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9. vaja

rileganje zaporedij in filogenetska drevesa
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9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Prileganja vecih zaporedij in na njihovi osnovi zgrajena filogenetska drevesa nam
omogocajo:

* razumevanje bioloskih procesov

* ugotovavljanje povezav/podobnosti/sorodnosti med proteini

* sklepanje na biolosko funkcijo proteinov

Koraki:

1. Identifikacija problema ter nukleotidnega/aminokislinskega zaporedja.
2. Iskanje/identifikacija drugih zaporedij, ki so sorodna nasemu.

3. lzra€un prileganja zaporedij in analiza prileganja.

4. Priprava filogenetskega drevesa in analiza.




9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Iskanje/identifikacija sorodnih zaporedij

2 osnovna nacina:

* iskanje “na roko”, na primer direktno v bazi UniProt ali GenBank (predvsem takrat, ko
toc¢no vemo, kaj iS¢emo)

* | iskanje podobnih zaporedij z BLAST (ko bomo v prileganje vkljucili veliko Stevilo

zaporedij in ko ne vemo, koliko/katera zaporedja v bazi so podobna nasemu)

I— * pozor pri vecih vnosih v bazo:
» (e zelimo samo reprezentativna zaporedja (brez recimo variacij
znotraj iste vrste) izberemo zgolj eno
* (e zelimo obsiren nabor zaporedij izberemo tudi posamezne variante
0z. zapise v bazi za isto zaporedje
* dolZina prileganja (coverage)
* vrednost E

Izbor sorodnih zaporedij za vkljucitev v skupno prileganje je osnovan na namenu
izdelave le-tega!

9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Iskanje/identifikacija sorodnih zaporedij: BLAST

Primer rezultatov iskanja z BLAST:

Seq producing significant alig ts:
Select: All None Selected:7
[=]0] v GenPept Graphics Distance tree of results Multiple alignment o
Description ::::; ST:;?; 2::3 vaEIEue Ident Accession
@RecName: Full=Bet Toho-2; Flags: 501 501 100% 9e-179 87% 069395.1
@ RecName: Full=Bet CTX-M-2; AltName: Full= ximase 2; Flags: Precursor 488 488 100% 2e-173 80% P74841.1
RecName: Full=Bet CTX-M-97; Flags: Precursor 486 486 100% B8e-173 80% E1ANH6.1
) RecName: Full=Bet Toho-1; Flags: Precursor 486 486 100% 2e-172 80% Q47066.1
@ RecName: F CTX-M-1; AltName: Full=Beta-| MEN-1; AltNa 481 481 100% 2e-170 79% P28585.2
RecName: Full=Bet; CTX-M-5; AltName: Full=Cefotaximase 5; Flags: Precursor 480 100% 3e-170 79% 065975.1
@ RecName: Full=Bet: CTX-M-6; AltName: Full=Cefotaximase 6; Flags: Precursor 478 100% 2e-169 79% 065976.1
@ RecName: Full=Bet CTX-M-4; AltName: Full=Cefc ase 4; Flags: Precursor 476 476 7.1 \
RecName: Full=Bet AltName: Full=Penicillinase; Contains: RecName: Full=Beta-lacte 423 423 89% 3 Select: All None Selected:7
@ RecName: Full=Bet OXY-2; AltName: Full=Penicillinase; Flags: Precursor 423 423 92% 1 23 Alignments Download +~ GenPd
RecName: Full=Bet; OXY-1; AltName: Full=Penicillinase: Flags: Precursor 421 421 92% 7 Y -
@ RecName: Full=Beta-lactamase; AltName: Full=Penicilinase; Flags: Precursor 412 412 98% 2 -
RecName: Full=Bet AltName: Full=Cefuroximase: Flags: Precursor 364 364 95% 1 (')FASTA (complete sequence)
RecName: Full=Bet AltName: Full=Penicillinase 357 357 89% 4 (_FASTA (aligned sequences) Toho-]
(_GenBank (complete sequence) CTXA
(_Hit Table (text) T
—> 1. izberemo zaporedja (“najboljsi” zadetek je (CHit Table (CSV) e
ponavadi zaporedje, s katerim iS¢emo!) Ofext o
2. kliknemo na Download in izberemo “FASTA §Z;1 o~
(complete sequence)” = dobimo datoteko z S cTx
Continue | | Cancel
izbranimi zaporedji CTX-




9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Iskanje/identifikacija sorodnih zaporedij
Priprava ustrezno oblikovane vhodne datoteke

* Vsi programi sprejmejo vhodne podatke v obliki FASTA.

* Tudiizbrana zaporedja, dobljena pri iskanju z BLAST, so v formatu FASTA.

* Datoteko oblikujemo z enim od orodij za enostavno urejanje besedil (npr. Beleznica/
Notepad) in si jo shranimo, saj predstavlja nase vhodne podatke.

Ponavadi prilagodimo IMENA ZAPOREDUJ (to, kar piSe za znakom >), na primer:
* ko primerjamo homologe proteina iz razli¢nih organizmov ponavadi uporabimo kar
imena organizmov:
* human, mouse, rat, cow, ...
* Hsapiens, Mmusculus, Rnorvegicus, Btaurus, ...
e Hsap, Mmus, Rnor, Btau, ...
* lahko navedemo krajse ime proteina (kratico) in skrajSano ime organizma:
* FHL2human, FHL2mouse, FHL2rat, ...
* FHL2 human, FHL2_mouse, FHL2rat, ...
« FHL2_Hs, FHL2_Mm, FHL2_Rn, ...

Ponavadi vimenih ne vklju¢imo presledkov (lahko pa so) in si prizadevamo, da so ¢im
krajsa in jedrnata (vsebujejo podatke, ki jih potrebujemo (odvisno od analize)) ter da
nista dve imeni enakil
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Iskanje/identifikacija sorodnih zaporedij
Priprava ustrezno oblikovane vhodne datoteke - primer

>pbBlac Toho-2
MVTKRV@RMMSAAAACIPLLLGSPTLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTADNTQVLYRGDERFPMCSTSKVMAA
AAVLKQSETQKQLLNQPVEIKPADLVNYNPIAEKHVNGTMTLAELSAAALQYSDNTAMNKLIAQLGGPGGVTAFARAIGD
ETFRLDRTEPTLNTAIPGDPRDTTTARAGADVASLRWVMRWAKPSGAVGDVAQRQYDRAAGIRAGLPTSWTVGDKTGSGD
YGTTNDIAVIWPQGRAPLVLVTYFTQPQONAESRRDVLASAARITIAEGL

>Blac_CTX-M-2
MMTQSIRRSMLTVMATLPLLESSATLHAQANSVQOQQLEALEKSSGGRLGVALINTADNSQILYRADERFAMCSTSKVMAA
AAVLKQSESDKHLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTMTLAELGAAALQYSDNTAMNKLIAHLGGPDKVTAFARSLGD
ETFRLDRTEPTLNTAIPGDPRDTTTPLAMAQTLKNLTLGKALAETQRAQLVTWLKGNTTGSASIRAGLPKSWVVGDKTGS
GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPEQKAESRRDILAAAAKIVTHGF

>Blac CTX-M-1
MVKKSLRQFTLMATATVTLLLGSVPLYAQTADVOOKLAELERQSGGRLGVALINTADNSQILYRADERFAMCSTSKVMAV
AAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVDGTMSLAELSAAALQYSDNVAMNKLISHVGGPASVTAFARQLGD
ETFRLDRTEPTLNTAIPGDPRDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKTGS
GDYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRRDVLASAAKIVTNGL

>Blac_ CTX-M-6
MMTQSIRRSMLTVMATLPLLESSATLHAQANSVOQQLEALEKSSGGRLGVALINTADNSQILYVADERFAMCSTSKVMAA
AAVLKQSESDKHLLNQRVEIRASDLVNYNPTAEKHVNGTMTLAQLGAGALQYSDNTAMNKLIAHLGGPDKVTAFARSLGD
ETFRLDRTEPTLNSATIPGDPRDTTTPLAMAQTLKNLTLGKALAETQRAQLVTWLKGNTTGSASIRAGLPKSWGVGDKTGS
GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPEQKAESRRDVLAAAAKIVTHGEF

>Blac OXY-2
MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILYRGDERFAMCSTSKVMAAA
AVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAELSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDA
TFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLAMAESLRKLTLGDALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAG
DYGTTNDIAVIWPEDHAPLVLVTYFTQPQODAKNRKEVLAAAAKIVTEGL




9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa
Izracun prileganja

Na voljo je vec orodij, ki uporabljajo razlicne algoritme:

* Clustal Omega - novo orodje, primerno predvsem za (srednje) veliko Stevilo prileganih
zaporedij

* Clustal W2 - klasi¢no orodje za prileganje vecih zaporedij

* DbClustal - razli¢ica programa Clustal, ki omogoca pripravo prileganja vecih zaporedij,
pridobljenih preko iskanja s programom BLAST - kot vhodne podatke moramo podati
nase iskalno zaporedje ter celoten rezultat iskanja z BLAST, ki ga opravimo posebej!

* Kalign - zelo hiter program za prileganje vecih zaporedij, primeren predvsem za veliko
Stevilo prileganih zaporedij

* MAFFT - program za prileganje vecih zaporedij, ki uporablja hitro Fourierjevo
transformacijo (FFT)

* MUSCLE - zelo natan¢no orodje, primerno predvsem za prileganje srednjega Stevila
aminokislinskih zaporedij

* MView - orodje za preoblikovanje prikaza prileganja vecih zaporedij (npr. barve) oz.
spremembo formata

* T-Coffee - primerno predvsem za prileganje manjsega Stevila zaporedij

* WebPRANK - orodje, ki za umescanje vrzeli uposteva evolucijske podatke
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Izracun prileganja: Clustal Omega

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ nastavimo tip
zaporedij, ki jih
EMBL-EBI Services Research  Training = About us -‘ prilegamo (ak ali nt)

Clustal Omega

polje za vnos zaporedij
(format FASTA)

Input form . Web services | Help & Documentation < Share - Feer~Lack

Multiple Sequence Alignment
Clustal Omega is a new multiple sequence alignment prograr,
alignments.

at uses seeded guide trees and HMM profjja

Brofile techniques to generate zaporedja, k| th
prilegamo, lahko

L— prenesemo na streznik
/ tudi kot tekstno

datoteko

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of | PROTEIN ¥ in any supported format:

Or, upload a file: | Choose Fj

STEP 2- Set your parameters L |_ mozZnosti za prileganje;

OUTPUT FORMAT [ Clustal w/o numbers * do razlage pridemo s

MBED-LIKE CLUSTERING GUIDE- . .
DEALIGN INPUT SEQUENCES TREE MBED-LIKE CLUSTERING ITERATION NUMBER of COMBINED ITERATIONS klikom na ime
[ no [ yes s [ yes + || default(0) D moinosti
MAX GUIDE TREE ITERATIONS MAX HMM ITERATIONS ORDER
| default + || default + || aligned

STEP 3 - Submit your job

(*) Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are available)

s klikom na “Submit”
EZD € posljemo zahtevo na
streznik in po¢akamo...




9. vaja: Pri

Izracun prileganja: Clustal Omega

Rezultati prileganja

povzetek rezultatov — povezave do datotek:
* vhodni podatki

* prileganje

leganje zaporedij in filogenetska drevesa

podatki za izris

filogenetske

ga drevesa

ter enostavno

filogenetsko

* podatki za izris filogenetskega drevesa
* matrika z odstotki identi¢nosti

prikaz prileganja
(privzeto se najprej

prikaZe le-to) \

drevo

vhodni parametri za
prileganje, verzija programa;
izpisan je tudi ekvivaleten
ukaz za delo v ukazni vrstici

prenOS / CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

prileganja v
. . bBlac_Toho-2
tekstni datoteki Blac_0Xy-2

Blac_CTX-M-1
Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

bBlac_Toho-2
Blac_OXY-2

Blac_CTX=-M-1
Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

bBlac_Toho-2
Blac_OXY¥-2

21 rmy a1

Download Alignment File = Show Colors.

sults for job c&stalo-l201 4050&1065925-01 6?29278427-%

CUELIGEGES | Result Summary | Phylogenetic Tree | Submission Details

MVTKRVQRMMSAAAACIPLLLGSPTLYAQTSAVQQOKLAALE!
MIKSS-WRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGG
MVKKSLROFTLMATATVTLLLGSVPLYAQTADVQOKLAELERQSGGRLGVI
MMTQSIRRSMLTVMATLPLLFSSATLEAQANSVQQQOLEALEKSSGGRLGVALINT.
MMTQSIRRSMLTVMATLPLLFSSATLEAQANSVQQQLEALEKSSGGRLGVALINTADNSQ

.. ®op RELK % k|3 pi%ih RKy KERRRKERRNIEAERIE

RLGVALIDTADNTQ

VLYRGDERFPMCSTSKVMAAAAVLKQSETQKQLLNQPVEIKPADLVNYNPIAEKHVNGTM
ILYRGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLE INAADLVVWSPITEKHLQSGM
ILYRADERFAMCSTSKVMAVAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVDGTM
ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESDKELLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM
ILYVADERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESDKELLNQRVEIRASDLVNYNPIAEKHVNGTM

SRE L ERRK RAKRRRNNR RRNNR ARy g%y AR, IRER 3 ERgAAErr *

TLAELSAAALQYSDNTAMNKLIAQLGGPGGVTAFARAIGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP
TLAELSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDE

cramreanar MNmaTDAND

rezultate lahko direktno
posljemo v program

Send to ClustaIWZ_Phylogeny/— CIUStalWZ_PhyIOgeny za

izris filogenetskega
drevesa

vklop barvnega prikaza
\ (kisle, bazicne, polarne,
nepolarne)

9. vaja: Pri

Izracun prileganja: Clustal Omega
Rezultati prileganja — podatki za izris enostavnega filogenetskega drevesa

“without distance corrections” — program ne
uposteva vecih subtitucij na istem mestu v
zaporedjih (predvsem pomembno pri bolj
oddaljenih zaporedjih)

leganje zaporedij in filogenetska drevesa

te Stevilke so “razdalje” in so

povezane s podobnostjo

nacin priprave drevesa Phylogenetic Tree

his is a Neighbour-joining tree without distafice corrections.

prenos tekstne datoteke s
podatki za izris ownload Phylogenetic Tree File

filogenetskega drevesa

podatki za izris :0.00583,
filogenetskega drevesa

bBlac_Toho-2 0.1605

. , b ————  seccnemiouo
filogenetsko drevo na osnovi Blac_OXY-2 0.17178

zgornjih podatkov _H‘: Blac_CTX-M-2 0.0062

Blac_CTX-M-6 0.0213

(
(
bBlac_Toho-2:0.16050,
Blac_CTX-M-1:0.11190)

P| Blac_OXy¥-2:0.17178,

(
Blac_CTX-M-2:0.00620,
Blac_CTX-M-6:0.02130)
:0.08516);

Phylogram

Branch length: (s) Cladogram () Real

v




9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Priprava filogenetskega drevesa: ClustalW2 Phylogeny

ClustalW2 Phylogeny omogoca nastavitev parametrov za izris drevesa, ki jih ni na voljo med rezultati

prileganja.

Podatke lahko v ClustalW2 Phylogeny vnesemo

na vec nacinov:

bBlac_Toho-2
Blac_OXY-2

Blac_CTX-M-1
Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

e direktno s klikom na Send to Clustalw2_Phylogeny

pri rezultatih prileganja
bBlac_Toho-2
* rezultat prileganja (enaka vsebina kot je v Blae-CRi -1

Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

Alignment File) prilepimo v ustrezno okno

bBlac_Toho-2
Blac_OXY-2

Blac_CTX-M-1
Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

programa ClustalW2 Phylogeny
* v ustrezno okno programa ClustalW2

bBlac_Toho-2
Blac_OXY-2

Blac_CTX-M-1
Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

Phylogeny prilepimo kodo prileganja, ki smo
ga pripravili s Clustal (v obliki clustalo-
I20140506-070938-0362-57011092-0y)

bBlac_Toho-2
Blac_OXY-2

Blac_CTX-M-1
Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

bBlac_Toho-2
Blac_OXY-2

Blac_CTX-M-1
Blac_CTX-M-2
Blac_CTX-M-6

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment
AAACIPLLLGSPTL AAL 'VALIDTADNTQ
MIKSS-WRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDATHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQ
MVKKSLRQFTLMATATVTLLLGSVPL 'VALINTADNSQ
MMTQSIRRSMLTVMATLPLLFSSATL EAL 'VALINTADNSQ
MMTQSIRRSMLTVMATLPLLFSSATL EAL 'VALINTADNSQ
wi.. s W KRioR ok kLi pakih kg RkkkekkkRkg ke gk
vL B YPVEIK NPT
IL EINAADLVVWSPITEKHLQOSGM
IL IKKSDLVNYNPI.
I IKKSDLVNYNPT
IL IRASDLVNYNPI
DhE L AREk kAR Rk kRRAk s RRss L gih shk, kR g kkikkksrl b
TLAELSAAAL TAQL ICDETFRLDR 1PCDR
TLAELSAATL IIGYL IGDATFRLDR IPGDE
SLAELSAAAL( I LGDETFRL IPGDP
TLAELGAAAL TAHL DRTEPTLNTATIPGDP
TLAQLGAGAL LIAHL TLNSAIPCDP
SRRk R RRRRRAL AR 1R, T RRR KRERRR 1R RRRRRE R AAR R kAR
IRAGLPT
RDTSTPL GDAL VTWLK- IRAGLPE
CKAL VTWMER. ToAGLEA
RDTTTPLAMAQTLKNLTLGKALAETQRAQLVTWLK == == === == = -GNTTGSASIRAGLPK
RDTTTPLAMAQTLKNLTLGKALAETQRAQLVTWLK == == === == = -GNTTGSASIRAGLPK
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9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Priprava filogenetskega drevesa: ClustalW2 Phylogeny

Phylogeny

Commonly used phylogenetic tree generation methods provided by the Clustalw2 program.

STEP 1 - Enter your multiple sequence alignment

Enter or paste a multiple sequence alignment in any supported format:

clustalo-120140506-070938-0362-57011092-0y

Or, upload a file: [ Choose File | no file selected

STEP 2 - Set your Phylogeny options.

TREE FORMAT DISTANCE CORRECTION EXCLUDE GAPS CLUSTERING METHOD PLM.
| Default s on || off + || Neighbour-joining : | off &
= / \ \
vklop/izklop korekcije zaradi / \ \
vetih zaporednih substitucij vklop/izklop (ne)upostevanja vrzeli (¢e
na istem mestu v zaporedjih je to vklopljeno, potem program metoda vklop “percent
uposteva samo tiste dele prileganja, kjer zdruZevanja identity matrix”

imamo podatke z vvseh zaporedij)

R

: bBlac_Toho-2
Blac_OXY-2

Blac_CTX-M-1
Blac_CTX-M-2
: Blac_CTX-M-6

v W N e

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

100.00 66.55 72.76 73.84 72.40
66.55 100.00 70.69 73.45 72.41
72.76 70.69 100.00 79.73 77.66
73.84 73.45 79.73 100.00 97.25
72.40 72.41 77.66 97.25 100.00




9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Priprava filogenetskega drevesa: ClustalW2 Phylogeny

Phylogenetic Tree

prenos tekstne datoteke s podatki za
izris filogenetskega drevesa

[Vlew Phylogenetic Tree Flle] <€

( to so isti podatki!

(
bBlac_Toho-2:0.16050,
Blac_CTX-M-1:0.11190)
=g-00293:2 0.17178 »” podatki za izris

? ac_0xt-2:0. ' filogenetskega drevesa
Blac_CTX-M-2:0.00620,
Blac_CTX-M-6:0.02130)
:0.08516);

Phylogram

Branch length: () Cladogram (s) Real

bBlac_Toho-2 0.1605
Blac_CTX-M-1 0.1119

Blac_OXY-2 0.17178
Blac_CTX-M-2 0.0062
Blac_CTX-M-6 0.0213

9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Priprava filogenetskega drevesa: Phylodendron
http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html

podatke za izris drevesa lahko prenesemo na streznik

izberemo tip drevesa tudi v obliki tekstne datoteke (View Phylogenetic Tree

File pri Clustal Omega)

e}

&
tree diag

N

cladogran

format drevesa (PDF,
GIF, ...)

parametri za vozle

izgled drevesa




9. vaja: Prileganje zaporedij in filogenetska drevesa

Nekaj malega o filogenetskih drevesih...

veja (branch)

féc r{:%?r?menﬁ A X
teyrrd taxa (ali pa zaporedje) —

, crert zunaniji vozel (node)
4 mnin58s
681 | i{t&réb
arrs58ss .. .
94€ WD notranji vozel (taxa, o lastnostih
Whitb1 katere sklepamo na osnovi
tlarrb obstojecih podatkov)
yscrrb
hsarrb
Féjsi{rggﬁlmemz
,rtrbrrb .y
1555 ccommenta
93 shrrrb
L amgrrb
976 540 _@86" orro
koreninjeno drevo 578 perrrb dolZina vej je sorazmerna z
- drorrbst evolucijsko oddaljenostjo oz.
N \ $tevilom sprememb
klada

skupni prednik
zgornje klade

Kladogram (cladogram) — prikazuje le razvejitve (topologijo)
Filogram (phylogram) — prikazuje razvejitve in razdalje




