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Biomakromolekuly

, : Velké molekuly. Typické malé Zakladni stavebni
Biomolekuly jsou : y s :
Kir0ZENoU molekuly jsou tvoreny néekolika jednotky hmoty. Jsou
prrozenot atomy az nékolika sty atomu. tvoreny atomy, které
soucasti zivych wr e s . .. .
L Makromolekuly tvofi tisice az navzajem spojuji
organismu. i o ,
miliony atomu. kovalentni vazby.

Biomakromolekuly

Biomolekuly Makromolekuly

Proteiny
Nukleové kyseliny

Polysaccharidy



Slozeni biomakromolekul

* Vznikaji spojovanim velkého mnozstvi nekolika malo
typu podjednotek

Makromolekula Stavebni jednotky Typ vazby Schéma
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Trideni aminokyselin

Aminokyseliny

S podobnymi
vlastnostmi mohou
plnit v proteinu stejné
funkce — byvaji
vzajemne zastupitelné

CH; O O
H.C H3C
3 OH OH
NH, CH;  NH,
Isoleucine Leucine

aliphatic

5

Ay,
3
e 7 '
aromatic /
.llIlI
non-polar

S
&),

|
charged

, tiny

5||1_1111

= positive

polar




Nukleové baze

el

NH&

</

NH

A

Adenine  Cytosine Guanine
O 0
o |
‘ NH | NH
NH&O NH/KO
Thymine Uracil
adenin | cytosin | guanin thymin uracil
A C G T U

Nukleova baz </N | NN
Adenin " N)
NH,
N
| a )
Nukleosid o NN
Adenosin °
OH OH
Nukleotid "
Adenosinmonofosfat 2
AMP N XN
g AL
N =
HO— F|> O—I 0 N
OH <N
Nukleotid oHon
Adenosintrifosfat NH;
ATP N
0 </ | N
0 s

HO—P—0—P—0—P—0

OH OH

OH

OH OH



Polysacharidy

Komplikované sekvence — alignment se neprovadi

Polymer Protein Nukleova Polysacharid
kyselina

Pocet druht 20 (22) 4 (DNA) desitky

zakladnich 4 (RNA)

stavebnich jednotek

Pocet typu 1 1 2 X 4 (pro hexosu)
vzajemnych vazeb



Struktura proteinu (NK)

ADSQTSSNRAGEFSIPPNTDFRAIF
FANAAEQQHIKLFIGDSQEPAAYHK
LTTRDGPREATLNSGNGKIRFEVSV
NGKPSATDARLAPINGKKSDGSPF
TVNFGIVVSEDGHDSDYNDGIVVL
QWPIG

primarni
(sekvence)

terciarni

cent: 100030a3:a0010000a0=00033003=1003030000at
Fred: ¢ i ::}—

Fred: CCCCCEECCCCCCCCCCCCEEEECCCCCEEEEEEECCCCE
A DSQEPARAYHELTTEDGPEEARTLH SGHGE IRFEW SWHGE ES

50 a0 70 20

Conf: JIa3am92200033003000030307339003000030 00
Fred:

Fred: CCHHEEEECCCCCCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCER
Ah: ATDARLAFINGEE ZDGEPFTVHEGIVS EDGRDEDITHDGI

20 loo 11n 1z0

sekundarni

kvartérni




Kvartérni struktura proteinu

Homooligomer Heterooligomer

Homotetramer AB5 toxin




Jsou sekvence stejné, podobné Ci zcela odlisne?

ATGTCTACTCCTGGAGCACAGCAAGTCCTCTTCCGCACCGGAATTGCCGCGGTCAACTCAACCAACCATCTCCGTGTTTACTTCCAGGATGTCTATGGCAG
TATTCGCGAGAGTCTCTACGAGGGCAGCTGGGCTAACGGCACCGAAAAGAACGTTATCGGCAATGCTAAGCTTGGCAGCCCTGTGGCCGCGACTTCTAAG
GAGCTGAAGCATATCCGTGTCTACACCCTCACTGAAGGAAACACCCTACAGGAGTTCGCCTACGACTCCGGAACCGGATGGTACAACGGCGGGCTGGGC
GGTGCAAAGTTCCAAGTCGCACCCTACTCTCGCATTGCTGCCGTGTTCCTAGCCGGAACAGATGCATTGCAGTTGCGAATCTATGCACAGAAGCCAGATAA
CACAATCCAGGAGTATATGTGGAACGGCGATGGCTGGAAGGAGGGCACCAACCTGGGAGGTGCTCTCCCCGGCACTGGAATCGGAGCCACCTCCTTCCG
CTATACCGACTACAATGGCCCAAGCATCCGGATCTGGTTCCAAACTGACCTCAAACTCGTCCAAAGAGCCTACGACCCGCACAAAGGCTGGTACCCGGAC
CTCGTCACCATCTTTGACAGGGCACCGCCACGTACGGCCATTGCAGCCACCAGCTTTGGAGCCGGCAACAGTTCCATCTACATGCGTATCTACTTTGTCAA
TTCGGACAACACTATCTGGCAGGTCTGCTGGGACCACGGCAAGGGCTATCACGACAAGGGAACCATCACCCCAGTCATTCAGGGCTCGGAGGTCGCCATT
ATCAGCTGGGGCAGTTTCGCCAATAACGGGCCGGATCTGCGTCTGTACTTTCAGAATGGAACATACATTAGTGCTGTGAGCGAGTGGGTTTGGAATCGGG
CACATGGGTCGCAGTTGGGCAGAAGTGCTCTTCCTCCTGCTTGA

ATGGCTGATTCTCAAACGTCATCCAACCGCGCCGGCGAATTCTCGATTCCGCCGAATACCGATTTCCGCGCGATTTTCTTCGCGAATGCCGCCGAGCAACA
GCACATCAAATTGTTCATCGGCGACAGCCAGGAACCCGCCGCGTATCACAAGCTGACGACGCGCGACGGCCCGCGCGAAGCCACGCTGAATTCCGGCAA
CGGCAAGATCCGTTTCGAGGTGTCGGTGAACGGCAAGCCGTCGGCGACCGACGCGCGTCTCGCGCCGATCAACGGCAAGAAGTCGGACGGCTCGCCGT

TCACGGTCAACTTCGGGATCGTCGTGTCGGAAGACGGCCACGACAGCGACTACAACGACGGCATCGTCGTGCTCCAGTGGCCGATCGGCTGA

ATGCTGGTGATTGTGGATGCCGTTACCCTGCTGAGCGCCTATCCGGAAGCCAGCCGTGATCCGGCCGCCCCGACCGTGATTGATGGTCGCCACCTGTATG
TTGTTAGCCCGGGCGATGCCGCGCAGCTGGGCCATAACGATAGCCGTCTGTTTACCGGTCTGAGCCCGGGTGATCAGCTGCATCTGCGCGAAACCGCGC
TGGCGCTGCGCGCGGAAGTGAGCGTGCTGTTTATTCGCTTTGCCCTGAAAGATGCCGGCATTGTTGCCCCGATCGAACTGGAAGTGCGTGATGCCGCCAC
CGCCGTTCCGGATGCGGATGATCTGCTGCATCCGAGCTGTCGTCCGCTGAAAGATCATTATTGGCGCAGCGATGTGCTGGCGGCGGGCGCGACCACCTG
TACCGCCGATTTTGCGGTGTGCGATCGTGATGGCACCGTGAGCGGTTATTTTCGTTGGGAAACCAGCATTGAAATTGCGGGCAGCCAGCCGGATACCAAA
CAGCCGGGCTTTAAACCGAGCAGCGATCGCAATGGCAACTTTAGCCTGCCGCCGAATACCGCCTTTAAAGCGATCTTCTATGCGAACGCGGCGGATCGTC
AGGATCTGAAACTGTTTATTGATGATGCGCCGGAACCGGCCGCCACCTTTGTGGGTAACAGCGAAGATGGTGTGCGTCTGTTTACCCTGAATAGCAAAGGT
GGTAAAATTCGTATTGAAGCGAGCGCGAACGGCCGTCAGAGCGCGACCGATGCCCGTCTGGCGCCGCTGAGCGCGGGCGATACCGTGTGGCTGGGCTG
GCTGGGCGCGGAAGATGGTGCCGATGCGGATTATAATGATGGCATTGTTATTCTGCAGTGGCCGATTACCTAA

ATGTCGAGCGTTCAAACCGCTGCCACTTCGTGGGGAACCGTACCGTCGATCCGTGTGTACACGGCCAATAATGGCAAGATCACCGAGCGATGCTGGGACG
GGAAGGGGTGGTACACCGGTGCCTTCAACGAGCCCGGCGATAACGTCTCCGTAACCAGCTGGCTGGTCGGCAGCGCGATCCATATCCGCGTCTATGCAA
GCACCGGCACCACGACCACGGAGTGGTGCTGGGACGGCAACGGCTGGACCAAGGGCGCCTACACCGCCACGAACTGA

ATGCCGCTGCTGAGCGCCAGTATCGTGAGCGCGCCGGTGGTGACCAGCGAAACCTATGTGGATATTCCGGGCCTGTATCTGGATGTTGCGAAAGCCGGTA
TCCGTGATGGCAAACTGCAGGTTATCCTGAATGTGCCGACCCCGTATGCGACGGGCAATAACTTTCCGGGTATTTATTTTGCGATCGCCACCAACCAGGGC
GTGGTGGCGGATGGTTGCTTTACGTATAGTAGCAAAGTGCCGGAAAGTACGGGCCGTATGCCGTTTACCCTGGTTGCGACCATTGATGTGGGTAGCGGTG
TTACCTTCGTGAAAGGTCAGTGGAAATCTGTTCGCGGCTCTGCGATGCATATTGATAGCTATGCAAGCCTGAGTGCGATTTGGGGCACCGCGGCACCGAGT
TCTCAGGGTTCTGGTAACCAGGGTGCGGAAACGGGTGGCACCGGTGCCGGTAATATTGGTGGCGGCGGTGAACGTGATGGCACCTTTAATCTGCCGCCG
CATATTAAATTCGGTGTTACCGCGCTGACCCACGCGGCGAACGATCAGACCATTGATATTTATATTGATGATGATCCGAAACCGGCAGCCACCTTTAAAGGC
GCGGGCGCGCAGGATCAGAACCTGGGTACCAAAGTGCTGGATTCTGGCAATGGCCGTGTTCGCGTTATCGTTATGGCGAACGGCCGTCCGAGCCGCCTG
GGTTCTCGTCAGGTGGATATTTTTAAAAAATCTTATTTCGGTATTATTGGCTCTGAAGATGGTGCGGATGATGATTATAACGATGGCATCGTGTTTCTGAACT
GGCCGCTGGGCTAA
ATGCCGCTCCTGAGCGCCAGTATCGTGAGCGCGCCGGTGGTGACCAGCCAAACCTATGTGGATATTCCGGGCCTGTATCTGGATGTTGCGAAAGCCGGTA
TCCGTGATGGCAAACTGCAGGTTATCCTGAATGTGCCGACCCCGTATGCGACGGGCAATAACTTTCCGGGTATTTATTTTGCGATCGCCACCAACCAGGGC
GTGGTGGCGGATGGTTGCTTTACGTATAGTAGCAAAGTGCCGGAAAGTACGGGCCGTATGCCGTTTACCCTGGTTGCGACCATTGATGTGGGTAGCGGTG
TTACCTTCGTGAAAGGTCAGTGGAAATCTGTTCGCGGCTCTGCGATGCATATTGATAGCTATGCAAGCCTGAGTGCGATTTGGGGCACCGCGGCACCGAGT
TCTCAGGGTTCTGGTAACCAGGGTGCGGAAACGGGTGGCACCGGTGCCGGTAATATTGGTGGCGGCGGTAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGATCAAACGG
GCTAGCCAGCCAGAACTCGCCCCGGAAGACCCCGAGGATGTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA



Jsou sekvence stejné, podobné Ci zcela odlisne?

MSTPGAQQVLFRTGIAAVNLTNHLRVYFQDVYGSIRESLYEGSWANGTEKNVIGNAKLGSPVAATSKELKHIRVYTLTEGNTLQEFAYDSGTGWYNGGLGGAKFQ
VAPYSRIAAVFLAGTDALQLRIYAQKPDNTIQEYMWNGDGWKEGTNLGGALPGTGIGATSFRYTDYNGPSIRIWFQTDDLKLVQRAYDPHKGWYPDLVTIFDRAPP
RTAIAATSFGAGNSSIYMRIYFVNSDNTIWQVCWDHGKGYHDKGTITPVIQGSEVAIISWGSFANNGPDLRLYFQNGTYISAVSEWVWNRAHGSQLGRSALPPA

MADSQTSSNRAGEFSIPPNTDFRAIFFANAAEQQHIKLFIGDSQEPAAYHKLTTRDGPREATLNSGNGKIRFEVSVNGKPSATDARLAPINGKKSDGSPFTVNFGIV
VSEDGHDSDYNDGIVVLQWPIG

MLVIVDAVTLLSAYPEASRDPAAPTVIDGRHLYVVSPGDAAQLGHNDSRLFTGLSPGDQLHLRETALALRAEVSVLFIRFALKDAGIVAPIELEVRDAATAVPDADDLL
HPSCRPLKDHYWRSDVLAAGATTCTADFAVCDRDGTVSGYFRWETSIEIAGSQPDTKQPGFKPSSDRNGNFSLPPNTAFKAIFYANAADRQDLKLFIDDAPEPAA
TFVGNSEDGVRLFTLNSKGGKIRIEASANGRQSATDARLAPLSAGDTVWLGWLGAEDGADADYNDGIVILQWPIT
MSSVQTAATSWGTVPSIRVYTANNGKITERCWDGKGWYTGAFNEPGDNVSVTSWLVGSAIHIRVYASTGTTTTEWCWDGNGWTKGAYTATN

MPLLSASIVSAPVVTSETYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFAIATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQW
KSVRGSAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIGGGGERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVL
DSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFLNWPLG

MPLLSASIVSAPVVTSQTYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFAIATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQW
KSVRGSAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIGGGGKLAAALEIKRASQPELAPEDPEDVEHHHHHH



Alignment

Srovnani (prilozeni) dvou Ci vice sekvenci
(aminokyselinovych, nukleotidovych) na
zaklade jejich vzajemné podobnosti.




Vyznam alignmentu

|dentifikace sekvence v databazi
Hledani podobnych sekvenci v databazi
Detekce mutaci

Hledani konzervovanych Casti sekvence
Odhalovani pfibuzenskych vztahu
Predpoved funkce makromolekuly
Predpoved vyssich struktur



Typy alignmentu

Pairwise alignment — dve sekvence

WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM
WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM

Multiple sequence alignment — vice sekvenci

WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM
WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM
WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM
WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM
WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM
WLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAMWLAKALKYLMETAQASSISTELARHHPRAVDAKRKSEMKRKTAM



Pair-wise alignment

« Srovnani dvou sekvenci

* Sekvence mohou byt prilozeny v celé své
délce (global alignment) nebo jen
v urcitem regionu (local alignment).

=



Global alignment

Vychazi z predpokladu, ze obe srovnavané
sekvence jsou vicemene shodné v celée
své delce. Alignment k sobe priklada celée
sekvence (od pocCatku do konce) a to
vcetne casti, ktere si prilis neodpovidaji.




Local alignment

Hleda useky dvou sekvenci, ktere si podle
zvolenych kriterii dobre odpovidaji.
Nesnazi se zahrnout celé sekvence,
pokud si jejich nekteré casti neodpovidaji.

—=s




Algoritmy

* Témer vyhradne se uzivaji heuristické
algoritmy — nalezeni vysledku
v dostatecne kratkém Case

* Vyvoj algoritmu je provadén v navaznostsi
na srovnavani vysledku s tzv. zlatym
standardem — alignment na zakladée
znamych 3D struktur



Vstupni data

Sekvence AK (nt) v urCitem formatu — dnes desitky
formatu, mnohé obsahuji krome sekvence i
doplnujici data

BlizSi napf.
http://emboss.sourceforge.net/docs/themes/SequenceFormats.html

« FASTA format

>nazev(_popis dle vlastni volby)
SEKVENCESEKVENCESEKVENCESEKVENCES
EKVENCESEKVENCEX

POVINNE VOLITELNE



>AFL
MSTPGAQQVLFRTGIAAVNLTNHLRVYFQDVYGSIRESLYEGSWANGTEKNVIGNAKLGSPVAATSKELKHIRVYT
L TEGNTLQEFAYDSGTGWYNGGLGGAKFQVAPYSRIAAVFLAGTDALQLRIYAQKPDNTIQEYMWNGDGWKEGT
NLGGALPGTGIGATSFRYTDYNGPSIRIWFQTDDLKLVQRAYDPHKGWYPDLVTIFDRAPPRTAIAATSFGAGNSS
IYMRIYFVNSDNTIWQVCWDHGKGYHDKGTITPVIQGSEVAIISWGSFANNGPDLRLYFQNGTYISAVSEWVWNR

AHGSQLGRSALPPA

>BC2LA
MADSQTSSNRAGEFSIPPNTDFRAIFFANAAEQQHIKLFIGDSQEPAAYHKLTTRDGPREATLNSGNGKIRFEVSV
NGKPSATDARLAPINGKKSDGSPFTVNFGIVVSEDGHDSDYNDGIVVLQWPIG

>BC2LD
MLVIVDAVTLLSAYPEASRDPAAPTVIDGRHLYVVSPGDAAQLGHNDSRLFTGLSPGDQLHLRETALALRAEVSVL
FIRFALKDAGIVAPIELEVRDAATAVPDADDLLHPSCRPLKDHYWRSDVLAAGATTCTADFAVCDRDGTVSGYFR
WETSIEIAGSQPDTKQPGFKPSSDRNGNFSLPPNTAFKAIFYANAADRQDLKLFIDDAPEPAATFVGNSEDGVRLF
TLNSKGGKIRIEASANGRQSATDARLAPLSAGDTVWLGWLGAEDGADADYNDGIVILQWPIT

>RSL
MSSVQTAATSWGTVPSIRVYTANNGKITERCWDGKGWYTGAFNEPGDNVSVTSWLVGSAIHIRVYASTGTTTTE
WCWDGNGWTKGAYTATN

>Qi|444369855|ref|ZP_21169562.1| fucose-binding lectin Il [Burkholderia cenocepacia K56-2Valvano]
MPLLSASIVSAPVVTSETYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFAIATNQGVVADGCFTYSS
KVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAG
NIGGGGERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVLDSGNGRVRVIVMA
NGRPSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFLNWPLG

>gi[283806765|pdb|2WQ4|A Chain A
MPLLSASIVSAPVVTSQTYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFAIATNQGVVADGCFTYSS
KVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAG
NIGGGGKLAAALEIKRASQPELAPEDPEDVEHHHHHH



Scoring matrix (skoérovaci matice)

« Dveé sekvence povazujeme za pribuzné,
vychazeji-li ze spolecného predka; pak dobu
potfebnou k jejich evoluci muzeme odvodit
z mnozstvi rozdil mezi nimi

» Zamena aa je CastejSi nez inserce/delece.
Pravdepodobnost zmeny jedne aminokyseliny na jinou je
primo umeérna podobnosti obou aminokyselin.

* Matice vznika prifazenim hodnoty (pravdepodobnosti)
jednotlivym dvojicim amlnokyselln v zavislosti na jejich
vzajemné ,zastupitelnosti® — pravdepodobnosti
substituce



Typy matic

 PAM (Point Accepted Mutation) — zalozena na mutacich v ramci
globalniho alignmentu, tj. ve vysoce konzerovovanych i mutabilnich
oblastech. PAM 250 znamené, Ze 250 mutaci na 100 AA muze nastat, PAM 10
akceptuje pouze 10 na 100, takze pouze velice podobné sekvence dosahnou na
pozitivni skore.

« BLOSUM (Blocks Substitution Matrix) — je odvozena z vysoce
konzervovanych oblasti neobsahujicich mezery - z téch pocita
relativni zastoupeni aa a pravdepodobnost jejich substituci — lepsi
pro lokalni alignment. Je vyuzivana v blastp, vhodna pro identifikaci neznamé
nukleotidové sekvence. BLOSUM matrices vysokymi Cisly je dobra pro porovnani
vysoce pribuznych sekvenci, zatimco nizké pro relativhé vzdalené podobnosti

* GONNET - vytvorena 1992, postupnym opakovanim cyklu: palrW|se
alignment — nova matice — novy pairwise alignment — nova matice..

* DNA identity matrix

V ramci jednoho typu existuje vice jednotlivych matic zalozenych na
stejném principu, které se vsak lisi konkrétnimi hodnotami a tedy i
oblasti pouziti (vysoce pribuzné nebo naopak velmi vzdalené
sekvence).
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Matice PAM 250
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Matrice BLOSSUM vypada analogicky, liSi se hodnoty.
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Matice PAM 250
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Matice BLOSUM 62

-1
-1

Ala
Asn
Gln
Glu
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Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

Val



GONNETova matice

Ivaun ommke SEaod uHbEn

33590 995, 39553 535
i ERR LU ELL L
~5.59 3839 299%; 4.8
“83.99 §3999 3853 8
«§3945 29390 99293 3
-39327 32539 sg888
33999 32355 3348
LR LR
53480 1332) 9

TP LR

3831 7953

w33da) §4is

-#3398 3.

~3942] 31

J3l337 ¢

53548




Mezery (Gaps)

Priciny vzniku mezer:
 Bodova mutace (velmi Casta pfricina)

* Nepresny crossover pfi meidze (inzerce nebo delece
retézce bazi)

* DNA slippage béehem replikace (vznika repetice —
opakujici se sekvence v retézci)

* |Inzerce retroviru
* Translokace DNA mezi chromozomy
Mezery nachazime na zacatku retezce, uprostred nebo

na jeho konci.

CTGCGGG---GGTAAT

111 I 1l
~-GCGG-AGAGG-AA-

1 1



Mezery umoznuy alignment sekvenC| kdy v Jedne Z nlch
UUDIU 'r\ UUICbI ZV)’DUJI vaar\ Ldr\U MOoZNn IUDL dIIUI imen Ilu

nahodnych sekvenci. Jejich pritomnost je proto vzdy
,,penalizovéna“ Casto vice nei substituce

LA 4V 4

alignment, ovsSem z blologlckeho hlediska muze Jlt 0
nesmysil.

Jednotlivé programy obvykle penalizuji pritomnost
mezery (gap open) a také zvysuji penalizaci s délkou
mezery (gap ext).

Kratka mezera:
ATCTTCAGTGTTTCCCCTGTTTTGCCC-ATTTAGTTCGCTC

FRREEEETERR R e reeeriinni |
ATCTTCAGTGTTTCCCCTGTTTTGCCCGATTTAGTTCGCTC

Dlouha mezera;
ATCTTCAGTGTTTCCCCTGTTTTGCCC-—————— = ——— ATTTAGTTCGCTC

LR RN TELEELTTTNT
ATCTTCAGTGTTTCCCCTGTTTTGCCCGCCCCCCCCCCCCCCCCCCCATTTAGTTCGCTC




Skore

Kazde dvojici sekvenci je ve vysledku prirazeno
Cislo — skore, které urcuje miru jejich podobnosti
[Range of Allgnmenti

ATTGTCAAAGA?@‘%’G GETGATGC’AT
GGCAGA TGACAAGGGTATCG

Mismatch /I

S= Z(idantitiee, mismatches) - 2 (gap penalties)

Score = MaX(S)
Cim vy3si je skére, tim vy3si je podobnost.
Podle pouzité matice muze byt skore i zaporné.



octu AAEECCDDEEF
AADDKKKEEGG

Ve chvili, kdy zafixujeme pozici dvou sekvenci, pak muzeme snadno vypocitat skére
pro dané prilozeni (pfiklad BLOSUM 62):

skore na urovni jednotlivych aa pro nespravné prilozené sekvence:

A > >

AEECC
A DDKK
4+2+2-3-3-

R X 0O

DEE
EFG
2-3-2-

w o

+4+2+ +



Priklad vypoctu AAEECCDDEEF
AADDKKKEFGG

Ve chvili, kdy zafixujeme pozici dvou sekvenci, pak muzeme snadno vypocitat skére
pro dané prilozeni (pfiklad BLOSUM 62):

skore pro dane prilozeni = skore na bazi jednotlivych aa + celkova penalizace

Napriklad, celkoveé pozitivni skére na urovni jednotlivych aa

AAEECCDD--EEF
AA----DDKKKEFGG
4+4 +6+6 +1+5+6 = 32

Naopak, pro kazdou mezeru (-) je dana penalizace: prvni vyskyt zleva -10, kazda
nasleduijici -1.

AAEECCDD--EEF
AA----DDKKKEFGG
-10-1-1-1 -10-1 = =24

Celkové skoéore 32 -24 =8



Priklad vypoctu AAEECCDDEEF
AADDKKKEFGG

Ve chvili, kdy zafixujeme pozici dvou sekvenci, pak muzeme snadno vypocitat skére
pro dané prilozeni (pfiklad BLOSUM 62):

skore pro dane prilozeni = skore na bazi jednotlivych aa + celkova penalizace

Napriklad, celkoveé pozitivni skére na urovni jednotlivych aa

AAEECCDD--EEF
AA----DDKKKEFGG
4+4 +6+6 +1+5+6 = 32

Naopak, pro kazdou mezeru (-) je dana penalizace: prvni vyskyt zleva -10, kazda
nasleduijici -1.

AAEECCDD--EEF
AA----DDKKKEFGG
-10-1-1-1 -10-1 = =24

Celkové skoéore 32 -24 =8



Priklad vypoctu AAYYCCDDEEF
AADDFFKEFGG

Ve chvili, kdy zafixujeme pozici dvou sekvenci, pak muzeme snadno vypocitat skére
pro dané prilozeni (pfiklad BLOSUM 62):

skore pro dane prilozeni = skore na bazi jednotlivych aa + celkova penalizace

Napriklad, celkoveé pozitivni skére na urovni jednotlivych aa

AAEEYYDD--EEF
AA----DDFFKEFGG
4+4 +6+6 +1+5+6 = 32

Naopak, pro kazdou mezeru (-) je dana penalizace: prvni vyskyt zleva -10, kazda
nasleduijici -1.

AAEEYYDD--EEF
AA----DDFFKEFGG
-10-1-1-1 -10-1 = =24

Celkové skoéore 32 -24 =8



Priklad vypoctu AAYYCCDDEEF
AADDFFKEFGG

Ve chvili, kdy zafixujeme pozici dvou sekvenci, pak muzeme snadno vypocitat skére
pro dané prilozeni (pfiklad BLOSUM 62):

skore pro dane prilozeni = skore na bazi jednotlivych aa + celkova penalizace

Napriklad, celkoveé pozitivni skére na urovni jednotlivych aa
AAEEYYDDEEFTF
AADDFF--KEFGG

4+4+2+2+3+3 +1+5+6 = 32

Naopak, pro kazdou mezeru (-) je dana penalizace: prvni vyskyt zleva -10, kazda
nasleduijici -1.

A AEEYYDDEEFTF
AADDFF--KEFGG
-10-1 = -11

Celkové skére 32 - 11 = 21



DNA matice

1

10000 1

10000 -10000 1
10000 -10000 -10000 1

OO 4>

A T G C

Jako pozitivni je uvazovana pouze shoda, jakakoliv
substituce je vysoce penalizovana; jsou vsak povoleny
mezery.



Multiple sequence alignment - MSA

(mnohonasobné prllozenl)

Multiple alignment slouzi k:

* Nalezeni ,diagnostickeho vzoru® (diagnostic patterns) na
jehoz zaklade jsou charakterizovany proteinoveé
rodiny

* Odhaleni Ci dokazani homologie mezi novou sekvenci a
sekvencemi v databazich

* UrcCeni vzajemne pribuznosti sekvenci v ramci skupiny —
tvorba fylogenetickych stromu

* Predikci sekundarni a terciarni struktury novych
proteinu

« Navrzeni primeru (oligonukleotidu) pro PCR



Metody MSA

Dynamickeé programovani (dynamic programming) —
rozsireni pairwise alignmentu - naroéné na pamét a &as, nevhodné
pro vice nez 3-4 sekvence (n=rozmerny prostor)

Progresivni alignment (progressive sequence alignment)
— nejCasteji pouzivany k vytvoreni alignmentu; vyuziva
fylogenetické informace - hierarchicky, nejdFive identifikuje
nejpodobnéjSi sekvence a nasledné inkorporuje ostatni

Iterativni alignment (iterative sequence alignment) —
odstranuje problémy progresivniho alignmentu, ktery je zavisly na prvotnim
priloZzeni nejpodobnéjsich sekvenci pomoci Opakovani alignmentu pro

podskupiny sekvenci nasledujici po globalnim alignmentu

Hledani motivu — nalezeni ¢asti konzervovanych

sekvencnich motivu pomoci globalniho pfilozeni a nasledng
,hodnoceni“ técto usekl nezavisle na celé sekvenci



Dynamické programovani

Simultanni alignment vSech sekvenci - analogicke
pairwise alignmentu

Programoveé baliky: MSA (Lipman et al., 1989) a DCA
(Stoye et al., 1997), zalozené na Carrilove a Lipmanové
algoritmu (1988)

Vyuziva skorovaci matice, ale vytvari
n-rozmerny prostor (n = pocCet sekvenci)

Extrémné narocny na vypocetni kapacity

| pri zjednoduseni nepouzitelné pro vice
nez cca 20 sekvenci




Progresivni multiple alignment

« Pouziva ho vétSina programu
* Vznik — 1987
Feng, D.-F. and Doolittle, R.F. (1987) J. Mol. Evol. 25, 351-360.

1) sestaveni pribuzenského stromu (guide tree) na
zaklade distancni matice (distance matrix) z
neprilozenych sekvenci

A -
B 0.92 - A 0.92
C 0.65 0.79 - B 0.79

A B C ¢

Pocet exaktné stejnych shod délena
celkovou délkou sekvence (ignoruje
mezery)



Progresivni multiple alignment

* Pouziva ho vétSina programu

¢ \Vznik — 1987
Feng, D.-F. and Doolittle, R.F. (1987) J. Mol. Evol. 25,

351-360.

1) sestaveni pribuzenského stromu (guide tree)
Z neprilozenych sekvenci

2) tvorba parovych alignmentu postupné podle pfibuznostsi
(topologie guide tree)

* Dnes obsahuje Casto iterativnhi smycCku



Progresivni multiple alignment

0.92

A Nejdrive provede pairwise alignment Aa B
B 0.79 Pak prida sekvenci C do predeslého alignmentu
(inzerce mezer, pokud je potfeba)

C

2) tvorba parovych alignmentu postupné podle pfibuznostsi
(topologie guide tree)

* Dnes obsahuje Casto iterativhi smycku



Guide tree vs. phylogenetic tree

* Guide tree je vypocitan na zaklade

matice vzdalenosti (distance matrix)
vytvorene podle skore pairwise
alignmentu. Vystupem je .dnd
soubor. NEMA fylogeneticky
vyznam

Phylogenetic tree je vypocCten na
zaklade vytvoreneho MSA.
Vzdalenosti mezi sekvencemi jsou
vypocteny a ulozeny jako .ph
soubor. Nasledne je mozno je vyuzit
pro konstrukci fylogenetickeho
stromu (soubory .nj, .ph, .dst)
gon;om zvolené metody (nj, phylip,
ISt

(

(
PAIIL:0.16435,

RSIIL:0.13654)
:0.03384,

(
CVIIL:0.16563,
BCLB:0.26800)
:0.02264,

(

(
BCLA:0.17899,

BCLD:0.26633)
0.18717,
BCLC:0.29707)
:0.03484);




DIST = percentage divergence (/100)
Length = number of sites used in comparison
1vs. 2 DIST =0.6491; length= 114

1vs. 3 DIST =0.6842; length= 114 nl
1vs. 4 DIST=0.9298; length= 114 -1

vy av e

1vs. 5 DIST =0.9035; length= 114

1vs. 6 DIST =0.9386; length= 114

LB a e soubor
2vs. 3 DIST=0.3772; gth= 114

2vs. 4 DIST=0.9123; length= 114

2vs. 5 DIST =0.8947; length= 114

2vs. 6 DIST=0.9123; length= 114 "7 '
2vs. 7 DIST =0.9386; length= 114
3vs. 4 DIST =0.9123; length= 114
3vs. 5 DIST =0.9386; length= 114

3vs. 6 DIST =0.9298; length= 114
3vs. 7 DIST =0.9474; length= 114
4vs. 5 DIST =0.9211; length= 114
4vs. 6 DIST =0.9035; length= 114
4vs. 7 DIST =0.9649; length= 114 ®
5vs. 6 DIST =0.9561; length= 114
5vs. 7 DIST =0.9211; length= 114
6vs. 7 DIST =0.9649; length= 114
Neighbor-joining Method

Saitou, N. and Nei, M. (1987) The Neighbor-joining Method:
A New Method for Reconstructing Phylogenetic Trees.

Mol. Biol. Evol., 4(4), 406-425

This is an UNROOTED tree

Numbers in parentheses are branch lengths

Cycle 1 = SEQ: 2( 0.17807)joins SEQ: 3( 0.19912)
Cycle 2 = SEQ: 1( 0.34101)joins Node: 2 ( 0.13706)
Cycle 3 = SEQ: 5( 0.44298)joins SEQ: 7 ( 0.47807)
Cycle 4 = SEQ: 4( 0.44518)joins SEQ: 6 ( 0.45833)

Cycle 5 (Last cycle, trichotomy):
Node: 1 ( 0.12171)joins

Node: 4 ( 0.01864) joins
Node: 5 ( 0.02083)



(
(

(
PAIIL:0.16435,

RSIIL:0.13654)
:0.03384,

(

(
BCLA:0.17899,

BCLD:0.26633)

‘0) 18717
«\J

PN O B B

BCLC:0.29707)
:0.03484)
0.02264,
CVIIL:0.16563,

BCLB:0.26800);

.ph soubor

BCLD



.dst soubor

14

PAIIL 0.000 0.649 0.684 0.930 0.904 0.939 0.982
RSIIL 0.649 0.000 0.377 0.912 0.895 0.912 0.939
CVIIL 0.684 0.377 0.000 0.912 0.939 0.930 0.947
BCLA 0.930 0.912 0.912 0.000 0.921 0.904 0.965
BCLB 0.904 0.895 0.939 0.921 0.000 0.956 0.921
BCLC 0.939 0.912 0.930 0.904 0.956 0.000 0.965
BCLD 0.982 0.939 0.947 0.965 0.921 0.965 0.000



Phylogram a cladogram

* Phylogram (phylogeny tree) — je rozvetveny
diagram (strom), ktery naznacuje fylogenezi
(postupny vyvoj). Délka jednotlivych vetvi je
umérna velikosti zmény v prubéhu evoluce.

« Cladogram — rovneéz strom, v némz vsak
vsechny vetve maji stejnou délku. Ukazuje tak
sice ,spolecné predky” pro jednotlivé sekvence,
ale ne mnozstvi zmen, jez od té doby prodelaly
(evolucni dobu).



Phylogram a cladogram

.................. EAlIL

Phylogram

BCLD

.................. . PAlIL
REIIL

CwilL

Cladogram
BCLBE

BCLA

BCLD

BCLC



Phylogram

Phylogenetic Tree of Life
Bacteria Archaea Eucaryota
Grem
b L T
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)
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Vortebmtes
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Iterativni pristup
(Gotoh, 1996; Notredame & Higgins, 1996)

Vznikly strom i alignment jsou naslednée
optimalizovany do konvergence. Jinak jsou
chyby vznikle pri prvnim alignmentu (tvorba
stromu) zachovany i ve vysledku.

Nezarucuje nalezeni nejlepsiho vysledku, ale —
na rozdil od deterministickych alternativ — je
dostateCnée robustni a dobre pouzitelny i pro
velky pocet sekvenci.



Kombinace local a global alignment

* S vyhodou Ize kombinovat lokalni a globalni
alignment.

« Lokalni alignment muze byt reprezentovan
sadou kotvicich bodu v misté dobré shody

* Nasledny globalni alignment pak tyto
odpovidajici useky sekvenci zahrnuje (vyuzito
napr. v ClustalW2)



Vystup

Vystupem je sada sekvenci (pripadne s vlozenymi
mezerami)

Ruzné formaty, nejcasteji pouzivan .aln soubor, ale
téz .fasta, a;.

Mnoho programu slouzicich pro zobrazeni a/nebo
editaci

— Bioedit

— JalView

— CINEMA 2.1...
— JavaShade



Vystup - .aln soubor
]

CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignment

PALIL e
RSIIL mmmmmmmm -
CVIIL
BCLB ——-LVEKLPQYDVFVDIAT I PYSFDVGSWQNKVKTDAAGEVVACTVTWAGAPGVLPGAAA
BCLC AITATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVAT IDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAMHIDS
BCLA e
BCLD LRETALALRAEVSVLFIRFALKDAG IVAPIELEVRDAATAVPDADDLLHPSCRPLKDHYW
PALIL e ATQGVFT
RSIIL e AQQGVFT
CVIIL AQQGVFT
BCLB KFGVGAVVN-—————— YFSKATPQPVQPAPVP-——————- TGGGERDGHIFT
BCLC YASLSAIWG-——————————————- TAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGN IGGGGERDGTFN
BCLA e ADSQT---—————- SSNRAGEFS
BCLD RSDVLAAGATTCTADFAVCDRDGTVSGYFRWETSIEIAGSQPDTKQPGFKPSSDRNGNFS

* *
PAIIL LPANTRFGVTAFANSSGTQTVNVLVNNETA--ATFSGQSTNNAVIGTQVLNSGSSGKVQV
RSIIL LPANTSFGVTAFANAANTQT IQVLVDNVVK--ATFTGSGTSDKLLGSQVLNSGS-GAIKI
CVIIL LPARINFGVTVLVNSAATQHVE I FVDNEPR--AAFSGVGTGDNNLGTKV INSGS-GNVRV
BCLB LPPNIAFGVTALVNSSAPQT I EVFVDDNPKPAATFQGAGTQDANLNTQIVNSGK-GKVRV
BCLC LPPHIKFGVTALTHAANDQT ID 1Y IDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVLDSGN-GRVRV
BCLA IPPNTDFRAIFFANAAEQQH I KLFIGDSQEPAAYHKLTTRDGPRE--ATLNSGN-GKIRF
BCLD LPPNTAFKA1FYANAADRQDLKLF IDDAPEPAATFVGNSEDGVRL--FTLNSKG-GKIRI
-% * --- *x - - - - * - =% *x - -




. BioEdit Sequence Alignment Editor, |;]|'>(]
File Edit Sequence Alignment Yiew Accessory Application  RMA  World Wide Web  Options  WWindow  Help

=D

£ D:\SkolaWyukalMSA - data\BCLlectins seq.aln (=3

(=] l jcoullel g _L”‘H _:j B 8 total sequences

Mods ,1 Selection 0 Sequence Mask: None Start

oue: | Select / Slide Position: MNumbering Mask: Mone uler a1

= = T torlcaTgaT TIes Serall Ll |

g1 DLD (= o E@%.gﬁ iII:E!! 1t |CATCAT : @NHIE ? speed slow o - fast
J""'""'""|""|"""""""'""|"""""""‘”'"""|'”'|"”|""‘""'""'""""'|”"|""""'|""|"”| m
| io Z0 30 40 50 &0 70 20 =) 100 110 1z0

BCLE 000 T SOPFTHDDLYALLO- - LAGHNDATAVOANGDQAVLDRMROFMT A~ -~~~ ~——— LVERLFOYDVFVDIATIEY SFDVEAWNONEVETDAAGEVVACTVTIWAGAR GVLE GAAARF GVEAYV
BCLC CEPLLBASIVEARPVVISETYVDIFGLY LDVARAGTIRDGRELOVILNVETEYATGHNFEGIYFATATNOGVWYADGCFTY 35 RVEESTRMEPF TLVATIDVESEVIFVREOWRSVRGEAMHID S YASLEAT
= P
BCLD LWIVDAVTLLSAYFPEASRDEAAPTVIDGRHLY VYA GDAACLEHNDSRLFTEL P EDOLHLRETALALRAEVSVLEF IRFALRDAGTIVAPTELEVRDAATAVEDADDLLEE SCRELEDHYWREDVLAL

M Jalview 2.3
File Tools Help ‘wWindow

D:\SkolalVyuka\MSA - data\BCLlectins seq.aln

File Edit Seleck “iew Format Colour  Calculake  Web Service
190 200 2'1I:I 220 230
PAML A 1-114 LF'A. WRFGWIRAF & SEBTUNVLVNNE.A- -A FSBQSNN:\\UIBQUL GSSBEUU G M
REM-113 LF'A. WEFGWIRAF A|AANT SR AL W NUUK--A FTGSGUSEKLLG HOWL GS-GA M ‘u'"u" G
SV 1-113 JPLPAR | NFGWERWL WIS AATHEHWEI FWEBNERPR - - AAF SGWGEIGEINNLGHE W | G S - G N RALG
BCLAM-243 LPFMIP«FBUALU SHAF‘IEVFV MNP KPAAIF QGAGIRG R AMLNIRG | W G- & AW VRALG
BCLCAM-271 NLPPHI| KFGWITAL HAANDIDI.I DPKPAAJNF KGAGADBCOMLGINKWL GHN -G AW | W ALG
BCLAM-128 IF'F| WDFRAIFFAUAAEQHH I KLF IGRSCEPAAYHKLTTRDEPRE - - AL GN- & AF ‘u" VG
BCLN-288 LF'F' AFKA.IF.A AADREDLKLE | APEPAANNFYGNSEDGWYRL - - FL K& - &G 11 .Fl ALG
w
« K Conservation
= TEGI 42667668844 40507050353 - - 673747345245 - -36 4
Snimek 34 z 64 Wychazi névrh
| [ N o 00 el il il (0l
Consensus
TLPPNTAFGWTA+ ANAA+TOAT I+ VFWDDEPKPAATF+GAGT+DANLGTOQWLNEGS -GHKWVRVOWEANG
< | ¥

ISequence position 247 5460428 I



Programové baliky

« Existuji programy pro pairwise alignment |
pro MSA

* Vyuzivaji lokalni nebo globalni alignment
nebo prip. kombinaci obou

* Neexistuje univerzalni ,nejlepsi® program
— zalezi na konkretnim pouziti



Pairwise alignment ,programy”

Oblasti pouziti:
* Primé porovnani dvou sekvenci

* Vyhledavani podobnych sekvenci
v databazich



:émnﬁﬁs Needle & Water

* vytvoreny 1970
Needleman S.B. and Wunsch C.D. (1970) A general method applicable to the search

for similarities in the amino acid sequence of two proteins. Journal of Molecular
Biology 48: 443-453.

* vyuzivaji dynamicke programovani
* umoznuji vlozeni mezer

Needle — globalni pairwise alignment,
Needleman-Wunsch algoritmus

Water — lokalni pairwise alignment,
Smith-Waterman algoritmus



Globalni alignment - Needle

MPTEFLYTSKIAAISWAATGGRQQRVYFQDLNGKIREAQRGGDNPWTGGS

50

o)

> | o

o1

100

101

150

151

SGKWTAGASFGSTVPGTGIGATAIGPGRLRTYYQATDNKIREHCWDSNSW

I H N - n-c 0
——MQTAAISWGTT-PS--———--————- IRV-YTANGNK I TERCYDGSNW

200

34

201

35

YVGGFSASASAGVSIAAISW--GSTPNIRVYWQKGREELYEAAYGGSWNT

O [ =R [ - R D e N O
YTGAFN-—--QAGDNVSATCWLSGSAVHIRVY = - - - —mm e

248

62

249

63

PGQIKDASRPTPSLPDTF IAANSSGN 1D 1SVFFQASGVSLQQWQW I SGKG

- -1--c-1 -
_________________________________ ATSGGSTTEWCW-DGDG

298

/8

299

79

WSITGAVVPTGTPAGW 313

1=-11- 11-
WTRGAY--TGL---- 87



155

Lokalni alignment - Water

TAGASFGSTVPGTGIGATAIGPGRLRIYYQATDNKIREHCWDSNSWYVGG 204

I--1:1:1 - 20z -0 0202 - -
TAAISWGTT---————-—-—- PS-IRV-YTANGNKITERCYDGSNWYTGA 38

205

39

FSASASAGVSIAAISW--GSTPNIRVYWQKGREELYEAAYGGSWNTPGQI 252

[ | - P B PR RN )
FN---QAGDNVSATCWLSGSAVH IRVY == ——— === — e 62

253

63

KDASRPTPSLPDTFIAANSSGNID ISVFFQASGVSLQQWQWISGKGWSIG 302

I R N
_____________________________ ATSGGSTTEWCW-DGDGWTRG 82

303

83

A 303

A 83



Global vs. local alignment

g WMatrdar-

¥ Gap_penslty: 10.0 . . .
? Extend penalty: 0. Pairwise 314 vs. 90 aa protein
; P . .

: ?32:-:11:;3“ 337387 | S_2%) ObsahUJe repetlce

$ Similarity: 337357 ( 5.2%)

£ Gaps: 3107357 (Be_B%)

$ Score: 57.5

; Skore:57.5%
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EMBOSS 001 288 PVIQGSEVALLSWESEANNGPDLRLYFQHGTY ISAVSENVHITRAEGS QLG 307
EMBOSS 001 e 30
EMBOSS_001 308 RSRLPER 314

EHMBGEE_001 51 ——————- 80
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16/3
13/3
13,3

21 [(11._Z&}
21 [15.3%)
21 [(74.1%]
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STPEAOOVLERT Gl AAVHNLTHHLEV Y FOIVYESIRESLYEGINANGTEEN

VIGKRARLGIEV-—AATS-FELFEHIRVYTLTEGHTLOEFAYDIGTGWYHGE

A R I Tl el zalaazl Tl la1Tx
-------- SOV TAATSWGETVES IRV Y TRANNGE - ITERCWD-GEGN YT GA
LGGAFPOVAPYIRIAAVEFLAGTDALOLRTYAQRPONT TOE YMNHGDGNEE
.. =I-1= =S (-3 I (R P I I I -
FHEPGDHWIVIS———— WLV zES-AIHIRVYA-STGTTTTENCNDGHGNTE

| 11
GAYTATH-———————————————

HEGWYPDLVIIFDRAFPRTAIAATSFGAGHSSIYMRIYEFVHIDNT IWQVC

SEWVRNBRAHGIQLGRIALEFA 2l4

————————————————————— 50

i
(=]

a7

40

147

g3



Nelze vsak spolehat na zdanlive dobra reseni

PLLSASIVSAPVVTSETYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFAIATNQGVVADGCFTYSSKV
PESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIG
GGGERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVLDSGNGRVRVIVMANGR
PSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFLNWPLG

ERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSR
LGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFLNWPLGPLLSASIVSAPVVTSQTYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQ
VILNVPTPYATGNNFPGIYFAIATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAM
HIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIGGGGKLAAALEIKRASQPELAPEDPEDVEHHHHHH

=

£

EMBOSS_001 S — 0

_- EMBOSS_001 1 ERDGTENLEPHIKFGVTALTHARKDOTIDIYIDDDEREART FRGAGRODT 50
EMBOSS_001 S — 0

EMBO33_001 51 NLGTEVLDSGHGRVBRVIVMENGRPIRLEGIROVDIFFE3YPGIIGIEDGAD 100

EMBO33_001 1 - PLLERSIVIAPVVI JETYVDIFPGLYLDVARAGIRD 25
FEETREEErrrnnn-=1 [RENRRRRY

1 150

EMBO33_001 101 DDYMDGIVELHWPLGPLLAEIIVIAPVVI QI VD IPGLYLDVARAGIRD
EMBO33_001 26 GELOVILEVETPYRTGHNFPGIYPAIATHOGVVADECETY3SEVEESTGR BS
FEEreererrrrrrrererrrrrrrrrerenl [RENRRRRY
EMBO33_001 151 GELOVILNVPTPYARTGHNFPGIYFAIATROGVVADGCFTY3SEVPESTGR 200
EMBO33_001 BE MEFILVATIIVGSGVIFVEGONEIVRGIAMHIDIYAILIAINGTAREISQ 125
FEEreererrrrrrrererrrrrrrrrerenl [RENRRRRY
EMBO33_001 201 MPFILVATIDVEEGVIFVEGONESVRAGIAMHIDIYAILIAINGTARARISQ 250
EMBO33_001 136 GIEMQGRETEETGAGHIGEEEERDEFIFHLEFHIREGVIALTHAANDOTID 185
FEEErererrrrrrrerrnend
EMBO33_001 251 GEEHQGAETEETGAGHIGEEE————————————————————————————— 271
EMEQS3_001 186 I¥YIDDDPEPAATFRGAGERODONLGIEVLDIGHGRVRVIVHMANGREPSRLGS 225
I-11= 1--1 I=1
EMEQS3_001 272 ELARR LEIE————————————————-— BAS———-— 2832
EMEQS3_001 226 ROVDIFRESYFGIIGEEDGADDDYNDEIVELNWEL: 271

EMBO33_001 ZBq2 —QPE-———————— LAPEDPEDVEHHH————— HHH anz



Lokalne podobne sekvence

5 ADSQTSSN=-—-———————— 8
- 11-1-1
101 TFVKGQWKSVRGSAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAG 150

[-1-1::11: 3 N E Y e
151 NIGGGGERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKG 200

51 ——————- LTTRDGPREATLNSGNGKIRFEVSVNGKPSATDARLAP INGKK 93

I-1: 3 8 U I R B B S s e |
201 AGAQDQNLGTK------ VLDSGNGRVRV IVMANGRPSRLGSRQVDI-FKK 243

94 SDGSPFTVNFGIVVSEDGHDSDYNDGIVVLQWPIG 128
| III LR -]

244 S—c————_ 1 1GSEDGADDDYNDG IVELNWPLG 271
%Nate r
9 RAGEFSIPPNTDFRAIFFANAAEQQHIKLFIGDSQEPAAYHK-———--—- 50

I-1-1::11: Y [N P Y e O
158 RDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQT IDIY IDDDPKPAATFKGAGAQDQN 207

51 LTTRDGPREATLNSGNGKIRFEVSVNGKPSATDARLAPINGKKSDGSPFT 100
I-1: o 0 W s R e Y B § ey ey e A

208 LGTK------ VLDSGNGRVRV IVMANGRPSRLGSRQVD I -FKKS----~-~- 244

101 VNFGIVVSEDGHDSDYNDGIVVLQWPIG 128

SLRE- -T2 ]
245 -YFGIIGSEDGADDDYNDGIVFLNWPLG 271



Globalné podobné sekvence

Needle

PA-1IL 1 ATQGVFTLPANTRFGVTAFANSSGTQTVNVLVNNETAATFSGQSTNNAVI 50

F-TERRRERRe - === === - - =y --=z-2e
RS-1IL 1 |AQQGVFTLPANTSFGVTAFANAANTQT IQVLVDNVVKATFTGSGTSDKLL 50

PA-1IL 51 GTQVLNSGSSGKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVILTNELNFALVGSEDGTDN 100

U e A e e A Ny
RS-11L 51 GSQVLNSG-SGAIKIQVSVNGKPSDLVSNQTILANKLNFAMVGSEDGTDN 99

PA-11L 101 DYNDAVVVINWPLG 114

IIL-=-1=111T1
RS-11L 100 DYNDGIAVLNWPLG |113

Water
PA-1IL

=

ATQGVFTLPANTRFGVTAFANSSGTQTVNVLVNNETAATFSGQSTNNAVI 5
BRI T E N I BT
RS-1IL 1 JAQQGVFTLPANTSFGVTAFANAANTQTIQVLVDNVVKATFTGSGTSDKLL 50
PA-1IL 51 GTQVLNSGSSGKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVILTNELNFALVGSEDGTDN 100

L e N e A e N Y
RS-1IL 51 GSQVLNSG-SGAIKIQVSVNGKPSDLVSNQTILANKLNFAMVGSEDGTDN 99
PA-11L 101 DYNDAVVVINWPLG |114

IIL-=-1=111T1
RS-11L 100 DYNDGIAVLNWPLG 1113

o



BLAST algoritmus

BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) The BLAST Search Algorithm

L , . query word (W= 3)
H e u rl Stl Cky a I g O rltm u S Query: GE‘-,*'EIJTTGECE:CLAALLNECHTP%GQRLW]QHIHQPLI@KI-IRIEERlHL‘-JE.iFUEDkELRQTLQEDL

jehoz zakladem je P 16

hledéni SIOV neighborhood gig 1:
(n&kolikapismennych e E

sekvenci), mc 13 neighborhood

s dostatecnou T score threshold
podobnosti (poskytuji 2w (=0
dostatecné vysoke S e ——————
skore v substitucni Mor: 250 TLASVLOCTVIEMGSRALKRVL RMFVRDTRVLLERGOTION 330

mat|C|) High-scoring Segment Pair (HSP)



Tvorba k-pismennych slov ze vstupni

sekven c_e . i i . . Query sequence: PQGEFG
pro proteiny typicky 3-pismennych (v pfipadé =
DNA 11-pismennych)

Word 1: PQG
Porovnani slov na zakladé substitu¢ni
matice Word 2: QGE
algoritmus BLAST hleda na zakladé
vlozeného skore slova, ktera jsou podobna Word 3: GEF
kazdému slovu v zadané sekvenci.
Vyhovuijici slova jsou nasledné usporadana. Word 4: EFG

Prohledani databazovych sekvenci
Je hledana shoda s nalezenymi vysoce
podobnymi slovy.
Query sequence:E. P P Q G L F

ROZéﬁ"eni SIOV na Segmel"lty .. Database sequence: D) P P E G V V
Presné shody slov s databazovymi L, |
sekvencemi Jsou rozSifovany obéma sméry. Exact match is scanned
To pokracuje dokud skore pro tuto dvojici Score 2 77 2 6 1 -1
sekvenci je dostateCné vysoke. L,
HSP
Nové&ijsi verze BLASTu (BLAST2) ma mj. nize Optmat scomuiatod scae = T 0EL =43

nastavenu hladinu pro hledani podobnych slov, coz
rozSifuje moznost nalezeni vzdalengjSich
homologu.



Vystup z BLASTu

Distribution of 73 Blast Hits on the Query Sequence &

|”1"F'_I][IEESEEI? lectin [Burkholdera cenocepacia J2315) 5=488 E=3.9e-173 |

Query

Color key for alignment scores
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Vystup z BLASTu

BlDownload ~ GenPept Graphics

fucose-binding lectin Il [Burkholderia multivorans ATCC BAA-247)
Sequence ID: reflZP 13916739.1] Length: 274 MNumber of Matches: 1
e See 1 more fitle(s)

Range 1: 31 to 274 GenP=pt Graphics

Seore

Expect

Method

4473 bits(1140) 4e-155 Compositional matriz adju:

Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query

Sbict

2

31

62

211

240

271

QPFTHDDLYALLOLAGNDATAN(
QPFTHDDLYALLOLAGNDA AN
QPFTHDDLYALLOLAGNDAKAN(

SFOVGESWONEVET DRAGEVVACT
SFOVGSWONEVET DRAGHVVAC]
SEOVGSWONEVET DARGOVVAC]

PAPVPTGGGERDGIFTLPPNIAT
P GGGERDG+E LPPNIAT
POTATAGGGERDGVENLPEPNIAT

LNTQIVHSGEGEVEVVVIANGKE
LNTQIVHSG GEVEVVVI NGEI
LNTQIVHSGHGEVEVVVIVNGELE

WELG 243
WELG
WELG 274

Bl Download ~ GenPept Graphics

sugar-binding lectin protein [Ralstonia solanacearum PSI107)
Sequence ID: ref[YP _003750856.1] Length: 114 MNumber of Matches: 1

B+ See 3 more fitle(s)

Range 1: 3 to 114 GenP=pt Graphics
Sedre Expect Method Iderntities Persitives Gaps
124 bits{312) 2e-32 Compositional matrix adjust. 52/114(54%) 80/114(70%) 2/114(1%)

Query 130 ERDGIFTLPFNIAFGVIALVHNSSAPQTIEVEVDDNPEPAATFOGAGTQDANINTIQIVNIGE 18%
+ G+FILF B FGVIA N++ QTI+V VD+ K ATF G+GT D L +0++HSG+
Sbjct 3 QOGVETLEANTHEFGVITAFANARNTOT IKVLVINVVE--ATF3GS6T SDELLGSOVLNSGE 60
Query 190 GEVEVVVIAHNGEPSKIGSROVDIFEETYFGLVGSEDGGDGDYNDGIATINWPLG 243
G V++ V+ HGEPS + 5 Q + K F +VGSED D DYNDGIA+LHWPLG
Jbjct &1 GAVOIOVSVHGKESDLVSNOT ILANKLNFAMVGSEDSSDNDYHDGIAVINWPLG 114

BlDownload ~ GenPept Graphics

fucose-binding lectin PA-IIL [Pseudomonas asruginosa ATCC 25324
Sequence ID: ref|lZP 156183568.1] Length: 115 Mumber of Matches: 1
e See 1 more fitle(s

Range 1: 5 to 115 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
117 bits{294) 7e-20 Compositional matrix adjust. 5£1/113({54%:) 77/113(68%) 3/113(2%:)

Query 132 GIFTLPPNIAFGVIALVHNSSAPQTIEVEVDDNFEPARTFOGAGTOQDANLNTQIVNSGE-G 190

G+FILEF N FGVIA N33 QT+ VV N + BATF G T +& + TQ++N3G G
Sbjct 5 GVFILPANTQFGVTAFANSSGTOTVNVLV--HNETRATFSGOSTHNAVIGTOVLNSGSSG 62
Query 191 EVEVWVVIRANGEKPSKIGSROVDIFEKTYFGLVGIEDGSDGDYNDGIATLNWELG 243

EV+V W+ NG+PS + 5 OV + + F LVGSEDG D DYND + ++NWELG

bjct &3 EVOVOVSVNGRPSDLVSAQVILTNELNFALVGSEDGTDHDYNDAVVVINWELG 115



FASTA algoritmus

Na rozdil od algoritmu BLAST jsou zde
tolerovany mezery. aacggcttacg

Proces:
Obé porovnavané sekvence tvori
horizontalni a vertikalni osu grafu.

Naslednée jsou jednotliva slova z jedné
sekvence porovnavana se slovy sekvence
druhé. Odpovidajici pary pak vytvori sadu
bodu. Body na uhlopficce signalizuji
vyznamnou shodu (Ci podobnost). Cilem je
nalezeni nejdelSiho shodného useku (Useku
S nejvysSim skore).

g g c Lt Lcg g

V dalSich krocich jsou zahrnuty konzervativni Priklad porovnani
zmeny pro nejlepsi useky z prvniho sekvenci
prohledani. Program pak vyhledava moznost GGCTTTCGG
spojeni vice takovych Useku (muze mezi nimi a
byt mezera, &i jsou na rdznych diagonalach) AACGGCTTACG
a tyto spojené useky jsou posouzeny
z hlediska zadanych kriterii.



MSA ,programy”

Za poslednich 15 let vzniklo pres 50 MSA
prog ramovych baliku (Wallace, I. M., O'Sullivan, O., Higgins, D. G. and

Notredame, C. (2006). M-Coffee: combining multiple sequence alignment methods with T-Coffee.
Nucleic Acids Res. 34, 1692-1699.)

Clustal W (Thompson et al., 1994)
Clustal X (Thompson et al., 1997)
Dialign2 (Morgenstern, 1999)
T-Coffee (Notredame et al., 2000)
MAFFT (Katoh et al., 2002)
MUSCLE (Edgar, 2004)

Kalign (Lassmann, 2005)



C I U Sta I http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

* V soucCasné dobé nejuzivanejsi program

 Prvni verze 1988

Higgins,D.G. and Sharp,P.M. (1988) CLUSTAL: a package for performing multiple sequence
alignment on a microcomputer. Gene, 73, 237-244.

* Dnes pouzivané verze:
Clustal W (Thompson et al., 1994)
Clustal X (Jeanmougin et al., 1998)

* Vyuziva progresivni alignment

ClustalW: Jednotlivym sekvencim prirazuje vahy (weight —
W) podle Cetnosti zastoupeni (Cim vice jsou si sekvence
podobne tim nizsi maji vahu a naopak) a penalizuje
pritomnost mezer v zavislosti na jejich pozici (position-
specific gap penalties)



ClustalW2 — postup

Provedeni pairwise alignmentl pro kazdou dvojici
sekvenci a urceni jejich podobnosti — v zavislosti na
mnozstvi neodpovidajicich residui a mezer

Sestaveni pribuzenského stromu (similarity tree)

Kombinace alignmentu (viz. 1.) v poradi dle
pribuznosti — od nejvice podobnych k nejmene
pribuznym (viz. 2.). Jednou vlozené mezery jsou
zachovany.



| X

\A/

[ | ‘I'I'\I Ir\ll Iﬁ‘l‘f\
udl vv/uludold

Clie

wIiUS

Pod alignmentem je uvaden tzv. consensus —
dohodnuté symboly vyjadrujici ,konzervovanost®

kazdeho sloupce:

* - identické residuum ve vSech sekvencich

- silné konzervovany sloupec
- slabé konzervovany sloupec

IPPNTDFRATFFANAAEQQH I KLF 1GDSQEPAAYHKLTTRDGHRE--ATLNSGNGKIRFE
LPPNTAFKATFYANAADRQDLKLFIDDAPEPAATFVGNSEDGVRI.--FTLNSKGGKIRIE
LPPNIAFGVTALVNSSAPQT I EVFVDDNPKPAATFQGAGTQDANIINTQ I'VNSGKGKVRVV
LPPHIKFGVTALTHAANDQTID1Y1DDDPKPAATFKGAGAQDGNI.GTKVLDSGNGRVRVI

-kxkx - x* - - - x* - kXX x* *x = =%



MUSCLE

(MUIltiple Sequence Comparison by Log-Expectation)
http://www.drive5.com/muscle

Rychlejsi urCeni ,vzdalenosti” dvou sekvenci
Tzv. log-expectation skorovaci funkce
Refinement metodou restricted partitioning

Vhodny i pro velky pocCet sekvenci (5000 seq po 350 bp za
7/ min na PC — rok 2004)

Postup:

1. Sestaveni matice pro kazdou dvojici sekvenci, urceni jejich
,vzdalenosti“ a sestaveni matice vzdalenosti (distance matrix)

2. E\Ia zé;dadé distance matrix je sestaven prvni pribuzensky strom
tree1

3. Skladani sekvenci v poradi dle tree1 od vétvi ke kmenu —
v kazdém rozvétveni je vytvoren profil, ktery pri dalSim porovnavani
nahrazuje puvodni sekvence — vysledkem je prvni MSA



Algoritmus MUSCLE (podobne PRRP a MAFFT)

Prepocitani vzdalenosti
sekvenci na zakladé vzniklého

, . 1.1 k-mer 1.2 \ 1.3 progressive
MSA1 —tvorba druhé distance ~ ____ couning 1 upema aiignment
matFIX (D2) . : : “ _——_— MSA1
, - I.Iﬁﬂlgl'l _
Na zakladé D2 sestaven sequences  k-merdstance  TREE 2.1 compute
vylepseny pribuzensky strom Jelds from MSAT
(treeZ) — & ] Kimura distance
. ’ . . — — [ matrix D2
Progresivni alignment (viz bod ong | 23 progressive 22 UPGMA
3) na zakladé tree2 — vytvoreni ? REE2 o
druhého MSA — e — = delete
. . i —_— 33re:_a.'.lgn MSA — — VYes,

Refinement — rozdéleni /?i Sacompute B o et ]
vzniklého stromu na dvé Casti a
vytvorfeni MSA pro kazdou e et s repeat
z nich. Pokud je vysledny giving 2 subtrees
a“gnment |epsll, Je ZaChovan- Figure 2. This diagram summarizes the flow of the MUSCLE algorithm.
Toto se OpaliJe do l.'h‘_-rL’ u:ie three I.ll;IiI!'I h;_l{;l;_:;.‘!i: f-;lu}_'cl. 1 (draft xprn}_-rusli\-g}],. Stage .3

N - Z )4 llIl]}'Jr[]w: prngre.*:-ﬁ]\'r:] and stage . (rehnement). A mu ll].'.'l £ dlignment 1%
konvvergence (Zadnavqa|8| available at the completion of each stage. at which point the algorithm may
zmeéna nevede K lepsimu terminate.

vysledku) nebo do urCeného
poctu kroku



Dalsi skdrovaci schémata (scoring
schemes) pro pairwise alignment

Algoritmy zalozené na matici (matrix-based algorithms) —
napr. ClustalWW, MUSCLE; pomoci substitucni matice je
prislusné dvojici (AK) prirazena hodnota. Rozhoduje
pouze identita techto dvou AK, pripadne jejich nejblizsi
okoli (viz. napr. BLAST)

Schémata zalozena na konzistenci (consistency-based
schemes) — poprve v T-Coffee, dale v PCMA, ProbCons,
MUMMALS, MAFFT, a;. Vycha2| Z nejlepsmh moznych
alignmentu kazdé dvopce sekvenci. Vyuziva Casto i data
z ruznych zdroju (napf. strukturni informace). Cilem je
dosahnout maximalni konzistence (vnitrni shody).

v v s



http://www.tcoffee.org g

(Tree-based Consistency Objective Function for alignment Evaluation)

« Pomalejsi ale vyrazné presnegjsi nez ClustalW

« Je schopen kombinovat data z vice predchozich
alignmentu, které mohly byt vytvoreny ruznymi
postupy (lokalni, globalni, strukturni
podobnost,...)

Hlavnim rozdilem oproti tradiCnim metodam
progresivniho alignmentu je pouziti pozicne
specifickeho skorovacino schematu (extended
library) namisto substitucni matice.



T-Coffee === ==
| B B
2 = | A=

. . . E‘_—- | E,,___—--————__ E:

Provedeni pairwise alignmentu ClustalW Primary L brary ‘ Lalign Primary Library (Local

{(___}-iﬂh:ll Pujrw_ifi;‘\lign |.nem,'| pﬂi_ﬂ;,\:.-] se Alignment)

pro vSechny dvojice sekvenci

pomoci globalniho a pomoci ~

lokalniho alignmentu (dve wetine
primarni knihovny). _ ignal Additon
Jednotlivym pairwise . |
alignmentum je pfifrazena vaha PRIMARY ummr)
podle poméru poctu identickych ~ 3
ﬁg::gﬂ: k celkovému pocCtu TENSION

] . |
Kombinace obou knihoven. (mpnm mev]
Pokud je rozdil v globalnim a ‘

lokalnim alignmentu, jsou ]
zachovany oba s prislusnou PROGRESSIVE ALIGNMENT |
vahou. Vznika pozi€éne '
specificka matice (extended

v
library), ktera je dale pouZita [ \ — ]

pro vlastni progresivni
alignment.




Zlepseni presnosti —
strukturni informace

« Sekvence s vySSi homologii (>40%) — vysoka
presnost alignmentu

* Bez homologie — nepouzitelné

« Tzv. twilight zone — malo podobné sekvence
(nizSi nez 20% homologie) = Spatna (mene nez
30%) presnost alignmentu

Reseni: nejCast&ji vyuziti znalosti strukturni
podobnosti (2D nebo 3D), ktera se behem
evoluce zachovava vice nez sekvence AK.



N I\ 4

ROZS I re n I Sequences
konzistentniho | .|  repee
modelu

Template-based alignment
metody — vyuziti
znamych homolognich
proteinu (srovnani dle
jejich struktury nebo
tvorba profilu — Templre 10 seqonce g
homolognich sekvenci)

of the sequences

Vyhoda: vyssi presnost

——
——— Template-based alignmeant
——

Primary Library



EXxpresso

 Je zalozeno na T-Coffee

Expresso: MSA server, ktery srovnhava sekvence
za uziti strukturni informace. Po zadani sekvenci
vyhleda v databazi struktur (PDB) pomoci
BLASTu homology a pouzije je jako templaty pro
nasledny alignment zadanych sekvenci pomoci

metod MSA zalozenych na strukture (napfr. SAP,
Fugue).



4 4 4 <«

Zopakovani / shrnuti

Alignment — prilozeni sekvenci (2 nebo vice)
na zaklade podobnosti

Vyuziti pro hledani pribuznosti sekvenci,
tvorba profilu proteinovych rodin, aj.

Rada programu vyuZivajicich rozdilné pfistupy
— pouziti zavisi na vstupnich datech a ucelu
NejCastéeji pouzivany (ClustalW)
neznamena nejpresnejsi — kazdy
program je kompromisem mezi
presnosti a rychlosti

Kazdy alignment potrebuje
lidskou kontrolu !!!




