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Alignment

Srovnani (pfilozeni) dvou €i vice sekvenci
(aminokyselinovych, nukleotidovych) na
zakladé jejich vzajemné podobnosti.

Pairwise alignment — dvé sekvence

Multiple sequence alignment — vice sekvenci

Pair-wise alignment

¢ Srovnani dvou sekvenci

» Sekvence mohou byt sefazeny v celé své
délce (global alignment) nebo jen
v urcitém regionu (local alignment).

Local alignment

Hleda useky dvou sekvenci, které si podle
zvolenych kritérii dobfe odpovidaji.
Nesnazi se zahrnout celé sekvence,
pokud si jejich nékteré ¢asti neopdovidaji.

Global alignment

Vychazi z pfedpokladu, ze obé srovnavané
sekvence jsou viceméné shodné v celé
své délce. Alignment k sobé pfiklada celé
sekvence (od poc¢atku do konce) a to
vCetné Casti, které si nepfili§ odpovidaiji.

Algoritmy

« Témef vyhradné se uzivaji heuristické
algoritmy — nalezeni vysledku v
dostate¢né kratkém Case

* Vyvoj algoritmU je provadén v navaznosti
na srovnavani vysledku s tzv. zlatym
standardem — alignment na zakladé
znamé 3D struktur

Vstupni data

Sekvence AK (nt) v urcitém formatu — dnes desitky
format(, mnohé obsahuji krom sekvence i
doplfujici data

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

* FASTA format

>nazev_popis dle viastni volby.
SEKVENCESEKVENCESEKVENCESEKVENC
ESEKVENCESEKVENCE
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Scoring matrix (skérovaci matice)

» Dvé sekvence povazujeme za pfibuzné, {,-
vychazeji-li ze spoleéného predka; pak dobu \J
potfebnou k jejich evoluci mizeme odvodit
z mnozstvi rozdild mezi nimi

+ Zaména aa je Castéjsi nez inserce/delece.
Pravdépodobnost zmény jedné aminokyseliny na jinou je
pfimo umérna podobnosti obou aminokyselin.

» Matice vznika pfifazenim hodnoty (pravdépodobnosti)
jednotlivym dvojcim aminokyselin v zavislosti na jejich
vzajemneé ,zastupitelnosti“ — pravdépodobnosti
substituce

Typy matic

* PAM (Point Accepted Mutation) — zaloZzena na mutacich v ramci
globalniho alignmentu, tj. ve vysoce konzerovovanych i mutabilnich
oblastech.

+ BLOSSUM (Blocks Substitution Matrix) — je odvozena z vysoce
konzervovanych oblasti neobsahujicich mezery — lepsi pro lokalni
alignment. Je vyuzivana v blastp, vhodna pro identifikaci neznamé
nukleotidové sekvence.

* GONNET - vytvoiena 1992, postupnym opakovanim cyklu: pairwise
alignment — nova matice — novy pairwise alignment — nova matice...

* DNA identity matrix

V ramci jednoho typu existuje vice jednotlivych matic zalozenych na
stejnem principu, které se vSak liSi konkrétnimi hodnotami a tedy i
oblasti pouziti (vysoce pfibuzné nebo naopak velmi vzdalené
sekvence).

Matice PAM 250

Cl 12

G|[-3 5

P|-3 -1 6

S0 1 1 1

Al-2 1 1 1 2

T|(-2 0 0 1 1 3

D|-5 1 -1 0 0 0 4

E|-5 0-1 0 0 0 3 4

Ni-4 0-1 1 0 0 21 2

Q(-56-1 0-1 0-1 22 1 4

H|-3 -2 0-1-1-1 11 2 3 6

K|-5-2-1 0-1 0 00 1 1 0 5

R|-4-3 0 0-2-1-1-1 0 1 2 3 6

vf{-2-1-1-1 0 0-2-2-2-2-2-2-2 4

mM|-5 -3 -2 -2 -1 -1 -3-2 0-1-2 0 0 2 6

Mf-2-3-2-1-10-2-2-2-2-2-2-2 4 2 5

L|-6 -4 -3 -3-2-2-4-3-3-2-2-3-3 2 4 2 6

F|-4 -5 -5-3-4-3-6-5-4-5-2-5-4-1 0 1 2 9

Y| 0-5-5-3-3-3-4-4-2-4 0-4-5-2-2-1-1 7 10

W -8 -7 -6 -2 -6 -5 -7-7-4-5-3 -3 2 -6-4-5-2 0 0 17
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Matrice BLOSSUM vypada analogicky, li$i se hodnoty.

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

Mezery (Gaps)

Pficiny vzniku mezer:

» Bodova mutace (velmi ¢asta pfic¢ina)

» Nepresny crossover pfi meidze (inzerce nebo delece
fetézce bazi)

» DNA slippage béhem replikace (vznika repetice —
opakujici se sekvence v fetézci)

* Inzerce retroviru
» Translokace DNA mezi chromozomy
Mezery nachazime na zacatku fetézce, uprostred nebo

na jeho konci.

CTGOGGG: - - GGTAAT
I Il
- GOGG: AGAGG: AA-

4 4
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Mezery umoziiuji alignment sekvenci, kdy v jedné z nich
doslo k deleci. ZvySuji vSak také moznost alignmentu
nahodnych sekvenci. Jejich pfitomnost je proto vzdy
,,penahzovana a to vice nez substltuce

alignment, ovéem z blologlckeho hlediska miuze jlt o]
nesmysl.

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

Kratka mezera:
ATCTTCAGTGTTTCCCCTGTTTTGCCC. ATTTAGTTCGCT
[T

C
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII AR
ATCTTCAGTGTTTCCCCTGTTTTGCOOGATTTAGT TCGCTC

Dlouha mezera:
ATCTTCAGIGTTTCCCCTGTTTTGCCC. . . v v o v e e e e e e ATTTAGITCGCTC

R AR (WY
ATCTTCAGTGTTTCCCCTGT T TTGCO0GC00CCO0CC0CCO0CCOCCATTTAGT TCGCTC

Skore

Kazdé dvojici sekvenci je ve vysledku
pfifazeno &islo — skore, které uruje miru
jejich podobnosti

Cim vy$&i je skore, tim vy$si je podobnost.

Podle pouzité matice mlze byt skore i
zaporné.

Multiple sequence alignment - MSA

(mnohonasobné srovnani)

Multiple alignment slouZi k:

*+ Nalezeni ,diagnostického vzoru* (diagnostic patterns) na
jehoz zakladé jsou charakterizovany proteinové
rodiny

» Odhaleni ¢i dokazani homologie mezi novou sekvenci a
sekvencemi v databazich

» Uréeni vzajemné pribuznosti sekvenci v ramci skupiny —
tvorba fylogenetickych stromu

» Predikci sekundarni a terciarni struktury novych
proteinG

» Navrzeni primert (oligonukleotid(l) pro PCR

Metody MSA

» Dynamické programovani (dynamic programming) —
rozsifeni pairwise alignmentu

. Prog resivni alignment (progressive sequence

alignment) — nejcastéji pouzivany Kk vytvoreni
alignmentu; vyuziva fylogenetické informace

« lterativni alignment (iterative sequence alignment) —
odstrarfiuje problémy progresivniho alignmentu pomoci
opakovani alignmentu pro podskupiny sekvenci

Dynamické programovani

+ Simultanni alignment vSech sekvenci - analogické
pairwise alignmentu

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

» Vyuziva skoérovaci matice, ale vytvari
n-rozmérny prostor (n = poc¢et sekvenci)

» Extrémné naroény na vypocetni kapacity

| pfi zjednodusSeni nepouzitelné pro vice
nez cca 20 sekvenci

Progresivni multiple alignment

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

1) sestaveni pfibuzenského stromu (guide tree) z
nepfilozenych sekvenci
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DIST = percentage divergence (7100)
Length = number of sites used in comparison
1vs. 2 DIST=0.6491; length= 114

. . 1vs. 3 DIST=0.6842; length= 114
Guide tree vs. phylogenetic tree e 4 DeToomms on 1 N
wesmeems i soubor
- Guide tree je vypoditan na zakladé SV 4 DIST- 00125 langh= 114
matice vzdalenosti (distance matrix) Sve. & DIST- 00125 lengin= 114 S 5
Vytvofené podle Sk()l’e pa|rw|se ( 2vs. 7 DIST=0.9386; length= 114

A o - ' 3vs. 4 DIST=0.9123; length= 114
alignmentd. Vystupem je .dnd

3vs. 5 DIST=0.9386; length= 114 1
b PAIIL:0.16435, 3ve. 6 DIST= 298; |22§m= 114
soubor. RSIIL:0.13654) 3vs. 7 DIST=0.9474; length= 114 2
4vs. 5 DIST=0.9211; length= 114
:0.03384, 4vs. 6 DIST=0.9035; length= 114 3
7

+ Phylogenetic tree je vypocten na Lo Sve. 6 DIST- 0,051 lengih= 114 | 4
zakladé vytvoreného MSA. CVIIL:0.16563, 5vs. 7 DIST=09211; lengin= 114
- N : . BCLB:0.26800) 6vs. 7 DIST=0.9649; length= 114 6
Vzdalenosti mezi sekvencemi jsou 002264 ) Neighbor-joning Method )
vypocteny a uloZeny jako .ph - | TTEET Anlow Nethod o Reconsictng Progoneic Toss.
soubor. Nasledné je mozno je vyuzit ( Mol Bol, Evol, 46, 406-425
! 110 sisan -
pro konstrukci fylogenetického BCLA:0.17899, Numbers i parenthses are ranch lengths
Cycle 1 = SEQ: 2( 0.17807, SEQ: 3( 0.19912)
Stromu,(SOUbor,y -nj, .ph, 'd.St) . BCLD:0.26633) cﬁ\: 2 = SEQ: d 034101;j2;:ZNode. 2( 0.13706)
pomoci zvolené metody (nj, phylip, :0.18717, Cycle 3 = SEQ: 5( 0.44298)joins SEQ: 7 ( 0.47807)
H Cycle 4 = SEQ: 4( 0.44518)joins SEQ: 6 ( 0.45833
dist). BCLC:0.29707) Crole 5 (Lasteycl, (riého(omy):”oms ( )
:0.03484); Node: 1 ( 0.12171)joins

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

.ph soubor .dst soubor

( 7
( e : PAIIL  0.000 0.649 0.684 0.930 0.904 0.939 0.982
pAo-sa101, RSIL  0.649 0.000 0.377 0.912 0.895 0.912 0.939
RSIIL:0.17807, CVIL  0.684 0.377 0.000 0.912 0.939 0.930 0.947
otsroe BCLA  0.930 0.912 0.912 0.000 0.921 0.904 0.965
012171, BCLB  0.904 0.895 0.939 0.921 0.000 0.956 0.921
CeLnoassts, BCLC ~ 0.939 0.912 0.930 0.904 0.956 0.000 0.965
BCLC:0.45833) BCLD  0.982 0.939 0.947 0.965 0.921 0.965 0.000
:0.01864,
(BCLB:O.44298,
BCLD:0.47807)
:0.02083);

Phylogram a cladogram Phylogram a cladogram

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

« Cladogram — rovnéz strom, v némz vS8ak
vSechny vétve maji stejnou délku. Ukazuje tak
sice ,spole¢né predky” pro jednotlivé sekvence, N
ale ne mnozstvi zmén, jez od té doby prodélaly Cladogram @ |
(evoluéni dobu).
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Progresivni multiple alignment

* Pouziva ho vétsina program(

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

1) sestaveni pfibuzenského stromu (guide tree) z
nepfilozenych sekvenci

2) tvorba parovych alignmentt postupné podle pfibuznosti
(topologie guide tree)

» Dnes obsahuje €asto iterativni smycku

lterativni pristup

(Gotoh, 1996; Notredame & Higgins, 1996)

Vznikly strom i alignment jsou nasledné
optimalizovany do konvergence. Jinak jsou
chyby vzniklé pfi prvnim alignmentu (tvorba
stromu) zachovany i ve vysledku.

Nezarucuje nalezeni nejlepSiho vysledku, ale —
na rozdil od deterministickych alternativ — je
dostate¢né robustni a dobfe pouzitelny i pro

velky pocCet sekvenci.

Kombinace local a global alignment

» S vyhodou Ize kombinovat lokalni a globalni alignment.

» Lokalni alignment muZze byt reprezentovan sadou
kotvicich bodll v misté dobré shody

» Nasledny globalni alignment pak tyto odpovidajici Useky
sekvenci zahrnuje (vyuZzito napf. v ClustalW2)

Vystup

Vystupem je sada sekvenci (pfipadné s vlozenymi

mezerami)

RGzné formaty, nejcastéji pouzivan .aln soubor, ale

téz .fasta, aj.

Mnoho program slouzicich pro zobrazeni a/nebo editaci

— Bioedit

— JalView

— CINEMA 2.1...
— JavaShade

Vystup - .aln soubor
]

CLUSTAL 2.0.10 mul tiple sequence al i gnment

PAIIL

RSl 1L

oL -

BOLB - - - LVEKLPQYDVFVDI ATI PYSFDVGSWQNKVKTDAAGEVVACTVTWAGAPGVL PGAAA

BaLC Al ATNQGVWADGCFT VAT oS

BOLA

BCLD

PAITL

RSl 1L

oL

BCLB

BCLC

BCLA ADSQT-

BOLD El AGSQPDTKGF

PAITL LPANTRFGYTAFANSSGTQTVNVLVNNETA- - ATFSGQSTNNAVI GTQVLNSGSSGKVQY

RSl 1L LPANTSFGYTAFANAANTGQTI QULVDNVVK - ATFTGSGTSDKLLGSQULNSGS- GAI KI

oL LPARI NFGVTVLVNSAATGHVE! FVDNEPR. - AAFSGVGTGDNNLGTKVI NSGS- GNVRV
8 LPPNI AFGYTALVNSSAPQT| EVFVDDNPKPAATFQGAGTQDANLNTQ VNSGK- GRVRV

BaLC LPPH KFGUTALTHAANDQT DI YI DDDPKPAATFKGAGAQDGNLGTKVLDSG- GRVRV

BALA | PPNTDFRAI FFANAAEQLH! KLFI GDSQEPAAYHKL TTRDGPRE- - ATLNSG- GKI RF

BCLD LPPNTAFKAI FYANAADRGDLKLF| DDAPEPAATFVGNSEDGVRL- - FTLNSKG GKI RI

Programové baliky A

 Existuji programy pro pairwise alignment i

pro MSA

» Vyuzivaji lokalni nebo globalni alignment
nebo pfip. kombinaci obou

* Neexistuje univerzalni ,nejlep
— zalezi na konkrétnim pouziti

SI” program
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Pairwise alignment ,programy*

Oblasti pouziti:
* PFfimé porovnani dvou sekvenci

* Vyhledavani podobnych sekvenci
v databazich

LMDOSS Needle & Water

» vytvofeny 1970
Needleman S.B. and Wunsch C.D. (1970) A general method applicable to the search
for similarities in the amino acid sequence of two proteins. Journal of Molecular
Biology 48: 443-453.

* vyuzivaji dynamic programming,

* umozhuji vlozeni mezer

Needle — globalni pairwise alignment, Needleman-
Wunsch algoritmus

Water — lokalni pairwise alignment, Smith-
Waterman algoritmus

Globalné podobné sekvence

Needle

TR T T P L T oo
RS- 1L 1 AQQGVFTLPANTSFGUTAFANAANTQTI QULVDNWKATFTGSGTSDKLL 50
PA-IIL 51

AT T R LT b T L T
RS-11L 51 GSQVLNSG SGAI KI QUSVNGKPSDLVSNQTI LANKLNFAM/GSEDGTDN 99
PA-11L 101 DYNDAVWI NWPLG 114

YRR
RS-11L 100 DYNDG AVLNWPLG 113

Water

PA-IIL 1 ATQNFTLPANTRFG\/TAFANSSGI'QT\/M/LVN\EFAATFSWNNA\/I 50
[ R R R R N A ey N N A O R

RS-IIL 1 AQ:XB/FTLPANTSFG\/TAFANAAI\UQTI QVLVDNWWKATFTGSGTSDKLL 50

PA-1IL 51 GTQVLNSGSSGKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVI LTNELNFALVGSEDGTDN 100
R L L A e e A A
RS-11L 51 GSQVLNSG SGAI KI QVSVNGKPSDLVSNQT LANKLNFAM/GSEDGTDN 99
PA-11L 101 DYNDAVWI NWPLG 114
[y
RS-11L 100 DYNDG AVLNWPLG 113

Lokalné podobné sekvence

Needle
PA-TTL 1 - emmmm o e e e e e e e
BCLB 1 SQPFTHDDLYALLQLAGNDATAVQANGDQAVL DRVRQFMIAQLVEKLPQY 50
PA-TIL 1 emmmmmm s s m oo e o o o e e o
BCLB 51 DVFVDI ATI PYSFDVGSWONKVKTDAAGEVVACTVTWAGAPGVL PGAAAK 100
PA-TIL 1 commomomommcooo oo ATQGVFTLPANTRFGVTAFANS 22
LT
BCLB 101 FGVGAVVNYFSKATPQPVQPAPVPTGGGERDG FTLPPNI AFGVTALVNS 150
PA-11L 23 SGTQTVN\/L\/——NNEI‘AATFS@TN\IAVI GTQVLNSGSSGKVQUQVSWN 70
[ R R A R e || [l
BCLB 151 SAPQTI EVFVDDNPKPAATFQGAGTQDANLNTQ VNSG- KGKVRVWVTAN 199
PA-11L 71 GRPSDLVSAQVI LTI\ELNFAL\/@EDGTDNDYI\DAW\/I NVPLG 114
R R Ry S A N AR R AN A R A
BCLB 200 GKPSKI GSRQVDI FKKTYFGLVGSEDGGDGDYNDG Al LN\WPLG 243

Water
PA-1IL 4 GVFTLPANTRFGVTAFANSSGTQTVNVLV- - NNETAATFSGQSTNNAVI G 51
TN P A T e P R L I R
BCLB 132 G FTLPPNI AFGVTALVNSSAPQTI E\/F\/I]]\PKPAATFQSAGT@ANLN 181
PA-11L 52 TQVLNSGSSGKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVI LTNELNFALVGSEDGTDND 101
I RN N TR I N T
BCLB 182 TQ VNSG KGKVRWVTANGKPSKI GSRQVDI FKKTYFGLVGSEDGGDGD 230
PA-11L 102 YNDAWVI NWPLG 114
TR
BCLB 231 YNDG Al LNWPLG 243

BLAST algoritmus

Heuristicky algoritmus

jehoz zakladem je The BLAST Search Algorithm

hledani slov

(nékolikapismennych query word (W= 3)

sekvenci), s b oo LT O,
dostate¢nou

podobnosti (poskytuji
dostate¢né vysoké
skoére v substituéni
matici)

neighberhoad
score ihreshold
(T=13)

High-scering Segment Pair (HSP)

« Tvorba k-pismennych slov ze vstupni
sekvence
pro proteiny typicky 3-pismennych (v pfipadé
DNA 11-pismennych)

Query sequese: PQGEFG

Word 1 PQG
« Porovnani slov na zakladé substitu¢ni
matice Word 2 QGE
algoritmus BLAST hleda na zakladé
vloZeného skére slova, ktera jsou podobna Woed 3, GEF
kazdému slovu v zadané sekvenci.
Vyhovuijici slova jsou nasledné uspofadana. Word 4 EFG

« Prohledani databazovych sekvenci
Je hledana shoda s nalezenymi vysoce
podobnymi slovy.

Querysequence R P P Q G L F

* Rozsifeni slov na segmenty

™ < 2 L Database sequenceD P P E G V V
Presné shody slov s databazovymi

sekvencemi jsou roz8ifovany obéma sméry. Poct maich s scmoed.
To pokracuje dokud skare pro tuto dvojici Seore2 772 6 1 -1
sekvenci je dostate€né vysoké.
ehsP
Optimal acommdated wcore = T+=T+2=6+]

Novéjsi verze BLASTu (BLAST2) ma mj. nize
nastavenu hladinu pro hledani podobnych slov, coz
roz$ifuje moznost nalezeni vzdalenégj$ich
homologi.
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FASTA algoritmus

FastA algoritmus nejprve provadi rychlé prohledani

pro nalezeni odpovidajicich sekvenci, nasleduje | aacggecttacg
presnéj§i porovnani zadané sekvence s
databazovou sekvenci. Na rozdil od algoritmu
BLAST jsou zde tolerovany mezery.

Proces:
Obé porovnavané sekvence tvofi horizontalni a
vertikalni osu grafu.
Nasledné jsou jednotliva slova z jedné sekvence
porovnavana se slovy sekvence druhé.
Odpovidajici pary pak vytvori sadu bodi. Body na
uhlopficce signalizuji vyznamnou shodu (&i
podobnost) v daném Useku. Cilem je nalezeni
nejdel$iho shodného Useku (Useku s nejvy$sim
skore).

ggctttcgyg

Ptiklad porovnani

V dal$ich krocich jsou zahrnuty konzervativni zmény sekvenci
pro nejlepsi Useky z prvniho prohledani. Program
pak vyhledava moznost spojeni vice takovycl GGCTTTCGG a
usekd (mGZe mezi nimi byt mezera, ¢i jsou na AACGGCTTACG

ruznych diagonalach) a tyto spojené useky jsou
posouzeny z hlediska zadanych kriterii

MSA ,programy*

» Za poslednich 10 let vzniklo pres 50 MSA
prog ramovych balikt (Wallace, I. M., O'Sullivan, O., Higgins, D. G. and

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

» Clustal W (Thompson et al., 1994)
* Clustal X (Thompson et al., 1997)
+ Dialign2 (Morgenstern, 1999)

» T-Coffee (Notredame et al., 2000)
+ MAFFT (Katoh et al., 2002)

* MUSCLE (Edgar, 2004)

+ Kalign (Lassmann, 2005)

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

* V soucasné dobé nejuzivanéjsi program

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

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

* Vyuziva progresivni alignment

ClustalW: Jednotlivym sekvencim pfifazuje vahy (weight —
W) podle ¢etnosti zastoupeni (¢im vice jsou si sekvence
podobné, tim niz§i maji vahu a naopak) a penalizuje
pritomnost mezer v zavislosti na jejich pozici (position-
specific gap penalties)

ClustalW2 — postup

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

2. Sestaveni pribuzenského stromu (similarity tree)

3. Kombinace alignmentu (viz. 1.) v poradi dle
pfibuznosti — od nejvice podobnych k nejméné
pfibuznym (viz. 2.). Jednou vloZzené mezery jsou
zachovany.

Clustal W/Clustal X El

Pod alignmentem je uvadén tzv. consensus —
dohodnuté symboly vyjadfujici ,konzervovanost®
kazdého sloupce:

* - identické residuum ve v8ech sekvencich
- silné konzervovany sloupec
- slabé konzervovany sloupec

| PPNTCFRAI FFANAAEQQHI KLFI GDSQEPAAYHKL TTRDGHRE- - ATLNSGNGKI RFE

LPPNTAFKAI FYANAADRQDL KLFI DDAPEPAATFVGNSEDGVRIL - - FTLNSKGGKI Rl E

LPPNI AFGVTALVNSSAPQIT EVFVDDNPKPAATFQGAGTQDANLNTQ VNSGKGKVRW

LPPHI KFGVTALTHAANDQT! DI YI DDDPKPAATFKGAGAQDQNL GTKVL DSGNGRVRVI
oco  ©|2|laoo cax

T * o kkx ek

MUSCLE

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

Rychlejsi ur€eni ,vzdalenosti* dvou sekvenci
Tzv. log-expectation skérovaci funkce
Refinement metodou restricted partitioning

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

Postup:

« Sestaveni matice pro kazdou dvojici sekvenci, uréeni jejich
,vzdalenosti“ a sestaveni matice vzdalenosti (distance matrix)

* Na zakladé distance matrix je sestaven prvni pfibuzensky strom
(tree)

« Skladani sekvenci v poradi dle tree1 od vétvi ke kmenu —
v kazdém rozvétveni je vytvoren profil, ktery pfi dalSim porovnavani
nahrazuje ptvodni sekvence — vysledkem je prvni MSA
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Algoritmus MUSCLE (podobne PRRP a MAFFT)

. Prepocitani vzdalenosti
sekvenci na zakladé vznikiého
MSA1 — tvorba druhé distance ~ __
matrix (D2)

. Na zakladé D2 sestaven

vylep$eny pFibuzensky strom e o s

(tree2) 1;

. Progresivni alignment (viz bod .
3) na z&kladé tree2 — vytvoreni
druhého MSA

. Refinement — rozdéleni
vzniklého stromu na dvé Casti a
vytvofeni MSA pro kazdou
z nich. Pokud je vysledny
alignment lepsi, je zachovan.
Toto se opakuje do
konvergence (zadna dalsi
zména nevede k lepSimu
vysledku) nebo do uréeného
poctu kroku

DalSi skérovaci schémata (scoring
schemes) pro pairwise alignment

Algoritmy zalozené na matici (matrix-based algorithms) —
napf. ClustalW, MUSCLE; pomoci substitu¢ni matice je
pfislusné dvojici (AK) pfifazena hodnota. Rozhoduje
pouze identita téchto dvou AK, pfipadné jejich nejblizsi
okoli (viz. napf. BLAST)

Schémata zalozena na konzistenci (consistency-based
schemes) — poprvé v T-Coffee, dale v PCMA, ProbCons,
MUMMALS, MAFFT, aj. Vychazi z nejlepSich moznych
alignment( kazdé dvojice sekvenci. Vyuziva ¢asto i data
z ruznych zdroju (napf. strukturni informace). Cilem je
dosahnout maximalni konzistence (vnitfni shody).

T-Coffee

http://www_tcoffee.org/Projects_home_page/t_coffee_home_page.!
(Tree-based Consistency Objective Function for alignment Evaluation

» Pomalejsi ale vyrazné presnéjsi nez ClustalW

» Je schopen kombinovat data z vice pfedchozich
alignmentu, které mohly byt vytvofeny rlznymi
postupy (lokalni, globalni, strukturni
podobnost,...)

Hlavnim rozdilem oproti tradi¢nim metodam
progresivniho alignmentu je pouziti pozi¢né
specifického skoérovaciho schématu (extended
library) namisto substitu¢ni matice.

T-Coffee

1)  Provedeni pairwise alignmentt
pro v8echny dvojice sekvenci
pomoci globalniho a pomoci
lokalniho alignmentu (dve
primarni knihovny).

2)  Jednotlivym pairwise
alignmentim je pfifazena vaha
podle poméru poctu identickych
residui k celkovému poctu
residui.

3) Kombinace obou knihoven.
Pokud je rozdil v globalnim a
lokalnim alignmentu, jsou
zachovany oba s prisluSnou
vahou. Vznika pozi¢né
specificka matice (extended ]

library), ktera je dale pouzita

pro viastni progresivni

FRIMARY LIBRARY

\J
EXTENSION

EXTENTHD LIBRARY

PROGRESSIVE ALIGNMENT

alignment.
ZlepSeni pfesnosti — RozSifeni
strukturni informace konzistentniho Q;‘ encaes J_‘
modelu ' '

» Sekvence s vys$si homologii (>40%) — vysoka
pfesnost alignmentu

* Bez homologie — nepouzitelné

* Tzv. twilight zone — malo podobné sekvence
(niZ8i nez 20% homologie) = patna (méné nez
30%) pfesnost alignmentu

Reseni: nejéastsiji vyuZiti znalosti strukturni
podobnosti (2D nebo 3D), ktera se behem
evoluce zachovava vice nez sekvence AK.

Template-based alignment
metody — vytvari
alignment na zakladé
strukturni informace
znamych homologu
jednotlivych sekvenci v
PDB databazi nebo
ziskava “profil” sekvence
na zakladé homolognich
sekvenci (pomoci
BLASTu)

Vyhoda: vy$si pfesnost

T-Cotien Primary Library

[ ——
s

e Tomphn 1 s g
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Expresso

« Je zalozeno na 3DCoffee

Expresso je MSA server, ktery srovnava sekvence
za uziti strukturni informace. Po zadani sekvenci
vyhleda v databazi struktur (PDB) pomoci
BLASTu homology a pouzije je jako templaty pro
nasledny alignment zadanych sekvenci pomoci
metod MSA zalozZenych na struktufe (napf. SAP,
Fugue).

Benchmark (srovnavaci testy)

BAIIBASE - Prvni vytvofena sada
benchmarkovych test pro multiple alignment
programy (Thompson et al., 1999) — byla
vytvofena pomoci manualné provedeného
alignmentu

Na zakladé srovnani 3D struktur byly vytvofeny
dalsi sety:
HOMSTRAD [Mizuguchi et al., 1998].
OxBench [Raghava et al., 2003]
PREFAB [Edgar, 2004]

Existuji i specificky zamérené
benchmarkové sety, napf.

IRMBASE [Subramanian et al, 2005] —
nahodné (nepfilozitelné) sekvence s
vlozenymi motivy. Slouzi k testovani
metod pro lokalni alignment

BaliBASE — ukazka alignmentu

I

3

i
for
F

SEEFIIAI

Perrodou et al. BMC Bioinformatics 2008
9:213 doi:10.1186/1471-2105-9-213

Zopakovani / shrnuti

V¥ Alignment — pfiloZzeni sekvenci (2 nebo vice)
na zakladé podobnosti

V¥ Vyuziti pro hledani pfibuznosti sekvenci,
tvorba profila proteinovych rodin, aj.

¥ Rada program vyuzivajicich rozdilné ptistupy
— pouziti zavisi na vstupnich datech a ucelu

V Nejcastéji pouzivany (ClustalW)
neznamena nejpresnéjsi — kazdy
program je kompromisem mezi
presnosti a rychlosti

V Kazdy alignment potfebuje
lidskou kontrolu !!!

Local alignment

» For two-sequence comparisons, there is the
well-known Smith and Waterman (1981)
algorithm. Here we use Lalign

* For multiple sequences, the Gibbs sampler
(Lawrence et al., 1993) and Dialign2
(Morgenstern, 1999) are the main automatic
methods. These programs often perform well
when there is a clear block of ungapped
alignment shared by all of the sequences. They
perform poorly, however, on general sets of test
cases when compared with global methods

10
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