solubile in general in apa si
insolubile in solventi organici nepolari. Unele proteine sunt solubile in apa dar
insolubile in alcool, altele sunt solubile in solutii apoase de electroliti, acizi organici.
Datorita gradului diferit de solubilitate in diferiti solventi, proteinele se pot izola,
identifica si separa. Solubilitatea lor depinde foarte mult de legaturile care se stabilesc
intre grupdrile libere de la suprafata macromoleculelor si moleculele solventului. La
suprafata macromoleculelor proteice se gasesc grupari libere de tip polar:-COOH, -NH,,
-OH, -SH, -NH, grupari cu caracter hidrofil care favorizeaza dizolvarea proteinelor in
apa. De asemenea exista grupari de tip apolar, hidrofobe, de regula radicali de
hidrocarburi: -CHj3, -C¢Hs, -C,Hs, care favorizeaza dizolvarea proteinelor in alcool. insa
in marea lor majoritate predomind grupdrile polare, determinante pentru caracterul
hidrofil. In contact cu apa proteinele greu solubile manifesta fenomenul de gonflare,
datorita tendintei de hidratare datoratd gruparilor polare. Gelatina de exemplu se imbiba
foarte puternic cu apa dand nastere prin racire la geluri. La dizolvarea proteinelor in apa
are loc fenomenul de formare a coloizilor hidrofili. S-a constatat ca in solutii diluate se
gdsesc macromolecule proteice izolate, iar in cazul solutiilor concentrate se formeaza
agregate de macromolecule proteice. Solutiile coloidale ale proteinelor coaguleaza prin
incalzire si prezintd efectul Tyndall (dispersia fasciculului de lumind).

¢) Structura secundard

Imaginea alfa helixurilor mioglobinei, a carei structurd a fost determinata de
catre Max Perutz si Sir John Cowdery Kendrew in 1958 folosind cristalografia cu raze
X, este prezentata 1n figura 3.2.1.a.

Figura 3.2.1.a. Structura secundara a mioglobinei

Structura secundara se referd la forma si la lungimea lanturilor polipeptidice,
proprietati induse de legaturile de hidrogen. Cele mai intdlnite tipuri de structura
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secundara sunt alpha helixul si lanturile beta (figura 3.2.1.b). Elicea alpha se formeaza
prin rotatia unui lant polipeptidic in jurul propriei axe.

2

@

8
™
o
Figura 3.2.1.b. Structura secundara sub forma de lanturi beta

Alte helix-uri cum ar fi helixul 310 si helixul @ sunt din punct de vedere energetic
favorabile formarii legaturilor de hidrogen, dar sunt rareori observate in proteinele
naturale exceptand partile terminale ale helixului a in timpul formarii scheletului proteic
(de obicei centrul helixului). Aminoacizii au un comportament diferit vis-a-vis de
posibilitatea formarii structurii secundare. Prolina si glicina sunt cunoscuti ca asa
numitii ,helix breakers” (spargatori de helix), deoarece afecteazd configuratia
scheletului proteic; ambii aminoacizi au abilitati conformationale neobisnuite si de
reguld se gasesc In colturile scheletului proteic. Aminoacizii care prefera sa adopte
conformatia helixului proteic fac parte din asa numita serie MALEK (codurile formate
din 1 litera a aminoacizilor: metionina, alanina, leucind, acid glutamic si lizina); prin
contrast aminoacizii aromatici (triptofanul, tirosina si fenilalanina) dar si aminoacizii cu
legare prin carbonul beta (izoleucina, valina si treonina) adopta configuratia f.

Structura secundara cunoaste citeva ipoteze privind formarea ei:

e Teoria polipeptidica formulata de catre E. Hoffmeister in 1902 si dezvoltata ulterior
de catre E. Fischer, are la baza conceptul conform caruia moleculele proteice sunt
formate din lanturi polipeptidice foarte lungi. Teoria are cateva dezavantaje:

— nu explica diferentierea biologicd a anumitor proteine
— unele proteine sunt rezistente la actiunea enzimelor proteolitice (desi
datorita lungimii lantului nu ar trebui).

e Teoria plierii i rasucirii lantului polipeptidice a fost elaboratda de catre Corey si
Pauling in 1943 si a fost confirmatd prin spectrele de difractie cu raze X,
microscopului electronic, prin masurarea unghiurilor de valentd, a distantelor
interatomice, au confirmat faptul ca lantul polipeptidic se gaseste sub forma pliata.

» Plierea catenei are loc prin formarea legaturilor de hidrogen intre gruparea
carboxilicd a unui aminoacid §i gruparea aminica a aminoacidului vecin.
Lantul polipetidic pliat se prezintd ca o panglica indoita alternativ la dreapta
si la stanga, plierea avand loc in dreptul carbonilor metinici. Mai multe
lanturi pliate polipeptidice dau nastere unei retele, Intre aceste lanturi pliate
putandu-se de asemenea forma legaturi de hidrogen, acestea fiind in numar
mai mare cand grupdrile terminale a doua lanturi sunt aranjate diferit (-NH,
si COOH, sau HOOC-si -NH,). Catenele polipeptidice pliate predomind in
proteinele fibrilare si mai putin in cele globulare. Dupd valoarea perioadei
de identitate se cunosc mai multe tipuri de proteine cu structura pliatd. Prin

169



Bioinformatica

170

perioada de identitate se intelege distanta cea mai micd la care se repeta
aminoacizii identici din molecula.

Structura o elicoidald, ipotezd lansatd de Corey si Pauling e o ipoteza
conform céreia lantul polipeptidic se poate prezenta si infasura sub forma de
spirala. In acest model, fiecare spird contine de obicei 27 aminoacizi, iar
distanta intre spire este de 5,44 A". Fiecare aminoacid mireste spira cu 1,47
A", In fata fiecarei grupari -CO- va apare la o distantd de 2,8A° o grupare
NH de la al treilea aminoacid. Intre aceste grupiri se stabilesc puntile de
hidrogen care asiguri stabilitatea o helix-ului. In acest model lantul
polipeptidic se prezinta sub forma unui surub cu pasul fie spre dreapta, fie
spre stinga. in cazul proteinelor naturale, acestea datoritd continutului in L-
aminoacizi, pasul helixului va fi spre dreapta, catenele laterale ies in afara
corpului propriu-zis putand reactiona fie cu moleculele solventului fie cu
alte catene polipeptidice. Canalul format in interiorul helixului este foarte
ingust, in el nu poate patrunde molecula solventului. Legaturile peptidice
sunt plane, iar 2 planuri consecutive -CO-NH- formeazi un unghi de 180°,
rotirea lantului facandu-se la carbonul a(metinic).

d) Structura tertiarda

Prin intermediul cristalografiei cu raze X s-a dovedit faptul cd macromoleculele
proteice au o conformatie tridimensionala, realizatd de obicei prin intermediul cuplarii
mai multor lanturi polipeptidice scurte intre ele, cuplare care duce la formarea fibrelor
proteice; legaturile intercatenare pot fi principale sau secundare:

Legaturi de hidrogen, sunt legaturi coordinativ heteropolare care se stabilesc
cu usurintd intre gruparea carbonil C=0O (electronegativa) si gruparea NH-
(electropozitiva), din 2 lanturi polipeptidice alaturate, sau in cazul formelor
lactam-lactima Intre gruparea -OH si azotul iminic =NH (figura 3.2.1.c).
Ei- H
C=0
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Figura 3.2.1.c. Exemplu de structura tertiara

Legatura covalentd

Legaturile de hidrogen au lungimea cuprinsd intre 2,7-3,1A si energia de 3-
7Kcal/mol la peptide, iar la apa 2-3Kcal/mol. Legaturile de hidrogen se pot stabili si
intre catenele laterale care au grupari carboxil, hidroxil, amino sau tiolice. Din punct de
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vedere energetic legitura de hidrogen nu este puternica dar datoritd raspandirii relativ
uniforme de-a lungul scheletului proteic ofera proteinei stabilitatea necesara.

—  Legaturi disulfidice

Figura 3.2.1.d. Exemplu de legatura disulfidica

Legatura disulfidica (figura 3.2.1.d) este foarte puternica, 50-100kcal/mol si are un
rol foarte important in stabilizarea arhitecturii spatiale a moleculei proteice. Legatura
este rezistentd la hidroliza, insa se poate desface iar prin reducere formeaza tioli(SH),
iar prin oxidare formeazi acizi. in general legatura sulfidicd se intalneste la proteinele
transformate care au o rezistentd mecanicd mare. In afara de aceste legaturi se mai pot
stabili alte tipuri de legaturi: legaturi ionice (stabilite de obicei intre gruparile aminice si
cele carboxilice ionizate), legaturi de tip van der Waals (legdturi electrostatice slabe
care se stabilesc Intre radicalii hidrofobi), legaturi fosfodiesterice (intre doud resturi de
serind si acid fosforic) si legaturi eterice (stabilite la nivelul aminoacizilor cu grupari
hidroxilice).

e) Structura cuaternard

Structura cuaternara se refera la modul cum se unesc subunititile proteice.
Enzimele care catalizeaza asamblarea acestor subunititi poartda denumirea de

holoenzime, in care o parte poartd denumirea de subunitati reglatoare si subunitati
catalitice.

Figura 3.2.1.e. Vizualizarea 3D a hemoglobinei
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Vederea 3 D a hemoglobinei (figura 3.2.1.e) prezintd 4 subunitati rosu si galben, iar
unitatea hemica e verde. Numele de hemoglobind este format din hem si globina,
denumire ce denota faptul ca hemoglobina are la baza proteine globulare cuplate cu o
grupare hem. Proteinele care au structura cuaternarda sunt hemoglobina, ADN
polimeraza si canalele ionice, dar si nucleozomi si nanotubuli, care sunt complexe
multiproteice. Fragmentele proteice pot suferi transformari in structura cuaternara,
transformari care se reflectd fie in structurile individuale fie in reorientarile fiecarei
subunitati proteice. Numerele subunitatilor din oligomerice sunt denumite prin
adaugarea sufix-ului -mer (grecescul pentru subunitate), precedat de numele subunitatii,
astfel:

Tabel 3.2.1.b. Numerotarea subunititilor oligomerice

e | =monomer |® 7 =heptamer e 13 =tridecamer ® 19 =nonadecamer
e 2 = dimer e 8§ =octamer e 14 =tetradecamer e 20 = eicosamer

® 3 = trimer e 9 =nonamer e 15 =pentadecamer* e 2]-mer

® 4 =tetramer |® 10 =decamer e 16 =hexadecamer e 22-mer

e 5=pentamer |® 11 =undecamer e 17 =heptadecamer* e 23-mer

e 6 =hexamer |® 12 =dodecamer e 18 =octadecamer e etc.

3.3. Determinarea structurii proteinelor prin tehnici
experimentale si metode de modelare comparativa

Modelarea moleculara este ansamblu de activititi intreprinse pentru calcularea unor
proprietdti moleculare, statice si/sau dinamice, din care se pot estima proprietiti
microscopice. Modelarea moleculara cautd sa simuleze interactiuni intra- si inter-
moleculare pentru a intelege procesele fizico-chimice cu importantd in biologie si
medicind, pentru a testa ipoteze §i pentru a prezice evenimente noi.

Un rol central in modelare 1l joacd interactia cu calculatorul, fie prin mijloace
grafice fie prin tastatura-folosind un grup de comenzi care permit monitorizarea i
influentarea stimularilor.

Modelarea macromoleculelor biologice a fost initiatd in anii 1940, cu mult inaintea
aparitiei uneltelor computationale avansate. Modelarea structurilor macromoleculelor
biologice ne permit studierea in profunzime a caracteristicilor functionale moleculare.

Primele macromolecule modelate au fost dublu-helixul de ADN si mioglobina.
Absenta uneltelor computationale avansate a ingreunat mult aceste eforturi de modelare.

Linus Pauling a fost parintele modelarii moleculare, structura alpha-helixului
modelatd de el permitind identificarea unor ,,modele” (pattern) structurale numite
structuri secundare (alpha-helix, beta, strand) care existd la nivelul molecular al
proteinelor in toate organismele.

Sir Francisc Crick si James Watson au primit Premiul Nobel pentru descoperirea
structurii dublu catenare a moleculei de ADN, rezolvand astfel multe ambiguitati legate
de ereditate.

in zilele de astizi, cristalografia, rezonanta magnetici nucleari (NMR) si
microscopia crio-electronica ce permite defractie electronicad sunt tehnicile folosite
pentru obtinerea structurilor de inalta rezolutie ale macromoleculelor biologice.
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In cristalografie proteina cristalizati este bombardati cu electroni, modelul de
difractie al electronilor fiind folosit pentru determinarea structurii atomice a moleculei.

Modelul de difractie este folosit pentru calcularea coordonatelor atomice bazat pe
misurarea densititii electronice asociati cu fiecare dintre atomii detectati. Intrucat
aceastd metodd nu este limitatd de marimea moleculelor, poate fi folositd in principiu
pentru determinarea structurii oricarei macromolecule si in cristalografia cu
dezavantaje: dificultatea de a obtine cristale regulate a milioane de unitati identice,
multe din proteinele noastre esentiale (de exemplu proteinele membranare) sunt
incapabile sa cristalizeze cand sunt indepartate din mediul lor; calcule extensive
asociate cu analiza datelor. O altd limitare a metodei este lipsa informatiei legata de
dinamica si flexibilitatea macromoleculelor hologice in mediul lor, cristalografia
oferind doar o imagine rapidd a unei molecule deformate expunerii de lungd duratd
necesara colectarii modelelor de defractie.

O altd metodd folositd pentru determinarea structurii macromoleculare, este
rezonanta magnetica nucleard. Chiar dacd metoda pare sa fie avantajoasd si rezonabild,
datorata folosirii semnaturilor protonice care, se suprapun in cazul moleculelor mai
mari, impun folosirea NMR-ului in cazul macromoleculelor mai mici de 30 KD, de
aceea sunt necesare tehnici alternative (custalograph, difractia electronicd) pentru
determinare structurii moleculelor mai mari.

Calcule extensive din analizele cristalografice si RMN sunt efectuate cu acuratete
de programe automate si semi automate ce reduc mai mult timpul necesar obtinerii
structurilor macromoleculare.

Cu ajutorul computerelor performante din ziua de azi, analiza unei molecule
proteice tipica poate fi realizatd in cateva zile in timp ce In absenta acestor tehnologii ar
fi necesari mult mai multi ani pentru cercetarea respectivd. Cunoasterea aspectelor
structurale ale proteinei de interes va genera o imensa cantitate de informatie despre
functia sa potentiala si despre relatiile cu alte macromolecule esentiale.

Predictia structurii de nalta rezolutie a proteinelor si al mecanismelor corecte de
pliere al lor constituie insd o problemd majord in biologie, deoarece proteinele sunt
compuse din 20 de aminoacizi diferiti care introduc variabilitatea esentiald a secventelor
observate la aceste molecule.

Fiecare din acesti aminoacizi adopta variate conformatii in raport cu celelalte
reziduuri din proteina. Teoretic, numarul posibilittilor structurale la care proteina se
poate conforma in functie de secventa sa de aminoacizi este fenomenal insa in realitate
doar una sa cateva structuri active sunt formate in solutie.

Numeroase tehnici si metodologii au fost utilizate pentru descoperirea acestor
structuri active ale proteinelor din numarul imens de posibilitati conformationale, cele
mai folosite fiind cele care folosesc relatia proteine cu omologi cunoscuti si cele de
minimizare energetica axate pe termodinamica.

Asa cum am amintit anterior, rata de obtinere a structurilor macromoleculelor prin
cristalografie sau rezonantd magnetica nucleara este mult mai mica decat numarul foarte
mare de secvente noi ADN si proteice introdus zilnic, fiind astfel necesara o abordare
automatizata a designului structural. Grupurile de informaticieni §i cercetatori isi
directioneaza eforturile spre identificarea macromoleculelor biologice-cheie (de ex.
proteina) responsabile de procesele patologice si propunerea inhibitorilor potentiali ai
acestor molecule. Cel mai mare obstacol intampinat este lipsa datelor structurale ele
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moleculei de interes. In majoritatea cazurilor macromoleculele studiate sunt proteine
structurale sau reglatorii. In cazul moleculelor pentru care nu existd date structurale
obisnuite cristalografic sau prin NMR, pot fi folosite date ale proteinelor omologe care
au o structura cunoscutd. Modelarea comparativa este bazatd pe similaritatile structurale
dintre proteina necunoscutd si omologa sau cu structura tridimensionald cunoscutd si
unul din programele performante care realizeaza aceastd modelare este programul
,,Homology” din pachetul software Insight II al companiei MSI.

in continuare vor fi prezentate detalii legate de modelarea comparativd cu
avantajele si limbajele acesteia.

Multe dintre proteinele esentiale prezente In organismul uman se gasesc si in alte
organisme vii. Aceste proteine au un rol cheie in mentinerea vietii. De exemplu
proteinele implicate in catalizarea unor procese esentiale, cum ar fi replicarea ADN-
ului, trebuie sa-si conserve functionalitate de-a lungul evolutiei si sunt comune tuturor
organismelor In timp ce alte proteine mai putin esentiale sunt mai caracteristice pentru
anumite organisme.

Proteinele omologe sunt de obicei proteine care au o compozitie similard de
aminoacizi §i o origine evolutionard comund. Schimbari in secventa aminoacizilor din
proteind poate conduce la schimbarea structurii sale tridimensionale. Aceasta relatie
intre secventa aminoacizilor din proteind si structura tridimensionald a proteinei ne
permite compararea proteinelor care nu au date structurale oferite de cristalografie sau
NMR cu secventele omologe avand structuri tridimensionale cunoscute.

In modelarea proteica bazatd pe omologie, structurile determinate experimental
reprezintda modelele ,template” pentru secventele omologe ,tintd” care nu au
coordonate structurale.

Protocolul standard al modelarii comparative cuprinde 5 etape (figura 3.3.a):

izolarea secventei ADN

2. gasirea omologilor cu structura cunoscuta pentru proteina
putand fi realizata cu programul BLAST;

3. alinierea secventelor ,tintd” cu aceste secvente ,,model” pentru identificarea
structurii model cea mai apropiata;

4. construirea modelului tridimensional al secventei ,tintd” pornind de la modelele
cele mai corespunzitoare gasite 1n etapa a 2-a;

5. evaluarea calitativa a modelului secventei tintd, folosind criterii diverse (de ex.
energetice, stereochimice).

—
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tinta”, aceasta cautare
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In mod ideal compozitia In aminoacizi a unei proteine necunoscute §i cea cunoscuta
a omologilor sai structurali sunt oarecum similare si in baza de date proteica (PDB) sunt
prezente mai multe structuri omologe provenind din specii diferite.

Programul de cautare BLAST foloseste ca si date de intrare pentru cautare
secventei de aminoacizi a proteinei tinta, pentru cautarea secventelor aminoacizilor
omologe in baza de date specializata (de ex.: PDB, SWISS-Prot). La sfarsitul cautarii
sunt afisate structurile omologe cele mai apropiate de structura tinta cu atat mai inrudite
cu cat scorul BLAST este mai mare.

Coordonatele structurale ale proteinelor celor mai similare cu proteina tintd sunt
salvate si folosite ca date de intrare pentru programul de modelare comparativa (de ex.
software-ul ,,Homology” din Insight II).
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Metode de gasire a moleculelor tinta in terapia antitumorala
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Sursé bibliograficd Howard K., Scientific
American, lulie 2000

Figura 3.3.a. Protocolul standard al modelarii comparative

Coordonatele atomice ale structurilor ,,matrita” (template) sunt aliniate structural
pentru a reprezenta regiunile structurale conservate (RSCg) ale proteinei ,tinta”.
Folosirea SCRg — urilor ofera posibilitatea construirii caracteristicilor structurale
conservate evolutionist pentru proteina tinta.

Multe regiuni de bucla ale proteinelor omologe au o mare similaritate a secventelor
de aminoacizi dar au caracteristici structurale tridimensionale variabile. Cu alte cuvinte,
relatia Intre regiunile structurale conservate si secventele de aminoacizi aliniate nu este
asa de evidentd cum ar fi de asteptat. De aceea in procesul modelarii comparative este
foarte importanta stabilirea acestor RSCg, majoritatea acestei regiuni conservate fiind
reprezentate de structurile secundare (o - helix, structurd B, etc.). Structurile regiunilor
din afara SCR-urilor sunt de obicei buclele structurale (loops) si capetele terminale ale
moleculelor.

Dupa stabilirea coordonatelor aminoacizilor din secventele suprapuse la nivelul
SCR-urilor trebuie gasite cele mai corespunzatoare coordonate pentru regiunile de bucla
ale proteinei tinta, precum si ale capetelor terminale. Aceste deziderate pot fi realizate
cu ajutorul programului ,,Homology” din pachetul de programe comerciale ,,Insight II”
al companiei MSI.

Uneltele software de predictie a structurilor proteice sunt in general clasificate in
doud domenii: domeniul public accesibil si cel comercial, privat.
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| Proteina X (structuri necunoscuti) |

BLAST,
| h J
Nici o structuri Douni sau mai multe 1 omolog FDE
PDE omologi structuri omologe in PDB
¥ ¥ ¥
Structura poate fi Regiunile structurale conservate Structura poate fi
determinati folosind (5CR.)ale omologilor PDE sunt modelati folosind
relatiile intre motivele determinate prin alinfament metoda Threading si
structurale structmral omologie secvemtiald

}

Alinierea secven tei proteinei X
siale omologilor PDVB

|

Copierea coordon atelor atomice
dle la cea mai similard secventi SCR
la proteina X

Figura 3.3.b. Modelarea structurilor proteice bazata pe omologie

Unul din programele comerciale foarte des folosit este mediul Insight II al
companiei biotehnologiei i bioinformaticii MSI (Molecular Simulation Inc.) care a
revolutionat studiile de design medicamentos prin addugarea elementelor de predictie a
structurii proteice la abordarea empirica invechita.

La ora actuald programele Insight II ruleaza numai pe computere Silicon Graphics
si IBM RISC system/6000 workstation. Majoritatea modulelor software ale companiei
MSI necesitd programul grafic Insight II 3-D graphics, un mediu prietenos si usor de
folosit de catre utilizatori.

3.4. Grafica moleculara

Reprezentarea computerizatd a modelelor biologice a fost realizatd pentru prima
oard de catre Cyrus Levinthal si colegii sdi care au creat un sistem ce a afigsat pe un
osciloscop reprezentari ale structurilor macromoleculare.

Primul sistem pentru afisajul interactiv al structurilor moleculare a fost creat la MIT
in 1966 (Eric Francoeur, ,Early Interactive Molecules Graphics at MIT, 1998,

http://www.umas.edu/molvis/francoeur/levinthal/lev-index.html).

Folosind unul din primele calculatoare, Project MAC, C. Levinthal si colegii sai au
conceput un program ,,model Building” care sa lucreze cu structurile proteice.

Programul a permis studiul interactiunilor de scurtd duratd intre atomi precum si
,,manipularea” structurilor moleculare. Terminalul de afisare a structurii moleculare a
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fost un osciloscop monocromic aratdnd structura in formd atomicd cu reprezentare
=9

grafica de ,sarma”. Efectul tridimensional a fost obtinut prin rotatia constantd a
structurii pe ecran.

La Inceputul anilor 1970, pentru prima data, structura unei proteine a fost obtinuta
cristalografic si vizualizata in intregime cu ajutorul calculatoarelor de citre Jane si
David Richardson si colegii. La sfarsitul anilor 1970, Thomas Porter a dezvoltat
algoritmi pentru reprezentarile spatiale care au revolutionat vizualizarea
macromoleculelor dar au avut acces limitat, numai pentru specialigti.

in anii 1980 David si Jane Richardson au realizat reprezentiri grafice ale
structurilor moleculare folosind programul CHAOS iar in 1992 au descris ,,Kinemage”
(imaginea cinetica) si programele create de ei, MAGE si PREKIN.
e  MAGE este accesibil la adresa http://kinemage.biochem.duke.edu,
,»The Richardsons 3D Protein Structure Laboratory and Kinemage Home Page”.
Cuprinde urmatoarele:
e  MAGE- pentru afisajul Kinemage-lor
e PREKIN prepara imaginile cinetice (Kinemage’s) moleculare necesare ca
input pentru programul MAGE, pornind de la coordonatele in format PDB
e REDUCE - pentru addugarea si optimizarea hidrogenilor
e PROBE - calculul contactelor interatomice.

MAGE poate arata diferite conformatii ale unei molecule.

Aceasta ,,capacitate de animatie moleculara” a programului MAGE nu este valabila
si pentru programul Rasmol.

In ultimii ani au fost create programe de vizualizare grafice relativ necostisitoare,
accesibile populatiei interesata de cercetarea moleculara cum ar fi RASMOL, Kinemage
si Chemscape Chime Viewer accesibil la adresa
http://www.mdli.com./chemscape/chime.

Grafica moleculara este pasul spre dimensiunea a treia: analiza 3D, manipularea in
3D, precum si compararea diferitelor conformatii.

Animatia joacd un rol esential in vizualizarea simularilor de dinamica moleculara.

Echipamentul hardware, parte componenta a tehnologiei de grafica moleculard, este
completat de software-ul adecvat, necesar unor tehnici curente de vizualizare: zooming
(alterarea scalei de vizualizare), clipping (simularea miscarii in planul Z al monitorului,
care permite vizualizarea in adancime), precum si algoritmi de rotatie-translatie,
acuratetea geometrica de reprezentare a atomilor si lungimilor de legatura, manipularea
precisa a obiectelor in procesul de superpozitie atomica, vizualizarea spatiului torsional
(diagrama Ramachandran).

Alte suprafete si volume vizualizate curent sunt orbitalele moleculare, potentialul
electrofilic sau lipofilic proiectate pe suprafata van der Waals sau pe suprafata
accesibila solventului (de tip “Connolly”). Suprafata poate fi la randul ei opaca,
translucenta sau reprezentatd sub forma de puncte. Suprafetele Connolly sunt adesea
vizualizate In combinatie cu potentialul electrostatic.

Pentru proteine existd conventii de vizualizare a structurii secundare folosind

=9

obiecte grafice de tip ,,panglica” sau ,cilindru”.
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Programele de modelare moleculara sunt capabile sd execute asemenea operatii fie
pe baza structurii predefinite (in format PDB), fie pe baza unor reguli care se refera la
unghiurile de torsiune phi-psi, putdnd fi astfel vizualizatd cu claritate structura
secundara, tertiard sau cuaternara a unei proteine.

3.5. Exemplu de explorare a structurilor proteice cu
PDB (Protein Data Bank)

. Accesati adresa de internet http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
. cautati “Protein Kinase C Interacting Protein with PDB-ID 1AVS5”
(figura 3.5.a).

L R d N\

EIEETT  cviccr o e ©F

Biological Macromolecular Struct
T there are 61577 Structures ] @ | PDB Statis

An Information Portal
As of Tuesday Nov 17, 2009 at 4 P!

Frotein Kinase G Interacting Pmisml

PROTEIN DATA BANK
[WHAT'S NEW] | HELP | PRINT PDB ID or keyward o

Mews & Publications . -
Advanced Keyword Query for: PROTEIN KINASE C INTERACTING PROTEIN WITH PDB-ID 1AVS5.

1 stucture Hit

Policies

Query Option:
Contact

Fesdback
About Us

jisplay/Downloa +|| Generate Reports: - ort by +||Results
Display/Download. |G 2 Sort b v || Resul

't Deposition Hide: Displaying results 1 - 1 of 1 tatal |

All Depasit Services
Electron Microscopy
MR @ 1AVS
Validation Server 8

BioSyne Beamline
Relatad Toals

PKCI-SUBSTRATE ANALOG

Releass Date; 25:Mar-1998 Exp, Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution; 2,004
lassification  Protein Kinase Inhibitor
pound Molecule: PROTEIN KINASE C INTERACTING PROTEIN
Polymer: 1 Type: polypeptide(L) Length: 126

bracteristics

advanced Search
Latest Release

Latest Publications
Sequence Search

Authors Lima, €.D.7, Klein, M.G.”, Hendrickson, W.A.-

Figura 3.5.a. Interogare cu PDB

. Salvati structura in format.pdb
. Structura tertiard vizualizata cu jmol o alegeti ca in figura 3.5.a, iar
rezultatul e prezentat in figura 3.5.b.

File 1AVS.pdb.gz
Script with state
| Seript with history

JPG Image
PNG Image
POV-Ray lmage

JVXL Isosurface
'VRML 3D Model
X3D 3D Model
Maya 3D Model

Measurements
Set picking

Console
Tip: right-mouse click on Jmol to get access to additional Jmol functionality ‘ Shon

»

Figura 3.5.b. Exemplu de structura tertiara vizualizata cu jmol
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Acest

3.6.

Utilizarea Cn3D

modul de program il puteti accesa de

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery (figura 3.6.a).
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Figura 3.6.a. Optiunea de vizualizare a structurii 3D moleculare

In casuta “search” vom scrie fibrinogen si vom obtine rezultatul cautarii in

3.6.b:
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Figura 3.6.b. Rezultatele interogarii

adresa

figura

Prin accesarea butonului indicat de sageatd (figura 3.6.b) se va deschide programul
Cn3D (figura 3.6.c).
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Figura 3.6.c. Vizualizarea celor 3 structuri ale fibrinogenului

In Cn3D vom avea afisatd structura secundard si tertiard in ecranul principal,
precum si structura primard (lantul de aminoacizi) in ecranul “Sequence alignment
viewer” (figura 3.6.c). In acest ecran aminoacizii sunt organizati pe domenii care
corespund vederii 3D a proteinei din background. Tot in Cn3D avem la dispozitie
meniul “View”, din care putem alege zoom in (pentru a vedea anumite domenii
ascunse), precum i optiunea animantion prin care putem crea o animatie in care
structura 3D a proteinei se va roti. De asemenea avem la dispozitie meniul “Styles”
unde putem selecta optiunea Rendering shortcuts. Aceasta va afecta modul de
vizualizare al proteinei, fiind disponibile urmatoarele variante (figura 3.6.d): worms —
vizualizarea cu spirale si panglici (cea mai sugestiva); tubes; wire; ball and stick -
vizualizeaza atomii si legaturile dintre molecule.

Fle Wem Showiride | Shie

Figura 3.6.d. Moduri diferite de vizualizare ale structurilor tertiare §i cuaternare

Tot din meniul ,,Styles” avem optiunea Coloring Shortcuts pentru a selecta
culoarea de reprezentare a structurii 3D:
e Secondary structure - va colora structura secundara
e Domain - va colora un domeniu (partea functionala a proteinei)
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Molecule - va colora o anumitd moleculd

Temperature - va colora in functie de temperatura
Charge - va colora in functie de incarcatura electrica
Hidrophobyecity - va colora in functie de hidrofobicitate.

3.7. Exemplu de utilizare a programului RasMol

Denumirea RasMol provine de la raster display of molecules. Raster este un tip de
afisaj computerizat folosit in special pentru a afisa suprafete solide. RasMol deschide
fisiere de tipul.pdb (protein database bank).

[ netaivemoozs 181X

&
Bstot] | G W | 3 ccminsant St | ] boaterd oot .. [ R Cormmoni U~ fp Rtz | R T v | ELF ELICTE

Figura 3.7.a. Vizualizarea proteinei cu programul RasMol

Fereastra “Linia de Comanda” apare in fata ecranului principal (figura 3.6.a).
In continuare ne propunem si introducem cateva comenzi in liniile de comanda:

RasMol > help
Cititi introducerea din fereastra de Zelp.
RasMol > help commands

|\’Vind0ws: Main Window|

Ecranul principal este ecranul pe care va fi afisatd structura proteinei. Se recomanda ca
ecranul cu linia de comandd sa fie asezat in josul ecranului principal. Cu acest
aranjament facut se pot vedea si ultimele linii de comandd si mesajele trimise de
RasMol. In ecranul principal se prezinti o structurd sub formi de cadru de sarma a unui
model de proteina (figura 3.7.a).

|Disp1ay: Backbone|

Asa se pot vedea doar atomii de carbon din pozitia alpha. Liniile care conecteaza atomii
de Carbon alpha sunt virtuale de obicei. Se pot vizualiza elemente de structura
secundara ca elice aplha sau ca foite beta pliate.

Incercati si alte comenzi din meniul “Display”. Fiecare comandi din acest meniu
modifica felul in care RasMol reprezintd sau afiseazd modelul. La final afisati modelul
backbone. Astfel structura secundara va fi si mai evidenta.
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|C010urs: Structure|

Aceastd comanda coloreaza elicea alpha in roz, foitele beta In galben si alte parti de
molecula in gri deschis.

RasMol > select hetero and not hoh

Aceasta comanda va selecta numai gruparile hetero (non-proteice) din acest fisier,
excluzdnd moleculele de apa care sunt frecvent incluse in modelele cristal. Nimic nu se
intdmpld pand nu este introdusd o altd comanda. Atentie! Comanda afecteazi numai
atomii selectati in mod curent. De asemenea nu este nevoie de a aduce fereastra cu
linia de comanda in primul plan pentru a introduce comenzi.

|Display: Ball & Stick|
RasMol afiseazd un model de “bete” si “mingi” ale atomilor selectati. Observati ca
aceastd comanda nu afecteaza lantul proteic pentru ca nu e selectat.

Colours: CP

RasMol coloreaza atomii selectati conform unor conventii chimice larg raspandite:
Carbonul (C) este gri deschis, Azotul (N) se coloreaza in albastru deschis, iar oxigenul
se coloreaza n rosu.

Dati click pe Carbonul din pozitia alpha a proteinei §i urmariti linia de comanda.
Aceasta manevrd se numeste ,.extragerea unui atom”. Cand veti alege un atom din
fereastra principald RasMol il va identifica (figura 3.5.b). O sd observati o expresie de
genul: Atom: CA 652 Group: PRO 81 care ne spune cd am selectat carbonul din pozitia
alpha (CA) din restul 81 in citocromul b5, care este o prolind. RasMol defineste restul
“ca un “grup” (de aminoacizi), iar portiunea non-proteicd dintr-o molecula ca “hetero”.
Daca vedeti un atom colorat in galben dupa modelul “ball and stick” dati click pe el. Va
fi afisat ceva de genul: Atom: FE 754 Hetero: HEM 201. Atomul galben numit FE este
Fierul (Fe3+, de fapt) in centrul grupului hem al citocromului b5. Folosind comanda
“select hetero and not hoh” si afisdnd totul intr-un stil contrast (similar cu displaylul
Display:Ball&Stick) putem gasi foarte rapid gruparile nonproteice din fisierul nostru
PDB. Selectdnd un atom dintr-un grup putem afla numele in PDB al acelui grup, fapt
care ne va folosi mai tarziu.

| . Rastol version 26

Group: ASN 181
Hetera: HEM 7

Figura 3.7.b. Tipuri de vizualizari ale atomilor si fereastra de comanda
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Atentie! Selectarea unui atom functioneaza cel mai bine cu modul de vizualizare
Wireframe si Sticks si nu functioneaza deloc cu modul Ribbons, Strands si Cartoons
(fiind inexact prin vizualizarea cu Spacefill si Ball&Stick).
Dedesubt este afisatd lista de comenzi utilizatd pana acum (figura 3.5.b). Puteti folosi
aceasta listd de comenzi pentru a va crea cat mai repede o idee asupra oricarei
macromolecule pentru care aveti fisierul PDB cat si pentru a afisa eventualele grupari
hetero (cofactori, inhibitori, apa):

Display: Backbone

Colours: Structure

Rasmol > select hetero and not hoh
Display: Ball & Stick

Colours: CPK.

3.8. Exercitii propuse

1. Descarcati RasMol de la adresa http://www.umass.edu/microbio/rasmol/

2. Din ce clasa face parte proteina ‘“Protein Kinase C Interacting Protein with
PDB-ID 1AV5”?

R: Face parte din familia inhibitorilor de protein kinaza.

3. Cautati si vizualizati hexokinaza umana I (Swissprot cod HXK1 HUMAN,
numar P19367, PDB-id 1HKB).

4. Vizualizati domeniul de legare cu beta-D —glucoza cu ajutorul programului
Ligand explorer.

R:Dupa ce ati cautat proteina 1HKB la sectiunea Ligand Chemical Component=>
beta-D- glucose accesati Ligand explorer.

5. Folositi GOR IV pentru a prezice structura secundara a proteinei cu structura
primara urmatoare (lantul alpha al hemoglobinei):

vispadktnv kaawgkvgah ageygaeale rmflsfpttk tyfphfdlsh gsaqvkghgk kvadaltnav
ahvddmpnal salsdlhahk lrvdpvnfkl Ishcllvtla ahlpaeftpa vhasldkfla svstvltsky r

(http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi in/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html)

6. Comparati rezultatele cu structura vizualizata in Cn3D a proteinei de mai sus
(ID 2HCO).

Exercitii cu RasMol

Mergeti la link-ul PDB si descarcati:
1ZNI (insulina porcina)
1LPH (insulina umana creata artificial)

Dati dublu click pe icoana Raswin de pe desktop. Va aparea fereastra RasMol si
fereastra cu linia de comandda RasMol minimalizatd. Accesati fereastra cu linia de
comandd RasMol pentru a afisa linia de comanda. Scrieti background white, apasati
“enter”. Se va schimba fundalul ecranului principal.

Duceti fisierul PDB 1ZNI in fereastra principalda RasMol. Acum puteti vedea
structura insulinei afigata cu displayul wireframe 1n ecranul principal.
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Cati aminoacizi are poteina (insulina)?
Cate lanturi polipeptidice are?

Care este aminoacidul din capatul N-terminal si cel din capatul C-terminal al
lanturilor A i B?

Care este structura secundara?
Care este cel mai lung Helix?
R: Cate lanturi polipetidice are insulina?

Introduceti urmatoarele comenzi in linia de comanda:
reset
restrict backbone
ribbons on
wireframe off
color chain

Puteti salva un script pe hard-disk introducand comanda: write script C:\zni.sp
R: Cati aminoacizi are lantul A?
select *.ca and *a (selecteaza toti atomii CA din lantul A)
(Raspuns: “21 atoms selected!”, deci existd 21 de aminoacizi in lantul A)
R. Care este capatul N-ternimal si C-terminal?
select 1,21 and *.ca and *a label
R: Care este structura secundara? Care este cel mai lung Helix ?

Existd pantru lanturi polipeptidice 1n structura insulinei, fiecare afisat cu o culoare
diferita. Un fisier PDB foloseste o litera unica pentru fiecare lant polipeptidic, incepand
cu litera “A”.

De exemplu introduceti comanda: restrict *a
Se va afisa numai lantul ,,A” in ecranul principal RasMol.

R: Cum puteti folosi RasMol pentru a afla capatul N-terminal si C-terminal al
lantului A?

Accesati ambele capete ale lantului si veti vedea afisat in linia de comada RasMol,
aminoacizii corespunzatori.
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4. Aplicatia Vector NTI — programul
Align X

4.1. Obiectivele lucrarii de laborator

compararea secventelor ADN si a secventelor proteice

descrierea generala a unei proteine, determinarea numérului de aminoacizi din care
e formata, functia ei, greutatea moleculara si incarcarea electrica

alinierea proteinelor

vizualizarea arborelui filogenetic

afisarea aliniamentului folosind matricele de scor.

Align X este un program, parte componentd din Vector NTI care poate fi folosit

pentru a compara secvente de ADN sau de proteine.

Pentru a instala programul Vector NTI suite 8§ vom accesa urméatoarea adresa:

http://www.bioinformatics.uthscsa.edu/www/genomics/windows.html

De asemenea se pot descarca si tutorialele. Dupa ce lansam in executie programul

VectorNTI, dam click pe butonul “Local Database” (figura 4.1.a). Vom parcurge
aceasta lucrare prin intermediul a 3 exemple.

> Vectar NTI Suite 8 far Microsoft Windows - John Sina
@_‘\ ~ [ hitp o uthscsa, omicsfwindows, bt
| S -‘ @\~ [web Search« [ZBockmarks~ [ settings~ | B Mal + iy vahoo! = | 3 answers ~ 68 Games + & ankispy-
] Go gle [ wecer i 3 dowrloss R R g§| B~ | Sidewiki v | 5 check = aal Translate = 5| Autoril = /4 [G vector [@ nti [&

Wk 55' vl 22 Protein - Rechame: Full=He. . I}'vector NTI Suite 8 For Mi,.. % | |

Vector NTI Suite 8 for Microsoft Windows

In order to use Vector NTL you need to install it on your local computer and then obtain a license key from the Vector NTI license manager over the netw
obtained from Borries Demeler (7-6592) or Jeremy Mann (7-2672) at the Bioinformatics Core Facilty in Room 420-D.

Update:
VectorNTI Suite 8 (for Windows) has been released. We are providing a local copywhich vou can download directly from us. You will need to download a
drive. Be sure to especially keep the Users Marmal

Manuals

"\'Eclar NTI Suite Version § Manual PDF, 11 MB

‘\'ectar INTI Suite § Installation Guide PDF, 690 KB

Software

Vector NTI Suite Version § MSI, 47 MB
Installation Requirements:
+ 160 MB free disk space

+ Windows XP, Me, 2000, 98, NT 4 (with SP 6)
« Microsoft Installer Version 2

Vector NTI Databases

Pfam Database for BioAnnotator
GenomBench Demo Data set

Figura 4.1.a. Modul de descarcare al programului Vector NTI
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4.2. Exemplul 1 — Ne propunem sd credm o secventd
de nucleotide pentru care sa vizualizdm matricea
DotMatrix

Daca dorim sa vizualizdm componentele bazei de date trebuie sd alegem optiunea
“Exploring” din meniul principal al programului (figura 4.2.a).

> ¥ector NIT ol

Molecle Edit View Analyses Gel List Align Assemble Tools Window Help

IR R ET e
Active Pane:

@ Exploring - Local Yector NTI Database

Table Edit Wiew Analyses Align Database Assemble Tooks Help

eErrrr—| N XE|E- ek
il 5ubbases il database DNAJRIA Molecules
Name | Length [ Form | Storage.. | Author | Original k... | Modfied I
EAD(V7 6196 Lineat Basic Infartax, . MCBI Entrez
[ElAdencz 35937 linear  Basic Infarbax, ... NCEI Entrez
2306 Llinear  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
7945 Circular  Basic InforMax, ... NCBIEntrez
2510 Lineat Basic Infartax, . MCBI Entrez
2226 lingar  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
6646 Circular  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
294 Llinear  Basic InforMax, ... NCBIEntrez
3261 Lineat Basic Infartax, . MCBI Entrez
2647 Lineat Basic Infariax, . MCBI Entrez
3367 Llinear  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
1700 Linear  Basic InforMax, ... NCBIEntrez
1666 Linear  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
698 Linear Basic Infartax, . MCBI Entrez
1730 Llinear  Basic Infortax, . MCBI Entrez
2557 Llinear  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
1109 Llinear  Basic InforMax, ... NCBIEntrez
2113 Llnear  Basic Infortax, ... MCBIEntrez
2017 Lineat Basic InfarMax, . MCBI Entrez
1975 Llinear  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
1879 Llinear  Basic InforMax, ... MCBIEntrez
[#]Lambda 48502 Circular  Basic InforMax, ... NCBIEntrez 06.11.2009 20:...

Figura 4.2.a. Afigarea figierelor cu molecule ADN/ARN din BD a programului

Selectim DNA/RNA molecules, facem click dreapta si selectam “New Item”
pentru a crea o noud moleculd, careia i dam numele “test”.

[ Vector NTE
Molecule Edi iew Anslyses Gel Lit Algn Assemble Tools Wndow Help

= e I IR s ol lvi®a|k?
e

B\ Exploring - Lecal Yector NTI Database P =] 3]
DARNA Edit View Analyses Algn Detsbase Assemble Tools Help
5

[T oremraveeae: || 60 = BB (G CF | o 08| E.) £ e X [ -

isubbases (7l Gakabase DIAJRNA Molecules

TEONA/HA Molecules IMAIN] [ teme [ Congih [ Form | Storage .. | Author | original Aut... | Modfied | |

[zlapcy? 619 Linear  Basic Infortax, .. NCBIEniee 0611200920,

[Eladencz 3937 Lnear  Basic InforMax, ... NCBIErtrez  06.11.200920:

[]aprata 2306 Linear  Basic InforMax, ... NCEIEnbrez  06.11.200920: i
[Elepv1 7945 Circular  Basic InforMax, ... NCEIEntrez  06.11.2009.20:

[]BraF 2510 Linear  Basic InforMax, ... NCEIEntrez  06.11.2009.20:

[Elcoke 2226 _Linear_ Basic InforMax, ., NCEIEnbrez  06,11,200920i...

[Elcek1 Alon » | pasic Infortlax, ... NCETEnkre:  06.11.200520:

[E]Copy of AT Aralyses  » | Base Infortlax, ... NCEIErtrez  09.01.2010Lé:

[ZICopyof BR  psserble » | Bsc Infortlax, ... NCBIEntrez  09.01.201016:

[E]creB1 e » | Basic InforMax, ... NCBIEntrez  06,11,2009.20:...

[ZleRE2 Arrange Ieons ¥ | Basic InforMax, .

st ol e = TS 1

[]Hsugaoss  Refresh Basic InforMax, ... NCBIEnkrez  06.11.2009 2

[]HsU33056  Options.... Basic InforMax, ... NCBIEnkrez  06.11.2009 20:

[EIHUMGPRKLG 1673 Lnear  Basic InforMax, ... NCBIEntrez  06.11.2009 20:

[ELambds 48502 Creular Basic InforMax, .. NCBIEntrez  06.11,2009.20:

B 6407 Creular Basic Inforblax, ... NCETEnire:  06.11.200520: 15l
e b

Ready

Figura 4.2.b. Exemplu de creare a unei noi molecule
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Se va deschide o fereastra in care vom putea crea o moleculd test pentru care vom
afisa alinierea vizuala a nucleotidelor din exemplul de la curs (Dot Matrix) - vom numi
noua moleculd creata “Test” (figura 4.2.c).

* Vector NTT
Molecule Edit Wiew Analyses Gel List Align Assemble Tools window Help

ZEH|IE a8 9=|E5|F % ZE2alvef R
et pane

& Exploring - Local Yector NTT Database

DNAJRINA €t Vew Ansiysss Alon Datsbass Assembls Toos fielp
| omavama Moeeuies ju =k e N AR S i AR el e ) v

DNAJRNA Holecules MAIN
& olecules MAIN) User Fields Keynords |

General | Senuence and Maps

Hi !

| Comments |
DNA/RNA Molecue |

Type  DNARNA Molecue !
Record # 0

Status:  Local (created of modified by cunient user]

Driginaly Created by:

Creation date:

SWISS PROT

10.01.2001016:32.41

|Te$d

Last Wodification by

SwiSS PROT

About,

Modfication date:  Unknawn

=1

BEE

Concel | o | Hep

TE7T e
48502 Circular
6407 Circular

TrGray, . NCETEntrez
NCBI Entrez

NCBI Entrez

e T 2009 208
06.11,2009 70:...
06.11.2008 70...

Basic Infortax,

Basic Infortisx,

(Creates a new tem

2eady

Figura 4.2.c. Denumirea noii molecule

Pentru a completa cu informatie noua molecula dati click pe tab-ul Sequence and
Maps, iar dupd aceea click pe butonul Edit Sequence si introduceti urmatoarea secventa
de nucleotide ACCTGAGCTCACCTGAGTTA (figura 4.2.d).

™ Yector NTI
Molecule Edit Wiew Analyses Gel List Algn Assemble Tools Window Help

sHEasnuas genlBEEBRER|V@R|N
Active Pane:

@ Exploring - Local Yector NTI Database

DNAJRNA Edit View Anslyses Align Databass Assemble Tools Help

|| ora/Aa Metecuies jH oo |G BB dld X EE-| a2
At T o e
] ONA/RHA Molsoules (MAIN) | Hame e | S | e | -
| oy | Paste | Find.._ | o | Carcel | -
T ACCTGAGCTC ACCTGAGTTA =

L ACCTCAGCTC ACCTGAGTTA

] fe] B 1 e B BB B e e o e e e

(2] [insened 22, deleted 2
=

[]HsU330s:

[2]HsU3305¢ e

[]HUMGPRKTG Te7d Crear D&k Aoz, .., WBTEntez 0o 12008 205,

[#]Lambda 48502 Circular  Basic InforMaz, ... NCBIEntrez  06.11.2009 20:

[Em3 6407 Circular Basic InforMax, ... NCBIEntrez  06.11.2009 20:.., |

(Creates a new item

Ready

Figura 4.2.d. Introducerea secventei de nucleotide in fereastra de editare a programului
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Apoi apasati tasta OK, dupa care faceti click dreapta pe molecula Test apoi alegeti
optiunea Align X si Align Selected Molecules.

L AlignX - Microsoft Office Word 2003
i Edic Table  indow

View Insert Format Tooks Help

NBHRSIGRIVE|LR@A f\‘]-i“-\&.ﬁ}ﬂ@
A4 Mormal+ 14pt - TimeshewRoman - 14 -~ | B I U .

: Bl save As PR JBPOF Setting T about P Help !

B @T = - @)uugead!

114 150 116 TGRS
@ Exploring - Local Vector NTI Database

DMAJRNA Edit View Analyses Align Dakabase Asserble Tools Help

“EDNA/HNAMo\e:u\es jJ(p $;§|@g@‘%‘mmale>( |v

IAll Subbases Al database DNAJRINA Malecules

=lolx|

TE] DNA/RNA Molecuies MAINT [ Name [ Length [ Form [ torage .. [ Auther [ riginal Aut... [ Modiied [ 5|
[E]psvz-nen 5729 Circular  Basic InforMax, ... NCEIEntrez 06.11.2009 20:...
[Eesv gpen InForfax, NCBIEntrez  06.11.2009 20:
[EIOTF o g, IforMax, ... NCBIEntrez  D6.11,2009 20i..,
[E]puE P InforMax, ... NCBIERtrez  06.11.2009 20:...

Assemble

o » 2 aligriz - Open New Alignment Window
[Elpuc  Tools * 8 Allaris Blacks - Alion Selected Molecules
[E]puc . 4 aligrit Blocks - Open New Alignment Window
[Elpur gxpm Wb Aligrment Tools >
Tforfiax, ... NCBIEntrez  0.11.2005 20
oo InforMax, ... NCBIEntrez  06.11.200920:,.,
e B Infortax, ... NCBIEntrez  06.11.2008 20
B e e InforMax, .. NCBIENtrez  06.11.200920:,.,
= Infortax, ... NCBIEntrez  06.11.2008 20
Exclutle from Sublise InforMax, ... NCBIENtrez  06.11.200920:,.,
2 % Delete From Database InforMax, ... NCBIEntrez  06.11.2008 20 J
Duplicate InforMax, ... NCBIENtrez  06.11.200920:..,
e Infortax, ... NCBIEntrez  06.11.2008 20
-SKP InforMax, .. NCBIEntrez  06.11,200920:..,
[lst set System atributes, .. Inforfax, ... NCBIEntrez  06.11.2009 20:
[Esv4 ¢85 properties... InforMax, . NCBIEmtrez  06.11,2009 20:..,
17 y| IforMax, . NCBIEntez  06.11.2009 20

SWISS-PROT  SWISS-PROT  10.01,2010 181,

R R R AR R =R R (IR RURE SARERURTSURT-RARY TRERRRF SURFR [

X174 5386 Circular  Basic InforMax, NCBI Entrez 06.11.2009 20: ;‘
Open Multiple Sequence Alignment window For selected molecules [ 4
Page 7 Sec 1 M3 A Ln Cal REC TRK EXT OVR Italian(tahy IO

Figura 4.2.e. Optiunile de aliniere a secventelor

Se va deschide fereastra Align X iar pentru a afisa alinierea vizuala (Dot Matrix)
pentru secventa “test” vom alege aceasta optiune (figura 4.2.e).

™ Vector NTI jl
T & Uncitied - Alionx _loix]
| Froject edt vew align nslysss assemble Tools window Help
— ‘| ¥ e = —
i P el 1h s \
e F |
Matrix  Edit  View
Tes]
= | =
2& s @k =T
= e =) (] ] 7
= |Ted X
Ready (w0 | Y J
Tz
.01.2010
Ready T % 11,2009 20;
Lz [vALOEW 1503 Linear  Basic InforMazx, MNCBI Entrez 06.11.2009 20:.
[wlvaLosac 2142 Lnear  Basic InforMax, .. NCBIEntrez  06.11.2008 20:.
L] vBR106C 1665 Linear  Basic InforMax, NCEIEntrez  08.11.2009 20:.
[]veLosow 1503 Linesr  Basic InforMax, ... NCBIEntrez  (06.11,2000 20:.. =l
[1 DriajRNA molecule selected B 4

Ready

Figura 4.2.e. Alinierea secventei “test” cu ea Insasi

Se va afisa fereastra cu Dot Matrix. Observam ca pe orizontald vor fi afisate
nucleotidele moleculei Test. Vom alege astfel incat si pe verticald si fie afisate
nucleotidele moelculei Test.
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T4 alignx - Microsoft Office Word 2003

B & untitied - alignx i -lofx]
i[ Pioject Edt Vew Algn Anshses Assemble Tooks iindow Help
N2

R TI== I e e R G T

REVELIS) %8 Dot Matrix =l
Makrix Edt View

Test|
e s mHIR S e
i = [Test = 1T =l [
T Test
= A CcCc TG AGLTCACE TG A [
: s —
: i
= 1 c
& C
B 1 A
S c
H——— I T
= / c
# 7 &
A / A
i 5 G
z T
5 c
- 0 | — = J
! O T A T A I i
Fite  [Bie | Zjuemsen.,

1503 Lnear  Basic ToforMax, ... NCBLEMGez | 06.11.2008 20:
242 Lnear  Basc InforMax, ... NCELERbrez 061,209 2.

1665 Linear  Basic InforMax, ... NCBLEbrez  06.11.2009 20:

1503 Linear  Basic InforMax, ... NCEIEntrez  D6.11,2000 20: x|

Page 10 Sec 1 w16 A n col REC TRK EXT OVR Italian(italy (O

Figura 4.2.f. Continutul matricei Dot Matrix

Observam ca att pe orizontala cat si pe verticala se afld doar 16 nucleotide din cele
20 introduse. Pentru aceasta vom alege din meniul Matrix =>Matrix setup => window
iar in caseta window vom introduce valoarea 1.

I alignX - Microsoft Office Word 2003
B & untitled - Alignx - Bk

P Project Edit Wisw Mlign Analyses Assemble Tools Window Help

M eErlEa |35 @
; Matrb: Edit Yiew
Test)
P s aemmnala e
gl o [Test T ren =l
: =
: 0
o T
2 1
4 17 G
: A
14 15 G
= 1
: % s c
C
n A
C
T
C
G
A
G
T
C
: oo% | | =1
1 % fla doar 10 din cele I
=>Matriz setup => window. In
7 1-20 — 1-20 /
Align X este un program , parte din Vector NTI care poate fi folosit pentry a compara
carvente da AT oo de nenteine

Page L1 Sec 1 17 At17,2m n7  Col d REC TRE EXT OVR Iallan(ftaly (G

Figura 4.2.g. Reprezentare finald a Dot Matrix
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4.3. Exemplu 2 — Compararea a doud proteine cu
programul Vector Align X

Din sectiunea Database explorer selectam protein.

&> Yector NTI
Moo Edt View Anchses Gel Lst Algn Assemble Tooks Window Help

Shl|E|A|awo|lss o Yal
il Bl

ZBBH |V (OR[A?

B} Enploring - Local Yector NTI Database

Table Edic View Anabyses Align Datsbase Assemble Tooks Help

[T oA s || &= = B 200 | Gy (P ) 8 | B 0 e X (| D - | @ 2

1 ] DNA/RMNA Molecules abase DNAJRNA Molsculss

[_tength [Form | Storage ... [ uthor | oniginal Act... | modified |
ocrT 6196 Lnear Basic InforMax, ... MCELEntrez  06.11.200820:
denoz 35937 Lnear  Basic Infou NCRLEone: 0611 copacn:
DRALA 2306 Lnear  Basic

7945 Crcuder  Basic
L] Analysis Resuts 2510 Lnear  Basic
2226 Lnear  Basic
6646 Circular  Basic
Linear

] DNA/RNG Molezules

361
2647
3367 Lnear  Basic
1700 Lnear  Basic
1666 Lnear  Basic
698 Liear  Basic

] Enzymes

5] Dligos

&3 Gel Markers
& Citations

] BLAST Fresults
Q Analsis Resuls

Linear

I
I
1730 Lnear  Basic I
2557 Linear  Basic I
1109 Lnesr  Basic I
2113 Lnear  Basic I
2017 Linear  Basic I
1975 Linear  Basic I

1879 Linear  Basic IO
48502 Circular  Basic Infortax, ... MCBLEntre2  06.11.200920:
N7 Circtlar Racic TFerbax. . MCRTFrier 117008 70:

Figura 4.3.a. Selectia proteinelor
Apoi selectam 2 molecule: 41BB_ HUMAN si 4F2 HUMAN (figura 4.3.b).

Pentru alinierea lor facem click dreapta si apoi tastam Align => Align selected
molecules.
et T
Molecule  Edit Wiew Analyses Gel List Align Assemble Tools ‘Window Help
sHEaavebs goa 8 BRE| YO8N
ctive Pane

B Explo ocal Vector NT1 Database i
Protein  Edit da Tl Uil

e —
|[ & Frteintd >

ew ign Andhyses Assemble Took Window Help
Al Subbases

S e T e e IS
Active Pane: i B H R e

__[2]41BB_HUMAN [255)
_[@]4F2_HUMAN (529)

Figura 4.3.b. Cele doud molecule alese spre comparare, in fereastra AlignX

Se va deschide subprogramul alignX. Daca vom da click pe ,,+” vom putea obtine
urmitoarele informatii despre proteine: descrierea generald a proteinei, numarul de
aminoacizi din care e formata, functia, greutatea moleculara si incarcarea electrica.

Vom selecta apoi DotMatrix, unde vom vedea secventele de proteine comparate
(figura 4.3.c).
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B3 4158, o] % Dot Hairbe x
ENG QPR roows et e

gl m=ldaale
= [2758 e =t [ =

TR

Tiss Ik ]

Figura 4.3.c. DotMatrix pentru alinierea celor doud secvente
4.4. Exemplul 3

La fel ca in exemplul 2, dupd ce deschidem programul Vector NTI, din sectiunea
Database explorer alegem optiunea “protein” dupd care vom selecta urmatoarele
proteine: 41BB_HUMAN, SH1A_HUMAN, SH1A_MOUSE si SH1IA_RAT.

Executam click dreapta => Align X => Align selected molecules pentru a alinia

secventele proteinelor de tip SHIA. Va aparea urmatorul ecran care contine urmatoarele
panouri ca in figura 4.4.a:

e  Panoul cu text (Text Pane)

e Panoul care contine arborele filogenetic (phylogenetic Pane)
e Panoul care contine aliniamentul (alignament Pane)

e Panoul care contine analiza (Analisys Pane) sau panoul grafic.

Selectam moleculele si apasam butonul 4lign.

B Untitiod - At
Brecl fdi View Algn Anajoe Awmesble Tods Widom Hop

Sa D = s [N 2 R 2
bicryron] :

=] E3

3
7| KON LEPGoG
HORFSL

1| eoEsF

iy selected secuereces using profle [posihves: SB.5% el 86.7%

Figura 4.4.a. Panouri cu vizualizarea secventelor aliniate

in panoul “Text” dati dublu click pe o molecula si vizualizati datele despre aceasta.

Aceste informatii contin tipul moleculei, forma moleculei, comentarii, referinte si date
in format GenBank.

Panoul implicit de analiza contine trei reprezentari grafice ale rezultatelor
aliniamentului.

e Primul grafic contine profilul calitdtii aliniamentului. Se analizeaza daca
secventa este identicd, similara sau slab similara cu secventa de comparat.
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e Al doilea grafic contine semnificatia statistica a profilului (complexitatea
absolutd a unui aliniament). Este suma tuturor scorurilor calculate conform
matricei de substitutie.

e Al treilea grafic prezintd semnificatia statisticd a aliniamentului pentru o
moleculd selectata in raport cu molecula de comparat (figura 4.4.a).

Putem adauga analize aditionale prin tastarea butonului “Graphics Pane”. Apoi
vom apasa pe “View” => list of analyses.

Avyailable analyzes:

Mame | Authar | Reference | Col
Fi4 Absolute Complesity Informa, Inc Wector MTI Suite..,  Alig
JFa Sequence Complexity Stephen F. Altsc...  Mature Genetics...

Fi9 Similarity Irfarmas, Ino Wector MTI Suite...  Alig

a | »
=

[}

Selected analyzes:

Mame | Sequence for analyse |
Lz, Similarity Consensus
L, sbsolute Complexity Conzensus
L, Abzolute Complexity Aligrnent
Bl = = = 0K

Figura 4.4.b. Lista analizelor aditionale

Sunt afisate toate analizele disponibile pentru ADN sau proteine, depinzand de tipul
moleculelor de aliniat.

Analiza filogeneticd este o metoda de studiere a presupuselor relatii evolutive ale
proteinelor. Panoul care contine arborele filogenetic il va afisa doar daca sunt
comparate cel putin 4 molecule (proteine) — figura 4.4.c.

AH1A_HUMAMN [0.0518)

SH14_MOUSE [0.0357)

SH1A_RAT [0.0261]

41BB_HUMAN [0.8454)

Figura 4.4.c. Arborele filogenetic pentru cele 4 molecule selectate initial

Arborele filogenetic este creat folosind metoda Neighbor Joining (NJ) of Saitou
and Nei.

Setarea parametrilor aliniamentului se obtine prin intermediul butonului
“alignament setup”. Aici vom putea seta parametrii pentru Pairwise Alignment,
Multiple sequence alignment, precum si Score Matrix (matricea de scor) — figura 4.4.d.
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gnmencserp £
Pairwize Aligranent | Mulighs Algranent | Protein Prafls | Tiee  Score Mai |
Mame: !rmnmm Oicler: ]nnmsmmxmwmnsmm
Ale[c[o[eE[F]&[H[ I [k[L[M[N][PTa[R]S]T[V]w][x]¥][Z][-]
blAl8 4 0 4 042222 2 22 2006042
B|4« 8 6 8 2 6 -2 0 6 0 86 6 40202 €826 2|
jcjo 186 8466262-26%666222444%
D|<+ 8 612 4 & 2 2 &6 2 86 2 2040 2 %8826 2
[E]2 2 8 41064062 6402400246248
[F|4 646 £126 2060063866442 2263%
[G|o 2 6 2 4 6124 44 8604440454264
Hl|+ 0620241662 E42400246+4240%
] 2 sy |
Select matric..
T = |

Figura 4.4.d. Afisarea elementelor matricei de scoruri BLOSUMG62

Din tab-ul score matrix vom apéasa pe butonul select matrix $i vom selecta matricea
de scor pe care vrem sa o folosim. Matricea de scor se prezinta ca un fisier text (figura
4.4.d).

Putem selecta matricele de tipul BLOSUM, PAM, DAYHOFF sau cu ajutorul
utilitarului matrix editor, putem crea propria noastra matrice de scor.

Editarea aliniamentului se realizeaza prin butonul Edit alignment. Aici vom putea
selecta o secventd de aminoacizi §i o0 vom putea muta in cadrul aliniamentului (figura
4.4.e).

1 Edit Alignment [ %]

Select a block on a sequence and use amow buttong ko move it by ingerting. removing and resizing gaps o its ends:

5H14_HUMAN [QGD-DGAALEV IEVHRVGNSKEHLPLPSELGF TPCAP L3FERKNERNAE AKREMAL AR,
5H1A_MOUSE | 0GE-DDATLEV IEVHRVGHSKGDLPLPSESGATS VWP ACLERKNERTAE AKREMAL AR

5H14_RAT|QGD-DEATLEVIEVHREVGNSKEHLPLPSESGSNS YAPACLERKNERNAE AKREMAL AR
FSVVERGREELLYIFEQPFMRPVQTTOQEEDGCSCREF PENY

| »

Cancel | Ay |

4
Move Selected Block: I’EI él I1 E‘?I 2?" I

|Positives: 98.1% 0Old:981%  Identin: 5.4% 01d: 5.4% |pos: 335 |sek 322-329 v

Figura 4.4.e. Exemplu de editare in cadrul aliniamentului secventelor selectate

4.5. Exercitii propuse

1. Sa se selecteze cele 3 proteine de tipul SHID si proteina SHI1E, sa se alinieze
aceste proteine, dupd care sd se vizualizeze arborele filogenetic. Afisati aliniamentul
folosind matricele de scor PAM 120, PAM 50 si BLOSSUM 55.

2. Selectati proteinele de tipul ECOLI (esicheria coli), aliniati-le §i vizualizati
arborele filogenetic. Sa se afiseze aliniamentul folosind matricele de scor PAMI10,
PAM20, PAM40, BLOSUM 100, BLOSUM 85.

3. Sa se selecteze proteinele de tipul YLR si sd se alinieze aceste proteine.
Vizualizati arborele filogenetic si afisati aliniamentul folosind matricele de scor PAM
120, PAM 50 si BLOSSUM 55.

4. Afisati DOT MATRIX pentru proteinele din exercitiile de mai sus (2 cate 2).
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matricea de

5. Cu ajutorul algoritmului Needleman-Wunsch din figierul excel calculati

scoruri

asociatd alinierii

GAATTCAGTTA si GGATCGA.
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5. Clustal X

5.1. Obiectivele lucrarii de laborator

- alinierea multipla a secventelor de proteine cu programul ClustalX
- vizualizarea arborelui filogenetic cu acelasi program

- setarea parametrilor aliniamentului

- scriere aliniamentului ca figier Postscript.

5.2. Introducere

Programul CLUSTALX ofera o interfatd grafica de utilizator pentru
algoritmul CLUSTALW de aliniere multipla a secventelor (MSA — Multiple Sequences
Alignament).

Publicatiile originale care descriu CLUSTALX si CLUSTALW sunt unele dintre
cele mai citate documente - atunci cand au fost publicate au prevazut o crestere majora
in acuratetea si rapiditatea cu care utilizatorii ar putea construi MSAs, cu accent pe
secventele de proteine - in cazul CLUSTALX a fost addugata in plus o interfata usor de
folosit (GUI) care sa conduci la o mare popularitate a programelor.

Exista in prezent o serie de alte produse software MSA care sunt, datorita
multiplelor seturi de secvente si analize, o alegere mai bund decat CLUSTALX daca
telul vostru este de a obtine o aliniere (MSA) a unui set de secvente de proteine - §i,
desigur, daca sunteti interesati de alinierea secventelor ADN (ceva ce CLUSTALW/X
nu au avut ca obiectiv principal). Cu toate acestea CLUSTALX ramane util deoarece in
unele circumstante face o buna aliniere a secventelor (judecate dupa standardele de azi)
si poate cel mai important din cauza mai multor caracteristici ale GUI care ofera
interfete usor de utilizat pentru mai multe sarcini cheie care sunt necesare, in multe
cazuri, pentru a construi o buna aliniere multiplad a secventelor (MSA).

5.3. Utilizarea Clustal X

ClustalX poate fi descarcat de la adresa: http://www.clustal.org/download/current/.
Observatie! Daca obtineti eroare de tipul “lipsa fisier mingwl10.dll”, la rularea
programului ClustalX, o puteti corecta prin descarcarea acestui fisier de la adresa:
http.//www.dll-files.com/dllindex/dll-files.shtml?mingwm10 dupa care il salvati in
locatia C:\Windows\System.

O vedere generala asupra programului ClustalX o oferd imaginea din figura 5.3.a.

Bara de meniu-oferd acces la 0 gama larga de caracteristici si actiuni care pot fi
aplicate la aliniere: de exemplu, salvarea unei alinieri, ajustarea sistemului de colorat,
etc.

Casuta de alegere a modului - este folosit pentru a comuta intre mai multe tipuri
de alinieri: alinierea multipla si alinierea dupd profil (asa cum este aratat mai sus).
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Retineti ca unele optiuni de meniu sunt disponibile numai in alinierea multipla sau
numai in alinierea dupa profil.

ClustalX2.0 File Edit Alignment Trees Colors Quality Help

IMode, | Multiple Alignment Mode I Font: | 10 I\
Linia de
Casuta de alegere a Modului ICasuta cu marimea fontului consens

de aliniere

Zona de afisare
a
alinfamentului

Zona care
afiseaza

conservarea

alinierii

Panoul cu
numele
secventelor

Figura 5.3.a. Interfata cu utilizatorul a programului ClustalX

Cisuta cu marimea fontului este folosita pentru a specifica dimensiunea fontului
utilizat pentru a reprezenta secventele in zona de afisare a aliniamentului.

Numele de identificare al secventelor folosite n aliniament sunt afisate in Panoul
cu numele secventelor.
Linia de consens oferd un rezumat al gradului de conservare a reziduurilor din coloana
de aliniere corespunzatoare:

» ¥ (reziduuri identice in toate secventele)

» " (conservate bine in coloand)

» ,,.” (conservate slab in coloana).

Liniarul de aliniere indica pozitia in aliniere (prima coloana are atribuitd pozitia 1,
etc.) a unei coloane date.

Zona de conservare a alinierii ofera o diagramd bard care indica gradul de
conservare al fiecarei coloane in aliniament.

5.4. Crearea fisierului de intrare pentru alinierea
multipla

Acest program, ca oricare program de calculator are nevoie ca datele pe care le
utilizeaza (fisier de intrare) sa fie intr-un format pe care sa il recunoasca. Pentru a creea
fisierul de intrare puteti folosi un editor de texte, de preferabil Notepad. Clustal citeste
fisiere intr-unul din cele 7 formate de fisiere de intrare, inlocuind orice secventd care
este deja Incarcatd. Toate secventele trebuie sd se gaseasca intr-un singur fisier,
secventd dupa secventd. Formatele de fisier care sunt recunoscute automat sunt:

NBRF/PIR, EMBL/SWISSPROT, Pearson (Fasta), Clustal (*.aln), GCG/MSF
(Pileup), GCGY/RSF si GDE. Toate caracterele non-alfabetice (spatii, cifre, semne de
punctuatie) sunt ignorate, exceptand ,,-“care e folosita pentru a indica un GAP (,,.” in
MSF/RSF).
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Programul incearcd sa recunoasca automat diferitele tipuri de figiere folosite si s
stabileasca daca secventele sunt de aminoacizi sau de nucleotide.

FASTA si NBRF/PIR sunt recunoscute pentru cd au caracterul ,>” ca primul
caracter din fisier.

EMBL/Swiss Prot sunt recunoscute dupa literele “ID” de la inceputul figierului.
CLUSTAL este recunoscut dupa cuvantul “CLUSTAL” de la inceputul figierului.

GCG/MSF este recunoscut dupa unul din urmatoarele caractere:

- cuvantul “PileUp” la inceputul figierului

- cuvantul “l!/AA MULTIPLE ALIGNMENT” sau
“I'NA_MULTIPLE ALIGNMENT* la inceputul fisierului.

- cuvantul “MSF” la inceputul primei linii din fisier §i caracterele “..” la sfarsitul
acestei linii.

- cuvantul “!'RICH SEQUENCE” la inceputul fisierului.

Dacd 85% sau mai mult dintre caracterele secventei sunt din A,C,G,T,U sau N
atunci secventa va fi tratatd ca o secventa de nucleotide.

5.4.1. Exemplu
Copiati secventa urmatoare in figierul text:
gi|15146064|gb]AY040893.1] Homo sapiens individual VP37 mitochondrial control
region
GGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTT
TCGTCTGGGGGGTGTGCA

CGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATC
TGTCTTTGATTCCTGCCTC

ATCCTGTTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACCTACT
AAAGTGTGTTAATTAATT

AATGCTTGTAGGACATAATAATAACAATTG

gi|15146065|gb|AY040894.1] Homo sapiens individual VPS5mitochondrial control
region

GGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTT
TCGTCTGGGGGGTATGCA

CGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATC
TGTCTTTGATTCCTGCCTC

ATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACT
AAAGTGTGTTAATTAATT

ClustalX poate recunoaste mai multe formate de secvente, dar noi vom utiliza in
exemplul urmator formatul FASTA. Formatul FASTA poate fi recunoscut usor
deoarece prima linie incepe cu caracterul ,>”. Aceasta linie contine titlul secventei.
Secventa va incepe de la linia urmatoare. Caracterul ,>” va fi urmat de un singur
cuvant, pe care ClustalX il va folosi ca nume al secventei in alinierea multipla pe care o
creeaza.
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Numele fisierului este bine ca sa aiba salvat ID-ul de tip Genbank pentru a putea fi
usor de recunoscut ulterior.

5.4.2. Alinierea multipla

Programarea dinamica poate fi folosita pentru a alinia mai multe secvente. Poate fi
creat un aliniament optim, dar nu pot fi folosite mai mult de 5 secvente, datorita
timpului de calculare. De aceea este aplicata metoda progresiva a alinierii multiple.

Clustal efectueaza o aliniere multipla-globalda dupd metoda progresiva. Etapele sunt
urmatoarele:
a) Efectueaza alinierea a cate doud secvente folosind programarea dinamica,
b) Foloseste scorul alinierii pentru a produce un arbore filogenetic cu metoda
neighbour-joining (NJ),
¢) Aliniazd mai multe secvente folosind arborele filogenetic.

Desi cele mai apropiate secvente sunt aliniate primele, iar apoi se adauga secvente
sau grupuri de secvente, utilizind aliniamentul initial pentru a produce o aliniere
multipld, aratand in fiecare coloana variatia secventei in cadrul aliniamentului.

Cu cat sunt adaugate mai multe secvente la profil, gap-urile se acumuleaza si
influenteaza alinierea secventelor urmatoare. Clustal calculeaza gap intr-un mod nou,
proiectat sa plaseze gap-urile intre domeniile conservate. Gapurile gasite in aliniamentul
initial raman fixate. Pot fi addugate gap-uri noi, cand sunt adiugate secvente noi, dar
gap-urile nu pot fi sterse, numai addugate. Clustal de asemenea implementeaza metode
care Incearca sa compenseze matricea scor (de ex. PAM), gap-urile care pot fi prevazute
si diferentele in lungimea secventei.

Clustal are optiuni avansate:

Adauga secvente cu greutate

Adauga greutati la pozitii diferite in secventa

Adauga o secventd sau o aliniere la alinierea existent
Foloseste arborele definit de utilizator pentru aliniere.

Unele dintre acestea vor fi discutate in capitolele urmatoare.

Problema cu alinierea progresiva este reprezentatd de dependenta ultimei secvente
din aliniamentul multiplu de aliniamentele initiale. Primele secvente care vor fi aliniate
sunt cele mai strans legate din arborele secvential. Daca aceste secvente se vor alinia
bine, vor exista citeva erori in aliniamentele initiale. Cu toate acestea, cu cat sunt mai
departe inrudite secventele, cu atat mai multe erori vor fi facute, si aceste erori vor fi
propagate la aliniamentul secvential multiplu.

O a doua problema a metodei alinierii progresive este alegerea potrivitd a
matricelor scor, a penalizarii gap-urilor care se aplica la setul de secvente.
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5.4.3. Introducerea datelor in programul ClustalX

Dupa ce porniti ClustalX, ecranul va ardta in felul urmator (figura 5.4.3.a):

W ClustalX (1.8) R =loix(

Fle Edt Algnmert Tiees Colors Gualty Help

Multiple Alignment Mode ~ Font Size:|10 -

7 Einisl =

Figura 5.4.3.a. Fereastra programului Clustal

Alegeti din meniul File optiunea Load Sequences. Pe urma alegeti folderul care

contine fisierul de intrare (fisierul text care contine secventele pentru aliniere in diferite
formate FASTA).

= ClustalX [1.8) e - =loi=l
File Edit Alignment Trees Colors  Quality Help

Multiple Alignment Mode ~ Font Size:[10 'I

Pan_verusl
Pan_werus2
Fongol

Pan_wellel
Fan_wells2?

Hylo_lar2?
Cercocebus
Homo_neanl
Pan_panisl
Pan_panis2
Pan_schwl
Pan_schw?2
Hyls_svn

ruler

File C:\My DocumentsiData

Figura 5.4.3.b.Exemplu de secvente de nucleotide sub forma de fisier text

Panoul din stidnga (figura 5.4.3.b) afiseaza secventele conform cu numele care
urmeaza dupa caracterul ,>” din fisierul de intrare. Panoul din dreapta afiseaza
inceputul fiecarei secvente. Puteti derula mai in dreapta pentru a vedea rezultatul
fiecarei secvente folosind bara de scroll din josul panoului.

5.5. Setarea parametrilor aliniamentului

Aliniamentul este realizat dupa cateva etape succesive:

» Resetarea tuturor Gap-urilor (4/ignment->Alignment parameters, Edit->Remove all
Gaps)

» Rafinarea parametrilor aliniamentului pereche (Alignment->Alignment parameters)

» Rafinarea  parametrilor aliniamentului ~ multiplu  (Alignment->Alignment
parameters)

» Rafinarea formatului fisierului de iesire (Alignment->Qutput Format Options)
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» Scrierea aliniamentului ca un fisier Postscript (File->Write Alignment as
Postscript)

» Evaluarea calitatii aliniamentului:
a.  Daca nu sunteti multumiti -> mergeti la pasul 1
b.  Daca sunteti multumiti -> rafinati aliniamentul manual.

5.5.1. Parametrii alinierii pereche

Pentru a crea alinierea pereche, ClustalX trebuie sd stie ce penalitdti sa aplice
pentru crearea fiecirui gap si pentru extensia acelui gap. Alegeti Pairwise Alignment

Parameters din meniul Alignment. Veti vedea apoi o casutd dialog asemanitoare cu
figura urmatoare.

M Pairwise Parameters =loi =]

CLOSE |
Pairwise Alignments :ISIuw—Accurate 'l

~Pairwise Par s

Gap Opening [0-100] :|15.00

Gap Extension [0-100] :(6.66 |

~ Protein Weight Matrix
" BLOSUM 30 ¢ PAM 350 & Gonnet 250 ¢ Identity matrix
" User defined

Load protein matrix: |

DNA Weight Matrix
’7(3‘ IUB © CLUSTALWI[1.6] © User defined

Load DNA matrix: |

Figura 5.5.1.a. Afisarea parametrilor alinierii pereche

Prima optiune in cadrul alinierii pereche vd da posibilitatea si alegeti dintre
metodele Slow-accurate (mai lentd, dar precisd) si Fast-approximate (rapida, dar
aproximativa). Metoda Slow este preferata, dar daca aliniati mai multe secvente, sau
secventele de aliniat sunt foarte lungi, programul va rula Intr-un timp mai lung, asadar
veti dori sa alegeti metoda Fast. Metoda Fast foloseste o metodd K-tuple pentru
alinierea pereche, spre deosebire de metoda Slow care foloseste algoritmi din
programarea dinamicd. Casuta afiseazd valorile implicite pentru penalitatile Gap
Opening si Gap Extension (deschiderea si intinderea gap-urilor). Micsorand penalitatile
gap veti putea sa introduceti mai multe gap-uri si mai putine nepotriviri. Acest lucru va
avea ca rezultat potriviri care nu reflectd omologia. Cresterea penalitatilor pentru gap va
avea un efect invers, dar s-ar putea s omitem potriviri care sunt omoloage.

Parametrii matricelor scor pot fi modificati si ei. Parametrii matricei [UB DNA are
ca scor pentru potrivire 1.9 si pentru nepotrivire 0. Matricele de scor pentru proteine
sunt echivalente acelorasi matrice folosite ca modele evolutionare in productia
dendrogramelor. Toate matricele scor au avantajele si dezavantajele lor: PAM a fost
folosita mult timp, dar este oarecum depdsita, iar Gonnet poate fi mai potrivitd sd o
folositi. Matricea BLOSUM pare a fi cea mai buna pentru cautarea in cadrul bazelor de
date. Puteti crea si incdrca propria dumneavoastrd matrice in ClustalX. Pentru

descrierea formatului matricei puteti sa studiati fisierul matrices.h care aratd in felul
urmator:
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="ABCDEFGHIKLMNPQRSTVWXYZ";

{

{

short clustalvdnam?[]

10

short blosum30mt[]

4

> _2: _17 _2: _27 _29 _29 07 _1’ 07 07 15 Oa 0’ _3’ 27 5:

17 _25 _27 _25 _37 17 _3: _37 47 _2: 17 07 _2: _47 _3: _17 _1: 17 5)

Pentru aminoacizi:
char *amino acid order

Pentru ADN:
char *nucleic acid order = "ABCDGHKMNRSTUVWXY";

5 _13 _23 _13 _15 _15 _1? _13 O: 07 05 05 03 _19 09 _13 05 03 07 _25 _19
_49 _3’ _69 _1’ _27 39 _3’ 0’ _13 _1’ 3’ _19 _4’ _23 _1’ 0’ _23 _1’ 17 59 _19 97

>

-5,-5,-2,4,-1,1,1,-5,-3,-2,-2,-3,-7,-3,-1, 0, -3, -5, -3, 20,
05 O: 05 0’ 57 _49 _2’ 09 _3’ 15 _17 _19 _15 O: 43 0’ _1’ _17 _3’ _17 0?2’4}3

_17 _25 _27 _15 _17 _15 _27 _15 _37 17 _27 0) _25 _17 35 89

'15'1907 '15'1929 -2a '1927 '2:47
-1,-2,-3,-1,1,-4,-1,1,-3,1, -3, -4, -3, 11,

1: _17_25 _1727 _3: _27 07 _27 07 _27 _1: _1707 8)
1907 _2’ 0, 07 _1707 _1)_1909 _25 _Za 07 _17_17_1947

19 '23 '29 '33 '19 '25 '29 29 la 25 2a 63
09 4a '13 ]a '13']909 '1309 Oa '29 09 Sa

-2,-2,-5,-2,0,-3,-3, 14,
07 07 '3: 07 25 '19 '1a '25 '2a 45

-2,-3,-3,-5, 4, 10,
07 03 _43 _15 _23 -35 89
05 '2a '25 '4a '37 07 '1a '29 67

-3,-2, 17,
05 59 _3? 93
0,0,1,1,6,

0,5,
1,

~—

o
oo

oo o
sSSSS
s—SSSs
e = ==
Scodcoco o
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oo oo
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5.5.2. Parametrii alinierii multiple

Alegeti optiunea Multiple Alignment Parameters din meniul Alignment (figura
5.5.2.a).

= Alignment Parameters 95 =1 3]

CLOSE

~Multiple Par ters

Gap Opening [0-100] :[15.00 Gap Extention [0-100] :[F-66 |
Delay Divergent Sequences [%] :

DNA Transition Weight [0-1] :[0.50 |

Use Negative MalrixlrF;l

r Protein Weight Matrix

" BLOSUM series © PAM series

@ Gonnet series " ldentity matrix
© User defined

Load protein matrix:

r DNA Weight Matrix
& 1UB  CLUSTALW(1.6)
" User defined

Load DNA: |

Figura 5.5.2.a. Fereastra de dialog pentru alinierea multipla

Parametrii alinierii pereche si multiple sunt configurati independent, deoarece
Clustal are nevoie de amandoi. Cum a fost precizat anterior, o matrice a alinierii
pereche este calculatd initial, iar apoi pe baza acelor distante este formatd alinierea
multipld. Folosind diferite setari pentru acesti pasi ai alinierii vom avea mai multd
flexibilitate asupra modului 1n care este efectuata alinierea.

in comparatie cu alinierea pereche vom avea cativa parametrii in plus. Delay
Divergent Sequences determina cum trebuie sd fie doua secvente pentru ca aliniamentul
lor sa fie decalat. Aceastd optiune incearca sd compenseze pentru bias introdusd in
metoda alinierii progresive. Scorul tranzitiei ADN poate fi modificat. Weight 0
inseamnad ca tranzitiile sunt punctate ca §i nepotriviri, iar weight 1 inseamnd ca
tranzitiile au acelasi scor ca transversiile. Pentru secvente de ADN slab inrudite, scorul
ar trebui sa fie aproape de 0; pentru secvente apropiate poate fi util sa atribuim un scor
mai ridicat. Nu mai trebuie sa alegeti individual matricea scor, pentru ca stim deja cat
de similare sunt secventele. Clustal X va alege automat cea mai potrivitd matrice scor
dintr-o serie de matrice. Astfel, dacd ati schimbat matricea scor in cadrul parametrilor
alinierii pereche, sa efectuati si aici aceeasi schimbare.

5.5.3. Formatul de iesire al alinierii

Ultimul lucru care trebuie modificat inaintea efectuarii aliniamentului este formatul
de iesire.

Formatul fisierului de iesire se poate modifica selectdind Output Format Options
din meniul Alignment.

Cand ClustalX creeaza o aliniere, scrie secventele aliniate intr-un fisier. Exista mai
multe tipuri de formate de iesire, care vor fi necesare in functie de programul care vreti
sa il folositi pentru analiza ulterioara.
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Pentru constructia arborelui filogenetic alegeti Phylip ca format al figierului de
iesire. Sa nu uitati sa scrieti secventele aliniate si intr-un fisier de tip Clustal.

= Output Format Options . 51 =1 3

CLOSE |

Qutput Files
¥ CLUSTAL format [ NBRF/PIR format

[T GCG{MSF format [~ PHYLIP format
[T GDE format

GDE output case : Lower ©

CLUSTALWY sequence numbers :|OFF ©

Al

Qutput order ALIGNED -~

Parameter output OFF “

Figura 5.5.3.a. Optiunile formatului de iesire al alinierii

5.6. Crearea alinierii

Alegeti optiunea Do Complete Alignment din meniul Alignment. ClustalX va spune
ce face in fiecare moment, dar nu ar trebui sa folositi alt program in timp ce clustal
efectueaza alinierea. Dupd ce alinierea a fost efectuatd , ecranul principal va fi
improspatat cu secventele aliniate.

= Clustal< (1.8) i ISI=TES |
File Edit Algnment Trees Colors Qualiy Help

Multiple Alignment Mode -]  Font Size:[10 |

Pan_trogl G e
Pan_trog2 G G
Pan_wvellel GTEG

Pan_velle2 GTEG

Pan_werusl i

Pan_werus2

ruler 230 240 250 260 270

LSRN

JT I I 7} o o

PHYLIP-Alignment file created []

Figura 5.6.a. Exemplu de aliniere de tip Phylip

Bazele sunt colorate, ceea ce face ca evaluarea alinierii sa fie mult mai usoara.
Histograma de sub liniar indicé gradul de similaritate (figura 5.6.a). Varfurile indica
pozitiile cu cea mai mare similaritate, iar vaile indica pozitiile cu cea mai mica
similaritate. Linia gri aflatd deasupra secventelor este folositd pentru a marca portiunile
conservate. Caracterul ,,*” indica pozitii care au fost conservate in totalitate (secvente
identice).
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5.7. Scrierea aliniamentului ca fisier Postscript

Este posibil sé folosim fisierele pe care deja le-am creat pentru a construi un arbore
filogenetic, dar calitatea §i valoarea acelui arbore nu va fi mai bund decat valoarea
aliniamentului. Trebuie retinut ca oricat de diferite ar fi doua secvente ClustalX va
produce intotdeauna o aliniere. Doar faptul cd existd o aliniere nu Inseamna ca
secventele sunt inrudite. Este la atitudinea utilizatorului sa determine daca secventele
din setul de date sunt omoloage, adica pot fi aliniate. Calitatea alinierii este mai ugor de
- puteti tipari alinierea in format ClustalX si folosi aceasta, dar veti pierde

informatiile colorate;

- puteti sa instalati Ghostscript si Ghostview, care va vor permite sd manipulati
documentele Postcript si sa tipariti alinierea ca postscript incluzand culorile.

Mergeti la meniul File si selectati optiunea Write Alignment as Postscript - figura
5.7.a.

= WRITE POSTSCRIPT FILE ] B = 9

WRITE SEQUENCES TO:

|C:\lemp\hominidae_seq_Zsekvenssia_per_ |

PS Colors File :

|cu|print.par |

Page Size IM—_',

Orientation IWAPE;I

Print Header : I?S;I Print Quality Curve : IFS;’
Print Ruler : IFS;I Print Residue Numbers : IFS;’
Resize to fit page: I?S;,

Print from position : lII to:

Use block length :

0K CLOSE |

Figura 5.7.a. Exemplu de scriere a aliniamentului ca fisier Postscript

Ghostscript poate fi descarcat de la adresa:

http://sourceforge.net/projects/ghostscript/files/GPL%20Ghostscript/9.00/gs900w3
2.exe/download

si ghostview de la adresa:

http://www.seas.ucla.edu/~ee5cta/ghostView/.

Vor trebui schimbate anumite optiuni, iar dupd ce le-ati setat, apasati “OK”; apoi
deschideti fisierul postscript in Ghostview si tipdriti alinierea folosind meniul File=>
Print.
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R hominidae_seq_2sekvenssia_per_laii - GSview o =lai=]
File Edit Options Yiew Orientation Media Help

CLUSTAL X (L.8) MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT

File: C: emphominidae_seq_2sekvenssia_per_Bjitps Sun Mar 24 18:51:18 2002
Pagelof 2

wwww
Pan_trogl A 1T 2 G : 80

-l
Figura 5.7.b Vizualizarea fisierului Postscript ce contine alinierile secventelor, cu programul Ghostview

5.8. Arbori filogenetici folosind ClustalX

Pentru o analiza avansata a arborelui filogenetic se poate folosi pachetul Phylip, de
la adresa:

http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/phylogeny/phylip-uk.html.

NJ plot- este programul folosit de obicei cu ClustalX, de la adresa:

http://pbil.univ-lyonl.fr/software/njplot.html

Treeview este o altd metoda software de vizualizare, gasita la adresa:

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

ClustalX include implementarea algoritmului Neighbour-Joining (NJ) care ne
permite sa construim arbori filogenetici pornind de la o aliniere multipla.

Atentie: existd o diferentd intre arborele ghid (care a fost construit pe baza
distantelor ntre perechi Tnaintea efectudrii aliniamentului) si arborele NJ (construit dupa
aliniament). Arborele NJ este construit calculand distantele dintre fiecare pereche de
secvente In cadrul alinierii multiple. Alinierea dintre o pereche de secvente poate fi
diferita in cadrul aliniamentului multiplu.

5.9. Exercitii propuse

1. Vom porni de la un aliniament de secvente peptidice al proteinei Homoserine
O-succinyltransferases care poate fi descarcata de la urmatorul link:

http://www.bigre.ulb.ac.be/Users/jvanheld/bioinformatics_introductory_course/web_co
urse/data/sequence_analysis/metA_family.aln

2. Deschideti acest fisier cu ClustalX. Observati ca nu este nevoie sa aliniati
aceasta secventd deoarece sunt deja aliniate.
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| M ClustalX 2.0.12
Ele Edi Abgrment

Trees Colrs Quality Help

E
Mode: [Wuikiple Algrment Mode ~] Eant [10 =

Phylogenetic tree file created: [C:/Program Files/ClustalX2/metA_family.aln.ph]

Figura 5.9.a. Aliniamentul de secvente peptidice al proteinei Homoserine O-succinyltransferases

In meniul Trees selectati comanda Draw Tree. Aceasta va crea un fisier cu

3.
extensia .ph in directorul Clustal.
B Draw Tree |
Save Phylip Tree As; JE:JProgram Files/Clustal<2/metd,_family. aln.ph
ak l Cancel J

Figura 5.9.b. Exemplu de creare a fisierului cu descrierea arborelui filogenetic

4. Vom aplica si procedura bootstrap pentru a estima gradul de inrudire dintre
diferite ramuri ale arborelui. In meniul 7Trees apasati Bootstrap N-J tree. Aceasta va
crea un figier cu extensia .php 1n acelasi director cu aliniamentul Clustal.

5. Deschideti programul Njplot.
6. Folosind Njplot deschideti fisierul care contine arborele NJ (extensia .ph).

Verificati optiunea Branch Lengths.

—-— 0.5
28 META CAMIE
Lk META_RHIME
META_BRUME

META THEMA
META CLOAB
META BACSU
META_BACHD
META_LACLA
AALOOZIE

META STRPN

(BI83 yETa viBCH
2100 wETA VERPE

0.067 77ETA_SALTY

=)

META_SALTI
1IETA_ECOST
SETa_ECOLI

0.083

=

206



Gheorghe loan-Mihalas, Anca Tudor, Sorin Paralescu

7. Folosind Njplot deschideti fisierul care contine arborele NJ bootstrapped.

Verificati optiunea Bootstrap Values.
i} Diﬂ
META_CAMIE
META_RHIME
META_BRUME

MET4A THEMA
MET4A_CLOAB
META_BACSU
META _BACHD
META _LACLA
LA4100235
META_STRPN

META_VIBCH
META_YERPE

0o

9o META_SALTY

META_SALTI
JIl META_ECO57

META ECOLI

R:

8. Deschideti diferitele tipuri de figiere care contin arborii filogenetic folosind sau
Njplot sau Treeview.

.dnd  ClustalX guide tree
.ph  ClustalX neighbor-joining tree
.phb  ClustalX neighbor-joining bootstrap tree

.tree  the result of Phylip

YV VVY
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