BIOINFORMATIKA V PRAXI — CVICENI 2

SEQUENCE ALIGNMENT

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

UvVOoD

Sekvence v biochemii

Pti praci s biologickymi makromolekulami (nukleové kyseliny, proteiny, sacharidy) hovotfime
Casto o jejich sekvenci. Pod timto pojmem rozumime potadi a identitu jednotlivych
stavebnich prvki, z nichZ se makromolekula sklad4 (v ptfipadé sacharidil i typ vazby mezi
sousednimi jednotkami). Pro jednotlivé stavebni prvky existuji obvykle tfipismenné zkratky,
v bioinformatice vSak castéji pouzivame jednopismenné zkratky. V tomto predmétu se
budeme zabyvat jen problematikou nukleovych kyselin a proteinii. V ptipad¢ sacharidi je celd
situace komplikovand mnozstvim rtiznych stavebnich jednotek a moZnosti vétveni fetézce.
S tim souvisi vEét§i naro¢nost urceni sekvence oligo-/poly-sacharidu a téz mensi pocet
dostupnych sacharidovych sekvenci v databazich.

Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny (DNA, RNA) jsou tvoieny kombinaci ¢ty prvka (nukleovych bazi)
spojenych prostfednictvim tzv. cukr-fosfatové kostry. V ptipadé DNA se jedna o adenin,
cytosin, guanin a thymin, v piipadé RNA pak adenin, cytosin, guanin a uracil. Tyto baze jsou
uvedeny v ptilozené tabulce.

Adenin Cytosin Guanin Thymin Uracil
Ade Cyt Gua Thy Ura
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DNA, RNA DNA, RNA DNA, RNA DNA RNA
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Pozn.: Pouzivani zkratek a nazvii pro rtizné ¢asti nukleovych kyselin (nukleotidy, nukleosidy, baze) je pomérné
komplikované. V pfipadé zajmu lze detailni doporuceni nazvoslovné komise nalézt napf. na strankach:
http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/misc/naabb.html

Sekvenci nukleové kyseliny zapisujeme v pofadi 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 (22, pocitame-li selenocystein a

pyrrolysin) — viz tabulka. Dle rGznych charakteristik mizeme proteinogenni aminokyseliny
rozdélit do n€kolika skupin — nej€astéji rozliSujeme aminokyseliny nabité (kyselé a bazické),



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

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

Sekvendéni prilozeni (Sequence alienment)

Porovnani dvou (nebo vice) sekvenci mezi sebou oznafujeme jako sekvencni ptiloZeni
(Cast&ji anglicky sequence alignment). Cilem je ur€eni vzajemné podobnosti téchto sekvenci.
Vizudlnim vystupem je zarovnani sekvenci tak, aby sobé odpovidajici residua leZela nad
sebou. Detaily viz. pfednaSka Sequence alignment predmétu C2130.



VYUZITi SEKVENCNIHO PRILOZENI PRO IDENTIFIKACI GENU V ONLINE
DATABAZICH
Pro vyhledavani v internetovych databazich lze pouzit né€kolik ptistupl (viz. Bioinformatika
v praxi — cvieni 1). Pokud mame jako vstupni udaj sekvenci genu/proteinu, vyuzivame
hledani na zaklad¢ podobnosti sekvenci. Typickou ukazkou je aplikace BLAST na serveru
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

UKOL 1
Pomoci aplikace BLAST identifikujte nasledujici sekvence:

Sekvence 1:
MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVOHKNVRTPLNY T
LLNLAVANHFMVFGGFTTTLYTSLHGYFVFGSTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFRFGE
NHAIMGVAFTWVMALACAAPPLVGWSRYIPEGMQCSCGIDYYTLKPEVNNESFVIYMFVVHFTIPMTIIFFCYGQ
LVFTVKEAAAQQQESATTQKAEKEVTRMVI IMVIAFLICWVPYASVAFYIFTHQGSDFGPILMTLPAFFAKSSAT
YNPVIYIMMNKQFRNCMLTTICCGKNPFGEEEGSTTASKTETSQVAPA

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

Sekvence 2:
atgtcgagcgttcagaccgctgccacttcgtggggaaccgtcececgtcgatcecgtgtgtacacggccaataatgge
aagatcaccgagcgttgctgggacgggaaggggtggtacacgggtgccttcaacgagcccggcgataacgtectece
gtgaccagctggctggtcggcagcgcgatccatateccgegtectatgcaagcaccggcaccacgaccacagagtgg
tgctgggacggcaacggctggaccaagggcgcctacaccgccaccaactga

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

Sekvence 3:
MGLSDGEWQMVLNIWGKVEGDLAGHGQEVLISLFKAHPETLEKFDKFKNLKSEEEMKS SEDLKKHGCTVLTALGT
ILKKKGQHAAEIQPLAQSHATKHKIPVKYLEFISEVIIQVLKKRYSGDFGADAQGAMSKALELFRNDIAAKYKEL
GFQG

Nézev 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 zdznamu, ale i
zaznami podobnych. Tak lze na zédklad€ podobnych sekvenci identifikovat i dosud neznamou
sekvenci a odhadnout jeji ,,ptibuzenské® vztahy.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344275993?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=JVZMGP8N01R

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

Sekvence:
MNTRSFHRIDVHKARELLQRPDTVLLDCRHPSDFRAGHIAGASPLGDYNADDHVLNIAKHRPVLIYCYHGNASQM
RAQLFADFGFAEVYSLDGGYEAWRKVHTPANSQLTEALQCWLMAQEFPAADIHARTRDGVTPLMRAAGEGDPARV
AELLAAGADPHQRNNDGNQALWFACVSENLDTLDLLVAVGAHLNHONDNGATCLMYAASAGKTAVVERLLAFGAD
RSLLSLDDFTALDMAANLECLNLLRETPRRIKAVT

54

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 parametrt, ktery mtze ovlivnit vysledek alignmentu je pouzitd matice. VétSina
programil detekuje automaticky nukleotidovou sekvenci a pouzije prislusnou matici, v piipadé
proteinovych sekvenci je vSak situace komplikovanéjsi.

UKOL 3

Nasledujici sekvence identifikujte a prilozte vV programu ClustalW
(http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html). Poté provedte alignment s pouzitim
matice PAM, BLOSUM, Gonnet a Identity a vysledky porovnejte. Ktera matice je pouzita pti
zakladnim nastaveni?

Sekvence 1:

MPGIRLRYALLALVFAIYYYIVLSYRDQFSDIKKCFSSIRAKIEDYDSSKKGQPKLASNSYLEADMLYRD
RTQVGIENATMVMLVRNRELEGALSSMRSLEDRFNRQYKYPWVFLNDEPFTEEFIEQTMLMASSQTFYEL
IPSSDWNMPDFIDNERVEQNIANSTDVIYGFSKSYRNMCHFNSGYFYKQKRLLNYDWYFRVEPDVEYMCD
FQYDPFTLLRTNNKIYGEVIAIHEYENTIPTLWPTVEKFMQTYPDLIHANNSLKFITTNESSLNHWVTPI
QSSSDYNLCHFWSNFEIGNLNFFRGEAYNKYFDFLDRAGGFYYERWGDAPVHSIGLNLLADKNSIHHFED
IGYYHPPYLACPSSKDVIAAKRCVCRKRGNDGEVIDSAIDVNVFSCLSRWWRYGAGKRFLNEIDYTENN

Sekvence 2:
MPESGVPAGRRRLLAPLLLVTSAAALLAVTMANPPDLVDFHVYMLGGVALDRPDTLYSFAYSDQSPDQOPL
PFVYPPFAAILFRPLTALPFVVAGVLWQLGILAAVYGIVRISQRLLGGGSHRTAMLWTAGLIWLEPVRVA
LDLGQVGIFLTLAVLYAVCSRRWWLSGLLVGLAAGVKLTPAITGLYFLGVRRWTAAAFSAVVEVATIGLS
YLVVGDQVRNYFTRVMGDTSINPIGIALNQSWRGAISRFLGHDAGGSALVIAAIAGTAVLALFAWAALGA
GSRPRDRLGSVLVVQLFGLLMSPISWVHHWAWVVPLVLWLLSGPWRNEPGARVLGWGWLALTFVGVPSQL
SLLEPSLWEISRPWYLAWAGLAYVVAAVATLGWIVLTGRRNAAPTPPVRRRFARVVGTRGKQIACEEHRA
GR

Sekvence 3:

MELQSLIDTVSLOKLLLLGALLRLILIAYAFFHDOWFRVKYTDIDYMIVVDGARHMWNGGSPFDRTTFRY
TPLLAALVMPSIWIANPMGKLIFASSDLGAAWYCYGVLKSFAKERSAKWMVSLFILFNPIVLSVSTRGNS
DMLVTFMSLMVLSKFARRKCYQAAAVLGFAVHFKIYPIIYALPLTLGVWEQSVAASTNTWRRVVKTAVVV
SICALMAAISFAVPTVLCYMKYGQQYLNEAFIYHVYREDHRHNFSPYWLLMY LNMARRHLGQGVDFSPRL




VAFAPQAVVLSEFVSYKLRRNTAHACCVQTVLEVAFNKVCTVQYFVWEFIPFLAFLFCEPKEVEDDESGGSG
AFKFFSWVKALGVVLMWAATIPLWVTTAVPLEFHGYSDFAQLWIVSCLFFLAMVVLASMLARIAYRVQCT
KCSAKSIKVA

Sekvence 4:
MDASTPNPPTLGTDAVASTIVFFHPDLGIGGAERLVVDAAVGLOTRGHKVVIFTNHCDPTHCFDECRDGT
LDVRVRGNSIVPPSIFSRLTILCAILRHIHLLLTIHLTGELAALSPRAFIVDQLSAGLPLMRFLAPDVPV
LFYCHFPDLLLAQGRQSLVKRLYRVPFDRLEEWSMGFAHAVAVNSKFTRGIVGNTWPALONKVPINVVY P
CVDTHTTHETAPDEAKLAAGKKLILSINRFERKKDIGLATIRAFAQI PEEQRRGARLVLAGGYDARVSENV
LYHAELQALATSLSLAHHTLTPAELGSAAAPPDAQHFGIVPLEAMLARVPVLAANTGGPVETVADRETGHW
LRDPADAPAWTDVMARCLALPDDQLAAMGDAGRRRVRELFGRDKMAQTLDESLVQIAGLAEERRVSGAAG
FGVLAAFIAACAVLAAWFAF

VLIV MEZER NA VYSLEDEK ALIGNMENTU
Moznost vlozeni mezer vyznamné zvySuje Sance na uspeésny alignment sekvenci. Pfi zméné
nastaveni parametrti se méni skore urcujici podobnost sekvenci a ty tak maji vliv i na uréeni
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 ClustalW. V prvnim
piipad€ nastavte parametry Opening gap penalty a Ending gap penalty na 1, ve druhém
piipadé€ na 10 a ve tfetim na 100 a vysledky porovnejte.

Sekvence 1:

trypsin [Homo sapiens] — AAZ40216.1
RIQVRLGEHNIEVLEGNEQFINAAKI IRHPKYDRKTLNNDIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTAPPATGTKCLIS
GWGNTASSG

Sekvence 2:

FlgA [Agrobacterium tumefaciens] — AAB71791.1
MRFGRNNSSCRTALVRMCLASAFSLGALAPALAQAPMALVPVRTIYPGEAISPEQVKSVEVTNPNISAGYASDIS
EVEGMISKQTLLPGRTIPIAALREPSLVVRGTSVKLVFHIGNMTLMASGTPMSDGSLGEVVRVRNIDSGVMVSGT
VMKDGTIQVMAK

Sekvence 3:

collagen [Caenorhabditis elegans] — CAA35955.1

MSEDLKQIAQETESLRKVAFFGIAVSTIATLTAI IAVPMLYNYMOHVQSSLQSEVEFCQHRSNGLWDE YKREQGV
SGVEGRIKRDAYHRSLGVSGASRKARRQSYGNDAAVGGFGGSSGGSCCSCGSGAAGPAGS PGQDGAPGNDGAPGA
PGNPGQDASEDQTAGPDSFCFDCPAGPPGPSGAPGOKGPSGAPGAPGQSGGAALPGPPGPAGPPGPAGQPGSNGN
AGAPGAPGQVVDVPGTPGPAGPPGSPGPAGAPGQPGQAGSSQPGGPGPQGDAGAPGAPGAPGQAGAPGODGESGS
EGACDHCPPPRTAPGY

Gapopen=1,1
Pocet zcela identickych residui:

Gap open =10, 10
Pocet zcela identickych residui:

Gap open =100, 100
Pocet zcela identickych residui:



ALIGNMENT POMOCI RUZNYCH PROGRAMU
Bézné pouzivané programy typu ClustalW vyuzivaji pro urceni ptibuznosti sekvenci tvorbu
tzv. guide tree, na jejichz zaklad¢ nésledn¢ provadéji vlastni alignment. Novéjsi verze, Clustal
Omega, vyuziva oproti tomu skryté Markovovy modely (HMM), coz umoziuje zpracovat
veétsi mnozstvi sekvenci v krat§im Case pti zachovani vysoké spolehlivosti.

UKOL 5
Provedte pfilozeni néasledujicich sekvenci pomoci programii ClustalW, T-Coffee (oba
http://pir.georgetown.edu/cgi-bin/multialn.pl) a programu Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Vysledky porovnejte a okomentujte.

DIRS
MKSFLFLFVFLVLTKTVISARKPSKSQPKPCKNFVLYYHDIMFGVDDVQNATSAAVTNPPGLG
NFKFGKLVIFDDPMTIDKNFQSEPVARAQGFYFYDMKNDYNAWFAYTLVFENSTQHKGTLNI
MGADLMMVQSRDLSVVGGTGDFFMSRGIVTFETDTFEGAKYFRVKMDIKLYECY

DIR6
MAFLVEKQLFKALFSFFLLVLLFSDTVLSFRKTIDQKKPCKHFSFYFHDILYDGDNVANATSA
AIVSPPGLGNFKFGKFVIFDGPITMDKNYLSKPVARAQGFYFYDMKMDFNSWFSYTLVFENSTE
HKGTLNIMGADLMMEPTRDLSVVGGTGDFFMARGIATFVITDLFQGAKYFRVKMDVKLYEC
Y

DIR13
MANQIYIISLIFLSVLLYQSTTVLSFRQPFNLAKPCKRFVFYLHNVAYDGDNTDNATSAAIVNP
LGLGDFSFGKFVIMDNPVTMDQNMLSEQVARVQGFFFYHGKTKYDTWLSWSVVFNSTQHK
GALNIMGENAFMEPTRDLPVVGGTGDFVMTRGIATFMTDLVEGSKYFRVKMDIKLYECYY

DRR206
MGSKLPVLFVFVMLFALSSAIPNKRKPYKPCKNLVLYFHDILYNGKNAANATSAIVAAPEGVS
LTKLAPQSHFGNIIVFDDPITLSHSLSSKQVGRAQGFYIYDTKNTYTSWLSFTFVLNSTHHQGTI
TFAGADPIVAKTRDISVTGGTGDFFMHRGIATITTDAFEGEAYFRLGVYIKFFECW

) ALIGNMENT NA GENOVE vs. PROTEINOVE UROVNI
Casto se setkavame se situaci, kdy alignment na genové tirovni neni pro nase potfeby vhodny.
Je tedy zapotiebi vysledné sekvence porovnat 1 na urovni proteinu.

UKOL 6

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 — pteloZzenych sekvenci.
Porovnejte mnozstvi nesparovanych nukleotidi/aminokyselin (resp. procento identity) v obou
piipadech.

Sekvence Al

atg tgc gca gtg cgc agg gcc ggce 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 cge act
gcc cag cac ctt ccg ctc agt cct cgg cgc ccg cct gece gecec tce 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


http://pir.georgetown.edu/cgi-bin/multialn.pl
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

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 cgce 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 B1

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 agc gtg gct tct gca ccc cgce act
gcc cag cac ctt ccg ctc agt cct cgg cgc ccg cct gecec geccec 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 ccg gct agec gtg gct tct gca ccc cgce act
gcc cag cac ctt ccg ctc agt cct cgg cgc ccg cct gecec gee tcec 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 kodovaného proteinu —
zdména aminokyseliny, posunuti ¢teciho ramce, vytvofeni nebo odstranéni STOP kodonu,
atd. Mazeme aplikovat pairwise alignment nebo u vice sekvenci multiple alignment.

UKOL 7

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).

Piivodni gen:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggecgaattctecgattececgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgeccgeccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatcecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgctgaattecggcaacggcaagatecgtttegaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcecgtcectegegecgatcaacggcaagaagtcggacggectegeecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtegtgetceccag
tggccgatcggcectga

Sekvence 1:

atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgecggcgaattctecgattecgecgaataccgatttecegegegatt
ttcttecgcgaatgeccgecgagcaacagcacatcaaaaatttgttcatcggecgacageccaggaacccgecgegtat
cacaagctgacgacgcgcgacggcccgecgegaageccacgctgaatteceggecaacggcaagatecgtttegaggtyg
tcggtgaacggcaagccgtcggecgaccgacgegegtetegegecgatcaacggcaagaagtcggacggetegecg



ttcacggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatecgtegtgete
cagtggccgatcggcectga

Sekvence 2:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggecgaattctecgattccgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgeccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgctgaatteccggcaaaacggcaagateccgtttegaggtgt
cggtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcecgegtctecgegecgatcaacggcaagaagtcggacggcectecgecgt
tcacggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtegtgcetee
agtggccgatcggctga

Vhodnéjsi sekvence:
Duvod:

UKOL 8
Naésledujici sekvence obsahuji rizné mutace. Urcete, které z téchto sekvenci jsou pouzitelné
pro budouci praci s proteinem a pro¢. Oznacte nejvhodnéjsi sekvenci.

Originalni sekvence:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggcgaattctecgattccgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgeccgegtatcac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgctgaatteccggcaacggcaagatececgtttecgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtctecgecgecgatcaacggcaagaagtcggacggctegecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtcecgtgcectceccag
tggccgatcggctga

Sekvence 1:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggcgagttectcgatteccgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgccgccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggcgacagccaggaaccageccgegtatcac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgaagccacgttgaatteccggcaacggcaagatececgtttcgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtctecgegecgatcaacggcaagaagtcggacggctegeegtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtecgtgcectceccag
tggccgatcggcectga

Sekvence 2:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgeccggcgaattctecgattececgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgeccgeccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatcac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgcgtageccacgctgaatteccggcaacggcaagateccgtttecgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtcectegegecgatcaacggcaagaagtcggacggectegeecgtte
acggtcaactttgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtegtgectecag
tggccgatcggcectga

Sekvence 3:
atggctgattctcaaacgtcatccaaccgecgeccggcgaattctecgattcecgecgaataccgatttecgegegatt
ttcttcgcgaatgeccgceccgagcaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgceccgegtatcecac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcgctaagceccacgctgaatteccggcaacggcaagateccgtttegaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgcgtcectegegecgatcaacggcaagaagtcggacggetecgecgtte
acggtcaacttcgggatcgtcgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcgtegtgetecag
tggccgatcggctga

Sekvence 4:
aaggctgattctcaaacgtcatccaaccgcgecggcgaattctegattecgecgaataccgatttecegegegatt
ttcttecgecgaatgeccgecgagecaacagcacatcaaattgttcatcggecgacageccaggaacccgecgegtateac
aagctgacgacgcgcgacggcccgcecgcgaagecacgectgaatteccggcaacggcaagatcegtttecgaggtgteg
gtgaacggcaagccgtcggcgaccgacgcgegtectegegecgatcaacggcaagaagtcggacggetegecgtte
acggtcaacttcgggatcgtecgtgtcggaagacggccacgacagcgactacaacgacggcatcecgtegtgetecag
tggccgatcggcetga



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

AlW|IN|—

PROBLEM REPETIC
Pti porovnavani dvou celkové podobnych sekvenci uzivame zpravidla metody globalniho
alignmentu. V ptipad€é sekvenci, které jsou podobné jen v urcité své Casti (napt. jedné
z domén), je vhodnéjsi pouzit lokalni alignment. Ten ma sviij vyznam i v piipad€¢ proteini
s tzv. repeticemi, tj. opakujicimi se Useky, které jsou si navzajem podobné.
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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 ptipadech nastavte parametr Gap open na 15.0 a vysledky
porovnejte.

Sekvence 1 (AAL)
PTEFLYTSKIAATSWAATGGRQQRVYFQDLNGKIREAQRGGDNPWTGGSSONVIGEAKLFSPLAAVTWKSAQGIQ
IRVYCVNKDNILSEFVYDGSKWITGQLGSVGVKVGSNSKLAALQWGGSESAPPNIRVYYQKSNGSGSSTHEYVWS
GKWTAGASFGSTVPGTGIGATAIGPGRLRIYYQATDNKIREHCWDSNSWYVGGFSASASAGVSIAAISWGSTPNI
RVYWQKGREELYEAAYGGSWNTPGQIKDASRPTPSLPDTFIAANSSGNIDISVFFOASGVSLQOWQWISGKGWS I
GAVVPTGTPAGW

Sekvence 2 (RSL)
SSVQTAATSWGTVPSIRVYTANNGKITERCWDGKGWY TGAFNEPGDNVSVTSWLVGSATHIRVYASTGTTTTEWC
WDGNGWTKGAYTATN

Identické ak Podobné ak Mezery

Needle

Water

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

UKOL 10
V sekvencich z ukolu 8 detekujte repetice pomoci programu Radar. Uved’te pocet repetic
zjisténych u kazdé sekvence:

Sekvence I:
Sekvence 2:

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



