Oznamy

e Vyber ¢lanku na journal club formularom na stranke do buducej stredy 18.10.
22:00.

e Doméaca uloha 1 bude zverejnena buduci tyZzden

e Nezabudnite na pravidelné kvizy, ak je nieCo nejasné, pytajte sa.



Zarovnavanie sekvencii 2/2

(sequence alighment)

Brona Brejova
12.10.2023
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Zhrnutie z minulej prednasky

e Problém globalneho a lokalneho zarovnania
Vstup: sekvencie X = x1Z2...xnaY = y1Y2 ... Ym.
Vystup:
globalne: zarovnanie X a Y s najvys$sim skore

lokélne: zarovnania podretazcov x; ... x; a Yk . . . Y¢ S NajvySsim skore.

e Spravny algoritmus na rieSenie

dynamické programovanie

e Realistické skdérovacie schémy



Mame spravny algoritmus na zarovnavanie, ¢o viac nam chyba?
Casova zlozitost': O(n?) na dvoch sekvenciach dizky 7.

Koflko je to ¢asu v skutocnosti?
(jednoducha implementacia, nahodné sekvencie dizky 7,
bezny pocitac)

n  ¢as vypoctu
1,000 0.02s
10,000 1.5s

100,000 2.5 minuty (%)

1,000,000 4 hodiny (%)

10,000,000 17 dni (*)
100,000,000 5 rokov (%)

1,000,000,000 476 rokov (*)

Potrebujeme efektivnejsi algoritmus,

najma ak chceme pracovat s celymi genémami

Pamit': zakladny algoritmus O(n?), da sa zlepsit na O(n).



Heuristické lokalne zarovnavanie

e Nie je zarucené, Ze najdeme najlepSie zarovnanie, ale program pobezi

rychlejSie.

e Prehlfada iba “sfubné” ¢asti dyn. prog. matice.

Napriklad: BLASTN (Altschul et al 1990),
FASTA (Pearson a Lipman 1988)

e Najdi kratke zhoduijuce sa Useky dizky w (jadra zarovnania).
e Rozsir kazdé jadro pozdiz uhloprie¢ky na zarovnanie bez medzier.
® Spoj zarovnania na ned’alekych uhloprieCkach medzerami.

e Lokalne vylepSi zarovnanie dynamickym programovanim

(mozno vynechat).



Ako najdeme jadra, zhodujuce sa useky?
e Vybudujeme “slovnik” Gsekov dizky w z prvej sekvencie.
o Najdeme kazdy usek z druhej sekvencie v slovniku.

Priklad: CAGTCCTAGA vs CATGTCATA

Slovnik: HlPadaj:

AG 2, 8 CA — 1
CA 1 AT — -
CC 5 TG — -
CT 6 GT — 3
GA 9 TC — 4
GT 3 CA — 1
TA 7 AT — -
TC 4 TA — 7



Heuristické lokalne zarovnavanie

Priklad: zaginame z jadier dizky w = 2

(V praxi sa pouziva w = 11 aviac.)

C AG T C C T A G A

1. najdi zhodné useky

3. spoj medzerami

>—H>0-40-4>0



Rychlost’ heuristického algoritmu

Algoritmus:
e Najdi jadra zarovnani (kratke zhodujlice sa Useky dizky w).
e Drahy krok: RozS$irovanie/spéjanie jadier do vacsich zarovnani.

Nahodné zhody dizky w: nie st éastou zarovnania s vysokym skore.

Vyfiltrujeme ich pri rozSirovani, ale spomaluju program.

Kol'ko nahodnych jadier?

Dva nukleotidy sa zhoduju s pravdepodobnostou 1 / 4.
Jadro, t.j. w zhod za sebou s pravdepodobnostou 4~ Y.
Stredna hodnota poctu jadier nmd4—".

ZvysSenie w o 1 znizi jadier cca 4 krat.



Senzitivita heuristického algoritmu

Algoritmus:
e Najdi jadra zarovnani (kratke zhodujlice sa Useky dizky w).
e Drahy krok: RozS$irovanie/spéjanie jadier do vacsich zarovnani.

Nenajdené zarovnania: vysoké skére, ale nemaju jadro dizky w

Priklad: CA-GTCCTA nenajdeme pre w > 4

RN
CATGTCATA

Senzitivita: aka 8ast skutocnych zarovnani obsahuje jadro, t.j. zhodu dizky w



Malé w

vefa ndhodnych zhdd, pomalé
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Rychlost’ vs. senzitivita

Velké w

nenajdeme vefa zarovnani

AN
AN




Senzitivita heuristického algoritmu

Odhad senzitivity:
Predpokladadme zarovnanie bez medzier, dizky L

Kazda pozicia je zhoda s pravdepodobnostou p

f(L,p) = Pr(zarovnanie obsahuje w zhéd za sebou)

1.0+

0.8
0.6

0.4+

senzitivita pre w=11

0.2+

0.0+ S .

dlzka zarovnania LL

(Clovek-mys: p ~ 0.7)
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BLAST algoritmus pre proteiny

BLOSUMG62 skorovacia matica pre proteiny

A- R N D C Q E G H I
A 4 -1-2-2 0-1-1 0 -2 -1
R-1 5 0-2-3 1 0-2 0 -3

N-2 0 66 1-3 0 0 0 1 -3
D-2-2 1 66-3 0 2 -1 -1 -3
c 0-3-3-3 9 -3-4-3 -3 -1
c-1 1 0 0-3 5 2 -2 0 -3
E-1 0 0 2 -4 2 5 -2 0 -3
G 0-2 0-1-3 -2 -2 6 -2 -4
H-2 0 1-1-3 0 0-2 8 -3
I -1 -3 -3 -3 -1-3-3-4-3 4

Proteinovy BLAST namiesto zhody dizky w vyZaduje 3 aminokyseliny so skére
aspon 13

Vd

Ano: N I R Nie: A I L
N L R A I L

6+2+5=13 4+4+4=12
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Priklady programov na rézne ucely

NCBI BLAST: blastn pre DNA/RNA, blastp pre proteiny,
tblastx prelozi DNA do proteinu a pouzije blastp

UCSC Blat: pomerne rychle vyhfadavanie velmi podobnych sekvencii, napr. kde

je dana sekvencia v genédme
® pouziva velké w
® vie najst zarovnania s vefkymi medzerami (napr. intrény pri mRNA)
Minimap2: mapuje dlhé Citania na gendm alebo porovnava dva pribuzné genémy
® pouziva techniku minimizerov na usetrenie pamati (neuklada vsetky useky
dizky w)
e velmi rychly
BWA-MEM/BWA-MEM2: mapuje kratke Citania na geném

e namiesto jadier fixnej dizky pouziva maximéalne presné zhody, zloZitejSie

datové Struktary
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Genomické zarovnania (whole-genome alignments)

Ku kazdému useku fudského gendmu najst zodpovedajucu cast’ z mys$i, psa,

sliepky, atd’. (predpocitané v UCSC browseri)
e Lokalne zarovnania ngjdu exény a iné zachované Casti, su vSak useky, ktoré
sa prili§ zmenili.
e Pri duplikovanych usekoch nevieme rozhodnut, ktoré dvojice usekov patria

k sebe.

e Synténia (synteny): lokalne zarovnania, ktoré sa nachadzaju v dvoch
gendmoch v tom istom poradi a orientacii.
Pomaha nam urcit, ktoré dvojice Usekov vznikli z tej istej oblasti v spolochom

predkovi (ortolégy)
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| hg38

Scale 100 kb
chr15: 99,650,000 99,700,000| 99,750,000| 99,800,000
RefSeq Genes
MEF2A FH-Hm DNM1P46 Bk<<H<+K
MEF2A} o
MEF2AF } b o
MEF2A} | | |
MEF2A | =
LYSmD4H-H
LYSMD4 B
LYSMD4 BHH
LYSMD4 o<
LYsmD4BHH
LYSMD4 B
LYSMD4 B4
Mouse (Dec. 2011 (GRCm38/mm10)) Chained Alignments
chr7 - 65643k
chr10 - 121644k chr13 + 83592k | chr3 + 88161k| chr13 - 81669k| chr2 + 32288k|
chr8 + 70165k chr3 + 88162k| chri4 - 116122k IHEH—IHH
chr3 + 88156k| chr13 + 83655k | chr2 + 32305k il
chr13 + 83625k| chr13 + 83656k| chr12 + 4676kl
chr3 + 88158k| chr13 + 83662k| chr2 - 35985k |
chr3 + 88159k| chr3 + 88168k| chr9 - 21503k

Level 1 ¢
Level 2
Level 3
Level 4
Level 5
Level 6

chri + 162011k|
chr2 - 35985k |
chr2 + 32312k|
chr2 + 32312k|
chr2 + 32312k|
chrl + 162011k|
chr9 - 21504k
chr9 - 21504k
chrl + 162011k|
chr1 + 162019k|
chr9 + 55128k
chr9 - 55129k
chr9 + 55149k
chr10 - 22154k
chr6 - 136401k|
chri4 - 116321k|

chr14 - 116209k [IlH—

chr13 + 83633k|
chri1 + 77711k
chr18/+ 71204k
chr6 + 124881k|
chri4 - 110385k |

Mouse (Dec. 2011 (GRCm38/mm10)) Alignment Net

<< (SR S X aE &4 €<C ¢ < << €Ll (S 244

1 << << Ii!|1| | R
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Viachasobné zarovnanie, multiple sequence alignment

Ciel: Zarovnaj viacero sekvencii.

Human
Rhesus
Mouse

Dog

Horse
Armadillo
Opossum
Platypus

ctccatagcaatgt—-cagagatagggcagagcggat—————-— ggtggtgac
ctccatggcaatgt—-cagagatagggcagagcggat—————— gctggtgac
ttt-—tgacaaca—-—-tagagac—-tgagatagaaaat—————- atgctgac
—tcccecgctaatgtacaaagatggggcag—gaaga——a————tgtgctgaa
—tccacggcaatac-tggagatggggcagagcaga——agat—ggtgatgaa
ctgcatagaaatct—-cagagatgggggaaagcaga—————-— agacattcat
atccatggaaacat—-cagaagtgggagaaatagaaga————tggcaatga-

acccggggaagggg—-aagaggaagggccggcCcg——————————————————

Ako by ste riesili skérovanie, aky by ste pouzili algoritmus?
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Viachasobné zarovnanie, multiple sequence alignment

Human ctccatagcaatgt—-cagagatagggcagagcggat—————— ggtggtgac
Rhesus ctccatggcaatgt-cagagatagggcagagcggat—————— gctggtgac
Mouse ttt--tgacaaca—-—-tagagac—-tgagatagaaaat——————— atgctgac

Dog —tccccgctaatgtacaaagatggggcag—gaaga——a————-tgtgctgaa

Horse —tccacggcaatac—-tggagatggggcagagcaga——agat—ggtgatgaa
Armadillo ctgcatagaaatct-cagagatgggggaaagcaga—————-— agacattcat
Opossum atccatggaaacat—-cagaagtgggagaaatagaaga————tggcaatga-—

Platypus acccggggaagggg-aagaggaagggccggeeg-————————————————-—

Skoérovanie: napr. sucet parovych skor vSetkych dvojic sekvencii.

V kazdej dvojici vyhodim stipce s dvomi pomlékami.

Zlozitost dynamického programovania: O(2knk) pre k sekvencii dizky n.
Pre vSeobecné k NP-tazké.

Heuristické algoritmy, napr. CLUSTAL-W, MUSCLE, TBA, MAFFT.

Casto zarovnavaju hierarchicky vzdy dve skupiny do jednej va&se;.
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Sequences producing significant alignments Download Select columns > Show (2]

select all 100 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer
Description Scientific Name Max | Total | Query | E per. Ace. e ssan
v - Score Score Cover value Ident Len
v v v v v v
hypothetical protein [Collimonas pratensis] Collimonas pratensis 316 31.6 100% 17 91.67% 102 WP_150119746.1
DNA mismatch repair protein [Mycena indigotica] Mycena indigotica 303 303 91% 46 90.91% 968 XP_037221711.1
DJ-1/Pfpl family protein [Rhodococcus sp. ACS1] Rhodococcus sp. ACS1 30.3 30.3 91% 46 90.91% 217 WP_095863293.1
DJ-1/Pfpl family protein [Rhodococcus koreensis] Rhodococcus koreensis 30.3 30.3 91% 46 90.91% 217 WP_072942975.1
MFS transporter [Brevibacterium ihuae] Brevibacterium ihuae 299 299 91% 65  81.82% 393 WP_245873555.1
MgtC/SapB family protein [Paenibacillus montanisoli] Paenibacillus montani... 29.9 29.9 83% 66  90.00% 246 WP _112883223.1
MgtC/SapB family protein [Paenibacillus montanisoli] Paenibacillus montani... 29.9 29.9 83% 66 90.00% 246 WP_308637993.1
cation diffusion facilitator family transporter [Spongiibacter sp. IMCC21906] Spongiibacter sp. IMC... 295 29.5 83% 93 90.00% 302 WP_047012794.1
cation diffusion facilitator family transporter [Zhongshania sp.] Zhongshania sp. 295 295 83% 93 90.00% 302 WP_296435489.1
tRNA modification GTPase [Lachnellula hyalina] Lachnellula hyalina 291 29.1 100% 131 75.00% 581 XP_031004415.1

Vysledok programu BLAST voci RefSeq proteinovej databaze na serveroch NCBI
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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& Downloadv  GenPept Graphics

hypothetical protein [Collimonas pratensis]
Sequence ID: WP_150119746.1 Length: 102 Number of Matches: 1

Range 1: 20 to 31 GenPept Graphics

Score Expect |dentities Positives Gaps
31.6 bits(67) 17 11/12(92%) 11/12(91%) 0/12(0%)
Query 1  VIVALASVEGAS 12
VIVALASV GAS
Sbjct 20 VIVALASVIGAS 31
& Downloadv  GenPept Graphics
DNA mismatch repair protein [Mycena indigotica]
Sequence ID: XP_037221711.1 Length: 968 Number of Matches: 1
Range 1: 482 to 492 GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps
30.3 bits(64) 46 10/11(91%) 10/11(90%) 0/11(0%)

Query 2 IVALASVEGAS 12
_ IVALASVE AS
Sbjct 482 IVALASVEDAS 492
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Ako rozlisit', ¢i ide o vyznamné zarovnanie?

Dizka dotazu m. Velkost databazy n.
Zarovnanie so skére S.

P-hodnota: Pravdepodobnost, Ze pre nahodny dotaz dizky m v nahodnej

databaze dizky n najdeme zarovnanie so skdre aspon .S.

FE-hodnota: O¢akavany pocet zarovnani so skore aspon S najdenych pre

nahodny dotaz dizky m v nahodnej databaze dizky n.

Pri vefmi malych hodnotéach st £-hodnota a PP-hodnota takmer identické.
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Pravdepodobnost

Vypocet P-hodnoty simulaciou

e Vygenerujeme nahodne dve sekvencie dizky n

e Spocitame ich najlepSie lokalne zarovnanie (schéma +1/-1)

e Zaznamename si vysledné skoére

e Opakujeme vela krat

m pu—
o
s=25
o —
o
0 n=100
o
o
P-hodnota 0.003

o
Q —
© T | | | | |

0 10 20 30 40 50

Skoére s
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Pravdepodobnost

0.10 0.15
| |

0.05
|

0.00
|

20 30

Skore s

40 50



Pravdepodobnost

Vypocet P-hodnoty simulaciou (pokr.)

0.15
|
0.15

0.10
|

0.10
|

n=100

0.05
|

Pravdepodobnost
0.05
|

P-hodnota 0.003

0.00
|
0.00

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Skoére s Skoére s

P-hodnota pre skoére 25:

Aka Cast zarovnani ma skore 25 alebo vyssie?

V praxi je simulacia pomala, existuju matematické odhady rozdelenia.
Karlin and Althschul 1990, Dembo et al. 1994
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Zhrnutie
e Zarovnavanie (alignment) je zakladny nastroj bioinformatiky
e Formulacia problému: volba skorovace] schémy

e RieSenie problému: presné ale pomalé algoritmy a rychlejSie heuristiky, ktoré

nie vzdy najdu vsetko

e Odhad statistickej vyznamnosti (E-hodnota, P-hodnota) je dblezity nastroj na

rozpoznavanie realnych zarovnani od tych, ¢o sa vyskytli nahodou

e Specializované programy na rézne Ulohy stvisiace so zarovnavanim
— Informatici na d'alSich cvi¢eniach d’alSie finty na zlepSenie jadier

— Bioldégovia ukazky pouzitia programov
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