BIOINFORMATIKA V PRAXI — CVICENI 2

SEQUENCE ALIGNMENT

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

UvVOoD

Sekvence v biochemii

Pti praci s biologickymi makromolekulami (nukleové kyseliny, proteiny, sacharidy) hovoiime
Casto o jejich sekvenci. Pod timto pojmem rozumime pofadi a identitu jednotlivych
stavebnich prvki, z nichz se makromolekula sklada (v ptipad¢ sacharidu i typ vazby mezi
sousednimi jednotkami). Pro jednotlivé stavebni prvky existuji obvykle tfipismenné zkratky,
v bioinformatice vSak Ccastéji pouzivame jednopismenné zkratky. V tomto predmétu se
budeme zabyvat jen problematikou nukleovych kyselin a proteinti. V ptipad¢ sacharidii je cela
situace komplikovana mnozstvim rtiznych stavebnich jednotek a moznosti vétveni fetézce.
S tim souvisi vétsi narocnost urceni sekvence oligo-/poly-sacharidu a téz mensi pocet
dostupnych sacharidovych sekvenci v databazich.

Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny (DNA, RNA) jsou tvoreny kombinaci ¢tyf prvkl (nukleovych bazi)
spojenych prostfednictvim tzv. cukr-fosfatové kostry. V piipadé DNA se jednd o adenin,
cytosin, guanin a thymin, v ptipadé¢ RNA pak adenin, cytosin, guanin a uracil. Tyto baze jsou
uvedeny v ptilozené tabulce.
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Pozn.: Pouzivani zkratek a nazvl pro rizné ¢asti nukleovych kyselin (nukleotidy, nukleosidy, baze) je pomérné
komplikované. V piipadé zdjmu lze detailni doporuceni nazvoslovné komise nalézt napf. na strankach:
http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/misc/naabb.html

Sekvenci nukleové kyseliny zapisujeme v poradi od 5°-konce (nukleotid s volnou OH
skupinou na 5. uhliku) smérem k 3°-konci (nukleotidu s volnou OH skupinou na uhliku ¢islo
3). V tomto sméru je také v zivych organismech DNA resp. RNA syntetizovana.

Proteiny
Proteiny jsou sestaveny z 20 standardnich aminokyselin (21, poc¢itame-li selenocystein) — viz

tabulka. Dle rbznych charakteristik mtzeme proteinogenni aminokyseliny rozdélit do
n¢kolika skupin — nejcastéji rozliSujeme aminokyseliny nabité (kyselé a bazické), nenabité



http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/misc/naabb.html

polarni, hydrofobni a malé¢ (s kratkym postrannim fetézcem). Pfi analyze proteinovych
sekvenci obvykle neuvazujeme mozné posttranslacni modifikace, jako je napt. hydroxylace ¢i
glykosylace.
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Neni-li uvedeno jinak, zapisujeme sekvenci proteini od N-konce (volnd NH,- skupina) k C-
konci (volnd COOH- skupina). Tento smér je opét totozny se smérem, v némz je protein
v Zivém organismu syntetizovan.

Sekvencni priloZeni (Sequence alignment)

Porovnani dvou (nebo vice) sekvenci mezi sebou oznacujeme jako sekvenéni piilozeni
(Castéji anglicky sequence alignment). Cilem je urCeni vzajemné podobnosti téchto sekvenci.
Vizudlnim vystupem je zarovnani sekvenci tak, aby sob¢é odpovidajici residua leZela nad
sebou. Detaily viz. predndska Sequence alignment piedmétu C2130.




VYUZITi SEKVENCNIHO PRILOZEN]{ PRO IDENTIFIKACI GENU V ONLINE
DATABAZICH
Pro vyhledavéni v internetovych databazich Ize pouZzit n€kolik pfistupt (viz. Bioinformatika
v praxi — cvi¢eni 1). Pokud mame jako vstupni udaj sekvenci genu/proteinu, vyuzivame
hledani na zakladé podobnosti sekvenci. Typickou ukadzkou je aplikace BLAST na serveru
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

UKOL 1
Pomoci aplikace BLAST identifikujte nasledujici sekvence:

Sekvence 1:

Nazev 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
zaznamu podobnych. Tak Ize na zadklad¢€ podobnych sekvenci identifikovat i dosud neznamou
sekvenci a odhadnout jeji ,,pfibuzenské® vztahy.

UKOL 2
Identifikujte zadanou sekvenci a naleznéte 4 dalsi nejpodobnéjsi sekvence. Pouzijte aplikaci
BLAST.

Sekvence:

Cislo zdznamu Protein Organismus Score




Volitelny UKOL
Z nalezenych sekvenci v ukolu 2 sestavte Multiple sequence alignment a vytvoite
fylogeneticky strom (phylogenetic tree).

VLIV POUZITE MATICE NA VYSLEDEK ALIGNMENTU
Jednim z parametrti, ktery mizZe ovlivnit vysledek alignmentu je pouZita matice. VéEtSina
programt detekuje automaticky nukleotidovou sekvenci a pouzije ptisluSnou matici, v piipadé
proteinovych sekvenci je vSak situace komplikované;jsi.

UKOL 3

Naésledujici sekvence identifikujte a ptilozte V 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. Ktera matice je pouZita pfi
zéakladnim nastaveni?

Sekvence 1:
Sekvence 2:
Sekvence 3:

Sekvence 4:

VLIV MEZER NA VYSLEDEK ALIGNMENTU
Moznost vlozeni mezer vyznamné zvySuje Sance na uspéSny alignment sekvenci. Pfi zméné
nastaveni parametrii se méni skore urcujici podobnost sekvenci a ty tak maji vliv i na urceni
vzajemné piibuznosti sekvenci. Pii Spatném nastaveni pak umoziuji provést alignment i u
naprosto nepodobnych sekvenci.

% multiple alignment nasledujicich sekvenci pomoci programu ClustalW. 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

Pocet zcela identickych residui:

Gap open = 100
Pocet zcela identickych residui:



VOLITELNY UKOL

Pomoci programu ClustalW proved’te Multiple sequence alignment nasledujicich sekvenci pii
zékladnim (default) nastaveni parametri. V druhém okné prohlizece proved’te totéz ptiloZeni,
ale nastavte parametr Gap open na hodnotu ,,5“. Vysledky porovnejte.

Sekvence 1:
Sekvence 2:
Sekvence 3:

Sekvence 4:

) 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 ptelozte do
sekvence aminokyselin programem Translate — server ExPassy
(http://www.expasy.ch/tools/dna.html) a proved’te alignment téchto — ptelozenych sekvenci.
Porovnejte mnozstvi nesparovanych nukleotidii/aminokyselin (resp. procento identity) v obou
ptipadech.

Sekvence Al
Sekvence A2
Identita nt sekvenci al-a2:
Identita ak sekvenci al-a2:
Sekvence B1
Sekvence B2
Identita nt sekvenci bl-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 —
zaména aminokyseliny, posunuti ¢teciho rdmce, vytvoreni 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 vdmi zvoleny program (lalign, ClustalW,
pfipadné jiny).

Pavodni gen:

Sekvence 1:

Sekvence 2:

Vhodnéjsi sekvence:

Divod:

UKOL 7

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

Originalni sekvence:

Sekvence 1:

Sekvence 2:

Sekvence 3:

Sekvence 4:

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

AW~

PROBLEM REPETIC
Pfi porovnavani dvou celkové podobnych sekvenci uzivame zpravidla metody globalniho
alignmentu. V piipadé sekvenci, které jsou podobné jen v urcité své ¢asti (napf. jedné
z domén), je vhodné&jsi pouzit lokalni alignment. Ten ma svlij vyznam i v piipad¢ proteint
s tzv. repeticemi, tj. opakujicimi se Useky, které jsou si navzajem podobné.

UKOL 8

Proved'te alignment nasledujicich dvou sekvenci programem Align
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/) s pouzitim algoritmu Needle (globalni alignment) a Water
(lokélni alignment). V obou pfipadech 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 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/).

UKOL 9

V sekvencich z ukolu 8 detekujte repetice pomoci programu Radar. Uved’te pocet repetic

zjisténych u kazdé sekvence:

Sekvence 1:
Sekvence?:

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.




