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Porownywanie sekwencjl

Homologia, podobienstwo | analogia
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Duplikacja, specjacja

X
Gene-5 [ Gene-A_

Organism 1

Organism 2

Lineage splitting

Sene duplication 1

Ancestral gene m j
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Homologi

e Ortologi — homologiczne geny, ktorych
rozdzielenie nastgpito na skutek specjacji,
czyli rozdzielenia gatunkdéw, lub rzadzie;
horyzontalnego transferu genu. Geny
ortologiczne majg zwykle takg sama, albo
zblizong funkcje.

e Paralogi — geny pochodzace od wspolnego
przodka, rozdzielone w wyniku duplikacji
genu. Paralogi majg czesto rozne funkcje w
organizmie. Przyktadem mogg by¢
mioglobina | hemoglobina u cztowieka.

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
UwMm Wykiad 2; slajd 4



Homo -, para-, orto -, analog!
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dopasowanie sekwenc]i

* Dopasowanie/poréwnywanie
e Uliniowienie
« Alignment

W bioinformatyce, dopasowanie sekwencji jest sposob em dopasowania struktur
pierwszorz edowych DNA, RNA, lub biatek do zidentyfikowaniareg  ionow
wykazuj gcych podobie nstwo, mog ace by ¢ konsekwencj g funkcjonalnych,
strukturalnych, lub ewolucyjnych powi  gzan pomi edzy sekwencjami. Zestawione
sekwencje nukleotydéw lub aminokwaséw s g zazwyczaj przedstawione jako
wiersze macierzy. Pomi edzy reszty wprowadzane s g przerwy, tak ze reszty
zblizonych do siebie sekwencji tworz g kolejne kolumny.

Jesli dwie dopasowywane sekwencje majg wspolne pochodzenie, niedopasowania mogg byc
interpretowane jako mutacje punktowe, a przerwy jako indele (mutacje polegajgce na
delecji lub insercji), ktére zaszty w jednej lub obu liniach od czasu, kiedy obie sekwencje
ulegty rozdzieleniu. W przypadku dopasowywania sekwencji bla’fek stopien podobienstwa
pomigdzy aminokwasami zajmujgcymi konkretng pozycje, moze stanowi¢ zgrubng miare
tego, jak konserwatywny jest dany region lub motyw . Brak substytucji lub obecnos¢
Jedynie konserwatywnych substytuciji (tj. zamiany reszty na inng, ale o podobnych
wiasciwosciach chemicznych) w okreslonym regionie sekwencji sugeruje, ze jest on
wazny strukturalnie lub funkcjonalnie. Dopasowywanie sekwencji moze by¢ takze
stosowane dla sekwencji pochodzenia poza biologicznego, np. danych finansowych lub
sekwencji wystepujgcych w jezykach naturalnych.

Masur i inni, Dopasowanie sekwenciji, Wikipedia 11.2009

<
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alignment

AABZ24587 TYHMCOFHCREYYHRHE GEELYECHERSEAF CPHLOCHERED IGEETHEHNOCGEAFPT &0
apBZ4881 0 - YECH)CGEAFAOHSSLECHYETHIGEEPYECHQCGEAFSE 40
XX KX ¥ OECEE K CHERK | K EXXEEENE
AABZ24587 PoHLOYHEETHTGEEPYECHOCGOAFEECSLLOEHERTHTGEEPYE-CHOCGEAFAD - 116
AABZ48081 H=-HLOCHERTHTGEEPYECH)CGEAF SOHGLLORHERETHTGEERPY MY ITRMVEPLHN= 98
HEXEE X HUXEXEEXEXREXXE T EXEE ¥ 1  HEXXXXEEXEXEXXEXNES . * _x o
* . : . . * : .

QEEBdO_BOVIN ——————————— MPREEDRATHESHNYFLEITOLLDDYPECFIVYGA YGSKQMQOT K-AYY LMG THMMEEKAT HL H--PAL Ta
RLHO_HUMRN ——————————— MPREDEATWESNYFLEITQLLDDY¥PECFIVGA YGSKQMQOQT K-AYYLMG THMMEKAT HL H--PAL Th
RLRO_MOUSE ——————————— MPREEDRATHESHNYFLEITOLLDDYPECFIVYGA YGSKQMQOT K-AYY LMG THMMEEKAT HL H--PAL Ta

RLHU_RHT ——————————— MPREDEATWESNYFLEITQLLDDY¥PECFIVGA YGSKQMQOQT K-AYYLMG THMMEKAT HL H--PAL Th
RLRO_CHICK ——————————— MPREEDRATWESHNYFMETITOLLDDYPECFYYGA YGSKOMQOT K-AYY LMG THMMEEKAT HL H--PAL Ta
RLRO_RRNSY ——————————— MPEEDRATHESHNYFLEITQLLDDYPECFIVGA YGSEKEQMOQOT K-AYY LHMG THMMEEKAT HL H--S5AL T6

QTZUG3_BRBRE ——————————— MPREEDRATHWESHNYFLEITOLLDDYPECFIVGA YGSKOMQTT K-AYY LMG THMMEEKAT HL H--PAL Ta
RLRO_ICTPU ——————————— MPEEDREATHESHNYFLEITQLLHDYPECFIVGA YGSEKEQMOQTT K-ATIYLHMG THMMEEKAT HL H--PAL T6
RLRO_DROME ——————————— MYEENEAAW QYFIKWV.LFDEFPKCFIVGH YGSKOQOMOHNT L-AYY LMG THMMEEKAT HL H--PQL Ta
RLRO_DICDI ——————————— MSGAG-SKE LFIEEATKELFTTYDEMIVAEL YGSSQLOKT I-GAYVLMG THMIEEYI LADSKE--PELD Th

QEdLPU_DICDI ——————————— MSGAG-SKE YFIEEATELFTTYDEMIVAER YGSSOLOKT I-GAY LMG THMIEEY T LADSE--PELD Th
RLRO_PLBFB ——————————— MAKTLSKQQK MYTEKELSSLIQQYSKILIYHY YGSHOMASY K-AT I LHMG TRIETAT NLQR?——PQI. TH
RLRO_SULBC ————— MIGLAYTTTEEKETIAKW DEVHELT.RLKTHKTIIIBHI FPADELHE T vT NLFNTAL AG--—--- ¥DTK T9
RLRO_SULTO ———-METMAYTITTQERKTAKWEKTEEYKELEQKELEEYHTTITTANT FPADELHDT YT TLFGTAA AG——-—-— LD¥S 80
RLRO_SULSO -——--MEBRLALALEKQEREVYASW EEYEELT TENSHTILIGHNL FPADELHET vT TLFKTIAA AG--—--- IDI. 80
RLRO_RERPE MS¥YSLYGOMYEKEREKPTIPEW ILMLRELE FSEKEHEY¥YLFADLTGTPTFYYORY KLWEK-¥PHMMYA RIIL.BM AGLE —-—--LDDHN 86
RLRO_PYRBE -MMLATGEERRYYETERQYP AFR KIVYSEAT LOKYPY¥FLFDLHGLSSRILHEY EL Y-GYVIKIT TLFKIBFTKVYGG———IPR. 85
RLRO_METRC —————— MAEEEHHTEHTIPQW DETENTEK IQSHEKYFGMYGIEGILATEMQEKT DL Y-AVYLEYS TLTERATHOLG—— ——— ETIP T8
RLRO_METMB —————— MAEEBEHHTEHTIP QW DEIEHIK TOSHEYFGHMYET TLATEIQET DL Y-AYLEYS TLTERALNQLG--—--- ESTIP T8
RLRO_RRCFU —————— MAAVYRGS - —--PPEY RAYEETKERMISSKPYYAIVYSFENYPAGOMQE T EF K-AETEKEYY TLLERATDALG————— GDYL Th
BELAQ) METEA MAVEAEGOPPSGYEPEYAEW REVKELK.LMDEYEHVGLVDL.GIPBPQLQEI EL EDTIIRMS TLMRIBLEEKLDER——PEL. 838
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alignment

Utozenie dwoch lub wiecej sekwencji biopolimeréw (DNA, RNA
lub biatka) w celu zidentyfikowania regionéw podobienstwa
Istotnego ze wzgleddéw ewolucyjnych, strukturalnych lub

funkcjonalnych (procedura oraz jej efekt).

* dwie sekwencje - pairwise alignment
» wiele sekwencji - multiple sequence alignment

AGA--TTGATACCCA

AP T
ATACATTCA---CTA

v

GAP

AGATTGATACCCA —
AGACATTAACTA

<
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Znaczenie dopasowania

Podobie nstwo poréwnywanych sekwencji ( similarity) moze
swiadczy ¢ o:

» podobnej strukturze biatek
» podobnej funkcji sekwencji
e wspolnej historii ewolucyjnej sekwencji

Podobie nstwo poréwnywanych sekwencji ( similarity) moze wynika ¢
Z:

 homoloqii - pochodzeniu sekwencji (homologicznych) od wspoélnego
przodka; sekwencje moga, ale nie muszg petnic te same funkcje

« konwergencji - podobne motywy, ktore wyewoluowaty w obu
sekwencjach (analogicznych) niezaleznie; np. chymotrypsyna i
subtylizyna - rozna struktura 3D, ale podobne centrum aktywne
(histydyna, seryna, kwas asparaginowy)

{... Problem rozréznienia odlegtej homologii od analogii }

<
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Skad te ro znice

roznice migdzy sekwencjami Swiadczg o mutacjach, ktore
zaszty po rozd2|elen|u SIQ sekwenCJl od Wspolnego przodka

AGA--TTGATACCCA AGACATTAA---CTA

Insercja +TAC G->A C->T
Delecia  -CA substytucje
\ TACl /

AGAICATTGACCA

UwMm Wykiad 2; slajd 10



Substytucje nukleotydowe

e Tranzycja - okres przejsciowy miedzy systemem politycznym, ktory
byt, a tym ktory nastgpi. Proces ten jest krotszy i tatwiejszy od
konsolidacji systemu politycznego. Tranzycja konczy sie gdy pojawiajg
sie ogolne ramy funkcjonowania nowego systemu. Przykladem sg

wszystkie panstwa bytego bloku wschodniego, w tym Polska. (Czy o to
chodzi?)

 Transwersja - mutacja genowa, punktowa zmiana chemiczna w
obrebie nici DNA, w ktorej zasada purynowa ulega zamianie na
pirymidynowg lub odwrotnie. Mutacja taka moze nie
spowodowac zadnej zmiany lub BURYNY BIRYMIDYNY
zmiane kodu genetyczego
(UUU -> UUA) albo tez skrocong

I H\N’/H \N/
synteze biatka (UCG -> UCA). ' _{f“fj Hfl
hll N H i o i

i H
ADENINA CYTOZYMNA ‘
H N \U
w |
N H 0 H
’ </ ‘ i HsC H  yracyL
i
"f N I(H ‘ N
H H N o

H
|

H
TYMINA
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UwMm Wykiad 2; slajd 11

GUAMNMIMNA




Zastosowanie alignmentu

e poszukiwaniu oraz okreslaniu funkcji |
struktury (biatek) dla ,nowych”
sekwencji (nieznanych nam do tej pory)

e okreslaniu powigzan filogenetycznych
miedzy sekwencjami - homologii miedzy
sekwencjami oraz w analizach
ewolucyjnych

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Metody dopasowania

dopasowanie par sekwencji  (palrwise
alignment)

— Macierz punktowe - dot matrix, dotplot
— Programowanie dynamiczne (DP)

— Metody stow (k - tuple methods) - szybkie
metody stosowane przy przeszukiwaniu baz
danych sekwencji z wykorzystaniem programow
FASTA i BLAST

e dopasowanie wielu sekwencji  (multiple
alignment)

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Etapy dopasowywania sekwenc]i

&
A4

*
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Etapy dopasowywania sekwe

REY¥CPEILMNECEEKDSDCLAECICLEHGYCZ u]
MY¥CPEILMNECEHDSDCLLDCYCLEDIGYCGWS 0.0%

2
EVCPEILMECEKEEKDSDCLAECICLEHGYCG u]
MYCPEILMECEHD SDCLLDCVCLEDIGYCGVS 0. 0%

z
REVCPEILMECKEKDSDCLAECICLEHGYCG u]
MYCPEILMECKHD SDCLLDCVCLEDIGYCGWV S 0. 0%

o
EVCPEILMECEKEEKEDSDCLAECICLEHGTY MG 1
MV MPFPEILMECEHDSDCLLDCYVCLEDIGYCGVS Z5.0%

&
EVCPEILMECEKEEKDSDCLAECICLEHGYCG u]
MY CPEILMECEHD SDCLLDCYCLEDIGYCGWS 0. 0%

-

-1

R?CPKILHECKESDCL&ECICLEHGYCG 1
MYVCPEILMECHMHID SDCLLDCVYCLEDIGYCGVS 3.6%

ncji

Za zgoda

dr. Jacka Leluka

Fr 30 i
1:1*&?::1:-1-11Lr-ui:n:l-u-mSI:u:EgE|:I|:LEHEv s
MVCPEILMECKEHDSDCL CYCLEDI s 17.2%
Fr IR
R?CPKILHECKKESDCLHE ICLEHGYCG z
MVCPEILMECKEHDSMCLLDCYMLEDIGYC GV S G.0%
-
n+m-3
FEgc PEILMECKED SDCLAECICLEHGYCG 1
MVCPEILMECKHDSDCLLDCYCLEDIGYC Gids 33.3%
H+-2
RVCPEILMECEKED SDCLAECICLEHGYCG 0
MY¥CPEILMECKHDSDCLLDCYCLEDIGYCGWVS 0.0%
n+ra-f
RVCPEILMECKEEDSDCLAECICLEHGYCGG o
MVCPEILMECKEHDSDCLLDCYCLEDIGYC GV S 0.0%
i
1 LD o M NlT T s Fack"
Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii
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Kryteria szacowania podobie nAstwa sekwencji

1) Zawartosé % pozycjiidentycznych

PEILHﬂEEKH 5 PKIH EE
PEILMIS ol 505 =D c L 20%

spokrewnione mespokrewmane

2) Diugosé pordwnywanych sekwencji
LEE i EIEIEPKIREKHCTKDERITIET &
Vs 33. 3% Rl T R R FMHMVHLELGGC TC R Y ¥ =26 =
.":'.'.E'EHECIQCE‘ EHECEQCE

3) Rozmlieszczenie identycznych pozycji wzdtuz pordwnywanych sekwencji

NMHEEMICTINFEIRCT CTEDEGITIH = MVEMIpERenEAEC TEKVCTEDERITCL £
HYYTUTEPIREFMHATVIQLELAGGCAC T =04 HHY YWRENePYH TV OLEAGGCWCWAG 20%
prrvpadlowa nigprzypadkow a

4) Typ reszt w pozycjach konserwatywnych

HEFCPILH DEDCLDCHCLED EKHDSDTLLDE‘JELED
EDEGIMR R TR EF EE S ML & & F K 10 FTTREMNDS S wa/@roT

H.‘E‘EHECIQCE‘ Zhacigce

5) Podoblenstwo strukturalne/genetyczne aminokwasow w nieidentycznych
pozycjach

Kryterium identycznosci

MV FEILMNEgEHDSD @@L LD LETD
FLEFELVEERMFPEETERIVERINMIDE

Za zgoda

dr. Jacka Leluka

<

Kryterium podohienstwa strukturalnego Kryterium podohienstwa genetycznego
H;iPKILHKIKHDSDILLDIvILED H?IPKILHK KHDSDiLL;i? LED
FLIEMFRELVERMNMEEETERNMIVERINMILDE FLEFELVERNMEEETENMIVE IDE
Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii
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Kryteria szacowania podobie nAstwa sekwencji

* Procent identycznosci (wzgledny udziaf
odpowiadajgcych sobie pozycji obsadzonych tymi
samymi resztami)

* Dilugosc porownywanych sekwencji (liczba
porownywanych pozycji)

 Rozmieszczenie identycznych pozycji wzdtuz
porownywanych sekwencji

* Typ reszt okupujacych pozycje konserwatywne
(sekwencje biatkowe)

* Relacje genetyczne/strukturalne miedzy resztami
znajdujgcymi sie w odpowiadajgcych sobie
nieidentycznych pozycjach (sekwencje biatkowe)

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Procedura oszacowania stopnia podobie  Astwa poréwnywanych
sekwencji

Bardzo czesto oszacowanie stopnia podobienstwa porownywanych
sekwencji sprowadzane jest jedynie do okreslenia wzglednego udziatu
pozycji identycznych. Pozostate kryteria analizy zazwyczaj nie sg w
ogole brane pod uwage (np. bezwzgledna dtugos¢ sekwencji,
dystrybucja identycznych pozycji wzdtuz tancucha). Podejscie takie jest
nlek?(mpletne | stwarza ryzyko btednej interpretacji otrzymanych
wynikow

Przedstawiona nize] metoda oparta jest na prawdopodobienstwie
przypadkowego pojawienia sie zadeklarowanego stopnia
Identycznosci. Uwzglednia ona podstawowe parametry majgce
znaczenie dla opisu faktycznego zwigzku miedzy poréwnywanymi

sekwencjami.
Liczb e wszystkich mo_zliwych stopni identvezno  $ci dla danveh
dwoch sekwencji opisuje ponizsze t n /N _
T=x"=>1 [ (x(x-2))"*
a=0 a
Gdzie:

x — ilo$¢ rodzajow jednostek wystepujgcych w sekwencjach (20 dla biatek;
4 dla kwasow nukleinowych)

n — dlugos¢ sekwenc;ji (liczba porownywanych par pozycji)

................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................. ‘
Dr Jan Fa' et J!ai(? Q)spozyc-“ Identyczny iBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Local vs. Global

Global alignment - znajduje Najl{ aigment
dopasowanie dla CALYCH forees
, . alignment in
dwoch sekwencl regions
(Needleman-Wunsch algorithD| GAVFALCDRYH Wwhich differ
{1
ADLGRTQI\I,-CDRYYOV
_ _ Local
Local alignment — poszukuje podq( alignment
regionow we FRAGMENTACH | only regions
T f d
sekwenciji ADLG ~ CDRYFQ | igrment
(Smith-Waterman algorithm) |||| |||| |

ADLG CDRYYQ £~

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Global - local

Globalne dopasowanie dla pary 57, S, € G*
to kazda taka para (S).5)) € (GU'-" )" x (G U ‘=",
ktora spetnia warunki:

e S) otrzymuje sie z S{" przez usuniecie wszystkich ‘-,

Sy =

sy,

SY1: (SX() ='=) = SH() #~

e V2 E1...

Lokalne dopasowanie sekwencji S;. .55 to kazde globalne
uliniowienie dla pewnych podciagow s; € 57,59 € S3.

L 4

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Pairwise alignment

AAGCTGAATTCGAA
AGGCTCATTTCTGA

Tylko jeden mozliwy alignment

AAGCTGAATT-C-GAA
AGGCT-CATTTCTGA-

This alignment includes:
2 mismatches
4 indels (gap)
10 perfect matches

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Kilka mo zliwych rozwi gzan:

AAGCTGAATTCGAA
AGGCTCATTTCTGA

A-AGCTGAATTC--GAA AAGCTGAATT-C-GAA
AG-GCTCA-TTTCTGA- AGGCT-CATTTCTGA-

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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scoring system:

 Perfect match: +1
 Mismatch: -2
 Indel (gap): -1 (kara za przerwy)

AAGCTGAATT-C-GAA A-AGCTGAATTC--GAA
AGGCT-CATTTCTGA- AG-GCTCA-TTTCTGA-

Score: = (+1)x10 + (-2x2 + (-1)x4 {2) | Score: = (+1)x9 + (-2)x2 + (-1)x6 = -1

[ ——

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Zadanie 1

« Jaki jest score tego alignmentu??

dopasowanie: +1
niedopasowanie: -1
przerwa. -2
--- bardzo --- lubiebioinformatyke
[T
niebardzonielubi ebioinformatyki

UwMm Wykitad 2; slajd 27



Kara za przerwy (gap costs )

Kara za otwarcie przerwy — G
Kara za przeditu zenie przerwy — L

Kara=G + Ln
gdzie:
n — diugo s¢€ przerwy

Standardowo:
G=10-15
L=1-2

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Zadanie 2

Kara za otwarcie przerwy — G
Kara za przedtuzenie przerwy — L

Kara — G + Ln -GAGCTGAA----- GAA
. AGAGCTCAATTTCTGA:
gdzie:
n — dlugosc przerwy
G=10
L=1
Standardowo dla aa:
— _ Kara = (10 + 5*1),
G=10-15 o2y
L=1-2 Kara = (10 + 1*1) + (10 + 5*1) + (10 + 1*1)

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Zadanie 3

Wiemy, ze w toku ewolucji z dane]
sekwenc|i wyskoczyta jedna cata
stosunkowo duza domena. Jakie

wartosci G I L dla kary za przerwy
nalezy ustawiC?

nielubiebardzo  ------ bioinformatyki

L LT

--- |lubiebardzobardzobioinformatyke

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Metody dopasowania

dopasowanie par sekwencji (pairwise

alignment)
1. Metody stow (k - tuple methods) -
szybkie metody stosowane przy
przeszukiwaniu baz danych sekwenciji z

wykorzystaniem programow FASTA i
BLAST

2. Macierz punktowe - dot matrix, dotplot
3. Programowanie dynamiczne (DP)

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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1. stowa” - FASTA

FASTA Algorithm

- Fuguance A

-— Buguency A ——

(a)

—— Sequence B —

+

N\

Find runs of identitical words

(c)

— Sequence B —=

N\

Join segments using gaps,
eliminate other segments

-— Baquence A ——

-— Saquance A ——

L

Sequence B —i

™

ARNENE
N \\\
N

~

\ N
N

Fe-score using PAKM miatrix
Keep top scoring sedrments

(d)

— Sequence B —

Use dyhamic programming to
create an optirnal alignment

<

L 4
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1. ,stowa” - BLAST vs . FASTA

moze podawaC wiece] niz jeden podaje tylko jedno najlepsze
region o wysokiej punktacji dopasowanie

lepszy dla sekwencji biatek niz DNA lepszy dla sekwencji DNA niz biatek

szybszy niz FASTA wolniejszy niz BLAST

mniej czuty niz FASTA przy uzyciu
domysinych ustawien

bardziej czuty niz BLAST

daje gorsze rozroznienie miedzy | daje lepsze rozréznienie miedzy
prawdziwymi i fatszywymi homologami | prawdziwymi i fatszywymi homologami

&
A 4
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2. Macierze punktowe

PLAU 1?7 90 PLAU

23

1_?7

23

PLAT

o ]
0~

) PLAU 90
PLAT 23

EPKKVKDHCSKHSPCQKGGTCVNMP--SGPH-CLCPQHLTGNHCQKEK---CFE 137
ELHQVPSNCD- - --CLNGGTCVSNKYFSNIHWCNCPKKFGGQHCEIDKSKTCYE 72

L 4
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2’ BioEdit Sequence Alignment Editor - [Dot plot pairwise sequence comparison]

2. Dot-matrix

250 300 350 400 450 500
I I

G
\\

s

N

I
\\\\\\ g \ “‘M\%\:&\\ : ﬁ%\\\\\\ \\\?i\.‘ .
%}w&m\@\& \"sz:\\ \ej.j
A N
NN

7
7/

/‘g’
i
7

zf:i
4

\ W | 2\ NN
Y AN R b RS
= LR TR R TS
PR o o o & \-:
\a - : 3 MQ\ \\\Q\ Nﬁ\\ § \\%\:\;\\ i \\%‘\\ \:: “\\‘g}% \%i
N 5 BT WL it > v ot RN N TR RN
: SRRSO A MR \\\ AR
" b, PO . - 5 A \_\\ ‘\\\%\\W m\\\%’\\‘\% Q\\‘\} o '*_\ A \\\\\\1\\\\\\ %\\
A s - %‘\\ﬁ‘\k gy b 3 — \\Q\\%\k b \%“\\\\ : \ \“‘\\ ﬁ\ \\Q\\ H\\\‘ R \\\\ \\\\ 3 3
R SRR S O N Sue0 T B \ N NN \ ‘\\\ RS
R e S &ﬁ@g%&&‘t R \\\\Qz R TR T Y NN \%Q*\ \N\\ﬁ\
& g, i S fugh ekt 3 : % N e Rk bR
N k2 RU S : \\ o - N Sy \“\\\ \: \\N\@; \ 3 3 : %:\ \-‘\\*\}‘ . i \\\\ 7&\;& % .\\
R N N b R RS o Q*\‘\\\X RN
N R O R R R el A m-&% AR RN
200 T T e N R T SRR AN R TR
SRR T VRIS R Y By A W TR R W
\\\\\i)‘h‘!‘g%{;w\"@%‘\ Q\\“Q{\h@i\\ “%\:u\ L, T B K X \kﬁ% "\l\ :‘\‘\“K\\;\ \\%‘\w i §
W, TTERCRET g O R Rl N T D R B L e =N N %
RN RS AN L AR
S N A R R z\%&% : QA \%\%}\g&“\\ QN\ e
R BN DN N e \Q\;&\?\“ A 1‘*@3 5
AR R R AR NN Q\\@«‘Q%N A\
00 _?\%E\\%\;i\x\\“:\:é?\@;g‘\;\%% \\,\ N _— __\iﬁ\z\\\x\ ‘\\:\ : N SR \.\\%\ Q\N\\g \_\\\t':\sz\-\\\;\ -\‘
LN T S ‘E\&\Q’Q\ & S BN \\'%\ i h\%* i SR R
A e A . NN R
‘Q\\"' \\\ \{“\‘k\'% o kX O ; i b R N 3 B
_Q%ﬁ:\:@\ %%?\:\;\\ -y _ 3\,"‘5{‘\\~\\ \w\\ ..... \\\\&\?‘“
0 ::&33“%\:‘&\%&\&?:‘\&; 2 . B N SR
RS SRR ATy - (AR Nk
AR S NN AN
o~ SR N\ W\ N
% by Shep e B Rl S TRAE M - % o
SRR DGR R T AN TN Y i&\%\m NN X

o t
e R e TR VT eI hawlaig
Myt oAb e nat oy Bk L Soy
" i i

3

G

3 R \\‘E \\ i

N LN Bl A A e e Ny \2\}\

N S 1\\'\‘\ 0 A }*\&‘\ N R \i\:‘\ N
%:\ ; ., b

S 8 :, SN
_‘.53;‘\'5“\\\\{\1\& R e o Bt B L AN R \ S % 3
Bl O NN R \ VAR RN MR
\%’%\fﬁf@&& ST TR %%ig}‘wﬁn — “W\}\%\ N %\R\\\m\ \{5\?\;\&\\\\%\&7\ N
e \

TEERLEE S 5 &
AT “\3::%;;&%\%@@ T = e TN WY b \\ B o R %
N '?Q\:e?‘:f‘f f&k\ﬁs )‘\i \‘::\\\f\‘%\‘xﬁ @\{\f:\\:\*\ \\:\\ wd % \1@\ AN \\ \._ \K \Q\:\ \% \ ‘C\\\\ L \\\\%
BO0 Y et e R e ey e

b
RS
e
b
o
&y

i
3

e

o
. . N :
) S 0 \\\:K ey, W e o R R N NN
. N LE A .Y
Dr Jan Pawet Jastrz ebski 500 b\;:\\ A \\% : \b\\: \Kﬁ \\;K&}“% W‘:\%‘\} N\

UwMm Wykiad 2; slajd 35



3. Programowanie dynamiczne

opiera sie na podziale rozwigzywanego problemu na
podproblemy wzgledem kilku parametrow.

B Dynamic programming matrix:
1 2 3 4 j (sequence y)
H A A L P Q 0 1 2 3 4 5 6 7 8=N
T G C T C G T A
A Og-1 -2 -3 -4 i 0 0 f-6 12 =18 124 1-30 #-361-42 448
|+ —t—
1A -1 1 - 0 -1 -2 1 T| 6|5 -1 f-7 $-134-194-250-314-37
|+ + \ \‘ \‘ —i— iy v
2 T|-12| -1 | 3 -3 | -2 % -8 +-141-201-26
2 D ) 0 \ 1 = 0 -1 w & ) 4
A : o < 83cC|-18|-7|3|8+x2|3+k-3k-0%k15
c
3 L | -3 -1 1 1 =0 @ P ¥
| | | o4 A|-24|-13] 9| 2 6 10 1 5| -4
Y Y Y \. :: — 4
i -4 | 2 0 % N 0 T 5T |-30|-19]|-15|-a| 7| 4f-2] 6o
v v v v \ * —y—k * —¥ Tty
: -5 -3 -1 1 3 M=6 A|-36|-25|-=21|-10] 1 | 5| 2] o] 11

Optimum alignment scores 11:
Alignment A.. A D L P ©Q T - —-TCATA

B .. E A L P Q
Similarity Score +1 -1 +1 +1 +1 = 3 T GCTCGTA
+5 6 6 +5 +5 -2 +5 +5

L 4

<
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&
A 4

3. Programowanie dynamiczne

c A A C T G
O R e e e et
A 1| - S I Y Y -
4)
A :
.‘
T :

.‘
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Scoring matrix

. ?eprezentgje_ system AlclclT
punktowania jako tabela
ub macierz n x n (n jest
iIczbag liter, ktore A2
zawiera alfabet. n=4dla | s | 5| 5
DNA, n=20 dla biatek)
* Macierz punktowania C|6|-6]|2
jest symetryczna
T|-6|-6]|-6|2

Mismatch Match

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Podobie nstwa biochemiczne |
biofizyczne aminokwasow

Diagram Venn-a

T 5 T m o
CGVPAIQPVILEGLERIWVNGE

Small

prolina

wielkosea ‘
V"altowa’ \ alifatycz I-] CS—S a
\:ozszerzanie “"slowa® Q
o granic podobienstwa

- @bdarzonsa
tadunkieam

biologiczni

M Y, ujemnie
‘ natadowane
st < Polar
aromatyczne ' Andatnis
natadowane
Hydrophobic
Logg.p
Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydzial Biologii Podstawy bioinformatyki
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Macierze substytucji (podstawie n)

« Jak za pomocg liczby okresli¢ podobienstwa biochemiczne i
biofizyczne poszczegolnych aminokwasow tak, aby liczba ta
wyrazata jednoczesnie realny wptyw na cate biatko
podstawienia danego aminokwasu w tancuchu polipeptydowym i
byta uniwersalna dla wszystkich sekwenc;ji?

* Przede wszystkim nalezy bazowac¢ na danych empirycznych

* Nalezy stworzy¢ alignment bardzo wielu blisko spokrewnionych
sekwencji — na tyle podobnych, aby bez watpliwosci
mozna byto jednoznacznie i precyzyjnie okresli¢
czestotliwos¢ substytucji poszczegolnych
aminokwasow w konkretnych pozycjach.

W kolumnie 4 E | D wystepujg z
czestotliwoscig w 4/8

&
A 4
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PAM Matrix — Point/Percent
Accepted Mutations

nPAM (n Percent Accepted Mutations)

51,55 roznia sie o jednostke n PAM, jesli S5 mozna otrzy-
mac z 57 w ciggu akceptowalnych mutacji punktowych ta-
kich, ze Srednia liczba nieletalnych mutacji na 100 wynosi n.
Najpopularniejsza jest 250PAM.

e Based on a database of 1,572 changes in 71
groups of closely related proteins (85%

identity)
) — Alignment was easy )
i Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki i

UwMm Wykiad 2; slajd 41



PAM Matrices

 Family of matrices PAM 80, PAM 120,
PAM 250

 The number on the PAM matrix represents
evolutionary distance

e Larger numbers are for larger distances

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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PAM

Gonnet Pam250 Matrix
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PAM - limitations

* Only one original dataset - PAM 1

« Examining proteins with few differences
(85% identity)

 Bazuje gtownie na matych biatkach
globularnych wiec macierz jest nieco
stronnicza

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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BLOSUM

* Henikoff I Henikoff (1992) stworzyl
zestaw matryc bazujgcych na wieksze|
llosci danych empirycznych

BLOSSUMnn (Block Substitution Matrix n)

Oparta na bazie biatek BLOCKS, gdzie s3 one podzielone na
grupy tak, ze dwa biatka s3 zaliczane do jednej, jesli mozna
przejs¢ od jednego do drugiego uzywajac biatek posrednich
tak, ze dwa kazde kolejne biatka w tym przejSciu maja sktad
identyczny w co najmniej n%.

Popularne s3 BLOSUM 50, BLOSUM 62.

« BLOSUM observes significantly more replacements than PAM,
even for infrequent pairs

<

&
A 4
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BLOSUM: Blocks Substitution
Matrix

e Based on BLOCKS database

— ~2000 blocks from 500 families of related
proteins

— Families of proteins with

identical function AABCDA----BBCDA
DABCDA----BBCBB

BBBCDA-AA{BCCAA
e Blocks are short AAACDA-A--€BCDB

conserved patterns of |S¢BADA--DBBDCC
- AAACAA----BBCCC
3-60 aa long without gaps

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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BLOSUM

 Each block represent sequences
alignment with different identity
percentage

e For each block the amino-acid
substitution rates were calculated to
create BLOSUM matrix

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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BLOSUM Matrices

« BLOSUMN is based on sequences that
shared at least n percent identity

« BLOSUMG2 represents closer seguences
than BLOSUMA45

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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BLOSUM (62)
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BLOSUM / PAM
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PAM vs. BLOSUM

PAM100 ~ BLOSUMSO
PAM120 ~ BLOSUMS8O
PAM160 ~ BLOSUM60O
PAM200 ~ BLOSUM52
PAM250 ~ BLOSUMA45

Sekwencje bardziej odlegte

KFiBR, Wydziat Biologii



Uwarunkowania genetyczne substytucjl
aminokwasowych

Arg

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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Podstawy genetyczne algorytmow do
zestawie n aminokwasow?

&
A 4
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Dot matrix pairwise alignment

Internal homology (gene multiplication)

Chicken
ovoinhibitor
precursor

(7 domains)

Chicken
ovomucoid
precursor

(3 domains)

BLAST 2 SEQUENCES
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Multiple alignment

PO _[Homo_sapienshuman|PIS18571-298 1 P
PO_[Pan_trmoglod vheslohinpanze/-253 1 P
PO_[Mzcaca_li:atta |hesus/1-265 1 F|
PO_[Equus_cahallvs]homss|WP_O1-243 1 P
PO_[Sws_somfzllaig| CANSITE. 49176 1 P
PO _[Rathis_romegicy st iF_~A-243 1 B
FPO_Mys_sustalesfwouse|iF_0327-298 1 P
PO _[Canis_familizds]dog| X8 6/4-253 1 P
PO_[Bos_taurws)hoviee [P 10522 /3-219 1 P
PO _[Galus_galvs]okickenr|F374-249 1 B
PO _[Salwa_sp sk AAB 34399, 4/1-202 1 P
PO_[Danio_refojzebafiskWF_M-203 1
peptidas
Swiss Model 3D structure of 30-148 region is known as the pdb model - TNEU_A
jnetpred — T —
JHETHRMM — iz S ]
Conservation I l . I ‘ I
2121211303303031212123223113030322223121 5 4 G585 36 ]
e IN 11 °¢ i
Consensus

IVYYTDREVHGAVGESRYTLHCSFWSSEWYSDD | SFTWRYQPEGGRDAISIFHYAKGOPY IDEVGTFKER IQOWVGDPRWIKDGS |V IHNLDYSDNGTF TCDWIKNFPD IVGKT

PO_[Homo_saplenshuman[F289899-298 111 :219

ESRKDKIK 213

PO _[Canis_familiadsjdog|XP_59-258 111 LLLLFBEEL I DRRLSAMEKGKLHIKAGKDT RGROTPWVLYAMLDHERSTHKAASE -
FO_[Bos_tawmsbovice| P 10822 A-219 111 ALLLFAIL | ORRLHAME KGKLHIKTAKDA] RGROTPVLYAMLDHSRSTIKAASE -LBESREDKIK 219
PO _[Galus_galus]okicker|P374-249 111 L AW YERL i ORRLSAMEKGKLQORSAKDA] RSROPPVLYAMLDHSRSAKAAAE APBEARKD I 220
FO_[Salwo_sp. Jisk|AA8 39399, 0/1-202 111 W LY RL - SQORQ- - 180
PO _[Danio_medoflzebrafsk|WF_1-203 111 W WAL YL ) = SOQEQR | 152

PO _[Pan_tmoglod e s Johinpanzei-258 111 F LLLLFREWY MRRLSAMEKG KLHKPG KD A RGEROTPVLYAMLDHSRSTHKAVSE LEESREDIKIK 219
Pi_WMacaca Watta Jiesus-265 111 F LLLLFRWW ORRLSAMEKGKLHKPAKDS RGROTPWVLYAMLDHERSTKAASE LBESRKDIKI 219
PO _[Equus_cabaleshome |WMP_or1-243 111 b WL LLF &Y ORRLSAMEKGKLHIKPGKDT RGEROTPVLYAMLDHSRSTKAASE -LBESREDKIK 219
PO _[Sus_somdajoig | CANSITE 3 1-176 71 F GLLLFAIL | ORRLSAMEKGKLHIKPSKD - RGROTPVLYAMLDHTRSTKAVSE -LBESRED- - 176
FO_[Rattus_monegicesat|niF_M-2498 111 ¥ LLLLFMEL | ORRLSAMEKGKFHIKSSKDS RGROTPVLYAMLDHSRSTKAASE LBESRKEDKIC 219
PO Wers_wwscale silarowse |WF_032/1-245 111 F LLLLFREL | @RRLSAMEKGRFHKSSKDS REROTPFWVLYAMLDHSRSTKAASE LEESREDIKKIK 219

F L

it

peptidas

Swiss Model

jnetpred
JNETHRM

Conservation

] FI2131343311312440 311232331245233143223 -3 66 31

Quality I
| il

Consensus

SOVTLYWVFEKVPTRYGWVVLGAY IGEVLGWVYLLLLLLFYL+RYCWLRROAALORRLSAMEKGKLHKPGKDASKRGRATPYLYAMLDHSRSTKAASEKKAKGKLGESRKD KK

L 4
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VTl SCTGSSSNI GAG- NHVKWYQQL PG
VTl SCTGISSNI G- - | TVNWYQQLPG
LRLSCSSSGHI FSS- - YAMYW/RQAPG
LSLTCTVSGISFDD- - YYSTWRQPPG
PEVTCVVVDVSHEDPQVKFNWYVDG- -
ATLVCLI SDFYPGA- - VTVAVKADS- -
AAL GCLVKDYFPEP- - VTVSVNSG- - -
VSLTCLVKGFYPSD- - | AVEWAENG- -

Tak jak pairwise alignment ALE zestawienie  n sekwencji zamiast 2

W rzedach ustawione s g poszczegolne sekwencje

W kolumnach ustawia si e ,te same”/’odpowiadaj] 3gce sobie” pozycje
(pozycje konserwatywne); grupy pozycji konserwatywnyc h tworz g
bloki konserwatywne (w blokach dozwolone s g mutacje — insercje,
delecje, substytucje — reprezentowane jako przerwy lub rozne pozycje
w kolumnach)

Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydziat Biologii Podstawy bioinformatyki
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MSA & Evolution

MSA mo ze dawa¢ obraz sit
ksztattu] acych ewoluc| e !l

 \Wazne aminokwasy lub nukleotydy
(pozycje w sekwencjach) mutuja
,hiechetnie”
 Mniej wazne pozycje dla struktury |
funkcji mogg wykazywac wiekszg
zmiennosc¢ w kolumnach
porownywanych sekwencji
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Pozycje konserwatywne

 Kolumny, gdzie wszystkie sekwencje
zawilerajg takie same aminokwasy lub
nukleotydy (lub w wiekszosci takie
same — pozycje konserwatywne) sg
bardzo wazne (kluczowe) dla funkcji lub
struktury.

VTI SCTGSSNI GAG NHVKWY QDPG
VTI SCTGSSNI GS- - | TVNWYQDPG
LRLSCTGSEFI FSS- - YAMYWY QBPG
LSLTCTGSSTSFDD- QYYSTWYQPRPG
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Sekwencja konsensusowa

W sekwencji konsensusowe] zachowane sg
pozycje o najwiekszej czestotliwosci wystepowania w

kazdej Z kolumn alignmentu (The consensus sequence holds the
most frequent character of the alignment at each column)

« Jest to sposob reprezentowania wynikow multiple
alignment, gdzie pokrewne sekwencje sg
porownywane kazda do kazdej, aby odnalez¢
funkcjonalnie podobne motywy sekwencji (domeny
biatek). Sekwencja konsensusowa obrazuje ktore
pozycje sg konserwatywne, a ktore zmienne.

A A C T T G T
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Sekwencja konsensusowa
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Alignment methods

* Progressive alignment (Clustal)
o lterative alignment (mafft, muscle)

« All methods today are an approximation
strategy (heuristic algorithm ), yield a

possible alignment, but not necessarily
the best one
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Praca domowa

e Iteracja (np. petle w programowaniu)

* heurestyka (gtdwnie w informatyce)

e Alignment progresywny
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Jak wy swietli € na ekranie liczby od 1 do 5000
za pomoc 3 2 linijek kodu?

<?php
for($x=1; $x = 5000 ; $x++)
echo $x. "< br />;
?>
dla (zmiennej x pocz atkowo rownej 1; a z do momentu kiedy

zmienna X 0osi agnie warto  $é rown a 5000; zka zdym
krokiem powi ekszaj acwarto $é zmiennej x o +1)
wyswietl warto §& zmiennej i przejd z do nowej linijki;

Iteracja (lac. iteratio ‘powtorzenie’) to czynnos¢ powtarzania (najczesciej
wielokrotnego) tej samej instrukcji (albo wielu instrukcji) w petli. Mianem
iteracji okresla sie takze operacje wykonywane wewnatrz takiej petli.

&
A 4
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Progressive alignment

First step:

OO m>»

~ ™

Compute the pairwise
alignments for all against all
(6 pairwise alignments)
the similarities are stored in a

table

N _

&
A 4
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Second step:

similar sequences are neighbors in the
tree

«distant sequences are distant from A
&each other in the tree
|
' D
* Dr Jan Pawet Jastrz ebski KFiBR, Wydzial Biologii Podstawy bioinformatyki *
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Third step:

O

Align most similar pairs

qign the alignments as if
each of them was a single
sequence (replace with a
single consensus sequence

or use a profile)

N
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Alignment of alignments

MQTF
X< LHTW
LOSW

LQTW

v LTIF
MTIW

LTI W

MQT- F
LHT- W
LQS- W
L- TIF
M- TIW

LQT- W
L- TIW
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&
A 4

oO0Ow>

lterative alignment

N\

Pairwise distance
table

Guide tree

Iterate until the
MSA doesn’t
change

L

——
I

oOwm >
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Searching for remote homologs

 Sometimes BLAST iIsn’t enough.

o Large protein family, and BLAST only
gives close members. We want more
distant members

e PSI-BLAST
 Profile HMMs
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Profile

PSSM — Position Specific Score Matrix

&
A 4
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PSI-BLAST
* Position Specific Iterated BLAST

L 4
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PSI-BLAST

« zalety: PSI-BLAST looks for seq.s that are
close to ours, and learns from them to extend

the circle of friends

o wady: If we found a WRONG sequence, we

will get to unrelated sequences
(contamination). This gets worse and worse

each Iteration
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Profile HMM

e Similar to PSI-BLAST: also uses a
profile

e Takes Into account:

— Dependence among sites (if site n is
conserved, It is likely that site n+1 Is
conserved - part of a domain

— The probabillity of a certain column in an
alignment
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PSI BLAST vs profile HMM

PSI BLAST

Less exact More exact

i
i

Faster Slower
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