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).

UKOL 1
Pomoci aplikace BLAST identifikujte nasledujici sekvence:

Sekvence 1:

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

Sekvence 2:

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

Sekvence 3:

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

VYHLEDANI PODOBNYCH SEKVENCI A URCENI PRIBUZNOSTI

Vyhodou pouziti sequence alignmentu je schopnost nalezeni nejen shodného zaznamu, ale i
zaznaml podobnych. Tak lze na zdkladé podobnych sekvenci identifikovat i dosud nezndmou
sekvenci a odhadnout jeji ,,pfibuzenské™ vztahy.

UKOL 2
Naleznéte 4 nejpodobnéjsi sekvence k sekvenci zadané. Pouzijte aplikaci BLAST.



Sekvence:

Cislo zdznamu Protein Organismus Score

VLIV POUZITE MATICE NA VYSLEDEK ALIGNMENTU

DalS§im parametrem, ktery muize ovlivnit vysledek alignmentu je pouZitd matice. VétSina
programu detekuje automaticky nukleotidovou sekvenci a pouZzije ptisluSnou matici, v piipadé
proteinovych sekvenci je vSak situace komplikovanéjsi.

UKOL 3

Nasledujici sekvence identifikujte a pfiloZte v programu ClustalW. Poté proved’te alignment
s pouzitim matice PAM, BLOSUM, Gonnet a ID a vysledky porovnejte. Kterd matice je
pouzita pti zakladnim nastaveni?

Sekvence 1:
Sekvence 2:
Sekvence 3:

Sekvence 4:

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.

UKOL 4

Proved’te multiple alignment nasledujicich sekvenci pomoci programu ClustalWV
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). V prvnim piipad¢ nastavte parametr GAP
OPEN na 1, ve druhém ptipadé na 100 a vysledky porovnejte.

Sekvence 1:

Sekvence 2:

Sekvence 3:

Gap open =1
Vzajemné piibuznéjsi sekvence:



Gap open = 100
Vzajemné piibuznéjsi sekvence:

ALIGNMENT NA GENOVE vs. PROTEINOVE UROVNI
Casto se setkavame se situaci, kdy alignment na genové urovni neni pro nase potieby vhodny.
Je tedy zapotiebi vysledné sekvence porovnat i na trovni proteinu.

UKOL 5

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 — pielozenych sekvenci.
Porovnejte mnoZzstvi nesparovanych nukleotidii/aminokyselin (resp. procento identity) v obou
ptipadech.

Sekvence al
Sekvence a2
Identita nt sekvenci al-a2:
Identita ak sekvenci al-a2:
Sekvence bl
Sekvence b2
Identita nt sekvenci b1-b2:

Identita ak sekvenci b1-b2:

VYUZITI ALIGNMENTU PRO INTERPRETACI VYSLEDKU SEKVENACE

BéZznym uZzitim sequence alignmentu je analyza vystupu po sekvenaci. Detekujeme tak
mutace (inzerce, delece, substituce), které¢ mohou mit vliv na sekvenci kédovaného proteinu —
zameéna aminokyseliny, posunuti ¢teciho ramce, vytvofeni nebo odstranéni STOP kodonu,
atd. Mlizeme aplikovat pairwise alignment nebo u vice sekvenci multiple alignment.

UKOL 6

Nasledujici sekvence obsahuji inzerce. Urcete, ktera z obou sekvenci je vhodnéjsi pro budouci
praci s proteinem a pro¢. Pro alignment pouzijte vami zvoleny program (lalign, ClustalW,
ptipadné jiny).

Sekvence 1:

Sekvence 2:



Vhodné;jsi sekvence:
Dtvod:

UKOL 7

Nasledujici sekvence obsahuji riizné mutace. Urcete, které z t€chto sekvenci jsou pouzitelné
pro budouci praci s proteinem a pro¢. Oznacte nejvhodnéjsi sekvenci.

Sekvence 1:

Sekvence 2:

Sekvence 3:

Sekvence 4:

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

AW IN|—

PROBLEM REPETIC

Pfi porovnavani dvou celkové podobnych sekvenci uzivame zpravidla metody globalniho
alignmentu. V ptipadé sekvenci, které jsou podobné jen v urcité své Casti (napf. jedné
z domén), je vhodné&jsi pouzit lokalni alignment. Ten mé svlij vyznam i v piipad¢ proteint
s tzv. repeticemi.

UKOL 8

Provedte alignment nasledujicich dvou sekvenci programem Align
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align) s pouzitim algoritmu needle (globalni alignment) a
water (lokalni alignment). V obou ptfipadech nastavte parametr Gap open na 15.0 a vysledky
porovnejte.

Sekvence 1

Sekvence 2

Identické ak Podobné ak Mezery

Needle

Water




Vyse uvedené sekvence jsou ptikladem repetic, tj. opakujicich se podobnych (homolognich)
usekil v rdmci jedné sekvence. Pfitomnost repetic lze zjistit/ovéfit programem RADAR
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/Radar/).

UKOL 9
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, ¢astecng)?
Vyuzijte tzv. consensus.



