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Abstrakt

Tato prace si v prvni fad¢ klade za cil predstavit nékteré bézné techniky pro ziskavani dat v genomice
a v dal$i fad€é naimplementovat vlastni algoritmus vychazejici z originalni verze algoritmu BLAST
jako zastupce zminénych technik. Prace se konkrétné zamétuje na DNA sekvence, které v sobé
uchovévaji genetickou informaci, jez je ptedlohou zivych organismil. Pro rozlusténi této informace se
pouziva fada technik. Tento text popisuje algoritmus Fasta a algoritmy rodiny BLAST. Pomoci téchto
algoritmi je mozné ziskat o sekvencich DNA, u kterych je zndma pouze jejich primarni struktura,
mnoho dilezitych informaci. Princip algoritmll spoc¢iva v zarovnani jedné vzorové sekvence DNA, ze
které chceme ziskat informace, s mnoha sekvencemi ulozenymi v databazi. Ze zarovnani je pak
mozné u vzorové sekvence, na zakladé miry jeji podobnosti se sekvencemi databaze, stanovit

s ur¢itou pravdépodobnosti mnoho rtiznych vlastnosti.

Klic¢ova slova

BLAST, Fasta, DNA, RNA, sekvence DNA, nukleotid, baze, adenosin, cytosin, guanin, tymin,

dynamické programovani, porovnani, zarovnani, vyhledavani



Abstract

First of all, this thesis sets itself a goal to introduce some common technics for datamining in
genomics and as a next step to implement own algorithm like algorithm BLAST. In the concrete, this
work is pointed to sequences of DNA. The DNA sequence contains in itself genetic information,
which is template for living organism. For explanation this information can be used number of
technics. This paper describes algorithm Fasta and algorithms from BLAST family. With these
algorithms, it is possible to gain a lot of important information even about such DNA sequences,
where only primary structure is known. Principle of these algorithms is based on alignments of one
query sequence, which we want to obtain some information from, with many sequences stored in
database. According to result alignment, it is possible to determine many features of the query

sequence.
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thymine, dynamic programming, comparison, alignment, searching
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1 Uvod

Soucasny rozvoj a pristupnost poc¢itatovych systéml umoznil, aby se tyto systémy zaclenily do fady
odvétvi a oborl lidské ¢innosti. Jednim z takovych oborl je i obor biologie. Zde pocitacové
technologie s rozvojem védy a techniky nachazi stale $ir$i uplatnéni. Tato prace se zaméfuje prave na
spojeni informatiky a biologie, které se stalo tak silné, Zze dalo vznik novému védnimu oboru
bioinformatice. Bioinformatika je disciplina, ktera se svym zaméfenim a zébérem pohybuje na
rozhrani pocitatovych véd, informacnich technologii, matematiky a biologie. Jednou z oblasti
biologie, kterou se bioinformatika zabyva, je obor genomika. Zde se pocitacové technologie vyuzivaji
zejména pro ziskavani a analyzu genomickych dat (sekvence nukleovych kyselin, sekvence proteind
apod.), pro jejich ukladani a praktické uchovavani nebo pro jejich grafické zobrazeni.

Tento text se konkrétné soustfed’uje na oblast analyzy sekvenci nukleovych kyselin, zejména
na ziskavani informaci o sekvencich, u kterych zname pouze jejich primarni strukturu, tedy pouze
poradi molekul, ze kterych se sekvence sklada. V tomto sméru se vyuziva principti komparativni
genomiky, kdy se informace odhaduji na zakladé porovnani ,neznamé* sekvence s jiz popsanymi
sekvencemi. Vzajemné porovnani dvou sekvenci mezi sebou piinasi biologlim cenné informace nejen
o strukturalni podobnosti sekvenci, ale i o podobnosti jejich vlastnosti nebo jejich vzajemné
ptibuznosti z hlediska evoluce apod. Postuptl, jak mezi sebou sekvence porovnat, a tedy ziskat nové
informace o neznamé sekvenci, je cela rada.

Cilem prace je prezentovat predevs§im informatické automatizované postupy porovnavani
sekvenci, které biologlim vyrazné usnadiuji praci pfi ziskavani informaci o sekvencich DNA. V této
praci se postupné rozebere nékolik rtiznych pfistupti k problému porovnani sekvenci. Hlavni diraz je
vSak kladen na algoritmy zrodiny Blast, které jsou diky svym metodam vyuzivajicich riznych
heuristik, schopné porovnani sekvenci vyrazné urychlit. Soucasti prace je také vlastni implementace
algoritmu, ktera vychazi z pivodni verze algoritmu Blastl. Na této implementaci se ukdzou nékteré
rafinovanosti téchto algoritmti. Nez se ale ptedstavi konkrétni principy algoritml pro porovnavani
sekvenci, popisi se nejprve zakladni biologické a informatické pojmy

V prvni kapitole nazvané ,,Zakladni pojmy* se ¢tenaf mize seznamit pievazne s biologickymi
pojmy, jako jsou genomika, dna, gen, bioinformatika apod. Dale se mtize dozvédét néco o historii
biologie, o vyznamnych osobach a jejich objevech, které provazely vyvoj biologie. Cela kapitola
vyustuje ¢asti, kterd objasiuje, jak spolu souvisi obory biologie a informatiky a jaké vyhody ptinasi
jejich spoluprace. V této Casti je mozné si udélat lepsi predstavu o tom, co se skryva pod pojmem
bioinformatika a jaky ma vyznam pro dnesni lidskou spolecnost.

Druha kapitola se konkrétné zameétuje na makromolekulu DNA, ktera je nositelkou genetické

informace vSech organismu s vyjimkou téch nebunéénych organismd, u nichz hraje tuto ilohu RNA.



Pro pochopeni principii porovnavacich algoritmi je nezbytné védét nékteré zakladni informace o
struktufe a vlastnostech této makromolekuly.

V dalsi kapitole nazvané ,,Struktura databazi a formaty dat DNA* je mozné ziskat informace o
soucasnych databazich pro ukladani sekvenci DNA a organizacich, které tyto databaze spravuji. Jsou
zde také popsany formaty, v jakych se sekvence ukladaji a distribuuji.

Ctvrtd kapitola nazvana ,,Porovnavani sekvenci® popisuje, zakladni porovnavaci postupy a
problémy, které se ktomu vazou. Jsou zde predstaveny nékteré algoritmy dynamického
programovani a nastin dalSich zajimavych sofistikovanych feseni.

Pata kapitola detailnéji popiSe algoritmy z rodiny Blast. Jsou to chytré algoritmy, zaloZzené na
heuristice, které jsou schopné provést porovnani sekvenci s mnohem mensi spotifebou systémovych
prostiedku.

Predposledni kapitola popise implementaci vlastniho algoritmu pro porovnavani sekvenci
vychéazejici z algoritmti rodiny Blast. Piedstavi strukturu programu a poukdze na nékteré problémy,
které se pfi implementaci vyskytly. Zaroven také popise i jejich feSeni. V zavéru kapitoly se provede
analyza, jejimz tikolem je odhalit slab4 mista vlastni implementace.

V zavéru prace je mozné nalézt porovnani a struéné zhodnoceni vysledkili porovnani
jednotlivych algoritmt. Tato kapitola také shrnuje slaba mista vlastni implementace a nasledn¢ se

snazi navrhnout mozné upravy a vylepSeni.



2 Z.akladni pojmy

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, tato prace se zabyva technikami pro ziskavani informaci z dat
v genomice. Nez se pustime do vlastni prace s daty, musime nejdifive piesné pochopit, jaka data se
pod pojmem ,,data v genomice* skryvaji. PopiSeme si proto zasadni védni obory, které se témito daty
zabyvaji, tedy obory, které zkoumaji jejich strukturu, postup ziskavani, zpracovani a uchovavani.
Jelikoz se jedna o data biologicka, jsou to obory v zédsadé biologické, které pro zpracovani

zkoumanych dat vyuzivaji informacni technologie.

2.1  Biologie

Biologie je védni obor, ktery vznikl jako reakce na lidskou touhu pochopit jak funguji zivé
organismy, od chemickych d&ji v organismech probihajicich na irovni atomti a molekul, az po celé
ekosystémy — tedy spoleCenstva mnoha populaci riiznych organismi a jejich vzajemné vztahy i

vztahy k jejich Zivotnimu prostiedi.

2.1.1  Vybrané kapitoly z historie biologie

Za rozhodujici krok v posunu biologie na exaktni moderni zaklad povazuji nékteti historici praci
Williama Harveye (1578-1657), ktery jako prvni experimentaln¢ zkoumal funkci srdce a pohyb krve
v téle. K obrovskému rozmachu biologie jakozto exaktni védy doslo v devatenactém stoleti.
Pfipomeiime si nékteré zasadni postavy tohoto obdobi.

e Jan Evangelista Purkyné (1787-1869)  zakladatel embryologie

e Theodor Schwann (1810-1882) predstavil bunéénou teorii

e Louis Pasteur (1822-1895) zkoumal nemoci, bakterie, oCkovani, pasterizaci
e Robert Koch (1843-1910) zalozil obor bakteriologie

e Elie Mecnikov (1845-1916) zacal studovat imunitu

e Paul Ehrlich (1854-1915) polozil na védecky zaklad chemoterapii.

e Charles Darwin (1809-1882) vysvétlil zakladni mechanismus evoluce

e Gregor Mendel (1822-1884) objasnil zakladni principy dédéni vlastnosti

Ve dvacatém stoleti doslo k rychlému rozvoji biologie, zvlasté v jeho druhé poloving€. Prvni poloviné
dominovaly pfevazné¢ fyzika a chemie. Zasadnim a snad nejvyznamnéjSim posunem v povalecné
biologii byl vznik oboru molekularni biologie. Jako prvni impuls pro vznik oboru molekularni
biologie mnozi povazuji praci Jamese D. Watsona a Francise Cricka, ktefi jako prvni objasnili

strukturu deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Az do jejich vyzkumné prace, provadéné v Cambridgi
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na pocatku padesatych let, nebyla tloha DNA v uchovavani a pfenosu dédicné informace vSeobecné
uznavana. V té dob¢ se za zaklad Zivota povazovaly proteiny (bilkoviny) [12].

Pravé Cambridge je povazovana za kolébku molekuldrni biologie, protoze kromé objevu
Watsona, Cricka a Wilkinse tam Max Perutz a John Kendrew rentgenostrukturni analyzou stanovili
prostorové usporadani prvnich molekul proteind. A bylo to také v Cambridgi, kde Frederick Sanger
stanovil poprvé pofadi aminokyselin v proteinu (inzulinu) a kde vypracoval i1 metodu
analyzy nukleovych kyselin (,,¢teni“ genetické informace).

S pribyvajicimi objevy se postupem casu molekularni biologie zacala vyvijet dvéma
dopliujicimi se sméry. Soucasna molekularni biologie je syntézou strukturni biologie a molekularni
genetiky. Dilezité je také zminit i dalsi syntézu, a sice molekularni biologii a studium bunék a celych
organismi. Dafi se tak porozumét funkcim bunck a organismi na urovni molekul. Je tak mozné

sledovat, do jaké miry molekularni podstata organismi ovliviiuje jejich vlastnosti.

2.1.2 Genomika

Nez si vysvétlime, jak obor genomiky vznikl, a co je jeho hlavni naplni vyzkumu, vysvétlime si

strucné nékteré pojmy, na kterych cela genomika stoji.

DNA (deoxyribonukleova kyselina)

DNA je makromolekula, skladajici se ze dvou kolem sebe obtoCenych fetézcii, Casto v tomto stavu
nazyvanych jako dvousroubovice. Kazdy tento fetézec se sklada ze ¢ty typti pomérné jednoduchych
organickych molekul, pospojovanych kovalentnimi vazbami. Témito molekulami jsou
deoxyadenosinfosfat (oznacovan pismenem A), deoxycytidinfosfat (C), deoxyguanosinfosfat (G) a
deoxythymidinfosfat (T). Souborné se tyto molekuly nazyvaji nukleotidy. Potadi nukleotidi, kterych
je v kazdém vlakné DNA mnoho tisic az milidénd, tvoii dédi¢nou informaci. Sled a kombinaci téchto

»pismen‘ umi organismus interpretovat jako navod ke svému zivotu [12].

Gen

Informace zapsana v poradi nukleotidl je rozdélena do tsekil, podobné jako je psany text rozdélen do
vét. Gen je tsek DNA, kodujici vznik jednoho typu proteinu. A proteiny jsou témi molekulami, které
fidi (katalyzuji) chemické reakce v organismu. Napiiklad DNA jednoduché bakterie obsahuje nékolik

tisic genti; k zivotu bakterie tedy postacuje nékolik tisic riznych proteint.

Chromozom

Genova vybava ¢lovéka obsahuje piiblizng 3,2 x 10° vazebnych part nukleotidt (bazi — také
oznacovano zkratkou bp). DNA je v jadru vazana s bilkovinami a tvoii Utvary zvané chromozdémy.

Chromozoém se sestava z histonovych bilkovin, které tvoii jakousi kostru, na niz se molekula DNA



namotava. Zaroven se podili na riznych dalSich ukolech (replikace DNA, ochrana DNA, regulace

replikace atd.). Clovék ma 23 souhlasnych parti chromozomil.

Genom

Genom je veskera genetickd informace ulozend v . DNA (u nékterych viri v RNA) konkrétniho
organismu. Zahrnuje vSechny geny a nekodujici sekvence. Termin genom je mozné chapat zeji jako
kompletni vycet veskeré jaderné DNA, avSak muZze byt do néj také navic zahrnuta i veskera DNA
téch organel, které dédi svou vlastni DNA. Tedy soubor veskeré bunécné DNA obsahuje vedle vlastni

jaderné DNA také mitochondridlni a u rostlin plastidovou DNA.

Genomika

Nyni se jiz zaméfime konkrétn€ na genomiku. V poslednich desetiletich se v biologii vénuje vyrazna
pozornost vyzkumu nukleovych kyselin a proteind. Pravé tyto obrovské molekuly a slozité sité jejich
vzajemnych interakci tvofi podstatu zivych organizmt. Vlastnost molekuly DNA udrzet v sobé
uréitou genetickou informaci, ktera je pro kazdy organismus jedine¢na, umoznila organismim se
neustale vyvijet a ptizpisobovat zivotnim podminkam.

Bez evoluce by jen stézi mohly vzniknout tak slozité objekty, jako je tfeba pampeliska nebo
clovek. Instrukce pro vytvofeni znamych autonomnich forem zivota jsou zakddovany v primarnich
strukturach jejich molekul DNA. Mame-li tyto instrukce pochopit, musime dokazat ptrecist primarni
struktury molekuly DNA a dekédovat jejich biologicky smysl. Timto se pravé zabyva obor genomika.
Definici genomiky tedy mtizeme formulovat podle [12] takto: ,,Genomika je prudce se rozvijejici
veédni obor, jehoz snahou je urcit uplnou primérni strukturu (poradi bazi) DNA studovaného druhu a
vytézit z této znalosti maximum biologicky relevantnich informaci, zejména identifikovat jednotlivé
geny a urcit jejich funkéni vztahy.” Nekdy se genomika rozdé€luje na tii zakladni sméry:

e strukturni genomika - snaha o stanoveni sledu nukleotidii genomu organismu.
e funk¢ni genomika - experimentem, naptiklad vyfazenim néjakého genu z ¢innosti, se snazi
prifadit funkci neznamym gentim, pfipadné funkci genti studovat.
e Dbioinformatika - interpretace piectené dédi¢né informace pocitacovymi metodami ve
spolupraci s databazemi.
Jednim z nejvétSich pokrokd biologie je vypracovani metod pro stanoveni sledu (sekvence)
nukleotidii v molekulach DNA. Toto tzv. ,,sekvenovani“ DNA nam doslova umoznuje ,,pfecist si
dédicnou informaci organismil pismenko po pismenku.

Dnes jiz zname uplnou dédi¢nou informaci vice nez 20 organismt. VétSina téchto organismui
jsou bakterie (Tabulka 1). Bakteridlni genomy jsou pomémné malé, slozené ,,pouze” z milionQ
nukleotidd, je tedy snazsi je rozlustit. Nejen proto se tyto genomy ziskavaji. Pro clovéka maji zasadni

vyznam, nebot’ bakterie jsou ¢asto pii¢inou chorob, rychle se mnozi a mutuji a je tedy mozné



zkoumat v pomérn¢ kratkém casovém horizontu jejich vyvoj a pochopit tak riizné vlastnosti
nukleovych kyselin ve vztahu k vyvoji a zivotu organismul.

26. cervna 2000 dva nezavisle na sob¢ pracujici védecké tymy ze Spojenych stath a z Velké
Britanie (the National Human Genome Research Institute, Celera Genomics) oznamily dokonceni
mapovani lidského genomu. Tento védecky meznik je pfirovnavan k objevu stépeni atomu ve fyzice

nebo k chiizi ¢lovéka po povrchu Mésice.

CESKY HOVOROVY NAZEV LATINSKY NAZEV POCET BAZI
kvasinka Saccharomyces cerevisiae 12 Mbp
hlistice Caenorhabditis elegans 97 Mbp

muska octomilka Drosophila melanogasther 137 Mbp
¢lovek Homo sapiens 3,2 Gbp

Tabulka 1: Prehled poctit nukleotidii

vvvvvv

kdy védci musi identifikovat kazdy gen a jeho funkce. Ocekava se, ze tento posledni krok bude
dokoncen béhem nékolika nasledujicich let. Lékati budou schopni vypracovat geneticky profil svych
pacientti, z néhoz budou schopni uré¢it nachylnost vic¢i riznym chorobam a zvolit vhodnou strategii
1é¢by. V tomto sméru jiz biologlim velmi pomaha bioinformatika.

Slibné vysledky dnes poskytuje srovnavaci genomika. Genomy — a zejména geny Clovéka,
mys$i a napf. musky octomilky — jsou si mnohem podobnéjsi, nez by napovidaly obrovské rozdily v
jejich vlastnostech a stavbé t¢la. Mys je blizko Clovéku, a pfitom je to laboratorni objekt s velmi
kratkou generacni dobou, takze je mozné dé€lat i populacni experimenty apod. Na zéaklad¢ takovych
experimentdl a studii je mozné vytvaret rozumné extrapolace a experimentalné testované hypotézy

o analogickych vlastnostech ¢lovéka.

2.2 Bioinformatika

Exponencidlni rist poznatkii na poli molekularni biologie s sebou jednoznacné piinasi integraci
vypocetnich technologii do tohoto oboru. Nejen, Ze jsou pocitace zapojené pii samotném badani a
provadéni experimentd ve vyzkumnych laboratotich, kde hlavni ulohu hraje automatizovany
hardware, dnes se zaCinaji vyuzivat i pro simulace, modelovani, zpracovani a ukladani obrovského
mnozstvi dat, jejichz mnozstvi roste stale rychleji praveé i diky genomickému vyzkumu, kde cteni
genomu organismu pokracuje ve stale rychlejSim tempu, a stale rychleji tak pribyvaji nové prectené
genomy (mys, krysa, Simpanz ...).

Ohromné mnozstvi nukleotidii v jednotlivych sekvencich DNA, jak ukazuje tabulka 1, jiz

nedovoli jejich manudlni prohledavani za uc¢elem najit v nich naptiklad néjaké podobnosti, které by
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mohli prozradit néco o evoluci organisml na Zemi. Nastava tedy problém. Biolog potiebuje aplikaci,
ktera by fteSila jeho problémy a uleh¢ila mu tak vyznamné jeho praci, ale nema potrebné
programatorské znalosti. Na druhé stran¢ informatik tyto znalosti ma, ale nedokaze se orientovat v
problémech biologa, nerozumi problémtm biologie, a tak nedokaze naprogramovat aplikaci, ktera by
dané problémy fesila. Tomuto se pravé vénuje obor bioinformatika.

Bioinformatika je mnohostranna disciplina kombinujici mnoho védnich obori: vypocetni
biologii, statistiku, matematiku, molekularni biologii a genetiku. Umoznuje biologim vyuzit
existujici vypocetni technologie, aby ucelen¢ ukladali, dolovali, ziskavali a analyzovali data ziskané
genomickymi a proteomickymi technikami. Toho je dosazeno vytvofenim jednotnych datovych
modeld, standardizovanym datovym rozhranim, vyvojem strukturovanych slovnikl, vytvarenim
novych datovych vizualizacnich metod a zaznamenavanim podrobnych metadat, ktera popisuji rizné
aspekty experimentalnich navrhi a rozborti metod.

Mezi typické ukoly bioinformatiky patii sestavovani vysoce kvalitni a odpovidajici geonomové
sekvence z fragmenti DNA s vyuzitim sekvenovani, studium genové regulace s vyuzitim dat
z mikrocipll (microarrays) nebo hmotnostni spektrometrie a dalsi. [1] V nasledujici ¢asti se na nékteré

vybrané oblasti zkoumani bioinformatiky podivame podrobng¢;ji.
2.2.1  Vybrané oblasti zkoumani

Analyza sekvence

Od roku 1977, kdy byla sekvenovana jedna z prvnich DNA sekvenci, byly dekodovany a poté
uloZeny do databaze stovky DNA sekvenci organismil. Tato data jsou analyzovéna za u¢elem urceni
gent, které koduji proteiny. Porovnani gend v rdmci jednoho druhu organismu nebo mezi riznymi
druhy mtize ukazat podobnosti mezi funkcemi proteind nebo vztahy mezi druhy. Se stoupajicim
mnozstvim dat je velmi nepraktické je zpracovavat rucné. V soucasnosti jsou pro hledani a
objevovani genomu organismil obsahujici biliony nukleotidli pouzivany pocitatové programy. Tyto
programy mohou vyrovnat mutaci (zménu, odstranéni nebo vloZeni baze) v DNA sekvenci za ucelem
identifikace sekvenci, které jsou spiiznéné ale ne identické.

Obdoba tohoto porovnavani sekvenci je vyuZita v samotném sekvenovacim procesu. Konce
sekvenovanych fragmenti molekuly DNA se prekryvaji a vhodnym sefazenim a zarovnanim je
mozné sestavit kompletni genom. Z divodu obrovského mnozstvi fragmentl je tato uloha celkem
naro¢na. Algoritmy pro sestavovani kompletnich genoml jsou dnes kritickou oblasti
bioinformatického vyzkumu.

Dalsim aspektem bioinformatiky v oblasti analyzy sekvenci je automatické vyhledani a
rozpoznani gent a fidicich tsekl sekvenci v ramei urcitého genomu. Ne v§echny nukleotidy genomu
jsou geny. U vyvojové vysSich organisml vétsSi ¢ast DNA neslouzi zadnému konkrétnimu ucelu.

Védci se domnivaji, ze mnoho téchto c¢asti do sekvence DNA vnesly viry.Nékdy jsou tyto useky
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nazyvany jako odpadni DNA. Pfesto tyto casti ale mohou obsahovat nami nerozeznané funkcni
elementy. Bioinformatika pomaha pfemostit mezery mezi projekty tykajicich se genomt a projekty

zabyvajici se proteiny. Naptiklad vyuziti DNA sekvence pro identifikaci proteinu.

Analyza exprese genu

Genova exprese je proces, pii kterém se informace ulozena v daném genu pievadi na konkrétni
bunécnou strukturu nebo vlastnost. D&j probiha ve dvou krocich, kdy se DNA nejprve piepise do tzv.
mRNA a ta je nasledné preloZzena na protein. Analyzou exprese genu je mozné zjistit, v jakych
situacich se gen stava aktivni a jak svoji expresi miize ovlivnit expresi jinych genit. Velmi
pouzivanou technikou analyzy exprese genu jsou tzv. mikroCipy, kam se nanese velké mnozstvi
naklonovanych genl a poté se naraz zkouma jejich exprese. Pomoci takového bioCipu je mozné
sledovat, jak se jednotlivé geny zapinaji nebo vypinaji v chorobnych stavech, jak se li§i chorobna tkan

od tkan¢ zdravé, které geny prispivaji k riznym dédi¢nym chorobam apod.

Predikce struktury proteinu (Prediction of protein structure)

Predikce struktury proteinu je dalsi dilezita oblast bioinformatiky. Sekvence aminokyselin, primarni
struktura proteinu, mize byt jednoduse urCena ze sekvence nukleotidii genu, ktery ji koduje. Ve
vetsSing pripadd tato primarni struktura jednoznaéné urcuje strukturu ve svém piirozeném prostredi.
Znalost této struktury je nezbytny k pochopeni funkce proteinu.

Jedna zklicovych myslenek v bioinformatice je pojem homologie. V genomické vétvi
bioinformatiky se homologie vyuziva k predikci funkce genu. Jestlize sekvence genu A, jehoz funkce
je znama, je homologicka se sekvenci genu B, jehoz funkce je neznama, je mozné usuzovat, ze B
muze sdilet funkce A. Ve strukturni vétvi bioinformatiky se homologie vyuziva pro uréeni, které casti
proteinu jsou dilezité v strukturnim usporadani a interakci s ostatnimi proteiny. Tato informace se

pak vyuziva k predikci struktury proteinu, jakmile je znama jedna struktura proteinu homologického.

Srovndavaci genomika (Comparative genomice)

Jadro srovnavaci genomické analyzy je zalozeni shody a korespondence mezi geny nebo jinymi
genomickymi rysy v riznych organizmech. Jsou to intergenomické mapy, které umoziuji sledovat
evoluéni procesy zodpoveédné za rozdilnost dvou genti. Velké mnozstvi evolu¢nich udalosti
vyskytujicich se na riiznych strukturnich urovnich, utvareji geonomovou evoluci. Na nejnizsi trovni
mize mutace ovlivnit jeden konkrétni nukleotid. Na vyssi trovni pak velka chromozomova cast
podstoupi duplikaci, inverzi, pfesun, odstranéni a vlozeni. Nakonec se cely genom ucastni procesu

hybridizace a dalSich, coz mize vézt k rapidni specializaci — vzniku nového druhu.
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2.2.2  Struc¢ny souhrn

Aplikace bioinformatiky
e Ziskavani dat
e Nastroje pro pfistup k databazim
e Mapovani a srovnavani genomui
e Sefazeni a porovnavani sekvenci
e Identifikace genti
e Funk¢ni identifikace proteini
e Molekularni evoluce
e Molekularni modelovani
e Predikce struktur (bilkovin)
e Analyza exprese gentl
e Srovnavani struktur
e Stanoveni makromolekularnich struktur

e Vyvoj léCiv na zaklad€ struktur

Jaka bioinformaticka data se sbiraji

e Sekvence DNA a RNA

e Sekvence proteinu

e Struktura proteinu

e Udaje o aktivité genu - DNA mikrogip

o Udaje o expresi proteinu - mikro&ip, hmotnostni spektrometrie
e Mapy interakci mezi proteiny a DNA

e Mapy interakci mezi proteiny navzajem



3 DNA (deoxyribonukleova Kkyselina)

Tato kapitola je celd vénovana makromolekule DNA. Vysvétlime si, co to DNA je, a kde ji mizeme
nalézt. Postupné si popiSeme jeji strukturu od nejvyssi abstrakce, kdy na ni budeme nahlizet jako na

dlouhé vldkno az po nejniz§i Groven abstrakce, kdy si popiSeme jednotlivé molekuly a atomy, ze

vvvvvv

3.1  Obecny popis DNA

DNA je nositelkou genetické informace vSech organismt s vyjimkou téch nebunécnych organismi, u

nichz hraje tuto ulohu RNA. DNA je pro Zivot nezbytnou latkou, kterd ve své struktufe koduje

program zivota. Jsou zde kodovany plany pro syntézu nukleovych
kyselin a bilkovin, které pak ovliviiuji vyvoj a vlastnosti kazdé buiiky
zijiciho organismil a tim zaroven kompletn¢ vlastnosti celého organismu
DNA sekvence kazdé zivé entity je unikatni a mezi jedinci jednoho
zivocisného ¢i rostlinného druhu v ni nalezneme rozdily. Na druhou
stranu, prakticky vSechny buriky, bez ohledu na to, z jaké ¢asti organismu
pochazeji, nesou Gplnou dédi¢nou informaci pro vyvoj celého organismu:
vSechny maji stejnou DNA. Nicmén¢ jen uréita ¢ast této informace, je v
konkrétni bunce realizovana. Tim se od sebe bunky navzajem v prubéhu

rustu diferencuji. Bunky lidského téla tak tvofi rizné tkané, naptiklad

jatra, kazi, svaly apod. Pro kazdou konkrétni buiku je DNA urcitou

kucharkou, podle niz realizuje svtij specificky program.

Academy Anwerks

DNA tidi a udrzuje pfi Zivoté cely organismus vydavanim pokynt
buiice pro vytvafeni zékladnich molekul bilkovin. Bilkoviny maji velmi ~ Obrdzek 1: Molekula
riznorodé¢ vlastnosti a funkce. Zmiiime napt. bilkoviny stavebni (kosti, DNA; zdroj: [12]
svaly) nebo regulaéni (enzymy). Usek sekvence DNA pro kodovani jedné bilkoviny se nazyva gen.
Kazdy gen mtze mit jednu nebo nékolik forem - alel. VétSina genl potfebnych pro zivot se v
eukaryotickych buiikach nachazi pfevazné v jadie na chromozomech, ¢astecné pak v mitochondriich

a u rostlin v chloroplastech. U prokaryotickych organizmii (jednodussi organizmy jako jsou viry a

bakterie) se geneticka informace nachazi na tzv. prokaryotnim chromozému a v plazmidech.

3.2 Struktura DNA

DNA je biologickd makromolekula skladajici se ze dvou dlouhych fetézcl zkroucenych do dvojité
pravoto¢ivé Sroubovice tvofici krouceny zebiik. V kazdém fetézci se stfida pétiuhlikovy cukr
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deoxyriboza se zbytkem kyseliny fosforecné (tzv. fosfatem). Na deoxyribézu je z vnitini strany
dvousroubovice pfipojena heterocyklickd sloucenina, tzv. baze. Na misté baze se mohou v DNA
vyskytnout ¢tyfi riizné heterocyklické slouceniny. Dvé z nich jsou odvozeny od struktury purinu a

dvé od struktury pyrimidinu. Mezi purinové baze patii Adenin

(A), Guanin (G), a mezi pyrimidinové patii Tymin (T), Cytosin
(C). Baze do sebe specificky zapadaji a tvoii tak vazebné pary,
které pti sobé drzi pomoci vodikovych mistkl a spojuji tak oba
feté¢zce molekuly DNA do pravotoc¢ivé dvousrobovice.
Dvoutetézcova struktura DNA je vyhodna pro uchovani

genetické informace, protoze je stabilnéjSi a 1épe odolava

vnéjSimu poskozeni. Geneticka informace je v DNA zapsana v
pofadi bazi samoziejmé jen v jednom z jejich fetézcl, druhy Obrdzek 2: Cast Fetézce DNA;
fetézec je jeho doplitkem (je tzv. komplementarni). Je to dano zdroj [12]
komplementaritou samotnych bazi, ktera vychazi z jejich chemického slozeni. Tyto baze se mohou
pojit pouze nasledujicim zplisobem: A se poji s T a C se poji s G.

Trojice deoxyribéza + zbytek kyseliny fosforeéné + baze, tzv. nukleotid, tvoii zakladni
stavebni jednotku (monomer) molekuly DNA. Protoze na misté baze se mohou vyskytovat ¢tyii rizné
molekuly, odvozujeme pro nukleotid Ctyfi rizné nazvy podle obsazené baze: deoxyadenosinfosfat,
deoxytymidinfosfat, deoxyguanosinfosfat a deoxycytidinfosfat. Pokud z trojice latek, ze kterych je
slozen nukleotid, odebereme zbytek kyseliny fosforecné, dostaneme tzv. nukleosid.

Pro zopakovani jesté uved'me, ze hibet dvousroubovice je tedy tvofen cukrem a fosfatem a

vnitfek nukleovou kyselinou (nukleovymi bazemi).

e Baze adenin (A), tymin (T), guanin (G), cytosin (C)
e Nukleosid baze + cukr (deoxyribosa)
e Nukleotid baze + cukr + zbytek kyseliny fosforecné
H
H N [ H—N/
N \N—H—»—---O FHa K /
=
( \ \ SAJN / M H - N / \
M / \ M------H—N —_—
& N / Nﬁ—g
N Nu%j N H- = - - oo - 0
g H/
Adenine Thymine Guanine Cytosine

Obrazek 3: Ukdzka vazeb mezi bazemi, zdroj: [12]

V nukleotidu ma kazdy atom své ¢islo, coz umoznuje tém, ktefi systém ¢islovani pochopili, orientaci
ve slozité molekule. Uhlik (chmicka znacka C) v cukerné slozce, na némz je navazan zbytek kyseliny

fosforecné, ma cCislo 5°, uhlik, na némz je navazana skupina OH, ma c¢islo 3" Kazdé vlakno, fetézec,
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ma podle konvence 3’'-hydroxylovy a 5’-fosfatovy konec. Na obrazku 2 je zbytek kyseliny fosforecné
zobrazen zelenou, cukerna slozka Cernou a misto pro navazani jedné z baze cervenou barvou
V dvousroubovici maji vlakna opacny smér, tj. jedno vlakno je orientovano z konce 3 ke konci 5" a
druhé vlakno z konce 5" ke konci 3°. Ob¢ vlakna ve dvousroubovici DNA jsou tedy vici sobé
nejenom komplementarni, ale také opacné orientovana (obrazek 4).

Podivame-li se pozorné¢ na schéma dvoufetézcové molekuly DNA (obrazek 4), mizeme si
vS§imnout, ze deoxyribozy jsou v protéjsich fetézcich orientovany opacnymi sméry. Smétuje-li v
hornim fetézci kyslik ve vrcholu pétiuhlikového cyklu deoxyribézy vzdy doleva, pak v dolnim fetézci

smétuje vzdy doprava. Kazdy z fetézcl tedy ma svlij smér. Toho prave pii ¢teni genetické informace

Hydrogan bonds

Obrazek 4: Prehled struktury molekuly DNA; zdroj: [12]

vyuziva enzym RNA-polymeraza. Kvili této orientaci vlaken se RNA polymeraza muze po
konkrétnim fetézci vydat pouze jednim smérem, ktery je dan orientaci 5'- a 3'-konce.

Z tohoto faktu vychazi i zakladni konvence, kterou se fidi zapisy jakékoli sekvence bazi v
nukleovych kyselinach v ucebnich a védeckych textech - uvadéné poradi vzdy predstavuje sled
nukleotidi od 5'-konce vlakna ke 3'-konci vldkna. Pokud je zapisovano dvouvldkno, pak se toto
pravidlo vztahuje vzdy na horni vlakno.

Nyni se jesté¢ podivejme na mozné nahlizeni na strukturu DNA. U nukleovych kyselin

rozliSujeme primarni, sekundarni a tercialni strukturu.

Primarni struktura

Primarni struktura je dana potadim nukleotidd v sekvenci. Nese v sobé genetickou informaci.
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Sekundarni struktura

Forma stocCeni dvousroubovice. Vldkna DNA se pfirozené¢ staci do dvousroubovice, avSak forma
sto¢eni neni vzdy za vSech podminek stejna. Mize se vyskytovat v nékolika formach, které maji vliv
na reaktivitu molekuly:

e ds forma A - Pravotociva; 10 para bazi na otacku; primér vldkna je 2,3 nm

e ds forma B - Pravotociva; 11 part bazi na otacku; pramér vlakna je 1,9 nm

e ds forma Z - Levotociva; 12 part bazi na otac¢ku; prameér vlakna je 1,8 nm

Terciarni struktura (supercoiling)

Velmi dlouha molekula DNA neni jen neuspoifadanym klubkem nahodné zamotaného vlakna. Celd
molekula se velmi peclivé nékolikanasobné naviji a sklada. Podobné jako u bilkovin i dvojita
Sroubovice nukleovych kyselin muze byt prostorové stocena do nadsSroubovicového vinuti -
superhelixu.

Pro lepsi predstavu o velikosti makromolekuly DNA si uved'me piiklad. Pokud by se nam
podatilo rozmotat a natahnout celou molekulu DNA z jedné lidské buiiky, méfila by téméf dva metry,

a kdybychom ji zvétsili do tloustky niti, byla by dlouha asi 300 kilometra.

3.3  Vlastnosti a vyznam DNA

Zakladni vlastni lohou DNA je uchovavat a v pripadé potieby dale predavat genetickou
informaci (o potfadi aminokyselin v bilkovinach), kterd je zapsana v jeji primarni struktufe. Tato
informace se ptenasi (dédi) zgenerace na generaci. Clovék obdrzi od kazdého rodice 23
chromozomi. Prvnim a zasadnim krokem pfi uchovavani dédicné informace a pfi jejim pienosu

z rodicl na potomky je jeji zdvojeni.

3.3.1 Replikace DNA

Zékladni mechanizmus replikace, tedy zdvojeni, deoxyribonukleové kyseliny je znam jiz od
objevu struktury jeji molekuly zacatkem padesatych let. Vldkna DNA jsou slozitym pochodem za
pomoci fady proteinit rozplétana ak uvolnénym vladknlim jsou prostiednictvim enzymu
dosyntetizovany komplementarni protéjsky. Tak z jedné dvouvldknové molekuly DNA vznikaji dvé
identické dvouvlaknové molekuly. Pii déleni bunky pak kazda znich pfechazi do jedné buiky
dcefiné. Tento proces musi probéhnout pii kazdém déleni buiiky.

Vlastni syntézu vlakna DNA fidi enzym DNA-polymeraza, kterd katalyzuje ptenos nukleotid
z deoxyribonukleosid-trifosfati na rostouci fetézec. Protoze je bytostné dilezité, aby kopie byly
dokonale stejné¢, ma DNA-polymerasa schopnost odstranit pfipojeny nukleotid, pokud neni pfipojen

komplementarné. Tento proces se pak oznacuje jako reparace DNA.
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3.3.2 DNA jako predloha bilkoviny

DNA se nachazi v jadre, ale zafizeni umoznujici vznik bilkovin je umisténo v cytoplasmé na
vnéjsi strané jaderné membrany. DNA se dorozumiva s timto zafizenim prostfednictvim posld, jimiz
jsou molekuly RNA. Cesta od molekuly DNA k vytvorfeni proteinu vede pies n€kolik fazi. Jsou jimi

transkripce, translace a proteosyntéza. Na obrazku 5 jsou docela prehledné znazornény.

Transkripce (prepis genetické informace 7 DNA do RNA)

Transkripce je enzymaticky proces, jehoz prubéh je zavisly na katalytickém puisobeni RNA-

polymerazy. RNA-polymeraza je enzym, ktery precte OMA
informaci z jednoho fetézce DNA a zkopiruje ji do potadi Wﬂg@%{kﬁ@[}{

Rep lization

A5
Transeription %{“ﬂl W’f
v

nukleotidi v nové syntetizované molekule RNA. Tato
molekula RNA se pak uvolni a putuje do cytoplasmy, kde je
syntetizovana bilkovina s ur¢itym pofadim aminokyselin prave DMA  m Ygmy

podle potadi nukleotidi v molekule RNA. %ﬁ@ﬁ BT, Q}NE\‘{II

Pii transkripci se tvoii tzv. mRNA. Nejprve dochazi mEA

tRMAz
k rozvolnéni jednoho useku DNA, a to v oblasti molekuly, Tranzlation Ribosome , e
¥ e G
ktera se nazyva promotor. Na zakladé¢ komplementarity sy - J
AR AR o o
dusikatych bazi probiha na jednom vlakné¢ DNA pfitazovani b Attached
ache
foy - 10 v - id
komplementarnich nukleotidit ve sméru 5' > 3'. Jejich : amine ozt
Pratein L - : Gemfb:"::i:gchum
vzajemnym spojenim diesterickymi vazbami vznikd souvisly FeF

polynukleotidovy fetézec (RNA obsahuje nukleotid uracil

Obr. 5 Postup syntézy bilkovin,
zdroj [12]

misto tyminu). V pribéhu transkripce tak vznika fetézec
mRNA, ktery se uvolni, projde jadernou membranou do
cytoplazmy a napoji se na ribozom. Transkripce konc¢i v oblasti DNA zvané terminator. Molekula
mRNA tedy v sobé nese piepis genetické informace mezi promotorem a termindtorem. Rozsah této

informace muze byt rizny.

Translace

Translace je proces syntézy proteinti podle informace obsazené v molekulach mRNA. Uskuteciiuje se
na ribozomech a jeji pribeh je katalyzovan fadou enzymii. Na ribozom se mRNA navazuje zasadné
5" koncem své molekuly. Vazba se déje na mensi pod-jednotce ribozomu. Ribozom se po navazané
mRNA posunuje ke konci 3°, pficemz volny konec 5’se zatim mulZze napojovat na dal$i a dalsi
ribozomy. Tento komplex postupujicich ribozoml na molekule mRNA se nazyva polyribozom. Pfi
posouvani se mRNA dostava na kazdém ribozomu do kontaktu s jeho dvéma vazebnimi misty. Tato

mista odpovidaji velikosti dvéma kodontm (trojicim ribonukleotidii v mRNA). V téchto mistech
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dochazi k ptipojovani aminokyselin a k jejich spojovani do polypeptidového fetézce. Oznacuji se
jako aminoacylové misto (A site) a peptidylové misto (P site).

Translace se povazuje za zahajenou teprve ve chvili, kdy se pohybujici se ribozom dostane

— zalezi na ,, prokaryocite “ nebo ,,eukaryocyté* organismu). Samoziejme zde hraji vyznamnou ulohu

rrrrrr

.....

pro pfipojeni dalsitho komplexu tRNA s odpovidajicim antikodonem. Na ribozomu jsou vedle sebe

tedy dva komplexy aminoacyl-tRNA v takovém vzajemném uspofadani, které umoziuje vznik

.....
.....

.....

pripojen dipeptidovy komplex spojenych s jednou molekulou tRNA. Dalsim pohybem ribozomu po
mRNA se opakuje stejny proces dal. VSechny aminoacyl-tRNA musi nejdiive projit A-mistem, aby
se dostaly do P-mista. Pfemistovani komplext je katalyticky podminéno ¢innosti enzymt zvanych
elongac¢ni faktory. Translace se ukoncuje ve chvili, kdy se do A-mista dostane tripletova oblast
mRNA, kterd svym nukleotidovym slozenim odpovida jednomu z termina¢nich kodont (UGA, UAA,
UAG). Pro tyto kodony neexistuje zadny odpovidajici typ tRNA s komplementarnim antikodonem.
Nemoznost napojeni dal$i aminokyseliny na jiz zaclenénou je tedy signalem pro uvolnéni
polypeptidového fetézce z ribozomu. Opét je katalyzovano terminac¢nimi faktory (enzymy).

Primérna bilkovina je slozena z fetézcl z nékolika set aminokyselin. Pocet kombinaci
jednotlivych bazi a jejich kodu pro bilkoviny je nekone¢ny, DNA proto ptedstavuje staly informacni
genetickou informaci pied poskozenim ¢i $patnym piepsanim v nezménéné podobé z buiiky do bunky

Z generace na generaci.

3.4  Ziskavani DNA z organismu

Nyni si jesté struéné vysvétlime, jak se DNA ziskava z organizmu, jaké jednotlivé kroky je nutné
ud¢lat, aby se genetickd informace ulozena v podobé sekvence nukleotidi pfevedla do podoby

textové sekvence zapsané kombinaci ¢ty pismen.
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Izolace nukleovych kyselin

Podstatou izolace nukleovych kyselin je oddéleni téchto kyselin od ostatniho biologického materialu,
kterym jsou nukleové kyseliny obklopeny. Po izolaci nukleovych kyselin je nutné jesté oddélit od
sebe jednotlivé nukleové kyseliny. Pokud je naptiklad cilem izolovat molekulu DNA, musime jeste z
nukleovych kyselin, které si jsou svoji chemickou stavbou velmi podobné, vybrat pouze a praveé

molekulu DNA. [1]

Stipani molekuly DNA

Pokud je DNA izolovana z bun¢k Setrné, pak je pfedstavovana celymi chromosomy, tedy mimotadné
dlouhymi molekulami. Pro mnoho molekularné-genetickych technik je proto nejdiive nutné takové
molekuly rozstipat na mensi tlomky, se kterymi lze snaze pracovat.

Mechanicky Ize molekulu DNA ,,polamat™ velmi u¢inné ultrazvukem, ktery rozkmita dlouhé
molekuly. Ty se pak v mistech nejvétsiho mechanického namahani v priabéhu kmitani lamou.. Mista
zlomu jsou ovSem zcela nezavisla na konkrétni sekvenci DNA, jsou nahodna, takze v kazdém
experimentu i1 v kazdé molekule dochazi k ldmani v jinych mistech.

Nukleové kyseliny lze biochemicky Stipat pomoci enzymi nukledz. Revoluci v praci s
nukleovymi kyselinami pfinesl objev tzv. restrikénich endonukledz II. typu, které rozpoznavaji v
molekule DNA kratké specifické sekvence a v misté vyskytu této sekvence molekulu Stépi.
Revolucnost Stépeni restrikénimi endonukledzami neni jen v tom, Ze jsme schopni S$tépit
reprodukovatelné, tj. ve stejném misté (pokud pouzijeme stejnou endonukleazu), ale také v tom, Ze
rozstépené molekuly miizeme znovu spojit.

Nikdy samoziejmé nestépime jedinou molekulu genomové DNA, ale velké mnozstvi téchto
molekul, takze ve vysledné smesi je kazdy specificky fragment zastoupen v mnoha kopiich,
odpovidajicich poc¢tu vstupnich molekul DNA. Takovou smés nema smysl znovu spojovat, nebot
bychom dostali mnoho nahodnych spojeni mezi riznymi fragmenty v rtizné prehazeném potadi. Aby
mélo $tipani molekul DNA smysl, musime mit moZnost ve smési rozpoznat a izolovat urcity

fragment, obsahujici napt. gen nebo urcitou sekvenci, ktera nas zajima.

Klonovani DNA

Klonovanim DNA se mysli mnozeni urcitého tiseku DNA. V molekularni genetice se ke klonovani
DNA s vyhodou vyuzivaji enzymatické systémy zivych bunék, které jsou schopny konkrétni DNA
kopirovat a klonovat prakticky bezchybné a s nizkymi naklady. Prakticky technika klonovani
znamena, Ze je tfeba piimét urcité buinky, aby kopirovaly tusek cizi DNA, ktery jsme piedtim
pfipravili néjakou jinou molekularné-genetickou metodou, a ktery po namnozeni (klonovani) v zivych

bunkach zase ziskame zpét.
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Sekvenovani DNA

Termin sekvenovani DNA znamena urceni sekvence nukleotidd (resp. bazi) v jednom z fetézcti DNA.
Duivodii pro zjistovani sekvence je mnoho. Pokud ma naptiklad néjaka choroba geneticky zaklad, pak
je jeji konkrétni pti¢inou zména zdravé alely genu v chorobnou alelu. Podkladem této zmény je prave
konkrétni zména sekvence DNA. Podafi-li se takovou zménu po srovnani sekvenci zdravych a
nemocnych jedinct identifikovat, mize to slouzit k vyvoji diagnostického postupu, ktery bude tuto
zménu namisto sekvenovani identifikovat nékterou jednodussi a méné nakladnou molekularné-
genetickou metodou. Znalost zmény sekvence, ktera je pti¢inou choroby, také otevira cestu k budouci
cilené 1écb¢é genovou terapii (nahradou ,,chorobné* alely dodanim ,,zdravé* alely).

Pro sekvenovani byly vyvinuty dvé metody — chemickd Maxam-Gilbertova a biochemicka
Sangerova, ktera dnes jednoznaéné prevlada. Tato metoda vyzaduje jednovldknovou DNA, ktera
slouzi jako vzor (templat) pro syntézu druhého (komplementarniho) fetézce. Syntézu zprosttedkuje
enzymem polymeraza a reakce je upravena takovym zplsobem, ze v urcitych mistech dochazi v
zavislosti na sekvenci templatového vlakna k ukonceni (terminaci) syntézy. Reakce funguje tak, ze k
ukonéeni (terminaci) reakce dojde v okamziku, kdy se v templatovém vladkné precte urity nukleotid.
Délka nedokonceného tiseku, zjisténa elektroforézou v gelu, pak odpovidd vzdalenosti od zacatku
vlakna, ve které se vyskytl urcity nukleotid.

Na zakladé tohoto ukonceni se tedy identifikuje jedna ze Ctyi bazi. Pokud bézi téchto reakci
v jeden okamzik paralelné vice na né¢kolika dalSich (naklonovanych) vlaknech, je mozné urcit mnoho
dalsich bazi, které se pak podle délky komplementarniho ftetézce, ktery polymeraza stacila
nasyntetizovat nez se zastavila, pfesné zafadi pomoci pocitacového programu do rekonstruované

sekvence DNA. [1]
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4 Struktura databazi DNA

Nyni kdyZ mame lepsi predstavu o tom, co se skryva za sekvenci nukleotidii makromolekuly DNA,

podivame se na nejpouzivanéjsi biologické databaze a formaty dat.

4.1 Instituce zabyvajici se shromazd’ovanim dat

V soucasné dobé je prostiednictvim Internetu dostupnych piiblizn¢ 550 databazi zabyvajicich se
shromazd’ovanim bioinformaci. Jejich piehled a popis je kazdoro¢né publikovan ve specializovaném,
volng€ dostupném cisle ¢asopisu Nucleic Acids Research. K nejvétSim institucim zabyvajicich se
spravou dat a vyvojem nastroji pro jejich analyzu patfi:
o  Evropsky institut pro bioinformatiku (EBI) se sidlem v Hinxtonu v UK, dostupny na webové
adrese http://www.ebi.ac.uk/
e  Narodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI) zalozené pivodn€ v ramci
Narodni Iékatské knihovny (NLM) v USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
o  Centrum pro informacni biologii (CIB) zalozené jako oddéleni Narodniho genetického

institutu (NIG) v Mishimé¢, Japonsko (http://www.cib.nig.ac.jp/).

4.2  Pristup k databazim

Existuji tii prostfedky na ziskadvani informaci, které umoznuji textové vyhledavani v molekularné
biologickych databazich. Tyto prostfedky jsou vstupnim bodem do mnoha integrovanych databazi a
kazdy z nich byl vyvinut v jednom ze tfi hlavnich center pro bioinformatiku. Navzajem se lisi v
databazich, které mohou prohledavat, ve vazbach, které vytvareji mezi jednotlivymi databazemi a ve
vazbach vztahujicich se k dalsim informacim. [3]

e Entrez - vyvinuty v NCBI, adresa http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

e SRS (Sequence Retrieval System) - vyvinuty v EBI, adresa http://srs.ebi.ac.uk

e DBGET/Link DB — vyvinuty v Japonsku, adresa http://www.genome.ad.jp/dbget

4.3 Standardni kody podle IUB/IUPAC

Organizace IUPAC (Mezinarodni unie pro €istou a uzitou chemii) vydala dokument [UPAC-IUB, o
zkratkach a symbolech uzivanych v sekvencich DNA nebo proteint. Tento dokument jednoznacné
ptitazuje znaky chemickym slouceninam, které se v téchto sekvencich mohou vyskytovat. Prehled je

zobrazen v tabulkach 2 a 3.
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Kody pro sekvence aminokyselin Kody pro sekvence nukleotidi

A | Alanin A | Adenosin

B | kys. asparagova nebo asparagin C | Cytidin

C | Cystein G | Guanidin

D | kys. Aspartova T | Tymidin

E | kys. Glutamova U | Uridin

F | Fenylalanin R | G/A (purin)

G | Glycin Y | T/C (pirimidin)

H | Histidin K | G/T (nukleosid s keto sk.)

I | Izoleucin M | A/C (nukleosid s amino sk.)
K | Lysin S | G/C (silna vazba)

L | Leucin W | A/T (slaba vazba)

M | Metionin B | G/T/C

N | Asparagin D | G/A/T

P | Prolin H | A/C/T

Q | Glutamin vV | G/C/A

R | Arginin N | A/G/C/T (jakykoli)

S | Serin - mezera (gap) neurcené délky
T | Treonin

U | Selenocystein Tabulka 3. Kody pro sekvence nukleotidii
V | Valin
W | Tryptofan

Y | Tyroxin

Z. | kys. glutamova nebo glutamin

X | jakakoli aminokyselina

* | translaéni stop (terminacni kodon)

- mezera (gap) neuréené délky

Tabulka 2. Kody pro sekvence aminokyselin

4.4 EMBL databaze

Databaze EMBL je organizovana Evropskou molekularné biologickou laboratoii (EMBL). Je to
vetejna evropskd nukleotidova databaze se sidlem v Anglii na adrese http://www.ebi.ac.uk/embl.
Databaze je v souinnosti vytvaiena s ostatnimi nukleotidovymi databazemi GENBANK (USA) a
DDBJ (Japonsko) a je velmi dobie piistupna spolu s mnoha odvozenymi a dal§imi databazemi ptes
SRS. Databaze obsahuje vSechna data zaslana védeckou komunitou, a to bez kontroly. Z tohoto
diivodu mize obsahovat urcité procento chyb. Na této databazi si ukazeme, jak mize vypadat format

uloZenych dat.
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4.4.1 VKkladani dat do databaze EMBL-Bank

Vétsina védeckych Casopisi v dnesni dobé vyzaduje vlozeni informaci o sekvencich nukleotidd do
jedné z databazi EMBL, GenBank nebo DDBJ pied publikaci ¢lanki, které se jimi zabyvaji. Diky
tomu je zaruceno, ze informace o sekvencich budou dostupné vSem védciim, uz v dobé, kdy bude
¢lanek publikovan. EMBL-Bank pfidéli kazdému novému zaznamu o sekvenci ptistupové ¢islo, které
jednoznacné a trvale identifikuje zdznamy dané sekvence. Toto ¢islo také autofi ¢lankl zvefejnuji ve
svych ptispévcich a pomoci tohoto ¢isla mohou vkladat nové informace do zdznamu o dané sekvenci.
Preferovany zptisob vkladani informaci do EMBL databaze je pomoci www systému Webin, ktery je
dostupny na adrese http://www.ebi.ac.uk/submission/webin.html. Tento systém umoziiuje vkladani
informaci o sekvencich interaktivni formou, vypliiovanim n¢kolika www formulait.

Informace o sekvencich je také mozné zasilat pomoci emailu, ale data musi byt poskytovana ve
specialnim formatu. Pti vkladani vét§iho mnozstvi podobnych sekvenci, EBI doporucuje kontaktovat

spravce databaze, kteti pomohou se vkladanim téchto dat do databaze. [3]

4.4.2  Struktura uloZenych dat

Databaze je tvofena zdznamy o sekvencich nukleotidd. Kazdy zdznam odpovida jedné sekvenci
nukleotidl, ktera byla vlozena do databaze nebo publikovana v literatuie. Takovy zaznam tvofi
samotnd sekvence a odpovidajici informace o ni (anotace sekvence). V nékterych ptipadech zaznam
shrnuje informace z vice publikovanych ¢lankd zabyvajicich se stejnou sekvenci nukleotidii. Naopak
jeden clanek muze byt zdrojem vice zaznami v databazi, zejména pii porovnavani homolognich

sekvenci rznych organismu.

Tiidy dat

Tiida kazdého zdznamu je indikovana na prvnim fadku (ID) zdznamu o sekvenci. VSechny
distribuované a vetejné€ pristupné zaznamy jsou ttidy standard. Vniting databaze pouziva i dalsi tiidy

dat.

Divize databaze

Zaznamy, které tvoii databazi, jsou shlukovany do divizi. Shlukovani je zaloZeno pfevazné na
taxonomii. Vyjimku tvoii divize EST (expressed sequence tags), kam patii sekvence, ke kterym
obvykle neexistuji téméf zadné dopliujici informace a byly ziskany pomoci jednodussich metod.
Tyto sekvence jsou také obvykle povazovany za sekvence nizsi kvality. Dalsi vyjimky tvoii divize
STS (sequence tagged site), HTG (HighThroughput Geonome Sequence), HTC (High-Throughput
cDNAs), GSS (genome survey sequences) a CON (construct). Do téchto divizi patfi zaznamy o
sekvencich, které byly ziskany speciadlnimi metodami [3]. Popis jednotlivych divizi je mozné
nastudovat na http://www.ebi.ac.uk/embl/Documentation/index.html.
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Struktura zaznamu

Zaznamy v databazi jsou strukturovany tak, aby byly snadno zpracovatelné pocitacovymi programy a
zaroven byly srozumitelné pro ¢lovéka. VSechny popisy dat, klasifikace i poznamky jsou v bézné
anglictiné. Jestlize je to mozné, jsou pouzity symboly a oznaCeni, které se bézné pouzivaji
v molekularni biologii.

Kazdy zaznam v databazi obsahuje tadky rtzného typu. Kazdy typ fadku ma definovany
format a obsahuje urcité informace o sekvenci pomoci specifikovanych typt dat. Na zacatku kazdého
fadku zaznamu je dvouznakovy kod, ktery urcuje typ radku, a tedy i informace, které tento fadek

obsahuje [3]. Nékolik prikladd kodi radkt je mozné vidét v tabulce 4.

ID | identification begins each entry; 1 per entry
AC | accession number >=] per entry

SV | sequence vision 1 per entry

DT | Date 2 per entry

XX | spacer line many per entry

1 termination line ends each entry; 1 per entry

Tabulka 4.: Priklad dvouznakovych kodii na zacatcich radkii

V jednom zaznamu se nemusi vyskytovat vSechny typy fadka a naopak v jednom zaznamu se jeden
typ fadku muze opakovat nékolikrat. Kazdy zaznam zacind tfadkem ID (identification line) a je
ukonéen fadkem //. Radky se vyskytuji v zdznamu v piesné stanoveném poiadi, s vyjimkou fadku

XX, ktery slouzi jako odd¢lovac a miize byt pouzit kdekoliv mezi fadky ID a SQ.

Piiklad databazového zaznamu

I D sekvencel87 standard; DNA; UNC, 262 BP.
DE sekvencel87
SQ Sequence 262 BP;

CCTGAGATAT AAAAGCGTAT AGAATATTCG AAGTAGTATA GIGTAGCCTG CAATAGCATC 60
AGTGTAGITC TCAGCATAGA GAGCCTAAGA TAAATGAAGA TTGTGICAGC AGCTACAATG 120
AATGATGCECG GAAAGACCTT TG 142

Il

Format iradku databdazového zaznamu

Kazdy zaznam v databazi Kazdy fadek zaznamu obsahuje na zacatku dvouznakovy kod, ktery urcuje
typ radkt. Tento kod je nasledovan tfemi mezerami, takze aktualni informace zacinaji na kazdém
fadku na pozici znaku Cislo 6.

Kodem radki se samotnou sekvenci jsou 2 mezery, proto se zda, ze tyto fadky jsou bez kodu.
Sekvence je zapsana po 60 bazi na jeden fadek. Vzdy po deseti bazich je vloZena jedna mezera. Prvni
baze radku je na Sesté pozici. Baze jsou vzdy zapsany od konce 5’ ke konci 3° a pokud je to mozné,

pouziva se nekodujici fetézec. Na pozicich 73 — 80 kazdého tadku se nachazi Cislo baze pro snadnéjsi
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orientaci a snadnéj$i vyhledavani oblasti v sekvenci. Cisla jsou zarovnana vpravo a obsahuji ¢islo

posledni baze na daném fadku.

4.5 GENBANK

Distribucni format nukleotidové databaze GENBANK, ktery je podobny formatu EMBL je 1épe
Citelny. Misto dvoupismenného identifikatoru pouziva celé slovo. Databaze GENBANK je
nukleotidova databaze, kterou organizuje Narodni institut zdravi (NIH) v USA. Diky vyménné
spolupraci s ostatnimi nukleotidovymi databazemi obsahuje v podstaté stejna data jako EMBL.

GENBANK je vyborné propojena s mnoha dal§imi databazemi. Bohuzel, je tfeba mit pfi praci na
paméti, ze (stejné jako EMBL) neobsahuje vSechny dostupné sekvence, hlavné z velkych

4

adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankOverview.html

Piiklad databazového zaznamu

LOcCUs sekvencel87 262 bp DNA UNA 30-Jan- 2003
DEFI NI TI ON  sekvencel87
ORIG N

1 CCTGAGATAT AAAAGCGTAT AGAATATTCG AAGTAGTATA GTGTAGCCTG CAATAGCATC
61 AGIGTAGITC TCAGCATAGA GAGGCTAAGA TAAATGAAGA TTGTGICAGC AGCTACAATG
11

4.6 Format dat

Jak je vidét format ukladani sekvenci a informaci o nich se v obou popsanych databazich mirné lisi.
Aby byly pocitacové programy schopné data z databazi jednoznacné piecist, je nutné jim sdé¢lit,

v jakém formatu jsou data ulozena. RozliSuje se pak nékolik formata.

Fasta

Velmi jednoduchy format pro ukladani sekvenci. Obsahuje pouze identifikaci sekvence a samotnou
sekvenci. Vyuziva se v situacich, kdy podrobné informace o sekvenci nejsou pro praci s touto
sekvenci prili§ dulezité. Tento format je vhodny napt. pro porovnavani sekvenci apod.

EMBL

Formaét uréeny databazi EMBL.

GENBANK
Format urceny databazi GENBANK.
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5 Porovnavani sekvenci

Jak jiz jsme si fekli v pfedchozi kapitole, vS§echna data jako jsou sekvence nukleotidii a aminokyselin
jsou uloZeny ve stanoveném formatu v riznych celosvétovych databazich (EMBL, GENBANK atd.).
Abychom pochopili, pro¢ jsou pro nas tato data dilezita, vysvétlime si pojem homologie. Homologie
oznacuje strukturalni podobnost dvou genti nebo celych sekvenci nukleotidl ¢i aminokyselin. Miru
strukturalni podobnosti je mozné urcit vzajemnym strukturdlnim porovnanim dvou sekvenci. Podle
miry podobnosti se pak stanovi, jestli mezi sekvencemi n¢jaka homologie je nebo neni.

Homologie naznacuje, Ze se dva porovnavané geny patrné vyvinuly ze spolecného ptredchiidce
a ze ziejm& kdduji proteiny s obdobnou funkci. Proto je pro nas dilezita napft. i sekvenovana DNA
kopinatce nebo jezika tetraodon. Kopinatec patii mezi bezlebecné a je to velmi zajimavy organismus.
Ma velmi jednoduchou stavbu t€la a tato jednoducha stavba téla odpovida jednoduché struktute jeho
gent. Pfitom jsou tyto geny velmi podobné gentim obratlovcii, napiiklad i gentim ¢lovéka.

Zkoumani krats$iho genomu s jednodussi strukturou genti mtize vést k rychlejSimu pochopeni
nukleotidti, avSak védci zjistili, Ze vice nez 95 procent nukleotidl lidské DNA nekoduje viibec nic.
Nejvetsi ¢ast z této nekodujici DNA tvoti opakujici se kratké kousky, které do nasi DNA vnesly viry
jiz pted miliony let. Tim se lidskd& DNA pro védce stala pomérné€ nepiehlednou cetbou, a je tedy
nckdy obtizné identifikovat geny, které jsou pro ¢loveka zasadni. Vratme se nyni k jezikovi. Jezik ma
na rozdil od ¢lovéka jen velmi malé mnozstvi DNA, které nic nekdduje. Takze kdyZ osekvenujeme
jezika a osekvenujeme ¢loveka, a pak porovname, které ¢asti jsou stejné, mame docela dobrou
napoveédu, Ze by to mohla byt u ¢loveka také kodujici sekvence, ze by to mohl byt gen.

Porovnani dvou sekvenci je jednoduse porovnani shody mezi jednotlivymi znaky kazdé
sekvence. Aby toto porovnani mélo redlnou vypovidajici hodnotu, musi byt sekvence vué¢i sob&
optimaln¢ zarovnany. Jednou z moznosti, jak posoudit podobnost dvou sekvenci je tzv. metoda
vykreslovani tecek, kdy je mozné vizudln¢ sledovat oblasti stejnych nebo podobnych usekl
porovnavanych sekvenci. Tato metoda je stru¢né¢ popsana v podkapitole 5.1. Jedna se o jednoduchou
sofistikované metody budou piredstaveny dale v této kapitole. Tomu ale pfedchazi podkapitola 5.2,
vénovana problematice zarovnani sekvenci, kterou je nezbytné pochopit pro pochopeni

porovnavacich metod dynamického programovani nebo metod rodiny BLAST.

5.1  Vykreslovani tecek (Dot Plots)

Jedna z nejjednodussich metod pro vyhodnocovani podobnosti mezi dvéma sekvencemi je vizualizace
regionii podobnosti tzv. vykreslenim bodt (dot plots). Pti konstrukci této metody se prvni sekvenci
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uréené k porovnani pfitadi horizontalni osa prostoru pro vykresleni a druhé sekvenci se pfitadi osa
vertikalni. Tecky se potom vykresluji na misté, kde se jednotlivé iseky obou sekvenci sob& rovnaji.
Pokud se po sobé shoduje nékolik usekti sekvence, vznikaji v oblasti pro vykreslovani viditelné
diagonalni cary, slozené z vykreslenych tecek [4].

Pokud se porovnavaji velké a velmi podobné sekvence, ve kterych se objevuji Casto se
opakujici podobné motivy, stane se vykreslovani slozité, nepiehledné a zaSuméné. Efektivni zptisob,
jak toto vyfesit, je tzv. sliding window, které¢ v jednom okamziku zohlediiuje vice nez jednu pozici
(pismeno) sekvence. Toto Soupajici se okno mize mit napiiklad velikost 10 znaki. Piidejme jesté
mez podobnosti, kterou stanovime na 8.

Potom pribéh porovnani probéhne nasledovné. Prvnich deset nukleotidii sekvence A se
porovna s prvnimi deseti nukleotidy sekvence B, a pokud se alesponi 8 nukleotidii rovna, vykresli se
teCka na pozici (1,1), jinak nikoliv. Poté se okénko na sekvenci A posune o jeden nukleotid vpted,
tedy nyni se budou porovnavat nukleotidy 2-11 sekvence A s nukleotidy 1-10 sekvence B. Toto se
opakuje, dokud se vSechny desetiznakové podsekvence sekvence 4 neporovnaji s podsekvenci 1-10
sekvence B. Poté se posune také okénko na sekvenci B o jeden znak dopiedu, a takto se vSe opakuje,
dokud se neporovnaji desetiznakové sekvence sekvenci 4 a B kazdd s kazdou. Velikost okna a
hodnota meze podobnosti mohou byt libovolné ménény v zavislosti na podobnosti porovnavanych

sekvenci.

5.2 Jednoduché zarovnavani

Zarovnani sekvenci spoc¢iva v nalezeni takovych tusekl sekvenci, které si jsou nejvice podobné a tyto
useky zarovnat vici sob&. Uvédomme si, Ze v pribéhu evoluce mize v sekvenci nukleotidi kazdého
druhu dochazet k riznym zménam. Tyto zmény mohou byt tii:

e Mutace - zaména pismene (nukleotidu) za jiny

e Inserce - vlozeni (pfidani) jednoho nebo vice novych nukleotidi

e Delece - odebrani jednoho nebo vice nukleotidi
Bylo zjisténo, Ze inserce a delece se v prirod¢ vyskytuji mnohem méné ¢asto nez mutace. Protoze k
inserci a deleci neexistuje zadna homologie, zavadi se pojem mezera, ktera pii zarovnavani sekvenci
reflektuje tyto zmeény.

Pokud zarovnavame sekvence, kde se neuvazuje inserce a delece, nevyuziva se ani mezer.
Zarovnani dvou sekvenci je potom pouze zalezitosti vybéru startovniho bodu pro kratsi z
porovnavanych sekvenci. Uvazujme nasledujici ptiklad [1]:

e sckvence A: AATCTATA
e seckvence B: AAGATA
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Tyto sekvence mohou byt zarovnany pouze tfemi zpiisoby (pfiklad 1), pokud nebereme v uvahu
mezery. Abychom mohli urcit, které z téchto 3 zarovnani je optimalni, musime rozhodnout, jak

ohodnotit kazdé zarovnani.
AATCTATA AATCTATA AATCTATA
AAGATA AAGATA AAGATA

Priklad 1: t7i zpiisoby zarovnani sekvenci; zdroj [1]

Zatimco metoda vykreslovani tecek je uziteCna pro vizualni prohlédnuti regionti podobnosti dvou
sekvenci, Ciselny skorovaci systém pro ohodnoceni podobnosti sekvenci ma vyhody v objektivnim
uréeni optimalniho zarovnani. V pfipad€, kdy neuvazujeme mezery, je skorovaci systém realizovan

funkei [1], ktera urcuje soucet jednotlivych shod a neshod porovnavanych fetézct.

i=1

{ Skére shody; seql; = seq2;

Skore neshody; seql; # seq2; H

kde n je délka delsi sekvence. Pro nas ptipad jsou tedy hodnoty vysledku 4, 1 a 3.

Pokud vezmeme v uvahu piipad, ze v sekvenci nastaly inserce nebo delece, porovnani se vyrazné
zkomplikuje. Pocet moznych zarovnani sekvence znacné vzroste. Napiiklad dvé sekvence z
predchoziho ptikladu, které bylo mozné zarovnat tiemi zpisoby, je s uvaZzovanim mezer mozné

zarovnat 28 rliznymi zptisoby (ptiklad 2).
AATCTATA AATCTATA AATCTATA
AAG AT-A AA- G ATA AA- - GATA

Priklad 2: t/i mozné zpiisoby zarovnani sekvenci, zdroj [1]

Pti ohodnocovani porovnani sekvenci, které mohou obsahovat mezery, se zavadi termin gap penalty,
ktery urcuje hodnotu penalizace v piipadé, kdy je znak sekvence zarovnan s mezerou jiné sekvence.
Tato hodnota se musi zaClenit do skorovaciho systému. Funkce, kde n je délka delsi sekvence, pak

vypada nasledovné [1]:

n Penalizace za mezeru; jestlize seql; = ‘—* nebo seq2; = ‘“—*
S = Z Skore shody; seql; = seq2; )
i=l Skore neshody; seql; # seq2;

Neni vzacné, ze pii vyuzivani gap penalty se pii hledani najde vice moznosti optimalniho zarovnani
dvou sekvenci. Metoda pro dalsi rozliSeni mezi t€émito porovnanimi je zaloZzena na rozliSovani mezi
takovymi sekvencemi, které obsahuji mnoho samostatnych mezer a takovymi, které obsahuji delsi
ucelené Gseky mezer. [4] Penalizaci za mezeru (gap penalty) pak rozdélujeme na dvé casti:
e origination penalty - penalizace za zahajeni nové série mezer vytvorenim samostatné mezery
mezi plnohodnotnymi znaky sekvence.
e length penalty - penalizace, ktera zavisi na poctu (délce) postupné souvisle chybéjicich znaki.

Obecné je mensi nez origination penalty.
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5.3 Substitucni tabulka skore

Podobné jako penalizace za mezeru miZze byt i penalizace za neshodu rozdélena tak, aby hodnoty
penalizace vice odpovidali pravdépodobnosti zmén objevujici se v evoluci. Nékteré substituce znakt
se vyskytuji v piirod¢ Castéji nez jiné.

Uved'me si piiklad na bilkovinach. Uvazujme dvé sekvence bilkovin. Jedna z nich ma na
uréitém misté aminokyselinu alanin. Substituce na aminokyselinu jako je valin, bude mit v disledku
jeji struktury pravdépodobné mensi G¢inek na zménu funkénosti vysledného proteinu, nez substituce
na aminokyselinu jako lyzin. Proto pii hodnoceni zarovnani mtizeme chtit ohodnotit pozici, na které
je alanin zarovnan s valinem 1épe, nez pozici, kde je zarovnan alanin s lyzinem. Podobn¢ tomu muize
byt i u nukleotidti v DNA, kdy se zvyhodiiuje vzajemna substituce pyrimidinovych nebo purinovych
bazi.

Jakmile je urCeno skore porovnani kazdé mozné dvojice nukleotidli, vyslednd substitucni
matice skore se pouzije k ohodnoceni kazdé pozice v zarovnani, kde se nevyskytuje mezera. Pro
nukleotidové sekvence je tato matice celkem jednoducha. Napiiklad v programu BLAST je vyuzita
matice, ktera shodu oceiiuje hodnotou 5 a vSe ostatni hodnotou -4. Jiny ptiklad miize byt matice, ktera
nepatrné zvyhodiiuje substituce nukleotidii, kdy purin (C nebo T) se méni na jiny purin nebo

pyrimidin (A nebo G) se méni na jiny pirimidin, viz tabulka 5. Pro aminokyseliny jsou jiz tyto

vvvvvv

A C T G A C T G A C T G
A 1 0 0 0 A 5 -4 -4 -4 A 1 -5 -5 -1
C 0 1 0 0 C -4 5 -4 -4 C -5 1 -1 -5
T 0 0 1 0 T -4 -4 5 -4 T -5 -1 1 -5
G 0 0 0 1 G -4 -4 -4 5 G -1 -5 -5 1

Tabulky 5: zleva tabulka identity, Blast tabulka, tabulka prechodii [1]

Nejbeéznéjsi a ziejmé nejobjektivnéjsi metoda, jak odvodit substitu¢ni tabulku skore, je sledovat
pomér zastoupeni riznych substituci ptimo v ptirod€. Jestlize je substituce mezi dvéma konkrétnimi
aminokyselinami pozorovana casto, potom jsou pozice, ve kterych jsou tyto aminokyseliny takto
zarovnany, ohodnoceny pfiznivéji a naopak. Nejcastéji pouzivané matice pro sekvence aminokyselin
jsou PAM (point accepted mutation) nebo BLOSUM [1]

Jakmile je metoda pro ohodnoceni podobnosti jednotlivych dvojic nukleotidi dvou sekvenci
vybrana, miize byt vytvofen algoritmus pro hledani nejlepsiho zarovnani mezi témito sekvencemi.
Metoda, ktera se nejvice nabizi, kompletni hledani vSech moznych zarovnani, neni obecné
proveditelna. Predstavme si dvé sekvence o ne pfili§ ohromujici délce 100 a 95 nukleotidi. Pokud
bychom chtéli navrhnout algoritmus, ktery by mél spocitat a ohodnotit vSechna mozna zarovnani,

musel by testovat ptiblizné 55 milionti moZnosti.
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Nasledujici podkapitola ptedstavi metody zalozené na technikach dynamického programovani,
které jsou schopné najit optimalni zarovnani mezi sekvencemi v pfijatelném case. Porovnani sekvenci

a stanoveni podobnosti (homologie) u téchto metod zalezi na zhodnoceni vysledného zarovnani.

5.4  Dynamické programovani

Jak roste délka sekvenci, roste i pocet moznosti, které neni mozné jiz velmi brzy testovat v rozumném
¢ase. Tento problém je mozné fesit tzv. dynamickym programovanim, coZ je metoda, ktera feSeny
problém rozlozi na podproblémy o pfijatelné slozitosti a vysledky jednotlivych podproblémt pouzije
k vypoctu kone¢ného vysledku. S.Needleman a C.Wunsch byli prvni, kdo pouzili pfistup
dynamického programovani na feSeni problému zarovnani sekvenci. Jejich algoritmus, ktery je
podobny tomu, ktery bude pfedstaven nize, je jednim ze zékladnich kament bioinformatiky.

Kli¢ k pochopeni pfistupu dynamického programovani k zarovnani sekvenci spoc¢iva v tom, jak
je problém rozlozen na podproblémy. Uvazujme dvé sekvence CACGA a CGA. Pro jednoduchost
budeme uvazovat jednotné penalizace za mezeru a za neshodu. Na prvni pozici mame pii zarovnavani
tfi moZnosti:

e muzeme vlozit mezeru na prvni misto prvniho fetézce (v nasem piipade nesmysiné)

e umistit mezeru na prvni misto v druhé sekvenci

e neumistovat mezeru nikam
V prvnich dvou ptipadech obdrzime penalizaci za vloZeni mezery, v poslednim pfipad¢ dostaneme
jako vysledek shodu. Nyni hodnota skore zavisi na tom, jak zarovnadme zbytek sekvenci. Pokud
bychom piedem znaly skore nejlepsiho zarovnani, kterého je mozné se zbytky sekvenci dosahnout,
mohli bychom okamzité spocitat celkové skére. Vezméme v uvahu tieti moznost, tedy nevlozeni
zadné mezery. M¢li bychom spocitat skore pro zarovnani sekvenci ACGA a GA.

Metoda dynamického programovani nabizi tabulku pro ukladani ¢aste¢nych skoére zarovnani,
ktera nam pomohou pfi vypoctu. Vypocet optimalniho zarovnani pak spociva ve vypliiovani tabulky
castecného skore, dokud skore pro celkové zarovnani neni spocitdno. V tabulce 6 jsou vertikalni a
horizontalni osy oznafeny pismeny porovnavanych sekvenci. Zarovnani dvou sekvenci je
ekvivalentni s cestou z levého horniho rohu do pravého dolniho rohu. Horizontalni pohyb predstavuje
mezeru v sekvenci podél levé vertikalni osy a vertikalni pohyb reprezentuje mezeru v sekvenci podél
horni horizontalni osy. Diagonalni pohyb oznacuje zarovnani nukleotidii z kazdé sekvence. Prvni
fadek a prvni sloupec jsou inicializovany hodnotami urcujici pokutu za vlozeni mezery. Samotné
vypliiovani tabulky tedy zacind na pozici (2,2). Vzpomeiime si nyni na tfi moznosti zarovnani na
prvni pozici. Od nich se odviji moznosti, které se nabizi pfi vypliiovani této tabulky. Pro pozici (2,2)
mame moznosti:

e muZeme vzit hodnotu vlevo na pozici (2,1) a k ni pfic¢ist pokutu za vlozeni mezery do

sekvence podél levé osy tabulky
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e muzeme vzit hodnotu nahote na pozici (1,2) a k ni pficist pokutu za vloZeni mezery do
sekvence podél horni osy tabulky
e muzeme vzit hodnotu po diagonale o jednu pozici blize k levému hornimu rohu (1,1) a ptidat

k ni hodnotu porovnani nukleotidi (pro neshodu 0, pro shodu 1)

AlclT|]cCl|G
0 ]-1]213]-4]-
1

> = Q| Al
A

G| -7

Tabulka 6.:Tabulka c¢dstecného skore; zdroj [1]

Z téchto moznosti vybereme takovou, kde hodnota skore je nejvétsi. Konkrétné pro pozici (2,2) mame
na vybér: z hodnot -2, -2 a 1. Proto se na tuto pozici zapise hodnota 1. Takovyto postup provedeme
pro vSechny zbyvajici prazdné pozice tabulky. Z vysledné tabulky (tabulka 7) pak lehce zjistime
optimalni zarovnani zpétnym sledovanim cesty z pravého dolniho rohu, kde je hodnota 2. Sledovani
probiha tak, ze ze soufasné pozice piejdeme na takovou pozici, ze které bylo mozné spocitat

ohodnoceni na stavajici pozici. Cesta je v tabulce 4 vyznacena Cerveng.

A|lc|T|C]|G

0| -1]21]3]-4]-
Al -1 10 2] 3
cl|l21]o0 1|0 | -1
Al3 1] 121110
G|l4| 210122
T|-5|3[-1]1]1]?2
Al6| 420|111
G| 7|5 3]|-1]0]2

Tabulka 7: Vysledna tabulka castecného skore; zdroj [1]

Globalni versus lokalni porovnani

Zakladni zarovnavaci algoritmus, jak jsme si ho ukazali diive, provadél praveé globalni zarovnavani.
To znamena, Ze zarovnaval dvé sekvence jako celky. Penalizace za mezeru je udé€lena i navzdory
tomu, Ze nevime, kde byla mezera umisténa. Zda byla né€kde uvniti sekvence nebo na konci jedné

nebo obou sekvenci. To neni vZdy nejzadanéjsi zpusob, jak porovnavat dvé sekvence. MiiZe nastat
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situace, kdy hledame kratky usek v celém genomu. Piedstavme si, ze chceme v sekvenci

AAACACGTGTCT nalézt sekvenci ACGT. Bude nas tedy zajimat toto zarovnani:
AAACACGTGTCT
- - - ACGT- - - -

Toto zarovnani jednoznacné ukazuje, Ze kratSi sekvence je podsekvenci delsi sekvence. Okrajové
mezery jsou vétSinou dasledkem nekompletnich dat, coz nema zadny biologicky vyznam. Je proto
dobré s témito mezerami nakladat jinak nez s mezerami uvnité sekvence. Takovy pfistup se nékdy
nazyva pologlobalni zarovnani. Takové zarovnani miizeme provést diive popsanym algoritmem
dynamického programovani s vyuzitim né€kolika zmén. Pfipomenime si, Ze vertikalni pohyb v tabulce
je ekvivalentni s mezerou v sekvenci umisténé na horni horizontalni ose. Takze by mélo byt jasné, ze
vertikalnim pohybem az na spodek tabulky a poté horizontalnim pohybem az na pravy konec tabulky

ziskame nasledujici zarovnani pro sekvence z tabulky 4.

ACAGTAG - - - -

Kazdy pohyb z levého horniho rohu smérem dolti pfidava na zacatek jedné sekvence mezery. Protoze
kazda mezera penalizuje hodnotu celkového skére zarovnani, inicializuje se prvni fadek tabulky
postupnou penalizaci. My ale chceme, aby tivodni mezery nebyly penalizovany. Proto zménime
inicializaci prvniho sloupce na nuly. Ze stejného ditvodu (ale pro druhou sekvenci) provedeme tuto
inicializaci i v prvnim fadku. Abychom umoznili vklddat mezery na konec sekvence, aniz by se
penalizovalo skoére zarovnani, musime mirn¢ pozmeénit vyklad tabulky. Tim, Ze inicializujeme prvni
fadek a sloupec této tabulky ¢aste¢ného skore na nuly a dovolime volny horizontalni a vertikalni
pohyb v poslednim tadku a sloupci v tomto potadi, dostaneme modifikovany Needleman a Wunsch
algoritmus, ktery vyhledava pologlobalnich zarovnavani.

Nékdy ale ani semiglobalni zarovnani nevyhovuje pozadované flexibilité. Predstavme si, ze
mame dlouhou sekvenci DNA a radi bychom nasli n¢€jaké jeji podsekvence, které jsou podobné
néjaké Casti genomu kvasinky. Pro tento druh porovnavani semiglobalni porovnani nestaci, protoze
kazdé zarovnani bude penalizovano pro kazdou nesouhlasnou pozici. Dokonce, i kdyz existuje
zajimava podsekvence, ktera se shoduje s ¢asti genomu kvasinky, vSechny neshodujici se oblasti
zajisti, Ze vysledné skore nebude stat za nic. Vhodnym nastrojem pro tento druh tulohy je lokalni
zarovnani, které najde nejlépe se shodujici podsekvenci dvou porovnavanych sekvenci.

Uved'me si opét priklad. Mé&me dvé sekvence AACCTATAGCT s GCGATATA. Podivejme se

nejprve, jak by si s timto ptikladem poradil algoritmus pro semiglobal zarovnani.
AAC- CTATAGCT
- GOGATATA- - -

Uz pfi prvni pohledu je patrné, Ze toto zarovnani je pomérné chabé. Ctyfi z prvnich péti pozic jsou
neshody nebo mezery, stejné¢ jako posledni tfi. Pfesto ale tento algoritmus odhalil, Ze uprostied se

nachazi podietézec TATA, spole¢ny obéma sekvencim. S drobnou Gpravou muize byt tato metoda

32



pouzita k identifikaci podsekvenci, tim Ze se budou ignorovat neshody a mezery pted a za oblasti,
ktera se shoduje. Vysledny algoritmus poprvé predstavili F. Smith a M. Waterman v roce 1981 a dnes
je zékladni technikou v bioinformatice. Abychom mohli provést lokalni zarovnani, provedeme
drobnou zménu pii vypliovani tabulky casteéného skore. Konkrétné, nulou nahradime takové
hodnoty, kde v§echny ostatni metody spocitaly hodnotu skore mensi nez nula. [4]

Dynamické programovaci metody pro globalni zarovnani dovoluji dosahnout optimalniho
zarovnani v Case, ktery je umérny délkam dvou sekvenci, které jsou zarovnavany. Kdyz jsou tedy
aplikované na celou databazi, vypocetni Cas roste linearné s velikosti databaze. Se soucasnymi
rozsahlymi databazemi je porovnavani pomoci dynamického programovani samostatné s kazdou
sekvenci databaze ptili§ pomalé. To vedlo k vyvoji BLAST a Fasta programi, které umoziuji
zarovnat jednu sekvenci proti vSem sekvencim databaze v rozumném case. Zarovenn dovedou podle
urcitych statistickych vypocti zhodnotit vyznamnost podobnosti podle vytvoreného zarovnani, tedy
provést jakési porovnani a stanovit zda by mezi porovnavanym sekvencemi mohla existovat
homologie.

Programy z rodiny BLAST a Fasta jsou zaloZené na heuristice, kdy se vypocetni ¢as redukuje
se na prvni pohled zdaji byt nevhodné, a vybira pouze ty sekvence, které s hledanou sekvenci sdili
vyznamnou podobnost, stanovenou nalezenim podobnych oblasti uvnitt sekvence. Tyto vybérové
kroky umoziiuji omezit ¢asové naro¢nou metodu porovnavani sekvenci pouze na podmnozinu
sekvenci databaze a omezit hledani pouze na podregiony sekvenci. Za ucelem rychlosti odhaduji
podobnost mezi sekvencemi pribliznym zplsobem, a tak riskuji ztratu a eliminaci sekvenci, jejichz

vvvv

neni optimalni. Nasledujici kapitola se témto algoritmim vénuje podrobngji.

33



6 Algoritmy vyuzivajici heuristik

V této kapitole se seznamime s algoritmy, které pro porovnani sekvenci vyuzivaji rizné heuristiky za
ucelem toto porovnani co nejvice urychlit. Minula kapitola jiz naznacila, ze mezi tyto algoritmy patii
napfiklad algoritmy z rodiny BLAST a algoritmus Fasta. Nez se podrobnéji pustime do rozboru jejich
algoritmu, stanovime si zakladni terminy. Necht' 4 = {A, C, G, T, U} je abeceda znakt sekvenci.
Necht D je sekvence databaze nad abecedou 4 a Q je sekvence dotazu nad abecedou A. Toto

oznaceni bude pouzito ve vSech nasledujicich popisech algoritm.

6.1 Senzitivita, selektivita a vyznamnost

Hlavnim divodem pro pouziti heuristik je co nejvice urychlit vzajemné porovnani dvou sekvenci.
Cena za toto urychleni je jista ztrata citlivosti (senzitivity). Mira citlivosti velmi zavisi i na nastaveni
startovnich parametrt algoritmu. Senzitivitu metody mizeme definovat jako jeji schopnost detekovat
vSechny vyznamné podobnosti, a tak generovat vysledek s co nejvice odpovidajicimi sekvencemi.
Analogicky je mozné definovat selektivitu jako schopnost vybrat pouze sekvence povazované za
vyznamné podobné, a tak generovat vysledek s co nejmensim poctem odpovidajicich sekvenci.

Senzitivita a selektivita se tedy vyrazné vztahuji k pojmu vyznamnosti (dtlezitosti) vysledku.
Biologicka vyznamnost podobnosti mezi dvéma sekvencemi je predstava (dojem), kterd zavisi na
biologickém kontextu, ve kterém je hledani provadéno, a tak je velice t¢zké a pravdépodobné
nemozné odhadnout ji pfimo ze skore ziskanym porovnanim.

Programy nadm stanovi miru statistické vyznamnosti vysledku s ohledem na nahodny model.
Vysledek bude povazovan za statisticky vyznamny, jestlize pravdépodobnost jeho ziskani pomoci
nahody je velmi mala. Skorovaci systém a algoritmy, které se vyuzivaji, jsou vyvijené s tim, Ze
vyhledavana podobnost je biologicky smysluplnd a uzite¢na podobnost, a tak tyto vysledky, které
jsou statisticky nejvice vyznamné, jsou zaroven také ty, které jsou nejvice vyznamné z hlediska
biologického. Je ale diillezité mit na paméti, Ze zarovnanim miizeme dostat skore, které je statisticky
vyznamné, ale nemusi byt vyznamné z hlediska biologie. Naopak malo statisticky vyznamné
vysledky mohou korespondovat se zajimavymi biologickymi rysy. Detekovat a interpretovat vysledky

nizké statistické vyznamnosti je samoziejmeé obtizna véc.

6.2  Fasta algoritmus

Algoritmus fasta sestava ze 4 krokdl, které jsou znadzornény na obrazku 7. Je zaloZen na diagonalni

metod¢ vyvinuté v roce 1983.
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Identifikace podobnosti regionii

Prvni krok spociva v lokalizaci deseti nejlepSich regionti podobnosti mezi sekvenci dotazu Q a
kazdou sekvenci databaze. Proces popsany niZe je pii porovnavani sekvenci databaze se sekvenci
dotazu Q aplikovéan na kazdou sekvenci databaze D. V algoritmu se vyuziva termin ,.k-tice, coz je
slovo nebo tsek sekvence o délce k. VSechny k-tice sekvence QO (ziskané postupnym posouvanim
okna o délce k£ podél sekvence) jsou porovnany se vSemi sekvencemi databaze a rovnosti detekované
mezi k-ticemi jsou ulozeny. Metoda mize byt reprezentovana v dvoudimenzionalni matici, kde kazda
shoda mezi dvémi k-ticemi bude znazornéna jako tecka. Kazdy diagonalni usek odpovida porovnani

regionil dvou sekvenci bez mezer, jak se postupné k-tice shoduji nebo neshoduji.
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/

-

."\_'..

N

N

N .
AN
N N .

A: Urceni vSech shod k-tic B: Prehodnoceni 10 nejlepsich regioni tabulky

skor. Stanoveni initl skore

A

-
- I

AN AN

C: Provedeni spojovaci procedury. Stanoveni D: Omezeni DP. Stanovent opt skore

initn skore
Obrazek 7: Postup algoritmu Fasta. zdroj:[4]

Program nesestavuje matici, ale vyuziva vice efektivni vypocetni struktury znamé jako lookup table

za ucelem ulozit vSechny dvojice shodnych k-tic. Na diagonalach jsou regiony postupnych shod a

35



neshod k-tic. Tyto regiony jsou ohodnoceny, kde hodnota je vysledek jednoduché funkce urcujici
ptislusny pocet shod a neshod v daném regionu. Deset regionti, obsahujici nejvyssi hustotu shod k-tic,
je vybrano pro dalsi krok.

Tento krok je velice dalezity v souvislosti s citlivosti této metody. Pouze regiony, které jsou
vybrany v tomto kroku, budou uvazovany v kroku dal$im. Také hodnota zvolena pro parametr k je
dilezitda. Mensi k je lepsi pro vétsi citlivost, napiiklad pokud k = 1, pak se do vypoctu zahrnou
vSechny shody mezi jednotlivymi nukleotidy (popf. aminokyselinami). Vétsi k£ znamena,, ze cely
program bude rychlejsi, protoze v dalsim kroku bude uvazovano méné regiont. Volba k se tedy

projevi na citlivosti a rychlosti.

Piehodnoceni skore deseti nejlepSich regionii

Ve druhém kroku jsou regiony, vybrané’v pfedeslém kroku, pfehodnoceny pouzitim tzv. matice
podobnosti a je stanoven podregion, jehoz skore podobnosti je maximalni (nemize byt zvysSeno
zkracenim nebo rozsitenim regiontl). Skore nejlepsiho z deseti regiont je nazyvano initl skore.

Vzhledem k tomu, Ze vypocet téchto skore podobnosti je proveden pouze na deseti regionech
vybranych v prvnim kroku (pouzitim hustoty shod k-tic), mtize se stat, ze t€chto deset regionti nebude

deset nejpodobnéjsich regionti mezi sekvencemi.

Vybeér ,,vice podobnych* sekvenci

Stary Fastp program pouzival toto initl skoére jiz pfimo k ohodnoceni sekvenci databaze. Fasta se
jesté pokousi (pokud je to mozné) spojit nékteré z vybranych regiond. Pro spojovaci proces jsou
uvazovany pouze regiony majici skore nad stanoveny prah. Kombinace kompatibilnich regiont je
ohodnocena souctem skore regionti, které jsou ve spojeni obsazeny a odeCtenim penale za tseky
»spojeni, tj isek mezer. Toto penale je analogii k penalizaci za mezery. Fasta vyuziva pro vypocet
nejlepsi kombinace regionti metodu dynamického programovani. Ohodnoceni nejlepsi kombinace se
nazyva initn skore. VSechny sekvence databaze jsou zpracovany témito tfemi kroky a kazda tak ziska
ohodnoceni initn skore. Potom jsou pro dal§i zpracovani vybrany pouze sekvence s vySSim initn
skore, ostatni jsou eliminovany (se soucasnou implementaci nevstoupi do ¢tvrtého kroku pouze 10

procent sekvenci databaze).

Zarovnani vybranych sekvenci

Kazda z vybranych sekvenci je porovnana s referencni sekvenci, pouzitim algoritmu, ktery je variaci
Smith-Watermanova algoritmu; lokalni porovnani je propocteno metodou dynamického
programovani. Je ale omezeno na oblast kolem diagonalniho regionu, ktery ma nejlepsi initl skore
(tento algoritmus je nazyvan ,.banded SW*). Skore vypocitaného zarovnani je nazyvano opt skore a je

to pravé to, které je pouzivano k ohodnoceni zarovnani. Protoze proces dynamického programovani je
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aplikovan pouze na vybrané pasmo (jejichz sitka je parametr programu) uvniti celé matice porovnani,

muze to vést k zarovnani, které je pouze suboptimalni.

6.3 BLAST programy

Rodina programi BLAST se zrodila pocatkem devadesatych let minulého stoleti s vyvojem programu
Blastl, ktery je velice rychly a zaméfeny na hledani regionti lokalnich podobnosti bez mezer. Je
zaloZen na principu nalezeni tzv. seminek (seeds), vyskytu kratkych fetézcli a hledani podobnosti
algoritmem dynamického programovani jenom v jejich blizkosti.

V letech 1996 - 1997 se objevily dvé nové verze programu Blast, které se navzajem lisi jen
velmi malo, ale na rozdil od Blastl berou obé v uvahu vkladani mezer. Obé byly nazvané Blast2 a
muzeme je rozliSit podle pouzitych inicial instituci, do kterych patfili jejich autofi: NCBI-Blast2 a
WU-Blast2 (National center fot biotechnology information a Washington University ob& umistény v
USA). Nyni se detailnéji podivejme na algoritmus Blastl, ktery je dle [4] slozen ze Ctyt krokd. Prvni

tfi kroky jsou postupné zobrazeny na obrazku 8, 9 a 10.

Predzpracovani dotazu

Jako u Fasta je cilem prvniho kroku co nejrychleji lokalizovat podobné regiony bez mezer mezi
referencni sekvenci a sekvencemi databaze. VSechna slova o délce w tzv. w-tice (nazvana podle
autora Blastu) sekvence dotazu Q jsou porovnany se slovy sekvenci z databaze. Nicménég, oproti

Fasta, jsou v prvnim kroku brany v potaz i podobnosti na trovni jednotlivych aminokyselin.

R p-word

List of words of length w,
scoring more than T with
the p-word.

Obrazek 8: Pro kazdou pozici p referencni sekvence nalezneme seznam slov délky w, ktera
maji skore vétsi nez hodnota T, kdyz jsou zarovnadny s podretézcem zacinajicim na pozici p;

zdroj [4]

Urcity zplisob jak toho docilit, je porovnat kazdé slovo sekvence Q s kazdym slovem sekvenci z

databaze a spocitat skore podobnosti pro kazdy par slov (souctem skore sparovanych nukleotidd,
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které jsou casti sparovaného slova). Potom se musi na zaklad¢ prahu provést rozhodnuti, ze vSechny
pary slov se skore vétSim nebo rovny tomuto prahu jsou povazovany za pary podobnych (stejnych)
slov. Je tak mozné ziskat vSechna slova v databazi, kterd jsou podobna s kazdym slovem sekvence
dotazu Q.

Blast vsak pouziva efektivngjsi zptisoby, jak toho dosahnout, aby vysledek byl upln¢ stejny.
Nejdiive jsou vygenerovana viechna slova nad abecedou 4 o délce w (pokud w = 4, pak existuje 4*
tedy 256 moznych slov). Potom se postupné kazdé takto vygenerované slovo o délce w porovnava
s kazdym podietézcem (také o délce w) sekvence Q. Zaroven je nastaven prah T pro podobnost mezi
slovy. Kazda pozice sekvence dotazu Q je asociovana se seznamem slov, které ziskaly porovnanim se

slovem sekvence Q skore vétsi, nez prah T. Podobna slova jsou také nazyvana ,,sousedé*.

Generovani zasahu (hits)

Po prvnim kroku je nyni Q reprezentovana seznamy slov (tzv. seznamy sousedit). Jeden seznam na
kazdou pozici sekvence Q. V tomto kroku je kazdé slovo ze seznamu sousedil kazdé pozice sekvence
0 porovnano s kazdym podietézcem sekvence D, a jestlize jedno ze sousednich slov na dané pozici
sekvence Q je identické slovu z D, je zaznamenana shoda tzv. zasah (obrazek 8B). Tedy pro kazdé
slovo ze seznamu sousedu stanovime vSechny konkrétni zésahy do sekvence D. Nékdy se témto
zasahtim fika seminka (seeds). Zasahy jsou tvofeny jednim nebo n€kolika naslednymi (prekryvajicimi
se) pary podobnych slov a jsou charakterizovany jejich pozici v kazdé ze dvou sekvenci. VSechny

existujici shody mezi sekvenci Q a sekvenci D jsou pocitany timto zptisobem.

p-word words list DB sequences

Obrazek 9: Pro kazdeé slovo listu stanovime vSechny konkrétni shody se sekvencemi

databaze; zdroj:[4]

ProdlouZeni zasahu

oIy

Kazda shoda, kterd byla generovana v minulém kroku, je vtomto kroku bez mezer rozsifena za
ucelem stanovit, zdali tato shoda muize byt ¢asti vétSiho useku podobnosti. Kazda shoda je
roz§ifovana v obou smérech. RozSifovani je okamzité zastaveno, jakmile skore rozsifené shody
klesne o vice nez hodnotu X (X je parametr programu) v porovnani s nejlepsi dosazenou hodnotou
skore béhem tohoto procesu rozsifovani. Vysledkem jednoho rozSifeni je jeden rozSifeny zasah
s nejlepsi hodnotou skore, které pfi procesu rozsifovani dosahl. VSimnéme si, Ze tento zptsob hledani

nejlépe ohodnoceného parového segmentu obsahujici shodu je pouze pfiblizny a nezarucuje, Ze
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vysledny par podobnosti je nejlepsi. Je to zptisobeno pozadavkem zahodit vse, co se lisi vice nez o X
(vCetné useku, ktery zptisobil pokles skore o hodnotu X).

Kazda rozsitena segmentova dvojice, kterd ma skore stejné nebo lepsi nez S (parametr programu) je
uchovana a nazvana jako HSP (High scoring Segment Pair). HSP lze chépat jako usek stejné délky
dvou sekvenci se skore, které uz nelze zlepsit prodlouzenim. Nejlépe ohodnocena HSP se nazyva

MSP (Maximal Segment Pair) [4].

- —— - — - -

Obrazek 10: Pro kazdou shodu slov (zasah) rozsirime zarovnani do obou sméru bez mezer.
Zastavime se, kdyz S klesne vice nez o hodnotu X viici nejvyssi dosazené hodnoté S;

zdroj [4]

Spojeni rozsifenych zdsahii

V tomto kroku je cilem vhodné spojit HSP segmenty do jedné zarovnané dvojice sekvenci. Neni to
lehky tkol, nebot se mezi HSP segmenty mohou stale vyskytovat takové, které do vysledného
zarovnani nepatii. Je proto nutné je spravné urCit, respektive spravné vybrat pouze ty, které jsou

soucasti vysledného nejlépe ohodnoceného zarovnani.

6.4  Varianty algoritmu BLAST

Algoritmus BLAST se neustale vyviji a zdokonaluje. Zkoumaji se mozné zpusoby, jak BLAST jesté
vice urychlit a pfitom se klade diraz na to, aby co nejvice vyhovoval potfebam biologli. Na druhou
stranu, je ziejmé, Ze neni mozné postihnout vSechny potieby biologlh jednim algoritmem.
Z puvodniho algoritmu BLAST vznikla celd fada variant. Nasledujici ptehled, cerpajici z [11],

stru¢né shrnuje pomoci rizného ¢lenéni nejznamé;jsi varianty algoritmu BLAST
6.4.1 Clenéni algoritmu podle toho, jaké porovnava sekvence

Nukleotid - nukleotid BLAST

Porovnava nukleotidovou sekvenci s databazi nukleotidovych sekvenci. Do této tiidy se fadi

algoritmy blastn, megablast, discountiguous megablast.
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Protein — protein BLAST

Porovnava sekvenci aminokyselin s databazi sekvenci aminokyselin. Do této tfidy se tadi algoritmy

blastp, psi-blast, phi-blast.

BLASTX

Porovnava prelozenou nukleotidovou sekvenci na sekvenci aminokyselin proti aminokyselinovym

sekvencim databaze.

TBLASTN

Porovnava sekvenci aminokyselin s prelozenymi sekvencemi nukleotidd dané databaze na sekvence

aminokyselin.

TBLASTX

Porovnava ptelozenou nukleotidovou sekvenci na sekvenci aminokyselin s pielozenymi sekvencemi
nukleotidi dané databaze na sekvence aminokyselin. Je to jeden z nejpomalejSich algoritmti rodiny

BLAST. Vyuziva se pro odhaleni velmi vzdalenych vztahli mezi sekvencemi nukleotidu.

6.4.2  Varianty algoritmu BLAST zamérené na specialni oblast

Existuje také cela fada jesté specializovanéjSich Variant, které se soustiedi opravdu pouze na jednu

oblast hledani.

IgBLAST

BLAST specializovany na porovnavani imunoglobulinu

CDS (conserved domains in sequence)

Kazdy fetézec aminokyselin je mozné pomysiné rozdélit na funkéni oblasti, domény. Pravé s t€émito

doménami pracuje tato varianta algoritmu BLAST.
6.4.3 Algoritmy vychazejici z piivodniho algoritmu BLAST

PSI-BLAST (Position-Specific Iterative BLAST)

Jeden ze soucasnych algoritmii rodiny BLAST. Vyuzivd se pro hledani vzdalenych vztahti mezi
proteiny. Nejprve je vygenerovan seznam blizce spfiznénych proteint. Poté jsou tyto proteiny
zkombinovany do ,,profilu“, coz je jakasi primérna sekvence. Tento profil se potom pouzije jako
sekvence dotazu pii porovnavani s databazi proteint. Pfi tom se najde velké mnozstvi proteind, ze

kterych se vytvoii novy profil a cely proces se pak opakuje s timto novym profilem [11].
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MegaBLAST (Large numbers of query sequences)

MegaBLAST vyuziva poznatku, Ze porovnavani velkého mnozstvi vstupnich sekvenci je mnohem
rychlejsi nez spoustét program BLAST nékolikrat po sobé. Neékolik vstupnich sekvenci se pied
prohledanim databaze konkatenuje do jednoho velkého fetézce a ten se porovnava s databazi. Potom
se provede post-analyza vysledku, aby se shromazdila vSechna samostatnd zarovnani a jejich

statistické hodnoty [11].

BLAT (BLAST-like alignment tool)

Program BLAT napsal Jim Kent. Stejn¢ jako vétSina jeho programt, je i BLAT volné dostupny pro
akademické, osobni a neziskové i¢ely na jeho osobnich strankach http://www.soe.ucsc.edu/~kent. Je
navrzen tak, aby co nejrychleji nasel DNA sekvence s nejméné 95% podobnosti délky 40 a vice bazi.
U proteinti najde sekvence s nejméné 80% podobnosti o délce minimalné 20 aminokyselin. V praxi
pracuje DNA BLAT dobfe s DNA sekvencemi primatd a protein BLAT se sekvencemi
suchozemskych obratlovct.

DNA BLAT pracuje na principu uchovavani indexi celého genomu v paméti pocitace. Index
sestava ze vSech nepfekryvajicich se 11-tic. Vlastni genom v paméti neni. Index zabere pfiblizné
gigabyte paméti RAM. Index je pouzit pro hledani oblasti pravdépodobnych homologii, které jsou
poté vlozeny do paméti pro provedeni detailngjSiho zarovnani. Protein BLAT pracuje stejnym
zpusobem, pouze misto 11-tic pouziva 4-tice. Index proteinti zabere v paméti néco pies 2 GB [5].

Nekteré prameny [12] tvrdi, Ze BLAT je v porovnani se soucasnymi existujicimi nastroji pro
porovnavani asi 500 krat rychlejsi pii praci s DNA sekvencemi a asi 50 krat rychlejsi pfi praci se
sekvencemi proteinli s nastavenim sensitivity, které se typicky pouziva pii praci se sekvencemi

obratlovcu.

ORACLE BLAST

Oracle v ramci Oracle Database 10g implementuje varianty algoritmi BLASTN, BLASTP,
BLASTX, TBLASTN a TBLASTX Oracle rozsitii RDBMS o podporu biologické domény a
integroval tam ODM BLAST, ktery umoznuje analytikim vyuzit jazyk SQL ke spusténi BLAST

funkect, které jsou soucasti databaze Oracle [9].

NCBI-BLAST

Program NCBI-Blast2 byl vyvinut na NCBI (National Center for Biotechnology Information) [11] a
jeho implementace byla poprvé publikovana v roce 1997. Prvni dva kroky, vedouci ke generovani
primarnich shod, jsou stejné jako u piivodniho algoritmu BLAST popsany v podkapitole 6.3. Prvni
dilezity rozdil se tyka vybéru shod, které se maji rozSifovat (prodluzovat). Zamér autord je generovat

lokalni mezerové porovnani ze zjisténych shod, coz vyzaduje ptidavny krok (a Cas) pro vypocet
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zarovnani s mezerami. Na druhou stranu, shody, které nemohou byt spojené skrze bezmezerové
roz§ifeni, mohou byt Casti stejného porovnani s mezerami, a to nemusi byt nezbytné rozsifovat
vSechny z nich.

Za uUcelem usetiit Cas, vybrali méné shod pro dal$i bezmezerové rozSifovani vyuZzivajici
podminky pro rozsiteni shody. Pozaduji, aby na stejné diagonale byla dalsi shoda ve vzdalenosti
mensi nez A (parametr programu, mize byt zménén uzivatelem) ProtoZe tento novy pozadavek déla
program méng¢ citlivym (ne vSechny shody uspokoji tuto novou podminku), doporucuji pouziti mensi
hodnoty pro parametr T (prah pro podobnost mezi slovy pouzivanymi v prvnim kroku, kdyz byl
generovan seznam sousedll), v zajmu generovat vice shod ve druhém kroku. Samoziejmé tyto dva
parametry (A a T) neovliviuji citlivost na stejné Grovni.

Vsechny tyto shody, které plné spliuji tyto pozadavky, jsou vybrany pro bezmezerové rozsiteni
(jak se d¢la ve tretim kroku programu BLAST). Mezi generovanymi HSP, ty, které maji vyssi skore
nez prah, spusti rozsifovani s mezerami. Jsou pouzité jako startovni bod pro provadéni lokalniho
porovnani dynamickym programovanim. Algoritmus, ktery je pouzit pro vypocet tohoto lokalniho
porovnani s mezerami je modifikace Smith-Waterman algoritmu. Matice je prohledavana ob&ma
sméry zacinajici ze stfedniho bodu nejvyse ohodnocené 11-tice v ramci HSP. Hledani optimalni cesty
je omezeno na takové bunky matice, u kterych skore zarovnani neklesne vice nez o X, vici
maximalnimu dosazenému skore od zacatku rozSifovani (stejna myslenka jako v pripadé

bezmezerového rozsifovani)

WU-BLAST (Washington University BLAST)

WU BLAST [10] je rozsifenim originalni verze algoritmu BLAST. Byl vyvinut pod vedenim Warren
Gish z Washingtonské Univerzity. V soucasnosti existuje WU-BLAST ve verzi 2.2. Jednad se o
balicek programtt BLAST pro identifikaci proteintl a gentl, vyuzivajici podobnostniho prohledavani
databazi sekvenci nukleotidi nebo proteind. Bali¢ek obsahuje programy blastp, blastn, blastx, tblastn
a tblastx. WU-BLAST byl vypustén v roce 1996, jeden rok pted NCBI-BLAST. Jeho algoritmus
nebyl nikdy zvefejnén a nasledujici popis Cerpa pouze z dostupné dokumentace.

WU-BLAST program nabizi n€kolik parametrd umoziujici emulaci rznych variant BLAST.
Jeho standardni chovani je takové, Ze 3 prvni kroky jsou stejné jako u ptivodniho BLAST. Ve ¢tvrtém
kroku spousti u HSP, majici skore vétsi nez prah, prodluzovani slov s mezerami. Algoritmus pouZity
pro rozsifeni s mezerami je smésice ,,banded (to co d€la fasta)“ a ,;score-limited” (jako u NCBI-
BLAST) algoritmti dynamického programovani. Jestlize se vybere volba ,,nogap“ tento posledni krok
se neprovede a WU-BLAST se stane identicky s pivodnim BLAST. WU-BLAST také nabizi volbu
zvanou ,,hitdist“, ktera, kdyz je aktivovana, dovoli zahrnout do vypoctu stejné ,,two — hits* pozadavky

jako u NCBI-BLAST ve tietim kroku.
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6.5  Statistika vysledki algoritmu BLAST

Aby bylo mozné podle vysledku zarovnani sndze usuzovat, zda se mezi porovnavanymi sekvencemi
nachazi homologie, zavadi se proménné, které mohou o vysledku leccos napovédeét ze statistického

hlediska. V nasledujici ¢asti si nékteré promeénné, jak je uvadi [16], stru¢né popiseme.

S-hodnota

Tato hodnota urcuje hrubé skore zarovnani. Je to prakticky pouhy soucet vSech hodnot jednotlivych
shod a neshod. Cim vétsi S-hodnota, tim lepsi zarovnani. Protoze ale hodnoty shody a neshody jsou
parametrem programu v ramci substituéni matice, miiZe se tato S-hodnota v zavislosti pravé na téchto

hodnotach vyrazné ménit.

Bit skore

Hrubé skore ma velmi slaby vyznam pro toho, kdo nema detailnéji znalosti o pouzitém skérovacim
systému. Proto se hrubé skore normalizuje a tuto hodnotu pravé vyjadiuje tzv. Bit skore. Pii
normalizaci S-hodnoty se zohlednuje skérovaci systém, tudiz by mélo byt Bit skore pro dvé sekvence
s vyuzitim rtznych substituénich matic vzdy stejné. To umoznuje porovnavat vzajemné Bit skore
riznych zarovnani. Pro vypocet Bit skore se uvadi nasledujici vzorec:

__AS-InK
n2

s )

Kde S je hodnota hrubého skore a lambda a K jsou Karlin-Altschul parametry [16], charakterizujici

skorovaci systém.

E-hodnota

Tato hodnota se interpretuje jako horni hranice ocekavané frekvence nahodného vyskytu useki HSP
se skore vétsim, nez je hodnota S, v kontextu prohledavani celé databaze sekvenci. Tato hodnota
naznacuje statistickou vyznamnost dané¢ho zarovnani a reflektuje pouzity skérovaci systém a velikost
databaze. Cim niz$i hodnota, tim vys$§i vyznamnost. Zarovnani sekvenci s E-hodnotu rovné 0.05,
znamena, Ze tato podobnost miize nahodné nastat v 5 pfipadech ze 100. Tato hodnota pomaha ur¢it
vyznamnost zarovnani, ale nelze ji zaménovat s vyznamnosti biologickou. Vzorec pro vypocet
vypada nasledovné:
E = K|D||Qle™* (4)

nebo

E = |D]|Q|2~S’ (5)
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P-hodnota

Pocet ndhodnych HSP segmentli se skore vétSim nebo rovnym nez hodnota Sje popsano
Poissonovym rozlozenim. To znamena, Ze pravdépodobnost nalezeni presné daného HSP segmentu se

skore vét§sim nebo rovnym hodnoté S je dana vztahem:

p=eEtE (6)

al

kde E je E-hodnota skore S dana rovnici (4). Specialnég, Sance nalezeni 0 HSP segmentl se skore >=

S je dan vztahem e, a pravdépodobnost nalezeni nejméné jednoho takového HSP je dana vztahem:

P=1-¢F @)
Naptiklad, jestlize se ocekava nalezeni ttech HSP se skore >= S, je pravdépodobnost nalezeni alespon
jednoho rovna 0,95 [16]. Programy BLAST radéji ve vysledku zobrazuji E-hodnotu, protoze je
jednodusi si uvédomit rozdily, které vyjadiuje. Lépe si lze ptedstavit vztah mezi £-hodnotami 5 a 10
nez mezi P-hodnotami 0.993 a 0.99995. Avsak v pfipadé, kdy E < 0.01, P-hodnota a E-hodnota si

jsou témer rovny.
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7 Vlastni implementace

Pro implementaci algoritmu BLAST, kde velmi zalezi na rychlosti, se vétSinou pouzivaji jazyky jako
C, C++, které se kompiluji pfimo do instrukci daného procesoru. V posledni dobé, rozmachu vyssich,
pln¢ objektoveé orientovanych programovacich jazykl, se pro programovani stale ¢astéji zalina
pouzivat naptiklad i C# nebo Java.

Kazdy ze zminovanych jazykt ma své vyhody a nevyhody. Pro implementaci byl nakonec
vybran jazyk Java, ktery je dnes velice rozsifeny a vysoce kompatibilni. Z vybéru tohoto jazyka
vyplyvaji jisté nevyhody. Hlavni nevyhodou se mtize zdat rychlost béhu vysledného programu, ktera
bude ziejm¢ pomalejsSi nez u programi, které jsou kompilované pfimo do konkrétniho binarniho
formatu, ur€eného pouze pro konkrétni systém. Tato nevyhoda je vSak dnes jiz zmiriiovana tim, Ze
soucasné implementace kompilatord Javy provadi pomérné slusnou optimalizaci, ktera zaruci
dostatecnou rychlost.

Tato nevyhoda je pak dale kompenzovana jinymi vyhodami jazyka Java. Velkou vyhodou Javy
je jeji hardwarova nezavislost, nebot’ je pirekladana do specidlniho mezikddu (to ji ovSem Cini
pomalejsi). Tento mezikdéd je mozné spustit na libovolné platformé, pro kterou existuje béhové
prostiedi Javy (JRE, Java Runtime Environment). Jazyk Java je mozné vyuzivat zdarma, nebot’ je
soucasti projektu open source. Nejen proto je tento jazyk tak rozsifen. Jeho dalsi velkou vyhodou je
dostupnost knihoven, podporujici nastroje pro zpracovani biologickych dat. Jednim z projektd, ktery
se zabyva vyvojem takovych ndstroji je open source projekt BioJava. Proto byl tedy pro
implementaci zvolen jazyk Java.

Podobné jako BioJava vznikaji bio-knihovny i pro jiné jazyky. Relativné znamé jsou projekty
BioPython [15] a BioPerl [14]. V posledni dobé vznika i projekt BioPHP a dokonce i programatofi

v C# maji moznost vyuzit vlastni biologické knihovny.

BioJava

Projekt BioJava je open source projekt distribuovan s podminkami GNU Lesser GPL [13]. Jedna se o
knihovnu, kterd poskytuje Java nastroje pro praci s biologickymi daty. Tato knihovna obsahuje
mnoho uzitecCnych tfid, které zapouzdiuji rtizné biologické i bioinformatické pojmy jako jsou
napfiklad sekvence, abecedy symbolil, samotné symboly, souborové parsery. Obsahuje cely balicek
tykajici se dynamického programovani, balicek tykajici se zarovnavani sekvenci, apod. Dale je pro
programatory uzite¢na i tim, Ze podporuje CORBA, DAS klienta a server, piistup do BioSQL a

Ensembl databazi.
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7.1  Implementace

Cilem této prace bylo vytvofit algoritmus podobny algoritmu BLASTN, nasledné vyzkouset jeho
funk¢nost a porovnat zjisténé vysledky zarovnavani sekvenci s jiz existujicimi algoritmy. Aplikace,
ktera vznikla, je naprogramovana v jazyce Java. Ovladani aplikace se provadi pres grafické

uzivatelské rozhrani.

7.1.1  Navrh

Cely program je rozdélen do tfech balickti: gui, alignment a settings. Jednotlivé balicky budou
postupné popsany podrobné;ji.
Balicek gui

Tridy, které tento balicek obsahuje, zajistuji obsluhu grafického rozhrani, tedy vykresleni okna a

odchytavani udalosti.

e ApplicationSeqAlignment - tiida programu

e WindowSeqAlignment - tfida hlavniho okna

e WindowAbout - tfida okna, zobrazujici informace o programu

e  WindowHelp - tiida okna, zobrazujici napovédu k programu
Balicek settings

Ttidy balicku settings v sobé uchovavaji nastaveni programu.
e Constants - tfida uchovava rozméry okna, titulek programu, vychozi adresar, apod.

e ExtensionFilter - tfida zajist'ujici vyber souborti pouze s danou ptiponou

Balicek alignment

Tento balicek zabaluje tridy, které jsou vyuzivany pii provadéni zarovnavani sekvenci. Nasleduje

strucny prehled tfid a nasledné€ detailn€jsi popis nekterych zajimavéjsich trid.

e BlastAligner - tfida, ktera provadi zarovnani sekvenci nukleotidl

e FastaReader - tfida, kterd Cte soubory ve formatu Fasta

o SegmentHSP - tfida, kterd uchovava informace o segmentu HSP

e ListHSP - tfida, ktera implementuje list objektd tiidy SegmentHSP

e Score - tfida pro skére segmentu HSP, implementuje rozhrani Comparable

e ReverseScoreComparator - tiida implementuje obraceny komparator, pro zajisténi fadéni

skore sestupné
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BlastAligner

Objekt této tiidy provede zarovnani sekvence dotazu se v§emi sekvencemi databaze a vybere nejlépe

ohodnocené porovnani.

SegmentHSP

Objekty této tridy predstavuji béhem provadéni algoritmu nejprve zasahy (HIT) a poté tseky HSP.
Jeden takovy objekt uchovava informace o dosazeném skore, pfipadné o dalSich statistickych
hodnotach (p-hodnota, e-hodnota) — ty se ale momentaln€ v dané verzi algoritmu nevyuzivaji. Dale se
tu zaznamenava, kde zasah zacina a konci v sekvenci dotazu a v sekvenci databaze. Aby bylo mozné
stanovit, ke které sekvenci databaze zasah patii, obsahuje objekt také identifikacni fetézec sekvence
databaze. Do objektu je také mozné zaznamenat konkrétni nukleotidové useky daného zasahu

sekvence dotazu i1 sekvence databaze.

ListHSP

Objekty tridy SegmentHSP se ukladaji do seznamt segmenttit HSP ListHSP. Pro kazdou diagonalu
v matici, kde jednu osu tvoii sekvence dotazu a druhou sekvence databaze, existuje jeden ListHSP.
Kazdy list navic uchovava informaci o poslednim nalezeném zasahu, o celkovém souctu vsech skore

jednotlivych HSP a o nejlépe ohodnoceném segmentu HSP.

7.1.2 GUI

Grafické rozhrani je v zadsad¢ tvotfeno pouze jednim hlavnim oknem programu. Na obrazku 11 je
mozné videét, z jakych prvki se okno sklada.

V casti Vstupni sekvence se zadavaji soubory se vstupnimi sekvencemi. Program ocekava, ze
Sekvence 1 bude soubor obsahujici jednu sekvenci DNA ve formatu Fasta. To bude sekvence dotazu.
Na misté Sekvence 2 mize byt soubor obsahujici nekolik sekvenci DNA ve formatu Fasta. Tyto
sekvence poslouzi jako databaze sekvenci.

V dalsi casti Vyber algoritmu je mozné zvolit algoritmus, kterym se provede zarovnani
sekvenci. V pfipad¢é vybéru polozky Blast je mozné nastavit 4 vstupni parametry. Tyto parametry
odpovidaji parametrtim, jak byly popsany v kapitole 6.3 o algoritmu BLAST. Pro ptipomenuti:

e Parametr W - délka slova, které se bude porovnavat
e Parametr T - prah shody, mél by byt vzdy mensi nebo rovny nez délka slova
e Parametr X - hodnota, o kterou mtize skore klesnout pfi rozSifovani zasahu v porovnani
s nejvyssi dosazenou hodnotou
e Parametr S - Skore, kterého musi dosdhnout rozsiteny zasah, aby byl oznacen jako HSP a

postoupil do dalsiho kroku algoritmu
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V ¢asti Nastaveni matice je mozné upfesnit substitucni matici, kterd se pouZzije pro vypocet skore
zarovnani. Vychozim nastavenim je matice, kde diagonala (shoda) je nastavena na sam¢é jednicky a
ostatni pole matice (neshoda) jsou nastaveny na hodnotu -1. Tyto hodnoty je mozné kdykoli ménit.
V piipadé potfeby zvyhodnéni néjaké mutace, je mozné nastavit celou matici podle vlastni potfeby.
Staci zaSkrtnout radiobutton Viastni matice a vyplnit pole, poptipadé je mozné nacist matici ze

souboru.

B3 DNA: fasta.fa

Soubor Napovéda

Vstupni sekvence Whér algoritmu
Sekvence 1: Needleman-Wunsch (globalni zarovnani)
i | [otewt | ) Waterman-Smith (lokalni zarovnani)
Sekvence 2: ® Blast
| [ otewit | e e e
|' - Wil 11| T:] g X| 6S:| 40
Nastaveni matice Akce
® Zakladni matice: _ Viastni matice:
Shoda: | 1| A C G T
Neshoda: -1 A
C -|-|.=\.-|n'_
) Vlastni matice ze souboru: G
ofenit T
mserce:| 1| Delece: 1] Rozéifeni mezery: | 1/

[ Pribén algoritmu | Wsledek |

Obrazek 11: Graficke uzivatelské rozhrani aplikace

Cast Akce je velmi jednoducha. Obsahuje pouze tlagitko Spustit. Toto tlagitko nelze stisknout, dokud
nejsou nastaveny potfebné parametry programu. Ve spodni ¢asti okna jsou dvé zalozky. Prvni zalozka
Pribéh algoritmu informuje uzivatele o akcich, které pravé algoritmus provadi, a o pfipadnych
chybach, které v prib&hu provadéni vznikly. Druha zalozka v ptipad€ tispésného dokonceni algoritmu

zobrazuje vysledek zarovnani.

7.1.3  Vlastni algoritmus

Vlastni algoritmus vychézi z popisu ptivodniho algoritmu BLAST, a proto byl také implementovan
vtomto duchu a rozdélen na Ctyfi hlavni faze: predzpracovani, nalezeni zasahu, prodluZzovani a
spojovani. Nyni se postupné po jednotlivych fazich podivame na vlastni feSeni algoritmu. Pti popisu
pouzijeme definice z kapitoly 6. Stanovime jeste, ze |Q] je délka sekvence Q a |D| je délka sekvence

D. Dale si také pro lepsi piedstavu o ¢asové naro¢nosti algoritmli zavedeme pojem jednoznakové
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porovnani. Tento pojem vyjadiuje vzajemné porovnani pravé dvou znakl. Takové porovnani trva
vzdy stejnou konstantni dobu. Pro konkrétni vypocty budou pouzity hodnoty w = 11, |Q] = 15, |D| =
15.

Piedzpracovani

V této fazi originalni BLAST generuje vSechna slova o délce w nad DNA abecedou A4 a poté vytvoii
seznamy sousedl pro kazdou pozici sekvence dotazu Q. Takové generovani a vytvareni seznamil
ovsem zabere obrovské mnozstvi ¢asu. V ptipadé€, Ze délka w bude nastavena na 11, coz je standardni
hodnota pro nukleotidové sekvence, je potieba vygenerovat 4'' (tj. 4 194 304) slov. To je celkem
velké mnozstvi. Nejvétsi problém ale vznikd pii vytvareni seznaml sousedd. Pokud chceme pro
kazdou pozici sekvence Q ur€it takovy seznam, je nutné projit vSechna vygenerovana slova a podle
prahu T odfiltrovat takova slova, ktera do seznamu nepatfi.

Pocet jednoznakovych porovnani v takovém piipadé roste velmi rychle. Mizeme ho vyjadfit
vztahem: (|Q| —w + 1) - 4% - w. V naSem konkrétnim ptipadé, kdy ma sekvence Q pouhopouhych
15 znakti a parametr w standardni hodnotu 11, se pocet jednoznakovych porovnani rovna hodnoté
55411 A to jsme jesté neporovnavali zadny znak se sekvencemi databaze Je ziejmé, Ze takto to v
samotném algoritmu neni mozné aplikovat. Na provedeni kompletniho zarovnani dvou sekvenci o
délkach |Q] a |D| pomoci dynamického programovani staci takovych jednoznakovych porovnani praveé
|Q| - |D|, coz je v naSem ukadzkovém piikladé rovno hodnoté 225. Rozdil je jisté patrny. Z tohoto

divodu se zadné predzpracovani neprovadi.

Nalezeni zasahu

Protoze se neprovedlo zadné piedzpracovani, neni mozné porovnavat podietézce sekvenci databaze o
délce w se slovy ze seznamu sousedd. Presto se ale sekvence porovnavaji postupné po slovech o délce
w, a pokud je skore porovnani slov vétsi nez prah T, je zaznamenan zasah. Pocet jednoznakovych
porovnani je v pfipad€, kdy se okno o délce w posouva po sekvencich po jednom znaku, mozné
vyjadtit vztahem (|Q| —w + 1) - (|ID] —w + 1) - w. Tedy pro nas§ konkrétni piiklad se vyraz rovna
hodnoté 5-5 - 11, tedy 275. Je to jiz mnohem lepsi vysledek, ale stale je jednoznakovych porovnani
vice nez za pouziti dynamického programovani. Je to dano tim, ze piestoze se sekvence porovnavaji
po slovech, v ramci vzajemného porovnavani jednotlivych slov probiha opét porovnavani po znacich.
Tim se algoritmus stava stale pomalejsi nez dynamické programovani.

Hlavni myslenka algoritmu BLAST je prave v tom, Ze neprohledava cely prostor, pouze zkousi
nalézt vétsi podobné useky, jejichz skore je vétsi nez prah 7. A jenom s témito useky pracuje
v dal$ich fazich. To vedlo k nasledujici tiprave vlastniho algoritmu. Sekvence budeme porovnavat po
slovech o délce w, ovsem v sekvenci D se nebudeme posouvat po jednom znaku ale po celém slove.

Je tak mirn¢ sniZena citlivost algoritmu. OvSem pokud se porovnavaji dvé podobné sekvence alespor
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o délce 2w, lze predpokladat, ze se podafi najit zasah. Pocet jednoznakovych porovnani je nyni

mozné vyjadtit vztahem (|Q| —w + 1) - floor(|D|/w) - w,tedy 5-1 - 11, coz je 55.

AIGIC/IA|G|T|T A|G C/A|T C/AC|G|T|G A|C|G|T
Al + -

G|- |+ - -

T|-] -] - + -] -

Al+ | -] -1+ ==+ -

G|-|+]-|- |+ -l - - -]+
Cl-|-1|+1|-1]-1- -+ -+ -] -

Al+ | -1 -1+-1]-1- N N 0 I
T|-|-|-|-1]-]+]+]- I T e
Gl-|+]-|-1+|-1]-1]-]+ e I T e R
Al+ | -] -+ -]-|-1+1-]- R I T N I I i IR e
Cl-1|-|+-1-1-|-1=]-1+--14+|-1+-1-1-1-1+]-]-
G| - |+ |- -]+ -|-1-1+]-1-1-1-1-1-"1+|-/|+]|-1-/+]-
T -] - -]-]-|+|+|-]-|-|-|+]-1-]-|-1+|-]-]-1]-1]+
G| - |+ |- -]+ -|-1-1+]-|-1-1-1-1-1+]-"/+]-1-]+1-
Cl-1|-|+-1-1-|-]1-=]-1+--14+|-]1+]-1-1-1=-14+]-]-
Cl-1|-|+-1-1-|-]1-=]-1+--14+|-1+]-1-1-1-1+]-]-
Gl-|+]-|-1+|-]-1-1+]|-1-|-=1-1-1=-1+|-=1+-]-1]4+]-
T -] - -]-]-]|+|+|-]-|-|-|+]-1-]-|-1+|-1]1-]-1]-1]+

Tabulka 8.:Hledani zasahii po slovech o délce 11 znakii; + znaci shodu, - neshodu, modre jsou

zvyraznény nalezené zdasahy splnujici prah T = 8

Mezi dal$i vyhody tohoto postupu lze zaradit i to, Ze nalezené zasahy se navzajem nepiekryvaji.
Prodluzovanim ptekryvajicich se zasahti dostaneme zpravidla stejny tisek podobnosti, cozZ je zbytecné
dalsi Cas navic ve fazi prodluzovani. Podobné i pii prodluzovani sousednich zasahti dostavame
zpravidla stejné useky podobnosti a proto se jiz pii hledani zasahti sousedni zasahy spojuji do jednoho

zésahu. Tim se misto nékolika sousednich zasaht ve fazi prodluzovani prodluzuje pouze jeden zasah.

RozSiiovani zdasahii

Do této faze vstupuji vSechny nalezené zasahy z ptedeslého kroku. Tyto zasahy se nyni podle
ptuvodniho algoritmu BLAST maji oboustranné bezmezerove rozsifovat, dokud skore rozsitovaného
zasahu neklesne o hodnotu X oproti nejlepsimu dosazenému skore behem rozsifovani. Soucasné
roz§ifovani zasahu na ob¢ strany se vSak zda byt pomémé nepraktické. Zasadni problém je v tom, Ze
pokud je rozSifovani na jednu stranu Uspé$né a zveda se skore a rozsifovani na druhou stranu
neuspésné a skore klesa, nastava situace, kdy celkové skore se prakticky neméni, tedy neklesa ani

nestoupa a do zasahu se zapocitavaji i znaky, které¢ do néj nepatii. Z tohoto diivodu vlastni algoritmus
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bezmezerove rozsifuje zasah na obé¢ strany, ale postupné, tedy prvné na jednu stranu a poté na stranu
druhou.

Tim, Ze je zasah rozsifovan bezmezerove, je algoritmus schopen se pfi rozsifovani vypotadat
pouze s mutaci nukleotidii. V ptipadé ze se uprostied sekvence objevi inserce nebo delece obé
sekvence se v daném misté viici sobé posunou o mezeru, coz zaptiini, Ze se od mista inserce nebo
delece sekvence jevi algoritmu jako vyrazné€ rozdilné a rozSifovani se zastavi. Soucasné verze
algoritmu BLAST jiz pouzivaji rozSifovani s mezerami, které spousti prakticky hned za rozsifovanim
bez mezer. Vyuzivaji ktomu riznych kombinaci technik dynamického programovani.
Do implementace tohoto algoritmu vSak mezerové rozsifovani neni zahrnuto.

Po skonceni rozsifovani zasahu se vezme takové jeho rozsiteni, které v prubéhu rozsifovani
dosahlo nejlepsiho skore a pokud je toto skore vétsi nez prah S, oznadi se rozsifeny zasah jako HSP.
V prubéhu rozsifovani vSech zasahil se postupné uchovava informace o rozsiteni s dosud nejlepsi

v

hodnotou skoére. Na uplném konci rozsifovani se rozsiteni s nejlepSim skore oznaci jako MSP.

Spojovani zasahii

Do tohoto kroku vstupuji pouze HSP a MSP z predeslého kroku. Prestoze se béhem algoritmu mnoho
faleSnych zasaht odfiltrovalo, miize mezi HSP stale existovat faleSny tusek shody. Toto je relativné
nepfijemny problém. Zvlasté u sekvenci DNA, které mohou obsahovat dlouhé useky opakujicich se
motivil. Mohou to byt naptiklad useky odd¢€lujici geny, nebo nekodujici tseky aj.

Konkrétni postup, jak ziskané tseky shod pospojovat, se v dostupné literatufe neuvadi.
Vytvoteny algoritmus postupuje nasledovné. Vezme vSechny HSP a vlozi je do struktury TreeMap.
Struktura automaticky zaftidi, Ze jsou po vlozeni vSech prvki prvky sefazeny, v nasem ptipadé podle
hodnoty skore. Spojovani zacina od useku nejlépe ohodnoceného HSP tedy MSP. Pfi tom se zjisti, na
jaké diagonale se HSP nachazi. Poté se od této diagonaly stanovi na kazdou stranu urcity pocet
dalsich diagonal, pro které je jest¢ zarovnani optimalni a postupné se od nejvyssiho skore ptidavaji

useky HSP z téchto diagonal do vysledného fetézce zarovnani

7.2  Vysledky

Pro objektivni posouzeni vysledki, byly zaroven do vysledné aplikace zafazeny algoritmy vyuZzivajici
techniky dynamického programovani. Jsou také naimplementovany v jazyce Java s vyuzitim tfid
projektu BioJava [13].

Vlastni algoritmus BLAST pracoval pii prvnim testovani, kdy ve fazi hledani zasaht
postupoval po jednom znaku vobou sekvencich, nékolikandsobné pomaleji nez algoritmy
dynamického programovani. Po uprave, kterd zavedla posouvani se po sekvencich databaze o celé

slovo, se Cas zarovnani sekvenci vyrazné zrychlil. Po piidani dalSich uprav, jako spojovani
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sousednich zasaht a po celkovém doladéni algoritmu, dosahl vlastni algoritmus téméef dvakrat vetsi
rychlosti oproti algoritmiim dynamického porovnani, pfitom vyuziva daleko méné paméti.

Algoritmy dynamického programovani vyuziji pro zarovnani dvou sekvenci Q a D pamétovy
prostor minimalné o velikosti |Q|-|D|-8 byta. Pro vypodet se vyuziva datovy typ double.
V ptipadech, kdy se rozliSuje zacinajici mezera od mezery prodluzovaci se tato velikost jesté¢ nasobi
tfemi. Na osobnim pocitaci, tak velmi rychle dochéazi k vy€erpani pamétovych zdrojl, coz se u
algoritmu BLAST nestava. Ten pro svou potifebu vyzaduje pole ukazatelli na seznamy segmentti HSP
o velikosti |Q| + |D| - 4 byt plus to, co zaberou samotné struktury seznami nalezenych zasahu.

Z pohledu casové a pamét'ové narocnosti to tedy neni $patny vysledek. Zamétime-li se ale na
kvalitu porovnani, je na prvni pohled vidét, Ze vlastni implementace nedosahuje takové kvality
zarovnani, jako dosahuji algoritmy dynamického porovnani nebo profesionalni algoritmy BLAST. Je
v jedné ze sekvenci objevuji pfili§ ¢asto inserce nebo delece blizko za sebou, nejsou podobné useky
sekvenci z divodu rtizného posunuti k sobé navzajem zarovnany. Tento nedostatek je mozné zmirnit
upravou vstupnich parametrii tak, aby do prodluzovaci faze proslo vice zasaha, tedy snizit parametr S,
poptipad€ i T a W, a zvysit parametr X. Tim se ovSem algoritmus o néco zpomali.

Realné algoritmy BLAST, které jsou nasazovany pro prohledavani obrovskych databazi, jsou
nekolikanasobné rychlejsi nez tato implementace algoritmu BLAST. Je to zplisobeno ziejmé tim, Ze
profesionalni programy z rodiny BLAST pracuji s databazemi, které jsou specialné indexované, a
porovnani se neprovadi znakov¢ ale binarné. Vyuzivaji vykon nékolika stovek pocitacti a mohou pred
vlastnim vyhledavanim provést predzpracovani. VSe, co jde predpocitat a co bude algoritmus
vyuzivat, umistuji do paméti v podobé riiznych hash tabulek nebo lookup tabulek. Spotieba
pamétovych zdroji se pak sice pohybuje v gigabytech, ale sam algoritmus je pak n€kolikanasobné
rychlejsi.

Tyto algoritmy jsou také mimoto daleko Iépe vyladény pro konkrétni pripady, se kterymi je
mozné se u jednotlivych sekvenci DNA nebo proteinil setkat. Podle potieb biologii, vznikly algoritmy

prave jako IgBLAST apod.
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8 Z.aveér

Cilem této prace bylo zorientovat se na poli bioinformatiky, prozkoumat moznosti porovnavani
sekvenci a vyhledavani jejich podobnosti a pokusit se navrhnout mozny postup, jak takové porovnani
sekvenci provést. Vysledny algoritmus implementuje postup vychazejici ze znamych metod
puvodniho algoritmu BLAST. Bylo nutné se vypotadat s nemoznosti provedeni pifedzpracovani a s
porovnanim fetézcll ve znakové podobe. Na druhou stranu bylo mozné vyuzivat Sikovné knihovny
Javy a BioJavy, které praci ¢asto vyznamné usnadnily.

Ptinos této prace pro obor bioinformatiky je jist¢ zanedbatelny. Nejvétsi pfinos je ziejme Cisté
osobni. Presto je mozné spatiit piinos pro okoli v pfiblizeni n¢kterych technik a jazykd, které 1ze pro
stanoveni homologie sekvenci pouzit, a v rozboru nékterych klasickych problémi, z ¢ehoz se da
Cerpat pro dalsi zkoumani a zlepSovani popsanych technik.

Z této prace jednoznacné vyplyva, pokud se srovnaji vysledky algoritml zaloZenych na
dynamickém programovani a algoritmti zaloZzenych na heuristice, ze algoritmy s heuristikami jsou
daleko rychlejsi, vice flexibilni a je mozné je lépe ptizplisobovat danym pozadavkiim biologli. Na
druhou stranu, pii Spatné zvolené heuristice nebo $patném nastaveni skorovaciho systému, je mozné
obdrzet chybné vysledky, respektive vysledky, které chybné reflektuji biologicky vyznam. Dokonce, i
kdyz je vSe nastaveno v poradku, nemizeme si byt jisti optimalnosti vysledku. Je to zptisobeno prave
heuristikami a optimalizacemi, které sice zvySuji rychlost, ale snizuji citlivost algoritmu. Mlze se
tedy stat, ze skore, které je ziskano zarovnanim dvou sekvenci, nemusi byt vzdy nejlep$i mozné. U
algoritmi jako Smith-Waterman nebo Needleman-Wunch dostdvame za vysledek, vzdy optimalni
zarovnani dvou sekvenci.

Pojmy ,,nejlepsi‘ nebo ,,optimalni“ silné zavisi na skérovacim systému, ktery je ke stanoveni
homologie vyuzit. Pouze v pfipadé, kdy se skoérovaci systém snazi modelovat néjaké pojmy
biologické podobnosti, Ize ocekavat, ze i zarovnani majici nejlepsi skore bude vice biologicky
vyznamné, nez kdyby skérovaci systém vibec biologické zakony nezohlednoval. Pfesto zadna
biologicka dedukce (jako homologie), ktera se provadi piimo a vyhradné z interpretace zarovnavaciho
skore, nespoléhd pouze na takto vzniklou hypotézu. Je jasné, Ze neni pouze jedna idealni volba
skorovacich parametrt, ktera by modelovala v§echny biologické pohledy, jestli viibec néjaka existuje.
Z téchto ditvodii se vysledky zarovnani sekvenci vzdy reprodukuji s ohledem na biologicky kontext,
s ohledem na néjakou vnéjsi znalost. To uz musi posoudit néjaky biolog. Informatika zajima pouze to,
zdali je nebo neni ziskany vysledek statisticky vyznamny.

Naimplementovany algoritmus tvofi pouze zaklad pro dalsi rozsifovani a zlepSovani. Nejvetsi
nedostatek je ziejmé absence mezerového rozsitovani. To v urcitych pfipadech, kdy se v sekvencich
vyskytuje n€kolik inserci nebo deleci za sebou, zplisobuje, ze se sekvence v téchto mistech k sobé
nezarovnaji. Slabym mistem celého algoritmu je také hledani zasahi, které trva vétSinu (pfiblizné
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75%) casu behu programu. Kvalitni hledani zésahii je dtlezité, optimalni stav je, kdyz se najdou
vSechny zadouci zasahy a zadny nezadouci. Mélo by se tedy této fazi vénovat dostatek Casu, ale
pfimé&fené k celému algoritmu. ReSeni, které je v algoritmu pouzito, se jevi jako relativné pomalé.

Zlepseni by jisté pfineslo porovnavani slov binarn€ a ne znakove.
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