DNA v genomu urcitého organismu obsahuje 30%
thyminu. Jaky bude obsah cytosinu?

RNA v transkriptomu urcitého organismu obsahuje
18% guaninu. Jaky bude obsah cytosinu v cDNA?

RNA v transkriptomu urcitého organismu obsahuje
32% adeninu. Jaky bude obsah uracilu v cDNA?

mysleno jako % bazi



Doplnte druhé vlakno DNA, tak aby vznikla
dvouvlaknova DNA:

GGATATCCGA

Jaké je komplementarni vlakno DNA k sekvenci:

AAGTTCC



Jaka je komplementarni sekvence k sekvenci
GGATCC?

Co je na této sekvenci zajimaveé? Jakeé vlastnosti by

mohl mit protein, ktery se vaze na DNA s takovou
sekvenci?



Definujte:

nukleotid
nukleosid

V jakém sméru se zapisuji sekvence:

nukleovych kyselin
aminokyselin
cukru Glc-Gal-Man



Jak se jmenuje dipeptid:

A) B)



Ktera sekvence koduje peptid Gly-Arg-Glu-Glu-Asn
(pouzijte kodovaci tabulku)

A) AGC AGA CCT TAC

B) GTT ATA AAT TAT CAT

C) GGC AGA GAG GCC TAA

D) GGC CGC GAA GAG AAC TAA



Druha baze

Prvni baze
Uuu Phe UCU Ser UAU Tyr UGU Cys
U uucC Phe uccC Ser UAC Tyr UGC Cys
[0107:% Leu UCA Ser UAA Stop |UGA Stop
UuG Leu UCG Ser UAG Stop |UGG Trp
CuuU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg
c CcucC Leu CccC Pro CAC His CGC Arg
cua Leu cca Pro CAA Gln CGA Arg
CuUG Leu CCG Pro CAG Gln CGG Arg
AUU Ile ACU Thr AAU Asn AGU Ser
A AUC Ile ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA Ile ACA Thr AAA Lys AGA Arg
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly
G GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GuA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GUG vVal GCG Ala GAG Glu GGG Gly




Znate jednopismenné zkratky aminokyselin?

s5S K W B =R P
H ®H H H O 0O
X n < 0 Z2 @



pyrrolysin Pyl (O), UAG ASX-B (D/N)
GLX-Z (E/Q)
Xle-J (I/L)

selenocystein Sec (U), UGA

HSe
OH
H-oN
O

N-formylmethionin fMet, AUG



Zapiste aminokyselinovou sekvenci u nasledujicich struktur

NH’\\
AN N OH
O O O
O O

N O

NN
HO™ N0



Zapiste aminokyselinovou sekvenci u nasledujicich struktur

HoN

O O

| | "
|

HO " NH " N
| ]
O H,N O

O



Jak by asi vypadal alignment téchto dvou sekvenci:

MAMUZDOSTSTAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
MAMRADOSTZESTAROZITNOSTI

pri absolutnim preferovani
A) globalniho alignmentu

MAM--UZDOST--STAROSTISHAMIZ--NOSTIRATOLESTI
MAMRA--DOSTZESTARO—=——————— ZITNO-———————- STI

B) lokalniho alignmentu
MAMUZDOST--STAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
MAMRADOSTZESTAROZ-—-———- ITNOSTI



MAM--UZDOST--STAROSTISHAMIZ--NOSTIRATOLESTI

n RN L N
MAMRA--DOSTZESTARO-—---———~ ZITNO—=-——————- STI

1 MAMUZDOST--STAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI

AR RN o e T
1 MAMRADOSTZESTAR------- O-Z----I--TNO-STI

1 MAMUZDOST--STAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI

B N R N 1
1 MAMRADOSTZESTAROZITNO-=—-=——=————————~ STI



Co na to EMBOSS stretcher?

MAM--UZDOST--STAROSTISHAMIZ--NOSTIRATOLESTI

1] NN L 1
MAMRA--DOSTZESTARO-—————~—~ ZITNO—=-——————- STI

1 MAMUZDOST--STAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
N N . | I

1 MAMRADOSTZESTAR-—-—-——--—- O-4-———I1--TNO-ST1I

Gap_penalty: 1

Extend_penalty: 2

Score: 55

1 MAMUZDOST--STAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
L ] 1 I P ||

1 MAMRADOSTZESTAROZITNO-—-—-—————=—=———— ST I

Gap_penalty: 12

Extend _penalty: 2

Score: 4

37

24

37

24



1 MAMUZDOST--STAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
RN |1 - | I

1 MAMRADOSTZESTAR-—-————- O-4—-———=1--TNO-STI

Gap_penalty: 1

Extend _penalty: 2

Score: 55

1 MAMUZDOST--STAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
T o] 1 I B R ||

1 MAMRADOSTZESTAROZITNO-—-—-———=—=—————— STI

Gap_penalty: 12

Extend _penalty: 2

Score: 4

1 MAMUZDOSTSTAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
T o ] . ... el ]

1 MAMRADOST--—-——-————————- /ESTAROZITNOSTI

Gap_penalty: 25

Extend penalty: 2

Score: -11

37

24

37

24

37

24



Je tedy vhodnéjsi:

Vysoka penalizace mezer:

Hledani sekvenci velmi striktné zamérenych na podobnost

s hledanou sekvenci - najde oblasti velmi pribuznych
sekvenci

Nizka penalizace mezer:

Hledani podobnosti mezi sekvencemi vzdalené pribuznych.



Jaky je rozdil mezi:
,homology“ a ,similarity”

MAMUZDOSTSTAROSTISHAMIZNOSTIRATOLESTI
MAMRADOSTZESTAROZITNOSTI

Jaky je rozdil mezi:

,ortholog“ a ,paralog”

-
-
-
-

-
-

Speciation 2__ -7

s

Speciation 1 _--~<_

~
~
~
~
~

Gene
| | duplication 1

s Gene
- *. duplication 2

-
-
-

/

B2




Na ¢em je zalozeno vyhodnoceni , kvality
sekvencniho prilozeni? Scoring alignments

snaha o co nejvyssi skore:
1. identita (identity)

2. podobnost (similarity)
3. mezery (gaps)

Plati u nukleovych kyselin i proteinu stejna pravidla ?



Nukleové kyseliny nema smysl posuzovat podobnost:

sice tranzice (R>R or Y =Y) je mnohem cCastejsi nez
transverze(R->Y or Y ->R), coz ale neni pro
alignement uzitecné

Frekvence mutaci vsSech bazi je obdobna, takze
nejjednodussi hodnoceni je: shoda (1), neshoda (0)

tim se nerozlisi vyborny alignment kratkych a
mizerny dlouhych sekvenci: proto penalizace

zamen:
match score +5
mismatch score -4
gap penalty (changeable parameter) opening -10, extending -2



Proteiny (similarity vs. identity): procC je bereme
v uvahu?

S=1[(L x 2)/(L, + L,)] x 100
/ —

number of aligned residues total lengths of
with similar characteristics each sequence



Skorovani proteinoveho prilozeni

substitucni matrice (a z nich odvozeny skérovaci
matrice)

Reflektuje fyzikalne chemickeé vlastnosti
jednotlivych aminokyselin ale zaroven i
oravdepodobnost, ze dojde k substituci
conkrétni aminokyseliny za jinou konkrétni v
orubeéhu evoluce.

Napadaji Vas nekteré, které budou
pravdépodobné vysoce , penalizovany”?



Substitucni matrice

vicemeéne dva typy:

1. zalozené na zameénnosti genetického kodu nebo
vlastnosti aminokyselin

2. odvozené z empirickych studii aminokyselinovych
substituci (presné;jsi)
Nejvice pouzivané jsou empirické matrice
PAM a BLOSUM



PAM — Point Accepted Mutation
Constructed by Margaret Dayhoff in 1978.

Zahrnuje pravdéepodobnost zameény jedné
aminokyseliny v druhou béhem evoluce

Predpoklada, ze kazda dalsi mutace nezavisi na
predchozi.

Odvozena z globalniho alignmentu rodin proteinu
(Podobnost sekvenci v rodiné > 85%)
vysoka spolehlivost alignmentu

vysoka pravdépodobnost, ze zaména aminokyseliny je
dana jedinou mutaci

Vypoctena pravdépodobnost s jakou jedna AA se
zmeni na jakoukoliv jinou



QAT =3

A
9867
1
4
0
1

S

PAM matrice

R N D C
2 9 10 3
9913 1 0 |
I 9822 36 0
0 42 9859 0
| 0 0 9973

All entries x 104

24



PAM1

Byla vypoctena na zakladé 1572 zmén v
aminokyselinovém slozeni v 71 proteinovych
rodinach

PAM1 reflektuje primérnou zaménu 1% vsech
aminokyselinovych pozic

PAM250 (20% identita) je odvozena od PAM1
jeji 250-tinasobnou multiplikaci (250 mutaci
na 100 aminokyselin)

VVVVV

vzdalenost



PA IVI 2 5 O m a t ri C e Positive score — frequency of

substitutions is greater than would have
occurred by random chance.

g _91 4 small, polar Zero score — frequency is equal to that
expected by chance.
T -1 1 5
. -3 -1-1 7 small, nonpolar Negative score — frequency is less than
A 0 1 0 -1 ! would have occurred by random
B -3 0 -2 -2 0 6 chance.
N -31 0 -2 -2 0 6
b -3 0 -1 -1 -2 -1 1 polar or acidic
E -4 0 -1 -1 -1 -2 0 5
Q -30 -1 -1 -1 -2 0 2 5
H -3 -1-2 -2 -2 -2 1 -1 0 0 8
R -3 -1-1 -2 -1 -2 0 -2 0 1 0 5 basic
K -30 -1 -1 -1 -2 0 -1 1 1 -1 2 5
M -1 -1-1 -2 -1 -3 -2 -3 -2 0 -2 -1 -1 5
| -1 -2-1 -3 -1 -4 -3 =3 -3 -3 -3 -3 -3 1 & large, hydrophobic
L -1 -2-1 -3 -1 -4 -3 =4 -3 -2 -3 -2 -2 2 2 4
vV -1 -20 -2 0 -3 -3 -3 -2 -2 -3 3 2 1 z 4
F -2 -2-2 -4 -2 -3 -3 -3 -3 -3 -1 -3 -3 0 DU = 6 aromatic
Y -2 -2-2 -3 -2 -3 -2 -3 -2 -1 2 -2 -2 -1 -1 -1 -1 5
W -2 -3-2 -4 -3 -2 -4 -4 -3 -2 -2 -3 -3 -1 -3 -2 -3 1 2 1
c S T P AGNDEQH R KM I L V F YW



e Several assumptions you should be aware of:

— Mutation of AA is independent of previous mutations
on the same position (Markov process requirement).

— Only PAM1 was “measured”, all other are
extrapolations (i.e. predictions based on some model).

— All sites are assumed to be mutable equally.

— Mutations are assumed to be independent of
surrounding residues.

— Forces responsible for sequence evolution over short
time are the same as these over longer times.

— PAM matrices are based on protein sequences
available in 1978 (bias towards small, globular
proteins)

* New generation of Dayhoff-type — e.g. PET91



BLOSUM (Blocks Amino Acid Substitution)

1992, Henikoff and Henikoff

database BLOCKS— pouziva koncept ,blok(“ k identifikaci
proteinovych rodin
sekvencni motiv

— konzervovany aminokyselinovy usek conserved stretch of amino
acids spojeny se specifickou funkci proteinu

sekvencni blok
— sparované motivy ze stejné proteinové rodiny bez mezer

BLOSUM matrice byly vytvoreny na zakladé substitucnich
vzoru vice nez > 2 000 blokU (< 60 residui) z 500 skupin
proteinu

nebere v potaz evoluci



e BLOSUMG62 — znamena, ze ke konstrukci
matrice byly pouzity proteiny s primeérnou
identitou 62%.

A Im

A

C |

F I
C

* vyskyt kazdého paru AA v kazdém
sloupci kazdého bloku je secCten

e (Cisla ziskana ze vsech blokU slouzi
pro vypocet BLOSUM matrici

QP Qpp
|
QP HMHAQA
R R NMND



* Cislovani BLOSUM jde v obraceném poradi
oproti PAM

— ¢im mensi Cislo, tim odlisnéjsi sekvence byly

pouzity
Matrix _ |Bestuse _____________|similarity (%)
Pam40 Short highly similar alignments 70-90
PAM160 Detecting members of a protein family 50-60
PAM250 Longer alingments of more divergent sequences ~30
BLOSUMO90 Short highly similar alignments 70-90
BLOSUMS0 Detecting members of a protein family 50-60
BLOSUMG62 Most effective in finding all potential similarities 30-40
BLOSUM30 Longer alingments of more divergent sequences <30

Similarity column gives range of similarities that the matrix is able to best detect.



Odlisné substitucni matrice jsou pro

odlisné ucely

BLOSUM 80 BLOSUM 62 BLOSUM 45
PAM 1 PAM 120 PAM 250
Less divergent =< > More divergent
more stringent less stringent

BLOSUM matrice pracuji obvykle lépe nez PAM pro lokalni vyhledavani
podobnosti (Henikoff & Henikoff, 1993)

vvvvvv

Pro prohledavani databazi je nejbéznéjsi BLOSUMG2



Jak statisticky vyznamné je skore?

Pokud je podobnost dostatecne vyznamna |ze usuzovat
na spole¢né evoluéni vztahy . Ale co je DOSTATECNE?

zavisi na typu sekvence a jeji délce

 Pravdépodobnost, ze dveé rezidua v nepribuznych
sekvencich jsou identické?

25% v NA, 5% v proteinech
* Vliv délky sekvence

— Cim kratsi sekvence, tim vetsi je sance, ze alignment je dan
nahodnou shodou. Cim delsi, tim je méné pravdeépodobné,

Ze je stejna uroven podobnosti vysledkem nahody.
— kratsi sekvence vyzaduji vyssi cut-off pro zjisténi
pribuznosti nez u delsich sekvenci



Sequence ldentity (%)

1C0

80

Safe zone

Twilight
 Zone

_ Midnight zone

50 100 150 200
Sequence length

250

Essential bioinformatics, Xiong



Co to jsou oblasti sekvenci tzv.
,Jow complexity regions”

proc€ se definuji a jak se pouzivaji?

e vysoce repetitivni kratké segmenty
AAATAAAAAAAATAAAAAAT
*Hojné zastoupeny v databazich (cca 15% proteinu)

*Mohou vést k uméle vysokym hodnotam
vyslednych skore nepribuznych sekvenci

*Proto je nezbytné je vyjmout ze zadavaciho dotazu
stejné jako ze sekvencnich databazi.



Phylogram a cladogram

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

 Cladogram — rovnéz strom, v némz vsak vSechny
vetve maji stejnou délku. Ukazuje tak sice ,,spolecné
predky” pro jednotlivé sekvence, ale ne mnozstvi
zmeén, jez od té doby prodélaly (evolucni dobu).



Phylogram a cladogram

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuu PAIIL

Phylogram

BCLD

.................. - PAIIL
RSIIL
CVIIL
Cladogram
BCLB
BCLA

BCLD

BCLC



Doplnte distancni matrici:

P OWON-

ATGTTTCTCCAACGCTGCTG
ATGTTTCTCCAGCGCTGCTG
ATGTTCCTTCAACGTTGTTG
ATGTTCCTTCAACGTTGCTG




Ktery strom nejlépe popisuje fylogenezi?

1 ATGTTTCTCCAACGCTGCTG
2 ATGTTTCTCCAGCGCTGCTG
3 ATGTTCCTTCAACGTTGTTG
4 ATGTTCCTTCAACGTTGCTG




