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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva problematikou homolognich geni a popisem
molekularn¢ biologickych databazi, které slouzi k jejich vyhledavani a vzijemnému
porovnavani. Mezi nejdilezitéjsi instituce, které se zabyvaji spravou dat a jejich analyzou,
patii EBI, NCBI a CIB. Pro vyhledavani homolognich gentl je nejzasadnéjsi NCBI — Narodni
centrum pro biotechnologické informace. Bliz§i pozornost je vénovana vyhleddvacim
algoritmim homolognich gent jako jsou naptiklad blastn a PatternHunter. Praktické ¢ast této
diplomové prace je pak realizace algoritmu srovndvajicitho dv& sekvence a nachézejiciho
homologni geny, a to jak na zdklad¢ sekvence nukleotidii, tak aminokyselin. Vysledky
z vytvofeného programu budou dale konfrontovany s vysledky zkomeréné dostupnych

programdi.

Klicova slova
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Abstract

This diploma thesis deals with the description of homologous genes and molecular
biological databases that are used for their search and allow comparison. Among the most
important institutions that deal with data management and analysis, include the EBI, NCBI
and CIB. For searching homologous genes is the most fundamental NCBI - National Center
for Biotechnology Information. More attention is paid to the search algorithms of homologous
genes such as BLASTN and PatternHunter. The practical part of this thesis is the
implementation of the algorithm comparing two sequences and locating homologous genes.
The comparison is made on the basis of the nucleotide sequence and amino acid sequence.
The results generated from the program will be further compared with results from
commercially available programs.
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Uvod

Bioinformatika jako pomérné mladd védni disciplina, ktera se pohybuje na hranici
informacnich technologii, matematiky a biologie, pficemz skloubeni téchto znalosti uvadi do
praxe Vpodob¢ vyhleddavani, uchovavani, modelovani a zpracovani biologickych dat.
Spole¢né s pokrokem technologii se zvySuje mnozstvi biologickych dat, a tedy také vzrista
potfeba vyvijeni novych informacnich systémi zpracovavajicich tato data. Bioinformatické
poznatky jsou pak dale vyuzitelné v celé fad¢ obori — farmakologie, medicina a samoziejmée
biologie se vSemi svymi odvétvimi.

Oblasti biologie, kterd vyuziva bioinformatiku takika nejvice ze vSech, je molekularni
biologie a genetika. Zde mezi zakladni témata patii sekvence nukleovych kyselin a proteinti a
jejich nasledné srovnavani, vyhledavani gend, tvorba genovych map ¢i organizace celého
genomu. Cilem bioinformatiky je objasnéni informacniho obsahu, ktery nesou
biomakromolekuly, a vztah této bioinformace k vyvoji a funkci u Zivych organismi.
Bioinformatika také poskytuje dilezitd data pro mnohé evolu¢ni studie.

Tato diplomova prace se zabyva problematikou homologii, konkrétn¢ jednotlivymi
algoritmy pro vyhledavani homolognich gent/proteind, pfiblizuje jednotlivé molekularné
biologické databaze, v nichz je mozné homologie vyhledavat, a také programy a editory, které
je zpracovavaji. V praktické ¢asti je poté vytvoren algoritmus v programu Matlab, ktery je
schopen vyhledavat homologni tseky z nukleotidovych/aminokyselinovych sekvenci.



1 Obecny biologicky uvod
1.1 Nukleové kyseliny

Genetickd informace kazdého zivého organismu (fadime sem i viry, byt jejich fazeni
mezi zivé organismy je diskutabilni) je ulozena v nukleové kyseliné — DNA ¢i RNA.
Struktura nukleové kyseliny byla objasnéna v roce 1953 Watsonem, Wilkinsem a Crickem, za
coz obdrzeli v roce 1962 Nobelovu cenu za fyziologii a Iékaftstvi [9].

Nukleové kyseliny jsou tvofeny dvéma komplementarnimi vlakny polynukleotidovych
fetézci, které jsou navzajem antiparalelni — jejich konce miti opaénymi sméry. Kazdy fetézec
je tvofen znukleotidi a jednotlivé nukleotidy jsou tvofeny piisluSnym sacharidem -
ribonukle6zou (RNA) nebo deoxyribonukle6zou (DNA), fosfatovou skupinou (zbytek po
kyselin¢ ortofosfore¢né) a heterocyklickou bazi — purinovou (adeninem, guaninem) C¢i
pyrimidinovou (thyminem, cytosinem nebo uracilem). Jednotlivé baze jsou navzijem
komplementarni a diky této komplementarit¢ dochazi ke spojeni obou fetézcii. V DNA se
vaze adenin s thyminem, a to dvojnou vazbou, a cytosin a guaninem vazbou trojnou. V RNA
je situace stejna s tim rozdilem, Ze se vaze adenin s uracilem. Vazby mezi bazemi jsou
vodikové. Vazba mezi bazi a sacharidem je N-glykosidicka. Fosfat a piislusny sacharid tvoii
pomoci esterové vazby tzv. cukr-fosfaitovou kostru nukleové kyseliny. Struktura nukleové
kyseliny je znazornéna na obrazku 1.

DNA, coz je nukleova kyselina nachazejici se v téle Clovéka, pak zaujima prostorové
uspofadani jako pravotociva dvousSroubovice (toto prostorové uspotradani prevlada, ale neni
jediné mozné). U eukaryotickych organismt je v pfevazné mife ulozena v membranou
ohrani¢eném jadre, ale Cast se ji nachdzi také na plasmidech. U prokaryotickych organismu
nalezneme nukleovou kyselinu pfevazné volné se pohybujici v cytoplasmé v podobé tzv.
nukleoidu.

V bioinformatice se primarni sekvence makromolekul zapisuje jako takzvana sekvenc¢ni
data [13]. Pro DNA a RNA plati pravidlo zapisu sekvenénich dat od 5 konce ke 3° konci a
pouZzivaji se jednopismenné IUPAC kody. IUPAC je zkratkou pro Mezinarodni unii pro
Cistou a uzitou chemie (The International Union of Pure and Applied Chemistry). Ptehled

znaceni pro sekvence nukleotidd je uveden v tabulce 1.
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6'0'0": 0 jednoho vidkna
H fetézce
DNA

Obrazek 1: Struktura nukleotidového fetézce nukleové kyseliny (primarni struktura) a

pravotociva sroubovice DNA (sekundarni struktura). Pfevzato z [7].
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Tabulka 1: IUPAC kody pro zapis sekvenci nukleotidd. Pfevzato z [13].

DNA, RNA
Baze
Adenin
Cytosin
Guanin
Thymin
Uracil
A, G (purine)
C, T (pyrimidine)
G, C (strong)
A T (weak)
G, T (keto)
A, C (amino)
C,G, T (notA)
A G, T (not C)
A C, T (notG)
A C,G (hotT)
cokoli (any)
. nebo, Mezera

z.
=9

ZI<| IO wmZ R S| <lxoc|Hd ol o>

1.2 Proteiny

Proteiny jsou zakladnimi stavebnimi a funkénimu jednotkami vSech organismu [27].
V organismech zastavaji celou fadu zivotné nezbytnych funkci. Patfi mezi n¢ naptiklad:

e detekuji a pfendsi signaly a informace
e reguluji ¢innost bunék
e transdukuji energii
e Kkatalyzuji chemické reakce
e jsou zodpovédné za transport latek
e jsou zodpovédné za strukturu organismu
.

Sekvence aminokyselin se jako sekvenéni data zapisuji od N — konce k C — konci.

Ptrehled znaceni pro sekvence aminokyselin je uveden v tabulce 2.

11



Tabulka 2: IUPAC kédy pro zapis sekvenci aminokyselin. Prevzato z [13].

Protein
kéd | zkratka Aminokyselina

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Aspartat

E Glu Glutamat

F Phe Fenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Izoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q GlIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

\/ Val Valin
wW Trp Tryptofan

Y Tyr Tyrosin

X XXX Cokoli

B AsX aspartat nebo aspargin
Z Glx glutamat nebo glutamin

1.3 Geny, jejich déleni a vyuZziti

Geny jsou zékladni jednotky genetické informace. Soubor gend v celém organismu
vytvaii tzv. genotyp [1]. V souvislosti s genotypem je tieba zminit také pojem fenotyp, coz je

vnéjsi projev genotypu v organismu. Fenotyp ndm tedy urcuje vnéj$i podobu organismu.

vvvvvv

Velmi vyznamné jsou pak také geny regulacni, které reguluji genetické procesy v organismu.
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Strukturni geny jsou zpohledu molekularni biologie tvofeny sekvenci nukleotidd.
Nukleotidova sekvence je molekularnimi procesy transkribovdna a translatovana a nese
informaci o kone¢ném produktu genti — ve vétsin€ pripadd se jedna o informaci pro sestaveni
polypeptidového fetézce, ale mize se jednat také napf. o rGzné druhy RNA. Tuto cestu
pfenosu informace popisuje centralni dogma molekularni biologie, které hovoii o moznosti
prepisu informace z nukleové kyseliny do RNA, zniz je déle prekladdna do struktury
bilkovin, av§ak reverzné tento proces mozny neni.

V piipadé eukaryot jsou geny tvofeny exony (kodujici oblasti) a introny (nekodujici
oblasti). Po transkripci je tfeba provést tzv. sesttih, kdy jsou odstranény nekddujici oblasti a
do primarni struktury bilkovin jsou dale pteklddany pouze oblasti kédujici. V piipadée
prokaryot je situace vyrazné jednodussi, jelikoz jejich geny jsou tvofeny pouze exony, a tedy
sestfth neni nutny. Jedinou vyjimku ve svété mikroorganismil tvoii skupina Archea a
bakteriofagy, které introny obsahuyji.

Geny lze délit do ne€kolika zakladnich skupin [2]:

1) Homology — homologni geny jsou takové, které se vyvinuly z jednoho spole¢ného
genu. Tento spolecny gen se oznacuje jako ancestralni. Homologni geny pak byly
dale rozdéleny do dvou podskupin:

a) Ortology — ortologni geny vznikly speciaci (jedna se o biologicky evolu¢ni
pochod, pii némz se vyvojové linie §tépi, ¢imz dochédzi ke vzniku novych
taxonomickych druhii; nazev je odvozen od latinského species — druh).

b) Paralogy — paralogni geny vznikly duplikaci ancestralniho genu. Specialni
skupinou paralogu je nasledujici skupina:

e Ohnology — jedna se geny vzniklé duplikaci celého genomu [49].

2) Heterology — geny neodvozené z jednoho ancestralniho genu. Svou variabilitu

ziskaly pomoci prenosu genetick¢é informace, a to predev§sim metodou

mezidruhového horizontalniho pfenosu.

Dalsi pojem, s nimz je mozné se setkat v souvislosti s homolognimi geny, je pojem
xenology. Jedna se o homologni geny vzniklé horizontalnim ptenosem [50].
V souvislosti s proteiny pak jesté hovoiime o tzv. analozich. Analogy jsou proteiny,
které maji stejnou funkci, napt. katalyzuji stejnou reakci, ale nejsou si strukturalné ptibuzné.
Sekvence kodonil, tj. trojice nukleotidi kodujici aminokyseliny, jsou evolu¢né
konzervované. Na zakladé¢ toho muiZeme urCit ptibuznost mezi druhy pomoci srovnani

nukleotidovych sekvenci. Obdobné lze srovnavat také proteinové sekvence.
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1.4 Homologni sekvence

S pojmem homologie neni mozné pracovat jako s veli¢inou, kterd ma néjaky rozsah. Je
nutno brat ji absolutné. Tedy neni mozné fici, ze dvé sekvence jsou navzajem homologni
z250%. Lze tici pouze to, zdali jsou si podobné ¢&i nikoliv. Vzhledem k tomuto faktu je
skute¢nou homologii. Ve vétsiné komeréné dostupnych programu je timto prahem hodnota
35% (jde naptiklad o programy HOGENOM, PSAT — Prokaryotic Sequence Analysis Tool)
[51]. Pokud je tedy sekvenéni identita nad 35%, jedna se pravdépodobné o homologni
sekvenci. Je sekvencni identita v rozmezi 20 — 35%, sekvence mohou byt homologni, ale
nemusi (jde o tzv. ,twilight zone*). Pokud je sekvenc¢ni identita pod 20%, s nejvyssi
pravdépodobnosti se nejedna o homology. V komeréné dostupnych programech jsou pak dale
zhodnoceny nékteré dalsi statistické parametry, které ukazuji na prikaznost ¢i naopak na dilo
nahody nalezeni shody (blize viz kapitola 4.1.1).

Pokud je vznesena otdzka, zdali je lepsi urovat homologie ze sekvence nukleotidove ¢i
proteinove, tak odpoveéd’ je vic nez logickd — spolehlivéjsi je urCovat homologie ze sekvence
aminokyselin, jelikoZ mozné nukleotidy jsou ¢tyii (A, T, G, C) a pravdépodobnost shody
mezi Ctyfmi pismeny je vyrazné¢ vys$i neZ mezi dvaceti (coz je pocet esencidlnich
aminokyselin). Pokud uz tedy dojde v sekvenci aminokyselin ke shodé v pozici, je tato shoda
vyrazné prukaznéjsi nez v pripad¢ nukleotidové sekvence.

Néazornou ukazkou anatomické homologie z fiSe savcu je napiiklad evoluce netopyiich
kiidel a lidskych hornich koncetin [47]. Tento znak, jak fenotypovy, tak genotypovy, nese
zéklad v jednom jediném ancestralnim pfedkovi — struktury se vyvinuly ze stejného typu
tkdn¢ béhem embryonalniho vyvoje. Situaci, kde by bylo mozno se myln¢ domnivat, ze se
jedna o homologii, jsou kiidla netopyra a kiidla ptaka. Tento znak se vyvinul zcela nezévisle,

kazdy v jiné linii z jiného piedka, byt’ fenotypovy projev je velice podobny.

1.4.1 Vyznam a detekce homologii v biologii

Nalezeni shodnych nukleotidovych ¢i proteinovych sekvenci mad velké uplatnéni
Vv oboru nazyvajicim se fylogenetika. Jedna se o védu, ktera se zabyva vyvojem druht, dale
vyvojem mnoha fyziologickych ¢i patologickych znaki organismi nebo také slouzi k detekci
genovych mutaci [3].

Fylogenetika je tedy véda, kterd na zaklad€ poznatkli o homolognich sekvencich
sestavuje genetické stromy, v nichZ je znazornéna podobnost mezi jednotlivymi druhy a také
cesta K jejich spolecnému predku. Existuje fylogeneticky strom zakofenény (zde je znazornén
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spole¢ny predek vSech zkoumanych taxontl) a nezakofenény (neni znazornén spoleény
predek). Driive se fylogenetické stromy tvofily pouze na zakladé morfologické podobnosti,
coz se pozdéji ukazalo jako znak nevhodny a piikrocilo se k jiz zminénym molekularné —
biologickym metodam. Tvorba fylogenetického stromu je zdvislda na celé¢ fadé¢ pomérné
naronych matematickych vypoctl, je tfeba spravné stanovit délky vétve, a také tzv.
bootstrap — stanoveni spolehlivosti vétvi. Piiklad fylogenetického stromu je znazornén na

obrazku 2.

Prokaryota Archae Eukaryota
Green
Filamentous Slime
Spiroghetes  bacteria Entamoapae MQlds Apimals
G ’ Methanosargina Fungi
: pc;zrnive Methanobacterjurh Halgphiles Plants
c b F:ro-teobac 3 " Methanococgu
g T. celer Ciliates
Planctomyce Thermoprotgus ¢
Pyrodictic lagellates
Bacteroide .
Cytophaga Trichomonads
Thermotoga Microsporidia

Aquifex Diplomonads

Obrazek 2: Fylogeneticky strom fi§i Prokaryota, Archae, Eukaryota. Pfevzato a
upraveno z [48]. Pozn.: Zde je nutno zdudraznit, Ze obzvlasté vétve prokaryot a archae
neustale prochazeji znacnym vyvojem, jelikoZ bylo pfistoupeno k novym metoddm
konstrukce téchto stromi (analyza na zakladé 16S rRNA), a tedy déleni do jednotlivych

kmend, tfid a niz§ich taxonti podléha neustalému vyvoji.

Metod, jak urcit podobnost nukleové kyseliny ¢i proteinu, je celd fada. Patii sem
napiiklad DNA fingerprinting, gelova elektroforéza a v neposledni fadé také stile se
rozsifujici bioinformatické néstroje, které pomoci tzv. alignmentu = zarovnani sekvenci jsou
schopny poskytnout velmi ptfesné vysledky pii analyze podobnosti sekvenci. Pomoci
zarovnani dojde K pfitazeni pozi¢ni homologie.

Z biologického odvétvi pak zcela pfesnou metodu urceni sekvence nukleotid
zastupuje tzv. sekvenovani — jednd se o pomérné naro¢nou biochemickou metodu.

V soucasné¢ dobé se v praxi provadi spiSe sekvenovani nukleotidl, jelikoz sekvenovani

N 24
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Poté, co madme zarovnanou ¢i osekvenovanou sekvenci nukleotidii/proteind, je tieba
pomoci dal§iho programu a algoritmi zjistit jejich vzajemnou podobnost.
Sekvence nukleotidl a proteini a jejich podobnosti jsou shromazd’ovany v molekularné

biologickych databazich.
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2 Molekularné biologické databaze

V roce 2008 bylo dostupnych ptiblizné 550 bioinformatickych databazi [11]. Jejich
aktualni prehled je kazdoro¢né publikovan v Casopise Nucleic Acid Research. Existuji tii
nejdulezitéjsi instituce, které se zabyvaji spravou bioinformatickych dat: EBI, NCBI a CIB.
Kazda z téchto tfi instituci spravuje né¢jakou databazi a ma sviij vlastni vyhledavaci systém,
ktery umoziuje rychlé nalezeni pozadovanych informaci a jejich zptistupnéni v jednotné
formé. Tyto vyhledavaci systémy jsou vstupem do mnoha integrovanych databazi. VSechny
databaze spolu také vzajemné spolupracuyji.

EBI, NCBI a CIB tvoii ,,velkou trojici“ databazi, kde bézny uzivatel je schopen najit
Vv podstaté¢ vesSkeré informace, které potiebuje. Existuji vSak pochopitelné databaze
specializované napiiklad na strukturu proteinu, sekvenci proteinu, genomové databaze,
databaze taxonomickych podobnost atd. Krom ,,velké trojici zde pouze okrajové zminim
dvé nejvyznamné;jsi proteinové databaze.

V zafi roku 2003 bylo v priméarnich databazich uloZeno 27,2-10° zaznamd, jejichz
zdrojem je zhruba 150 000 raznych organismu [28]. Je tfeba brat v potaz, Ze objem
sekvencnich data nariista nesmirné rychle, a je tedy nezbytné dodrzovat urcita pravidla zépisu

a nasledné udrzby.

2.1 EBI

EBI znamena Evropsky institut pro bioinformatiku (Energy Biosciences Institute). Jeho
sidlo je v Hinxtonu ve velké Britanii. EBI umoziuje pfistup do databaze EMBL-Bank, ktera
byla zfizena jako vibec prvni databanka nukleotidovych sekvenci jiz v roce 1980 [11].
Ztizovatelem této databaze byla Evropska molekularné biologicka laboratof (odtud tedy i
samotny nazev databdze EMBL = European Molecular Biology Laboratory). Databaze je
dostupna na internetové adrese http://www.ebi.ac.uk/ena/. Vyhledavaci systém vyvinuty
Vv EBI nese nazev SRS (Sequence Retrieval System). Do EMBL-Bank lze vlozit nové

sekvence pomoci www formulare Webin http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/webin.html
nebo pomoci programu Sequin. Seuqin je vhodny pfedev§im pro vkladani delsich sekvenci,
typicky napfiklad celych genomi, a je mozné jej stahnout zdarma na této adrese:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/download/seq_download.html.

K tomu, aby uZivatel mohl vloZit do datab4dze novou sekvenci, je nezbytné, aby vyplnil
nékolik informaci: kontaktni idaje o misté (univerzita, laboratot atd.), kde prob&hl vyzkum
dané sekvence, informaci o datu zvefejnéni, o publikacich relevantnich k této sekvenci nebo
naptiklad popis zdroje sekvence (zdali se jednd o DNA, RNA, jaky typ dané nukleové
kyseliny atd.).
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2.2 NCBI

NCBI je Narodni institut pro biotechnologické informace (National Center for
Biotechnology Information) [10]. Jeho puvod je v USA a nejprve byl soucasti Narodni
Iékarské knihovny (NLM). Nyni NCBI sidli v Bethesd¢ ve staté¢ Maryland. Databaze, kterou
spravuje NCBI nese ndzev GenBank a vytvofena byla v roce 1992. Dalsimi databiazemi
spadajicimi pod NCBI je naptiklad PubMed, coz je databaze pro vyhledavani bibliografii.
Pfistupna je na internetové adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Vyhledavaci systém
vyvinuty v NCBI se jmenuje Entrez. Do GenBank Ize vlozit nové sekvence pomoci www

formulafe Banklt http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Banklt/ nebo pomoci programu Sequin.

,Hlavou NCBI* je David Lipman, ktery mimojiné stoji také za zrodem BLASTu a

mnoha dalSich vyznamnych bioinformatickych projektu.

2.3CIB

CIB — Centrum pro informa¢ni biologii (Center for Information Biology) je ¢asti
Narodniho genetického institutu (NIG) v Mishim¢ v Japonsku. CIB spravuje databazi DDBJ
(DNA Data Bank of Japan), ktera shromazd'uje pifedevsim data z japonskych vyzkumd, a to
jiz od roku 1984. Databaze je dostupna na internetové adrese http://www.ddbj.nig.ac.jp/. Na
Univerzit¢ Kyoto byl vyvinut vyhledavaci syst¢ém DBGET/Link DB (Integrated Database
Retrieval System). Do DDBIJ lze vlozit nové sekvence pomoci www formulafe Sakura

http://sakura.ddbj.nig.ac.jp/ nebo pomoci programu Sequin.

2.4 Proteinové databaze

Pti vyhleddvani sekvenci proteinl je samoziejmé mozné pouzit jednu z databazi z jiz
zminéné ,,velké trojice” (EBI, NCBI, CIB), avsak jejich drobnou nevyhodou je, Ze se jedna o
tzv. nemoderované databaze, coz znamena, ze do nich mize pfispivat v podstaté kdokoliv
(samoziejm¢& pokud vyplni nalezité informace o sekvenci) [13]. Spravce nemoderované
databaze vSak nekontroluje, zdali je vkladatel sekvence dostate¢né kvalifikovany ¢&i
kompetentni. Moderované databaze kladou na vkladani sekvenci mnohem vétsi pozadavky —
naptiklad zvefejnéni této sekvence ve védeckém Casopise i s recenzi apod.

Mezi takovéto moderované databaze patii napiiklad vyznamna proteinova databaze
Swiss-Prot, coz je databaze sekvenci nebo databaze strukturni jako je Protein Data Bank
(RCSB PDB).
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2.4.1 Swiss-Prot

Swiss-Prot je databaze spadajici pod UniProtKB (pfistup z http://www.uniprot.org/,
zkratka Universal Protein Resource Knowledgebase), cozZ je centralni ulozisté proteinovych

sekvenci a funkénich informaci o proteinech [29]. Druhou databazi spadajici pod UniProtKB
je TrEMBL (Translated European Molecular Biology Laboratory). Od Swiss-Prot se lisi
poctem zaznamu a kvalitou anotaci — TrEMBL je provadi automaticky, kdezto Swiss-Prot
manualng. V TrEMBL se v podstaté nachazi pieklady nukleotidovych sekvenci z EMBL,
které dosud nebyly integrovany do Swiss-Prot.

Na tvorb¢ této databaze se velmi vyznamné podili Swiss Institute od Bioinformatics a
Protein Informatin Resource. Tento fakt, mimo jiné, pfispiva k tomu, Ze se jednd o databazi
proteinovych sekvenci, kterd se vyznacuje velkou spolehlivosti z diivodu experimentalniho
ovéfeni a kvalitnich a bohatych anotaci hovoficich napiiklad o biologické ontologii,
klasifikaci, informacich o funkci proteinu, post-translaénich modifikacich apod. Informace
k proteinové sekvenci mohou byt postupné dopliovany, avSak pouze po splnéni piisnych

podminek kvality.

2.4.2 Protein Data Bank (PDB)

Tato databaze je centralnim svétovym ulozistém proteinovych struktur (mimo to
obsahuje struktury dalSich makromolekul, jako jsou nukleové kyseliny) a je dostupna
Z internetové adresy http://pdb.rcsb.org/ [30]. Provozovana je Vyzkumnou spolupraci pro
strukturni bioinformatiku (Research Collaboratoryfor Structural Bioinformatics).

Struktury ulozené v této databazi byly ziskany bud’'to pomoci NMR (Nucler Magnetic

Resonance — nuklearni magneticka rezonance), rentgenovou krystalografii nebo elektronovou
mikroskopii. K vlozeni struktury do RCSB PDB je nezbytnd publikace této struktury ve
veédeckém Casopise.

Vystupem z PDB jsou informace o velikosti, struktufe proteinu a také model 3D

struktury, ktery je uzivatelsky velmi atraktivni. Ptiklad je na obrazku 3.
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Obrazek 3: 3D struktura sekretované aspartanové proteinazy (Sap) 3 z Candida
albicans. Zdroj: http://pdb.rcsb.org

2.5 Formaty biologickych dat

Formatt, v nichz pracovat s biologickymi daty, je celd fada. Nejjednodussi je prosty
nukleotidovy zapis bez jakychkoliv Gprav (tzv. raw data — surova) [10]. Tato varianta vSak
neni optimalni pro dalsi zpracovani a vyhledavani. Z tohoto divodu byly vytvofeny
standardizované formaty, v nichz lze s daty pracovat. Takto vytvofenych formata existuje

Je nutno dodat, ze pro kazdy zdznam vloZeny do databaze je urCen unikatni piistupovy
kod (accesion), ktery je slozen z Cisel a pismen [21]. Puvodni verze pristupového kodu se
skladala z jednoho velkého pismene a péti Cisel, nové zaznamy obsahuji dvé velka pismena a
Sest Cisel. Tento piistupovy kod zistava po celou dobu existence zaznamu v databazi

nezménén a je mozné podle néj zdznam vyhledat.

2.5.1 FASTA

FASTA format je nejjednodussi a nejCastéji pouzivany format (krom jiz zminéného
neupraveného zapisu). Prvni fadek tohoto formatu zacina znakem ,>” a za nim nasleduje
jednoduchy popis sekvence (jeji nazev, anotace) [13]. Pravé Ciselny popis sekvence je jejim
jedine¢nym identifikdtorem. FASTA format se neli§i pro nukleové kyseliny a proteiny a
neobsahuje takika zadné dodate¢né informace o sekvence. Jednotlivé sekvence jsou zapsany

po sobé jdoucimi pismeny, ktera vyjadiuji jednotlivé  baze/aminokyseliny
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v nukleotidové/proteinové sekvenci. Mezi jednotlivymi znaky sekvence neni zddna mezera a
ani cizi znak. Tento zapis svou jednoduchosti umoznuje velice snadnou manipulaci a analyzu
pomoci textového zpracovani a skriptovacich jazyku jako je napt. Python.

Prikladem je uryvek ze zdpisu genové sekvence lidského chromozomu X ve formatu
FASTA (zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/):
>gi| 82583714 |emb|CT009680.1|] Human chromosome X complete sequence
CTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTCTGAAAGTGGACCTATCAGCAGGATGTGGGTG
GGAGCAGATTAGAGAATAAAAGCAGACTGCCTGAGCCAGCAGTGGCAACCCAATGGGGTCCCTTTCCATA

CTGTGGAAGCTTCGTTCTTTCACTCTTTGCAATAAATCTTGCTATTGCTCACTCTTTGGGTCCACACTGC
CTTTATGAGCTGTGACACTCACCGCAAAGGTCTGCAGCTTCACTCCTGAGCCAGTGAGACCACAACCCCA

Dalsim ptikladem je uryvek ze zapisu proteinoveé sekvence enzymu polymerazy viru
hepatitidy B (zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/):
>gi|431983379|gb|AGA95798.1| polymerase [Hepatitis B wvirus]
MPLSYQHFRKLLLLDEEAGPLEEELPRLADEGLNRRVAEDLNLGNLNVS IPWTHKVGNEFTGLYSSTVPCFE
NPKWQTPSFPDIHLQEDIVDRCKQFVGPLTVNENRRLKLIMPARFYPNVTKYLPLDKGIKPYYPEHVVNH
YFQTRHYLHTLWKAGILYKRESTRSASFCGSPYSWEQDLOHGRLVFKTSKRHGDKSFCPQSPGILPRSSV
GPCIQSQLRKSRLGPQPAQGQOLAGRQQOGGSGSIRARVHPSPWGTVGVEPSGSGHTHNCASSSSSCLHQSA

2.5.2 EMBL a GenBank

V tomto formatu za¢ina samotny obsah az od Sestého znaku, prvni dva znaky na fadku
pak pojmenovavaji identifikator [12]. Identifikatory mezi sebou jsou oddéleny znaky ,,.XX“ a
identifikator je vzdy dvoupismenny zaznam pak konci znaky ,//*. Dvoupismenny zdznam
tedy vzdy uréuje, co je na konkrétnim fadku zaznamenidno. Radky se pak uvefejiuji
V takovém pofiadi, v jakém byly zapsany (vyjma fadku ,,.XX*).

Format pro GenBank je velice podobny formatu EMBL, rozdil je vSak v tom, Ze
identifikatory u GenBank jsou cel4 slova.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.5, vlozena sekvence ziskava pristupovy kod. Spoleéné
snim je ji také od roku 1992 po publikovani v GenBank udéleno takzvané ,,GI number®
(GenBank ldentifier) [21]. GI number je udélovano v§em sekvencim zapsanym pies Entrez,
ale také zaznamy z DDBJ, Swiss-Prot a dalsi. GI number je reprezentovano pouze celymi
Cisly a slouzi k dalsi identifikaci zdznamu v databazi. Tak, jako by se dal ptistupovy kod
ptirovnat k ¢islu obcanského priikazu, tak GI number k ¢islu fidi¢ského prikazu.

Piiklad zapisu nukleotidové sekvence kosmidu Streptomyces coelicolor (zdroj:

http://www.ebi.ac.uk/):
cC Cosmid 10H5 lies to the right of 3A7 on the AselI-B genomic restriction

cC fragment.
XX

FH Key Location/Qualifiers
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FH

FT source 1..4870

FT /organism="Streptomyces coelicolor"
FT /strain="A3(2)"

FT /clone="cosmid 10H5"

FT CDS complement (<1..327)

Priklad zépisu casti nukleotidové sekvence lidského chromozomu X ve formatu
GenBank (zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/):

misc feature <1..>519

/note="annotated region of clone"
gene 255..>519
/gene="PPP2R3B"
/locus tag="LLOYNC03-56G10.1-002"
mRNA 255..>519
/gene="PPP2R3B"
/locus tag="LLOYNC03-56G10.1-002"
/product="protein phosphatase 2 (formerly 2A),
regulatory
subunit B'', beta"
/note="match: cDNAs: Em:AF135016.1 Em:AF155098.1
Em:BC011180.1;
match: ESTs: Em:AI248788.1 Em:AI926984.1 Em:AL577905.1

22



3 Posuzovani podobnosti sekvenci

Srovnat mezi sebou dvé (¢i vice) sekvence je jednim z ustfednich témat
bioinformatickych studii. Hlavnim cilem takového zarovnavani sekvenci je nalézt shodu bazi
na téze pozici v porovnavanych sekvencich. Pfi sprdvném zarovnani sekvenci je nalezena
evoluéni ptibuznost dvou sekvenci a zhodnocena mira této pribuznosti.

Rozdiln¢ se k zarovnavani sekvenci pfistupuje v pfipadé, ze jsou analyzovany dvé
stejné dlouhé ¢i nepiili§ odlisné sekvence a odlisny pfistup je v ptipade sekvenci velmi
odlisnych ¢i nestejné dlouhych. Pokud jsou sekvence podobné a stejné¢ dlouhé, probiha
zarovnani pomérné jednoduse ve dvou krocich [13]. Prvnim krokem je tzv. pfifazeni
(alignment). Prifazeni je proces, pfi némz se zacatek analyzovanych sekvenci umisti pod
sebe. Poté je stanoveno tzv. skore, které vycisluje miru podobnosti sekvenci. Skore se
vyCisluje pro kazdou piitazenou dvojici zvlast. Hodnota skore nabyva, pi1 tomto
nejjednodusSim srovnani sekvenci, dvou moznych variant: match = shoda a mismatch =
neshoda.

Tato nejjednodussi metoda je ukdzédna na nasledujicich sekvencich. Cilem je

zodpovézeni otazky, zdali jsou si podobnéjsi sekvence A a B nebo C a D:

A = ATTGCTCTGT
B = ATAGCTCGGT
C = ATTGCACTGTAATGCCATGT
D = ATTGCTCTGAAATGCCCTGT
Ptifazeni (alignment):
A=ATTGCTCTGT
.
B=ATAGCTCGGT
C=ATTGCACTGTAATGCCATGT
I O e e
D=ATTGCTCTGAAATGCCCT®GT

Vypocet skore — shoda pozice je ohodnocena jako 1 a neshoda jako 0 a celkové skore je

pocitano jako podil souctu vSech shod a neshod s celkovym poctem part:
81+2-0

Skoére,p = = 0,80 = 80%

10
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Ie 17-1+3-0
Skére.p, =

= 0,85 2> 85%

20

v

Z tohoto vyplyva, ze podobnéjsi jsou si sekvence C a D.

Tato metoda vSak neni aplikovatelna pti srovnavani sekvenci, které jsou nestejné¢ dlouhé
nebo az prili$ odlisné. V téchto pripadech je pak na vybér ze dvou metod: globalni zarovnani
a lokalni zarovnani [21].

Nejjednodussi metodou, jak zvolit, ktery zplsob zarovndni je vyhodné€j$i pouzit, je
sestaveni tzv. bodového diagramu (dotplot). Sestaveni takového bodového diagramu je
pomérné snadny proces. Na osy X a Y jsou vyneseny sekvence, které analyzujeme, a to tak,
aby pozice prvni baze v prvni sekvenci odpovidala pozici prvni baze v druhé sekvenci [13].
Déle je zvoleno tzv. ,,0kno“ o vhodné velikosti, které ,klouze* po sekvenci po kroku o
velikosti 1. Spravné zvolené okno redukuje Sum vznikajici u ptili§ dlouhych a nepiehlednych
sekvenci. Je-li nalezena shoda v bazi na ose X a bazi na ose Y, do grafu je vynesen bod (dot).
Timto zptisobem vzniknou diagonaly. Dale se pracuje pouze s témi diagonalami, které jsou
delsi nez predem urcena délka. Takto vybrané diagondly vyjadiuji podobnost sekvence.
Popsany proces tvorby bodového diagramu je zndzornén na obrazku 4. Nejprve je
zkonstruovan bodovy diagram (obrazek 4 A) — teCka znac¢i shodu pozic sekvenci vynesenych
na ose X a Y. Z takto vynesenych shod je patrno, Ze podobnost dvou sekvenci se jevi jako
diagonala. Dale jsou diagonaly, které obsahuji méné nez 3 body, odfiltrovany a zlistanou
pouze delsi diagonaly. Na zakladé takto sestaveného bodového diagramu Ize rozlisit, jestli
jsou sekvence vhodné pro globalni ¢i lokdlni zarovnani (obrazek 4 B). Zde je patrné, ze pouze
prvni dvojice sekvenci, tedy A a B, je vhodna pro globalni zarovnani. U zbyvajicich dvou
sekvenci (A a C a A a D) se da predpokladat, Ze doslo k riznym pfestavbam genomu, a tedy

globalni zarovnani neni mozné a je nutno zarovnat lokaIn¢.
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Sekvence X ATTGATCGGTCTTGCACTGA
Sekvence Y ATTGCTCGGTATTGCTCTGA

filtrace diagonal

- kratSich neZ 3
e
ATIGATCGGTCHTGCACTGA] X KTTCRICCOTCTICCRC TSR X ATTGATCGGTCTIGCACTGA] b
— —_—
v
¥ b & ¥
(A)
B SR— . SR o m SRR
A A A

(B)
Obrazek 4: Konstrukce (A) a vyhodnoceni (B) bodového diagramu. Pievzato a
upraveno z [13].

3.1 Globalni a lokalni zarovnani jako metody vyhledavani homolognich gent

Globalni zarovnani bere pii kazdém piifazeni ohled na celou sekvenci nukleotidi. Je pii
ném mozné vnaset do sekvence mezery. Jeho pouziti je vhodné tehdy, kdyZ jsou od sebe
sekvence odliSné jen malo. Globalni zarovnavani tedy pracuje se vSemi vstupnimi
informacemi o sekvencich, a tedy je vypocetné pomérné hodné naro¢né. Tento typ zarovnani
je vyhodné pouzit pfi srovnavani sekvenci, které si nejsou evolucné ptili§ vzdaleny. Pokud
totiZ zvolime tuto metodu v nespravném piipadé, mizeme ziskat zkreslené vysledky.

Pti pouziti globalniho zarovnani je pak tfeba pii vypoctu findlniho skore podobnosti
zohlednit vkladani mezer a zapocitat je jako penalizace. Globalni zarovnani je realizovatelné
pomoci algoritmu Needleman-Wunsch.

Lokalni zarovnani zarovnava pouze uUseky sekvenci, které jsou si podobné, a je
ukonceno ve chvili, kdy narazi na vétsi rozdily. Vyznacuje se tim, ze do sekvenci nejsou

vnaseny mezery. Lokalni zarovnani pracuje s algoritmem Smith-Waterman.
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3.2 Substitu¢ni (skorovaci) matice

K ohodnoceni kazdé pozice bez mezer je pouzita substitucni matice. Substitu¢ni matice
pro zarovnani nukleotidii jsou pomérné jednoduché, pro zarovnani proteini uz vyrazné
slozit¢jsi. Nejmensi moznd velikost substitu¢ni matice je urena poctem zakladnich bazi
v DNA (tzn. 4 — adenin, thymin, cytosin, guanin), pfi¢emz do tohoto po¢tu nejsou zahrnuty
moznosti, kdy pfesné nezname druh baze v nukleotidu [31]. V sekvenci proteintl je minimalni
velikost matice urCena poctem esencialnich aminokyselin. V soucasné dobé¢ je tedy tieba
pocitat i s aminokyselinami pyrrolizinem a selenocysteinem, které byly k esencialnim
aminokyselinam ptifazeny relativné nedavno, a tedy minimalni velikost matice je 22 X 22.
Velikosti matice 4 a 22 jsou tedy nejmensi mozné a da se s nimi pracovat v situacich, kdy se
predpokladd naprostd znalost dotazované sekvence, tedy u kazdé pozice baze ¢i
aminokyseliny je pfesn€¢ znamo, o jakou se jednd. Matice bézn€ uZzivané v komercnich
vyhledavacich vSak pocitaji s moznymi ,neznalostmi® né€kterych bazi ¢i aminokyselin
(celkovy mozny pocet viz tabulka 1 a 2) a jejich velikost je pak vyrazné vétsi.

Po stanoveni velikosti matice je vzdy tieba stanovit si ohodnoceni shody (match) a
neshody (mismatch) pozice baze/aminokyseliny [32]. Substitu¢ni matice je symetricka podle
diagonaly. Ohodnoceni shod a neshod v nejbéznéji pouzivanych maticich vychazi
Z experimentii, a to predevSim genetickych (jednd se naptiklad o sledovani frekvenci
nukletidovych/aminokyselinovych zadmén ve znamych homolognich sekvencich). Konkrétni
hodnoty v matici jsou poté stanoveny na zakladé empirie, pfiCemz konvenci je shody
ohodnocovat kladné a neshody zaporné.

V piipadé sekvenci aminokyselin je také tieba zhodnotit vahu uréitych substituci. Casto
se vyskytujici substituce, jako je napiiklad substituce aspartat — glutamat, je hodnocena

vyS$8im skore nez malo frekventovana substituce, naptiklad aspartat — leucin [31].

3.2.1 Matematicky vypocet

V bioinformatice existuje mnoho dat a jevl, u nichz je tfeba zohlednit miru nadhody,
ktera zasdhla. Nejinak je tomu také pfi tvorbé substitucnich matic.

Pfi vypoctu matice pouzité pro srovnani aminokyselin je tfeba také zohlednit, Ze ne
vSechny substituce maji stejnou vdhu — nékteré mohou byt (na zékladé evolu€nich
experimentll) vzacné a jiné Casté. V tomto piipadé hovoiime o tzv. log odds ratio substituci
(LogLR) [52]. LogLR pocita, s jakou pravdépodobnosti si budou dvé sekvence rovny za
predpokladu, Ze maji spolecného predka a za predpokladu, Ze jde o pouhé dilo nahody.

Mame tedy dvé sekvence — A a B, vypocet logLR je nasledujici:

logLR(A, B)log (M) (3.1)

P(A,B/nahoda)
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Samotna Cisla v matici jsou poté sestavena na zaklad¢ tzv. ,log odds* — méfitko
relativni mutovatelnosti (,,logaritmus poméru Sanci). Tvorba log odds je popsana na
konkrétnim ptikladu:

Mame dvé sekvence: ABC a DEF. Pii pfilozeni téchto dvou sekvenci k sobé jsou mozné
dvé hypotézy, které nastanou:

a) Pravdépodobnost, ze dojde k ptilozeni ABC a DEF pfi platnosti hypotézy

spole¢ného predka:

prilozeni _ A,D B,E C,F
P (spol.pfedek) =P (spol.pfedek) xP (spol.pfedek) xP (spol.pfedek) (32)
b) Pravdépodobnost, ze dojde k pfilozeni ABC a DEF pfi platnosti nahodné hypotézy:
prilozeni) _ AD B,E C,F
P ( nahoda ) =P (néhoda) xP (néhoda) xP (néhoda) (3:3)

Dalsi vypocet je nasledujici:

LR (phloienl') _ P(spolzfedek)x (spol.lzfedek)x (spol.cz;:edek) (3 4)
= AD BE CF .
P(na’hoda)xp(néhoda)xp(néhoda)
LR(ptilozeni) = LR(A,D) X P(B,E) X LR(C,F) (3.5
log LR (ptilozeni) = log LR(A,D) + logLR(B, E) + logLR(C, F) (3.6)

Takto vypoctené log odds jsou dale skalovany a zaokrouhleny k nejbliz§imu celému
Cislu, které potom tvoii pole v matici. Zjednodusené lze shrnout vypocet skére v matici

nasledujicim vzorcem [53]:

9
Sij = log?ij, 3.7)

kde g, ; jsou cilové frekvence pro zarovnané pary aminokyselin (jejich vyskyt) a p;p;
pravdépodobnosti jejich vyskytu (viz rovnice 3.2 a 3.3).

Zvlastnich hodnot pak nabyva diagonala matice. Existuje totiz pfedpoklad, ze na
diagonale matice nedochazi k mutacim. Skore na diagonale je pak vytvafeno s ohledem na
mnoho aspektll, jako je naptiklad: relativni frekvence aminokyseliny ve sloupci, chemické a

fyzikalni rozdily mezi aminokyselinami atd.

3.2.2 Substitu¢ni matice pro nukleotidové sekvence

Nejjednodussi matici, a také matici, z niz pak vychazeji vSechny ostatnich matice pro
ohodnocovéani podobnosti nukleotidové sekvence, je tzv. matice identity (identity matrix)
nebo také ITUPAC matice [33]. Tato matice je vhodna pro srovnani dvou blizce ptibuznych
sekvenci, ale velmi nevhodna pro srovnani dvou vzdalenych sekvenci. Jejim hlavnim

predpokladem je fakt, ze jeden nukleotid neni schopen mutace v jiny nukleotid. Shody na
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diagonale nesou kladnou hodnotu a neshody hodnotu nulovou. Matice identity je zndzornéna
na obrazku 5.

O O |l >

ol o o »| >
ol o |l o H
o| »r|l ol o ®
|l ol ool O

Obrazek 5: Matice identity. Pfevzato a upraveno z [33].

Velmi pouzivana substitucni matice pro hodnoceni zarovnani nukleotidi je matice
programu BLAST (jinak také nazyva jako matice nuc44). BLASTem nejbéznéji uzivana
matice pro zarovnavani nukleotidi je uvedena na obrazku 6. V této matici je shoda
ohodnocena hodnotou 5 a neshoda hodnotou -4. Jedna se o nejmensi moznou matici pro
zarovnavani nukleotidd (matice 4x4). Pocet fadkli a sloupcii matice odpovidd poctu bazi,

které mohou byt v nukleotidech za situace, Ze vS§echny nukleotidy jsou jasn¢ definované.

T G C
A 5 4 4 4
T 4 5 4 4
G 4 4 5 4
C 4 4 4 5

Obrazek 6: Substitu¢ni matice programu BLAST — matice nuc44. Pfevzato a upraveno z

[4].

Specidlnim druhem substitucni matice je tranzitni transverzni matice. Tato matice pocita
se zdménami jako je tranzice a transverze, jak jiz vyplyva z jejiho nazvu. Tranzici se rozumi
bodova mutace, tedy substituce jednoho nukleotidu za jiny, a v ptipadé tranzice jde o zaménu
purinové baze za purinovou nebo pyrimidinové za pyrimidinovou [27]. Transverze je také
druh bodové mutace, avSak rozdil oproti tranzici je takovy, ze jde o zdménu purinu za
pyrimidin nebo pyrimidinu za purin. Tranzitni transverzni matice je na obrazku 7.
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A T G C
A 1 -5 -5 -1
T -5 1 -1 -5
G -5 -1 1 -5
C -1 -5 -5 1

Obrazek 7: Tranzitni transverzni matice. Pievzato a upraveno z [4].

3.2.3 Substituéni matice pro sekvence aminokyselin

Existuji dva zakladni typy substitu¢nich matic pro srovnavani podobnosti sekvenci
aminokyselin — matice PAM (Point Accepted Mutation) a BLOSUM (Blocks of Amino Acid
Substitution Matrix) [14].

Prvni matice PAM (PAM1) byla vytvofena v 70. letech Margaret Dayhoffovou a
spolupracovniky a byla vytvofena na zakladé porovnani rozdili mez 71 proteinovymi
rodinami [39]. Zakladnim piedpokladem je fakt, Zze za ur¢ity definovany ¢asovy usek dojde k
zaméné 1% aminokyselin z celé sekvence, pficemz takto zkoumané sekvence musi vykazovat
alesponl 85% podobnost. PAM matice byla vytvofena analyzovanim mnoha blizce pfibuznych
sekvenci za pouziti globalniho zarovnani (vznikly tedy extrapolaci) a dale sestavena na
zakladé empirického stanoveni frekvence jednotlivych substituci [34]. PAM matic existuje
obrovské mnozstvi. Po nazvu PAM vzdy nasleduje Cislo vyjadiujici ocekdvanou miru
substituce v piipadé€, ze ¢ast aminokyselin ze zkoumané sekvence podlehla zménam. Matice
S vys$i mirou substituci vznikaji vynasobenim PAM mezi sebou (tedy napiiklad PAM?2
vznikd jako PAMIxPAM1 atd.). Tento pomérné¢ jednoduchy princip vypoctu odrazi

piedpoklad, ze kevolucnim udalostem vedoucim ke zméndm v sekvenci dochézi stale

vvvvv

vvvvv

PAM matice, tim mén€ podobné sekvence lze srovnavat. Obecné lze o vyhodach PAM matic
fici, ze je vhodné je pouzivat tam, kde ocekdvame maly pocet mutaci a relativné kratkou
evoluéni vzdalenost. Nastupci PAM matic jsou napiiklad matice Gonnetovy, které jsou
vytvofeny pomoci stejného principu jako matice PAM, avSak pro jejich sestaveni byl pouZit
vyrazné vEtsi soubor vychozich dat [37].
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A RNDTG CO QETGHI LKMFZPSTWYV
A 2

R 2 6

N 0 0 2

D 0 -1 2 4

C -2 4 -4 5 4

Q 0 1 1 2 5

E -1 3 5 2 4

G 1 -3 3 -1 5

H -1 2 2 33 1 2 6

| 1 2 2 2 2 2 2 3 -2 5

L 2 3 3 4 6 2 3 4 -2 2 6

K -1 3 1 0 -5 10 -2 0 -2 -3 5

M -1 0 2 -3 5 -1 2 -3 -2 0 6

F 4 -4 4 6 4 5 5 -5 -2 2 5 0 9

P 0o -1 -1-30 -1-110 -2 -3 -1 -2 -5

S o100 10 1 -1-1-30 -2 -3 1 3

T 100 2-100 -10 220 -1-20 1 3

W 6 2 4 -7 85 -7 7 352340 -6 -2 -5 17
Y 3 4 2 40 4 450 -1-1-4 -2 7 -5 -3 -3 0 10
V 0 2 2 2 2 2 2 -1 2 4 2 22 1-1-10 6 2 4

Obrazek 8: Matice PAM250. Pievzato a upraveno z [41].

Dalsi velkou skupinou matic pro srovndvani podobnosti aminokyselinovych sekvenci
jsou matice BLOSUM. Tyto matice byly odvozeny pomoci lokalniho zarovnani
konzervativnich domén (blokti) u relativné vzdalenych sekvenci, coz je zakladni rozdil mezi
matici PAM a BLOSUM [15]. Jsou ¢islovany stejné jako matice PAM, ovSem ¢islo zde ma
zcela jiny vyznam — vyjadfuje pocet konzervativnich zbytkli ve vychozim souboru sekvenci
sekvence (u PAM matic je tomu pfesné naopak). BLOSUM matice je vyhodné pouZit u
takovych sekvenci, kde mohl nastat velky pocet mutaci, mizZe se jednat o evolu¢né vzdalené
sekvence, avSak pfedpokladame zde vyskyt evoluéné podobnych konzervativnich sekvenci,
které jsou také stfedem naSeho zajmu.

Konstrukce matic BLOSUM je pomérné slozity proces pracujici s mnoha parametry
Z oboru statistiky. Tento proces se da stru¢né shrnout v nasledujicich krocich [38]:

1) Prichod databaze s proteinovymi rodinami a nalezeni vyrazn¢ konzervativnich

bloki. Dale je provedena shlukovéd analyza a takové aminokyseliny, které jsou

shodné nad urcity definovany limit, jsou umistény do stejného shluku.
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2)

3)

Zarovnani téchto konzervativnich sekvenci bez mezer a vypocet relativnich cetnosti
jednotlivych aminokyselin a pravdépodobnosti jejich substituce.

Vypocet log-odds skére pro kazdou z210 moznych dvojic 20 standardnich
aminokyselin substituce (pocita se tedy cetnost vyskytu vSech moznych dvojic
v sekvencich, a to pro vSechny aminokyseliny). Je tieba normalizovat jednotlivé
Cetnosti velikostmi shlukd, aby nedoslo ke zvyhodnéni ¢i naopak znevyhodnéni
urcitych Cetnosti.

Nejbéznéji pouzivanou BLOSUM matici je BLOSUMG62 a da se fici, ze se jednd o

vibec nejpouzivangjsi substitu¢ni matici viibec. Je uvedena na obrazku 9.

A
4
-1

< <KSE—H4H0VIVTMZITAC-C-IEMOOUTZI>
AR

R NDCQE EGHI L KMFZP S T WYV
5
0 6
-2 1 6
-3 -3 -3 9
1 0 0 -3
0 2 -4 2 5
-2 -1 -3 -2 -2 6

11 0 -1 0 OO0 -1-2 -2 0 -1 -2 -1 4

1 0-1-1-1-1-2-=2-1-1-1-1-2-11 5

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

2 -2 3 -2 -1-2-3 2 -1-1-=2-13 3 -2 -2 2 7
3 33-1-2-2-3-33 1 -21-1-2-220 -3 -1 4

Obrazek 9: Substitu¢ni matice BLOSUMG62. Pievzato a upraveno z [40].

3.3 Penalizace mezer

Pomoci substituéni matice lze postihnout substituce, které¢ probéhly v priitbéhu evoluce

v sekvenci, avSak nepostihuje ztraty (delece) ¢i ptidani (inzerce) nukleotidli ¢i aminokyselin
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[13]. Delece a inzerce je vSak nezbytné také penalizovat, a to pomoci penalizovani mezer.
Tato penalizace se tedy tyka globalniho zarovnani, pti némz dochéazi k vnasSeni mezer. Existuji
dva typy mezer, které jsou penalizovani. Prvni jsou penalizace za otevieni mezery (gap open
penalty) a druha je penalizace za rozsifeni existujici mezery o jeden zbytek (gap extension
penalty). Penalizace za otevieni mezery je vyrazné vyss$i, nez penalizace za rozSifeni mezery.
Davodem je fakt, ze pokud jiz v sekvenci doslo k inzerci ¢i deleci — jiz tedy existuje mezera —
tak jeji rozsifeni na vyslednou podobnost nema ptili§ velky vliv na rozdil od vzniku mezery
nove.

Pokud by penalizace za mezeru byla ptili§ velka, algoritmus by takto vloZené mezery
pieskakoval a nedosSlo by tak ke spravnému zarovnani. Naopak pokud je zvolena penalizace
za mezery prili§ mald, dochazi k jejich nadbyte¢nému vkladani — jsou vkladany Gplné vsude,

kde by se dala oCekavat neshoda, coz ovS§em nepiinasi takové srovnani, jaké pozadujeme.

3.4 Algoritmus Needelman-Wunsch

Jedna se o prvni vyvinuty algoritmus pro tento typ vyhledavani viibec. Radi se mezi
algoritmy dynamického programovani (prabéh algoritmu se méni spolecné s tim, jak se meéni
problém, ktery algoritmus fesi). Popsan byl poprvé v roce 1970 a jeho hlavnim principem je
srovnavani sekvenci nukleotidi/aminokyselin vzdy par po paru (pairwise alignment —
srovnani dvou sekvenci) S cilem nalézt maximalni podobnost [42]. Kazdému paru je pak
udéleno skore, které je dano sumou hodnot podobnosti toho kterého paru (resp. suma hodnot
podobnosti jejich nukleotidovych/aminokyselinovych zbytkll) a naslednym odectenim
penalizaci za kazdou vlozenou mezeru. Jednd se o algoritmus pro globalni zarovnani dvou
sekvenci [16]. Princip prub&hu algoritmu je mozno piiblizit v nasledujicich krocich:

1) Vstupem algoritmu jsou dvé sekvence — dotazovana a databazova, skorovaci matice

a nastaveni penalizace za vneseni mezer.

2) Prvnim krokem je sestaveni matice, kde jednotlivé fadky odpovidaji znakim jedné
sekvence a sloupce znakiim sekvence druhé. Celkova velikost matice je vzdy o
jeden tadek a jeden sloupec vétsi nez jsou délky srovnavanych sekvenci. Tento
volny fadek a sloupec pak zistavaji volné.

3) V levém hornim rohu matice je zapsana hodnota 0 a hodnota kazdého dalsiho pole
je dopocitavana dle vzorce:
max((H(i—1,)) +d), (HG,j— D +d),(Hi - 1,j — 1) + M, ))) (3.7)
kde
H(i,j) — ohodnoceni pole v matici na ptislusnych soufadnicich i,

d — hodnota penalizace za vneseni mezery
M (i, j) — ohodnoceni shody ¢i neshody na poli v matici na pfisluSnych soutadnicich

I ]
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4) Timto zplUsobem je postupné nalezen ,,pruchod maximy* celou matici a jednotlivé
hodnoty jsou zapsany do poli matice.

5) Prichod matici reverzné od pravého dolniho rohu — cilem tohoto kroku je zjistit, jak
— tedy z jakych ptedchozich poli byla ziskana maximalni hodnota.

6) Takto nalezeny prichod matici ukazuje na nejlepsi mozné globalni zarovnani.

Princip algoritmu Needleman — Wunsch je popsan na konkrétnim ptikladu [43]:
Ukolem je srovnat dvé sekvence:

THISLINE

ISALIGNED

Volba parametri: matice BLOSUMS62 a penalizace za vneseni mezer dle vzorce
g(ngap) = —dngap, kde ngap je pocet vnesenych mezer (v tomto ukdzkovém piikladu se
nerozliSuje mezera otviraci a mezera rozSifovaci). Hodnota d bude zvolena naptiklad -8.

Matice pro vypocet algoritmu se za¢ne plnit, jak je znazornéno na obrazku 10.

M Y2 V3 Va Vs Ye Y7 Ve Yo
1 S A L 1 G N E D
_U::-'—S: » = 16mp -24mp-32mp ~40mp -4 Emp -56mp-64mp -T2 “—SOJ
X1 T —8
x3 H —1_6
x3 [ -24
.\'4 S _32
.\‘5 L —4{]
X6 I -48
X7 N —5_6
xg E -64
Sio

Obrazek 10: Zacatek plnéni matice pro algoritmus Needleman — Wunsch. Pievzato a
upraveno z [43].

Na obrazku 11 je pak znazornén finalni prichod algoritmu Needleman — Wunsch

sestavenou matici:
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(A) 1 s A L 1 G N E D (B) THISLINE-

9» —Smp—16mp-24mp-32mp 40 =48 =56 =64 mp-72 ISALIGNED

v \

T -8 =1 -7=-15mb-23mb-31mp-39 mb_47 =-55mp—63
u N N w NN

H O -16_ -9 =2 0 -9mp-17mp-25mp-33 -40 -47=>-55
§ LA TS Y W

I -24 =12 =10 =3 0. -7 =13mp-21=p-29mp-37mp-45
d SN N NS NN

S -32 -20 -8 -9 .=505.-9 -13_-20=-28=-35
) J } S N ™ - N

L -40 -28 -16 -9 _ -5 =3 =11 _-16_ -23=-31
J ! FNIES NSNS S . N

1 -48 -36 =24 -17 =7 -1 =7 =14 =19 =26
(O R W R S RN

N -56 =-44 =32 =25 =15 =9 =1 _ -1 8 -9 m-17
PV OENT 31 S

Bl -64 -52 -40 -33 =23 ~-17 -9 -1 4 - =4

Obrazek 11: Optimalni zarovnani algoritmem Needleman — Wunsch pfi ohodnoceni

mezer d = -8. Pievzato a upraveno z [43].

3.5 Algoritmus Smith-Waterman

Algoritmus Smith — Waterman pochazi zroku 1981 a jedna se o rozSifenou verzi
algoritmu Needleman — Wunsch [17]. Diky tomuto faktu jde tedy opét o algoritmus
dynamického programovani. Rozdil oproti Needlemanu — Wunschovi je v tom, Ze je schopen
provadét lokalni zarovnani, tzn. srovndva mezi sebou pouze blizce piibuzné Useky v
sekvencich, ne ob¢ dvé sekvence najednou. Tento algoritmus je tedy schopen detekovat pouze
lokéIni podobnost i ptesto, Ze zbytek sekvence bude zcela odlisny.

Algoritmus Smith — Waterman ,,cti“ zasady jako je skérovaci matice ¢i penalizace
mezer, stejn¢ jako Needleman — Wunsch, avSak s tim rozdilem, ze buiiky ve skérovaci matici,
které¢ by byly vypocteny, Ze nesou zapornou hodnotu, jsou nastaveny na nulu. Pravé toto
opatieni zpiisobuje dobrou viditelnost lokalnich zarovnani, které jsou ohodnocena kladné.

Zacatek algoritmu je zcela stejny jako u algoritmu Needleman — Wunsch (nastaveni
velikosti matice, zacatek od levého horniho rohu, kde je hodnota nula, dopocitavani
nasledujicich poli). Rozdil nastava ve fazi zp&tného prichodu matici — za¢ina v buiice matice,
kterd je ohodnocena nejvy$$im skore a postupuje, az narazi na buitku ohodnocenou nulou —
tato cesta pak ukazuje nejlepsi lokalni zarovnani a muiZe byt tedy krat$i nez globalni

zarovnani (pravé diky ,,vynulovani“ zaporné ohodnocenych poli v matici).
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4 Programy a editory pro praci s homolognimi geny

Tyto programy jsou zalozeny na konzervativnim charakteru sekvenci, které maji ur¢itou
definovanou funkci. Vyuzivaji metod jak lokalniho, tak globalniho zarovnavani. Jsou schopny
identifikovat pouze takové geny, které se jiz nachazeji v databazi. Algoritmy vyuZzivajici
lokalni zarovnani typicky vyuziva asi nejznamé&j$i a nejuzivanéj$i komeréni program —

BLAST. S globalnim zarovnanim pracuji programy jako je napt. LAGAN.

4.1 BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je program, ktery srovnava primarni
biologické sekvence [22]. Je schopen srovnat jak sekvence nukleotidové, tak sekvence
aminokyselin, piipadné ruzné kombinace sekvenci (viz. tabulka 1). Jedna se o nejznaméjsi
program, ktery umoziiuje uZivateli srovnat dotazovanou sekvenci se sekvenci uloZenou
Vv databazi a stanovit jeji pfipadnou homologii.

Byl navrZzen v roce 1990 pod zastitou NCBI a prvotni navrh pracoval na bazi algoritmu
Smith-Waterman. Smith-Waterman algoritmus zajistil programu zna¢nou pfesnost, avSak na
ukor rychlosti a s pozadavkem vysokého vypocetniho vykonu. V soucasné dob¢ se jedna o
program pomérné citlivy, avSak nelze u néj zarucit zcela presné srovnani dotazu se sekvenci
s databaze. Vyhodou naopak je znacna rychlost a mensi naroky na vypocetni vykon, coz
umoziuje prohledavani dokonce 1 rozsahly genomi. Znacnym kladem BLASTu je také to, ze
se jednd o aplikaci voln¢ pfistupnou na strankach NCBI. Samoziejmé je také mozné si
BLAST stdhnout zdarma do svého pocitace jako ,blastall® a pracovat pak pomoci
piikazového fadku. BLAST je Sifen jako open-source program, coz umoziuje neustalé

vylepSovani programu.

4.1.1 BLAST algoritmus

Na vstupu celého algoritmu jsou vstupni data, a to bud’to ve formatu FASTA nebo ve
formatu GenBank, a substituéni matice [20]. Vystupni data pfi pouzivani BLASTu ptimo ze
stranek NCBI jsou typicky ve formatu HTML a b&zné také je grafické znadzornéni vysledk, a
to ve form¢ tabulek a grafi znazornujicich shody. Pro uZivatele je grafické znazornéni
jednoznacné nejlepsi pro orientaci ve vysledcich. Mozny je vSak také vystup ve formatu
XML ¢i ve formé prostého textu.

Hlavni myslenkou celého algoritmu je nachdzeni takzvanych high-scoring segment

pairs (HSP; segmentové pary s vysokym skore, avSak Cesky pieklad se prakticky nepouzivd).
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HSP jsou takové pary v sekvenci, které jiz maji pro srovnavani statisticky vyznam. BLAST
vyhleddva sekvence s vysokym skore po srovnani dotazované sekvence a sekvence
z databaze. Vyuzivda k tomu heuristické metody castecné podobné algoritmu Smith-
Waterman, avsak praveé diky heuristickému piistupu je BLAST algoritmus az 50x rychlejsi
nez ,klasicky* Smith-Waterman algoritmus [23].

BLAST tedy nesrovnava obé dvé sekvence po celé jejich délce, ale pouze hleda polohu
kratkych shod mezi sekvencemi. Proces, pii némz jsou hleddna pocatecni slova (tato slova se
skladaji z jasn¢ definovanych sad znakii — pismen; napt. pro nukleotidovou sekvenci DNA
jsou to pismena znacici jednotlivé baze — A, T, C a G) se nazyva ,,seeding* (Cesky by se dalo
vyjadiit jako ,,zaseti” algoritmu). Ve chvili, kdy algoritmus nalezne prvni shodu, zacCina
postupné lokalni zarovnavani. BLAST nejprve z dotazované sekvence odstrani useky s malou
mirou pfibuznosti a useky repetitivni [19]. Poté je vytvofen seznam usekd dotazované
sekvence, ktery oznacuje délku sekvence (k). Pro DNA byva typicky k = 11 a pro proteiny k
= 3. Sestaveny seznam pak obsahuje veSkeré varianty usekti dotazované sekvence.
V sekvenc¢ni databazi jsou poté jednotlivé useky hleddny a spravnost nalezeni je hodnocena
pomoci substitu¢ni matice. Pomoci ni jsou nalezeny HSP. Zarovnani je nasledné rozsifeno na
ob¢ strany smérem od HSP za vyuziti stale stejné substitu¢ni matice.

VylepSené verze BLASTu pak pocitaji i s pfipady vneseni mezer. V téchto piipadech je

pak jiz tieba vyuzit metod dynamického programovani.

Piiklad BLAST na algoritmu pfi srovnani protein-protein (tedy za pouziti blastp) [23]:

1) Odstranéni usekti s malou mirou piibuznosti a tsekll opakujicich se — tiseky s malou
mirou piibuznosti jsou takové, které jsou slozeny z nékolika druhti prvka. Problémem
u nich je to, ze po priichodu substitucni matici mohou poskytovat velmi vysoké skore,
coZ ovSem znemoznuje programu najit skute¢n¢ vyznamné shody. Takovéto sekvence
jsou v piipadé nukleotidové sekvence oznafeny pismenem N a v piipadé sekvence
aminokyselin oznafeny pismenem X. BLAST takto znacené sekvence pak ignoruje.
Existuji také riizné programy na odfiltrovani oblasti s nizkou mirou ptibuznosti (napf.
SEG pro proteinové sekvence a DUST pro nukleotidové).

2) Vytvofeni k-pismenného seznamu slov z dotazované sekvence — principem je tvoieni
postupného seznamu pismen o dané délce ktak dlouho, nez je ,pieCtena“ cela
sekvence a nalezena veskera slova o dané délce k. Graficky je tento proces znazornén

na obrazku 12.

36



Dotazovana PQGEFG

sekvence -

Slovol PQG
Slovo2 QGE

Slovo3 GEF

Slovo4 EFG

Obrazek 12: Metoda sestaveni k-pismenného seznamu slov z dotazované sekvence. Zde je

hledana délka slova k = 3, coZ je délka charakteristicka pro proteiny. Pfevzato a upraveno z

3)

4)

5)
6)

7)

[23].

Vytvofeni seznamu moZznych shod ve slovech — v tomto kroku je porovnavano vzdy
jedno slovo se vSemi moznymi slovy vytvoienymi v kroku 2). Podle piesnosti shody
je pak vzdy kazdému srovnani ud€leno urcité skore. Skore je vytvoieno pomoci
pruchodu ptes substitu¢ni matici. Zaroven je také definovano prahové skore T, pomoci
n¢jZ je redukovan pocet odpovidajicich shod ve slovech. Prakticky tedy takové dvojice
slov, které dosahnou skore stejné ¢i vyssi nez je T, zlstavaji v seznamu moznych
shod, avSak ty s niz§im skore neZ je T jsou z tohoto seznamu vytazeny

Usporadani slov, ktera zbyla v seznamu moznych shod, do vyhledavaciho stromu —
sestaveni takového stromu umoziuje rychlé srovnani slov z dotazu se slovy
Z databaze.

Postupné je tfeba opakovat 3) a 4) pro kazdé k-pismenné slovo z dotazované sekvence.
Prohledavani sekvence z databaze pro nalezeni shody se zbyvajicimi slovy ze
seznamu — jakmile je nalezena pfesnd shoda slova mezi sekvenci z databaze a
dotazovanou sekvenci, je tato shoda pouzita k seedingu mozného zarovnani bez mezer
mezi obéma sekvencemi.

Rozsifeni presnych shod na HSP — od mista nalezeni ptfesné shody dochazi
K rozsifovani zarovnani ve sméru vlevo i vpravo tak dlouho, dokud skére HSP

nezacne klesat. Nazorny piiklad tohoto rozSifovani je uveden na obrazku 13.
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Dotazovana RPPQGLTFEF
sekvence

Sekvence z DPPEGVYV
databaze

|—’]H]edzini presné shody.
Skore :-2 7 7 2 6 1 -1

|—'HSP

Optimalni celkové skére= 7T+7+2+6+1 = 23

Obrazek 13: Proces rozsifovani presnych shod. Pievzato a upraveno z [23].

8) Vyhodnoceni seznamu vSech HSP z databaze, jejichz skore je dostate¢né vysoké —
v tomto kroku dojde k vypsani vSech HSP, jejich hodnota je vyssi nez hodnota skore
S, coz je cut-off hodnota (jde tedy o hodnotu, od niZ povazujeme sekvence za ptibuzné
¢t homologni).

9) Vyhodnoceni HSP skoére — v tomto kroku je potieba statisticky vyhodnotit vyznam
HSP skére. K tomuto vyhodnoceni je vyuzito tzv. Giimbelovo extrémni rozdéleni
hodnot (EVD). V souladu s EVD pak pravdépodobnost p pozorovani skore S je rovna

X — vztah je dan nasledujici rovnici:

p(S = x) =1 —exp(—e**=H) (4.1)
kde
y= M (4.2)

Statistické parametry A a K jsou odhadovany (do podoby Giimbelova EVD) pomoci
vhodného rozdé€leni skore lokalniho zarovnani bez mezer, dale pomoci sekvence dotazu a
mnoha ruznych verzi sekvence v databazi. 4 a K zavisi na volb¢ substitu¢ni matice, na
hodnoté penalizace za vneseni mezer a na sloZeni sekvence (tedy na tom, s jakou frekvenci se
jednotlivé znaky objevuji). Vyrazy m‘ a n‘ vyjadiuji efektivni délky sekvenci — dotazované a
databazové. Originalni délky sekvenci jsou totiz zkraceny do podoby téchto efektivnich délek,
a to z divodu tzv. kompenzace ucinku hrany — pokud by doslo k zarovnavani na zacatku
jedné ze sekvenci, je velmi pravdépodobné, Ze by sekvence nebyla dostatecné dlouhd pro

optimalni zarovnani. Tyto efektivni délky m “a n“ mohou byt vypocteny nasledovne:

m, ~m— lnI;ImTl (43)
' ., InKmn
n'xn——— (4.4)
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kde H je primérné ocekavané skore pro zarovnany zbytkovy par po zarovnani dvou
nahodnych sekvenci. Dle [20] byly jednotlivé parametry pii lokalnim zarovnani bez mezer a
pti pouziti matice BLOSUMS62 stanoveny nasledovné: A = 0,318; K = 0,13 a H = 0,40.
Ocekavané skore E shod s databazi predstavuje pocet opakovani, pii nichz by
nesouvisejici databazova sekvence ziskala ndhodné vyssi skore Snez je x. Ocekavanou
hodnotu E ziskanou po prohledani databaze, ktera obsahuje D sekvenci, vyjadfuje tato
rovnice:
E ~1—ePE>x)D (4.5)

V piipadé, kdy p<0,1, mize se E blizit Poissonovu rozloZeni:

E = pD (4.6)
Hodnota E (jinak také E-value), ktera je pti vystupu z BLASTU jednim z klicovych

udaju, tedy vyhodnocuje vyznam HSP skore pii lokdlnim zarovnani bez mezer.

10) Vytvofeni dvou ¢i vice HSP oblasti pro delsi zarovnani — pii del§im zarovnani lze najit
v sekvenci dva ¢i vice HSP regiontl. Tato informace je dalSim potvrzenim podobnosti
mezi sekvenci dotazovanou a sekvenci z databaze. Pro spravné vyhodnoceni této
situace existuji dva mozné piistupy — Poissonovo rozdéleni a tzv. metoda ,.suma
skore®. Predpokladejme, ze existuji dvé spojené HSP oblasti s pary o nésledujicim
skore: par 1 — 70, 30 a par 2 — 50, 40. Poissonovo rozdéleni povazuje za vyznamnéjsi
par 2, jelikoz ma maximalni niz8i skore — 40>30. Oproti tomu metoda ,,suma skore
piisuzuje veétsi vyznam paru 1, a to z divodu vétSiho celkového souctu skore —
70+30>50+40. Pivodni BLAST vyuziva Poissonovo rozdéleni, BLAST pocitajici s
mezerami pouziva metodu ,,suma skore”.

11) Zobrazeni lokalniho zarovnani s mezerami pomoci algoritmu Smith-Waterman —
puvodni BLAST pocital pouze se zarovnanim bez mezer. BLAST2 vytvaii jediné
zarovnani s mezerami, které miiZze obsahovat veskeré piivodné nalezené HSP regiony.

12) Vypsani vSech shod, které dosahly mensi hodnoty nez je prahova hodnota ¢isla E
(pokud E < 0,02, da se predpokladat, Ze nalezené sekvence jsou skute¢né homologni;

pokud E > 1, nalezena shoda je pouhym dilem nahody).

Kromé E-value se na vystupu programil srovnavajicich dvé sekvence setkdvame jesté
S tzv. Z-score, coz je hodnota vyjadiujici jak moc nepravdépodobna je nalezena shoda — tedy
¢im vys$si bude Z-score, tim jistéji mizeme usoudit, Ze vytvofeni srovnani neni pouze dilem
nahody [43]. Pii Z-score > 3 se jiz da usuzovat, Ze se bude jednat skute¢né o homologii.
Naopak dalsi statistickd hodnota P-value popisuje pravy opak, ¢im vys§i je, tim véEtsi
pravdépodobnost, Ze nalezend shoda je dilem ndhody. P-value miiZze nabyvat hodnot
v intervalu [0, 1].
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Tabulka 3: Typy BLASTU a jejich vyznam. Pfevzato a upraveno z [11].

Typ programu BLAST

Popis programu

Dotazovana sekvence je nukleotidova,

Blastn srovnavana je taktéz s nukleotidovou
sekvenci z databaze.

Dotazovana sekvence je proteinova a

Blastp srovnavana je s proteinovou sekvenci

Z databaze.

PSI-BLAST (Position Specific Iterative
BLAST), blastpgp

Umoznuje vyhledavani velmi vzdalenych
proteinovych sekvenci. Automaticky
generuje pozi¢né specifickou substituéni

matici.

Blastx

Dotazovana sekvence je nukleotidova a
srovnavana je s proteinovou sekvenci

Z databaze.

Thlastx

Dotazovana sekvence je translatovana
nukleotidova a srovnavana je s preloZzenou
nukleotidovou sekvenci z databaze. Jedna se
o nejpomalejsi typ BLASTu. Je mozné jim

srovnavat velice vzdalené ptibuzné sekvence.

Thblastn

Dotazovana sekvence je proteionova a
srovnavana je s nukleotidovou sekvence
Z databaze, a to se vSemi moznymi ¢tecimi

ramci.

Megablast

Slouzi k porovnavani velkého poctu
dotazovanych sekvenci. Funguje jako
samostatny ptikazovy fadek ,,megablast*.
Principem je to, Ze megablast dokaze zietézit
vice vstupnich sekvenci jesté predtim, nez
dojde k prohledavani databaze. Nasledné
jsou analyzovany vysledky vyhledavani pro
zisk jednotlivych zarovnani a také jsou

hodnoceny ze statistického hlediska.
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4.2 PatternHunter

PatternHunter je komer¢ni software pro vyhledavani homolognich sekvenci a vytvoien
byl vroce 2002 [18]. Jeho nejvétsi vyhodou je, napiiklad oproti BLASTu, vétsi rychlost
vypoc¢tu. Pravé diky tomuto zlepSeni je PatternHunter vyuzitelny v oblasti srovnavaci
genomiky, kdy je cilem srovnat opravdu velké useky genetické informace, jako jsou
napiiklad celé chromozomy. Pro vypocet takto velkych useki BLAST a jiné podobné
programy potiebuji velmi mnoho casu a také velkou pamétovou kapacitu. PatternHunter
naptiklad zvladl srovnat genom mysi s lidskym genom za pouhych 20 CPU dnti (pIné vyuzité
procesoru po dobu dvaceti dntli), zatimco BLAST by na tuto akci potfeboval minimalné 20
CPU let, a to se stejnou citlivosti.

Dtivodem zvysené rychlosti je lepsi metodika optimalné rozmisténych seminek (seeds —
jedna se o ur€ité useky sekvence, V podstaté jde o malé vyhledavaci fetézce). Princip je
zaloZzen na tom, ze je zbyteCné sloZité srovnavat kazdou pozici dotazu s kazdou pozici
databaze vzhledem k tomu, jak rozsahly muze byt dotaz a jak rozsahlé jsou databaze.
Citlivost, s jakou program vyhledava shody, je také do urcité miry ovlivné vzdalenosti,
S jakou jsou od sebe jednotlivé sousedni vyhledavaci fetézce. Velké fetézce (seeds) nejsou
schopny najit izolované homologie, zatimco ty ptili§ malé nahazeji i ty nejnepatrnéjsi shody,
coz ovSem zase vyrazn¢ prodluzuje vypocet. Dale je vyhodou to, ze seeds u PatternHunteru
mohou byt sloZzena z pferuSenych sekvenci. Zakladem tspéchu nalezeni optimalniho poméru
mezi dobou vypoctu a citlivosti je tedy spravné nastaveni seeds.

Stejné jako u BLASTu se zde setkavame s k-pismennym seznamem slov, avSak oproti
BLASTu je dosti alternativni (BLAST pouzival tento k-pismenny seznam postupné jako
jednotliva seeds). Prvni fazi programu je jakési filtrovani, kdy jsou vyhledavany (doslova
loveny — anglicky ,.hunt) takové K alternativni shody, které naznacuji, Ze by se mohlo jednat
o ten nejvyhodnéjsi vzor (anglicky ,,pattern® — pravé odsud pochéazi nazev celého programu
PatternHuntern, doslovn¢ tedy ,,lovec vzora®). Dalsi fazi je samotné zarovnavani, které je
totozné s BLASTem. Jedinym rozdilem je moznost pouziti vice seeds najednou, coz zvysuje
citlivost bez toho, aniz by byla sniZena rychlost.

Pomoci PatternHunteru lze vyhledavat homologiec DNA — DNA i protein — protein. Ve
srovnani s BLASTem a megablastem bylo zjisténo, Ze PatternHunter je pfiblizn¢ 100x
rychlej$i a zéklad, z néhoZ vychazi, tedy algoritmus Smith — Waterman, rychlostni ptfesahl
jiz 3000x [44].
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4.3 AVID

AVID je typ programu, ktery umoziuje srovnavat pouze homologni sekvence, a to jesté
s takovym omezenim, Ze v sekvenci se nesmi nachazet zadné duplikace, inverze C¢i
translokace [25]. Je vhodny pro srovnavani dvou pomérné blizkych genomil, jako je naptiklad
Clovék — Simpanz ¢i ¢lovék — my$ (jde vzdy o zastupce savci) nebo pro srovnani dvou
riznych druhti bakterii z jednoho rodu — napf. Streptococcus pyogenes a Streptococcus
agalactiae. AVID nejprve detekuje lokalni podobnosti mezi dvéma sekvencemi, poté je
vybere a presné¢ stanovi jejich polohu a seskupi je do uspofddané mnoziny mistnich
podobnosti (tomuto kroku se fika ,kotva* — ,anchor* a tedy cely krok je oznacovan jako
sanchoring® — | ukotveni“). V posledni f4zi srovna prolozené oblasti sekvence. Velice
vyznamna je pravé faze ,,anchoringu®, a to hlavné z toho diivodu, ze snizuje vypocetni ¢as
tim, Ze nenuti program pracovat s velkou, a tedy problematickou sekvenci, ale rozdéli ji do
mnoha sekvenci menSich. Pro stanoveni spravnych ,kotev* je nezbytné nejprve piipravit a
identifikovat odpovidajici si regiony.“Anchoring* je pochopitelné tim snazsi, ¢im podobné;jsi

si dvé sekvence jsou.

4.4 LAGAN

Jedna se o program vyuzivajici globalni zarovnani a je vefejné dostupny na této
internetové adrese: http://lagan.stanford.edu.

LAGAN je program, ktery umoziuje srovnavat dvé pomérné¢ dlouhé a velice malo
piibuzné sekvence [24]. Je to program piesny, avSak presnost je umérnd casu srovnani.
LAGAN vétSinou pracuje v kombinaci s programem vyuzivajicim lokalni zarovnani dlouhych
sekvenci (naptiklad s BLASTem). LAGAN pracuje na bazi tzv. CHAOS algoritmu, coz je
metoda pro velice citlivé lokalni zarovnani na zdkladé mnoha kratkych, ne zcela pfesnych
slov (na rozdil od jednoho dlouhého, piesného slova) [26]. LAGAN nejprve pouzije CHAOS
rekurzivné v mistech sekvence, kde je mald koncentrace kotev tak, aby kazdé dvé po sobé
nasledujici dvojice kotev byly od sebe vzdaleny méné nez je maximum vzdalenosti, a poté je
pouzit algoritmus dynamického programovani v oblastech kolem kotvy.

Cely postup, jak program pracuje, lze struéné shrnout do tii zékladnich krokd:

1) wvytvofeni lokalnich zarovnani mezi dvéma sekvencemi

2) vytvoreni hrubé globalni mapy pomoci seskladani podmnozin lokalnich zarovnani

3) vypocet kone¢ného globalniho zarovnani pomoci nalezeni toho nejlepsiho lokalniho

zarovnani, které ziistane v omezeném prostoru hrubé globalni mapy.

Pro nazornéjsi ukazku je postup zarovnavani LAGANem zndzornén na obrazku 14:
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Obrazek 14: Algoritmus pouzity v programu LAGAN. (A) Globalni zarovnani mezi
dvéma sekvencemi je zndzornéno jako cesta mezi levym hornim a pravym dolnim
rohem jejich srovnavaci matice. (B) LAGAN nejprve najde vSechny lokalni podobnosti
mezi dvéma sekvencemi a kazdé z nich piifadi urcitou vahu. (C) LAGAN vypocita
maximalni skore usporddané podmnoziny lokalnich podobnosti a sestavi dohromady
hrubou globalni mapu. Dvé mistni podobnosti mohou byt zietézeny pouze tehdy, pokud
konec jedné sekvence piedchazi zacatek sekvence druhé, a to v obou smérech. (D)
LAGAN omezi vyhledavani optimalniho zarovnani na oblast kolem ,,kotev* a vypocita

optimalni Needleman-Wunsch zarovnani pravé v této oblasti. Pfevzato a upraveno z
[24].

Moznou modifikaci LAGANu je M-LAGAN. M-LAGAN v prvni fazi piifadi vice
ptibuznych genomti a nasledné pfifazuje genomy fylogeneticky vzdalené (pracuje tedy na
principu mnohondsobného globalniho ptifazeni). M-LAGAN pracuje ve dvou zdkladnich
krocich:

1) postupna faze zarovnavani, béhem niz dojde k vytvofeni mnohonasobného
zarovnani, a to budto pomoci postupného zarovnavani dvou sekvenci nebo
skladanim mezilehlych zarovnani vzniklych pomoci algoritmu, ktery pouZiva
klasicky LAGAN

2) faze, pii niz lze provést volitelné iterativni zlepSeni, coz zplsobi postupné
odstranéni kazd¢é sekvence z mnohonasobného zarovnani a postupné je preskupuje
spole¢né se zbytkem zarovnani. Toto se dé&je tak dlouho, dokud neni pozorovano
zadné vyznamné zlepsSeni vysledkd.
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Pomoci mnohondsobného zarovnani lze velice dobie sledovat ,kroky evoluce®, a je
tedy velmi vhodnym programem pro moznou konstrukci fylogenetickych stromi z celych
genomu. Kviili zmirnéni ¢asové a vypocetni narocnosti tento program vyuziva heuristickych
metod, specialné pak tzv. progresivniho zarovnavani (n€kdy se lze také setkat s pojmem
,postupné zarovnavani®). Toto progresivni zarovnani je vytvaieno jako sled po sob¢
nasledujicich parovych zarovnani. Stejny typ zarovnani vyuziva také program ClustalW.

Dalsim “typem” LAGANu je S-LAGAN, ktery ma oproti pfedchozim dvéma schopnost
detekovat rizna genomova pieskupeni a inverze. Pouzivd se pro globalni pfifazeni

kompletnich sekvenci genomu a poskytuje ptifazeni vSech kombinaci vloZenych sekvenci.

4.5 Clustal

Clustal patii mezi zastupce programi slouzici k mnohocetnému (vicenasobnému)
zarovnani, coz je takové piifazeni, které slouzi k identifikaci konzervovanych sekvenc¢nich
motivl a prakticky se realizuje srovndnim tfi a vice sekvenci v jediném okamziku. Jedna se o
program pouzitelny pro globalni i lokalni zarovnani [13].

Clustal patfi mezi vibec nejstar§i program svého druhu. Uz vroce 1980 byl
distribuovan postou na disketach [6]. Pavodné byl napsan v dnes jiz nepouzivaném jazyce
Microsoft FORTRAN pro MS — DOS. Bézel na pocita¢ich IBM jako Ctyii samostatné
programy Clustal 1 — Clustal 4. Pozdé&ji byly tyto ¢tyfi programy slouc¢eny do jediného
(Clustal V) a ptepsany do jazyka C.

Soucasné verze Clustalu — Clustal X (potazmo jeho verze Clustal W s rozhranim pro
Windows) patii mezi jeden z nejpouzivanéjSich programi pro mnohocetné pfifazeni a je
napsan v C++ [5]. Program je mozné spustit online ze stranek EBI:
http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw2. Zdrojovy kod pro PC se systémem Windows, Linux a
Macintosh je pak k dispozici na FTP serveru EBI: ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/clustalw2/.

Aktudlni verze Clustalu je verze ClustalW 2.0. Tato verze programu byla pfepsana
v C++ a jeji velkou vyhodou je moznost jednoduchého modelu objektu, diky cemuz lze snaze
modifikovat néktery ze zarovnavacich algoritmll. Diky zafazeni nového koédu UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic — shlukova analyza — distanéni metoda,
jak sestavovat stromy podobnosti, diivéj$i verze pouzivaji metodu Neighbour Joining guide
tree) lze provadét zarovnavani extrémné velkych dat mnohem rychleji. Na standartnich
stolnim PC lze provést zarovnavni az 10 000 sekvenci za minutu s vyuzitim kodu UPGMA.
Mnohem uZivatelsky ptiznivéjsi je také grafické zpracovani.
Stru¢né shrnuty algoritmus, ktery Clustal pouziva, lze shrnout takto [45]:
1) Clustal nejprve provede zarovnani po parech sekvenci (klasické pairwise alignment)
a u kazdého paru uvede jejich podobnost (0dvozenou z matice normalizovanych

hodnot vzdalenosti jednotlivych part).
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2) Na zéklad¢ téchto podobnosti je pak provedena shlukova analyza a sestaven
dendrogram (tzv. Neighbour Joining guide tree), v némz jsou uspotfadany jednotlivé
sekvence od nejpodobnéjsi po nejméné podobnou.

3) Posledni krokem je globalni pfitazeni sekvenci lezicich v dendrogramu hned vedle
sebe, pri¢emz dalsi sekvence jsou piifazovany v souladu s pofadim v dendrogramu.

Jistym tskalim pouziti programu Clustal je fakt, Ze umi mezery pouze zavadeét, ale jiz je
nedokaze odstranit. Pokud tedy pfi analyze vysledkd narazime na situaci, kdy se vedle sebe
vyskytuje veétsi poCet mezer blizko u sebe, 1ze predpokladat, ze se jedna o chybu. MoZnosti,
jak vyskyt této chyby omezit, je spravné nastavit vstupni parametry. Pokud ani toto
nepomiize, je nezbytné parametry nastavit ru¢né [46].

45



5 Realizace programu

Praktickym vystupem této diplomové prace je program s uzivatelskym rozhranim, které
umoznuje uzivateli vkladat vstupni data (sekvence nukleotidli ¢i aminokyselin), a to bud'to
ru¢nim vepsanim sekvence (raw format) nebo vlozenim kodu sekvence nahranim z databaze.
Pti nahravani sekvenci z databaze jsou data ve vstupnim formatu FASTA — ptipona .ffn pro
nukleotidy a .faa pro proteiny. Diky vlozeni sekvenci ve FASTA formatu jsou oddéleny
sekvence jednotlivych genti. Nebylo tedy tieba tento problém v programu oSettovat.

Jadro celého algoritmu je zaloZzeno na globalnim zarovnani, tedy na algoritmu
Needleman-Wunsch. Dtvodem volby globalniho zarovnani na rozdil od lokalniho bylo
vyrazné jednodussi normalizovani skore vzniklého zarovnanim.

Vystupem programu po volbé ,,Compare all“ je bodovy diagram, na némz jsou
znazornény shody v sekvencich nalezené po nastaveni piisluSného thresholdu. Bodovy
diagram se mulze kontinudlné ménit spoleéné¢ se zménou nastaveni thresholdu. DalSim
moznym vystupem je dialogové okno, V némz jsou vypsany jednotlivé useky kodujici geny ze
sekvence A a k nim nalezené homologie ze sekvence B. Posledni moznosti je zobrazeni
,prubéhu® zarovnani — v novém okné jsou pod sebou znazornény obé¢ sekvence a zpisob,
jakym jsou zarovnané spolecné s poctem a procentualnim vyjadienim nalezenych shod.

Program je aktudlné¢ omezen pouze na vkladani sekvenci prokaryot, a to z toho divodu,
ze prokaryoticky genom neobsahuje nekoédujici oblasti introny, ale pouze kdédujici exony.
Introny by tedy bylo nezbytné, v piipadé vlozeni eukaryotického genomu, jesté vystithnout ze
sekvence.

Program byl realizovan v prostfedi programu Matlab 7.7.0 (R2008b).

5.1 Uzivatelsky priivodce

J Sequence alignment GUI i =] |
File Edit “iew Insert Tools Desktop Window Help ]

Iniput tyepe SeqUENCES

Indlex &: Inclex B: I 1
£ Manual Load &

Threshald: 0.50
4 »

Dpen gag: ) )
Extendgan: | g Compare single Homalogous (%] 000
Compare all

A
B

Obrazek 15: Uzivatelské rozhrani programu pro srovnavani sekvenci.

Export mstches
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Prvnim krokem po spusténi programu je volba typu sekvence, které chce uzivatel
srovnavat. Na vybér je mezi nukleotidy (v programu jako ,,NT*) a aminokyselinami (,,AA*).
Tato volba rozhoduje o tom, jaka bude zvolena programem abeceda pro zarovnavani. Jiné
znaky jsou v abecedé pouzity pii zarovnavani sekvenci nukleotidd a jiné aminokyselin (o jaké
je znaky jde, je uvedeno v tabulce 1 a 2).

Po zvoleni typu sekvence uzivatel zvoli, zdali chce sekvenci zadat ruéné ¢i nahrat

z databaze. Pokud uzivatel zvoli zadani sekvence rucné, vypada uzivatelské rozhrani

nasledovné:

} sequence alignment GUI
File Edit Wiew Insert Tools Desktop ‘Window Help

=101

% Manual
 FASTA

openges [ g
Compare single

A
E:

Obrazek 16: Uzivatelské rozhrani programu pro srovnavani sekvenci pti volbé

manualniho vloZeni sekvence.

Vzhledem Kk tomu, ze se jedna o jednoduché srovnani dvou sekvenci, neni tieba
vykreslovat bodovy diagram a vysledek se uzivateli zobrazi v novém okné¢ tak, jako je
znazornéno na obrazku 17. Vystupem je vypsand procentudlni mira podobnosti a zplsob,

jakym bylo ptifazeni provedeno, v€etné vnesenych mezer.

_ioix
Eh £

Identities = 2/6 [33%)
ALATRGZ

I I
ATGCTC

Kl | -1

Obrazek 17: Priklad vystupu pii zarovnani manudlné zadanych sekvenci.

Pro volbu nahrani sekvenci z databaze je v programu tlacitko ,,Load A/B* — uZivatel ze
souboru vybere piislusSnou sekvenci. Defaultné je jako typ nahrdvaného souboru nastaveno

,All Fasta File“, pficemz pro nukleotidy je pfipustny format .ffn a pro aminokyseliny .faa.
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pokud uzivatel zvoli sekvence v jiném formatu nez je .ffn a .faa, v Command Window bude
hlasen ,,error* a zarovnani neprob&hne.

V piipad€, ze uzivatel zvoli spravny format dat, sekvence se nahraji a jejich nazev je
vypsan do textového boxu.

Dalsi moznou volbou je volba substitu¢ni matice. Pfi zvoleni zarovnavani nukleotidové
sekvence jsou na vybér pouze matice pro nukleotidové sekvence, tedy konkrétné (blizsi
informace o maticich vhodnych pro srovnani nukleotidii jsou uvedeny v kapitole 3.2.2):

1) Nuc44 — defaultni matice pro zarovnavani, matice je zobrazena na obrazku 6.

2) Identity — matice identity zobrazena na obrazku 5.

3) TTM — tranzitné transverzni matice — uvedena na obrazku 7.

4) MY_SCORES - uzivatel si muZze hodnoty pro shodu a neshodu nastavit sam

V novém objevivsim se textovém poli.

Pokud wuZivatel zvoli zarovnavani aminokyselinovych sekvenci, je na vybér
z nasledujicich typt matic (vice o nich v kapitole 3.2.3):
1) BLOSUM — na vybér jsou ruzné typy této matice dle poétu konzervativnich
zbytkd — konkrétné tedy BLOSUM3S, 40, 45, 50, 55, 60, 62, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 100.
2) PAM — na vybér jsou rizné typy této matice dle poétu ocekavanych substituci —
konkrétné tedy 10 — 500 s krokem 10.

Déle si uzivatel mtize zvolit hodnotu, s niz bude penalizovdno vneseni mezery —
oteviraci i rozSifené. Defaultni hodnota je nastavena na -8, coz je standard.

Nasleduje jiz samotné srovnani, na vyber je mezi ,,Compare single* a ,,Compare all*.

Volba ,,Compare all*“ srovna ob¢ sekvence po celé jejich délce a vystupem je bodovy
diagram. Defaultné nastaveny threshold pro shodu je nastaven na 0,50 (jako jakysi ,zlaty
stted*), pfiCemz uzivatel si mize pomoci posuvniku tuto hodnotu ménit. Pod posuvnikem se
uzivateli v textovém boxu zobrazuje mira homologie mezi celymi dvéma sekvencemi. Déle
ma uzivatel moZnost piiblizit si tu dvojici shod, ktera jej zrovna zajima, a to pomoci volby
»Show 1j* a ndslednym kliknutim na onu shodu z4jmu. Vysledkem je otevieni nového okna,
Vv némz je zobrazeno konkrétni zarovnani zvolené sekvence. Dal§i mozZnosti, kterou uZivatel
ma, je volba ,Export matches* — uZzivateli se otevie nové dialogové okno, v némz jsou
vypsany shodné sekvence nalezené pti zvolené matici, penalizaci mezer a thresholdu. Takto
vypsané sekvence je mozno si po volbé ,Save* ulozit. Vystup z volby ,,Compare all” je
znazornén na obrazku 18 a 19.

Pomoci ,,Compare all“ lze také provést analyzu jedné sekvence. V tomto piipadé se

jako sekvence A i B nahraje tatdz sekvence a zvoli se ,,Compare all*.
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Obrazek 18: Vykresleni bodového diagramu po srovnani dvou sekvenci volbou
,Compare all*.
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[ Save ]

Obrazek 19: Vystup po volbé ,,Compare all*“ — , Export Matches* — nové dialogové
okno, v némz jsou vypsany nazvy sekvence, podminky, za nichZ srovnani prob¢hlo a

pfedevSim vypis nalezenych homologi.
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,Compare single je volba pro ptipad, ze uzivatele zajima srovnani sekvence jednoho
konkrétniho genu. V tom piipad¢ zméni v textovém poli ,Index A/B* defaultni hodnotu ,,1*
na takovou, jaka odpovida potadi gend, ktery jej aktualné zajima (coz je uvedeno ve FASTA
zapisu této sekvence). Po kliknuti na ,,Compare single” dojde k otevieni nového okna, v némz
je zobrazeno zarovnani a vypsana hodnota identity.

Druhou moznosti, kdy pouzit volbu ,,Compare single” je situace, kdy je bodovy
diagram pfili§ ,husté pokryt“ shodami na to, aby bylo mozno zvolit srovnani mezi
konkrétnimi dvéma geny pouze kurzorem. Postup je takovy, ze uzivatel klasicky nahraje dvé
sekvence, srovnd je pomoci ,,Compare all, zvoli ,[Export matches“ (s pozadovanym
thresholdem) a z takto vypsaného ,katalogu* homolognich gent si vybere pravé ty dva, které
jej zajimaji. Nasledné se podiva, jaky index je u nich uveden. Tento pak zapiSe do poli ,,Index

A/B* a provede ,,Compare single* dle ndvodu v predchozim odstavci.

5.2 Kompatibilita programu a pouzity hardware

Vytvofeny program je mozné spustit na pocitacich, které maji nainstalovanou aplikaci
Matlab. Program byl vytvofen v Matlabu R2008b verze 7.7.0 a otestovan byl verzi Matlabu
8.1 2013a. S obéma verzemi je program plné kompatibilni.

Program byl testovan na tfech pocitatich — jednom pfenosném a dvou stolnich.

Konfigurace pouzitych pocitacu je uvedena v tabulce 4.

Tabulka 4: Konfigurace pocitacii pouzitych pro testovani programu.

Konfigurace testovacich po¢itaci

Typ pocitace Ptenosny pocitac Stolni pocitac Stolni pocitac
Typ procesoru Intel Core i3 M380 | Intel Core 2 Quad q6600 Intel Core i2700k

Pocet jader 2 4 4 (8 HT)
Takt procesoru 2,53 GHz 2,4 GHz 4,4 GHz

RAM 4 GB 4GB 16 GB
Operacni systém Windows 7 Home | Windows 7 Professional Windows 7
Premium 64 bit 64 bit Professional 64 bit

Verze /Matlabu | Matlab 7.7.0 R2008b Matlab 7.7.0 R2008b Matlab 8.1 R2013a

Rychlost, s jakou program provede srovnani, se odviji od vykonnosti hardwaru, na
kterém program béZi. Na stolnim pocitaci s vyS$§im taktem jadra probihal vypocet vyrazné

rychleji nez naptiklad na pfenosném s niz$im taktem jadra.
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Dalsim faktorem, ktery hraje roli pii rychlosti vypoctu, je pocet jader procesoru. Zde je
ovSem nutno zminit fakt, ze kod je psan bez pouziti Parallel Computing Toolboxu, a tedy je
pfi vypoctu zapojeno pouze jedno jadro bez ohledu na to, kolika jadry procesor disponuje. Za
situace, ze by kod byl prepsan v Parallel Computing Toolboxu, by vypocet mohl probihat pti
zapojeni osmi jader az 8x rychleji nez pii zapojeni jednoho jadra. Pfepis pomoci Parallel
Computing Toolboxu byl bohuzel neuspésny, jelikoz ackoliv implementace jako takova
uspésna byla, procesor navzdory tomu nevykazoval zvySeni vykonu. Pro Uspé$né pouziti
multijddrového vypoctu by byla nezbytna dalsi detailnéj$i optimalizace kodu, ke které jiz
nemohlo dojit, jelikoz k pouzivani Parallel Computing Toolboxu bylo pfistoupeno az ve
chvili, kdy byl cely kod kompletné hotov, a tedy by muselo dojit k pfepsani celého skriptu
vzhledem k povaze proménnych.

OvSem 1 v pfipadé uspéSného pouziti Parallel Computing Toolboxu by vypocet byl
zrychlen pouze tolikrat, kolikrat vice jader je zapojeno do vypoctu.

Je nutno zohlednit, Ze slozitost, a tedy 1 doba vypoctu, roste kvadraticky se zvétSenim
vlozené sekvence (pracujeme v podstaté s matici o délce N, Vv niZz se nachazi N2 polozek).
V tomto piipad¢ se tedy jedna o kvadratickou asymptotickou slozitost k vyjadieni efektivity a
rychlosti vykonani algoritmu. Pokud tedy vloZime sekvenci 10x vétsi nez sekvence piedchozi,
doba vypoctu se znasobi 100x. Sekvence v rozsahu stovek bazi je schopen program porovnat
bez problémil v relativné kratkém casovém useku (rozmezi minut — 2 hodiny), avSak pokud

bychom chtéli srovnavat sekvence velké tisice bazi, vypocet by se velice vyrazné prodlouzil.
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6 Vysledky

Funk¢énost programu byla oveéfena na dvojicich sekvenci, a to jak pro sekvence
nukleotidt, tak aminokyselin. V kazdé testované dvojici byly pouzity rizné vstupni podminky
zarovnani (volba substitu¢ni matice, hodnota za penalizaci mezer). Nasledn¢ bylo
zhodnoceno, které podminky nalézaji homologie nejlépe, coz bylo konfrontovano s komeréné
dostupnym programem. Za homologni lze povazovat sekvence, u nichz byla dle programu
nalezena shoda nad 35% (viz kapitola 1.4).

Vzhledem k faktu, ze naprosta vétSina komeréné dostupnych programti je zalozena na
zarovnavani lokalnim, eventudlné¢ mnohocetném, byl vybér programu, ktery by pracoval na
mechanismu totozném jako mnou napsany program (a jeS$té umoznoval zmény ve volbé
vstupnich parametra) velice zazen.

Jako referencni programy (pro ovéteni spravnosti zarovnani, a tedy nalézani homologi)
byly pouzity nasledujici dva:

1) EMBOSS Needle/Stretcher — Pairwise Sequence Alignment — provozovan EMBL —

EBI. Vyuziva globalni zarovnani a pii vkladani sekvenci je také mozno zvolit si
substituéni matici a penalizaci vneseni mezer. Tento program byl pouZit jako
kontrolni pro zarovnani nukleotidi. Dostupny je na této internetové adrese:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_emboss_needle/toolform.ebi.

2) FASTA Sequence Comparison — konkrétné nastroj ggsearch. Vyuziva opét

globalniho zarovnani a je zde také mozné zvolit substitu¢ni matici. Byl pouzit jako
kontrolni program pro zarovnani proteind. Je dostupny na této internetové adrese:
http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fasta_www.cgi.

K porovnani vysledkli nalezenych homologii mym programem s né¢jakou komeréné
dostupnou databazi homologii byl pouzit PSAT (Prokaryotic Sequence Analysis Tool) —
dostupny ztéchto internetovych stranek: http://nwrce.org/cgi-bin/psat/select.cgi. Toto

porovnani skyta v§ak dva problémy. Prvnim problémem je fakt, Ze nejsou dostupné informace
o tom, jaky algoritmus ¢i snad dokonce jaké vstupni parametry matice a hodnoty penalizaci
mezer program pouziva (avSak vzhledem k ziidkakdy se vyskytujicimu komerénimu vyuziti
globalniho zarovnani se da pfedpokladat, Ze program pracuje na jiném algoritmu, nez
program muj). Druhym problémem je fakt, ze veSkeré referenéni databaze (a tedy
pochopitelné i PSAT) umoziuji pouze srovnani velmi velkych sekvenci (vzdy jedna ze
sekvenci je kompletni , v databazi uloZzeny genom , a druhou je dotazovana sekvence) a mnou
vytvofeny programem by takto velké sekvence srovnaval klidn€ n€kolik tydna.

Toto ,,velikostni* omezeni pro vkladané sekvence také velice izce souvisi s vybérem
testovacich dvojic sekvenci. Sekvence byly vybirany pfedevsim na zaklad¢ délky (a ne tedy
na zéklad¢ zajimavych biologickych relaci), kterd by byla dostatecné dlouha pro relevantni

zarovnani (minimum je 10 bp) a zaroven také ,,pfiméfené dlouha™ vzhledem k dob¢ trvani
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vypoctu (napf. srovnani sekvenci o velikosti .ffn souboru 3000 kB krat 3000 kB trvalo
ptiblizné 12 hodin).
Néazvy jednotlivych sekvenci jsou vzdy ur¢eny podle databaze UniProt ¢i NCBI.

6.1 Porovnani spravnosti zarovnani s programy EMBOSS a FASTA

V této Casti analyzy vysledkl bylo testovano, zdali mnou vytvofeny program spravné
zarovnava sekvence. Dale bylo testovano, jaké je nejvhodnéjsi nastaveni vstupnich parametri
— jakd matice je nejlepsi, jaké je nejvhodnéj$i penalizovani mezer a predevSim to, zdali je

k ur¢ovani homologii vhodné;si vkladat sekvence nukleotidl ¢i aminokyselin.

6.1.1 Acinetobacter baumannii BJABQ715 vs. Acinetobacter baumannii BJAB0868

Vtomto srovnani je prvni sekvence pochazejici z Acinetobacter baumannii
BJABO715, konkrétné se jednd o 50S ribozomalni protein L18. V této sekvence se nachazi
celkem 60 geny kodujicich usekti. Druhou sekvenci je Acinetobacter baumannii BJAB0868,
konkrétné jde 0 enzym isocitratovou lydzu. Druha sekvence koduje 20 genti.

Nastavené vstupni parametry:

1) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: nuc44, penalizace otviraci mezery -10,
roz§ifovaci mezery -0,5, threshold 35%.

2) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: nuc44, penalizace otviraci mezery -10,
roz§ifovaci mezery -10, threshold 35%.

3) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: identity, penalizace otviraci mezery -10,
roz§ifovaci mezery -0,5, threshold 35%.

4) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: tranzitné transverzni, penalizace otviraci
mezery -10, rozsifovaci mezery -0,5, threshold 35%.

5) Srovnani proteinové sekvence, matice: BLOSUMS0, penalizace otviraci mezery -
10, rozsitovaci mezery -2, threshold 35%.

6) Srovnani proteinové sekvence, matice: PAM250, penalizace otviraci mezery -10,

rozsifovaci mezery -2, threshold 35%.

Vysledky:
1) Celkova podobnost sekvenci— 1,7%. Nalezené homologni sekvence viz obrazek
20.
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Obrazek 20: Nalezené homologni sekvence u Acinetobacter baumannii BJAB0715
a Acinetobacter baumannii BJAB0868 dle nastavenych parametra 1).

2) Celkova podobnost sekvenci — 5,9%. Nalezené homologni sekvence viz obrazek

. | |I
A

u_;,:,u, | # 4

Obrazek 21: Nalezené homologni sekvence u Acinetobacter baumannii BJAB0715 a
Acinetobacter baumannii BJAB0868 dle nastavenych parametrti 2).

3) Celkova podobnost sekvenci — 0,1%. Nalezené homologni sekvence viz obrazek
22.
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Obrazek 22: Nalezené homologni sekvence u Acinetobacter baumannii BJAB0715 a
Acinetobacter baumannii BJAB0868 dle nastavenych parametra 3).

4) Celkova podobnost sekvenci — 0,0%. Nenalezeny zadné homologni sekvence.

5) Celkova podobnost sekvenci — 0,0% (zde je tteba podotknout, Ze zaokrouhlovani

je nastaveno na dvé desetinna mista). Nalezené homologni sekvence viz obrazek
23.

Obrazek 23: Nalezené homologni sekvence u Acinetobacter baumannii BJAB0715 a
Acinetobacter baumannii BJAB0868 dle nastavenych parametrt 5).

6) Celkova podobnost sekvenci— 0,0%. Nalezené homologie viz obrazek 24.
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Obrazek 24: Nalezené homologni sekvence u Acinetobacter baumannii BJABO715 a
Acinetobacter baumannii BJAB0868 dle nastavenych parametra 6).

Dle testovaci databaze EMBOSS Needle byla ovéfena spravnost zarovnani V piipadé
vloZeni nukleotidovych sekvenci. Vstupni parametry EMBOSS Needle byly zcela identické
jako nastavené vstupni parametry 1). Zarovnani mnou vytvofenym programem a programem
EMBOSS Needle se lisil ve vysledku v fadech desetin.

Ptikladem shody zarovnani je zarovnani vzdy prvniho genu z kazdé sekvence.
Zarovnani pomoci mého programu je znazornéno na obrazku 25 a zarovnani pomoci
EMBOSS Needle na obrazku 26.

loix
% a

Identities = 486/1226 (40%) —
0001  ATGAGCCATA-————————————— TTCARCGGGARACGT-CT-—————— TGCTCGAGGHCCGCGA

Il [l i nl FErrE e |
0001 TT--GTCATACCATCATCTTAACTTTGALE——-—GATCGTACTGCATTAATGCTTGAGTC———— 1L

0043 TThAA-———————— TTCCARCCTGEA-——-TGCTG-ATTTATATGGGTATAGAT GGG TCGCGAT

Il L e Frerr rorrtd I
0055 AGAARAGAAGGCTTTTCAGCCAGARRATTTGCTGALCTTAT-—————————————————————— T

0094 AATGTCGGGCLATCAGGTGCGACA—————————— ATCTATC G- —mm—————————— ALTTGTATG

Il Il [ FEEEEErd [
009y Abh-—-——-—— Ab—————— GAC A TCCTAGTACGATC TATCGTGAGC TTAAALGARATAGCAT-

0134 GGAAGCCCAATG———-——————- CGCCAGAGTTGTTTC TGA-AACA————TGGCAARGGTAG-CG

ERN AR R et el
0144 -———-——- CALTGACGTTTATCAAGCTCGATATGCTTC TGATRAACACTTTTGCTAGACGTAGACG

Obrazek 25: Vysledek zarovnani sekvenci prvniho genu Acinetobacter baumannii BJAB0715
a Acinetobacter baumannii BJAB0868 mnou vytvofenym programem.
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# Length: 1199

# Identity: 43571199 140, 5%)

# Similarity: 435/1199 40, 5%)

# Gaps: 571711599 147.6%)

# Score: TB2.5

#

#

fi=======================================

EMEO35_001 1 TTGTCATACCAT----CATCTT-AACTTTGALGATCGTACTGCATTALTG 45

I AR lewa b 11T Il

EMEOSS_001 1l —-—mmme o ATGAGCCATATTCAAC---GGGARACGT-CT------- TG 29

EMEO35_001 46 CTTGAGTC-—--AbGAss A GG TTTTCAGC CAGAAALTTTGCTGALD al
(R RE ool ot tal Irrrn .

EMBOSE_001 30 CTCGAGGCCGCGATTARS -----—-—- TTCCAACCTGGA--~--TGCTG-AT a6

EMEO3S_001 92 TTAT----- Th-——=———— == B BGAC---—— ATCCTAG----T 111
[NRN Il [ [N .

EMBOSE_001 67 TTATATGGGTATAGATGGGCTCGCGATAATGTCGEGCALTC - -AGGTGCE 114

EMEO3S_001 112 ACGATCTATCGTGAGCTTAALLGAMATAGCAT-—---——- CALTGACGTT 153
IEarrrrrnnl ot nl (AN

EMBOSS_001 115 ACARATCTATCG-----—--=-—=-—- ATTGTATGGFALGCCCART G-——~~ 145

Obrazek 26: Zarovnani sekvenci prvniho genu Acinetobacter baumannii BJAB0O715 a
Acinetobacter baumannii BJAB0868 programem EMBOSS Needle.

Ovéfeni spravnosti zarovnani proteinovych sekvenci pomoci nastroje ggsearch
(FASTA SEQUENCE COMPARISON) — vstupni parametry byly identické jako nastavené
vstupni parametry mé¢ho programu v piipade 5). Z obrazku je patrno, ze byla nalezena pouze
jedna jedina homologie, coz prokazalo i srovnani nastrojem ggsearch. Hodnota nalezené
identity se opét lisi v fadu desetin procenta (ndstroj ggsearch — 83,3% identity, mij program —
83%).

=|olx]

B
A(15). "gil523529115)ref[vP_008215143.1] "
E:

AC16): "gil52352911 ElreflvP_00&215144 1] "
E:

A7) "gil52352911 7reflYP_008215145.1] "
=3

A18): "gil52352911 EreflYP_008215146.1] "
B

A019); "gi|523529118ref[YP_00&215147 1] "
B

g ret[P_|

E:
g[S 23533022ref[P_00821 9048 1" (index 52 score0.83)

Save |

Obrazek 27: Nalezena shoda (jedna jedind) pii volbé parametrti 5) — zobrazena po zvoleni
»Export Matches*.
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=rrm|523529120ref] TP_008215145 1), 234 aa vs TMP.q2 library

rref|TP_008212043.1| Transposase-like protein [Acinetchacter b (234 aa)

n-w opt: 1162 E-score: 555.9 bits: 115.7 E{10000): o

global/global (N-W) score: 1162; 83.3% identity (96.6% similar) in 234 aa owverlap (1-234:1-234)
Jequence Lookup Re-search database General re-search

&0 100 150 200
L 1
L 1l
L 1}

50 100 150 200

[Domains]
[aligmment]
10 20 30 40 50 =] 70 g0

ref|¥ HNPFKGRHFQRDIILHAVRUYCKYGISYRELQEHLAERGVNVDHSTIYRHVQRYAPEHEKRLRHYHRNPSDLCPHHHDET

ref| ¥F MNPFHGRHF QOGEIILWAVRWYCKYGIZYRELQENLAERGINVDHITIYRETVORYAPEMEKRLEWYTENPTDLHEWHNDET
10 20 30 40 =1 1] 70 an

20 piulu] 110 1z0 130 130 150 160
ref| ¥ YVKVNGRHLYLYRﬂVDSRGRTVDFYLSSRRNSKAAYRFLGKILNNVKKHQIPRFINTDKAPAYGRLL&LLKREGRCPSDV

ref| ¥P YIKVKGRHTYLYRAVDQQGHTIDFYLSLRRNSKSAYSFLGKIFNTVKKHQIPRVINTDKAATYGHLLSRLKREGKCPUDI
20 piulu] 110 1z0 130 130 150 160

170 1z0 120 200 210 ZZ0 230
ref| ¥ EHRQIKYRNNVIECDHGKLKRIINATLGFKSHKTAYATIKGIEUHRLLRKGQASAFYYGDPLGEHRLUSRUFEH

ref| ¥P EHRQIKYKNNUIECDHGKLKRIIRATLGFKSHKTAYATIKGIEUHRLLRKGQASSFYYGQPQGEVCLINRUFGL
170 1z0 120 200 210 ZZ0 230

Obrazek 28: Nalezena shoda pii volbé parametrui 5) — zarovnani Acinetobacter baumannii
BJABO715 a Acinetobacter baumannii BJAB0868 pomoci nastroje ggsearch.

JAL=TE]
% bl

Identities = 195/234 (83%), Positiwves = 2227234 (95%)
001 MWNPFEGRHFORDIILWAVENYCEYGISYRELOEMLAERGUVNVDHITIYRUTWVORYAPEMEERLEW

FEEE=0Er =t re e et b e et b e b et e = e e b e b e e el
001 MWPFHGRHFQGEIILWAVEWYCKVGISYRELQEMLAERGINVDHITIVRWVORYAPEMEKRLEY

065 YWENFSDLCPWHMDE TYVEVHGRWAYLYRAVDSRGRTVDF YLASRRNIKAAYRF LGKILNIVEE

(AR R R N R RN R N N AN RN R N RN Y|
065 YWENFTDLHIWHMDE TY IEVEGRWTYLYRAVDOOSHTIDF YL ARRNSES AYSFLGEIFNTVEE

129 WOIPRFINTDEAPAYGRALALLKREGRCPSDVEHRQIEYENNVIECDHGELERIINATLGFESI

FEEEE trrrer =rbsnbs trrir=tr rrrrrrer=errert e e e rrrrrerl
129 WoOIPRWINTDEALTYGHALSZRLEREGECFVDIEHROIKYENNVIECDHGELERIIRATLGFESH

193 EKTAYATIKGIEVHEALREGOALIAFYYGDPLGEMRLYVIREVFEM

FECTEETEEEE R e == r ris el
193 KTAYATIKGIEVHRALREGQLZSFVYGOPQGEVCLINEVEGL

Obrazek 29: Nalezena shoda pfi volb€ parametri 5) — zarovnani Acinetobacter baumannii
BJABO715 a Acinetobacter baumannii BJAB0868 mnou vytvofenym programem.
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Z obrazka 27 a 28 je patrno, Ze mnou vytvofeny program a komeréné dostupny nastroj

ggserach nalezly homologii na skutecné identickém misté, a to se skoro stejnou piesnosti.

Celkové shrnuti: V tomto srovnani se ukazalo byt vhodnéjSim pouziti srovnani dvou
sekvenci aminokyselin. Lze také pomérné spolehlivé vyvodit zavér, ze gen na pozici 20
v sekvenci A a gen na pozici 52 v sekvenci B jsou homologni.

6.1.2 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium SL1344 vs. Staphylococcus
aureus uid193761

Prvni sekvenci je sekvence G- tyCinky Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium SL1344, konkrétné jde fetézec jeji cirkularni DNA, v této sekvenci je celkem
101 kodujicih usekt. Druha sekvence pochazi z G+koka Staphylococcus aureus uid193761,
konkrétné mala ¢ast jeho genomu o velikost 15 kédujicich usekti. Na této dvojici je testovan
vliv penalizace mezer na findlni zarovnani.

Nastavené vstupni parametry:

1) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: nuc44, penalizace otviraci mezery -10,
roz§itovaci mezery -0,5, threshold 35%.

2) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: nuc44, penalizace otviraci mezery -10,
rozsitovaci mezery -10, threshold 35%.

3) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: nuc44, penalizace otviraci mezery -1,
roz§ifovaci mezery -1, threshold 35%.

4) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: nuc44, penalizace otviraci mezery -20,

roz§ifovaci mezery -1, threshold 35%.

Vysledky:

1) Celkova podobnost sekvenci — 3,2%. Nalezené homologie viz obrazek 30.
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Obrazek 30: Nalezené homologni sekvence u Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium SL1344 a Staphylococcus aureus uid193761 dle nastavenych parametru 1).

2) Celkova podobnost sekvenci — 6,8%. Nalezené homologie viz obrazek 31.

Obrazek 31: Nalezené homologni sekvence u Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium SL1344 a Staphylococcus aureus uid193761 dle nastavenych parametra 2).

3) Celkova podobnost sekvenci— 6,5%. Nalezené homologie viz obrazek 32.
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Obrazek 32: Nalezené homologni sekvence u Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium SL1344 a Staphylococcus aureus uid193761 dle nastavenych parametru 3).

4) Celkova podobnost — 2,5%. Nalezené homologie viz obrazek 33.

Obrazek 33: Nalezené homologni sekvence u Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium SL1344 a Staphylococcus aureus uid193761 dle nastavenych parametra 4).

Celkové shrnuti: Na této dvojici vzorkll byl testovan vliv penalizace mezer na
vysledek zarovnani. Experimentalné ovéfené hodnoty penalizace (a také hodnoty pouZzivané
vV komer¢né dostupnych programech jsou pro otviraci mezeru -10 a pro rozsifovaci mezeru -
0,5. Tyto hodnoty odpovidaji nastaveni vstupnich parametrti 1). Z nastaveni parametrt 2) a 3)
je patrno, Zze pokud bude ohodnocena stejné jak otviraci mezera, tak rozSifovaci, zarovnani
bude nepfesné a ,,nadhodnocené, a tedy neoptimélni. Nastaveni vstupnich parametrii 4) se

hodnotami nejvice blizi hodnotam pro optimalni zarovnani, ale je zde patrno, Ze diky pfili§
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velkému rozdilu ohodnoceni mezi otviraci a rozSifovaci mezerou, je zarovnani naopak
,podhodnoceno®, a tedy opét neni optimalni. Spravnost téchto srovnani byla opét potvrzena
konfrontaci s vysledky, které poskytl program EMBOSS Needle.

Pozice nalezenych homologickych useki tedy nejlépe odpovidaji tém, které jsou

uvedeny na obrazku 30.

6.1.3 Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081 vs. Yersinia pestis CO92 plasmid
pCD1

Tteti testovaci dvojici sekvenci jsou dva rizné druhy rodu Yersinia - Yersinia
enterocolitica subsp. enterocolitica 8081a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1. Velikost obou
sekvenci je shodné 71 geny kodujicich useki.

Nastavené vstupni parametry:

1) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: nuc44, penalizace otviraci mezery -10,
roz§ifovaci mezery -0,5, threshold 35%.

2) Srovnani nukleotidové sekvence, matice: identity, penalizace otviraci mezery -10,
roz§ifovaci mezery -0,5, threshold 35%.

3) Srovnani proteinové sekvence, matice: BLOSUMG62, penalizace otviraci mezery -
10, rozsifovaci mezery -0,5, threshold 35%.

4) Srovnani proteinové sekvence, matice: PAM250, penalizace otviraci mezery -10,
roz§itovaci mezery -0,5, threshold 35%.

1) Celkova podobnost —2,2%. Nalezené homologie viz obrazek 34.

Obrazek 34: Nalezené homologni sekvence u Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica
8081 a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1 dle nastavenych parametrt 1).

2) Celkova podobnost — 0,2%. Nalezené homologie viz obrazek 35.
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Obrazek 35: Nalezené homologni sekvence u Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica
8081 a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1 dle nastavenych parametra 2).

3) Celkova podobnost — 0,1%. Nalezeni homologie viz obrazek 36.

Obrazek 36: Nalezené homologni sekvence u Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica
8081 a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1 dle nastavenych parametri 3).

4) Celkova podobnost — 0,1%. Nalezené homologie viz obrazek 37.
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Obrazek 37: Nalezené homologni sekvence u Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica
8081 a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1 dle nastavenych parametra 4).

Na obrazcich 38 a 39 je uvedeno porovnani vysledkd zarovnani programem EMBOSS
Needle a mnou vytvofenym programem (pro nazornost — vVzhledem k velikosti vystupniho
souboru — je opét uvedeno srovnani sekvenci prvniho genu) pii zvolenych parametrech 1):

# Length: 654

§ Identity: 254/684 [37.1%)

# Similarity:  254/684 [(37.1%)

# Gaps: 34L/684 (50, 4%)

# Score: 307.0

#

#

gi=======================================

EMEORS_001 1 ATGAC---TGAGCAGAAACGACCGGTAC-TGACACTGARAC GEARAACGS a5
(N [ Taul ] ST Tala bl TRl

EMEORS_001 1 ATGGCAGTTGATGAGL-—--——- CGTACATCARARAT-ARRRGEARAATGG 4%

EMEORS_001 47 ATGGGEALGCGE-———————— CGGECOCC------ GCAGCCGCARRRCCAT- a0
| Il [N [N N N P |

EMBEORS_001 43 h————————— GCTATTTATATCGTGCCATTGATGCAGAGGGACATACATT a3

EMBEORS_001 8l ——-TATT--———----————- BACG-————————- TCACC--————————- a3

[T 1 11
EMEO33_001 84 AGATATTTGGTIGCGTAAGCALCGAGATAATCATTCAGCATATGCGTTTA 133
EMEO33_001 94 ————ACGCCCC-—————— CGALGTGG-—-——————- LAGCTGALGAL——AC 121
[Ilelal [ (NERA [N
EMEOSS_001 134 TCALACGTCTCATTAMLCAMTTTGGTALACCTCAARL GGT----A8TTALC 179
EMEOSS_001 122 AGCAGCTGGCTGACAGGGCTGTCCGEEAAGCGT--CACTGGC - —-AGLLR le6

Obrazek 38: Zarovnani sekvenci prvniho genu Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica
8081 a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1 programem EMBOSS Needle.
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) aligned Sequences - |E||5|
& &
Identities = 237/739 (32%) =]
001 ATGAC-—————-— TEAGCAGLAACGRCC GG TAC-TGACACTGAL A GGARAACGEA-——————————
(N 111 R R e e A R R R
001 ATGGCAGTTGATGA-——————— GAC——=GTACATCAALAT -0 A GG R ATGGLGCTATTTATA
048 = m TGEGGALGCGCCGECCCGCAG——
[ N N I
054 TCGTGCCATTGATGCAGAGGGACATACATTAGATATTTGGTTGCGTARGCAACG—————— LGAT
069 ——————- CCG e DA = CATTA-————————— TTLLCGTCACCACGCCC
(N 111 [T e I |
112 AATCATTCAGCATATGCGTTTATCALLCGTC TCATTAAACARTTTGGTALACCTCA————————
100 CCOGAAGTGGAAGGTGAAGAL——ACAGC AGC TGGCTGACAGGGC TGTCCGGEALGCGT——CAC TG
I (I T O I O N B N OB (N RN N
168 ——————— AARGET———= AATTAC AG—ATC GG =A== CT=TCRACGALG-GTAGCLATS
160 GC-——AGRAALRBbaAGCCCGEGCARGARRRGATCTGTCCATC T———ACCTGCGATTTCAGTC G
I (R [ I I I I 1T
211 GUTAAMGTAATTARAG-———— CTTTTAAAC TTARRCC T Gm———— ACTGETCAT
218 TGGAGGRAGCGGETCAGCZA-CG—————— CTELA-ACCCTGGTEECCGEGECTGTTTGACGECGAC
[ [0 T 1T [
K | ,

Obrazek 39: Zarovnani sekvenci prvniho genu Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

8081 a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1 mnou vytvoienym programem.

Na obrazcich 40 a 41 je uvedeno porovnani vysledkii zarovnani nastrojem ggsearch
programu FASTA a mnou vytvofenym programem (pro nazornost — vzhledem k velikosti
vystupniho souboru — je opét uvedeno srovnani sekvenci jednoho nalezeného homologniho

genu) pii zvolenych parametrech 1):
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=gl 386730718 ref| TP_0062036%4.1), 210 aa ws TMP g2 thrary

=»ref| TP 0075865642, 1] Eegolvase/integrase [Jtaphylococcus sureu (192 aa)
n—-w opt: 229 Z-score: 276.3 hits: 58.0 E(10000): 1.2e-109
global/global (N-W) score: 229; 34.4% identity (55.0% similar) in 218 aa owverlap (1-210:1-192)
Seguence Lookup Re-search datasbhase General re-search
0 100 150 200

50 100 150

[Dowains]

[aligrment]
10 20 30 40 50 &0 70 {=]n]

&0 70 a0 =1n] 100 110 1z0 130
180 170 150 150 200 zZ10
ref|¥ RGVYRGREPIIDPAVVYRLYTIEKMGA-—-TATARQLGIGRASVYRALE-—-NYEQP-L

140 150 160 1i7o 1s0 190

Obrazek 40: Nalezena shoda pii volbé parametrt 3) — zarovnani Acinetobacter baumannii
BJABO715 a Acinetobacter baumannii BJAB0868 pomoci nastroje ggsearch.

) aligned Sequences -0l x|

=1 &
Identities = 78/225 (35%), Positives = 121/225 (54%) |
001 HMGCFYPIPVLEFHHLELWNETWFTIMALYGYARVITIDODLTLOTOILRAAGCETITIRAEELSGEG

I I FEEEEEE sl I (L N N
ogJ7r M- FI-———-GYARVATGLONLILOEDOLNOYGCEKIFSDHIZ G-

065 RTGRSELQOLLLEFLEPGDTLMVTREVDRLARSIEDLOD IVY AL OOV TLREATEQPV--DTRI AL
I S N N AR I N
039 ESKERPGLDEATEFARAGD TIVWWRLDELGRNMEDL ITLVNELNIEGVSFHILEENITHDESSST

127 GEAFLDHLGVFAEFETHMLRREROMEGIAAAKARGVYRGREPSI-—-DPAVVYRLY—--T-IEEHN
R (B IR I N : (. [
103 GOLLFHLFAAFAEFERMLILERZSAGRIAARARGRYGGRPEELNEQDLELLETLYDNGTPIE-—

184 GATLIAROLGIGRASVYRAL-————— ENYEQPL
HN I I - A N [
165 —--TIALEQWEVSRETTIVREYLNRELNNQENEDE—- -

f | of

Obrazek 41: Nalezena shoda pfi volb€ parametri 3) — zarovnani Yersinia enterocolitica
subsp. enterocolitica 8081 a Yersinia pestis CO92 plasmid pCD1 mnou vytvofenym
programem.
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http://www.uniprot.org/taxonomy/1096997

Z obrazkl 40 a 41 je patrno, ze mnou vytvofenym program a komeré¢né dostupny
nastroj ggserach nalezly homologii na skute¢né¢ identickém misté, a to se skoro stejnou

piesnosti.

Celkové shrnuti: Na obrazcich 36 a 37 jsou patrny vyrazné vystupujici diagonaly,
z ¢ehoz lze vyvodit zavér, ze prave tyto diagonaly jsou homolognimi tseky sekvenci. Je nutno
dodat, ze tyto useky byly dobie patrny jiz na obrazcich 34 a 35, avSak v téchto bodovych
diagramech je zobrazeno jesté mnoho dalSich shod. Divodem je fakt, Ze vystup na obrazcich
34 a 35 je proveden srovnanim dvou nukleotidovych sekvenci, kdeZzto vystupy na obrazcich
36 a 37 vznikly srovnanim sekvenci aminokyselin, kde je shoda dvou pozic, vzhledem

k po¢tu moznych kombinaci prikaznéjsi, nez shoda v nukleotidové sekvenci.

6.2 Porovnani nalezenych homologii s databazi PSAT

V této casti byly porovndvany mnou nalezené homologie ve dvojicich sekvenci a
homologie nalezené¢ komeréné¢ dostupnym programe PSAT. Cilem porovndvani byl

predevsim pocet nalezenych homologii a poloha v sekvenci.

Ve dvou srovnavanych dvojicich je jedna ze sekvenci vyrazné vétsi neZz sekvence
druha. Duvod je takovy, Zze bylo potieba nalézt takové dvojice, které by byl schopen
V pfijatelném cCase srovnat mnou vytvoieny program a které také obsahuje databaze PSAT.
V PSAT je totiz jednou vlozZenou sekvenci sekvence referencni (jedna se obvykle o cely
genom bakterie) a druhou sekvenci je sekvence srovndvana/dotazovana (takovato sekvence
obsahuje uz i velice kratké tseky). Prvni (kapitola 6.2.1) a tieti (kapitola 6.2.3) testovana
dvojice tedy obsahuje jednu sekvenci, ktera predstavuje cely genom bakterie a druhou

sekvenci je kratky usek.

6.2.1 Brucella abortus bv. 1.9-941 vs. Legionella pneumophila sérotyp Paris

Sekvence Brucelly abortus bv. 1.9-941 nese informaci o kodovani 2029 genovych
usekl. Oproti tomu sekvence Legionella pneumophilla sérotyp Paris je sekvenci vyrazné
krat§i — kdduje 139 genovych usekd.

Zvolené parametry v mém programu byly nasledujici: pfi prvnim zarovnavani matice
PAM250 a pfi druhém zarovnavani matice BLOSUMG62, otviraci mezera -10, rozSifovaci
mezera -1. Zvolené parametry odpovidaji tém parametrum, které byly v kapitole 6.1
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vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi. Srovnavana je sekvence aminokyselin — opét dle vysledka
z kapitoly 6.1.

Z defaultniho nastaveni programu PSAT bohuzel neni zjistitelnd matice, penalizace
mezer, ani algoritmus, kterym je zarovnavano. Jediné volitelné hodnoty jsou E-value, bit
score (jiny nazev pro Z-score — viz kapitola 4.1.1) a % identity. Pti tomto srovnavani bylo
ponechano puvodni nastaveni, tj. E-value < 0,1; bit score > 200; % identity > 30. Dalsi
moznou volbou je nalezeni homologli v dotazované sekvenci pouze pro urcity gen nebo

vypsani homologt do tabulky atd.

Vysledky:

S thresholdem 30% (stejny jako u PSAT) a s vySe zminénymi vstupnimi parametry
mnou vytvofeny program nalezl S pouZzitim matice PAM 250 6 homologii a s pouZitim matice
BLOSUMG62 10 homologii. Pfi pouziti matice BLOSUMG62 byla homologie s nejvys$sim
procentem identity (35%) na pozici 433 v sekvenci A a na pozici 5 v sekvenci B. Tato shoda
je zobrazena na obrazku 42.

Program PSAT nalezl celkem 29 homolognich sekvenci. Mezi témito nalezenymi
homologiemi byla i homologie na pozici 433A a 5B. Mira identity byla ur¢ena jako 39,69%.
Tato homologie je zndzornéna na obrazku 43 (obrazek je uveden pouze pro nadzornost, jelikoz
vysledky, které poskytuje program PSAT jsou pfili§ velké a Vv textovém editoru obtizné

reprodukovatelné).
Sequence Matches — - £ =

ALFIU). Y0084 TR TF _Z21214.1]

B:

A{431) "gl62289422refTYP_221215.1]"
B

A(432): "gil62289423refYP_221216.1] "
B:

A(433); "gil62289424|ref[YP_221217 1] "
B
"gi|54295848]refYP_122160.1" (index: 5, score:0.35)

A(434); "gil62289425)ref[YP_221218.1]"
B

A(435): "gil62289426refTYP_221219.1] "
B

A(438); "gil52280427|ref[YP_2212201] "
E

-

Obrazek 42: Shoda s nejvyssim procentem identity pfi srovnani Brucella abortus bv. 1.9-941
a Legionella pneumophila sérotyp Paris.
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BLAST HITS (displaying first 25 hits - ordered by homolog clustering score) [ Edit Settings] G HOMOLOG

Total number of hits: 1 BLAST HIT SCORES CLUSTERING
Number of genomes with hits: 1 Click on & score heading to sort results SCORE
Meeting following criteria: e-value < 0.1; bit score  200; % identity > 30 Showing scores>=2
E e Genomic Gene Start End Strand Protein  Gene Locus ta Product Y% Align Al Bit T

Element # length  Name 9 identity | length score
|L~i|” Brucella_abortus bv_ 1 9 941 chromosome 396 423688 424773 + 361 - BruAb2 0423 ABC transporter, ATP-binding protein

7| Legionella_pneumophila_Paris  chromosome 1115 1268818 1269812 - 364 poth | Ippl143 putrescine/spermidine ABC 39.68 325 fe-64 237 3
transporter ATPase protein

Obrazek 43: Programem PSAT nalezena homologie mezi stejnymi useky Brucella
abortus bv. 1.9-941 a Legionella pneumophila sérotyp Paris jako na obrazku 42.

6.2.2 Coxiella burnetii RSA 331 vs. Beijerinckia indica ATCC 9039

Dalsi srovnavanou dvojici je Coxiella burnetii RSA 331 a Beijerinckia indica ATCC
9039. Sekvence Coxiella burnetii RSA 331 koéduje 45 tusekd, sekvence Beijerinckia indica
ATCC 9039 39 useka.

Zvolené parametry v mém programu byly nasledujici: pfi prvnim zarovnavani matice
PAM250 a pti druhém zarovnavani matice BLOSUMG62, otviraci mezera -10, rozsifovaci
mezera -1. Srovnavana je sekvence aminokyselin.

Nastaveni v programu PSAT bylo stejné jako v kapitole 6.2.1.

Vysledky:

V mém programu s thresholdem 30% a matici PAM250 nebyla nalezena zadna shoda.
Prvni shoda byla zaznamenana az se snizenim thresholdu na pouhych 22%, coz uz v Zddném
piipadé nelze povazovat za homologii. Pii zmén¢ pouzité matice na BLOSUMSG62 stale nebyla
pti thresholdu 30% zaznamendna 74dnd shoda, prvni shoda byla nalezena aZ se zvySenim
thresholdu na 28%.

Programem PSAT bylo nalezeno 12 homologii.

6.2.3 Francisella tularensis FSC198 vs. Clostridium botulinum B1 Okra

Posledni srovnavanou dvojici Francisella tularensis FSC198, jejiz sekvence koduje
1605 genovych tseku a Clostridium botulinum B1 Okra, jejiz sekvence koduje 194 tsekal.

Zvolené parametry v mém programu byly nasledujici: pfi prvnim zarovnavani matice
PAM250 a pfi druhém zarovnavani matice BLOSUMG62, otviraci mezera -10, rozSifovaci

mezera -1. Srovnavana je sekvence aminokyselin.
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Nastaveni v programu PSAT bylo stejné jako v kapitole 6.2.1.

Vysledky:
Mnou vytvofeny program pii pouziti matice PAM250 nalezl 5 homologii s thresholdem
30% a pti pouziti matice BLOSUMS62 11 homologii (pti tomtéz thresholdu).

Programem PSAT bylo nalezeno celkem 55 homolognich sekvenci.

Celkové shrnuti: Pfi srovndni mnou vytvofené¢ho programu a programu PSAT bylo
zjiSténo, Ze citlivost a pfesnost nachdzeni homologii mym programem je mensi, neZ programu
PSAT. Celkovy pocet homologii byl vzdy men$i neZ u homologii nalezenych PSAT.
Nalezené homologie mym programem a programem PSAT pozicn€ odpovidaly, avSak
procento nalezené identity se mirné liSilo (mira identity mnou vytvofenym programem byla
pfiblizné o 10% niz8§i nez programem PSAT). Ve srovnani matic, pouZitych pro srovnani,
lepsi vysledky vykazovala matice BLOSUMG62, nez matice PAM250.

Diivodem vys$i ,,uspéSnosti* nachazeni homologii programem PSAT je nejspiSe zcela
jiny algoritmus (PSAT nejspiSe pracuje na principu lokalni zarovnani), a proto nelze
povaZovat nizky po€et homologii nalezenych mym programem za netspéch, jelikoZ srovnani

neni zcela relevantni.
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Zaveér

Cilem této diplomové prace bylo pojednat o problematice homologii a algoritmech
slouzicich k jejich vyhleddvani. Praktickym vystupem prace je program zaloZzeny na
globalnim zarovnavani, tedy na algoritmu Needleman — Wunsch. K programu je také
vytvorené uzivatelské rozhrani. Algoritmus byl realizovan v programovém prostiedi Matlab.

Vytvofeny program je schopen srovnavat sekvence jak nukleotidové, tak sekvence
aminokyselin. Je mozno v ném ménit vstupni podminky zarovndni — substitu¢ni matici a
hodnotu penalizace mezer. Také je moZné navrhnout matici svoji vlastni. Dale umoziuje
srovnat mezi sebou celé genomy €1 pouze urCité sekvencni tseky. Limitaci programu je vSak
délka srovnavanych sekvenci, jelikoZ program je aktudln€ vytvofen tak, Ze pii vypoctu je
zapojeno pouze jedno jadro procesoru pocitace. Tato limitace tedy otvira cestu pro vylepSeni
vzniklého programu — implementaci programu za pouziti Parallel Computing Toolboxu.

Spravnost prace programu byla ovéfena srovnanim s komeréné dostupnymi programy
pro globalni zarovnavani nukleotidi — EMBOSS Needle a pro globalni zarovnavani proteina
— nastroj ggsearch programu FASTA Sequence Comparison. Vysledky ziskané témito
komer¢nimi programy se od mnou vytvofeného programu liSily pouze v fadu desetin, z ¢ehoz
lze vyvozovat zavér, ze program pracuje spravné — parametrem tedy byla pouze spravnost
prace programu a provedeni spravného programu. Srovnavani napt. Casové ¢i vypocetni
naroc¢nosti vzhledem k robustnosti kodu a pokrocilosti kodu, v némz jsou komercni programy
vytvofené, postradalo vyznam.

Jako testovaci sekvence byly pouzity volné dostupné sekvence z databaze NCBI.
Program je optimalizovan pouze pro srovnavani prokaryontnich sekvenci, a to z divodu
nepfitomnosti intrond v sekvenci DNA — v piipadé eukaryotnich organismi by bylo nezbytné
oSetfit vystiihavani prave téchto nekddujicich intront.

Pti samotném testovani nastaveni vstupnich parametrii bylo prokazano, ze skute¢né
nejvhodnéj$i matici pro srovnavani nukleotidovych sekvenci je matice nuc44, naopak
nevhodnou se ukéazala byt matice identity a matice tranzitn¢ transverzni.

Testovani vlivu hodnot penalizaci za vneseni pfineslo nasledujici vysledky: nejlepsi
zarovnani poskytuje matice nuc44 s penalizaci -10 pro otviraci mezeru a -0,5 pro rozsifovaci
mezeru. Pfi zvoleni jinych hodnot penalizace mezer jiz program nenachazel optimalni
zarovnani (konfrontovano s komerénimi programy), ale vysledky byly zkreslené — bud’to jsou
nékteré mezery preskakovany zcela a pak jsou nalezeny shody v mistech, kde se realné
nenachazi nebo jsou naopak mezery vkladany nadbytecné, ¢imz ve vysledku dochézi
k nenalezeni nékterych shodnych sekvenci.

V piipadé srovnavani sekvenci aminokyselin se ukdzala byt nejvhodnéj$i matice
BLOSUMSG62, opét s penalizaci mezer -10 pro otviraci mezeru a -0,5 pro rozSifovaci mezeru.

Pti testovani programu bylo také potvrzeno, Ze je skute¢né lepsi vyhledavat homologie

Vv sekvencich aminokyselin neZz Vv sekvencich nukleotidi. Vysledky nalezenych shod mezi
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sekvencemi nukleotidii mohou byt zkreslené vzhledem k nizkému poctu moznych kombinaci
bazi — nalezena shoda tedy mtze byt dilem ndhody s mnohem vétsi pravdépodobnosti, nez
shoda nalezena v sekvenci aminokyselin.

Pii konfrontaci mnou vytvofeného programu s programem PSAT vyhledavajicim
homologie bylo prokézano, ze muj program nachdzi vyrazn¢ mensi pocet homologii nez
program PSAT. Toto srovnani vSak bohuzel neni zcela validni, jelikoz PSAT pracuje na zcela
jiném algoritmu nezZ mnou vytvotreny program, a tedy jsou jiné i vysledky, které poskytuje.

Srovnavani dvou sekvenci, jak nukleotidd, tak aminokyselin, je v mnoha ptipadech
pouhou ,,vstupni branou“ pro dal$i praci mnoha nejen biologli a informatikii. V soucasné
dob¢é, kdy do bioinformatickych databazi pribyva neustdle vétsi mnozstvi nové
osekvenovanych genomt a informaci o nich, se da tedy ocekavat, Ze se i oblast zabyvajici se

prave srovnavanim biologickych sekvenci bude dale rozvijet a nabyvat na vyznamu.
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Universal Protein Resource Knowleadgebase — Celosvétovy zdroj proteint
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