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wyszukiwanie sekwencji podobnych

Wyszukiwanie sekwencji w bazach danych pozwala odnalez¢ sekwencje podobne do sekwencji bazowej (ang.:

query).
Zidentyfikowane sekwencje na zasadzie podobienstwa pozwalaja na przewidywanie funkcji i struktury

nieznanej sekwencji.

Przewidywanie wtasciwosci na podstawie podobienstwo dwdch lub wigcej sekwencji stanowi potezne narzedzie i
podstawe analizy bioinformatycznej.
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{ A) Alignment of Cro sequences generated from sequence similarity searches of microbial genomes using
previously annotated Cro sequences. Alignment corresponds to residues 1 — 58 of P22 Cro and 5 — 58 of T Cro.
Sequences are named as described in Materials and Methods . RCRO T LAMBD, T Cro; RCRO = BPP22, P22 Cro. (
B ) Portion of Z Cro showing ball-and-socket dimer interface and Ala-33 and Phe-58 side chains. Different
monomers are shown in blue and red. { C ) Model of Z Cro-A33W showing Trp-33 occupying a portion of the
hydrophobic socket and clashing sterically with the Phe-58 ball. { D ) Model of Z Cro-A33W F58D.




Kazda para sekwencji DNA bedzie wykazywac pewien
stopien dopasowania.

W trakcie analizy konieczne jest rozréznienie dopasowania
losowego od faktycznej ewolucyjnej zgodnosci sekwencji
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Pierwszym krokiem analizy jest
dopasowanie lub przyréwnanie sekwencji wzgledem siebie
Przyréwnanie odczytuje sie
od lewej do prawej
Interpretacja wymaga oznaczenia
Pozycji zgodnych
Pozycji niezgodnych
Przerw
Interpretacje przeprowadza sie kontekscie zmian
ewolucyjnych

Unaligned sequences

Human AC TATGGA] GTAA AAAAACATAT,
Chimpanzee TATGGA A GTAA AAAAACATAT
Macaque A'r ACATTA ACAG AGTAAAAACA
Aligned sequences

Human ACA

AT ABA A AAAAACATATT
i AT AGA A AAAAACATATT
Macaque ATATACA A C ABA A AAAACAT

Chimpanzee ACA




Insercja (interkalacja)

najczesciej spontaniczna mutacja genu polegajaca
na wstawieniu krotkiej sekwencji DNA w obrebie
pojedynczego genu albo wstawieniu dtuzszego
fragmentu chromosomu.
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Delecja

zmiana w materiale genetycznym polegajaca na
utracie jego fragmentu. Ubytek taki moze
obejmowac od jednego lub kilku nukleotydow
(mutacja punktowa), poprzez ubytek wiekszych
fragmentow gendw, catych gendw lub ich grup
(strukturalna aberracja chromosomowa), az po cate
chromosomy (liczbowa aberracja chromosomowa).

Unaligned sequences

Human ACABTATGGABAGGTAA AAAAACATAT
Chimpanzee AC TATGGABAGGTAA AAAAACATAT
Macaque AT ACATTABGEGACAG AGTAAAAACA

Aligned sequences

Human ACA AT AGA A AAAAACATATT
Chimpanzee ACA ATEGGARBA A AAAAACATATT
Macaque ATATACAEBEBACGGEGARBA A AAAACAT




Dopasowanie sekwengji

Warianty:

e identyczne sekwencje

e sekwencje z btedami
(ang. match & mismatch)

e insercjeidelecje
konserwacja

ATGGCATGCCTGATC
[ANSNRRRNRNRRRY
ATGGCATGCCTGATC

MSTPAGSDQERMILV
IEEEEEEEennd
MSTPAGSDQERMILV

ATGGC-TGCCTGATC

TEEEE TR 1
ATGGCATGCC-GATC

MSTPA-SDWERMILV

FEEEE e el
MSTPAGSDQE-MILV

MSKMAGSNVERMILV
[AER R RN RN ES|
MSRVAGSDIERMIMV

Interpretacja wymaga oznaczenia
Pozycji zgodnych
Pozycji niezgodnych
Przerw

112 31/31 - 100% zgodnosci
113 22/31 - 70% zgodnosci

Kluczowym elementem oceny jest przyznanie
odpowiedniej punktacji przerwom:

Za otwarcie

Za wydtuzenie lub

Proporcjonalnie do dtugosci

Unaligned sequences

Human ACAMTATGGABAGGTAA AAAAACATAT
Chimpanzee AC TATGGABAGGTAA AAAAACATAT
Macaque ATAMACATTABGEBACAG AGTAAAAACA

Aligned sequences

Human ACA AT ABA A AAAAACATATT
Chimpanzee ACA AT AGA A AAAAACATATT
Macaque ATATACA A C ABA A AAAACAT




Ocena dopasowania

Interpretacja wymaga oznaczenia
Pozycji zgodnych
Pozycji niezgodnych
Przerw
Kluczowym elementem oceny jest przyznanie
odpowiedniej punktacji przerwom:
Za otwarcie
Za wydtuzenie lub
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Odnalezienie odpowiedniego dopasowania sekwencji wymaga zastosowanie zaawansowanych technik obliczeniowych, np.:
programowania dynamicznego.

Programowanie dynamiczne opiera sie na podziale rozwigzywanego problemu na podproblemy wzgledem kilku
parametrow. W odrdznieniu od techniki dziel i zwyciezaj podproblemy w programowaniu dynamicznym nie sg roztaczne,
ale musi je cechowac wtasnosc¢ optymalnej podstruktury. Zagadnienia odpowiednie dla programowania dynamicznego
cechuje réwniez to, Ze zastosowanie do nich metody sitowej (ang. brute force) prowadzi do ponadwielomianowej liczby
rozwigzan podproblemow, podczas gdy sama liczba réznych podproblemow jest wielomianowa.




opartY na programowaniu dynamicznym,
umozliwiajacy znalezienie optymalnego globalnego
dopasowania dwdch sekwengji.

Jest czesto wykorzystywany w bioinformatyce jako
jednoz narz%:izi do poszukiwania uliniowienia
sekwencji nukleotydowych lub aminokwasowych.

Zostat stworzony przez Saul B. Needleman'a i
Christian D. Wunsch'a oraz opublikowany w roku
1970. Dzieli on wiekszy problem obliczeniowy (np.
caty sekwencje) na mniejsze problemy, i uzywa
rozwigzaf mniejszych probleméw do znalezienia
optymalnego rozwigzania duzego problemu.

Needleman-Wunsch

match =1 mismatch = -1 gap =-1
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bazujacy na programowaniu dynamicznym
umozliwiajacy poszukiwanie optymalnych lokalnych
dopasowan sekwencji.

Algorytm zostat opracwany przez Temple F. Smith i
Michael S. Waterman w 1981 1.
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Typy dopasowan

Global alignment

N C
Needleman and Wunsch (1971|
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Local alignment
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Kazda para sekwencji bedzie wykazywa¢ pewien poziom
podobiefistwa.

Podobienstwo nie Swiadczy o wspolnym pochodzeniu lub
wtasciwosciach - moze mie¢ ono charakter losowy.

Sekwencje homologiczne to sekwencje pochodzace od
wspdlnego przodka.

Dwie lub wiecej sekwencji nigdy nie bedzie homologiczne
w 50%.

Dwie lub sekwencji moze posiadac 50 % podobierstwa co
moze swiadczy¢ o homologii pomiedzy nimi.

Ortologi

dwa homologiczne geny wystepujace w odrebnych
gatunkach posiadajace te same funkgje.

Paralogi

dwa homologiczne geny u tego samego (lub odrebnego)
gatunku posiadajace rozne funkgje.




Glycine Valine Leudine Isoleucine
(Gly. G) (val,v) (Leu.t) (e, 1)
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Arginine Histidine
(Arg.R) ) (His, H)

Cysteine Proline
©ys.0) (Pro, P)

Dopasowanie sekwencji aminokwasowych

Q{{DLI??R\’IHIKIYFS?IH‘?I QdIDLyl‘Al}C‘i\YPS“ﬂ‘G'H
IEVRTAKCAYPGWSGHY IEVRTAKCAYPGWSGHY

v v

cls PITATGI[N E HIRIKIM[ T tTVIFTvYTw
Clol T~ - Slal3|3l3l3lalalalalz2l2]2
11 a - a2l 212121213
2 > 3] 4] 4 5 =
= 31 2| 4
= =8 B x z 4l 3]-3.13]4
2] - a

= |2 ] z x 2] 2 z

2|2 2lalal3| 313|313 ]l3l3]0 5 3
2221312323222l 2alalal- 712
W2 3|3 af3]: e 21 - a1l 321 2

* BLOSUM62 matrix *
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Homologia przejawia sie czesto znaczacym PRI s
podobiefistwem w:
SEkWEnCJI nUklEOtydOWEJ; Saccharomyces cerevisiae 12 6700
Drosophila melanogaster 169 13,900
sekwencji aminokwasowej; Dorio rerlo 1500 26,000
strukturze przestrzennej. gmmy" - e
Oryza sativa 488 57,000
Problem: Identyfikacja w oparciu o ktérg ceche ————
bedzie najwydajniejsza?
ademna
Klasyfikacja przyréwnan (ang. YW);; ]
sequence alignment): "gﬂ?q
. 9 ‘uanlnacﬁozynau{m:s
nukleotydowej: : : -
cztery elementy poréwnawcze w ,
Aminokwas (1) u’ Aminokwas (2) u

tripletach.

sekwencji aminokwasowej:
20 jednostek porownawczych.

strukturze przestrzennej:
struktura I, I, Ill, IV rzedowa
defmIUJaca przestrzenne
utozenie atomow.

Wiazanie
peptydowe
W




1:1

Przesuniecie sekwencji wzgledem siebie i obliczenie

punktacji przyrdwnania (ang. score).
1:1+ przerwa (ang. gap)

Celem lepszego dopasowania wprowadza sie w sekwencje

przerwy celem kompensacji insercji lub delecji
nukleotydow.
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Mutacje (zmiana tozsamosci, usuniecie lub dodanie aminokwasu/domeny) na poziomie genetycznym zachodza tylko w

okreslonych warunkach i gdy nie wptywaja na strukture lub funkcje kodowanego biatka

Problem: jak ocenic podobieristwo sekwencji uwzgledniajac zmiany ewolucyjne?




AMINO ACIDS AND

CeChy kOdU DN A: THEIR SYMBOLS CODONS MEMORY AID
A Ala Alanine GCA GCC GCG GCT Alanine
Tréjkowy b A fopaicad  GACGAT Mpae acid
hod £ the mremiine TICTIT it
Nlezac 0 Z c G CI\)S/ Gi\)s/cimise GGA GGC GGG GGT Q:Zcimise
o e
Bezprzecinkowy E tﬁ tﬁz:\e m#g CTACTC CTG CTT %eljc?:l:cemw Lysnein thesiphabet
M Met Methionine ATG Methionine
Zdegenerowany P b poime . concecccaect Boine
rézne kodony umoiliwiaja kodowanie tego samego R W9 At AGAAGG COACGCCOGCGT sigrine
. . . . ’ S Ser Serine AGC AGT TCATCCTCG TCT  Serine
aminokwasu, tzn. prawie wszystkie aminokwasy moga by¢ T Th Theomne  ACAACCACGACT Threonine
. 7 VvV Vval Valine GTA GTC GTG GTT Valine
zakodowane na kilka sposobdw. W OTp T 166 Wiiophn
Czes¢ zmian w informacji genetycznej w wyniku mutacji x " anyamino acid ;
nie znajduje swojego odbicia w sekwencji aminokwasow.
Jednoznaczny
Kolinearny
Uniwersalny
. . .o Small Proline
Zmiany ewolucyjne mogq zachodzic w
’ .o
dwdch obszarach sekwencji: ) /_
A N
. . . Q
kluczowym, czyl|.0bs.zarze' odpowiedzialnym za A. _ @ i
konkretna funkcje biologiczng; iphatic
powtoce, czyli obszarze odpowiedzialnym za TSN
uformowanie struktury biatka ale nie bioragcym )
P . . [ Aromatic | w
bezposredniego udziatu w katalizie. o
Positive
Hydrophobic

Zachodzace mutacje w obszarze kluczowym maja
tendencje do zamiany aminokwasow na inne o
podobnych wtasciwosciach fizykochemicznych.

Np. zamiana hydrofobowych aminokwasow w rdzeniu
biatka (Leu, Ile, Val).




Problem: Jak przyréwnac sekwencje

zawierajace mutacje? Ba

Ocenie jakosci przyrdwnania sekwencji biatek 22 . 07 2,

zawierajacych mutacje stuzg macierze sozoime e

substytucji (ang. substitution matrices). L3

Stuzq one do o_cgnﬁlpodobieﬁstwa pomiedzy K2 sa 023212 s
aminokwasami i obliczenia punktacji dla Pl % Bt 1 8 238 Lk
konkretnego wariantu przyréwnania. R
Uwaga: przerwa w sekwencji ma zawsze ujemng ‘ e

wartos¢ punktowg!

PAM (ang. Accepted Point Mutation)

PAM250 to macierz zawierajaca punktacje dla drogi ewolucyjnej rownej 250 akceptowalnym mutacjom punktowym na
100 reszt aminokwasowych.

Macierze PAM oblicza sie przez przyrownanie i poréwnanie zmian ewolucyjnych w blisko spokrewnionych biatkach a
nastepnie ekstrapoluje sie te wartosci na dalsze ‘odlegtosci’ ewolucyjne.
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PAM jest miarg zmian ewolucyjnych.

W praktyce, 1 PAM jest miara zmian ewolucyjnych,
w trakcie ktére/ch 1% aminokwasow biatkowego
produktu analizowanego genu ulegt zmianom.

Macierz PAM zostaty wprowadzone przez Margaret
Dayhoff w1978.

Wartos$ci zawarte w macierzy zostaty ustalone w
oparciu o obserwacje 1572 mutaﬂi wystepujacych
drzewach filogenetycznych 71 rodzin blisko
spokrewnionych biatek. Badane biatka zostaty
wybrane jako w oparciu o ich wysokie podobiefistwo
ze swoimi przodkami.

Wykorzystane dopasowania biatek miaty ponad 85%
identycznosci.

BLOSUM (ang. BLOcks SUbstitutio Matrix)

Punktacje macierzy BLOSUM ustala sie w oparciu o przyréwnanie i porownanie segmentow sekwencji ewolucyjnie

spokrewnionych biatek.

Im mniejszy numer identyfikacyjny macierzy BLOSUM tym dtuzsza odlegtos¢ ewolucyjna.




Macierze BLOSUM zostaty opracowane w oparciu o
analize lokalnych dopasowani spokrewnionych
fragmentow sekwencji.

W wyniku analizy spokrewnionych i
zakonserwowanych sekwencji nie zawierajacych
przerw w bazie danych BLOCKS ustalono
czestotliwos¢ wystepujacych mutacji. Nastepnie
dokonano obliczenia odpowiednich parametréw dla
wszystkich potencjalnych 210 zmian dla wszystkich
standardowych 20 aminokwasow.

Macierze BLOSUM zostaty wprowadzone przez
Steven Henikoff i Jorja Henikoff w 1992 r.

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gin
Glu
Gly
His
lle
Leu

Met
Phe
Pro
Ser
Thr
TP
Tyr
val

4
-1 5
-2 0 6
-2 -2 1 6

0 -3 -3 -3 9
-1 1 0 0 -3 5
-1 0 0 2 -4 2 5

0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6
-2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8
-1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

-1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4

-1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1-3 -2 5

-1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5

-2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6

-1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7

1 -1 1 0 -1 0 0 0-1-2 -2 0 -1 -2 -1 4

0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2-1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5

-3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2-3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11

-2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2-1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7

0 -3 -3 -3 -1 -2-2-3-33 1-2 1-1-2-2 0-3-1 4

Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

PAM
PAM100
PAM120
PAM160
PAM200
PAM250

BLOSUM
BLOSUMS0
BLOSUMS0
BLOSUM®62
BLOSUMS0
BLOSUMA45




przeszukiwanie baz danych
BLAST i FASTA
parametry oceny wynikow wyszukiwania

Wyszukiwanie oparte o homologie sekwencji jest metoda ekstrakeji danych ze specjalistycznych baz bioinformatycznych
majace na celu odnalezienie i wyznaczanie statystycznie znaczacego podobienstwa pomiedzy sekwencja analizowang a
zgromadzonymi danymi.

W przeciwienstwie do algorytméw dynamicznych celem jest identyfikacja podobienstwo pomiedzy wiecej niz dwoma
sekwencjami.




FASTA oraz BLAST posrednie rozwigzanie problemu przeszukiwania duzych baz danych.
Obydwa pakiety oprogramowania nie gwarantuja rownie doktadnego jak w przypadku algorytmow
dynamicznych dopasowania sekwencji ale pozwalaja w zadowalajacym czasie odnalez¢ sekwencje homologiczne.

Zasada dziatania jest:
Podziat sekwencji analizowanej na mniejsze fragmenty, stowa (ang.: words).
Wyszukiwanie zgodnosci mozliwie najwiekszej liczby stow pochodzacych z analizowanej sekwencji z sekwencjami w bazie
danych.
Rozbudowe dopasowania poprzez rozszerzenie wstepnych przyrownan.

FASTA (ang.: FAST-ALl)

Umozliwia wyszukiwanie w bazach danych w parach: e
Biatko:biatko ; a sample sequence in FASTA forma
DNA:DNA DSKGSSQKGSRLLLLLWSTH QGWVSTE
Ttumaczona sekwencja biatkowa:DNA

SMCHU - Calmodulin - Human, rabbit, bovine, rat, and chicken

FASTA wykorzystuje zadang sekwencje nukleotydowa lub
biatkowa do przeszukania bazy danych w celu znalezienia
IOkalnyCh dopaSOWaﬁ. >gi|5524211|gb|AAD44166.1| cytochrome b [Elephas maximus maximus]
Identyfikacja regiondw o wysokim dopasowaniu. SYLYSETMNTGINLLLTIMATAE MYV FRGOIGEHGATVIINL ESATRY 6
Kluczowym parametrem jest kmer.
Ponowne skanowanie i dopasowywanie.
Wstepne dopasowanie (cutoff).
Finalne dopasowanie z wykorzystaniem algorytmow dynamicznych.




BLAST (ang.: basic local alignmet search tool)
pozwala na wyszukiwanie w parach:

DNA:DNA (blastn)

biatko:biatko (blastp)

DNA ttumaczenie:biatko (blastx)

DNA ttumaczenie: DNA ttumaczenie (tblastx)

biatko: DNA ttumaczenie (tblastn)

megablast

PSI-BLAST

Query sequence PQGEFG
—

Word 1. pogs
Algorytm BLAST: Moo,

Analiza sekwencji w celu usuniecia regiondw o niskimwes. oz,

skomplikowaniu Wot 21

Wygenerowanie listy stow o zadanej dtugosci k
Wygenerowanie listy high -scoring word(s)
Gtowna rdznica w stosunku do algorytmu FASTA.
Sortowanie i analiza listy stow

Identyfikacja high-scoring pairs

Wygenerowani i analiza HSP

taczenie fragmentéw HSP i finalne doapsowanie

PSI-BLAST (ang.: position specific iterative BLAST)

W wyniku dziatania PSI-BLAST powstaje:
,mini baza danych’ zawierajaca liste spokrewnionych
sekwencji
Zestaw dopasowani sekwencji
Profile sekwencji
Informacje statystyczne

Profiles

Fold prediction ||Homology Modeling Tree building




Parametr p- prawdopodobienstwo testowe
prawdopodobiefistwo, ze zaleznos¢ jaka
zaobserwowano w losowej prdbie z populacji mogta
wystapic przypadkowo, wskutek losowej zmiennosci
prob, cho¢ w populacji wcale nie wystepuje.

Jest to narzedzie stuzace jedynie do podstawowej
kontroli bteddw, i Swiadczy o wartosci dowodowej
danych jedynie posrednio.

Wedtug wielu przegladéw i komentarzy btedne
interpretacje wartosci p sq w naukach powszechne

Warto$¢ £

odpowiada oczekiwanej liczbie sekwencji z bazy
danych, ktdrych ocena dopasowania z sekwencjq w
zapytaniu (kwerenda) jest wieksza od
obserwowanej oceny okre$lonego dopasowania lub
rowna tej ocenie.

Dopasowanie wiekszej liczby sekwencji (ang.:
multiple sequence alignement) wykonywane jest
7azwyczaj z uzyciem metod progresywnego
dopasowania wielosekwencynego opartego o
algorytmy dynamiczne wzbogacone o niezbedne
reguty rekurencyjne.

Procedura dopasowania rozpoczyna sie od
wygenerowania tzw. drzewa przewodniego (ang.
guide tree).

FLEKATKLE

e
o
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Dla zbioru wszystkich sekwencji poddawanych
dopasowaniu generowane s3 przyrownania lokalne.

Algorytm dziata na zasadzie obliczania wynikéw
podobiefstwa jako liczby dopasowan k-tup miedzy
dwiema sekwencjami, biorac pod uwage ustalona
kare za przerwy. Im bardziej podobne sekwencje,
tym wyis?/ wynik, im bardziej rozbiezne, tym nizsze
wyniki. Gdy sekwencje zostang ocenione,
Eenerowan jest dendrogram w celu przedstawienia
olejnosci dopasowania wielu sekwencji.
Wyisze uporzadkowane zestawy sekwencji s
wyrownane jako pierwsze, a nastepnie pozostate w
kolejnosci malejacej.

AB + C [ EF+G | [V + K |
[ ABC + D| [ EFG+H |
| ABCD + EFGH |
| ABCDEFGH + IJK |

1 10 2 30 40 50 60 0 80 90 100 104

spIB2CAJ212CHAYE  HGNTKTKORQYQSHSSQPTHTSAPYLLRRONEPSLYGRHNCRCCHF ADTLVNCSNHYLCLCLNTHLRRSNLCDICGEEL PTTTIVPVEPSAPLPG
spIBOBLKIIZ_CPYVB  HGNCRSKQESHPTCPNTQTPEPTEREFRRARYNSLYGRYNCKCCHFADRNLINCSDHYLCLRCLNVHLRTSHLCNICHKPLPTRISVTEPTAPSE
spIQGUYZLIZGTOVY  HGNSKSKSNPSS~SSESQKGAPTYTEFRRTATHSLYGRYNCKCCHFADKNLIKCSDHYLCLRCLNVHLKNSOLCNICHEQLPTCITVPEEPSAPPE
spIQGIVUSIZ_JUNTN ~ HGHCNGASKSNQ=~PDSSRYTOPAREF RRYAHSSLYGRYNCKCCHFADTNLLTCNDHYLCLRCHOVHLRNSOLCNICHKPLPTTITVPYEPTAPPP
splQ27YE212_IPPYY  HGONQSROKOKAT~ONGPKDTGHRADLIPDATGH-~GPEFCKSCHF ERRSLYACNNHYLCHNCLTLLL SVSERCPTCKLPLPOKLKLTSSPSAPPSPSPPPYSP
Consensus MG, ,5,dkqu o1, ,1qpk,ts 3, o1, S1yGr nCkeCHFadrL ! COBHYLCE,CL, 0L,  SH1C,IC, JLPE L L,vp,0PSPP. v veve

Do dopasowania wielu sekwencji mozna
wykorzystac wiele programow:

CLUSTAL Omega

MAFFT

MuSCLE

T-Coffe

Uzyskane wyniki co do zasady bedg poréwnywalne
ale kazdy z programow ze wzgledu na specyficzny
algorytm moze wprowadzac réznice w ostatecznym
przyrownaniu.

Réwniez prezentacja wynikéw bedzie dla kazdego
programu inna.




Mozna wnioskowa¢ o homologii sekwencji. W inzynierii genetycznej MSA pozwala zaprojektowac

Najlepiej zachowane | dopasowane fragmenty sekwencji statery zdegenerowane.

bedq zazwyczaj Swiadczy¢ o wysokim podobienstwie Pozwala generowac drzewa filogenetyczne pozwalajace
funkgji biologicznych. wnioskowac o przebiegu zmian ewolucyjnych,

Zmiany | réznice pomiedzy sekwencjami $wiadcza o pokrewienstwie sekwencji i w efekcie organizméw.

zdarzeniach ewolucyjnych.

W przypadku nieznanych sekwencji mozemy wnioskowac o
ich funkcjach biologicznych.

Dla dopasowania dwdch sekwencji mozliwe jest
obliczenie parametru bedacego oceng jakosci

! przyréwnania.
: W przypadku dopasowania wielu sekwencji jest to
= of G nie mozliwe!
T AT e pE o Nie ma dopasowania idealnego | poprawnego.
| £ Jest tylko dopasowanie optymalne.

i Ocena jakosci dopasowania wielu sekwencji jest w
i gestii badacza.

e it bl T s (_'zy ko[ejno_?‘f Wpro‘wadgeqia SEkWE‘n(:I'I' w
dopasowaniu bedzie mie¢ znaczenia?




Im wiecej sekwencji tym wiekszy ,ciezar’ poprawnie
dopasowanych fragmentéw sekwencji.

Bez interwencji badacza automatyczna korekta
dopasowanie jest niezwykle trudna.

SegA GA
SegB GA
SeqC
SeqgD

ELD THE LAST FA-T
IELD THE FAST CA-T
GARFIELD THE VERY FAST

- THE ==--- FA-T

SeqC GARFIELD THE VERY

AT CAT
CAT
FAST CAT

CLUSTALW, protoplasta CLUSTAL Omega powstat w
1994 roku i jest de facto standardem dla MSA.

Inne programy dotaczyty pdzniej i oferuja
dodatkowe, wartosciowe cechy dla swoich
dopasowani.
T-Coffee (2000)
MAFFT (2002, multiple alignment using fast Fourier
transform)
MUSCLE (2004, multiple sequence comparison by
log-expectation)




onm>»

{

Cluster analysis(UPGMA)

Cluster analysis(UPGMA) repeat
of random subtrees until limit
% is reached

one>

Compare alignments.
Keep alignment if it scores
better, discard if not

Dopasowanie sekwencji w parach;

Poprawa jakosci dopasowania poprzez dodatkowe cykle
optymalizujace dopasowanie;

Drzewo przewodnie jest dzielone na dwie czesci w sposdb

losowy;

Kolejna runda optymalizacji wewnatrz lokalnych gatezi

drzew;
Dopasowanie gatezi;
Ocena:

Jezeli ocena dopasowania dla gatezi jest lepsze niz wstepna ocena
drzewo jest porzucane i dopasowanie jest generowane od nowa;

Jezeli ocena jest gorsza, dopasowanie jest odrzucane i nastepuje
optymalizacji starego drzewa.

Im wiecej sekwencji tym lepie;j...
Im mniej podobne sekwencje tym lepiej...

Input data

A small number
of unusually |,
sequences (>20,000 residue\;)ong

'29-100 sequgnces of typical protein
n_gth (maximum around 10,0

residues) e

100-500 se ue

el quences that are globally

>500 sequences

Recommendation

::‘sne OCLUSTALW. Other Program may
ut of memory, Causing an abort.

Use T-Coffee, MAFFT or MuScCLE
Use MuscLg or MAFFT

Use MuSCLE o =
option " MAFFT with a faster

Im bardziej zgodna pod wzgledem dtugosci pula sekwencji tym bardziej wiarygodne dopasowanie. ..




Phylogenies, or evolutionary trees, are the basic structures necessary to think clearly about differences
between species [...].

Joseph Felsenstein, Inferring Phylogenies (2004)

Dziat biologii zajmujacy sie badaniem drogi rozwojowej (filogeneza) organizmow.
Przedmiotem zainteresowania filogenetyki sa organizmy zyjace wspétczesnie oraz kopalne, ich pochodzenie i
relacje pokrewienstwa.

W swoich badaniach korzysta z osiggnie¢ paleontologii, genetyki i innych nauk przyrodniczych.
Aby wyjasnic jak powstaja drzewa filogenetyczne mozna spojrze¢ na ich geneze z dwdch perspektyw:

Teoretyczne podejscie;
Podejscie eksperymentalne.

Jak przyktad wykorzystania teorii drzew filogenetycznych spojrzymy na historie ewolucji wirusa ospy
prawdziwej.




Prawdopodobna historia ospy prawdziwej:

Na poczatku byt tylko jeden rodzaj wirusa;
Okoto 10 000 lat temu nastapit rozdziat linii na dwa oddzielne szczepy
krowinke (tac. variola vaccinia - wirusowa choroba zakazna wystepujaca u bydta domowego i $win)

ospe prawdziwg (tac. variola vera - dawne nazwy: ospa naturalna, czarna ospa (tac. variola nigra) - wirusowa choroba zakazna o ostrym
przebiegu wywotywana przez jedng z dwdch odmian wirusa ospy prawdziwej (variola minor lub variola maior))

W 1796 roku Edward Jenner uzywa wirusa krowinki jako szczepionki u ludzi

W 1980 roku uznaje sie iz wirus variola zostat w wyniku szczepien catkowicie wyeliminowany

Ancestral poxvirus

-10,000?

Vaccinia virus

Cowpox virus

Variola virus

1796
1

1980 2012
1 J




Root| korzen drzewa filogenetycznego
Branch | konar lub gataZ drzewa filogenetycznego
loat Leaf | lis¢

et Inne elementy:

GataZ zewnetrzna
GataZ wewnetrzna
Klad

Grupa zewnetrzna

Gatezie pokazujq zwiazki pomiedzy nimi. s
Ich dtugo$¢ moze (w zaleznosci od rodzaju drzewa) odpowiadac zmianom w sekwencjach nagromadzonych podczas
ewolugji.

Moinajwyréinié gatezie wewnetrzne prowadzace do weztow i gatezie zewnetrzne zakoriczone lisémi.

Wezty to miejsca taczenia sie gatezi - reprezentuja jednostki taksonomiczne (gatunki, osobniki, odmiany itd.).
Wezty wewnetrzne (nie bedace lis¢mi) reprezentuja hipotetycznego wspélnego przodka kladu.

Liscie s3 koficowymi (terminalnymi) weztami, odpowiadaja badanym sekwencjom/taksonom.

Drzewa nieukorzenione przedstawiaja wzajemne podobiefistwa ale nie pozwalaja okresli¢ w jakiej kolejnosci poszczegdlne
taksony sie od siebie oddzielaty.

Drzewa ukorzenione posiadaja wezet, ktry odpowiada ostatniemu wspdlnemu przodkowi badanych taksondw.




W drzewach ukorzenionych mozna wyznaczy¢ grupe
zewnetrzng, zwang takze outgrupa (ang. outgroup).
Jest to takson (lub grupa taksondw), ktory jest

dalej spokrewniony z pozostatymi badanymi, niz Drzewo nieukorzenione

one miedzy soba.
Innymi stowy, oddzielit sie on najwczes$niej podczas
ewolucji.

B

C

o<

Drzewo ukorzenione

Gdy dtugosc gatezi drzewa odzwierciedla odlegtosé
ewolucyjng badanych sekwencji, wtedy drzewo nazywamy
filogramem.

Kladogram natomiast pokazuje jedynie pokrewienstwa
miedzy badanymi taksonami.

Filogram

Kladogram




Phylogenetic Tree of Life
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Aby powstato drzewo filogenetyczne konieczna jest analiza wiele cech gatunkéw lub innych grup, np.:

morfologie zewnetrzng (ksztatt/wyglad),
anatomie wewnetrzng,

zachowania,

szlaki biochemiczne,

sekwencje DNA

biatek

charakterystyke skamieniatosci.
Drzewa filogenetyczne majg charakter hipotezy, a nie ostatecznej odpowiedzi.

Drzewa filogenetyczne sq korygowane i aktualizowane, gdy pojawiaja sie nowe informacje dotyczace pokrewiefstwa gatunkow.




Analiza graféw

* Analiza sieci biologicznych | teoria graféw i medidw spotecznoSciowych.

* Zagadnienie mostéw krélewieckich to problem matematyczny, ktéry rozwigzat
w XVIIl wieku Leonhard Euler.

Przez Krélewiec przeptywata rzeka Pregota, w ktorej rozwidleniach znajdowaty
sie dwie wyspy. Czy mozna byto przej$¢ po kazdym z 7 mostéw (na rzece
Pregota) doktadnie raz?

Okazato sie, ze nie da sie tego zrobi€.

Spéjny graf jest grafem Eulera wtedy i tylko wtedy, gdy kazdy wierzchotek ma
parzysty stopien .

Analiza graféw w biologii

ZtoZone zagadnienia biologiczne mogg by¢ przedstawione za pomocg grafow:

* Ekologia |Ecological networks (food webs, species interaction networks...)
* Neurologi | Neurological networks

*  Metabolomika |Metabolic networks

*  Przekazywanie sygnatéw | Signalling networks

* Genetyka |Genetic interaction networks, gene regulatory nétworks

* Biatka | Protein-protein interaction networks



http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Konigsberg_bridges.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:K%C3%B6nigsberger_br%C3%BCcken.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lions_hunting_Africa.jpg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Entner%E2%80%93Doudoroff_pathway_non-phosphorylative.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gene_Regulatory_Network_for_Initiation_of_Sporulation_in_Bacillus_subtilis.png

Teoria grafow | podsumowanie

Proteins

Metabolites
Metabolism
Gene regulation

Cell signaling
PPlIs

Teoria graféw definicje

Degree / Shortest
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Przyktad

>80% biatek skoncentrowane
w ‘centrum’ sieci

Srednia odlegto$é pomiedzy

weztgmi: 6 (duzy Swiat, bliskie
odziatywania)

e Wezly — biatka

e Krawedzie — interakcje

PPI: efekt krotkiej Sciezki oddziatywan




PPI. efekt centralizacji

PPI. grupowanie

Motifs /.
% ’\‘

Network

Cliques communities

not a clique non-maximal clique maximal clique

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=17125894

http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2dn1
https://www.ebi.ac.uk/complexportal/complex/CPX-2158



https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=17125894
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2dn1

PPI: grupowanie

Ubiquitin-proteasome system T
* Functions are likely to be carried network \ /
out in a highly modular manner.

e High clustering => High modularity

Proteasome cluster

Grupowanie: przyktady wizualizacji i algorytmow
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v/ Weighting: gives a higher score to those nodes whose neighbours are more interconnected.

v/ Molecular complex prediction: starting with the highest-weighted node (seed), recursively move
out, adding nodes to the complex that are above a given threshold.

v/ Post-processing, which applies filters to improve the cluster quality (haircut and fluff).

v/ Check http://www.youtube.com/watch?v=7wA4ZEoFGI8 and
http://baderlab.org/Software/MCODE/UsersManual.



http://www.youtube.com/watch?v=7wA4ZEoFGl8
http://baderlab.org/Software/MCODE/UsersManual

Phylogenies, or evolutionary trees, are the basic structures necessary to think clearly about differences
between species [...].

Joseph Felsenstein, Inferring Phylogenies (2004)

Dziat biologii zajmujacy sie badaniem drogi rozwojowej (filogeneza) organizmow.
Przedmiotem zainteresowania filogenetyki sa organizmy zyjace wspétczesnie oraz kopalne, ich pochodzenie i
relacje pokrewienstwa.

W swoich badaniach korzysta z osiggnie¢ paleontologii, genetyki i innych nauk przyrodniczych.
Aby wyjasnic jak powstaja drzewa filogenetyczne mozna spojrze¢ na ich geneze z dwdch perspektyw:

Teoretyczne podejscie;
Podejscie eksperymentalne.

Jak przyktad wykorzystania teorii drzew filogenetycznych spojrzymy na historie ewolucji wirusa ospy
prawdziwej.




Prawdopodobna historia ospy prawdziwej:
Na poczatku byt tylko jeden rodzaj wirusa;
Okoto 10 000 lat temu nastapit rozdziat linii na dwa oddzielne szczepy
krowinke (tac. variola vaccinia - wirusowa choroba zakazna wystepujaca u bydta domowego i $win)

ospe prawdziwg (tac. variola vera - dawne nazwy: ospa naturalna, czarna ospa (tac. variola nigra) - wirusowa choroba zakazna o ostrym
przebiegu wywotywana przez jedng z dwoch odmian wirusa ospy prawdziwej (variola minor lub variola maior))

W 1796 roku Edward Jenner uzywa wirusa krowinki jako szczepionki u ludzi
W 1980 roku uznaje sie iz wirus variola zostat w wyniku szczepien catkowicie wyeliminowany

Root| korzen drzewa filogenetycznego
Branch | konar lub gata? drzewa filogenetycznego
=L Leaf | lis¢

branch

inner node branch

inner node
root

—| inner node
branch

leaf
branch
inner node
le

leaf

Inne elementy:

Gataz zewnetrzna
Gataz wewnetrzna
Klad

Grupa zewnetrzna




Gatezie pokazuja zwiazki pomiedzy nimi.
Ich dtugo$¢ moze (w zaleznosci od rodzaju drzewa) odpowiada¢ zmianom w sekwencjach nagromadzonych podczas
ewolugji.

Mozna wyrézni¢ gatezie wewnetrzne prowadzace do weztéw i gatezie zewnetrzne zakoficzone lis¢mi.

Wezty to miejsca taczenia sie gatezi - reprezentuja jednostki taksonomiczne (gatunki, osobniki, odmiany itd.).
Wezty wewnetrzne (nie bedace lis¢mi) reprezentuja hipotetycznego wspélnego przodka kladu.

Liscie sq koficowymi (terminalnymi) weztami, odpowiadajg badanym sekwencjom/taksonom.

Drzewa nieukorzenione przedstawiaja wzajemne podobienstwa ale nie pozwalaja okresli¢ w jakiej kolejnosci poszczegdlne
taksony sie od siebie oddzielaty.
Drzewa ukorzenione posiadaja wezet, ktory odpowiada ostatniemu wspélnemu przodkowi badanych taksonéw.

Aby powstato drzewo filogenetyczne konieczna jest analiza wiele cech gatunkéw lub innych grup, np.:
morfologie zewnetrzng (ksztatt/wyglad),
anatomie wewnetrzng,
zachowania,
szlaki biochemiczne,
sekwencje DNA
biatek

charakterystyke skamieniatosci.
Drzewa filogenetyczne maja charakter hipotezy, a nie ostatecznej odpowiedzi.

Drzewa filogenetyczne sq korygowane i aktualizowane, gdy pojawiaja sie nowe informacje dotyczace pokrewienstwa gatunkow.




Analiza graféw

* Analiza sieci biologicznych | teoria graféw i medidw spotecznoSciowych.

* Zagadnienie mostéw krélewieckich to problem matematyczny, ktéry rozwigzat
w XVIIl wieku Leonhard Euler.
Przez Krélewiec przeptywata rzeka Pregota, w ktorej rozwidleniach znajdowaty
sie dwie wyspy. Czy mozna byto przej$¢ po kazdym z 7 mostéw (na rzece
Pregota) doktadnie raz?
Okazato sie, ze nie da sie tego zrobi€.
Spéjny graf jest grafem Eulera wtedy i tylko wtedy, gdy kazdy wierzchotek ma
n.

Teoria grafow definicje
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Konigsberg_bridges.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:K%C3%B6nigsberger_br%C3%BCcken.svg

Przyktad

>80% biatek skoncentrowane
w ‘centrum’ sieci

Srednia odlegto$é pomiedzy

weztgmi: 6 (duzy Swiat, bliskie
odziatywania)

e Wezly — biatka

e Krawedzie — interakcje

PPI: efekt krotkiej Sciezki oddziatywan




PPI. efekt centralizacji

PPI. grupowanie

Motifs /.
% ’\‘

Network

Cliques communities

not a clique non-maximal clique maximal clique

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=17125894

http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2dn1
https://www.ebi.ac.uk/complexportal/complex/CPX-2158



https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=17125894
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2dn1

PPI: grupowanie

Ubiquitin-proteasome system T
* Functions are likely to be carried network \ /
out in a highly modular manner.

e High clustering => High modularity

Proteasome cluster

Grupowanie: przyktady wizualizacji i algorytmow
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v/ Weighting: gives a higher score to those nodes whose neighbours are more interconnected.

v/ Molecular complex prediction: starting with the highest-weighted node (seed), recursively move
out, adding nodes to the complex that are above a given threshold.

v/ Post-processing, which applies filters to improve the cluster quality (haircut and fluff).

v/ Check http://www.youtube.com/watch?v=7wA4ZEoFGI8 and
http://baderlab.org/Software/MCODE/UsersManual.



http://www.youtube.com/watch?v=7wA4ZEoFGl8
http://baderlab.org/Software/MCODE/UsersManual

PPl Network analysis: Network propagation + module detection
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PPl Network analysis: Network propagation + module detection
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PPl Network analysis: Network propagation + module detection

Network propagation algorithms:
PageRank (Google)
Heat diffusion

Implementation of propagation / diffusion through Cytoscape:
Carlin et al. PLoS Comput Biol 2017 (PMID:29023449)

PPI: budowanie sieci

e ’ Int D

u_- # MINT POSTRING

: ‘ :
‘ -H primary databases UnI-HI |

experimental data

metasdatabases and
predictive databases

Challenges:
* ldentifiers
* Redundancies
* Selection of the data
v Type
v Quality
* Mapping external information



http://dip.doe-mbi.ucla.edu/
http://www.ebi.ac.uk/intact/
http://mint.bio.uniroma2.it/

PPIl: budowanie sieci

Edge selection
* Interaction type
* Detection method
*  Number of publications
* Confidence score

Overlaying external information
* Expression data
* Protein abundance
* Annotation
*  GWAS associations

PPI. budowanie sieci, jakos¢ danych

Molecule
Minimum Information about a Molecular Interaction eXperiment

Manuscript Experiment Interaction
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interaction

Molecule

Miscore [0-1]




Tworzenie wizualizacji | wyzwania

EGF responsive, positive
EGF responsive, negative
Constitutively associated
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wy

Not responsive to EGF
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P .
" Colored when positive "™~

EGF stimulation time (min)

YWHAE

At 50 o 5 100

YWHAQYWHAZ Relative fold change (%)

bsolute change 3- to 10-fold

FGD6 bsolute change 10- to 25-fold
bsolute change >25-fold

Definicje
Protein-protein interactions (PPIs):
- oparte o dane zwigzane z fizyczym odziatywaniem biatek
- physical and selective contacts that happen between pairs of proteins, in certain molecular regions
and in a defined biological context.
Interactome:
- oparte o dane na temat biologicznych odziatywan
- the totality of PPIs that happen in a cell /in an organism / in a specific biological context...
Protein-protein interaction network:
- graficzna interpretacja
- graphical representation of a group of PPIs in which proteins are represented as nodes and
interactions as edges.




Powigzania

Histone methyltransferase
Role in early development
and hematopoiesis

Cyclin
Regulation of cyclin kinase,
transcription regulation and
cell cycle control

Something to do with
transcription and cell

cycle control 4
Putative oncoprotein

Involved in transcription regulation

Proto-oncogene
Transcription factor

Putative oncoprotein
Transcription activation

Cyclin-dependent kinase
Role in transcription regulation

(Mediator of RNA polymerase
transcription activity

Role in transcription
regulation

-
Transcriptional modulator

Transcription regulation
dependent on kinases

Receptor-activated transcription modulator
Transcription modulation, signal
transduction, activated by kinases.

Role in inhibition of wound healing

Characterization of protein complexes and pathways

198 Regulatory Particle
(20 subunits)

208 Core
(14 subunits)

198 Regulatory Particle
(20 subunits)

Hook, B. and Schagat, T. [Internet] 2011.

Available from:
www.promega.com/resources/articles/pubhub/functiona
|-proteomics-techniques-to-isolate-and-characterize-the-

human-proteasome/

IL6 pathway @ @

IL3 pathway
IL2 pathway 2 IL5 pathway
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e
IL17 pathway

IL7 pathway IL4 pathway

Glaab et al., BMC Bioinformatics, PMID: 21144022.



http://www.promega.com/resources/articles/pubhub/functional-proteomics-techniques-to-isolate-and-characterize-the-human-proteasome/
http://www.promega.com/resources/articles/pubhub/functional-proteomics-techniques-to-isolate-and-characterize-the-human-proteasome/
http://www.promega.com/resources/articles/pubhub/functional-proteomics-techniques-to-isolate-and-characterize-the-human-proteasome/

Representing protein-protein interactions: interacting domains

Interface

Interacting domains

Cytoscope

s www.cytoscape.org



http://www.cytoscape.org/

Cytoscape apps/plugins

# Cytoscape App Store
% é

app store
Large variety of apps/plugins
(~370)
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] o Different functionality depending
e e {SZ S on the Cytoscape version
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apps.cytoscape.ry/apps/patherplorer e

htt s.cytoscape.or;

Visualizing the network
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https://apps.cytoscape.org/

Visualizing the network: view types

Summary View //’\ Mutation View

Evidence View




