Zaklady bioinformatiky
Tutorial 2: Zarovnavani sekvenci

V tomto tutorialu si ukdzeme binarni a vicecetné zarovnavani nukleotidovych a aminokyselinovych
sekvenci. Zarovnavani sekvenci predstavuje optimalizaéni problém. Tento problém fesi
sofistikované algoritmy v riiznych programech a webovych serverech, ale my si jej na jednoduché
ukdzce mizeme vyfesit i ,,ru¢né®.

Pfi binarnim zarovndvanim sekvenci mame k dispozici dvé nukleotidové ¢i aminokyselinova
sekvence, které chceme zarovnat tak, aby bylo dosazeno maximalni skoére. Toto skore je dano tim
jaké baze nebo aminokyseliny jsou v zarovnani pod sebou a kolik a jak dlouhych mezer se
v zarovnani nachazi. Pfed tim, nez provedeme porovnani musime vybrat vhodnou podobnostni
matici a zvolit hodnoty ,,cen mezer* (gap open penalty a gap extension penalty). Podobnostni
matice pro zarovnavani nukleotidovych sekvenci miize vypadat naptiklad takto:

A G Cc T
10 -1 -3 -4
-1 7 -5 -3
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-4 -3 0 8
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Tato matice vyjadiuje, Ze naptiklad adenin je nejméné variabilni bazi (skore A-A = 10), zatimco
nejméné pravdépodobna je zaména cytosinu za guanin (skore G-C = C-G = -5). Skoére mizeme
vypocitat jako soucet ptispévkil jednotlivych dvojic ptes celé zarovnani. Pokud se v zarovnéani
nachézi mezery, pak se od skoére odecitaji ceny mezer. Nékteré programy maji jedinou cenu mezer.
Pak se od skore odecita tato hodnota pro kazdou mezeru. Jiné programy maji dvé ceny mezer (gap
open penalty a gap extension penalty). Pak se od skore odecita gap open penalty pro kazdy zacatek
a gap extension penalty pro kazdé pokraCovani mezery. Touto dvoji cenou mezer je mozné fidit,
jestli v zarovnani bude malo kratkych, malo dlouhych, hodné kratkych nebo hodn¢ dlouhych mezer.
Pokuste se vypocitat skére pro tato dvé alternativni zarovnani sekvenci s vySe uvedenou
podobnostni matici a s gap penalty rovnou 5 (pouze jedina cena mezer):

sekvencel AGACTAGTTAC
sekvence2 AAGTT----AC

sekvencel AGACTAGTTAC
sekvence2 AAG----TTAC

Pokuste se nalézt optimalni zarovnani sekvenci. Déle vypoctéte skore zarovnani sekvencel samu se
sebou a sekvence2 samu se sebou.

Binarni zarovnani sekvenci v redlu si ukdzeme na sekvenci mamuti cytochrom-c-oxidasy
a homologni sekvenci rostlinného enzymu. Najdéte si tyto sekvence postupem piedstavenym
v minulé hodin€. Dale najdéte v nastrojich EBI polozku EMBOS tools a program Needle. Tento
program vyuziva algoritmus podle Needlemana a Wunsche. Zkopirujete si sekvenci mamutiho a
vybraného rostlinného enzymu do kazdého ze dvou poli¢ek a zmacknéte Submit. Postup opakujte s
riznym nastavenim parametr Matrix, Gap open penaly, Gap extension penalty, ptipadné dalSich
parametri. K nim se miizete dostat pred spusténim programu zmacknutim tlacitka More options.
pouzity Needlemaniiv-Wunschitv algoritmus z principu vzdy nalezne optimalni zarovnani (i kdyz
mu to trva velmi dlouho), v pfipad¢ viceCetnych zarovnani pfedstavuje nalezeni optima velky,
vetSinou nefesitelny problém. My si ukaZzeme zarovnani na programu ClustalW2, ktery zdaleka ne
vzdy nalezne optimalni zarovnani. Program funguje tak, Ze nejprve zarovna kazdou sekvenci s
kazdou, vypocte jejich podobnost, vytvoii improvizovany fylogeneticky strom a nakonec na



zaklad¢ stromu vytvoii zarovnani. Naleznéte sekvenci mamuti cytochrom-c-oxidasy a homologni
enzymu z rostlin. Z nich vyberte vzorek napiiklad péti sekvenci. To je mozné provést tak, ze ve
vystupu z programu BLAST zmacknete tlacitko Clear a pak zaSkrtnete poli¢ka u jednotlivych
sekvenci. Nema cenu zaklikavat vice stejnych sekvenci. Pak vyberte format sekvenci Fasta a
zmacknéte Download. Sekvence zkopirujete do textového editoru. Je praktické zkratit oznaceni
sekvenci za ,,zobackem®, naptiklad je zredukovat na kod databdze UniProt. K rostlinnym
sekvencim mizeme piidat i sekvenci z mamuta. Nyni z nastrojii vyberte program ClustalW2, do
hlavniho okna vlozte zaznam sekvenci a zmacknéte Submit. Program vam vytvoifi vicecetné
zarovnani sekvenci ve formatu vlastnim programim rodiny Clustal. My budeme pro dalsi pouziti
chtit zarovnani sekvenci ve formatu FASTA. Ten ziskame tak, ze opét spustime program ClustalW?2 s
tim, Ze pted jeho spusténim zmackneme v polozce STEP 3 - Set your Multiple Sequence Alignment
Options tlacCitko More options a vybereme format vystupu Pearson/FASTA. Ziskame vystup ve
formétu FASTA.

Pro ziskani krasného zarovnani sekvenci do odborné publikace nebo absolventské prace je
mozné pouzit program ESPript3, ktery jako prvni z ndmi pouZzivanych servert neni soucasti portalu
EBI. Tento server najdete na strance http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/. Tento program nepocita
zarovnani sekvenci, pouze ze zadaného zarovnani vytvofi jeho grafickou reprezentaci. Pro pouZziti
programu musite uloZzit zarovnani z programu ClustalW3 ve formatu FASTA. Ten zkopirujte do
textového souboru a ulozte v Cisté textovém formatu (napt. #xt, nikoliv doc, docx a podobng). Dale
pokracujte zmacknutim Run ESPript, uploadujte sekvenci a zmacknéte Submit. Program vyzaduje
povoleni Pop-up oken. V jednom z nich se vdm objevi odkaz na vysledek. Je mozné vybrat
prezentaci ve formatu Postscript, PDF a PNG s riznym rozliSenim. Déle je mozné vybrat velikost
pisma, vySku fadku, barevné provedeni, velikost a orientaci stranky a mnoho dalSich parametra.


http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/

