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Dopasowywanie sekwencji
(ang. sequence alignment)

* Dopasowywanie (przyrownywanie) sekwencji polega na poréwnywaniu
dwach (ang. pair-wise alignment) lub wielu (ang. multiple sequence
alignment) sekwencji poprzez poszukiwanie serii pojedynczych znakow
lub wzorcow znakowych, ktdre wystepujg w tej samej kolejnosci w
sekwencjach

- w najprostszym przypadku polega na ustawieniu (zapisaniu) dwéch sekwencji obok
siebie, tak aby wzajemne przypisanie znakéw byto jednoznaczne;

- identyczne lub podobne znaki sg umieszczane w tej samej kolumnie, natomiast
znaki, ktérych nie mozna dopasowac sg ustawiane w jednej kolumnie i oznaczane
jako brak dopasowania lub ustawiane naprzeciw przerwy (ang. gap)

* W przypadku optymalnego dopasowania, przerwy i braki dopasowania sq
tak ustawiane aby liczba znakéw odpowiadajacych sobie (identycznych
lub podobnych) byta mozliwie najwieksza

— sekwencije, ktdre bez problemu potrafimy w powyzszy sposéb ustawi¢ okreslane sg

mianem podobnych
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Homologia a podobienstwo sekwencji

* Jezeli dwa geny (lub kodowane przez nie biatka) pochodzg od wspélnego
ewolucyjnie przodka => wykazujg homologie (sg homologiczne)
- odroznienie homologii od podobienistwa jest istotne

homologia sekwencji jest wnioskiem o pokrewienrstwie, ktéry mozna wysnu¢ z
podobienstwa

— jezeli stopien podobienistwa sekwencii jest odpowiednio wysoki to mozna
whnioskowac o ich pokrewieristwie ewolucyjnym o,
- wazny jest rodzaj sekwencji (w sekwencjach
nukleotydowych tatwiej o przypadkowe
podobienstwo) oraz ich diugo$¢ (krotkie
sekwencyjne wymagajg ostrzejszych [
kryteriow przy wnioskowaniu o homologii) S S s
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[J. Xiong: Podstawy bioinformatyki, WUW]
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Rodzaje dopasowania

* Dopasowanie globalne - dokonywana jest préba wzajemnego ustawienia
catych sekwencji

. . . . , LGPSSKOQTGKGS-SRIWDN
- wykorzystujgca jak najwieksza liczbe znakow ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘
i rozciggajaca sie pomiedzy koricami kazdej e ns s
z sekwencji

- stosowane w analizie sekwencji 0 duzym stopniu podobienstwa i zblizonej diugosci
* Dopasowanie lokalne - wychwytywane sg odcinki sekwencji zawierajace

najbardziej “geste” dopasowanie, tworzg one jedng lub wiele wysp w
ramach wzajemnie ustawionych sekwencji

— stosowane w sytuacji gdy sekwencjesg =~ T~ T "7 sl 0 a e
podobne jedynie na pewnym odcinku; ‘ ‘ ‘
gdy sekwencje roznig sie dugosciglub """~ RERS—sanEaes

gdy sekwencje wspdtdzielg pewne utrwalone obszary
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Znaczenie dopasowywania sekwencji

* Niezbedne w odkrywaniu funkcjonalnej, strukturalnej i ewolucyjnej wiedzy
0 biologicznych sekwencjach (szczegéinie wazne jest optymalne dopasowanie)

- najbardziej zblizone sekwencje zapewne maja takie same funkcje (np. podobne
funkcje biochemiczne i strukture 3D w przypadku biatek)

- jezeli dwie sekwenciji z dwéch A B
odmiennych organizméw sg s ;
zblizone by¢ moze istniata duplication [
sekwencja je poprzedzajaca @ane dupiicition
(przodek w procesie ewolucji)

- podobienistwo sekwencji nie
musi jednak by¢ zwigzane z
ewolucjg genu przodka - mozliwe
jest upodobnienie sie (takie same’
funkcje) w procesie ewolucji

T " . Convergent
— przeniesienie informacji genetyczne ; Transfer of
p g y ! evolution genetic info
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Metody dopasowywania sekwencji

* Metoda kropkowa (ang. dot matrix) - zwykle stosowana jako pierwsza, pokazuje
wszystkie mozliwe dopasowania w postaci linii uko$nych; pozwala na bezpoSrednie
wykrywanie wstawek i brakéw oraz powtérzen (réwniez odwrdconych) - moze to by¢
trudniejsze przy wykorzystaniu bardziej “automatycznych” metod

* Programowanie dynamiczne - szeroko stosowana metoda, gwarantuje
odnalezienie optymalnego ustawienia wzgledem zadanego systemu oceny; opracowano
usprawnienia metody o zlozono$ci bliskiej liniowej (zaréwno czas jak i pamie¢)

- globalne dopasowanie (Needlemann-Wunsch, 1970)
- lokalne dopasowanie(Smith-Waterman, 1981)

* Metody bazujace na stowach (ang. word or k-tuple) - dopasowujg sekwencje
bardzo szybko; najpierw wyszukiwane sg identyczne krotkie odcinki w sekwencjach
(nazywane stowami) a nastepnie sg one ustawiane przy uzyciu programowania

dynamicznego; wykorzystywane do przeszukiwania catych baz sekwencji w celu
odnalezienia najbardziej podobnej sekwencji do zadane;j

- FASTA i BLAST (metody heurystyczne)
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Metoda kropkowa

* Podstawowq zaletq jest fakt, Zze wszystkie powigzania pomiedzy
sekwencjami sg przedstawione (zwizualizowane) pozostawiajac

badaczow_l wybor najbardziej znaczacych ACGTATCR
* Konstrukcja: A * * *
— pierwsza z sekwencji wypisywana jest u gory od lewej ; LT
do prawej, druga od gory do dotu po lewej stronie A . .
- kropka (punkt) pojawia sie wszedzie tam, gdzie T *  *
wystepuje dopasowanie G *
* Detekcja dopasowanych regiondw moze by¢ T oo
G *

poprawiona przy uzyciu filtracji
- zamiast pojedynczych znakéw poréwnywane w danym momencie jest okno
zawierajgce zadana liczbe kolejnych znakoéw i punkt jest rysowany tylko wtedy, gdy
okre$lona minimalna liczba znakéw jest zgodna
- zwykle wigksze okno uzywane przy sekwencjach DNA (potencjalnie duza liczba
przypadkowych dopasowan, tylko 4 znaki), typowo 10 zgodnych sposréd 15
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Przyktady analizy kropkowej sekwencji
DNA
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Programowanie dynamiczne w
dopasowywaniu sekwencji

* Metoda, ktéra moze by¢ stosowana zaréwno do sekwencji DNA jak i
biatek

* Gwarantuje odnalezienie optymalnego dopasowania przy czym
uzyskiwane dopasowanie jest zalezne od przyjetego systemu oceny

*  Wiele réznych ustawien moze uzyskiwac zblizony wynik oceny w
stosunku do najlepszego i w takiej sytuacji nalezy je przeanalizowac

W standardowej formie ztozono$¢ metody jest kwadratowa lub nawet
wyZsza oraz wystepujg znaczne wymagania pamigciowe co ograniczato
wykorzystanie metody w przypadku dtugich sekwencji; zaproponowane
zostaty jednak usprawnienia znacznie redukujgce wymagania, bez
poswiecania pewnosci dziatania
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Ocena dopasowania

* Jakos¢ dopasowania sekwencji jest wyliczana na bazie przyjetego
systemu oceny, ktory
- preferuje dopasowanie identycznych lub podobnych aminokwaséw
- karze dopasowanie “odlegtych” aminokwaséw oraz wystepowanie przerw
* Do tworzenia systeméw oceny wykorzystane sg informacje
zaobserwowane w powigzanych biatkach i dotyczace roznigcych ich
elementow

- prawdopodobieristwa wystapienia konkretnych par aminokwaséw w podobnych
biatkach

- prawdopodobienstwo przypadkowego wystapienia pary aminokwasow przy
zatozeniu, ze niektére aminokwasy wystepuja czesto a inne rzadko

- prawdopodobienstwo, ze wprowadzenie przerwy w jednej z sekwencji pozwoli lepiej
dopasowac dalsze czesci sekwencii

* Im uzyskany wynik jest wyzszy tym lepiej
Informatyka Biomedyczna Wyk. 2 Slajd 10z 17

Macierze zastepstw aminokwasow
(ang. substitution matrix)

* Kazda komdrka macierzy podaje stosunek zaobserwowanej czestosci
zastgpienia pomigdzy parami aminokwasow w powigzanych biatkach do
czestosci przypadkowej zamiany wyliczonej na podstawie czestosci
wystepowania konkretnych aminokwaséw w biatkach - tzw. szanse (ang.
odds scores)

- Dayhoff PAM (Percent Accepted Mutation) - rodzina macierzy, w ktérych podane sg
prawdopodobienstwa zamiany jednego aminokwasu na inny w sekwencjach
homologicznych biatek w procesie ewoluciji; kazda z macierzy zawiera
prawdopodobierstwa zmian w zadanych okresie czasu ewolucji; wartosci zostaty
uzyskane na podstawie 1572 zmian w 71 grupach sekwenciji biatek, ktére majg co
najmniej 85% podobienstwa; np.PAM250 (reprezentuje poziom 250% zmian i
odpowiada podobiefstwo ok. 20% )

- BLOSUM (Blocks Amino Acid Substitution Matrices) - wartosci wyliczone na podstawie
wymian aminokwasdw w zbiorze ~2000 utrwalonych wzorcow (nazywanych blokami);
bloki te zostaty odnalezione w bazie ponad 500 rodzin powigzanych biatek; np.
BLOSUM®62
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Przyktady macierzy zastepstw
aminokwasow

Macierz moze zawiera¢ wartosci dodatnie i ujemne, odzwierciedlajace
prawdopodobienistwo zastepstwa
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Przyktad oceny dopasowania

Algorytm

sequence 1 ¥V D S5 - C ¥ o i i
sequence 2 V E S L C ¥ Wykorzystywane sg 2 pomocnicze macierze
SCORE 4 2 4-119 7 SCORE = SUM OF AMINO ACID PAIR SCORES - macierz “wynikéw” (ang. scoring matrix) w poszczegoinych komérkach zapisywany
(26) AR oTVeLe OhP PERATIT (113 15 jest wynik najlepszego mozliwego dopasowanie (z uwzglednieniem przerw)
osiagnietego na podstawie dotychczas przeanalizowanych sekwencji; wypetniana
1. SCORE OF NEW = SCORE OF PREVIOUS + SCORE OF NEW krokowo na podstawie wyliczonych wczesniej warto$ci oraz informacii
ALIGHMENT ALIGHMENT (A) ALIGNED PAIR bezpo$redniego dopasowania
vV D §8 - C ¥ ¥ D § - C ¥ - macierz przej$¢ (ang. back-track matrix) - w poszczegélnych komérkach zawiera
vVESLTCZY vV EEILC ¥ najwyzej ocenione przejscie do rozpatrywanej komérki (zapisywane podczas
15 = 8 & 7 gzupeiniania mapierzy wynikdw); mozliwa jest sytuacja w ktérej dwa przejécia sq
jednakowo ocenione
IT. SCORE OF =  SCORE OF PREVIOUS + SCORE OF NEW * Po wypetnieniu macierzy, wyszukiwana jest komorka z najwyzszym
ALIGNMENT (2) ) e wynikiem w ostatnim wierszu lub kolumnie i posuwajac sie ku poczatkowi
vyD§ - C VD § - c odtwarzane jest dopasowanie
vy E § L C VvV E 8§ L Cc i . o, . Lo
. : ; ¢ Ponadto koricowe przerwy (jedna sekwencja konczy sie wczesniej niz
- - + , . .
druga) moga by¢ uwzglednione w wyniku
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. : : o Zmodyfikowany algorytm - dopasowanie
Wyliczanie macierzy wynikow
lokalne
l . _ * Lokalne dopasowania sg czesto bardziej Hy=max { Hi-a,j- 1 + slabj),
Sy=max | 5, ;- +siaby),

I

I

I

:

I

Si_1.j-1 !
+sia; by i
I

I

T

I

T !
D Si oy W,

A=Y

]
i !
] ]
=y I=1

Su - wynik dotyczacy komérki i j

s(ab) - wynik dopasowania znakow a;i b; na

pozycjach odpowiednio i

w, - kara za przerwe dtugosci x w pierwszej sekw.
w, - kara za przerwg dfugosci y w drugiej sekw.
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max (Hy— 5 j— Wy,
x=1
max (Hyj—, — wl,
y=1

0
* Rdznice dotyczg przede wszystkim wyliczania !
macierzy wynikow:
- system ocen musi zawiera¢ negatywne wartosci dla brakéw dopasowania
- gdy warto$¢ macierzy wynikow powinna sta¢ sie negatywna, wartos¢ jej ustawiana
jest na zero (de facto oznacza to zakohczenie dopasowania w tym miejscu)
*Odcinki lokalnego dopasowania sg wyznaczane poprzez prze$ledzenie
przejs¢ rozpoczynajac od najwyzszych wynikéw i cofajac sie do komorki
zawierajacej zero

znaczace niz globalne, poniewaz zawierajg
wzorce zachowane w sekwencjach
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Przyktad globalnego i lokalnego
dopasowania

B. BESTFIT (Smith-Waterman algorithm)

Percent Similarity: 56.671 Percent Identity: 45.387 Oznaczenia:
104 TT\-’F?H\{OAGMFSDE LRTFT#\(GDAEH\T’VSTTKKA?DSAT\T’\T ETEGNS‘I\.H»‘R 153 | - identyczne aminokwasy
86 YPL | SWVSAGOMMEAVEPYHKRA | ENAHDTTVDGSEDSFWLDVQGDSMTA 135 : - duze podobienstwo

154 F‘TGSKPSFPDGMLI LVDPEOAVEPGDFCIAHLGGD EFTFKKLIRDSGOV 202 -7 mnle.]sze pOdObIenStWO

136 PAG LS PEGMI 1 LVDPEVEPHNGKLVVAKLEGENEATFKKLVMDAGRK 183

TTTT?TTT i pCT ESCS\NGKV I AS 229 A. GAP (Neadleman-Wunsch algorithmj
PLNPQYPMIEINGNCK \ \ GVVVDA 210 Percent Similarity: 44.651 Percent ldertity: 38.279

1 MSTKKKF‘LTOEOLEDARF\L KAIYEKKKNELGLSOESVADKMGMGOSGVGA 50

1 MNT .QLMGER . N HAF\RKK LKI HOAALGKMVGVSNVAI SO ar
ROZpOCZQCIe przerwy _11 51 LFNGI NALTAYNAAL\TAT | LKV\‘SVE EFSPS ! AHE | YEMF’EAVSMOPSL‘HS 100
przedh“lzenle -8 a8 WERSETEF‘NGENLLALSKA LOGSPDYLLKGDLSOTNVAYHS .RHEPRG &4

101 EYEYPVFSHYQAGMFSPEL RTFTKGDAERWVSTTKKASDSAFWLEVEGNS 150

85 . .SYPLI|SWVSAGOAMEAY EPYHKRA | ENWHDTTVDCSEDSFWLDVQGDS 132

151 MTAPTGSKPSFPDGML | LY DPEQAVEPGDFG | ARLGGD . EFTFKKL IRDS 199
ot 1L bl |1V BbLvepembivihil ebinkabkkLinba o
200 GQVFLOPLNPQYPM|PCNE SCSVVGKV I ASO.“.’PEET FG 237
181 (‘SRKll:Il;Ké‘I‘J‘JIL(lJ“(F“h‘.'I! EIILG NCKI IGVVVDAKLAN LP 218
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