Poréwnywanie sekwencji

Homologia, podobienstwo i analogia
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Homologi

» Ortologi —homologiczne geny, ktérych
rozdzielenie nastgpito na skutek specjaciji, czyli
rozdzielenia gatunkéw, lub rzadziej
horyzontalnego transferu genu. Geny
ortologiczne majg zwykle takg sama, albo
zblizong funkcje.

» Paralogi — geny pochodzace od wspdélnego
przodka, rozdzielone w wyniku duplikacji genu.
Paralogi majg czesto rézne funkcje w
organizmie. Przykladem moga by¢ mioglobina i
hemoglobina u czlowieka.
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dopasowanie sekwencji

« Dopasowanie/poréwnywanie
« Uliniowienie
« Alignment

W bioinformatyce, dopasowanie sekwencji jest sposob em dopasowania struktur
pierwszorz gdowych DNA, RNA, lub biatek do zidentyfikowania regi ~ onéw
wykazuj acych podobie rfstwo, mog gce by ¢ konsekwencj 3 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 3 przerwy, tak ze reszty
zbli zonych do siebie sekwencji tworz g kolejne kolumny.

Jesli dwie dopasowywane sekwencje majg wspélne pochodzenie, niedopasowania moga by¢
interpretowane Jako mutacje punktowe, a przerwy jako indele (mutacje polegajace na
delecji lub insercji), ktére zaszty w jednej lub obu liniach od czasu, kiedy obie sekwencje
ulegly rozdzieleniu. W przypadku dopasowtéwanla sekwencji biatek, stopien podobienistwa
pomiedzy aminokwasami zajmujacymi konkretng pozycje, moze stanowi¢ zgrubng miare
tego, jak konserwatywny jest dany region lub motyw . Brak substytucji lub obecnosé
jedynie konserwatywnych substytucji (tj. zamiany reszty na inng, ale o podobnych
wiasciwosciach chemicznych) w okreslonym regionie sekwencji sugeruje, e jest on
wazny strukturalnie lub funkcjonalnie. Dopasowywanie sekwencji moze by¢ takze
stosowane dla sekwencji pochodzenia poza biologicznego, np. danych finansowych lub
sekwencji wystepujacych w jezykach naturalnych.

Masuri inni, Dopasowanie sekwencii, Wikipedia 11.2009
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alignment

Utozenie dwéch lub wiecej sekwencji biopolimeréw (DNA, RNA lub
biatka) w celu zidentyfikowania regionéw podobienstwa istotnego ze
wzgledéw ewolucyjnych, strukturalnych lub funkcjonalnych (procedura

oraz jej efekt).

« dwie sekwencje - pairwise alignment
« wiele sekwencji - multiple sequence alignment

AGA--TTGATACCCA

LEAF
A ACATTCA---CTA

mlsmatch

AGATTGATACCCA :::
AGACATTAACTA
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Znaczenie dopasowania

Podobie nstwo poréwnywanych sekwencji ( similarity) moze $wiadczy ¢ o:

« podobnej strukturze biatek
« podobnejfunkcji sekwencji
« wspolnej historii ewolucyjnej sekwencji

Podobie istwo poréwnywanych sekwencji ( similarity) moze wynika € z:
« homologii_ - pochodzeniu sekwenciji (homologicznych) od wspélnego
przodka; sekwencje moga, ale nie muszg petni¢ te same funkcje
. konwer encji - podobne motywy, ktére wyewoluowaty w obu sekwencjach
analogicznych) niezaleznie; np. chymotrypsyna i subtylizyna - rézna
struktura 3D, ale podobne centrum aktywne (histydyna, seryna, kwas
asparaglnowy)

{... Problem rozréznienia odlegtej homologii od analogii }
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Skad te ro znice
réznice miedzy sekwencjami $wiadczg o mutacjach, ktére
zaszly po rozdzieleniu sie sekwencji od wspolnego przodka
AGA--TTGATACCCA

et
AGACATTAA--CTA

AGA--TTGATACCCA AGACATTAA---CTA

Insercja +TAC G->A C->T
Delecja -CA substytucje
\ _AC /
AGAﬁZATTGACCA

Substytucje nukleotydowe

« Tranzycja - okres przejsciowy miedzy systemem politycznym, ktory byt, a
tym ktéry nastapi. Proces ten jest krotszy i tatwiejszy od konsolidacji
systemu politycznego. Tranzycja konczy sie gdy pojawiajg sie ogdlne 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 ktérej zasada purynowa ulega zamianie na pirymidynowg lub
odwrotnie. Mutacja taka moze nie PURYNY PIRYMIDYNY

spowodowa¢ zadnej zmiany lub

zmiane kodu genetyczego S S
(UUU -> UUA) albo tez skrécong %Mf n A
- i~ " J
synteze biatka (UCG -> UCA). WL, . [ "/'L Y
) o H
e
- i
W— H3C- URACYL
_<" | A ‘ /(
) ’(H HSN N
GuANINA reota
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Zastosowanie alignmentu

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

« okreslaniu powigzan filogenetycznych
miedzy sekwencjami - homologii miedzy
sekwencjami oraz w analizach
ewolucyjnych
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Metody dopasowania

dopasowanie par sekwencji  (pairwise
alighment)

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

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

« dopasowanie wielu sekwencji  (multiple
alighment)
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Etapy dopasowywania sekwencji

1 zestawienie (0 identycznych, 0% podobie Astwa)

X =dlugo sé sekwencji (30)
MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

y=dlugo sé sekwencji (20)

2 zestawienie (0 identycznych, 0% podobie Astwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

3 zestawienie (1 identyczna, 33% podobie fistwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS
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4 zestawienie (0 identycznych, 0% podobie Astwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

5 zestawienie (0 identycznych, 0% podobie fstwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

6 zestawienie (2 identyczne, 33% podobie nstwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

7 zestawienie (0 identycznych, 0% podobie fstwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS
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X-2 zestawienie (3 identyczne, 15% podobie Astwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

x zestawienie (19 identycznych, 95% podobie fistwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

X+1 zestawienie (1 identyczna, 5,26% podobie nstwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

X+2 zestawienie (3 identyczne, 16,67% podobie Astwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia DrJan PawetJastrz gbski
Wyktad 3 uwMm
X+Y-4 zestawienie (1 identycznych, 25% podobie Astwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

X+Y-3 zestawienie (1 identycznych, 33,3% podobie fistwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

X+Y-2 zestawienie (0 identyczne, 0% podobie nstwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS

X+Y-1 zestawienie (0 identycznych, 0% podobie Astwa)

MHSSIVLATVLFVAIASASKTRELCMKSLV
MHVSIVLATVLFVAIASAS
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Etapy dopasowywania sekwencji
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Kryteria szacowania podobie Astwa sekwencji
) Zawarto§é % pozycjiidentycznych
EE Mﬂ“

P} Diugosé pordwnywanych sekwencji

LEE 1 Exrer kI RRrkvCTRDERI TN AT 5

vlls 33,54 v rrrun@veikacocTou R BYr Y 264
nieznaczace 2naczace
B) Rozmieszczenie identycznych pozycji wzdtuz poréwnywanych sekwencji
Enrciferrrc fueTkoEJiTl 5
v YWRPERF HHTVILKAGGCC vl zos

przypadkowa

CIKVCTKDERITCL 5
TVQLRAGGCUCTAG 20%
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K} Typ reszt w pozycjach kenserwatywnych
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F) Padobienstwo strukturainefgenetyczne aminokwaséw w nieidentycznych
pozycjach

Kryterium identycznodci
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Wstep do bioinformatyki Biotechnologia DrJan PawetJastrz gbski
Wyktad 3 uwMm

Kryteria szacowania podobie nstwa sekwencji

* Procentidentycznosci (wzgledny udziat
odpowiadajacych sobie pozycji obsadzonych tymi
samymi resztami)

« Dhugos¢ poréwnywanych sekwenciji (liczba
poréwnywanych pozycji)

* Rozmieszczenie identycznych pozycji wzdiuz
poréwnywanych sekwencji

« Typ reszt okupujacych pozycje konserwatywne
(sekwencje biatkowe)

« Relacje genetyczne/strukturalne miedzy resztami
znajdujgcymi sie w odpowiadajgcych sobie
nieidentycznych pozycjach (sekwencje biatkowe)
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Procedura oszacowania stopnia podobie  nAstwa
poréwnywanych sekwencji

Bardzo czgsto oszacowanie stopnia podobienstwa poréwnywanych sekwenciji
sprowadzane jest jedynie do okreslenia wzglednego udziatu pozycji
identycznych. Pozostate kryteria analizy zazwyczaj nie sg w ogéle brane
pod uwage (np. bezwzgledna dtugos¢ sekwenciji, dystrybucja identycznych
pozycji wzdtuz tancucha). Podej$cie takie jest niekompletne i stwarza
ryzyko btednej interpretaciji otrzymanych wynikéw.

Przedstawiona nizej metoda oparta jest na prawdopodobienstwie
przypadkowego pojawienia si¢ zadeklarowanego stopnia identycznosci.
Uwzglednia ona podstawowe parametry majgce znaczenie dla opisu
faktycznego zwigzku miedzy poréwnywanymi sekwencjami.

Liczb ? wszystkich mo_zliwych stopni identyczno _$ci dla danych dwéch
SeKwencjl opisuje ponizsze rownanie:
T=x"= i " x® (x(x-12))"
a

a=0

Gdzie:

x — ilo$¢ rodzajéw jednostek wystepujacych w sekwencjach (20 dla biatek; 4 dla
kwaséw nukleinowych)

n — dlugos¢ sekwencii (liczba poréwnywanych par pozyciji)

a—ilos¢ pozycji identycznych
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Local vs. Global

Global alignment - znajduje najlep
dopasowanie dla CALYCH

dwodch sekwenciji
(Needleman-Wunsch algorithm) ADLGAVFALCDRY

Global
alignment:
forces
alignmentin
regions which

111 111
ADLGRTQN-CDRYY

Local
alignment will
return only
regions of
good
alignment

Local alignment — poszukuje podob
regionéw we FRAGMENTACH
sekwencji ADLG  CDRYFQ

(Smith-Waterman algorithm) |||| |||| |
ADLG CDRYYQ
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Global - |tz

Globalne dopasowanie dla pary S, S, € G*
to kazda taka para (S7.S5y) € (GU'=")* x (GU =),
ktéra spetnia warunki:
e Si otrzymuje sie z Sy przez usuniecie wszystkich ‘—',
o 1571 =185,

o Vi 1. |SY]:(SY(i) ='=") = Sy(i) £~

Lokalne dopasowanie sekwencji S1,S2 to kazde globalne
uliniowienie dla pewnych podciagéw s; € ST, s € S3.
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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
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Kilka mo zliwych rozwi gzan:

AAGCTGAATTCGAA
AGGCTCATTTCTGA

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

Ktéry alignment jest lepszy?
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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 + (-2)x2 + (-1)x4 @ ‘ Score: = (+1)x9+ (-2)x2 + (-1)x6 = -1 |
|

Wyzszy score -» Lepszy alignment
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Zadanie 1

« Jaki jest score tego alignmentu??

dopasowanie: +1
niedopasowanie: -1
przerwa: -2

---bardzo---lubiebioinformatyke

[T TR

niebardzonielubi ebioinformatyki
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Kara za przerwy (gap Costts)

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

Kara=G + Ln
gdzie:
n — dtugo $¢ przerwy

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

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

Kara=G + Ln

gdzie: -GAGCTGAA-—GAA

n — diugos¢ przerwy AGAGCTCAATTTCTGA:
G=10

Standardowo dla aa: L=1

G=10-15 Kara = (10 + 5*1),

-1 _ czy
L=1-2 Kara = (10 + 1#1) + (10 + 5*1) + (10 + 1*1)
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Zadanie 3

Wiemy, ze w toku ewolucji z danej sekwencji
wyskoczyta jedna cata stosunkowo duza
domena. Jakie wartosci G i L dla kary za
przerwy nalezy ustawi¢?

nielubiebardzo------ bioinformatyki

TN T

---lubiebardzobardzobioinformatyke
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Metody dopasowania

dopasowanie par sekwencji  (pairwise
alignment)

1. Metody stéw (k - tuple methods) - szybkie
metody stosowane przy przeszukiwaniu baz
danych sekwencji z wykorzystaniem
programéw FASTA i BLAST

2. Macierz punktowe - dot matrix, dotplot

3. Programowanie dynamiczne (DP)

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia DrJan Pawel Jastrz gbski
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1. stowa” - FRSSAA

FASTA Algorithm

L s s .,
| N NN | N NN
3 NEEN H SN
TN TG
RN
AN VRN
N\ N\

Keep top scoring segments

M N
& AN N
AN
Join segments using gaps, Use dynamic prograrmiming fo
eliminate other seqments create an optimal alignment
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1. ,stowa” - BBAST VSSFRSTAA

moze podawaé wiecej niz jeden podaje tylko jedno najlepsze
region o wysokiej punktacji dopasowanie

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

szybszy niz FASTA wolniejszy niz BLAST
mniej czuty niz Z - -
domysinych ustawien gjlczulyinizlBEA
daje gorsze rozroznienie miedzy | daje lepsze rozréznienie miedzy
prawdziwymi i fatszywymi homologami | prawdziwymi i fatszywymi homologami
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2. Macierze punktowe

90 PLAU 137 90 PLAU 137
el

23
)

PLAT
PLAT

B e
",
'Q 4 "= ﬁ 4
] PLAU 90 EPKKVKDHCSKHSPCOKGGTCVNMP--SGPH-CLCPQHLTGNHCQKEK---CFE 137
PLAT 23 ELH -CLI YFSNIHWCNCPKKFGGQHCEIDKSKTCYE 72
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it Sequence Allgnment Editor - [Dot plot pairwise sequence comparison]

on .
5 Flo Fla Edt Viw Fie. Accssay Applcoian ANA Waid wideWeb Optars VWindow. el : 2 Dot_ Mnlx
= .

Low
Highteshold 1] _[+][30178
EEEEEEEEE
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3. Programowanie dynamiczne

opiera sie ha podziale rozwigzywanego problemu na
podproblemy wzgledem kilku parametréw.

B Dynamic programming matrix:
1 2 3 4 i (sequence y)
H| A L Q 12 3 4 5 6 8=N
T G C T C G T A
A o P23 i0 0 -6 112 [-18 124
1A -1 \1 N ) 1T[-6]5 f-1f-7
by I 2T |-12[-1(3f3[2k-8
R I B SRR R AR 7
A + TN Bsc|s|7|s[sp2|spapotis
3 L -3 -1 1 10 5
i 1 &\ gaAa|2|-3[ol2eko|1ds[4
; “
* 'f 2 ? 20 * 57 [%0[t0[1s| |7 |af2]6fo
S Q5 |3 Y M=6A|-36|-25(-21|-10] 1 [5] 2|0
Optimum alignment scores 11:
Alignment 4 abp Lo T --TCATA
B AA L o0
Similarity Score Moo -3 TGCTCGTA
+5 -6 6 45 +5 2 +5 45
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3. Programowanie dynamiczne
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Scoring matrix

* Reprezentuje system
A A|lG|C|T
punktowania jako tabela
lub macierz n x n (n jest N
liczbg liter, ktore zawiera
alfabet. n=4 dla DNA, clsl2
n=20 dla biatek)
¢ Macierz punktowania jest cC|6|-6]|2
symetryczna
T 6|-6|-6|2
| Mismatch | | Match |

Podobie nstwa biochemiczne i

biofizyczne aminokwasow
Diagram Venn-a
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Macierze substytucji (podstawie n)

« Jak za pomoca liczby okresli¢ podobienstwa biochemiczne i
biofizyczne poszczegélnych aminokwaséw tak, aby liczba ta
wyrazata jednoczesnie realny wptyw na cate biatko podstawienia
danego aminokwasu w fancuchu polipeptydowym i byta uniwersalna
dla wszystkich sekwencji?

* Przede wszystkim nalezy bazowa¢ na danych empirycznych

« Nalezy stworzy¢ alignment bardzo wielu blisko spokrewnionych
sekwencji — na tyle podobnych, aby bez watpliwosci

mozna byto jednoznacznie i precyzyjnie okresli¢ MG YD E
czestotliwos¢ substytucji poszczegodinych MG YD E
aminokwasow w konkretnych pozycjach. MG YE E
MG YD E

- - - MG YE E

W kolumnie 4 E i D wystepujg z MG YD E
czestotliwoscig w 4/8 MA YE E

MA YE E
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PAM Matrix — Pamt/P encesmit
Accepted Muitdtors
nPAM (n Percent Accepted Mutations)

S1, S5 réznia sie o jednostke n PAM, jedli Sy mozna otrzy-
maé z 51 w ciggu akceptowalnych mutacji punktowych ta-
kich, ze érednia liczba nieletalnych mutacji na 100 wynosi 7.
Najpopularniejsza jest 250PAM.

« Based on a database of 1,572 changes in 71
groups of closely related proteins (85% identity)
— Alignmentwas easy

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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PAM Matrices

¢ Family of matrices PAM 80, PAM 120, PAM
250

¢ The number on the PAM matrix represents
evolutionary distance

¢ Larger numbers are for larger distances

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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PAM

Gonnet Pam?250 Matrix

a
H
R
x
M
1
L
v
®
3 v
W

[ Residue Identity
[ Hydrophobic Similarity
[ Hydrophilic Similarity
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PAM - limitations
* Only one original dataset - PAM 1

< Examining proteins with few differences
(85% identity)

« Bazuje gtébwnie na maltych biatkach
globularnych wiec macierz jest nieco
stronnicza

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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BLOSUM

« Henikoff i Henikoff (1992) stworzyli zestaw
matryc bazujgcych na wiekszej ilosci
danych empirycznych

BLOSSUMn (Block Substitution Matrix n)

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

Popularne s3 BLOSUM 50, BLOSUM 62.

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

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
Wyklad 3 uwm
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BLOSUM: Blodks Substitution
Matrix

* Based on BLOCKS database
— ~2000 blocks from 500 families of related

proteins
— Families of proteins with
identical function AABCDA----BBCDA
DABCDA----BBCBB
BBBCDA-AAJBCCAA
« Blocks are short AAACDA-A--EBCDB
conserved patterns of CCBADA--DBBDCC
) AAACAA----BBCCC
3-60 aa long without gaps
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BLOSUM

« Each block represent sequences
alignment with different identity
percentage

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

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

« BLOSUMBG62 represents closer sequences
than BLOSUMA45

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
Wyklad 3 uwm

15



BLOSUM (62)

C S T P A G ND VIF ¥ w
|9 c
S|-14 S
T|-1/1 5 T
P31 1 7 P
Alo 1 0 -1 4 A
6|3 @022 @ 6 G
N[3 1 0 -2 -2 06 N
D|3 0 -1-1-2-1/1 6 D
E|4 0 -1 -1-1-2/0 2 5 E
0|3/ -1 -1-1-20 @ 2 5 Q
H|3 1222 -2/1-1 0 038 H
Rf[3/-1 -1-2 -1-2 0 -2 0 1 06 5 R
K|3/0 1 -1-1-2/0-1 1 1-1 25 K
Mf-1-1-1-2 -1-3-2-3-2 0-2 -1 -1 5 M
I(-1-2 -1 -3 -1 -4[-3-3-3-3-3-3-3 1 4 I
L{-12 1314|343 23222 2 4 L
v|iil-2 @ 2 @ 3 -3 3 -2 23321 3 1 4 v
Fl2 22 4-2-33333-1-3318 0 0-16 F
Y|(2/-2 2 3-2 -3-2-3-2-1/2-2-2-1-1-1-1 3 7 Y
W|-2-3 -2 -4 -3 -2 -4 -4-3-2-2-3-3-1-3-2-3/1 21[W

€S TP AGNTGDTETZ QHRREKMTITLUVF YW
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BLOSUM / PAM

BLOSUM

PAM

Wszystkie macierze na podstawie
danych empirycznych

Tylko PAM1 na podstawie danych
empirycznych, pozostate macierze z
interpolacji

Opracowywane na podstawie sekwencji
o dalszym pokrewie nstwie

Opracowane na podstawie bardzo blisko
spokrewnionych sekwencji

Podobie nstwo sekwencji ro $nie wraz ze
wzrostem indeksu

Podobie nstwo sekwencji maleje wraz ze
wzrostem indeksu

Bezpo srednie podobie nstwo sekwencji
tui teraz

Poniek ad reprezentuje dystans
ewolucyjny (model ewolucyjny
akceptowanych mutacji punktowych)

Macierz symetryczna (im wy zsza
warto $¢ tym fatwiejsza substytucja)

Macierz symetryczna (im wy zsza
warto $¢ tym fatwiejsza substytucja)

Nie uwzgl ednia bezpo $rednio ani
wiasciwo sci fizykochemicznych
aminokwasdw, ani podobie nAstwa
genetycznego (podobie rstwa kodonéw)

Nie uwzgl ednia bezpo srednio ani
wiasciwo $ci fizykochemicznych
aminokwasow, ani podobie fstwa
genetycznego (podobie rstwa kodonéw)

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Wyklad 3

PAM vs. BLOSUM

PAM100 ~ BLOSUMS0

PAM120 ~ BLOSUMSO

PAM160 ~ BLOSUM60

PAM200 ~ BLOSUM52

PAM250 ~ BLOSUM45
Sekwencje bardziej odlegte ‘

16



Uwarunkowania genetyczne
substytucji aminokwasowych

Arg

Arg
Wstep do bioinformatyki Biotechnologia DrJan PawetJastrz gbski
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Podstawy genetyczne algorytméw do
zestawie n aminokwasow?

Replacement PAM250 BLOSUM®62
Argl/Lys 3 2
Lys/GIn 1 1
Arg/GIn 1 1
Lys/Glu 0 1
Arg/Glu -1 0

O R PRt Tesinyees

Wstep do bioinformatyki Riotechnologia
3

chnolng Dr Jan Pawel Jasirz gbski
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Dot matrix pairwise alignment

Internal homology (gene multiplication)

BLAST 2 SEQUENCES SEMIHOM

Chicken
ovoinhibitor
precursor

(7 domains)

Chicken
ovomucoid
precursor

(3 domains) 8

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Multiple alignment

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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VTl SCTGSSSNI GAG- NHVKWYQQLPG
VTI SCTGTSSN G5- - | TVNWWQQLPG
LRLSCSSSGFI FSS- - YAMYWRQAPG
LSLTCTVSGTSFDD- - YYSTWRQPPG
PEVTCVVVDVSHEDPQVKFNWYVDG- -
ATLVCLI SDFYPGA- - VTVAVKADS- -
AALGCLVKDYFPEP- - VTVSWNSG - - -
VSLTCLVKGFYPSD- - | AVEWABNG- -

Tak jak pairwise alignment ALE zestawienie  n sekwencji zamiast 2

W rzedach ustawione s g poszczegélne sekwencje

W kolumnach ustawia si ¢ ,te same”/"odpowiadaj ace sobie” pozycje
(pozycje konserwatywne); grupy pozycji konserwatywn ych tworz g
bloki konserwatywne (w blokach dozwolone s g mutacje — insercje,
delecje, substytucje — reprezentowane jako przerwy|  ub ré zne pozycje
w kolumnach)

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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MSA & Evolution

MSA mo ze dawa € obraz sit
ksztattuj gcych ewolucj e !l!

* Wazne aminokwasy lub nukleotydy
(pozycje w sekwencjach) mutujg
Lhiechetnie”
* Mniej wazne pozycje dla struktury i funkcji
moga wykazywac wiekszg zmiennos¢ w
kolumnach poréwnywanych sekwencji

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Pozycje konserwatywne

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

VTl SCTGSSNI GAG NHVKWYQDRPG
VTI SCTGSSN GS- - | TVNWYQDRPG
LRLSCTGSFI FSS- - YAMYWYQEPG
LSLTCTGSSTSFDD- QYYSTWYQRPG

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Sekwencja konsensusowa

« W sekwencji konsensusowej 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 spos6b reprezentowania wynikéw multiple
alignment, gdzie pokrewne sekwencje sg poréwnywane
kazda do kazdej, aby odnalez¢ funkcjonalnie podobne
motywy sekwencji (domeny biatek). Sekwencja
konsensusowa obrazuje ktére pozycje sa
konserwatywne, a ktére zmienne.

A|T|C|T|T|G|T
A|/A|C|T|T|G|T

Alalc|T]T]c|T] = [alalc[r]T[e]T]
EE

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Sekwencja konsensusowa

ceakkkkkk *hkkkkkkk. ..

PO oo r2a3

P iean_kopiodesioninzazert-1 56

PO fitenore_iflotin yhewsl- 165

P iEquen_omkalleears 004243

FOLiSvs_ et ICAVSITE 33278

P fettva_manegiensh VA28

PO fiiee_wuonwlugjwouse|F_020292
o

FOLiSak0_eo. ek | A48 B7IFR.41-202

Crasewatia 1 I
#D3303ARA 1212123223 EEDED ®

- I1H ‘5 m B
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Alignment methods

« Progressive alignment (Clustal)
« Iterative 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
« iteracja (np. petle w programowaniu)

 heurestyka (gtéwnie w informatyce)

« Alignment progresywny

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Jak wy swietli € na ekranie liczby od 1 do
5000 za pomoc g 2 linijek kodu?

<?php
for( $x = 1; $x = 5000; $x++ )
echo $x. "<br /> ;

>
dla (zmiennej x pocz atkoworéwnej 1; a z do momentu kiedy
zmiennax osi agniewarto  $éréwn a5000; z ka zdym
krokiempowi ekszaj acwarto $é&zmiennejx o +1)
wyswietl warto $¢& zmienneji przejd z do nowej linijki;

Iteracja (fac. iteratio ‘powtérzenie’) to czynno$¢ powtarzania (najczesciej
wielokrotnego) tej samej instrukcji (albo wielu instrukcji) w petli. Mianem
iteracji okresla si¢ takze operacje wykonywane wewnatrz takiej petli.

Wyklad 3

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Progressive alignment
A
. B
First step: c
D
Compute the pairwise l
alignments for all against all
(6 pairwise alignments)
the similarities are stored in a A|lB|C|D
tathlle A
B |11
C
Wstep do bioinformatyki Biote« D 10 et Jastrz gbski
Second step: A|B|C|D
The guide tree is imprecise A
and is NOT the tree which B |11
truly describes the c|3|1
relationship between the N 21210

sequences!

Sequences are to be aligne

similar sequences are neighbors in the
tree

«distant sequences are distant from each
other in the tree

C

¢

Wyklad 3

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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Third step:

Align most similar pairs

A
B #
e ==
D S
Align the alignments as if each _————
of them was a single sequence _——-—
(replace with a single
consensus sequence or use a
. profile)
xsyu:ﬂ / Dr Jan Pawel Jastrz gbski

Alignment of alignments

MQTF
X LHTW MQT- F
LQsw LHT- W
LQTw — L Q S - W
L-TIF
M- TIW

yJLTIF
MTIW LQT- W
LTI W L-TIW

Iterative alignment

A —
B —
c -
o ——— Ny
Pairwise distance
table Iterate until th:
erate unti e
Alelele MSA doesn't
A change
B 11
C 3 1

A N\
Guide tree MSA

[—

onw >

Wstep do bioinformatyki
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Searching for remote hdrmwiolggys

* Sometimes BLAST isn’t enough.

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

e PSI-BLAST

* Profile HMMs

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia DrJan Pawet Jastrz gbski
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Profile
1 2 3 4 5
AT C T TG T A 1 0.67 0 0
AACTTGTE>TOO.3311
AACTTCT c 0o 0 0 o
G 0 0 0 0

Profile =

PSSM — Position Specific Score Matrix

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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PSI-BLAST
« Position Specific Iterated BLAST

Regular blast

Construct profile from
blast results

N

Blast profile search

Final results

Wstep do bioinformatyki Biotechnologia Dr Jan Pawet Jastrz gbski
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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

< 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

 Similar to PSI-BLAST: also uses a profile

« 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 probability of a certain column in an
alignment
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PSI BLAST vs profile HMM

PSI BLAST Profile HMM
Less exact More exact
Faster Slower
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