BIOINFORMATIKA V PRAXI — CVICENI 2

SEQUENCE ALIGNMENT

STUDIJNI MATERIALY ,
Studijni materidly pfedmétu C2130 Uvod do chemoinformatiky a bioinformatiky,
pfednédska Sequence alignment.

VYUZITi SEKVENCNIHO PRILOZENi PRO IDENTIFIKACI GENU V ONLINE
DATABAZICH

Pro vyhledavani v internetovych databazich Ize pouzit nékolik piistupt (viz. Bioinformatika
v praxi — cvi¢eni 1). Pokud mame jako vstupni udaj sekvenci genu/proteinu, vyuzivame
hledani na zaklad¢ podobnosti sekvenci. Typickou ukéazkou je aplikace BLAST na serveru
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Pomoci aplikace BLAST identifikujte nasledujici sekvence:

Sekvence 1:
MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVQHKNVRTPLNY I
LILNLAVANHFMVFGGFTTTLYTSLHGYFVFGSTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLATERYVVVCKPMSNFRFGE
NHAIMGVAFTWVMALACAAPPLVGWSRY IPEGMQCSCGIDYYTLKPEVNNESFVIYMFVVHFTIPMTI IFFCYGQ
LVFTVKEAAAQQQESATTQKAEKEVTRMVI IMVIAFLICWVPYASVAFYIFTHQGSDFGPILMTLPAFFAKSSAT
YNPVIYIMMNKQFRNCMLTTICCGKNPFGEEEGSTTASKTETSQVAPA

Nézev genu/proteinu:
Cislo zdznamu v databazi NCBI:
Mira shody zadané a nalezené sekvence:

Sekvence 2:
atgtcgagcgttcagaccgctgccacttcgtggggaaccgtceccecgtcgatececgtgtgtacacggccaataatgge
aagatcaccgagcgttgctgggacgggaaggggtggtacacgggtgccttcaacgagecccggcgataacgtetece
gtgaccagctggctggtcggcagcgcgatccatatccgegtctatgcaagcaccggcaccacgaccacagagtgg
tgctgggacggcaacggctggaccaagggcgcctacaccgccaccaactga

Nazev genu/proteinu:
Cislo zdznamu v databazi NCBI:
Mira shody zadané a nalezené sekvence:

Sekvence 3:
MGLSDGEWQMVLNIWGKVEGDLAGHGQEVLISLFKAHPETLEKFDKFKNLKSEEEMKSSEDLKKHGCTVLTALGT
ILKKKGQHAAEIQPLAQSHATKHKIPVKYLEFISEVIIQVLKKRYSGDFGADAQGAMSKALELFRNDIAAKYKEL
GFQG

Nazev genu/proteinu:
Cislo zdznamu v databazi NCBI:
Mira shody zadané a nalezené sekvence:



VYHLEDAN{ PODOBNYCH SEKVENCI A URCENI PRIBUZNOSTI

Vyhodou pouziti sequence alignmentu je schopnost nalezeni nejen shodného zaznamu, ale i
zaznamil podobnych. Tak lze na zakladé podobnych sekvenci identifikovat i dosud neznamou
sekvenci a odhadnout jeji ,,pfibuzenské* vztahy.
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Naleznéte 4 nejpodobnéjsi sekvence k sekvenci zadané. Pouzijte aplikaci BLAST.

Sekvence:
MNTRSFHRIDVHKARELLQRPDTVLLDCRHPSDFRAGHIAGASPLGDYNADDHVLNIAKHRPVLIYCYHGNASQOM
RAQLFADFGFAEVYSLDGGYEAWRKVHTPANSQLTEALQCWLMAQEFPAADIHARTRDGVTPLMRAAGEGDPARV
AELLAAGADPHQRNNDGNQALWFACVSENLDTLDLLVAVGAHLNHQONDNGATCLMYAASAGKTAVVERLLAFGAD
RSLLSLDDFTALDMAANLECLNLLRETPRRIKAVT

Cislo zaznamu Protein Organismus Score

VLIV POUZITE MATICE NA VYSLEDEK ALIGNMENTU

Dal§im parametrem, ktery muze ovlivnit vysledek alignmentu je pouZzitd matice. VétSina
programu detekuje automaticky nukleotidovou sekvenci a pouzije ptislusSnou matici, v ptipadé
proteinovych sekvenci je vSak situace komplikované;si.
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Naésledujici sekvence identifikujte a prilozte vV programu ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Poté provedte alignment s pouzitim
matice PAM, BLOSUM, Gonnet a ID a vysledky porovnejte. Kterd matice je pouZzita pfi
zakladnim nastaveni?

Sekvence 1:
MPGIRLRYALLALVFAIYYYIVLSYRDQFSDIKKCFSSIRAKIEDYDSSKKGQPKLASNSYLEADMLYRD
RTQVGIENATMVMLVRNRELEGALSSMRSLEDRFNRQYKY PWVFLNDEPFTEEFIEQTMLMASSQTFYEL
IPSSDWNMPDFIDNERVEQNIANSTDVIYGFSKSYRNMCHFNSGYFYKQKRLLNYDWYFRVEPDVEYMCD
FQYDPFTLLRTNNKIYGFVIATIHEYENTIPTLWPTVEKFMQTYPDLIHANNSLKFITTNESSLNHWVTPI
OSSSDYNLCHFWSNFEIGNLNFFRGEAYNKYFDFLDRAGGFYYERWGDAPVHSIGLNLLADKNS IHHFED
IGYYHPPYLACPSSKDVIAAKRCVCRKRGNDGEVIDSAIDVNVESCLSRWWRYGAGKRFLNE IDYTENN

Sekvence 2:
MPESGVPAGRRRLLAPLLLVTSAAALLAVTMANPPDLVDFHVYMLGGVALDRPDTLYSFAYSDQSPDQPL
PFVYPPFAAILFRPLTALPFVVAGVLWOLGILAAVYGIVRISQRLLGGGSHRTAMLWTAGLIWLEPVRVA
LDLGQVGIFLTLAVLYAVCSRRWWLSGLLVGLAAGVKLTPAITGLYFLGVRRWTAAAFSAVVEVATIGLS
YLVVGDQVRNYFTRVMGDTSINPIGIALNQSWRGAI SRFLGHDAGGSALVIAATAGTAVLALFAWAALGA
GSRPRDRLGSVLVVQLFGLLMSPISWVHHWAWVVPLVLWLLSGPWRNE PGARVLGWGWLALTFVGVPSQL
SLLEPSLWEISRPWYLAWAGLAYVVAAVATLGWIVLTGRRNAAPTPPVRRRFARVVGTRGKQIACEEHRA
GR



Sekvence 3:

MELQSLIDTVSLOKLLLLGALLRLILIAYAFFHDOWFRVKYTDIDYMIVVDGARHMWNGGSPFDRTTFRY
TPLLAALVMPSIWIANPMGKLIFASSDLGAAWYCYGVLKSFAKERSAKWMVSLFILFNPIVLSVSTRGNS
DMLVTFMSLMVLSKFARRKCYQAAAVLGFAVHFKIYPIIYALPLTLGVWEQSVAASTNTWRRVVKTAVVYV
SICALMAAISFAVPTVLCYMKYGQQYLNEAFIYHVYREDHRHNFSPYWLLMYLNMARRHLGQGVDFSPRL
VAFAPQAVVILSFVSYKLRRNTAHACCVQTVLEFVAFNKVCTVQYFVWFIPFLAFLFCEPKEVEDDESGGSG
AFKFFSWVKALGVVLMWAATIPLWVTTAVPLEFHGYSDFAQLWIVSCLFFLAMVVLASMLARIAYRVQCT
KCSAKSIKVA

Sekvence 4:
MDASTPNPPTLGTDAVASTIVFFHPDLGIGGAERLVVDAAVGLOTRGHKVVIFTNHCDPTHCFDECRDGT
LDVRVRGNSIVPPSIFSRLTILCAILRHIHLLLTIHLTGELAALSPRAFIVDQLSAGLPLMRFLAPDVPV
LFYCHFPDLLLAQGRQSLVKRLYRVPFDRLEEWSMGFAHAVAVNSKFTRGIVGNTWPALQNKVPINVVYP
CVDTHTTHETAPDEAKLAAGKKLILSINRFERKKDIGLAIRAFAQIPEEQRRGARLVLAGGYDARVSENV
LYHAELQALATSLSLAHHTLTPAELGSAAAPPDAQHFGIVPLEAMLARVPVLAANTGGPVETVADRETGW
LRDPADAPAWTDVMARCLALPDDQLAAMGDAGRRRVRELFGRDKMAQTLDESLVQIAGLAEERRVSGAAG
FGVLAAFIAACAVLAAWFAF

VLIV MEZER NA VYSLEDEK ALIGNMENTU

Moznost vlozeni mezer vyznamné zvySuje Sance na uspé$ny alignment sekvenci. Pfi zméné
nastaveni parametri se meéni skore urcujici podobnost sekvenci a ty tak maji vliv i na urceni
vzajemné piibuznosti sekvenci. Pfi Spatném nastaveni pak umoziuji provést alignment i u
naprosto nepodobnych sekvenci.
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Proved'te multiple alignment nasledujicich sekvenci pomoci programu ClustalW. V prvnim
pfipad¢ nastavte parametr GAP OPEN na 1, ve druhém ptipadé na 100 a vysledky porovnejte.

Sekvence 1:

trypsin [Homo sapiens] — AAZ40216.1

RIQVRLGEHNIEVLEGNEQFINAAKI IRHPKYDRKTLNNDIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTAPPATGTKCLIS
GWGNTASSG

Sekvence 2:

FlgA [Agrobacterium tumefaciens] — AAB71791.1
MRFGRNNSSCRTALVRMCLASAFSLGALAPALAQAPMALVPVRTIYPGEATSPEQVKSVEVTNPNISAGYASDIS
EVEGMISKQTLLPGRTIPIAALREPSLVVRGTSVKLVFHIGNMTLMASGT PMSDGSLGEVVRVRNIDSGVMVSGT
VMKDGTIQVMAK

Sekvence 3:

collagen [Caenorhabditis elegans] — CAA35955.1
MSEDLKQIAQETESLRKVAFFGIAVSTIATLTATIIAVPMLYNYMQHVQSSLQSEVEFCQHRSNGLWDE YKRFQGV
SGVEGRIKRDAYHRSLGVSGASRKARRQSYGNDAAVGGFGGSSGGSCCSCGSGAAGPAGS PGQDGAPGNDGAPGA
PGNPGQDASEDQTAGPDSFCFDCPAGPPGPSGAPGQKGPSGAPGAPGQSGGAALPGPPGPAGPPGPAGQPGSNGN
AGAPGAPGQVVDVPGTPGPAGPPGSPGPAGAPGQPGOAGSSQPGGPGPQGDAGAPGAPGAPGQAGAPGQDGESGS
EGACDHCPPPRTAPGY

Gap open =1
Vzajemné piibuznéjsi sekvence:

Gap open = 100
Vzijemné pribuznéjsi sekvence:



ALIGNMENT NA GENOVE vs. PROTEINOVE UROVNI
Casto se setkdvame se situaci, kdy alignment na genové Grovni neni pro nase poteby vhodny.
Je tedy zapotiebi vysledné sekvence porovnat i na urovni proteinu.
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U nasledujicich dvojic sekvenci proved’te sequence alignment na genové urovni (program
lalign — http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN form.html). Tyto sekvence pielozte do
sekvence aminokyselin programem Translate — server ExPassy
(http://www.expasy.ch/tools/dna.html) a proved’te alignment téchto — ptelozenych sekvenci.
Porovnejte mnozstvi nesparovanych nukleotidli/aminokyselin (resp. procento identity) v obou
piipadech.

Sekvence al

atg tgc gca gtg cgc agg gcc ggc tcg aag cgc aag cag gaa gcg ttt gcg gtg atc
cCcg gcg act gcg ctg gct aat gcg gta ccg gct agce gtg gct tct gca ccc cgce act
gcc cag cac ctt ccg ctc agt cct cgg cgc ccg cct gecc gcecec tcece gga gcg cct gtg
tgg ttt cca aaa aaa gac tta cag caa aat gaa tac tcc agc cat caa gag aat agg
aaa tca cat tac caa gtc tcc tga

Sekvence a2

atg tgt gca gtg cgc cga gcc ggc tcc aag agg aag caa gaa gcg ttt gcg gtt atc
ccg gcg act gct ctg gct aat gca gta ccg gct agc gtg gct tct gca ccg cgc act
gcc cag cat tta ccg ctg agt cct cgc cgg ccg cct gca gct tcc gga gcg cca gtg
tgg ttc cca aaa aaa gat ttg cag caa aat gaa tat tcc agc cac cag gag aat agg
aag tcc cat tac caa gtc tca tga

Identita nt sekvenci al-a2:
Identita ak sekvenci al-a2:

Sekvence bl

atg tgc gca gtg cgc agg gcc ggc tcg aag cgc aag cag gaa gcg ttt gcg gtg atc
ccg gcg act gcg ctg gct aat gcg gta ccg gct agce gtg gct tct gca ccc cgc act
gcc cag cac ctt ccg ctc agt cct cgg cgc ccg cct gecec gece tcec gga gcg cct gtg
tgg ttt cca aaa aaa gac tta cag caa aat gaa tac tcc agc cat caa gag aat agg
aaa tca cat tac caa gtc tcc tga

Sekvence b2

atg tgc gca gtg cgc agg gcc ggc tcg aag cgc aag cag gaa gcg tgt gcg gtg atc
ccg gcg act gcg ctg gct aat gcg gaa c¢cg gct agc gtg gct tct gca ccc cgce act
gcc cag cac ctt ccg ctc agt cct cgg cgc ccg cct gcc geccec tce cga gcg cct gtg
tgg ttt cca aaa aaa gac tta cag caa aat gaa tac tcc agc cat taa gag aat agg
aaa tca cat tac caa gtc tcc tga

Identita nt sekvenci b1-b2:
Identita ak sekvenci b1-b2:



VYUZITI ALIGNMENTU PRO INTERPRETACI VYSLEDKU SEKVENACE

Béznym uzitim sequence alignmentu je analyza vystupu po sekvenaci. Detekujeme tak
mutace (inzerce, delece, substituce), které mohou mit vliv na sekvenci kédovaného proteinu —
zaména aminokyseliny, posunuti ¢teciho rdmce, vytvoreni nebo odstranéni STOP kodonu,
atd. MiiZeme aplikovat pairwise alignment nebo u vice sekvenci multiple alignment.
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Naésledujici sekvence obsahuji inzerce. Urcete, ktera z obou sekvenci je vhodnéjsi pro budouci
praci s proteinem a proC. Pro alignment pouzijte vdmi zvoleny program (lalign, ClustalW,
piipadné jiny).

Piivodni gen:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggecgaattctecgattececgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgeccgeccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgctgaatteccggcaacggcaagatececgtttecgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtctecgecgecgatcaacggcaagaagtcggacggctecgeecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtegtgetecag
tggccgatcggctga

Sekvence 1:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggcgaattctecgattececgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgccgagcaacagcacatcaaaaatttgttcatcggcgacagccaggaaccecgecgegtat
cacaagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaageccacgctgaatteccggcaacggcaagateecgtttecgaggtyg
tcggtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgecgecgtctecgegecgatcaacggcaagaagtcggacggcectecgecyg
ttcacggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatecgtegtgete
cagtggccgatcggctga

Sekvence 2:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggcgaattctecgattcecgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggcgacagccaggaacccgecgegtatcecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgctgaattecggcaaaacggcaagateccgtttegaggtgt
cggtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcecgegtctecgegecgatcaacggcaagaagtcggacggctecgeecgt
tcacggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtegtgetece
agtggccgatcggctga

Vhodnéjsi sekvence:
Duivod:
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Nasledujici sekvence obsahuji rizné mutace. Urcete, které z téchto sekvenci jsou pouzitelné
pro budouci praci s proteinem a pro¢. Oznacte nejvhodnéjsi sekvenci.

Originalni sekvence:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggcgaattctcgatteccgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgeccgceccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatcecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgctgaattecggcaacggcaagatecgtttegaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtctecgegecgatcaacggcaagaagtcggacggetecgeecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtecgtgcectceccag
tggccgatcggctga

Sekvence 1:



atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggcecgagttcectegattececgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaaccagcececgegtatcecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgttgaatteccggcaacggcaagatececgtttecgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtctecgecgecgatcaacggcaagaagtcggacggctecgeecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtecgtgetceccag
tggccgatcggctga

Sekvence 2:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgccggecgaattctecgattcecgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatcecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgtageccacgctgaatteccggcaacggcaagatcececgtttecgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtcectegegecgatcaacggcaagaagtcggacggetegeecgtte
acggtcaactttgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtegtgectecag
tggccgatcggctga

Sekvence 3:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgccggecgaattctecgattcecgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgeccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgeccgegtatcac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgctaagceccacgctgaattecggcaacggcaagateccgtttegaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtcectecgegecgatcaacggcaagaagtcggacggetegeecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtecgtgectceccag
tggccgatcggctga

Sekvence 4:
aaggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgccggcgaattctecgattccgecgaataccgattteccgegegatt
ttcttcgcgaatgeccgeccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatcecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgctgaatteccggcaacggcaagateccgtttecgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtctecgegecgatcaacggcaagaagtcggacggectegeecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtecgtgectceccag
tggccgatcggctga

Sekvence | Charakter mutace Charakter mutace Pouzitelna pro dalsi
z hlediska genu z hlediska proteinu praci (ANO/NE)

1

2

3

4

PROBLEM REPETIC

Pfi porovnavani dvou celkové podobnych sekvenci uzivame zpravidla metody globalniho
alignmentu. V ptipad¢ sekvenci, které jsou podobné jen v urcité své casti (napf. jedné
z domén), je vhodnéjsi pouzit lokalni alignment. Ten ma svlij vyznam i v pfipad¢ proteinil
s tzv. repeticemi.
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Proved’te alignment nasledujicich dvou sekvenci programem Align
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align) s pouZzitim algoritmu needle (globalni alignment) a
water (lokalni alignment). V obou ptfipadech nastavte parametr Gap open na 15.0 a vysledky
porovnejte.

Sekvence 1
PTEFLYTSKIAAISWAATGGRQQRVYFQDLNGKIREAQRGGDNPWTGGSSQONVIGEAKLFSPLAAVTWKSAQGIQ
IRVYCVNKDNILSEFVYDGSKWITGQLGSVGVKVGSNSKLAALOWGGSESAPPNIRVYYQKSNGSGSSIHEYVWS



GKWTAGASFGSTVPGTGIGATAIGPGRLRIYYQATDNKIREHCWDSNSWYVGGEFSASASAGVSIAAISWGSTPNI
RVYWOQKGREELYEAAYGGSWNTPGQIKDASRPTPSLPDTFIAANSSGNIDISVEFQASGVSLOQWOWISGKGWST
GAVVPTGTPAGW

Sekvence 2
SSVQTAATSWGTVPS IRVYTANNGK I TERCWDGKGWY TGAFNEPGDNVSVTSWLVGSATHIRVYASTGTTTTEWC
WDGNGWTKGAYTATN

Identické ak Podobné ak Mezery

Needle

Water

Vyse uvedené sekvence jsou piikladem repetic, tj. opakujicich se podobnych (homolognich)
usekll v rdmci jedné sekvence. Piitomnost repetic lze zjistit/ovétit programem RADAR
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/Radar/).
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V sekvencich z ukolu 8 detekujte repetice pomoci programu Radar. Uved’te pocet repetic
zjisténych u kazdé sekvence:

Sekvence 1:
Sekvence?2:

Sekvenci s vice repeticemi rozdélte na jednotlivé repetice a proved’te multiple alignment
pomoci programu ClustalW. Kterd z residui jsou v repeticich konzervovéna (zcela, castecné)?
Vyuzijte tzv. consensus.



