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Problém: Lokalne zarovnavanie (local alignment)

ggcccttggagttgactgtcctgcectgcectceccttgagg
ccattctcagagagaggaagtggcctcattttaatc
cgcttcccacagceccttgtcecctttccagacccatggg
agagggaggggctgagggtgtggctgagcccaccca
agtcacgcgtcactctgcaggtccctctcecccecccaag
gccgtggccttgggagcccgtggatcccagtgagtyg
acgcctccaccccecceccecgecctactecgggecagtttaac
ccttgttgttcacttgcagacatcgtgaacacggcc
cggcccgacgagaaggccataatgacctatgtgtcc
agcttctaccatgccttttcaggagcgcagaaggta
ccgagcagggccaggcaggccctcecctcgecgecacce
gcgcaatgccgccgctgcectcectcecgectcecceccecgtgetce
acctcatttctcttgcagacggcagtggcctctctc
caactggaagccacccccagctcecect. ..

Vstup: dve sekvencie

tgatgccgaggatgtgttcgtcgagcatccggacga
gaagtccatcacctacgtggtcacctactatcacta
ctttagcaaactcaagcaggagacggtgcagggcat
aagcgtatcggtaaggtggtcggcattgccatggag
aacgacaaaatggtccacgactacgagaacttcaca
agcgatctgctcaagtggatcgaaacgaccatccag
tcgctgggcgagcgggagttcgaaaactcgectggcec
ggcgtccaagggcagttggcccagttctccaactac
cgcaccatcgagaagccgcccaagtttgtggaaaag
ggcaacctcgaggtgctccttttcaccctgcagtcce
aagatgcgggccaacaaccagaagccctacacaccc
aaagagggcaagatgatttcggacatcaacaaggcc
tgggagcgtctggagaaggccgagcacgaacgcgaa
ttggccctgcgcgaggagctcatcecg. ..



Problém: Lokalne zarovnavanie (local alignment)

ggcccttggagttgactgtcctgctgcectceccttgagg
ccattctcagagagaggaagtggcctcattttaatc
cgcttcccacagceccttgtcecctttccagacccatggg
agagggaggggctgagggtgtggctgagcccaccca
agtcacgcgtcactctgcaggtccctctcecccecceccaag
gccgtggccttgggagcccgtggatcccagtgagtyg
acgcctccaccccceccecgcecctactcecgggecagtttaac
ccttgttgttcacttgcagacatcgtgaacacggcc
cggcccgacgagaaggccataatgacctatgtgtcc
agcttctaccatgccttttcaggagcgcagaaggta
ccgagcagggccaggcaggccctcecctcgecgecacce
gcgcaatgccgccgcectgcectcectcecgecteccececgtgetce
acctcatttctcttgcagacggcagtggcctctctc
caactggaagccacccccagctcececect. ...

tgatgccgaggatgtgttcgtcgagcatccggacga
gaagtccatcacctacgtggtcacctactatcacta
ctttagcaaactcaagcaggagacggtgcagggcat
aagcgtatcggtaaggtggtcggcattgccatggag
aacgacaaaatggtccacgactacgagaacttcaca
agcgatctgctcaagtggatcgaaacgaccatccag
tcgctgggcgagcgggagttcgaaaactcgctggcec
ggcgtccaagggcagttggcccagttctccaactac
cgcaccatcgagaagccgcccaagtttgtggaaaag
ggcaacctcgaggtgctccttttcaccctgcagtcce
aagatgcgggccaacaaccagaagccctacacaccc
aaagagggcaagatgatttcggacatcaacaaggcc
tgggagcgtctggagaaggccgagcacgaacgcgaa
ttggccctgcgcgaggagctcatcecceg. ..

Vystup: podobné Useky (zarovnania, alignments).

CCCGACGAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCTTCTACCATGCCTTT

CCGGACGAGAAGTCCAT——-CACCTACGTGGTCACCTACTATCACTACTTT

Vloz pomlcky (medzery, gaps) tak, aby rovnaké bazy boli pod sebou.

Dobré zarovnanie ma vefa zarovnanych rovnakych baz, malo medzier.



Na ¢o su dobré zarovnania?

e Orientacia v obrovskych databazach.
Genbank WGS ma vySe 22 TB sekvencii.
Napr. z ktorého gendmu (a odkial) pochadza dana sekvencia?

e Prekryvy citani pri skladani genémov, mapovanie cCitani

e Urcovanie funkcie (napr. proteinu).

Podobné sekvencie ¢asto maju rovnaku/podobnu funkciu.

e Studium evolucie.
Hfadame homoldgy: sekvencie, ktoré sa vyvinuli z tej iste] sekvencie
v spolo¢nom predkovi.
V idealnom pripade medzery zodpovedaju inzerciam a deléciam,

zarovnané bazy zachovanym bazam a substiticiam.

CCCGACGAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCTTCTACCATGCCTTT

e et e et e e e N
CCGGACGAGAAGTCCAT-—-CACCTACGTGGTCACCTACTATCACTACTTT



Zarovnavanie sekvencii ako optimalizacny problém

Ciel': ngjdi pary homologickych sekvencii

(tych, ¢o pochadzaju z rovnakého spoloéného predka)

Modelovacia faza: vytvor skérovaciu schému, ktora
— skutoénym homologickym parom dava vysoké skére

— faloSne pozitivnym parom dava nizke skore
Optimalizacna faza:
pre dané dve vstupné sekvencie, najde zarovnanie s najlepsim skore

dblezita je vypocltova a paméatova zlozitost algoritmu



Formulacia problému
Skodrovanie zarovnania: napr. zhoda +1, nezhoda -1, medzera -1.

GAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCT

EERE NN N
GAGAAGTCCAT---CACCTACGTGGTCACCT

22 zhod, 6 nezhéd, 3 medzery — skore 13.

V praxi zlozitejSie skérovanie.

Problém 1: globalne zarovnanie (global alignment)
Vstup: sekvencie X = z122...2naY = Y1Y2 ... Ym.
Vystup: zarovnanie X a Y s najvy$sim skore.

Problém 2: lokalne zarovnanie (local alignment)
Vstup: sekvencie X = x1Z2...2naY = y1Y2 ... Ym.
Vystup: zarovnania podretazcov x; ... X a Yk . . . Y¢ S NAjvyssim skore.



Dynamické programovanie pre globalne zarovnanie
(Needleman, Wunsch 1970)

Podproblém: A|i, j|: najvyssie skore globalneho zarovnania retazcov

L1X2 ... T;aYryz...Y;.

Jeden z retazcov dizky 0: druhy retazec je zarovnany s medzerou.
A[O,j] = —7, A[z’,O] = —1.

Vseobecny pripad, z > 0, 7 > 0O:

ak x; = y; st zarovnané Ali, j| = Al — 1,5 — 1] + 1
ak x; # y; st zarovnané Ali, j| = Al — 1,5 — 1] — 1
ak x; je zarovnané s medzerou Ali, j] = A[i — 1,5] — 1
ak y; je zarovnané s medzerou A[7, j| = Ali,j — 1] — 1



Dynamické programovanie pre globalne zarovnanie

Podproblém: A|i, j|: najvyssie skore globalneho zarovnania retazcov
TiTo...TiaYyiyY2...Y;.

Vseobecny pripad, z > 0, 7 > 0O:

ak x; = y; st zarovnané Ali, j| = Al — 1,5 — 1] + 1
ak x; # y; st zarovnané Ali, j| = Al¢e — 1,5 — 1] — 1
ak x; je zarovnané s medzerou Ali, j] = A[i — 1,5] — 1
ak y; je zarovnané s medzerou A[7, j| = Ali,j — 1] — 1
Rekurencia:

Ali — 1,5 — 1]+ s(x4,y,),

Afi,j] = max{ Ai 1,5~ 1,

Ali,j—1]—1

kde s(x,y) =lakx =y s(x,y) = —1lakx #y



Priklad globalneho zarovnania

CATGTCGTA vs CAGTCCTAGA

> -4 OO0 4 O 4> 0

G A
-9 -10
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Priklad globalneho zarovnania

CATGTCGTA vs CAGTCCTAGA
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Ako ziskat’ zarovnanie?

C AGTCOCT A GA
0<«-1<-2<-3<4<-5<«-f<-7<-8<-9<10

I

C ?\\1«0+=ree 3 4<-5<-p<-7<-8

A 2 0 2<1<0<-1<-2<-3 -4<-5 -6
b AN N\

T 3 1 1 1 2<1<0 -1<-2<-3<-4
R A YA VRN .

G 4 2 0 2 1 1 0 1 2 1<-=2
I T T B L

T 5 3 1 1 83<2<1 1<0<-1 -2
NI S B & SN

C -? T4 -TZ\O % ?\3{2{1{0«-1

G 7 5 -3 -1 1 3 8 2 1 2«1
(R N U A\ PN N\ AN

T 8 6 4 2 0 2 2 4<3<2 1
b b AN N e

A 9 7 5 3 -1 1 1 3 5<4 3

CATGTCGT—-—-A
CA-GTCCTAGA

Casova zlozitost' celého algoritmu O (nm)
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Dynamické programovanie pre lokalne zarovnanie

(Smith, Waterman 1981)

Podproblém: A[i, j|: najvy$sie skore

Y1Y2 . .. Y4, ktoré obsahuje bazy x; a

lokalneho zarovnania retazcov x1xo . .

Yj, alebo je prazdne.

Jeden z retazcov dizky 0: prazdne zarovnanie A[0, j] = A[i, 0] = 0

Vseobecny pripad, z > 0, 7 > O:
ak x; a y; st zarovnané Ali, j] = A

ak x; je zarovnané s medzerou Ali, j]

?’ _ 17] — 1] _I_S(xi)yj)

ak Y, je zarovnané s medzerou Alt, j]

ak x; a y; nie su Castou zarovnania s

Rekurencia:

=

Ali,jl = max ¢

7’7]_1]_1

A s s

— Ali,j—1]—1
kladnym skore Ali, j] = 0

7’ — 173 - 1] + S(xiayj)a
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Priklad lokalneho zarovnania

C AG T CC T A G A

o O +~ O
/
o O O O
o O «~ O
/
o O O
o ~~ O O
/
o ~ O v
/
O O O N<=+
o o — —
VoS
O O AN=<=+
e
o

CATGTCGTA

CA-GTCCTA

A4

tost celého algoritmu O (nm)

Casova zlozi
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ZlozitejSie skorovanie
Problémy +1, —1 skorovania:

e Je skutoCne jedna nezhoda alebo medzera az taka zla v porovnani s jednou

zhodou?

e Co urobime pre zarovnavanie proteinov?

(20 prvkova abeceda ~ 200 parametrov)
Uloha skorovacej schémy:

e Chceme vediet rozlisit lepsSie zarovnania od horsich zarovnani:

— Ktoré usporiadania pomlCiek davaju vacsi zmysel

e Chceme vediet, Ci dané zarovnanie ma biologicky vyznam:

— lde 0 homoldgy, alebo sekvencie nesuvisia?
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Skoérovanie zalozené na dvoch pravdepodobnostnych modeloch

Majme zarovnané sekvencie X a Y
Aké ma zarovnanie dostat’ skore?

Pre jednoduchost teraz neuvazujme medzery v zarovnani.

Model H: Sekvencie X a Y sl spravne zarovhané homology
Model generuje nezavisle jednotlivé stipce zarovnania.

Dané pravdepodobnosti p(x, ), Zze v stpici budi pod sebou z a y.
Pravdepodobnost vygenerovania X zarovnanéhos Y :

Pr(X,Y | H) — H?zl P(xuyi) — p(96’173/1) 'p($2,y2) T 'p(xnayn)

Priklad: Uvazujme iba bazy A, T
Model H: p(A, A) = 0.4, p(A,T) = 0.15, p(T, A) = 0.15, p(T, T) = 0.3
Pr(AAAT,ATAT|H)=0.4-0.15-0.4-0.3 = 0.0072
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Skoérovanie zalozené na dvoch pravdepodobnostnych modeloch

Majme zarovnané sekvencie X a Y
Aké ma zarovnanie dostat’ skore?

Pre jednoduchost teraz neuvazujme medzery v zarovnani.

Model R: Sekvencie X a Y nijako spolu nesuvisia (random)
Model generuje nezavisle jednotlivé bazy v obidvoch sekvenciach.

Dané pravdepodobnosti p(x), ze vygeneruje bazu .
Pravdepodobnost vygenerovania X zarovnanéhos Y :

Pr(X,Y | R) = ([[izy p(xi)) - (=1 (%))

Priklad: Uvazujme iba bazy A, T
Model R: p(A) = 0.55, p(T') = 0.45
Pr(AAAT,ATAT | R) = 0.55° - 0.45% ~ 0.00459
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Skoérovanie zalozené na dvoch pravdepodobnostnych modeloch

Porovnavame dva modely /1 a R: skére bude logaritmus podielu
Pr(X,Y | H)

S Pr(X,Y |R)

e Ak sU sekvencie X a Y homolégy
=> logaritmus podielu ovela vacsieho ako 1 = velmi pozitivhe skore

lo

e Ak sekvencie X a Y nesuvisia
= logaritmus podielu ovela men8ieho ako 1 = velmi negativne skoére

Priklad:
Pr(AAAT, ATAT | H) — (0.0072
Pr(AAAT, ATAT | R) ~ (0.00459

PMXY[H) 00072
0 ~ S
2Pr(X,Y |R)  °%0.00459

Zaklad logaritmu mézeme zvolit' hocijaky, tu 2.

~ log, 1.5699 =~ 0.6507
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Skoérovanie zalozené na dvoch pravdepodobnostnych modeloch

Porovnavame dva modely /1 a R: skore bude logaritmus podielu

Pr(X,Y | H)
Pr(X,Y | R)

log
e Ak sl sekvencie X a Y homolégy
=> logaritmus podielu ovela vacsieho ako 1 = vel'mi pozitivhe skoére

e Ak sekvencie X a Y nesuvisia

=> logaritmus podielu ovela mensSieho ako 1 = velmi negativne skoére

Priklad:
Pr(AAAT, TTAA \ H) = 0.00135
Pr(AAAT, TTAA ] R) ~ 0.00459

Pr(X,Y | H) 0.000135

~ log, 0.2944 ~ —1.7643
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Ako pouzit’ takéto skore v N.-W. a S.-W. algoritmoch?

Potrebujeme ho rozbit na sucet skér pre zarovnané dvojice pismen.

Pr(X,Y | H) = [[;— p(xi, 1)
Pr(X,Y | R) = (Ii2y p(z:)) - (TTiz1 p(12))

log Pr(X,Y |H) ~ Jog [l p(@i, y4)
Pr(X,Y | R) (H?:1 p(zi)) (H?:1 p(yi))
xza yz - p(xia yz)
= log log
H p(v:) ; p(z:) - p(y:)
Skore zarovnanie bazy = a bazy y:
(z,9)

— oo P
=8 ) )
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Ako pouzit’ takéto skore v N.-W. a S.-W. algoritmoch?

Skore zarovnanie bazy x a bazy y:

_p(z,y)
s(z,y) = log p(z)p(y)

Priklad:
Model H: p(A, A) = 0.4, p(A,T) = 0.15, p(T, A) = 0.15, p(T, T) = 0.3
Model R: p(A) = 0.55, p(T") = 0.45

A, A) =log,y geporr ~ 0.4031

( 55-0.55
$(A,T) =logy gap>re ~ —0.7225
s(T, A) =logy gproes ~ —0.7225

Pre AAAT, ATAT skére 0.4031 — 0.7225 + 0.4031 + 0.5670 = 0.6507
Pre AAAT, TTAA skére —0.7225 — 0.7225 + 0.4031 — 0.7225 = —1.7644
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BLOSUMG62 skorovacia matica pre proteiny

BLOcks of aminoacid SUbstitution Matrix; Henikoff, Henikoff 1992

A R N D C Q E G H I L ... e \/yber biologicky relevantné
A 4-1-2-2 0-1-1 0 -2 -1 -1 : )
R -1 5 0-2-3 1 0 -2 0 -3 -2 zarovnania proteinov (BLOCKS)
N-2 0 6 1-3 0 0 0 1 -3 -3

. e o) s

D -2 -2 1 6-3 0 2 -1 -1 -3 -4 e Pary s nanajvys 62% identitou
C 0-3-3-3 9 -3 -4 -3 -3 -1 -1 . aKo & i
0-1 1 0 0-3 5 2 -2 0-3-2 e p(x,y) : ako tasto vidime
E-1 0 0 2-4 2 5-2 0-3-3 aminokyseliny = a y zarovnané
G 0 -2 0-1-3-2-2 6 -2 -4 -4
H-2 0 1-1-3 0 0-2 8-3-3 e p(x) : ako Casto sa vyskytuje ami-
I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4 2 _
L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4 nokyselina x

e skore pre dvojicu aminokyselin x a y: log

® prenasobime konstantou a zaokruhlime:
— aby sme neurobili prilis velku chybu

— aby sa s Cislami lepSie pocitalo
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ZlozitejSie skorovanie: afinne skore medzier

CCCGACGAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCTTCTACCATGCCTTT

et P IR [ ]
CCGGACGAGAAGTCCAT---CACCTACGTGGTCACCTACTATCACTACTTT

Niekolko medzier za sebou asi nevzniklo nezavisle, mozno jedna mutacia.

Penalta za zaCatie medzery (gap opening cost) o,

Penalta za rozSirenie medzery o jedna (gap extension cost) e.
Medzera dizky g méa penaltu 0 + e(g — 1).

Zvolime o < e (. |o| > |e]).

Zakladné nastavenia blastn: zhoda +2, nezhoda -3, 0 = —H, e = —2.
Priklad vy$8ie: 22 zh6d, 6 nezhdd, 1 medzera dizky 3
—skoére2-22—-3-6—-—5—2-2=16.
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Zhrnutie
e Globalne a lokalne zarovania
e Needlemanov-Wunschov a Smithov-Watermanov algoritmus
e Skdrovanie zarovnani pomocou porovnavania modelov
e Proteinové BLOSUM matice

e Afinne skdérovanie medzier

Problémy na zamyslenie

1. Casova zlozitost’ Smith-Waterman: O (nm,)
n - vefkost’ prvej sekvencie
m - velkost druhej sekvencie

Co robit’ ak chceme porovnat’ Fudsky geném s mysacim genémom?

2. Povedzme, Ze najdeme zarovnanie so skore 14

Je toto skore dobré, alebo ide o nieco, ¢o vidime nahodou?
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