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Abstrakt

V préci se sezndmime se vystavbou a funkci zalkdadroblogickych jednotek DNA, RNA a

proteini. Data, ktera poskytuji, se uchovavaji v biologidkylatabazich, které jsou celéwoxe
propojeny pro lepSi komunikaci a dostupnost vedkemformaci pi védeckém badéani. Tajemstvi
Zivota je skryto v genech. Geny jsou kddovany sekeei nukleotid a davaji vznik proteiim,

které jsou tvéeny sekvencemi aminokyselin. Nejrde$tjSimi technikami pro porovnavani sekvenci
jsou algoritmy FASTA a BLAST. V préci je popsan gram PSProt, ktery je zaloZen na bazi
zmirgnych algoritnii. SlouZi k porovnavani sekvenci proteiRorovnavany protein se ale négye
pomyslrgé syntetizuje ze zadaného oligonukleotidu DNA, ktedfuje potencialni protein.
Nejpodobrjsi proteiny jsou pak vyhledany heuristikou hithalpoté algoritmem semiglobalniho

zarovnani upraveno jejich vysledné skére rozhodpjic vyhledavani.
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Abstract

This work presents the building up of basic biotadjunits DNA, RNA and proteins as well as their
function. Provided data are kept in biological tatses which are connected worldwide to supply
preferable communication along with all kinds o&#able information to be used in the scientific
research. The secret of alive is hidden in gendsdin sequences of nucleotides. Genes enable the
creation of proteins which are made of sequencemnaifio-acids. The wide-spread methods of
comparing these sequences are FASTA and BLASTitlgws. Their base is used for the PSProt
program which is described in this work. PSProgpam is the tool for comparing the sequences of
proteins. First it is necessary to synthesise theem from the DNA oligonucleotide because it code
the surveyed protein. The most similar proteinssaggched out by heuristic of hitpoints, then their

final score that is essential for aligning is matifby semiglobal alignment algorithm.
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1 Uvod

Biologické sekvenceiili sekvence aminokyselitti nukleotidi, DNA, RNA, 3D struktura proteina
dalsi informace o naSich genetické informace. To vSe se skryva pod pajnibdoinformatika.
Relativre mladou ¥deckou oblast zajimajiipdevSim souvislosti mezi genetickymi kddy, viastnas
zavislosti chovani Zivych organisimSnaha organizovat experimentadin vypocéty ziskana data vedla
ke vzniku prvnich databazi zaranych na biologickd data. Népn¢jSi biologické informace
(sekvence nukleotidv DNA ¢i v RNA, sekvence aminokyselin kdédovanych bazovymkleotidy
adeninem, guaninem, cytosinem a uracilem, ...) jsmechovavany a efekti¢n organizovany
v databazich biologickych dat, které jsou dakdemy podle specifikace na databaze sekvenci
nukleotidi (nag. EMBL-Bank, DDBJ), databaze sekvenci proteimag. Swiss-Prot, TTEMBL),
databaze struktur protéin(nag. PDB, MSD), genomové databaze (hafnsembl), databaze
obsahuijici informace o expresi dgefmag. ArrayExpress), atd.

Data jsou vdchto ,databankach® uloZenarghledr tak, jak vyZaduje jejich specifikace,
pripravena ke snadnému pouZiti pro biologické Wpoa prace. Databaze jsoét$inou véejrne
pristupnd, ,nesSkodna data“, jejichz dalSi postigtitn osobam nete jakymkoli zgisobem ohrozit
nag. probihajici vyzkum.

Biologickymi sekvencemi jsou napi sekvence aminokyselin tkici proteiny. Proteiny
se vyznami podileji nacinnosti a funkci kazdého Zivého organismu, od miejusSich bakterii
az po organismy nejslogj§i, naf. ¢loveéka. A’ uz jeie¢ o podpde pohybovych funkci, posilovani
pojivové tkamr, katalyze chemickych reakci &é organismi, kontrole traveni, metabolismu,
reprodukcefizeni imunitniho systému, ... Proteifigi ténei v3e, proto je zajimavé se zabyvat jejich
strukturou, sloZenim, trojrozZimym tvarem, do kterého se protein sbali, aby nwykbnavat pray
onu biologickou funkci, atd. Proteiny jsou vykeay slozZitou cestou z DNA,fgs RNA, procesy
zvanymi translace a transkripce.

Cilem této diplomové prace bylo seznamit se s ti&ahm pro porovnavani biologickych
sekvenci a na zakladziskanych vlastnosti navrhnout vlastni metodu gwoovnavani sekvenci. V
ramci diplomové préace byl navrZzen a implementovdogam PSProt, ktery slouzi k nalezeni
nejpodobijSich proteiti ke vSem proteiim, které se mohou syntetizovat ze vstupniho selevenc
nukleotidi DNA.

Prvni kapitola prace, nepigdme-li ivod, je ¥novana seznamenim se se ,stavebnimi prvky*
sekvenci. Emito stavebnimi prvky jsou nukleotidy v DNA, redpINA a aminokyseliny v proteinech.
Nastinime si jak vypada a co znamend strukturaeotiki v DNA, vznik RNA, jakoZto katalyzatoru
pro prevod DNA na protein,ideZitouc¢ast kazdého organismu.

V kapitole ,Databéaze biologickych sekvenci* jsouughé popsany nejzna#si swtové

databéze biologickych dat, jejich spoluprace a poap



Nasledujici kapitola jednovano tomu, co je informatice nejblizSi, a siceopoani sekvenci.
Sekvence aminokyseliti nukleotidi koduje genetickou informaci, ¥dhto sekvencich jsou skryty
geny a ty wuji mnoho parameir Zivého organismu. Sledovanim podobnosti a panajebje
sekvenci jsou&dci fascinovani od samotného objevuien

NejznangjSimi technikami pro porovnani biologickych sekvernsou nastroje BLAST
a FASTA. Sé&mito technikami se blize seznamime a jedntckto metod blize rozebereme v dalSi
fazi diplomové prace, naimplementujeme ji a pokasé®m dojit k novym poznatkn v oblasti hledani
algoritmi pro porovnani biologickych sekvenci.

V paté kapitole se sezndmime s programem PSPraghutym pro nalezeni proteinu
z oligonukleotidu DNA (kratSi sekvence nukledtidzpravidla 10-1000 bazi) a jeho porovnanim
s proteinovou databazi. Vysledkem je seznam nejpwgiich proteii s parametry podobnosti
s kazdym potencidlnim proteinem nalezenym ve vstgehvenci DNA. Program vyuZiva novy
zpasob kombinovaného porovnavani, a sice heuristikoodi a modifikace algoritmu Needleman-
Wunsch, semiglobalniho zarovnani, pro nalezeni augjpréjSiho proteinu. Implementace tohoto
programu je popsana v kapitole 6.

Testy a experimenty éiujici funk¢nost programu jsourpdn®t predposlednich dvou kapitol.

V zawru této prace shrneme vSechny prerekvizityrgimié Kk vyvinu programu, vzeslé

vysledky a nova zjigni.



2 Bioinformatika a molekularni biologie

Bioinformatika je v uz3im slova smyslu chipana jako soubor mésmmarpro kédovani a sdileni
informace v Zivych systémech, organismech. V SirSiova smyslu je to pak veSkerd matematicka
prace sdmito daty, & uZ biomatematicka analyza chovani Zivych orgafjsstudie procesuvnit
systémugi jiné operace.

Kazdy Zivy tvor je seskupeni nezivych stavebnadnptek, molekul. Aby cely tento systém
vytvéirel Zivy organismus, musi mit nastavergaka pravidla, podle kterych se bude chovat. Soubor
téchto pravidel (informaci) pro regulaci vfritho sloZeni, tstu, reprodukci, udrZzovani chodu
organismu, které si liky mezi sebou i@davaji, se nazyvgenom (souboru gein nachazejicich se
v DNA). Pro zajimavost lidsky genom obsahuféli¥neé 30 000 getr a tvai jej asi 3 000 000 000
bazi [1].

Informace (data) jsou uloZzeny na molekularni Urowigou reprezentovdna sekvencemi
nukleotidi v DNA ¢i RNA, sekvencemi aminokyselin tkioi proteiny. Druh a padi navaznosti
jednotlivych aminokyselin jsou kddovany v molekuteRNA, kterd po vycestovani z jadra slouzi
jako vzor ktvorks velkého mnoZstvi protein tj. bilkovin, které organismus v dany okamZzik
potiebuje. Proces rozteni dvouSroubovice DNA,ipneEny jeji ¢asti na RNA (proces transkripce),
ptipadny pgenos vzniklé molekuly RNA mimo jadro a naslednatéya proteinu z templatového
rettzce RNA (proces translace) je stejny pro vdechw§ arganismy na Zemi a je nazyvdstirednim
dogmatem molekularni biologie

Predpokladem prace s bioinformatikou je znalost makaki biologie, hlavé pak jejich

zakladnich pojra jako jsouDNA, RNA, protein.



2.1 DNA

Kazdy Zivy organismus na plageZemi je uten afizen informacemi,
které se nachazeji vjednom z nejpozorul@dm objektu, a sice
ve dvousroubovici DNA (deoxyribonukleova kyselinaDNA byla
izolovana jiz vroce 1869. Do sebe Sroubdvitapletenéietzce
nukleotichi se vyskytuji vjate burgk vSech organisin (s vyjimkou
prokaryot). DNA je tvéena ¢astmi, kteréridi tvorbu proteig (geny)
a jinymi nekddujicimi sekvencemi nukleatidTo, Ze geny jsou séasti
¢i jakymsi produktem DNA, &dci piiznali v roce 1952.

DNA je primarnim nositelem informace. Dvouvlaknoy
pravot@iva Sroubovice drzici pohromaddiky vodikovym vazbam.
Kazdé viakno je tvieno sekvenci nukleotid které se nepravidein
opakuji a svym p@dim tak ukuji jeding&nou primarni strukturu a tudi:
genetickou informaci, ktera je pakemaSena. V celé DNA se vyskytu

\

celkem pouzel rizné nukleotidy— adenin (A), thymin (T), cytosin (C
a guanin (G). Kazdy nukleotid se sklada z fosfatekéipiny, cukru
a dusikaté baze. Rozdil je ptavdusikatych bazich.

Oke vldkna DNA drzi pohromaddiky vazbam nepravidein
posklddanych nukleotid Tyto vazby jsou schopny vytiib pouze dva
a dva nukleotidy spolu a udrZet tak vlakna u seb@o se nazyva
principem komplementarity. Adenin se vaZe jen azpos thyminem,
protoZze oba maji dva volné vodiky, které spolu gkitvodikovou vazbu,
cytosin a guanin se vazodemi vodikovymi vazbami. Vedle ptu

vodikovych vazeb je dalSiadodem vykru dvojic prostorova skladnos

molekuly. JelikozZ je piadi nukleotid na jednom vlak#é Sroubovice

Obrazek 1 — DNA [13]

odvoditelné z protilehlého (vlakna jsou antipanalgl mizeme
hovait o redundantni informaci, kterou Sroubovice DNésa. Polynukleotidovietézec je ohrardien
konci, které jsou ozrigny jako 5°konec a 3 koneciigemz ¥tSina operaci jako napiteni retézce
pro tvorbu RNA probiha ve sfru od 5 konce. [3]

Replikace DNA probih& jednoduSe uvihiim vodikovych vazeb na jednom ngistoubovice
a navazanim komplementarnich nuklebtia tim se z jedné DNA vytvb dvé dcdiné molekuly
DNA.

Jestlize si biiky Z&daji gjaky protein, pisluSny gen (tj. sekvenceckolika prislusnych
nukleotidi) se nejprve zkopiruje fattzec RNA, ktery pak slouZi jako templat pro tvorlamstného

proteinu, neboli sekvenci aminokyselin.



2.2 RNA

Cesta informace od DNA az do vyslednéhor@mbiého proteinu vede ,trnitou cestouep RNA.
Jak jiz byloteceno vySe, jedna se o centralni dogma celé molekiuliologie, proto se na RNA
podivame blize. Molekula RNA nenese de facto geketi informaci, pouze jiienasi p tvorbe
protein a pak sama zanika.

Prvnim krokem celé syntézy proteinu jéepis genu do molekuly RNA v jé&l neboli
transkripce Podobi jako DNA je i polynukleotidovyiettzec RNA spojen fosfodiesterovymi
vazbami, av3ak jiz se zde nevyskytuje thymin, alenghrazen uracilem (U). Uracil ma podobné
vazebné schopnosti jako thymintedevsim stejny pet vodikovych nistki, proto se také paruje
s adeninem. DalSim, pro nas jiz mévyznamnym rozdilem, je jind cukerna sloZka nulitEot
Zatimco v DNA to byla deoxyribosa, v RNA je to rd@ Zasadnim rozdilem je ale to, Ze RNA se jiZ
nevyskytuje v antiparalelni dvousroubovici, alerfvinearnitrettzec, ktery se ale sbali diaznych
tvart. 3D strukturaettzci RNA je rovreZz rozhodujici pro jeji funkci.

Prepis z&ina rozvolgnim dvouSroubovice DNA, podobiiako tomu je fi jeji replikaci, avsak
tentokrate je ihned po navazani ribonukleotidu (@etidu v RNA) znkena vodikova vazba név
vznikajiciho RNAfetzce s templatovym vlaknem DNA a naopak je obnovyahadni vodikova
vazba s druhym vliaknem DNA. Timto tgobem se vldkno RNA ihned vghuje. V porovnani
s celkovou délkou DNA je délka RNA zanedbatelnapiiddad délka lidského DNA je ifblizn¢
250 milion parta bazi, délka RNA je maximatimekolik tisic ribonukleotid.

Enzymy, které se pohybuji po DNA a rozigji ji pro syntézu RNA, se nazyvaRNA-
polymerazy a dvousSroubovici rozviji ve smu od 5konce ke 3"konci. JelikoZ k uvéim vldkna
RNA dochazi térk okamZzit, je mozno nasyntetizovatéliiem jedné transkripceétdi mnozstvi
molekul RNA, a tim tak tést geometricky zvySit produkci vyslednych protieirRNA-polymeraza
katalyzujici transkripci je méndokonala nez DNA-polymerdza, rozviji dvouSroubbviiNA
pro replikaci, a to minimakhv absenci korektorské schopnosti. DNA-polymer&i po sob jesg
vysledné spojeni nukleofidzkontroluje, avdak RNA-polymeraza tuto schopnasha. Transkripce
proto nemusi byt dokonald, na rozdil od replikade¢ADtotiz vznikla RNA neslouzi pro trvalé
uchovani genetické informace, pepisu na protein je z¥¢na. Chybovost syntézy RNA je 1 #10

Zacatek genu (G0seku DNA) rozpoznava RNA-polymerazadstjia u jednodudSich
organisnii, tedy bakterii. U eukaryotnich btknje to sloZi¢jsi. Jakmile se rozezna na DNvhomotor
(presré dana sekvence nukleotidkterd znamena gatek genu), zme syntéza RNA. Konec genu
ukazuje sekvence nukleotidozna&ena jako terminator. U bakterialnich butk pak dale
proteosyntézgsyntéza proteinu z DNA) probiha jeégited dokokeni syntézy samotné RNAimo
v cytoplazng, protoZe tam se také nachéazi jak bakterialni DK, ribosomy, které proteosyntézu

katalyzuji.



U eukaryotickych bu¥k, tedy i lidskych, se ihned syntéza proteinu §adtkona. Tolik
potiebné ribosomy se totiz nachazeji v cytoplézonimarni transkript (tj. holy feézec RNA vznikly
transkripci) je uzaen v jade. Red transportem z jadra do cytoplazmy jsou na prnimdtranskriptu
provedeny posttranskipi Gpravy (oba konce primarniho transkriptu jsowdifikovany- gidani
cepiky na 5”-konec a 3"-konec je polyadenylovan), kteoéekulu stabilizuji.

Posledni upravou jaderné RNAeg jejim vycestovanim do cytoplazmy je wi&ni introni.
Pro wdce v ptibéhu 80.let 20.stoleti bylo otazkou, prge RNA v cytoplazmy o tolik kratsi,
nez jaderna RNA? Zjistilo se, Zze geny jsou v DNAonawidelr# rozcleny na kddujici sekvence
nukleotidi (exony) a nekodujici (introny). A tudiz i trandkoivand RNA. Bylo zji&no, Ze introny
jsou jes¢ pred transportem do cytoplazmy zjiZz upravené priftérntranskriptu vystzeny.
Vysledkem je seih RNA, tedy funkéni mRNA, ktera je transportovana z jadra do cytoplazmy.

Sestihem RNA se zde nebudeme dopodrobna zaobirat.[4]

2.2.1 mRNA, tRNA a rRNA

Zname celkemit typy RNA.

Informatni neboli mediatorovd RNANMRNA, messenger RNA) je syntetizovana jako
samotny templat (vzor) pro translaci (syntézu pnofe Ma funkci kdédovani. Neinforndai RNA
molekuly maji funkci - hraji @lezitou roli @i prekladu mRNA na protein.

rRNA (ribosomélni RNA) tvéi jadro ribosomi v cytoplaznd, na kterych probiha
proteosyntéza.

tRNA (transferova RNA) je adaptorem, ktel§f proteosyntéze vybira spravné aminokyseliny
pohybujici se v cytoplazén Obsahuji fiblizné kolem 80 nukleotitl. Kazda tRNA slouZi kignosu
pouze jedné konkrétni aminokyseliny. JelikoZ séirope vyskytuje pouze 2Itienych aminokyselin,

v kazdé biice musi byt 21 dznych tRNA. Vytvdenim pah bazi mezi #znymi oblastmi téze
molekuly se tRNA umi sbalit do tvardipominajicictyilistek (celkem 4 oblasti se ha sebe navazi).
tRNA obsahuji¢ast nukleotid zvanou antikodon, kterym rozpoznaji kodon na m M4, volny
3’-konec se navaze aminokyselinislusna pro kazdou tRNA. JelikoZ se prvni dva notidsy
kodonu gesre paruji s prvnimi déma nukleotidy antikodonu, jen vazliati dvojice neni tak pevna,
dochazi k tzvkolisavému pérovani bazicoz je jev, kdy vice koddn liSicich se pouze veetim
nukleotidu, nize znamenat stejnou aminokyselinu. Ve skusti existuje pro mnoho aminokyselin
vice tRNA s fiznymi kodony, a naopak i¢které antikodony tRNA se mohou péarovat s vice

nez jednim kodonem v mRNA. [4]



2.3 Vznik proteinu, proteosyntéza

Informace obsazenad v mRNA, kterdiSta do cytoplazmy, budeig@oZena translaci deetzce
aminokyselin, tedy do proteiniiranslace neboli geklad, je 0 mnoho sloZi nez je pepis Useku
DNA do RNA. Jestlize transkripci je mozno sefstavit jako prosté opsétyt pismen A, C, G, T
na komplementarni (a vygnu U za T), pak v translaci je mechanismus synfé®y srovnatelny

s prekladem slov do jinych jazyk Z jazyka nukleotid do jazyka aminokyselin.

Jarvelein

Obrazek 2 — Tvorba proteinu

Vysledny protein je sekvenci 2@znych aminokyselin. Kazda aminokyselina je kodovana
trojici nukleotidi po sol jdoucich v mRNA. Pravidla pro kédovani jsou obeanama jako
geneticky kéd Sestaveni tohoto ,slovniku” se paitia svétovym wdcim v roce 1966. Kazda trojice
nukleotidi by tedy ngla kodovat jednu aminokyselinu. Tak by alélonvzniknout celkem % tedy
64 aminokyselin. V firod® se vyskytuje aminiokyselin pouze 21, tudiZkteré fzné trojice
nukleotidi (kodony) mohou kédovat stejnou aminokyselinu.

Antikodon tRNArozpozna kodon mRNA na zakkagz znamé komplementarity C-G, A-U.
Pro gesnou a rychlou translaci je ale zapbiribosomu Tento komplex se pohybuje podél mRNA,
zachytavd molekuly tRNA a spojuje aminokyselinyjejich 3"-konci ve vysledny aminokyselinovy
fetzec. Sklada se z mnoha protemrekolika druhi rRNA.

Ribosom m& velkou a malou podjednotku. Mala podpdn vytvdend pedevsim
prostednictvim rRNA, zodpovida za spravné sparovani kadmRNA a antikodonu tRNA, velka
9



podjednotka, kterou twd predevSim proteiny, zodpovida na navazani aminokysalitvorbu
samotného nového proteinu. Ribosom se pohybuje | pod@NA (opst smErem od 5°-konce),
preklada trojice nukleotitl pres tRNA na aminokyseliny a spojuje je v protein.(B@sSné syntéze

proteinu se ribosom rozpadne na podjednotky.
RIBOSOM velkd podjednotka

aminakyseliny

Misto, ve kterém zme proteosyntéza, je

kritickym mistem celé syntézy proteint "

Rozhoduje oc¢tecim ramci trojice nukleotid
Zménou by se mohla znehodnotit cel tRMNA
proteosyntéza a vnikl by tak agljiny protein,

tvoieny 0pl jinou sekvenci aminokyselin RMA
které byly pospojovany na zakkdpravnych
nalezeni kodain antikodony tRNA, ovSem
se Spatnym z@tkem celého fe®zce. Toto

oSetuje tzv. inicializa¢éni tRNA, cozZ je jedna

triala podjednotks

zmnoha tRNA v cytoplazén buiky. Inicializa&ni  oprazek 3 — Ribosom [14fgwzato s Gpravami]
tRNA ma na 3’-konci methionin (u baktern

formylmethionin), ktery je pozgi z proteinu odstratn. Methionin se pak vaze jéSha rekolik
tRNA, ale inicializ&ni je jen jedna.

Vlastni proteosyntéza &ma tak, Ze se inicializai tRNA navaZze na malou podjednotku,
za asistence&hkolika inicalizatnich faktofi. Po navazani mald podjednotka ,nasedne” na 5 ekone
MRNA (s ¢epickou) a pohybuje se po mRNA srem ke 3"-konci az do chvile, kdy inicializd
tRNA nachézstartovaci kodorAUG. Pak se inicializeni faktory uvolni a dovoli takijpojeni velké
podjednotce. Z&né elogance (prodluZzovani), coz znamenda, Zze se vazou dalSekuly tRNA,
rozpoznavajici kodony za kodonem AUG, rozpoznanymgidlizatni tRNA, a vznika protein.
AZ do nalezeni termigaiho kodonu gtop-kodony. Tim je jeden z kodanUAA, UAG nebo UGA.
Tyto kodony se vazou na tRNA, které nemaji naésaolavazanou Zzadnou aminokyselinu,
proto proteosynéza skéin (pozn.: kodon UGA slouzi protipojeni aminokyseliny selenocysteinu,
ale pouze kdyZz se kodon UGA vyskytuje v sousedsititych nukleotidi). Sekvence mezi start-
kodonem a stop-kodonem se naz@PRF (Open Reading Frame)4]

Konec proteosyntézy pak doprovazeji termiimidaktory, ges chemickou vazbu vody se pak
cely fettzec aminokyselin uvolni do cytoplazmy, ribosom sepadne na ap na velkou a malou
podjednotku a ab tyto ¢asti jsou pak fipraveny se navazat na inicialkra faktor pro dalSi

proteosyntézu.
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2.4 Proteiny

Obrazek 4 — Protein, ilustrace [13]

Proteiny zastdvaji v organismu obrovsktadu funkci. Vznikaji §i proteosyntéze iepisem
z mRNA. Skladaji z jednohai vice polypeptidickychietzci, coZz jsou linearni polymery
aminokyselinovych zbytk Nekteré aminokyseliny sélo neumi vyrobit, musi sefifimat potravou.

Z obrovského mnozstvi mnohdy zasadnich funkci prajieiny nap. stavebni funkce, podili
se na tvorb extracelularniho matrixu, tedy hmoty, v niZ jsauisgény buiky. Témito proteiny jsou
napiklad kolagerti elastin. Na tvorb organismu se row podili nap tubulin¢i aktin.

a rozpad kovalentnich vazeb molekul (znam jei.npppsin, ktery odbouravé v Zaludku proteiny
z potravy). Takovym proteim sefikd enzymy.

Transportni funkce zastava titgad protein zndmy jako hemoglobin, kteryrepasi
po buikach kyslik). DalSimi funkcemi protdirjsou napiklad pohybové funkce (myosin v kosternich
svalech umaiuje pohyb, ve svalech), zasobni funkce (Zelezold&da v jatrech tak, Ze se vaze
na protein feritin), signalni funkce igmasi informéni signaly z biikky do buiky- nag. insulin).
Proteiny funguiji i jako receptory ¥$ich vlivi, detekuji v biikach fyzikalni a chemické signaly
a predavaji je ke zpracovani e (nap. rhodopsin v 8ni sitnici zachycuje s¥0).

Proteiny roviZ reguluji samotnou genovou expresi.
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2.4.1 Struktury proteinu

Proteinové vlakno se po vytkeni sbali do 3D tvaru, ktery je vedleipdi aminokyselin a délky
celéhoretézce rozhodujici pro deni funkce proteinu v organismu.

Kazda aminokyselina se sklada z alfa uhliku, aminoskupir
(skupina obsahujici dusik), karboxylové skupinydngho vodiku
a postrannihotrettzce R, kterym se jednotlivé aminokyseliny i€
Postrannifetézec zdsadn ovliviiuje chovani a funkci celého proteint
RozliSsujeme aminokyseliny hydrofobni, polarni adabojem. To ufuje
postranniettzec chemickymi vlastnostmi atérrkteré ho tvé.

Nepolarni, hydrofobni aminokyseliny obsahuji v pashim
fetzci jen uhlik a vodik. Tyto dva prvky mezi sebouwdyi kovalentni
vazby, které nejsou elektricky nabité, coZz znameri& tyto
aminokyseliny jsou nepolarni, bez moznosti vyitvowodikové vazby,
pokud jsou ve vodném préstdi. Jsou tedy ztohoto hledisk
pro aminokyselinu, potazmo cely protein nepodstatnéeuziténé,
Cili cela proteinova struktura se pokouSiii pnaze maximalizovat
moznost vazby sokolnim vodnym pri@stim @ sbaleni
do 3D struktury, schovat tyto hydrofobni aminokysel dovnit
struktury.

Polarni aminokyseliny obsahuji v postranriatzci kyslik nebo
dusik. Tyto prvky jsou elektricky nabité, schopnytwéret vodikové
vazby s molekulou vody. Struktura se tedy snazZilgstat na povrch.

Aminokyseliny s nabojem maji jeéSwétSi moZznost interakce s vodot

nalézame je tudiz roe# na povrchu 3D struktury.[13]

Obrazek & strukturaa-helix [13]
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3 Databaze biologickych dat

V poslednich letech dochazi k velkému rozmachu sbbledy zvané molekularni biologie, je
ziskavano obrovské mnozZstvi dat, a ta se mgskym zmsobem delré a gehled uschovavat
pro pozd&jsSi pouziti a sekundarni vypty. Proto vznikla v roce 1980 v Heidelbergu &mecku
EMBL Nucleotide Sequence Data Library (nyni znara&oj EMBL-Bank) jako prvni sitova
databanka sekvenci nukleatidPavodni zamdr byl vystawt celos¥tovou p@itatovou databdzi.
Vroce 1992 byla vytvena oficialni instituceEBI (European Bioinformatics Institut) jako
neziskova organizace pro vyzkum a rozvoj v oblagtinformatiky. Spravuje databaze biologickych
dat, tzn. informaci o nukleovych kyselinach, seloieh proteii a strukturach protein Tato data
jsou gFistupna veéejnosti, ¥tSinou zabyvajici se vyzkumem v oblasti molekuldpidlogie. EBI
databaze sama vytiiaa zprostedkovava data v pouZzitelné fo¥rtfetim osobam.

V roce 1995 se sidlo definitignpifesunulo do Wellcome Trust Genome Campus ve Velké
Britanii.

Dnes jiz nizeme vSechny databaze reélifdna primarni a sekundarni. Primarni databaze
obsahuji experimentanziskana data, sekundarni databdze obsahuji dategtitané, analyzou
ziskané z dat primarnich databazi.

Sekundéarnimi databdzemi se zabyvat nebudeme.

3.1 Primarni databaze

3.1.1 Databaze sekvenci nukleotid

Sekvence nukleotid se nachazeji tettzcich DNA i RNA. Hlavni evropskd databazéchto
sekvenci, obsahujici nejen samotné sekvence, aéoimace o nich a odkazy na dalSi Udaje
je EMBL-Bank. DalSimi organizace jsou GenBank v USA (vznik ®g01982), DDBJ (DNA
Database of Japan) v Japonsku, databaze dbESIDB. VSechnyit organizace mezi sebou deénn
komunikuji, gedavaji si nové informace a poznatky, abylimsSichni piistup k nejaktudkjSim
informacim. Dena piibyvaji nova data, nové spojitosti a detaily seloieMaji i podobnou strukturu,
liSi se v detailech. GenBank riéigad nepouziva k ozdani typu informace dvoupismenny kod

na z&atkuradku, ale celé slovo, pouziva jiny vyhledavaci&@ys(Entrez), atd.
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3.1.11 Prace s databazi EMBL-Bank

Vyhledavani v databazi sekvenci nuklebtig verejnosti usnadino zgistuprénim dotazovaciho
nastroje SRS (Sequence Retrieval Systenpro ziskavani dat z databaze na oficidlnich
www strankach EBIhttp://www.ebi.ac.uk/pres Databases -> Database Browsing neblion@

na adreséttp://srs.ebi.ac.uk/

DalSi moznosti zisku dat z databazeijpgieni na ftp server EBI. Navic jsou v pravidelhyc
tiimési¢nich intervalech vydavany na DVD néish aktualizované databaze EBI.

Do databaze je mozno vloZit novou sekvenci nukdidoti rozskit informace o jiz vlozené
sekvenci. Ve #deckych¢lancich se pak autoodkazuji na identifikéni ¢islo sekvence v databazi,
dokonce musi do databaze sekvenci a veSkeré inferrani vlozit dive, nez vyjde samotna
publikace s ni spojena. Sekvence je tedy do daggtyiAna jest pied publikovanim prvnihslanku,
zminujiciho tuto sekvenci, &ci zabyvajici se danou problematikou pak majirgdmié informace
ihned po ruce. Pro moznost vloZzeni byla naimplem&mnto rozhrani Webln na oficialnich
www strankach. Satasti vloZzeni jakékoli informace je same€ nejen hola sekvena# stroha
data, ale i dalSi povinné Udaje o autorovi, odkaayliteraturu zahrnujici dalSi informace k dané
sekvenci a dalSi podrobnosti.
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3.1.1.2 Struktura dat v EMBL-Bank

Data jsou v databazieréna do rkolika zasadnichiid a divizi. Kazdy zdznam v databazi obsahuje
informace pra¥ o jedné sekvenci nukleotid

Vetejre pristupné zaznamy spadaji didy standard. Proé&Si prehlednost se cela databaze
déli do rekolika divizi, ozn&ujicich se itipismennou kombinaci. Do jedné divize spadajimou
taxonomicky pibuzné sekvence jako napviry (ozna&eni VRL), houby (FUN), nebo zjiného
spole&éného hlediska, n&pgeny (GSS). Divize EST (expressed sequence tadshuje jednoduché
sekvence nukleotid vétSinou nepodstatné a neobsahujici Zzadné dalSi tre@immformace. O tom,
do jaké divize sekvence spada, informuje identéfikéaadek.

Samotny zaznam je pak konstruovan co nejsrozumijitgbro lidskou i p@itacovou fec.
Kazda informace mé 8ydvojznakovy identifikator umighy na zaatkutradku, ktery nantika, jaky
typ informace o sekvenciigeme nadadku @ekavat.

Na zvoleném fikladu vidime nejdlezit¢jSi fadky. ID- zakladni identifikator sekvencéems
tiidy, divize, id¢isla v databazi, atd. XX- prosty volmadek pro ¥tSi pehlednost. AC+adek
pro @gibuznych¢i podobnych sekvenci, na které sézeme pes odkaz dostat. Je vzdy miniméln
jeden, protoZe obsahuje sam sebe. DT- datum vicggrasledni modifikace zaznamu. DE- popis
sekvence (za anglického ,description®). KW- vystiZzslova (z anglického ,key words"), slouzi
pro lep8i orientaci ip vyhledavani a jinych referénich operacich. OS- taxonomické ogexai
organismu, ze kterého byla sekvence ziskana. fizx organism, ze kterych byla sekvence ziskana.
RN- refererni &islo v zaznamu. RP- vymezuje hranice sekvence,dks pesré objevila
v publikaci, ktera na sekvenci odkazuje. RA- ayttoblikace, ktera na sekvenci odkazuje. RT- nazev
publikace, kterd na sekvenci odkazuje. RL- typ ikalbe ajeji nazewiodkaz na ni. CC-
poznamkovéradek. FH- nadpis poznamky, vZzdy se pofadky FT. FT- poznamka k sekvenci,
detaily jednotlivych Usek SQ- sekvence nukleotid//- indikuje konec zdznamu. Existuji i dalSi
fadky, které nejsou v popisu této jednoduché selevéivize EST) uvedeny.

Kazdyiradek musi mitigsny formét v zavislosti na jeho typu.

Ptiklad I Zaznam v databazi EMBL-Bank.
ID DC499669: SV 1: linear; mRNA: EST; INV; 731 BP

AC DC499669;

DT 18-DEC-2007 (Rel. 94, Created)
DT 18-DEC-2007 (Rel. 94, Last updated, Version 1)

XX

DE Monosiga ovata cDNA, clone: MOC-071P07, 5'end.

XX

KW 5'-end sequence (5'-EST); expressed sequence t ag.

XX

OS Monosiga ovata

OC Eukaryota; Choanoflagellida; Codonosigidae; Mo nosiga.
XX

RN [1]

RP 1-731

RA Fujiyama A., Toyoda A., Kuroki Y., Suzuki Y., Sugano S., Sakaki Y.;
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RT ;

RL Submitted (18-JUL-2007) to the EMBL/GenBank/DD BJ databases.

RL Contact:Atsushi Toyoda The Institute of Physic al and Chemical

RL Research(RIKEN), Genomic Sciences Center(GSC); 1-7-22

RL Suehiro-chou, Tsurumi-ku, Yokohama, Kanagawa 23 0-0045, Japan URL

RL :http://stt.gsc.riken.jp

XX

RN [2]

RA Fujiyama A., Toyoda A., Suzuki Y., Sugano S., Kuroki Y., Sakaki Y.;

RT "Evolution of choanoflagellate genes";

RL Unpublished.

XX

CC Vector: pME18S-FL3;

CC Site_1: Dralll;

CC Site_2: Dralll;

CC 1st strand cDNA was primed with an oligo (dT) primer [GCGGCT

CC GAAGACGGCCTATGTGGCCTTTTTTTTTTTTTTTTT];double-stranded cDNA w

CC as ligated to a Dralll adaptor [GGCCUACUGG], d igested and di

CC rectionally cloned into distinct Dralll sites of the pME18S-

CC FL3. Library was size selected for 1.0 kb, wit h a average in

CC sert size of ~1.2kb. Library constructed by Yu taka Suzuki (U

CC niversity of Tokyo, Institute of Medical Scien ce).Custom pri

CC mersrecommended for sequencing: 5' end primer 5'-GGATGTTGCCT

CC TTACTTCTA-3' and 3' end primer 5'-CGACCTGCAGCT CGAGCACA-3'.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1.731

FT /organism="Monosiga ovata"

FT [strain="2A4"

FT /mol_type="mRNA"

FT [/clone_lib="Full length cDNA L ibrary, Monosiga ovata, MOC."

FT /clone="MOC-071P07"

FT [tissue_type="whole cell"

FT /db_xref="taxon:81526"

XX

SQ Sequence 731 BP; 161 A; 257 C; 181 G; 132 T; 0 other;
tgaaggctgt cgctgeccte ctegttgege ttgeggcttg cg cccttgee gagecctact 60
tccaggagga cttcactggc gactgggceca gcaactgggt gc agtccaag gccaagtctg 120
actacggcaa gttcgttggc tccactggca agttcttcgg tg atgccgag atctccaagg 180
gcatcaagac cagcgaggat gccaagaact acgccctgtc tg cctagttc gctcecttct 240
ccaacgaggg caagaagctc atcatccagt tcactgtcaa gc acgagcag gacatcgact 300
gcggtggegg ctacgtcaag ctgttcectt ccaccatcga cc agaaggac atgcacggtg 360
gcgagggcga gaccccttac aacatcatgt tcggeceecga ca tctgeggt ccecggecacc 420
gcaaggtcca cgtgatcttc gcgtacaagg gcaccaacca cc agaccaag aagaccattg 480
cctgcaagtc cgacaccctc actcaccttt acaccctcat tg tcaacccc gacaacacct 540
acgaggttcg cattgacgat gccaaggtcg agtctggctc cc tgtacgag gacttcgatt 600
tcctceccce caagctcatc aacgaccecg ctcagtccaa gc ccaaggac tgggtcgacc 660
agaagaccat cgccgaccce gacgacaaga agceccgctga ct gggacgtc cccgagacca 720
ttgccgaccc ¢ 731

1

Veskeré poznamky a jazyk jsou vedeny v atigié, co nejvice srozumitelné SirSiregosti,

maximalré s vyuzitim odbornych terminrmolekularni biologie.

3.1.2 Databaze sekvenci proteit

Organizace EBI ma pod sebou i hlavni databazi protgch sekvenciUniProtKB (UniProt
Knowledgebase). Data o sekvencich prdiggou organizovana podobiako data v EMBL-Bank
kvuli piehlednosti a vzajemné korespondenci databazi. BatbdmitProtkKB tvdi dw poddatabaze —
Swiss-Prot a TrTEMBL.
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Data v databazi Swiss-Prot jsou sloZena zdznasgkeencich protein které se jiz objevily
v nekteré publikaci a je naénodkazovano, zatimco TrEMBL obsahujecjpatovou analyzou
vypracované zaznamy, které se desikde v publikacich neobjevily, nikdo je zatim oepal
a nezabyval se jimi. Jakmile se takto stane a swkvatkdo zdokumentuje a popiSe, zdznam
se fesune do datab&ze Swiss-Prot.[9]

Data jsou pistupna podobhjako u databdze EMBL-Bank na webovych strankaghdpet
pomoci nastroje SRS, na ftp serveru nebo prFdeictvim pravidelé vydavaného no&e s aktualnim

stavem databaze. Vkladat data Ize jen do databéizs-Prot, data v TTEMBL jsou generovana.

3.1.21 Swiss-Prot

Byla zalozena v roce 1986 ve Svycarsku, spjatdBéSwiss Institute of Bioinformatics), je stasti
UniProtKB. Data v ni jsou organizovany podébjako data v databazi sekvenci protelBMBL-
Bank, tedy kazdyadek v zdznamu Zma dvojznakovym identifikatored@dku, ktery peduki jeho
format. Zdznamy popisuji detadinproteinové sekvence, tedy sekvence aminokyselitvggci,
odkazy na literaturu, ktera se sekvenci zabyvailget organismu, vé&mz byla sekvence objevena,
funkci proteinu v organismu, struktury proteinuZbl popis gkterychéasti sekvence (tyto informace
mohou mit pinos pro detailni zkoumani). Zaznamy jsou saejox co nejpodrob&si, obsahuji
i na@. informace o postizenicki zménach organismu ip Spatné ¢innosti proteinu v dsledku
nagr. mutace proteinu, Uplné absence, atd. Zaznamyspjdgii stejnou sekvenci jsou &avany
v jeden zdznam a informace o nich jsou spojenyualochazi k ostrémuistu nazol na protein,
jsou u spojeného zdznamu uvedeny oba nazory. \amaizrse nachazi odkazyimo do databazi
struktur proteid a databazi nukleotid na zaznam pojici se s danou proteinovou sekvenci.
Toto propojeni vSech databazi usiigid wdcim zabyvajici se kompleXrmolekularni biologii praci
pii hledani spojitosti, podobnosti, atd.

Struktura zaznamu v poddatabazi je velmi podolinéktsie dat v databazi EMBL-Bank.
Od TrEMBL se liSi zBazenim do ifidy standard (zaznamy poddatabadze TrEMBL iyt
preliminary). Nekterétadky jsou pozrnény v zavislosti na tom, kolik je jichtlano (nap. fadek

ozn&ujici se GN, ktery popisuje gen, ze kterého bytgirovyextrahovéan, jeho ORF, atd.)

3.1.2.2 TrEMBL

RovreZz databadze TrEMBL obsahuje zaznamy popisujici prot® sekvence, av3ak detailni
informace o &chto p@itatovou analyzou vytvenych sekvencich j@Snebyly nikde publikovany
nebo obsahuje zdznamy popsané neddskatea to, aby byly fidany do databaze Swiss-Prot.
Podklady pro vytvieni €chto sekvenci se nachéazeji skteré databazi nukleotid nag. EMBL-
Bank..
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Spol&né s holou sekvenci aminokyselidili potencialniho proteinu, jsou do zaznamu
databdze TrEMBL vloZzena surova data ziskana z datatukleotid a rovréZz z databaze Swiss-
Prot z podobnych proteinovych sekvenci. Tato dsta v momerd dostaténého réniho upraveni
a popsani v publikacti literatie pesunuta do databaze Swiss-Prot. Redundance ddefena

podobrt jako v databazi Swiss-Prot st@nim do jednoho zaznamu.

3.1.2.3 Dal3i databaze sekvence protein

DalSi databazi sekvenci protkéine PIR (Protein Information Resource) sidlici na univgrzi
v Georgetownu, zaloZzenda v roce 1984. V roce 20@ikesm se SIB a EBI vytviili na objednavku
NIH (N&rodniho institutu zdravi) UniProt.

Jinymi organizacemi jsou napnémeckd MIPS (Munich Information center for Protein
Sequences) nedRL-3D. [6]

3.1.3 Databaze struktur proteini

Nejvétsi databazi struktur protéije PDB (Protein Data Bank) vyvinuta v Brookhaven National
Laboratory a udrzovana v rdmci RSCB (Research Badbory for Structural Bioinformatics).

Struktura jako takova se dwje WtSinou pomoci rentgenové krystalografické analyzy
(cca z 80%), nuklearni magnetické resonance (d@%@) nebo modelovanim. Struktura proteinu je
v zdznamechithto databazi popsana pomocitsaimic vSech atotnv oséch x, vy, z.

Nalézaji se zde informace o tom, jakou metodou tgylstruktura zji$na, s jakou fesnosti
byla ugena. Je popséana sekundarni struktura proteinugjeihmni mista, odkazy na ostatni databéaze.
Cast zaznamu tedy popisuje lokalni struktutigst popisuje vazby (disulfické vazby, které
se v proteinu vazi). Databaze setopokousi svym objemem pokryt vS8echna pro gidvyzkum
pouzitelna smysluplnd data. DalSimi informacemier&t se k zaznamu (proteinu) vazi, jsou
nag. informace o organismu, ZmoZ byl protein ziskan. Data jsou organizovanasetiesekcich,
kazdé oznéené kitovym slovem, kteréiedukuje formatraddku zaznamu.

Databaze struktur protdinje opt propojena s ostatnimi databazemi sekvenci piotein

a nukleotid.

3.1.4 Genomové databaze

Sekvenaci DNA ziskdme jednotlivé geny a tudiz og#ynom (soubor vSech dgerorganismu).
Ve snaze tyto geny nashroméazdit a popsat tak pomoiorganismus vznikly genomové databaze

jako nap. EnSembl V téchto databazich najedeme vSechny geny (dosudngist zdokumentovane)
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daného ZivéiSného druhu &etrg jejich polohy na chromozomech. Lidsky genom jesskvenovan
od roku 1975 a bylo zji8ho, Zeclovek mé fiblizné 30 az 40 000 geén[7]
Ensembl je spojenim mezi EMBL a Wellcome Trustdgarinstitute s cilem vytwd systém

udrzujici popis vSech genamvelkych eukaryotickych organism

3.1.5 Databaze zahrnujici informace o expresi gan

Urovei exprese gehse utuje specialnimi mikréipy- destékami se sondami na povrchu, na které
se vaze jednovldknova mRNA. Sondy ifviettzec nukleotid charakteristicky pouze pro jeden
konkrétni gen. Tato sekvence musi byt a dostatdlouha a zarowvetakova, aby se nesbalila do 3D
struktury a nevytvilla vazby mezi svymi nukleotidy. Tim by znemoZniteakci mMRNA.
Na mikratipy se nanaSeji vzorky obarvenych tkani, ty mRNAns&azi na fislusné sondy a
ve skenerech se pakepte vyslednéd barevna matice sond. Bariitom uruje mnozstvi navazané
MRNA. Tento test séasto pouziva pro porovnani genove exprese zdraeénacné tkan

Vysledky tchto tesh se pak uchovavaji v databazich. Zaznamychito databazich pak
zahrnuji velmi velké matice reélny¢rsel.

Jednou zd&chto databazi jérrayExpress kterou roviz zaStfuje EBI. Momentald je v ni

uloZeno pes 3200 experimeint

3.2 Sekundarni databaze

Obsahuji vysledky analyzy dat z primarnich databdsiou sestaveny pomoci mndétmého
porovnavani homolognich sekvenci pro zachyceni éawoxanych oblasti a tudiz jsou data
roztazovana do rodin. V3echny informace jsou reprex@mtp \&tSinou rgjakou abstraktni formou,
jako napiklad regularnim vyrazem, bloky, chemickymi strutatmi, apod.

Z databaze UniProt je na principu regularnich vigraziskanych z proteinovych sekvenci
vystawna databazeProsite na principu Markovovych modelpak sekundarni databazfam.
Kombinacemi zaznainze sekundarnich databazi Prosite a Prints paéteme vystagt zdznamy

v databdzBLOCKS VSechny tyto databaze obsahujici informace anéh proteid.

19



4 Porovnavani sekvenci

s

Z evoluce vyplyva, Ze vSechny dnes Zijici organisawyvinuly z jednoho druhu. S touto reviu

teorii iSel v Sedesatych letech 19.stoleti Charles Daravimédci ji prijali. Logicky podobné
organismy mohou mit stejné nebo podobné geny, lderénohly ze spoteého pedka vyvinout.
Sekvence se mohou ¥Hu ¢asu zmgnit a mit pak i jinou funkci. Ke zémam dochéazi ¢kolika

zpasoby, a sice mutaci (zé&nmou), inserci (vloZenim nového) nebo deleci (vymam$ Porovnavani
proteinovych sekvenci sekvenci nukleotidl se snazi najit odp&¥ nejen na tyto otazky.

Pfi porovnavani sekvenci hledame optimalni (nejlepdyovnani gimple alignment
¢ili nejvyssi p@et shodnych symbdl na stejnych pozicich v porovnavanytéigzcich. Symboly
zastupuji nukleotidy, pokud porovnavame sekvendgeotidi DNA nebo RNA, aminokyseliny jsou
to pii porovnavani proteinovych sekvenci. Porovnavat ilzeelé skupiny sekvenci, ale to je
pro momentalni pitatovou vypaetni silu @ilis narané zaleZitost, proto séigporovnavani skupiny

sekvenci fultiple alignmentvyuziva nejizrgjSi heuristiky.

4.1 Porovnavani dvou sekvenci

Nejjednodussi porovnavani dvou sekvenci se liSZaménim inserce nebo delece. To se v praxi
projevi vloZzenim mezery. Inserce nebo delece sé@rog vyskytuje mnohem vzaeéji nez mutace,

proto se Bkdy uvaZuje pouze mutace a sekvence se tak porajitez vkladani mezer

4.1.1 Porovnavani sekvenci bez vkladani mezer

Pak se problém porovnani redukuje pouze na probBnovnani, tedy vy zatatku v delSi
sekvenci pro postupné zarovnani. Velkyndtitkem pro Uspch porovnani je vydy ohodnoceni
shody a neshody symtiolCelkové ohodnoceni porovnani dvou sekvenci sé&gpgmko suma vSech
shod plus suma vSech neshod. Ohodnoceni neshodmte tFipact mélo byt zaporné nebo
minimalrg rovno nule. JelikoZ tato ohodnoceni mohou byt ektbjni a mylna, v praxi se vyuzivaji

skorovaci matice pro ohodnoceni vSech dvojic pmvikleotich a aminokyselin.
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Piiklad 2: porovnéni sekvenci AABCA a ABA- v¥¢b zarovnani, ohodnoceni pro shodu: 1,
ohodnoceni pro neshodu: O.

AABCA AABCA AABCA

ABA ..skore:1 ABA ..skore:2 ABA..sk ore: 1

V tomto @ipact se jask jevi jako nejlepSi varianta 2, ale v praxi totatfiinemusi. ZaleZi totiz
jak moc vysledné porovnani ovlivni chyba (@@ C a A), ficemzZ toto je ovliviino pgredevsim

chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi obou pifvk

4.1.2 Porovnavani sekvenci s vkladanim mezer

Porovnavani dvou sekvenci s vkladanim mezer zadrnunoznosti inserce a delece do jedné
ze sekvenci. Tady kraimohodnoceni shody a neshody do koo vysledku musime zafitat

i pokutu za vloZeni mezery. K nalezeni nejvhgiino zarovnani se pouZivaji matice a jeden
Z vypaietnich algoritri.

Nejjednodussi algoritmus vyplje pozici matice wené okma sekvencemi booleovskou
hodnotou true (1) pro shodu a false (0) pro nesh¥gsledné diagonalni shluky jedek (shody)
pak slouZi k nalezeni vysledné cesty. Tento algmstje nevhodny jednak z podobnétiwatiu jako
v porovnavani sekvenci bez vkladani mezer, tedgtamtinim ohodnocenim za neshodu a jednak také
tim, Ze shluky ,jedriek” ¢asto komplikuji nalezeni jednoho nejoptimgdihoieSeni. Navic pro delSi

sekvence je potacovy vypaiet velmi narony.

4121 Algoritmus Needlemann-Wunsch

NejvyuzivarjSim algoritmem pro nalezeni nejoptimgiiho zarovnani v porovnavani dvou
sekvenci s vkladanim mezer je algoritmieedlemann-Wunsch Tento algoritmus vyuZzZiva
dynamického programovani, tedsigtupureSeni problému s roZigénim na podproblémy, konkrétn
nalezeni optimalniho zarovnani kazdé pozice. Celiemi zpisoby ntizeme porovnavat jednotlivé
pozice. VloZzenim mezery do jedné sekvence a poromavioZzenim mezery do druhé sekvence
a porovnanim, nebo prostym porovnanim bez vioZeekemy. VloZzeni mezery se sargmg
Popis algoritmu Needlemann-Wunsch: matice majicbau zahlavich tabulk¢ast&ného
skore po jednoznakovém odsazeni porovnavané sekveacinicializuje v sdadnicich (1,1)
hodnotou nula a dale po zbyt&kdku a sloupce seipitd postupt ohodnoceni za vloZzeni mezery
(vétSinou -1). Inicializovanou tabulku pak vyipieme tak, Ze do kazdého dalSiho pole se dostaneme

ttemi moZnymi zpsoby popsanymi vySefigemz vybereme maximalni z& moznych ohodnoceni.
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Pri vertikalnim ¢i horizontalnim pohybu fiitAme k pedchozi biice pokutu za vloZzeni mezery,
pii diagonalnim pohybuifEitame hodnotu za shodu/neshodu podle skoérovacieheta PAM nebo
BLOSUM. Po vyplrni celé tabulky se v pravém dolnim rohu nach&zinbtal skére optimélniho
zarovnani obou sekvenci. &pym hledanim nejlepSi cesty do levého horniho rotmjdeme
nejoptimalgjSi zarovnani obou sekvencichto zarovnani ize byt v gkterych gipadech i vic.[12]

Priklad 3: Predpokladejme ohodnoceni shody pro A, B i C hodn@ditoto je imaginarn
piiklad, ve skuténosti tyto hodnoty wiuji skérovaci tabulky PAM a BLOSUM). Najdeme optini§
zarovnani pro sekvence AABCA a ABC algoritmem Neetinn-Wunsch. Nejftve inicializujeme

tabulkucast&ného skére, vyplnime ji a poté najdemétmpu cestu optimalni zarovnani.

A B C
0[-1]-2]-3
Al -1
Al-2
'B[-3
Cl-4
Al-5
A B C A B C
0/-1/-2]-3 0|-1]-2]-3
A [ 110 Al1]2]1]0
Al-211]0]-1 Al-211]0]1
BI|-3 3|2 | == B|.3/0|3]|2
Cl-4|1]|2]5 Cl4/1]21]5
Al5B[2114 Al-5]-2[1]4

Obrézek 8 — Algoritmus Needlemann-Wunsch, tabtiisi&ného skore

Zjistime, Ze optimalni zarovnani s vloZzenymi memeraou d:
AABCA AABCA
A_BC_ _ABC_
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A
0 | -1
Al 1,2

1 F_

Obrazek 9 — Vy#r optimalniho zarovnani pozicéi pdhodnoceni pro shodu = 2

4.1.3 Matice PAM a BLOSUM

Skérovaci matice pro nukleotidy je matice jednods& zohledénim pouze zasmy podobnych
nukleotidi uracilu a thyminu (uracil jej nahrazuje v RNA) deainem oproti zasmé adeninu
nag. s cytosinem. Pro aminokyseliny jsou to matiéé/Pa BLOSUM.

Obe rodiny matic se vyuZivaji pro zji&ti skore pro zagmu dvou prvk.

Rodina matic PAM (Point Accepted Mutation) je za&pa na globalnich zavislostech
blizkych proteiti. Nag. matice PAM1 je vypd&itdna z porovnani sekvenci s ne vic nez 1%
odchylkou.

Rodina matic BLOSUM (BLOcks Substitution Matrix) taloZena na lokalnich zavislostech,
na vypozorovanych srovnanich. Matice BLOSUM 62 jejn& pouZivana, je implicitni,
nag. v nastroji BLAST 2.0 (bude o ni dalSi zminka piale 6.1.3).

vvvvv v s

BLOSUM matice s vySSimEisly a PAM matice s nizSimtisly jsou tvdeny pro skore

R

¢isly jsou tvdieny pro vzdalené sekvence.[16]

BLOSUM 80 BLOSUM 62 BLOSUM 45

PAM 1 PAM 120 PAM 250
vzdalene podobné

sekvence sekvence

Obrazek 9 — Matice PAM a BLOSUM
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4.2  Porovnavani skupiny sekvenci

Teoreticky by bylo mozné pouzit metodu Needlemanm¥¢h s pouzitim vicedimensionalni tabulky
casténého skore, oviem se&sujicim se p&tem porovnavanych sekvenci by dimense tabulkyaostl
a velmi rychle se z4Sovala vypéetni sloZitost algoritmu, a jiz zdhy by se tentgoaitmus stal
naprosto nepouzitelny. Z tohotdivbdu vznikly jiné algoritmy pro porovnavani skupisgkvenci
jako nap. Clustal

4.2.1 Clustal

Metoda Clustal vyuZivd evaloiho stromu, ktery vytid z porovnavanych sekvenci imaginarni
evolwni strom, na jehoz zékladinpak zarovna dvojice sekvenci, které jsou podobhkstech
stromu se nachéazeji jednotlivé organismy, v uzlggich predchidce, abstraktni organismus,
ze kterého vzeSly. Metoda vyuziva dynamického mogvani (rozloZzeni problému na podproblémy,
které se postugtesi). Nenalezne sice UuploptiméalniteSeni, ale ii@s mensi sloZitost nalezne tm
optimalniteSeni.

4.3 Nastroje pro porovnavani sekvenci

Pokud chceme porovnat sekvenci s kompletni datal@astupné prochazeni po dvojicich
skupinach by bylo aft velmi nar@né a prakticky nemozné. VyuZziva se tedy imyjSich heuristik
a indexi.. V sowasnosti se pro porovnavani dotazované sekvenckygniedatabazemi pouzivaji

algoritmy¢lenici se do dvou rodin- algoritmy Fasta a Blast.

4.3.1 FASTA

Algoritmus pro porovnavani dotazované sekvence edwesicemi v databazi Fasta byl doken
v roce 1985.

Jeho princip je nasledujici: kazda podsekvenceydélke porovna s podsekvencemi kazdé
sekvence v databazi. Pro kazdé takové porovnanivydedii vysledek ve tvaru 2D-matice
se zaznamenanymi shodami, které jsou reprezentotetkgmi. Nekolik po solé jdoucich shod
v diagonale znamena podobnoéushodnou oblast. Vybere 10 oblasti s B&im pa@tem identit
a pomoci skdrovacich tabulek je ohodnoti. Ostatobitastmi se pak Fasta jiz nezabyva.

Parametik (délka podsekvence) ma zasadni vliv na nalezerdrslth oblasti. Pro malkéje
vypotet presrgjsi, avSak vypeet je naronéjsSi a tudiz i delSi. pro&si k je zase vypéet rychlejsi,

ale s jistou toleranci chyb. Jeba nalézt kompromis mezigsnosti a rychlosti.
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Algoritmus pokr&uje vylErem jednoho regionu s népéim skore, ozrgvaneho jakanitl,
ktery pak snaZzi spojit s ostatnimi vybranymi regigkteré maji skore nad titym prahem). NejlepSi
pospojovana kombinace sekvenci je pak dawana jakanitn. Initn skore pak slouzZi jako selektor
sekvenci pro dalSi krok. V tom se provede zarovsalitazovanou sekvenci- vysledné skorepe

skorea pomoci 8 pak sekvence gadi. [11]

4.3.2 BLAST

Rodina algoritmd Blast (Basic Local Alignment Search Tool) vzniklaoce 1990, kdy byl vyvinut
zakladni algoritmus Blastl. Blastl ale n&pal s vkladanim mezer, byl zato velmi rychly. eleh
1996-1997 nezavisle na sownikly dw nadstavby nastroje Blastl, NCBI-Blast2 a WU-Blaktgré
jiz pracovaly s vkladanim mezer. NCBI-Blast2 bylgvimuta organizaci National Center for
Biotechnology Information, WU-Blast2 na Washingtamiversity. Narozdil od algoritin Fasta,
algoritmy Blast jiZz pi porovnavani neuvazufiist¢ o identit prvki, ale uvazuji také podobnosti
sekvenci.

Algoritmus proBlastl dotazovana sekvence se rélzdha podsekvence délky a porovna se
vSemi podsekvencemi délky z databaze. JelikoZ se hledaji i podobné prvkykakelé podsekvenci
vygeneruje seznham slov, pro které je ska&tSivnez prahl. Pak se hledaji identity mezi kazdym
takovymto slovem ze seznamu a slovy stejné délksekgenci databaze. Pro rychlejSi wgtojsou
seznamy slov délkyw pro prah T predpaitané. Uspch, tedy nalezeni identity mezi slovem
ze seznamu slov podsekvence a podsekvenci sekvedatabaze, se nazyva hiti Ralezeni hitu
se algoritmus Blast pokouSi roédSifettzec na ob strany a snhaZi se najit nejdelSi podobnou
podsekvenci (prodlouzit délku w na mozné maximurdi@godobnosti slov, dokud skére neklesne
pod ukity prah). Zde se je8tstale hled4 zarovnavani se bez vkladani mezed&péddobna dvojice
podsekveci se nazyva High scoring Segment PairR; HSs nejlepsi skdrem pak Maximum Segment
Pair — MSP. Blastl tedy najde nejpodgBh podsekvenci v porovnani bez vkladani mezer
a séadi je. [11]

4321 NCBI-Blast2

Algoritmy Blast2 maji stejny zaklad jako Blastlegbcitaji jiz i s moznosti inserceéi delece,

tedy s vloZenim mezer.

25



ZnanejSi NCBI-Blast2 byl publikovan vroce 1997. Omezanpro hledani podobnosti
podsekvenci s vkladanim mezer je to, Ze v diagonét@ximalni vzdalenost musi leZet dalSi hit.
Toto omezeni s sebouipasi mensi f@snost, ovSem tato nevyhodaiza byt cast&éné potlatena
zvolenim mens$iho praht v prvni fazi vypdétu. Po vybrani pouze¢hterych hiti se tedy provadi

zarovnani s vkladanim mezer.[5]

43.2.2 WU-Blast2

Vytvoien Warrenem Gishem z Washingtonské Univerzity kdsis v roce 1996, ale nebyl nikdy
poradreé zdokumentovan. Stéle se vyviji. Jid'te to vSak mocny néstroj s mnoha moznosti spajujic
casti NCBI-Blast2 a Fasta. Je jednodussi na paugtiNCBI-Blast2.[5]
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5 Program PSProt

Na zaklad ziskanych informaci byl vramci diplomové pracevimat program, ktery slouzi
pro porovnavani modifikovanych dat sekvence s prow®u databazi PSProt (Porovnani S Proteiny).

Diplomovy projekt PSProt slouzi ve zkratce protji§ zda vstupni sekvence, odpovidajici
fetzci nukleotidh DNA, obsahuje takovou sekvenci, kterd& se pomoeinsiace fepise
na odpovidajici RNA a transkripci vygeneruj&ityrprotein a naslednzjisti, ktery protein z databaze
je tomuto potencionalnimu proteinu nejpodgbn

Je to tedy nastroj pro porovnavani sekvenci proteByl vyvinut na zaklad& znalosti
algoritmi FASTA a BLAST. BIiZSi je ale BLASTu, ktery se Zafd porovnavanim i podobnych
sekvenci, ve své verzi BLAST 2.0 i svkladanim mezatimco FASTA porovnava postupn
vSechny podsekvence (a neuvaZzufgom o podobnosti, hledd pouzeisté shody”), vysledky
zaznamenava do 2D tabulky a naskebleda diagonalni shody a kané spojeni, PSProt pro kazdou
sekvenci a protein pouZziva jinou heuristiku. Tob&uristikou je sotet hitbod: (vyswtleno nize).
PSProt uvaZzuje rod o moznosti vfirodk pomerné ¢astého jevu, a sice mutace. V PSProtu je
povolena pouze jedna mutace aminokyselifiyhfedani hitu a jeho prodluzovani. To, zda uvatova
0 mutacié¢i ne a hledat podobné sekvence pouze na zaldgidh ¢isté podobnosti, Ize v programu
vyhledavat i podobnosti sekvenci. Timto se tedpiddiZzujeme algoritmu BLAST.

Stejre jako BLAST naléza PSProt pro kazdé podsekvencevpavanych sekvenci shody
(hity), které se snazi nasladprodlouzit na ob strany aZz do chvile, nez celkova hodnota chyby
klesne pod uiity prah podobnosti. Tento prah je v PSProttearjedinou povolenou mutaci v hitu.
Zatimco BLAST ma jedpaitany jakysi slovnik pro kazdé podsekvenci (date jeken"), PSProt
takovyto slovnik neobsahuje a mutaci hledi@p na mist porovnani a potencialni shodyli hitu.
Absence slovniku je dana tim, Ze rexfpokladame porovnavaniilg velkych oken a s tim spojenou
VEtSi ¢asovou narénost [ zjiStovani mutace okna. Pokud by velikost okna dosahoté&dow
desitek prvit (aminokyselin), pokus o mutaci tohoto okna zelém nalezeni hitu by byl jiz velmi
¢aso¥ narany a pak by se fpddefinovany slovnik mutaci oken vyplatil. NicrdéRSProt tento
slovnik neobsahuje, vzhledem tedpokladané mensi velikosti okna je vyhgdnrealizovat mutaci
prvek po prvku.

V nadstav® BLASTu (ve verzich BLAST2) se porovnavaji sekvemcevkladanim mezer.
PSProt tuto nadstavbu zajife az po vybru nejlepSich protein na zakladd heuristiky hitbod
a nasleda pri zarovnani a vyp#iu vysledného skére. Pokuta za vloZzeni mezerygadstrdg -1,
avSak da se vnastaveni programu lehcenim Vysledné skore zarovnani poopraviigui
nejpodobuijSich sekvenci, tedy nejlepSickkolik vybranych na zakladhitbodi. Patet vybranych

proteini Ize také nastavit.
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5.1 Myslenka programu PSProt

5.1.1 Pofate¢ni zpracovani vstupni sekvence

Cely algoritmus se sklada #kolika kroki. Ve vstupni sekvenciigttzci DNA) jsou nalezeny
vSechny sekvence, z nichZibe vzniknout jeden cely protein. Kazdy takovy patélmi protein je
pak porovnavan se vSem proteiny z databaz&enge nalezeno dkolik nejlepSich vysledk cili
nékolik nejpodobgjSich proteird.

Transkripce probiha v souladu s pravidiggisu DNA na RNA v jat. Nezabyvame se tudiz
sestihem primarniho transkriptu, avSak bereme v Uvahie ne cely vstupriettzec niize pozdji
poslouzit jako RNA-templat pro syntézu proteinuotBrje nutné nalézt ve vstupni sekvenci takovou
jeji ¢ast, ze které je po#jl generovan protein. Tu ohrawije start kodon a jeden z trojice stop
kodoni. Po nalezeni vSech moznych povolenych (dostatdlouhych) sekvenci nasledujéeglad,

neboli translace sekvence RNA na potencialni pmotei

5.1.2 Heuristika hitbod u

Kazdy takovy protein je pak podroben porovnani&lien prvkem databéze. Jedn& se o porovnavani
vice sekvenci, ne vice podsekvenci dané sekvegsterns je podobny BLASTu. Program prochazi
postupr kazdé okno wetzci potencialniho proteinu a porovna jej s kazdyejn§ velkym oknem
kazdého jednoho proteinu v databazi. Je-li naleaboda, je pro tuto dvojici navySendet hitbod.

Poté se program snazi hit prodlouZit n& etrany. Je-li fitom povolena mutace, nehleda se pouze
totalni shoda, ale i podobnost oken, tj. mutacangedminokyseliny. Ov3em ze stejné skupiny.
Aminokyseliny se vyskytuji vétyrech skupinach (viz Tabulka 11). Jsoulmepolarni, polarni, nebo

s elektrickym nabojem (kladnym a zapornym). Mutaoeinokyseliny je povolena pouze v ramci

stejné skupiny.
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Obrazek 11 — skupiny aminokyselin [17]

Pokud neni nalezeno stejné okno, program zkou&i pkmolenym zpsobem zmutovat. Pokud
se mu to podd rovreZz se pokouSi prodlouzit mutovany hit naécttrany, ovSem iz bez moznosti
mutace. V hitu je povoleno mutovat pouze jednou.

Cisty hit (naprosto stejné okno ve vstupnim proteinu proteinu z databaze) je ohodnocen
vétSim patem hitbodi, nez mutovany hit. A jinak je také ohodnoceno po#eni hifi. V programu
je pouzito nastavenéisty hit: 5 hitbodi, mutovany hit: 2 hitbody, prodlouzeni hitu: 3 luitly.
ProdlouZeni hitu Ize povaZovat zale¥ité, proto je ohodnoceno |épe neZ nalezeni naméo hitu.
Toto Ize ovSem v programugmit dle poZadavk .

Takto jsou ohodnoceny viechny dvojice potencidloigin — protein z databaze. Nyni jiZ neni
vétSi problém vybrat nejlepSicrekolik (v programu lze nastavitrgsny pdet) podobnych pro kazdy

nalezeny potencialni protein. Vybrané pak projdaslednym zarovnanim a bude vypno celkové
skore zarovnani.
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5.1.3 Semiglobalni zarovnani

Pro zarovnani vybranych sekvenci a Wgtgejich vysledného skore, které v koné fazi rozhodne
0 nejpodobajsi, existuje ®kolik modifikaci metody Needleman-Wunsch. Tato mdetoneni
pouZzivana fi porovhavani skupin sekvenci, protoZe fdi$ caso¥ narana, coz samdejme plati
také pro program PSProt. Kazdy potencialni protsinmusel projit timto zarovnanim se viemi
databazovymi proteiny a to by znamenalo velkasovou latenci vyptiu. AvSak v programu je
za pomoci heuristiky hitbadvybrano dané mnozstvi nejlepSich sekvenci, kiedguslou zarovnavat.
Proto Ize algoritmus Needleman-Wunsch nyni pouZit.

Predpokladejme zadanou vstupni sekvenci DNA (oligtentid) a jeji nasledny potenciélni
protein nesrovnatetnkratSi nez je skutay protein v databazi. Zarovnani pomoci ryzihameatgmu
Needleman-Wunsch by znamenalo nalezeni kazdéhmhedprvku podsekvenci (aminokyseliny)
a jejich zarovnani pod sebeii Pesrovnatelné délce obou sekvenci by pak zardvagpadalo

nasledova:

K_RTOQI E H
KKKRRTKQKIIEIEIEKKKKKKKKKAALSKKKKDENRNRMKIENHHHHHHH

Ve wtSirg takovych to pipadi, kdy Ize gedpokladatizné délky sekvenci, je ale lepSi nalézt
skupinu aminokyselin pohrom&dabychom mohli detekovat alesppodobnou podsekvenci.

Pro nalezeni nejlepSi podsekvence existuje algositiedna z mnoha modifikaci algoritmu
Needleman-Wunsch, a sice algoritmBmith-Watermann. Ten najde nejlepSi lokalni zarovnani
obou porovnavanych sekvenci, tedy nejlepSi podseleve Po p&ateini inicializaci prvniho
a posledniho sloupce na 0 tento algoritmiti&ith jednéku pii diagonalnim shaog pri neshod vSak
stejnou hodnotu odée. Nepovoluje pokles hodnoty jakéhokoli prvku roatdo negativnich hodnot.
V takovém pipadt prifadi poli nulu. Po vyp&iu nalezne maximalni prvek matice a jeh@tapu
diagonalni cestou az k hodadt uri nejlepsi lokalni zarovnani, nejdel3i shodnou pidsnci [2].

Zbytek retézce vSak viceménignoruje, a proto bylo odipodni mySlenky z@dit tento
algoritmus do vyp&tu upustno. Rece jenom uvazujeme o hledani stejné nebo co moZno

nejpodob#jsi sekvence, ne pouze o nalezeni mensi sekvekm@dalsekvence delSi z uvazovanych.
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Smith-Watermann algorithmus
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Obrézek 12 — Smith-Waterman algoritmus

Napr. pii zarovnani danych sekvenci na obrdzku 12 algostr8mith-Waterman nalezne

nejpodobujsi podsekvence , TATA".

VhodrgjSim kandidatem pro zarovnani programem PSProt vparm@anych sekvenci je

tzv. semiglobélni zarovnani Jeho modifikace oproti algoritmu Needleman-Wunsspaiva

v nékolika mélo rozdilech, konkrétnruSeni pokut za vioZzeni mezery prékteré sloupce @adky.

Prvni sloupec a prvriiadek matice je aj inicializovan na 0. Posledni sloupec matice aquivs

radek jsou zpro&hy pokuty za vloZzeni mezenyipvypoctu hodnoty matice pro vertikalni pohyb

v poslednim sloupci a horizontélni pohyb v posledifddku matice. ® prostém porovnavani

bez mutace by postup vypadal nasledovn

Semiglobalni zarovnani

R K K E E H L E
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Obrézek 13 — Semiglobalni zarovnani

31



Program PSProt ale provadi toto zarovnani na zaklggbdobnosti, tj. vyuZiva jednu
ze skorovacich matic PAM a BLOSUM, kter&uwjf miru podobnosti aminokyselin, konkrétmatici
BLOSUM 62. Pak by matice zarovnani vypadala takto:

Semiglobalni zarovnani - s vyuzitim BLOSUM62

R K K E E H L E

=0y 0O | O |0 (0[O0 |00
K|O0]| 2 514|132 |1]|1
K|O0 |2 |7 |10 9|8 |7 |6 |5
E|O0O|1 |69 \& 14 (13 | 12 | 11
E| 0|0 |5 |8 |14 \2 19 |18 | 17
H{O0 |0 | 4|7 /|13]|19
L|o]|]0O |3 |6 12|18 |2

bez pokuty

za vioZeni mezery

Obrazek 14 — Semiglobalni zarovnani se skérovatitina
Vysledné zarovnani by tedy vypadalo takto:

RKKEEHLE
_KKEEHL_
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6 Implementace programu PSProt

V této kapitole se seznamime s detaily implemenfaogramu PSProt. Program vyl vyvinut jako
konzolova aplikace se vstupnimi parametryéujicimi bsh programu. Programovan byl
ve vyvojovém prosedi Dev-C++ verze 4.9.9.2 s kompildtorem MinGW impatym autory v roce

1991. Kompilovan byl pod opamaim systémem Windows XP.

6.1 Prerekvizity: Vstupni data

Program PSProt bude pouzivatkalik povinnych vstupnich soubir ve kterych jsou uloZeny
informace nepostradatelné k jeho spravnémthub NejwtSi z nich je databazovy soubor
databaze.txt (¢ast v iloze 1), ktery obsahuje implicitni databazi. V ot blosum62.txt

je uloZena skérovaci matice pro aminokyseliny. oweneticky kod.txt obsahuje pravidla
pro transkripci nukleotil na aminokyseliny. Vstupni sekvence se nachazi ubco
sekvence.txt . Nachazime zde jeStsoubor readme.txt , ktery, jak uZz jméno souboru
napovida, slouzi k zobrazeni zakladnich informagbrogramu. Ma stejnou funkci jako spirst

programu s parametrem —h.

6.1.1 Databaze

Databazovy soubor vyuzivany programem PSProt musi predepsaném tvaru. Kazdy jeden prvek
databaze, tedy protein, odpovida jednoradku souboru. Format, kterym je protein popsan, je
podobny formatu FASTA, kterym je popsan proteinretginové databazi UniProtKB/Swiss-Prot

¢l Trembl:

>sw|P15711|104K_THEPA 104 kDa microneme/rhoptry ant igen (p104).
MKFLILLFNILCLFPVLAADNHGVGPQGASGVDPITFDINSNQTGPAREMAGVKYL
QVQHGSNVNIHRLVEGNVVIWENASTPLYTGAIVTNNDGPYMAYVENLGERKSG
DAWVTLSEHEYLAKLQEIRQAVHIESVFSLNMAFQLENNKYEVETHAKMWGA IPRN
GHICKMVYHKNVRIYKATGNDTVTSVVGFFRGLRLLLINVFSIDDNGRVSRHVDDK
YVPISQKNYETGIVKLKDYKHAYHPVDLDIKDIDY TMFHLADATYHERIPRKT GFCI
TKLFDGDQVLYESFNPLIHCINEVHIYDRNNGSIICLHLNYSPPSYKAYKWTGWEAT
THPLLEEKIEELQDQRACELDVNFISDKDLYVAALTNADLNYTMVTPRRHR/SDGS
EVLWYYEGLDNFLVCAWIYVSDGVASLVHLRIKDRIPANNDIYVLKGDRYMIQFT

Forméat popisu proteinu v databazi PSProt bude ddj$te:
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ID proteinu | NAZEV a popis proteinu | RETEZEC amin okyselin
Protein je tedy charakterizovan identifikatoremgéjram (a popisem) a samotnyeattzcem.

VSechny fi tyto instance musi byt odny separatorem ‘|'.

Databaze se gd#a ze souboru,databaze.txt, 4
avSak uzivatel si d¥e zvolit jiny databdzovy soubo ) g

pokud ma takovyto k dispozici. - *1‘

Program PSProt ma k dipozici databazirermu
proteiny syntetizované z rostlinrabidopsis thaliana
(Husenéek rolni).

Tato kwtina se pouziva jiz dlouhou dobu jak
modelova rostlina pro genetické pokusy. Je to efame
(kratkozivotni) [10] druh, proto se vy&da v kratkém
case velky pdet generaci, a ma jeden z nejmen$
genonii v rostlinnéfiSi. DalSi zajimavou vlastnosti |
schopnost samoopyleni (autogamie), Ize do ni jeaec
vpravovat jiné geny [20].

Databaze &hto proteifi je doplréna o rgkolik .

imaginarnich proteiinz prostych testovacichidodu.

Obrazek 15 — Husetek rolni [18]

6.1.2 Prepisovaci pravidla — geneticky kod

Geneticky kod je souhrn pravidel, podle kterychgeaeticka informace jiz transformovand z DNA
do RNA grepisuje na sekvenci aminokyselin- protein (viz Tikaud).
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Prvni
baze

U

UUU (Phe/F)Fenylalanin
UUC (Phe/F)Fenylalanin
UUA (Leu/L)Leucin
UUG (Leu/L)Leucin,
CUU (Leu/L)Leucin
CUC (Leu/L)Leucin
CUA (Leu/L)Leucin
CUG (Leu/L)Leucin
AUU (lle/l)Isoleucin,
AUC (lle/l)Isoleucin
AUA (lle/l)Isoleucin
AUG (Met/M)Methionin, (START)
GUU (Val/V)Valin

GUC (Val/V)Vvalin

GUA (Val/V)Valin

GUG (Val/V)Valin

C

UCU (Ser/S)Serin
UCC (Ser/S)Serin
UCA (Ser/S)Serin
UCG (Ser/S)Serin
CCU (Pro/P)Prolin
CCC (Pro/P)Prolin
CCA (Pro/P)Prolin
CCG (Pro/P)Prolin
ACU (Thr/T)Threonin
ACC (Thr/T)Threonin
ACA (Thr/T)Threonin
ACG (Thr/T)Threonin
GCU (Ala/A)Alanin
GCC (Ala/A)Alanin
GCA (Ala/A)Alanin
GCG (Ala/A)Alanin

Druh& baze

A
UAU (Tyr/Y)Tyrosin
UAC (Tyr/Y)Tyrosin
UAA Ochre (STOP)
UAG Amber (STOP)
CAU (His/H)Histidin
CAC (His/H)Histidin
CAA (GIn/Q)Glutamin
CAG (GIn/Q)Glutamin
AAU (Asn/N)Asparagin
AAC (Asn/N)Asparagin
AAA (Lys/K)Lysin
AAG (Lys/K)Lysin
GAU (Asp/D)Aspartat
GAC (Asp/D)Aspartat
GAA (Glu/E)Kyselina glutamova

GAG (Glu/E)Kyselina glutamova

G

UGU (Cys/C)Cystein
UGC (Cys/C)Cystein
UGA Opal (STOP)

UGG (Trp/W)Tryptofan
CGU (Arg/R)Arginin
CGC (Arg/R)Arginin
CGA (Arg/R)Arginin
CGG (Arg/R)Arginin
AGU (Ser/S)Serin

AGC (Ser/S)Serin

AGA (Arg/R)Arginin
AGG (Arg/R)Arginin
GGU (Gly/G)Glycin
GGC (Gly/G)Glycin
GGA (Gly/G)Glycin
GGG (Gly/G)Glycin

Tabulka 1 — Tabulka genetického kdaii

Tato pravidla se nalézaji v souborgeneticky kod.txt* ve formatu AAAX, kde AAA
predstavuje kodon (trojici nukleofila X aminokyselinu, se kterou se kodon vaZze. Kadeidlo se

nachazi na jednoidku.

6.1.3 Skorovaci matice BLOSUM 62

Program PSProt uvaZuje stejlako BLAST i porovnavani sekvenci o podobnosti, proto vyuzZiva
k zarovnani skorovaci matici, kterd zohap rozdil mezi nahrazenim jednotlivych aminokyseli
Tato nahrada za prostou konstantni penalizaci zshawel pomahd najit lepSi zarovnani,
pravaEpodobrjSi totoZnost proteinu a s tim spojené i podggin/lastnosti obou protein
PSProt vyuZiva skérovaci matici BLOSUM 62, kterqwZiva ve svém algoritmu i néstroj

BLAST. Je to ,zlath $edni cesta“. Nagdpokladame, Ze program bude striktporovnavat
sekvence, u kterych sedta s vyhradé lokalnimi nebo globalnimi zavislostmi protéin

V tabulce niZze (Tabulka 2) jsou uvedeny prvky ueseliiiblizné podobnosti. VSintme si,
Ze nap. prvky skupiny zasaditych aminokyselin (H HistidiR Arginin, K Lysin) jsou fimo vedle
sebe a skére vzajemnych porovnani neni tak Spakwég jinymi prvky. Stejitak prvky skupiny
kyselych aminokyselin (D Aspartat, E kyselina ghatavd) jsou ve vzjemné konfrontaci ohodnoceny
skorem 2,¢ili dokonce kladnym. V celé matiatisla udavajici skére dvou aminokyselin okolo
diagondly nejsou tak mala jako ve vzd&jéithcastech skérovaci matice.

To je vlastnost vSech skdérovacich matic, nejen BUMS62. Jednotlivé matice se lisi

ohodnocenim kazdého pole.
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Tabulka 2 — Skoérovaci matice BLOSUM 62 [15]
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6.1.4 Vstupni sekvence

Vstupni sekvenci programu lze &ist ze souboru sekvence.txt, nebo zadain@ jako parametr

programu. PohodHjSi je ovSem vzhledem K@dpokladané atSi délce sekvence DNA &igat tuto

sekvenci ze souboru.

Format souboru sekvence.txt je prosty, obsahujezea@ekvenci nukleotid A (adenin),

e

arnim vyrazem
Infgionukleotid.

7

T (thymin), C (cytosin) a G (guanin). Tuto sekvemgichom mohli zapsategul

7

-

y maximal

(A+T+C+G)*. Z této sekvence se ¢ta pouze programem definovan
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6.2 Parametry programu

Program mé vSechny své volitelné parametry implicitastaveny, ale daji se¢mt dle poZadawvk
uZivatele pi spuséni programu. Program PSProt ma tyto nastavitelngénpetry:

1, databaze ([-d jmeno_databazoveho_souboru] )
Implicitné je nastaveny databazovy soubor databaze.txt,erérktse nachazi proteiny
syntetizované z rostliny Arabidopsis thaliana (Hu&ek rolni). Pro vlastni databazovy
soubor plati stejné poZzadavky na format, jako alote.txt.

2, vlastni vstupni sekvence ([ -r vstupni_sekvea] )
Implicitné je vstupni sekvence &itana ze souboru sekvence.txtjzm viak byt zadana
jako parametr. (viz. 6.1.4)

3, velikost okna pro porovnavani ([ -o velikostokna] )
Velikost okna vyraz& ovliviiuje prvotni vypdet nejpodobgSich proteinovych
sekvenci ped zarovnavanim.

4, povoleni mutace ([-m 0/1])
Pokud nastavime mutaci (parametr do hodnoty fl)pglézani hitu se povoluje jednu
aminokyselinu z okna pro porovnavani (podsekvemom)tovat tak, abychom dostali
hit, pogipad jej mohli prodlouzit. Mutace je povolena ovSem peu
pro aminokyseliny ze stejné aminokyselinové skupinjutace je implicitg
VvV programu povolena.

5, potet nejpodobrgjSich proteinovych sekvenci ([ -t pocet] )
Parametr nastavuje @&t nejlepSich protein z databaze, které se po prvotnim
porovnavéani na zakladitbodi budou zarovnavat agpaitavat jejich vysledné skore.
Tento parametr by logicky nerbyt vétSi nez celkovy pget proteiri v databéazi.

6, minimalni délka pro porovnavani ([ -x delka])
Parametr slouZzi pro selekci nalezenych potencidipioteini ze sekvence RNA. Nema
smysl porovnavat a zarovnavat s databazi proteinelikosti # aminokyselin.
Pripomaime, Ze do proteinu se nezéfi@va aminokyselina vznikla ze start kodonu.
Uvniti proteinu vSak Ize kédovat dalSi start kodon jaledhyonin.

7, ohodnoceni hii ( [ -a  hitbody_cisty hit] [ -b  hitbody_prodlouzeni_hitu] [ -c

hitbody _mutovany_hit] )
KaZzdé nalezeny hit (totoZzné okndjli podsekvence porovnavanych prot&in
je ohodnocen, rowz jeho prodlouZzeni a mutovany hit. To, jakou vahumit jaky hit,
Ize nastavit v programu nebo jako parametr.

8, pokuta za vloZeni mezery ([-g pokuta])
Pokuta za vloZeni mezery je jednim z rozdilovycktdd pro mizné modifikace

algoritmu pro porovnavani a zarovnani dvou sekvéfedleman-Wunsch. A rovh
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je pokuta za vloZeni mezery jednim Zujfcich faktoii celkového skére. &Sinou je
tato pokuta ohodnocena strzenim jellyj cili implicitn¢ je tento parametr nastaven
nal.

9, napowda ([-h1])
Napowda k programu.

6.3 Knihovny

Standardni funkce jsou v programu PSProt vybir&@uny pripojenych knihoven.

Ze standardni knihovny <stdlib.h> jsou v programuZty funkce atoi( ); a itoa( ); pi@t@zce
nacislo a zpéatky a funkce pro praci s pginmallloc( ); realloc (); free();

Knihovna <stdio.h> obsahuje funkce pro vstupni atwyni operace, <string.h> obsahuje
funkce pro praci s celyniietézci v programu jsou pouZzity nagstrepy( ); strcmp (); atd.

Knihovnu <time.h> vyuZijeme ip zjiStovani aktualnihoasu vypdétu pro zaznamenani

do vystupniho souboru.

6.4  Konstanty a globalni proménné

Na zaéatku kodu jsou definovany symbolické konstanty,rétslouzi pedevsim pro ohra&eni
natitani dat.
#define ROZMER 100
Udava, po kolika ndenych prvcich databaze se struktura databaze bemlekovat
se z¢¥tSenym paréovym prostorem.
#define NOVE 100
Udava, pro kolik novych prukdatabaze se #8i pangtovy prostor
#define MAX_PRVKU_DB 20000
Maximalni roznér databaze, maximalni mozny gad n&tenych proteifi z databazového
souboru.
#define SEQMAX 10
Podobny jako ROZMER u databaze. Réoavy prostor pro potencialni proteiny zétené
sekvence se alokuje vzdy po SEQMAX prvcich. fédpoklada se velké mnoZstvi
nalezenych potenciélnich protéjrproto by nglo byt ¢islo tadow o nékolik dimenzi mensi
nez ROZMER.
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#define MAXDELKA 300
Udava maximalni délku kéané sekvence DNA v nukleotidech a zatomeaximalni délku
fettzce aminokyselin proteinu &iganého z databazového souboru.

#define TOPMAX 100
Udava maximalni pget top porovnavanych protéima zaklad hitbodi. Skut&ny paiet
udava promnna TOP. TOPMAX slouzi pouze jako konstanta procitaai

s viceroznidrnymi poli.

Globalnimi prondnnymi jsou nastavitelné parametry programu:
int povoleni_mutace = 1;
int OKNO = 4;
int TOP = 20;
int MIN_DELKA_POROVNAVANI = 3*9;
int CISTY_HIT =5;
int PRODL_HIT = 3;
int MUTOVANY_HIT = 2;
int PENALTY_GAP =1,

RovreZ také souborf¥ILE *f | se kterym jsou asociovany vipehu programu soubory dle

potieby a logovaci soubdflLE *flog , do kterého je zaznamenavaflgh vypastu.

6.5 Funkce

6.5.1 Main (intargc, char *argv[])

Ridici funkce programu, definuje hlavni pole proguaravani a vola postupmiihodné funkce.
Po zpracovani argumeéntz prikazové radky, které mohou z#nit implicitni hodnoty
pro porovnavani a vyhledavani, sec¢toa hlavni vstupni data (sekvence a databaze).ebdsl

probthne translacecili pieklad DNA na sekvenci RNA. Zvysledné sekvence eaotidii

reprezentujici RNA se pak pomoci funkdem() ziskaji vSechny povolené (minimalni
poZzadované délky) fezané sekvence. A ty jsou pak pomdcankripce() preloZzeny
na potenciélni protein — dynamické pdiproteiny . Rozngr tohoto pole budefikrat mensi

nez rozndr pole pro dezané sekvence. Toto vyplyva ztranskripce (3 mtklg koduji jednu
aminokyselinu).
Nyni uz zname p@t potencialnich proteini pocet vSech proteiin v databazi a Greme
prikro¢it k prvnimu porovnani, pomoci heuristiky hitdiod-unkcemain() zavola jednu z hlavnich
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funkci nalezeni_hitu() . Pole hity[][] bude po vyp&u obsahovat hitbody kazdych
porovnavanych protein Posléze vybereme [TOP] nejlepSich (funkgfer() ) a jejich indexy
naplnime sestugrpoletop(][]

Tyto vybrané sekvence pak projdou semiglobalnirowasanim a vypé&tem vysledného skére
zarovnani. Funkke zavola druhou zézZsfich vyp@etnich funkcizarovnani() , ktera provede
druhy vypa@et a zapiSe jej do pokkorel[][] . Vysledky kazdého zarovnani se vSemi detaily jsou
vypsany do specialnich soulior

Nakonec je vypsan vysledny soubor results/Resxltsve kterém jsou shrnuty v3echny

vysledky programu (funkceypis_hlavni_soubor() ).

6.5.2 Ziskani_sekvencgsTRING seq)

Funkceziskani_sekvence() slouzi pro néteni vstupni sekvence DNA ze souboru sekvence.txt
do poleseq. Natte maximal& MAXDELKA znaku prvni tadky souboru, ixemz kazdy znak
odpovid4 jednomu nukleotidu. Zbytékdky ignoruje.

Provede konverzi z malych pismen na velka a zkané&ozda forméat odpovida strukeuDNA
(pouze nukleotidy A (adenin), T (thymin), C (cystgs G (guanin). B nespravném formatu

sekvence DNA nahlasi chybu a skbn

6.5.3 Nacteni_databazgSTRING **ID, STRING *NAZEV, STRING
~*RETEZ)

Funkce nacteni_databaze() zpracuje databazovy soubor (cestdena implicité v adresé
programu databaze.txt nebo parametrem —d).

Soubor naita fadku poradce a funkcstrtok() z knihovny string.h separujddku pomoci
odElovage ‘|' do ti fetézci, které znamenaji identifikator 1D, ndzev NAZE\fezec aminokyselin
RETEZ jednoho proteinu. Délka kazdého Fei¢tzci je omezena parametrem maximalni délky.
To se tyka pedevSim délky proteinu. Pokud neni databdze v mozaEm ttiprvkovém formatu,
program PSProt zahlasi chybu, vrati nulovggigroteiri a skowi.

Po n&teni sekvence aminokyselin se provadi validacepustuSechna malé pismenaezci
se fevedou na velkd a kontroluje se, zda forméat sekvempovida strukte proteinu, tzn., jestli
obsahuje jen a pouze zkg pro aminokyseliny. Prakticky jde o celou abecédtetrt univerzalr
pouzivaného symbolu X nahrazujici libovolnou amysaitinu) kron¢ pismen B, J, O, U a Z. Pokud

se do proteinu ,vloudi“ neexistujici aminokyselipaggram cely tento ,protein“ ignoruje.
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PSProt za &hu zpracovavani databazecfié paet natenych proteini a pokud pekrodi
predpokladany piet, vSechna pole se realokuji natdeny pamtovy prostor funkcipamet() .

Prib¢h realokace pa#ti se zaznamenava do logovaciho souboru.

6.5.4 Pamet(STRING **POLE, int nova_velikost)

V piipad piekrateni gedpokladdaného gtu proteimi v databézi, pro ktery primatnalokujeme
dostatek pa#ti, slouzi tato funkce k realokaci daného dynantickgole do wtSiho pamitového
prostoru.

PSProt funkci vyuZiva ip vytvaieni dynamickych poli struktury databaze @& patitani
potencialnich proteihze sekvence RNA. Nema smysl hned n&tlal alokovat obrovsky paftovy
prostor pro velkou databazi, kdyZideme databazi déat z vlastniho databazového souboru a ten
miZze mit libovolny (maly) péet proteiri. Stejré tak nenizeme pedem ¥dét, jakou sekvenci DNA

bude program zpracovéavat a kolik profemtze Usek DNA syntetizovat.

6.5.5 Translace(STRING seq)

Funkce pelozi sekvenci DNA v souladu s principem kompleragtyt na RNAfetézec. Thymin je

nahrazen uracylem.

6.5.6  Trim (STRING seq, STRING **trim_seq)

Spravié natend sekvence argloZzend sekvence RNA se pak podrokatfika Upravam. Funkce
trim() najde v sekvenci potencialni proteiny minimalnizgdované délky (princip nalezeni
viz. Tabulka 3). VSechny tyto nalezené proteinyZuldo pole tezanych sekvenci. Vrati celkovy
pocet nalezenych protein

Pole dezanych sekvencirim_seq je rovrtz polem dynamickym a PSProt operuje
s pandti stejrg, jako u naitani databazovych protéin Cili nejprve alokuje mensi pam
pro predpokladany piet ziskanych ezanych sekvenci a je-li jich vice, realokuje qeée v paniti
na \&tsi pandt'ovy prostor.

Nalezeni start a stop kodbje zaznamenavano do logovaciho souboru.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

puvodni sekvence
UGCAGGAUGCUGACGACUGAA\O

testuji se t Fi nukleotidy

AlJA A UG CAGGAUGT CUGACGACUGAANWD

Nalezen start kodon na pozici 2

AACAGGAUGCUGACGACUGAA\O

pohybujeme se po t Fech polich, hleda se stop kodon

A A|lA UG|C AG|GAUGCUGACGATCUGA AN

nalezen stop kodon na pozici 20

A AlA UG|c A Glec A uleg culc aAcle aclueAla o
pokud je délka potencialniho proteinuv  étSi nebo rovna minimalni pozadované délce, byl nale  zen prvni
potencialni protein

A ala uclec A Gcle A ule cule aclegac|ucalanv
hledani pokra €uje dalSi moznou po ¢€ateéni pozici
A A AlUGCIAGGAUGTCUGACGACUGAANW

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
nalezen start kodon, ale i kdyzZ jsme na posledni p  ozici, nebyl nalezen stop kodon

A A AUGTCAGGIA USG|IC UG G|A CG|A C UG A A\
hledani pokra €uje dalSi moznou po €ateéni pozici

A A AUGTCAGGA UGACGACUGAANW

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
konec prohledavani (nepoda Fi se testovat celou trojici nukleotid 1, resp. 3.nukleotid neexistuje)

AAAAUGCAGGAUGTCUGACGATCUG \O0

1>
>

Tabulka 3 — Nalezeni potencialniho proteinu

6.5.7 Transkripce (STRING trim_seq, STRING_3 **proteiny, int pocet_sej)

Funkce pevede vSechnyiezané sekvence na potencialni proteiny (sekvenitiakyselin). Temito
sekvencemi je napéno dynamické pole proteiny, které byléedtim alokovano, jelikoZ jiz je znam

pocet potencialnich protein

6.5.8 Nalezeni_hitu(STRING_3 **proteiny, STRING *RETEZ, int *hits,
int pocet_seq, int pocet_proteinu_db)

SteZejni funkce heuristiky hitbdd
V8echny potencialni proteiny se porovnaji s databani proteiny a mira jejich shody je

zaznamenana do tabulky ditVe dvou cyklech se porovnavaji postépwsechny podsekvence
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aminokyselin obou protein ohodnoceni shody je zadano parametry CISTY_HIROBL_HIT
a MUTOVANY HIT. Systém porovnavani podsekvenci iiblizen v tabulce 4.

(1) Porovnani oken

T K K RIR T S G .. HITBODY: 0
S K K R|IRTTE

(2) Neshoda, posunuti okna v 2. proteinu

T K K RIR T S G .. HITBODY: 0
SIK K RR|IT T E

(3) ... okno po projeti celého databazového proteinu, por ~ ovnava se dalsi okno...

TIK K RR|IT S G ... HITBODY: 0
S K KRIRTTE

(4) Nalezeni hitu

TIK K R R|T S G ... HITBODY: 5
S T TE .. (pFiéteni bod G za €isty hit +5)

(5) Pokus o prodlouzeni nalevo, neshoda

TIK K R R[T S G .. HITBODY: 5
TTE ..

(6) Pokus o prodlouzeni napravo, hit!

K K RR|T|S G .. HITBODY: 8

T
S T E .. (pFicteni bod G za prodlouzeny hit +3)

(7) Pokus o dalSi prodlouzeni napravo, neshoda

TIK K R R|IT|S|G ... HITBODY: 8
s E
(8) Pokra €ovani posunutim okna v databazovém proteinu, proces se opakuje

TIK K RR|[T S G .. HITBODY: 8

S KIK RRT|TE ..
Tabulka 4 — Nalezeni liit bez mutaceiisty hit: +5, prodlouzeny hit +3

Velikost porovnavanych oken je v tomttigack (4). Je nalezen hit na pozici 1 v potencialnim
proteinu a na pozici 1 v databazovém proteinu. Blezeni tohoto hitu se PSProt snazi tento hit
prodlouZzit na ob strany, je- li to mozné. Po t&mém prodlouZeni jsouipteny dalsi hitbody.

Pri porovnavani v dalSim pbéhu nastane situace, Ze bude nalezen hit na 2. ipozic
v potencialnim proteinu a 2. pozici v databazovérotginu. Po UsfEném prodlouZeni doleva

se dostaneme do stejné situace jako v tabulcéadieu (6). Tato redundance vyito ale wibec
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nevadi, jelikoZz se pouze znovu zajtaji hitbody za prodlouzeni hitu. DelSi hit mayenlto WtSi
vahu nez skolik menSich hit dale od sebe. To je ovS8em jen spraartento jev je ve vyhledavani

PSProtem pozitivem.

V tabulce 4 je natnuto porovnavani bez povoleni mutace. Pokud jeaosupovolena, dochazi
k zmenam gi vypoctu hitbodi. V zasad je systém vypétu stejny, pi jednotlivych porovnani ovSem
pii nedsgchu dochazi k pokusu o mutaci. Byiz porovnavaného okna, nebfi @istém hitu

v prodluZzovani okna (viz. Tabulka 5).

(1) Porovnani oken

T K K RIR T S G .. HITBODY: O
S K K RIRTTE

(2) Pokus o mutaci, isp éSny (S a T jsou ve stejné skupin €!)

T K K RIRT S G .. HITBODY: 2

T R TTE .. (pFicteni bod G za mutovany hit +2)
(3) Nalevo nejde prodlouZit, 2x isp €sSné prodlouzeni hitu napravo

T K K R|IR|T|S G ... HITBODY: 8

T T E .. (pFi€teni bod G za prodl. hit +3 +3)

(4) Jiz bylo v tomto hitu jednou mutovano, jiz nelze pr odlouzit!

T K K RIR[T|S|G ... HITBODY: 8

; e

Pokra €éovani porovnanim dalSich oken. Mutovani vtomtop  Fipadé nelsp éSné!

T K K RIR T S G .. HITBODY: 8

SIK K RR|T TE
Tabulka 5 — Nalezeni liit povolena mutacejsty hit +5, prodl. hit +3, mutovany hit +2

G

~

Mutaci okna Ize provést saniepr i v jiné nez prvni pozici uvnitokna. VZdy ale jen jednu

aminokyselinu a to ze stejné skupiny.

Uspésna mutace okna NeuUsp éSna mutace okna

K KR RJ..

...|HIK H R]...
Tabulka 6 — Mutace okna
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6.5.9 Vyber (int *pole, int max1, int max_pole, int *vystup_pok)

Funkcevyber() , mapovani indexnejlepSich prvk, je volana dvakrat a slouZi k prostému vybrani
nejlepsSich prvik ze vstupniho pole. Poprvé je volana pro&ybOP nejlepSich podobnych protiin
z databaze po heuristice hitlipdpodruhé pro fehodnoceni padi po vysledném skoére kazdého

zarovnani.

6.5.10 Zarovnej (STRING seq, STRING *trim_seq, int *hity, STRING *I D,
STRING *NAZEV, STRING *RETEZ, STRING_3 *proteiny, i nt *top, int

pocet_seq, int skore[])

e

Druha nejdlezitéjSi funkce PSProtu. Realizuje algoritmus semigloité zarovnani, de facto lehce
modifikovany Needleman-Wunsch.

Zarovnani se neprovadi pro vSechny proteiny zZodats ale pouze praskolik vybranych,
nejlepSich na zakladnheuristiky hitbod. Pro zaznamenavani hodnot slouzi dvojr&m@ pole
MATICE — zaznam skére, pomMATICE — zaznam indexiepmi zpétné hledani cesty, booleovska
dvojrozmérnd matice cesta — vysledna cesta pro nasledgidbwé zarovnani porovnavanych
proteini do pole zarovnanif].

Inicializace prvnichitadka tabulky je Zejma. Pro matici MATICE prvni sloupectadek na 0
(semiglobalni zarovnani), pomMATICE pak logicky pi@dchozi biiku ve sloupcii fadku.Radek
po fddku se pak potd obsahu pole MATICE jako maximum zé& thabidnutych moZnosti
(horizontalni pohyb + pokuta, vertikalni pohyb +kpta, diagonalni pohyb + hodnotactené
skérovaci matice BLOSUM 62). Do pomocné pomMATICE pak zaznamena index pole
S nej¥tSim z porovnavanych prik pricemz se davaipdnost diagonalnimu pohybu.agledkem
Kontroluje se fitom, zda jiZ nejsme na poslednfiédkuci v poslednim sloupci matic, coz byl
za disledek pi pohybu v tomtdddku/sloupci zruSeni penalizace za vloZzeni mezery.

Vyslednym skérem po zarovnani je pak pravy doldi MATICE. Od toho se také odviji cesta
pii zpétném hledani zarovnani. V matici pomMATICE se wgra dolnim rohu nachazi adresa pole
v matici MATICE, odkud jsme se na posledni pole tdias Takto postupujeme pomMATICI
az k levému hornimu rohufipemz v kazdém poli zaznamename v poli cesta 1.

Obecrk mazeme najit vice nejlepSich zarovnani se stejnyrjlepidm) vyslednym skore,
ale PSProt zaznamenava pouze jednu cestu ve sajitzeomejpimeéjSi zarovnani.

Nakonec se prochazi matici cesta ,po jekbnih“ a podle toho se zarovnavaji proteiny

do vysledné podoby, dle tabulky 7.
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(1) matice "cesta" (2) matice "cesta"

Vysledné zarovnani Vysledné zarovnani

(4) matice "cesta"

(3) matice "cesta”

Vysledné zarovnani

Vysledné zarovnani

Tabulka 7 — Zarovnavéani dle matice cesty

Pokud je nalezena jedkia v diagonalnim s#ému, zapiSi se na pozicitiplusné aminokyseliny
do obou proteifh a jsou inkrementovany pozice aminokyseliny oboatgini. Pokud je nalezena
jednika ve vertikalnim swgru, zapiSe se v jednom proteinu mezera a ve drudm@mokyselina,
piicemZ se pozice u proteinu, do kterého byla vioZzeezema, neinkrementuje.

Vysledky kazdého zarovnanéetns vSech piibéznych tabulek a vypi se zaznamenavaji
do vystupniho souboru porovnani danych prdteipribézné pomocné vypity do logovaciho

souboru.
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6.6  Vystup

PSProt generuje vystupovy adresasults/. Vystup je realizovan funkcemypis_soubor()
avypis_hlavni_soubor()

Hlavni vystupni souborResults.txt obsahuje nejdezitéjSi vystupni informace celého
programu v pehledné forma (viz. Fiiloha 2). Je zde zobrazena vstupni sekvence DNAtergho
souboru jsou ziskany proteiny pro porovnavani jjehjeateny pdet), parametry, s jakymi vypet
a porovnani prahl. A konené pro kazdy potenciélni protein (a jehévpdni templat RNA) seznam
nejpodobsjSich nalezenych protainz databaze a jejich porovnavaci hitbody a skofgofeno je
i jméno souboru, ve kterém se nach&zi detaily pwre&ni. Toto jméno se skladacisla
potencialniho proteinu a padi v nejlepSich nalezenych protiekpotencialnimu.

V detailnich souborech jsou pak informace dépino vysledné zarovnani obou protein
a vypaetni matice (matice skore, matice pomMATICE, matiesty). Viz. piloha 3.

Do logovaciho souboru results/log.txt jsathém celého &u vypaitu zaznamenavany detaily
vypoctu, které by byly v hlavnich vystupnich souboredbneikajici, avdak slouzi pro kontrolu
vypoctu (viz. @iloha 4).

Kromé toho informuje PSProt o fio¢hu vypatu primo ve standardnim vystupu (viz.
Obrazek 15).

WINDDWS' system32' cmd.exe - PSProt.exe -m 1

E:“PSProt>PiProt.exe —m 1
Macitani databhaze...
Chybny protein B — pokusny?,. POZICE 34: znak: B {(ascii kod 662>

Databaze nactena.
Pocet nactenych proteinu: 16868

Probiha vypocet hithodu...

FProhiha zarovnavani...

Zarovnani ukonceno.

PSPROT — TECHNOLOGIE PRO POROUNANI SEKUENCI FPROTEINU

Ead
* |Uspesne dokonceno.

= Program vygeneroval vystupni soubory.

I

* Program probehl s temito parametry:

ad r: TTTAAATTTTIACTTITITITITICTITICTTIGIIGGTTCGITITTTTAGCTTITAGCTTITAGCTITITITITTTITT
TTTTTTTITTTITITTTTIITITTITTACTTITAGCTTTAGCTTACTITTAGCTTACTIGAAGCTTACTTGACTITAGCTT
TTCTTTTITTITITITITITITITITTITIITITITITITITITITIGTIACITA

£ gatahaze.txt, pocet pruku: 1888

U=Rrl- - = N = =1

I
I
I
Ead
I
I
I
I
I

Obrazek 15 — Vystup
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6.7 Re3ené problémy pi implementaci

Pri implementaci jsemieSil rekolik problémi spojenych @& uZ s programovacim jazykem C,
realizovanim algoritrin, ¢i desinterpretaci biologickych fakt

* Realizace mutace

» Prodluzovani hitu za hranice sekvence

* Neexistujici aminokyselina X

* Rozméry matic pro zarovnani

»  Pxilis dlouhytradek ve vstupnim databazovém souboru

* Zpusob ukoreni n&tené sekvence aminokyselin z databéaze

* Mala databaze v porovnani s pozadovanyifigro nejpodobSich proteir

6.7.1 Realizace mutace

Pfi porovnavani oken a nenalezeni hitu se algoritsnaZi o mutaci okna. To znamen& pokus
o znmenu prvniho prvku skupiny tak, aby se shodoval &@mv na stejné pozici druhého okna,
a pitom byl ze stejné skupiny aminokyselin. Nejprvens tedy Wil pomoci pomocné funkce
Zjisti_skupinu() prislusnou skupinu, kam prvek piata postupé porovnaval se vsemi prvky
skupiny kron¢ prvku samotného. Pokud jsem nalezl shodu (moZné&ae) bylo porovnano
zmutované okno s druhym. Pokud se okna rovnal&zh@em hit. Pokud ovSem ne, musel jsem
pokraiovat v cyklu pro dalsi prvek okna (druhy). Tepréejsem takto proSel vSechny prvky okna a
piitom nenalezl mutovany hit, mohl jsem prohlasit awmitza neusgEnou. ReSenim je pouZiti
proménnych KONEC a MUTOVANO a sniéky while za podminky (! KONEC). iPuspichu
nékterého zé&chto porovnavanych zmutovanych oken jsem nastardimgnnou MUTOVANO
na true, KONEC na falserifeulsgchu Zistane KONEC na true a porovnavasihto oken sko#
celkovym nedsgchem. K inkrementaci hit se dostanedbuovnosti oken neboies nastaveni
proménné MUTOVANO na true i UspsSné mutaci okna.

Uryvek algoritmu mutace vifloze 5.

6.7.2 Prodluzovani hitu za hranice sekvence

Chyba odhalena v fibéhu po prozkoumani logovaciho souborti.alezeni hitu na pokraji jedrié
druhé sekvence se PSProt snaZzi porovnat prvky \etlle Nag. byly-li oba hity na konci pole,
pak se porovnavaly i prvky 0’ a hit byl chybprodlouZzen. Dodat®¢ pak byly do kédu dopkmy

podminky na pozici v prodluzovaného hitu v jedng&irdruhém proteinu.
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6.7.3 Neexistujici aminokyselina X

V pavodni skérovaci matici blosum62 [16] bylo pouze atninokyselin, avSak vékterych
proteinech se objevovala aminokyselina X. Wpoctech maticetast&ného skore se pak projevila
chyba pi vypocitavani diagonalni moznosttgrhodu, pipoc¢itani neinicializovaného mista v pétin
(nebylo nalezeno ohodnoceni pro dvojici [X, druhdireokyselinal). Tot@&islo bylo nej¢tsi ze vSech

a vedlo tak k deformaci vSech matic (skére, pomaoaéice i matice cesty). Do matice BLOSUM
(soubor blosum62.txt) byl tedyiganradek X podle jiné verze této skorovaci matice [kEra jiz

s ni pd&ita. V rekterych publikacich se totiz pismenem X aarja i nezndma nebo nespecifikovana

aminokyselina [19].

6.7.4 Rozméry matic pro zarovnani

Matice pro vypdet skbre jsou co do obou rozm vzdy o 1 delSi nez je délka obou proteijejich
aminokyseliny tvéi zahlavi. A to diky vioZeni gaéteiniho nulového sloupce #adku. Chyba
nezapditani tohoto inicializaniho fadku a sloupce se pak projevildeg@gasnym chybovym
ukontenim Bhu programu jiz i vypoctu matice skére nebo chybamii gvorbé zarovnani,
neba’ poslednirddek a sloupce matice byly ignorovanyi Wpoctu totiz mimo jiné pistupujeme
k matici cesty jako k jednorozimému poli a péitame s délkou matice. Chybna déféalku matice

(zmen3ena o 1) se tudiz projevovala s kazdym daédkem vyrazgi.

6.7.5 P¥ilis dlouhy radek ve vstupnim databazovém souboru

Dlouhy rddek databaze funkdgets() dostaténé spravié nezpracuje, jelikoz figsahuje délku

fadku. Resp. zpracuje maximalni¢pb znak a zbytekiddky zpracuje jako novyadek,¢ili dalsi

protein. To ovSem Zsobi chybu formatu databaze, protoZze énoxznikly radek s nej¥tsi

pravdpodobnosti neobsahuje dva eélidace. Proto musime ip n&titani [ilis dlouhéhoiadku

po n&teni feti instance proteinurgist zbytekiadky az do znaku ‘\n’ &né. Jednoduchym cyklem
while (getc(f) = "\n")

; Il prazdna smycka
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6.7.6 Zpusob ukonteni naftené sekvence aminokyselin

Kazdy protein v je v databazovém souboru uloZejedaomiadku.Radek se nita stylem néteni
celéhofadku fgets() ) s danym p&tem znak. Pokud jefadek kratSi a ve spravném formatu,
do tretiho hlavniho proteinového pole RETEZ se sptawiite zbytekiadku po druhém odtbvadi

‘I'. Funkce fgets() ovSem néte celyiadek i s ukotovacim znakem ‘“\n’, avdak je-li digany
fadek delSi,  kopirovani do pole RETEZ funkcistrncpy() nateme pouze znaky
(aminokyseliny), jelikoz v tomtoifpad tadek neni ukafen ‘\n’. Proto pro uko&eni vzdy zjistime
délku fettzce RETEZ (bd podminkou na ukafovaci znak ‘\n’ nebo je pet stanoven

na MAXDELKA) a ukortime jej standardnim ukéavacim znakerbetzce \0'.

6.7.7 Mala databaze v porovnani s poZzadovanym p#em
nejpodobnéjSich proteini

Jestlize poZzadujeme nejpodeistich 10 proteifi z databaze a databaze obsahuje pouze 8 prptein
program by skotil chybou, protoZe by jiz na 9. nejlepSi pozici réprotein pro hodnoceni. Tato
chyba byla eliminovana zarézkou ¢po poZzadovanych proteinmaximal na pdet proteiri

v databazi. Tato chyba by se v praxi prgpablobré asi nevyskytla, jelikoZz databaze s proteiny by
mély obsahovat nesrovnatélnvice proteifi neZz bude poZadovany ¢ nhejpodobgSich

nalezenych.
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7 Vstupni testy

Vstupni test 1

Vstup databaze

Problém Vstupni soubor neexistuje
Popis Chybné zadéani vstupniho databdzového souboru.
Vystup Soubor neexistujici_db.txt se nepodarilo otevrit!

Databaze je prazdna!

Nevytvaren Zadny vystupni soubor.

Vstupni test 2

Vstup databaze

Problém Prazdny soubor
Popis Databazovy soubor je prazdny.
Vystup Nacitani databaze...

Databaze nactena.
Pocet nactenych proteinu: 0
Databaze je prazdna!

Vytvoren pouze soubor log.txt s obsahem:

Pocet nactenych proteinu z databaze: 0

Vstupni test 3

Vstup databaze

DU

Problém Data v nespravném formatu

Popis Databazovy soubor neodpovida forméatu, libowaslbubor, na kterém nejsc
minimalre dva oddlovace naradce.

Vystup Nacitani databaze...

Databazovy soubor neni v pozadovanem formatu!
Databaze je prazdna!

Vytvoien pouze prazdny soubor log.txt.

Vstupni test 4

Vstup databaze

u

Problém Data v nespravném formatu

Popis Nafradce jsou vice neZ dva atiovace. Ripadna chyba formatu proteir
na jednontadku.

Vystup Vypocet prokthne v peadku, pokud jsou prvniitodclené prvky naradku

ve spravném formatu, zbytekadky se ignoruje. Pokud data nejs

v poZzadovaném formatu, program dany d¢élyek ignoruje.

Chybny protein protl - chybny, POZICE 4: znak: Z (a scii kod 90)

ou

Vypocet prolghne v pdgadku se vSemi vystupnimi soubory.
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Vstupni test 5

Vstup sekvence

-

Problém Data v nespravném formatu nebo soubor stegxi

Popis Radka v souboru sekvence.titparametr -r obsahuje jiné znaky nez znaky
pro nukleotidy A, C, G, T (velka i mala pismena)baevstupni soubo
neexistuje a zarovienebyla zadana vstupni sekvencedikgzoveradky.

Vystup CHYBA POZICE 9: znak: X (ascii kod 88)

Chyba pri nacitani sekvence!
Sekvence neni ve spravnem formatu!

Nevytvaren Zadny vystupni soubor. Zobrazi se informaceyb&ch

Vstupni test 6

Vstup sekvence

Problém Nenalezen potenciélni protein

Popis Sekvence nukleotidRNA neobsahuje Zadny start kodon nebo Zadny |stop
kodon nebo nejsou v takovém postaveni, aby meziusabavirali dostataeé
dlouhy pozdji syntetizovany potencialni protein.

Vystup Nebyl nalezen ani jeden potenialni protein!

log.txt:
Nalezen start kodon na pozici 0

Pocet vzniklych potencialnich proteinu ze vstupni s ekvence: 0

Vypocet prokkhne v pdadku, je vytvéen soubor Results.txt a log.txt
s nulovymi vysledky.

Vstupni test 7

Vypdet

1%

Problém Chyba v pozadavcich

Popis Je #S3i paet zadan poZadovanych nejpodgBich proteiti neZz obsahuijg
cela databaze.

Vystup

Vypocet prokkhne v psadku, pouze ptet poZadovanych nejpodafigich
proteini se automaticky snizi na celkovy &gt fadré natenych protei

z databaze.
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8 Experimenty

Vysledky programu PSProt zavisi na zadanych vsthphodnotach a parametrech. Pro experimenty
byla zvolena sekvence nukleatid ze které se fite syntetizovat potenciondlni protein:
KKKRRTTKQKIEIEIEKKKKKKKKKKKKNENRNRMKIEDO databaze byly vloZzeny imaginarni proteiny
upravené tak, aby etovaly gresnou funkci programu a futikost se dala @¥it na vypa@itanych

vysledcich:

ImaginareFITvlozenol|temer presny protein|
KKKRRTTKQKIIEIEIEKKKKKKKKKKKKNENRNRMKIE
ImaginareFITworst|insertovany presny protein|
KKKRRTTKQKIIEIEIEKKKKKKKKKAALSKKKKDENRNRMKIE
ImaginareFIT|presny protein|
KKKRRTTKQKIEIEIEKKKKKKKKKKKKNENRNRMKIE

ImaginareFIT je totoZny protein jako porovhavangyiaginareFITvlozenol je téh rovrgz
identicky, ovSem je dodpvloZena aminokyselina isoleucin (I). Protein IrimegeFITworst vyjatlje
nejhorsi zeif unele pro experimenty vytienych proteif, je do & vioZena jedt podsekvence
nékolika aminokyselin navic.

PSProt by rél tedy vyhodnotit jako nejpodolj§i protein pesny protein ImaginareFIT, jako
druhy nejpodobgjsi pak ImaginareFITvlozenol &ti v pdadi by se rél objevit ImaginareFITworst.

Pokud se tedy jinde v databazi nenachazi pafjsiprotein.

Vysledek spughy nad databazi s vySe uvedenymi vstupy a pararettym 1 -t 20-x4 -a5-b 3 -c
2-gl

* Nejpodobnejsi proteiny

* -- 1, ImaginareFIT, presny protein, 5126 hitbod u, skore: 187

* -- 2, ImaginareFITvlozenol, temer presny protein , 3666 hitbodu, skore: 186

* -- 3, ImaginareFITworst, insertovany presny prot ein, 1884 hitbodu, skore: 176
* -- 4, At4g11385.1, hypothetical protein, 4163 h itbodu, skore: 102

Program tedy spra¢nuriil jiz na zakladg heuristiky hitbod jako nejpodobSi protein
ImaginareFIT, pesny protein s 5126 hitbody, i dalSif@di ugil spravre. Hitbody jsou ve #tSim
rozpti nez skoére zarovnani. Po vloZzeni aminokyselinytotiz dojde k poruseni velkého
(,kompletniho proteinového) hitu. Na skdore se d@af projevi vlioZzenim mezery a tedy penalizaci
za toto vloZeni. Tato pokuta je nastavena na lafpeir —g 1) a proto ma ImaginareFITvlozenol
pouze o 1 horsi skére neZ ImaginareFIT.

Jako étvrty nejpodobgyjSi byl nalezen At4g11385.1, hypothetical proteig, zn&né mensim
skore, oviem velkym @tem hitbodi. To je zmisobeno tim, Ze obsahuje velkou sekvenci
aminokyseliny K (kyselina glutamova), st&jnako v porovnavaném potencialnim proteinu.

Bude proto vybran do nejpodajsich proteii, ale i zarovnani dojde k velkym ztratdm za vloZzené
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mezery. Vysledné zarovnani tohoto proteinu je skb&@nim zarovnanim véstnano

do co nejmensiho prostoru v okoli n#dgi stejné podsekvence. JelikoZz je ale Atlg01810.1
hypothetical protein po#nné¢ o hodré delSi, dochazi ve vyptu skoére za vlioZzeni mezer k velké
penalizaci, proto je skdre mensi nez by heuridtikaodi predpovidala.

Spravnost vypé&tu byla tedy timto osfena.

8.1 Vypocet bez mutace

Vypocet hitbodi a nasledna regulace semiglobalnim zarovnanim smalvisi. Hitbody jsou hrubym
vypoctem a selektuji nejpodoBi§i proteiny, které projdou zarovnanim. V naslédah grafech je
vybrano 20 top nejpodobjEich nalezenych protaire databaze, sgzenych podle vysledného skére
zarovnani (oranzovy sloupec). Hodnoty modrého sleupgrafu znamenaji pet pedvypa@tenych
hitbodi. Cilem vypd@tu bylo zjistit vztah mezi padi na zaklagl heuristiky hitbod a skoére

po semiglobalnim zarovnaniipizné velikosti okna.

Graf Hitbod G: mutace 0, okno 3, hitbody 5/3/2

5550

O©CO~NOUIA_WNEF
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Graf Hitbod G: mutace 0, okno 7, hitbody 5/3/2

3275

OCO~NOOA_WNE

Graf Hitbod G: mutace 0, okno 10, hitbody 5/3/2

O©CO~NOUIAWN PR

Obrézky 16 — 18: Grafy hitbddpti riznych délkach porovnavaciho okna bez mutace

V grafech na obrazcich 16-18 vidime, Ze s#&jicim se oknem pro porovnani se selektuji
jen proteiny, které v s@obsahuji minimalé stejré dlouhé podsekvence, aby dostatjaké hitbody.
Ve vSech pipadech (okno 3, 5, 10) je na prvnittytech mistech stejnd nejpodési ctverice.
Ostatni porovnavané proteiny znamenaji vicemédhodné hity, a proto jsou po Upkav
semiglobalniho zarovnéni isgeny jinak, ovSem to neni tolik podstatné, jakoZe nejpodob¥)si
proteiny se drzi v pdpdi. Po z¥tSeni okna nad 15 jiz ztracime t&nvSechny ostatni porovnavané
proteiny a #stanou pouze ImaginareFITigsny protein a ImaginareFITvlozenol, u ostatniclto by
zjisteno 0 hitbod a proto je dalsi gadi jiZ nevyznamné.

Prvni étyfi mista na vSech grafech obsadiliegpokladané proteiny v fadi ImaginareFIT,

ImaginareFITvlozenol, ImaginareFITworst, At4gl11383alSi psadi neni podstatné.
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Samotny vypeet hitbod: trval pro 20 000 databazi protéim jeden nalezeny potencialni
protein u malych oken fplizné¢ 11 vtéin, u okna o velikosti 10 trvaéno pod 6 vtén.

P neuvazované mutaci tedy dostavame vysledek wsichile pro jakékoli okna.

8.2 Vypoéet s mutaci

Pro vyp@et s mutaci ziskavame u v3ech porovnani logickgivpaet hitbodi, pricemZ opravdu
podobné proteiny se drzi n&epnich pozicich co do podobnosti s porovnhavanym.vBlikost okna
10 ziskdvame o malo vice proteis nenulovymi hitbody, ale toto je danoébpouze ndhodnymi
a jeSt navic zmutovanymi hityCtvrty protein, ktery je nepo#nné del3i neZ trojice imaginarnich,
ma dalSi hitbody za nahodné mutace podél celéhipto Nutno podotknout, Ze tyto nedostatky
jednak opravi semiglobalni zarovnani, a navic aggpodobr tyto délkové rozdily v praxi alespo
caste&né smazou.

Pokud pdgitame s mutaci jedné aminokyseliny v hitu, igtose znéné zpomali. A to je&t
s rostouci délkou okna, nabpro Wtsi okno musime zkouSet mutaci vicekrat, pokud natdézena.
Konkrétni nanmitené hodnoty se pro jednotliva oknamity. Pro velikost okna 3 trval vyget
3 minuty a 11 vtén, pro velikost okna 5 to jiz bylo 3 minuty a 4&in a pro desetiprvkové okno
doba vypdtu prekrctila 4 minuty.

S wtSi velikosti okna ziskavamergsrejSi vysledky, avSak platime za t@t$i casovou

nara:nosti vypaétu.

Graf Hitbod G: mutace 1, okno 5, hitbody 5/3/2

4485
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Graf Hitbod G: mutace 1, okno 10, hitbody 5/3/2

2618

OCO~NOORAWNPF

Obrazky 19 — 20: Grafy hitbddori riznych délkach porovnavaciho okna s mutaci

8.3 Ohodnocenim hiti a pokuta za vlozeni mezery

Pokud smazeme rozdily mezi jednotlivymi hity, netastavime femrd€nou hodnotu napcistému
hitu, dostavame horSi vysledky ne yyvazené hodnét5/3/2. Vysledky hitbodl jsou zkreslesi.
Ctvrty protein ma dokonce fp ohodnoceni hit 10/1/1 ténsf stejnou hodnotu jako prvni
ImaginareFIT. To je dano tim, Ze jsou vicekrat paévany tytéZ sekvence a to hrajgdv roli. Cisty

hit prebije prodluzovandi mutaci.

Graf Hitbod G: mutace 1, okno 5
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‘- hitbody: 2/2/2 @ hitbody 10/1/1 ‘

Obrazek 21 — Grafy hitbddporovnavanych proteinpii rizném ohodnoceni

57



Pri zvétSeni pokuty za vlioZzeni mezery dostaneme pro vedajfgoteiny mensi hodnoty,
pro gesny protein se hodnota nesmh vibec, pro podobné proteiny menFilis velkd pokuta
za vloZeni se ale také nedoparne, niZe to smazat veSkeré nabyté skore. Na grafu jsdit vi

sloupce skare pro top 20 protéia pokutou za vloZzeni mezery 5 a 1.

Graf Skore: mutace 1, okno 5, hitbody 5/3/2, rozdil pokuty za vloZzeni mezery

‘l penalty_gap =5 B penalty_gap =1 ‘

Obrazek 22 — Graf skérdiptaznych pokutach za vloZzeni mezery
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O Zavér

Bioinformatika v sol® spojuje biologii a informatiku. Uvod prace obsahghrnuti vieho
dalezZitého v biologické&sasti, tedy v3e, co piabuji wdét o prvcich sekvenci, které budu péjd
porovnavat. Nukleotidy adenin, cytosin, guanin,ntity a uracil v DNA, resp. RNA, jejich &eni
sledu aminokyselin tidci proteiny. Tato data jsou pak uloZzena v datalazEeznamil jsem se
striiné i s organizaci dat v nich. Porovnavat ohkiediologické sekvence pomoci ¢itte je
pii obrovském mnoZstvi jiZz zji&hych dat pro biology nutnost. | proénbylo z hlediska poznani
sloZeni organismu vlastniho druhu velmi zajimavérat problémentasté&né zabyvat.

Ve druhéc¢asti prace je popsan vjazyce C implementovany rarogPSProt, ktergerpa
inspiraci ze dvou nejznafjSich algoritni pro porovnavani sekvenci FASTA a BLASTicemz je
podobrjSi rozsfensjSimu BLASTu. Podobh jako tyto programy slouzi PSProt k nalezeni
nejpodobujSich proteiid k proteinu, ktery ize byt vytvden ze zadané sekvence DNA. V programu
PSProt je pouZit vlastni algoritmus vyuZivajici dedektivni algoritmy k vyéru a pozdjSi Gprae
poradi nejpodob¥Sich proteih z databaze. Jsou jimi heuristika hitbod varianta algoritmu
Needleman-Wunsch- semiglobalni zarovnani- aplikévaa vybrané nejpodo§jii proteiny. Jako
porovnavaci databaze byla pouZita skoée databaze proteinrostliny Arabidopsis thaliana
(Husenéek rolni), pouzivajici se ke genetickym pokuspro své specifické vlastnosti, jako je hap
abnormali rychly rist a stidani p@tu generacti maly genom [20].

Program pracuje veadch fazich. Nejprve zpracuje dtanou sekvenci DNA, najde v ni gen
kodujici mozny protein, tzn. nalezndigiuSnou podsekvenci ohréganou start kodonem a stop
kodonem, peloZi ji na RNA a posléze pomoci tabulky genetickédddu na potencialni protein.
Zadana sekvence DNAtrke fitom obsahovat vice génkteré syntetizuji protein. Kazdy takovy se
nejprve na zékladheuristiky hitbod porovna se vSemi proteiny z databaze, kterou rdépozici.
Algoritmus porovnava postuprvSechny podsekvence (,0kna“), uvazuje podobnoshakgselin
kazdych dvou protein a mutaci jedné aminokyseliny v ramci jednoho retého hitu (shodné
podsekvence), fitemZ miZze dojit k kkolika nevyhnutelnym negativnim jéw, jako je nafiklad
kiizeni hiti (nalezenych shod) nebo duplikaci ¥ hita pfi prodluZzovéani. Tyto jevy ale pouze
podporuji vybranou podobnost a budou neutralizovafiypozdjSim semiglobalnim zarovnani
nejpodobuijSich proteiri. Semiglobalni zarovnani reprezentuje vysledny ¥gpskore podobnosti
pouze pro dany get na zaklad heuristiky hitbod vybranych nejpodol#sich proteifi. Pro kazdy
potencialni protein, ktery Ize syntetizovat z Usekdané sekvence DNA, je tedy vystupem seznam
nejpodobujSich proteih z databaze, jejich zarovnani s hledanym proteine&stre vioZeni mezer,
jejich parametry podobnosti (hitbody, skore). Pigpatet skore byla pouZzita skérovaci matice
BLOSUM 62, kterou fi vyhledavani nejpodolgiSich proteiri ¢i sekvenci pouziva také BLAST.
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parametry toto ovlitujici je povoleni v frod® pomgrné castého jevu, mutace,fipprvotnim
vyhledavani pomoci heuristiky hitbba rovréz také velikost porovnavanych podsekvenci (,oken").
Mutace vypdéet algoritmu vyrazé zpomali.

Vysledna prace by se mohla dale rozvijet. Na vstopz zadavame oligonukleotid
(10-1000 nukleotid dlouh& sekvence [21]) DNA kodujicirféttzec RNA, ktery se nasledpiepiSe
na protein. Gen v DNA se ale sklada nejen ze seivkédujicich pozgsi protein, tzv. exohn
ale také z dalSich (zpravidla delSi¢lsti, které budou v procesu transkripce Wshy, tzv. introf.
Rozhrani mezi exony a introny je ale pro tuto priedevsim z biologického hlediskéiliE detailni
a proto tento seéh PSProt neuvaZzuje. Mechanismus rozpoznani taezRina a kde kod#i v genu

exon a vydfzeni ostatnich intranby mohlo byt tudiZ jednou z nadstaveb této prace.
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Priloha 1: Databaze pro PSProt

ImaginareFITvlozenol|temer presny protein| KKKRRTTKIEIEIEKKKKKKKKKKKKNENRNRMKIE

ImaginareFITworst|insertovany presny protein| KKKRKRKIIEIEIEKKKKKKKKKAALSKKKKDENRNRMKIE

ImaginareFIT|presny protein| KKKRRTTKQKIEIEIEKKKKKKKKKKKNENRNRMKIE

Imaginare2|druhy vymysleny protein| MIFEXKSDGKVAIITB5KAKSIGYGIAVAYAK

At1g01010.1|NAC domain protein, putative
IMEDQVGFGFRPNDEELVGHYLRNKIEGNTSRDVEVAISEVNICSYDPWNRFQSKYKSRDAMWYFFSRRENNKGNRQSRTTVSG
KWKLTGESVEVKDQWGFCSEGFRGKIGHKRVLVFLDGRYPDKTKSDWVIHEHYDLLPEHQRTYVICRLEYKGDDADILSAYAI
DPTPAFVPNMTSSAGSVVNQSRQRNSGSYNTYSEYDSANHGQQFNENSNIQQPLQGSFNPLLEYDFANHGGQWLSDYIDLQQ
QVPYLAPYENESEMIWKHVIEENFEFLVDERTSMQQHYSDHRPKKPVSGVRDDSSDTETGSMIFEDTSSSTDSVGSSDEPGHTRID
DIPSLNIIEPLHNYKAQEQPKQQSKEKVISSQKSECEWKMAEDSIKIPPSNTVKQSWIVLENAQWNYLKNMIIGVLLFISVISWIILV

G

At1g01020.1|unknown protein
IMAASEHRCVGCGFRVKSLFIQYSPGNIRLMKCGNCKEVADEYIECERMREIDLILHRPKVYRHVLYNAINPATVNIQHLLWKLVF
AYLLLDCYRSLLLRKSDEESSFSDSPVLLSIKVRSFLFNGLN

At1g01030.1|DNA-binding protein, putative
IMDLSLAPTTTTSSDQEQDRDQELTSNIGASSSSGPSGNNNNLPMMMIABREHMFDKVVTPSDVGKLNRLVIPKQHAERYFPLDS
SNNQNGTLLNFQDRNGKMWRFRYSYWNSSQSYVMTKGWSRFVKEKKLDAGLD/SFQRGIGDESERSKLYIDWRHRPDMSLVQA
HQFGNFGFNFNFPTTSQYSNRFHPLPEYNSVPIHRGLNIGNHQRSYYNTQRFVGYGYGNLAGRCYYTGSPLDHRNIVGSEPLVI
DSVPVVPGRLTPVMLPPLPPPPSTAGKRLRLFGVNMECGNDYNQQEESWPRGEIGASSSSSSALRLNLSTDHDDDNDDGDDGD
DDQFAKKGKSSLSLNFNP
At1g01040.1|DEAD|MVMEDEPREATIKPSYWLDACEDISCDLIDDLVEFDPSSVAVNESTDENGVINDFFGGIDHILDSIKNGGGLP
NNGVSDTNSQINEVTVTPQVIAKETVKENGLQKNGGKRDEFSKEEGDKDRRARVCSYQSERSNLSGRGHVNNSREGDRFMNRK
RTRNWDEAGNNKKKRECNNYRRDGRDREVRGYWERDKVGSNELVYRSGTWEDHERDVKKVSGGNRECDVKAEENKSKPEE
RKEKVVEEQARRYQLDVLEQAKAKNTIAFLETGAGKTLIAILLIKSVHKDL MSQNRKMLSVFLVPKVPLVYQQAEVIRNQTCFQV
GHYCGEMGQDFWDSRRWQREFESKQVLVMTAQILLNILRHSIIRMETIDLULDECHHAVKKHPYSLVMSEFYHTTPKDKRPAIFG
MTASPVNLKGVSSQVDCAIKIRNLETKLDSTVCTIKDRKELEKHVPMPSENVEYDKAATMWSLHETIKQMIAAVEEAAQASSRK
SKWQFMGARDAGAKDELRQVYGVSERTESDGAANLIHKLRAINYTLAELGQWCAYKVGQSFLSALQSDERVNFQVDVKFQESY
LSEVVSLLQCELLEGAAAEKVAAEVGKPENGNAHDEMEEGELPDDPVVSGE&HVDEVIGAAVADGKVTPKVQSLIKLLLKYQHT
ADFRAIVFVERVVAALVLPKVFAELPSLSFIRCASMIGHNNSQEMKSSQMM@TISKFRDGHVTLLVATSVAEEGLDIRQCNVVMRF
DLAKTVLAYIQSRGRARKPGSDYILMVERGNVSHAAFLRNARNSEETLRKEAIERTDLSHLKDTSRLISIDAVPGTVYKVEATGAM
VSLNSAVGLVHFYCSQLPGDRYAILRPEFSMEKHEKPGGHTEYSCRLQLRCAPFEILEGPVCSSMRLAQQAVCLAACKKLHEMG
AFTDMLLPDKGSGQDAEKADQDDEGEPVPGTARHREFYPEGVADVLKGEW8SGKEVCESSKLFHLYMYNVRCVDFGSSKDPF
LSEVSEFAILFGNELDAEVLSMSMDLYVARAMITKASLAFKGSLDITENQL SSLKKFHVRLMSIVLDVDVEPSTTPWDPAKAYLFV
PVTDNTSMEPIKGINWELVEKITKTTAWDNPLQRARPDVYLGTNERTLGGIRREYGFGKLRHNIVFGQKSHPTYGIRGAVASFDV
VRASGLLPVRDAFEKEVEEDLSKGKLMMADGCMVAEDLIGKIVTAAHSGKR FYVDSICYDMSAETSFPRKEGYLGPLEYNTYAD
YYKQKYGVDLNCKQQPLIKGRGVSYCKNLLSPRFEQSGESETVLDKTYYVEPPELCVVHPLSGSLIRGAQRLPSIMRRVESMLLA
VQLKNLISYPIPTSKILEALTAASCQETFCYERAELLGDAYLKWVVSRFLFLKYPQKHEGQLTRMRQQMVSNMVLYQFALVKGLQ
SYIQADRFAPSRWSAPGVPPVFDEDTKDGGSSFFDEEQKPVSEENSDVREEMEDGELEGDLSSYRVLSSKTLADVVEALIGVYY
VEGGKIAANHLMKWIGIHVEDDPDEVDGTLKNVNVPESVLKSIDFVGLERA LKYEFKEKGLLVEAITHASRPSSGVSCYQRLEFVG
DAVLDHLITRHLFFTYTSLPPGRLTDLRAAAVNNENFARVAVKHKLHLYLR HGSSALEKQIREFVKEVQTESSKPGFNSFGLGDCK
APKVLGDIVESIAGAIFLDSGKDTTAAWKVFQPLLQPMVTPETLPMHPVRE.QERCQQQAEGLEYKASRSGNTATVEVFIDGVQV
GVAQNPQKKMAQKLAARNALAALKEKEIAESKEKHINNGNAGEDQGENENGNKKNGHQPFTRQTLNDICLRKNWPMPSYRCV
KEGGPAHAKRFTFGVRVNTSDRGWTDECIGEPMPSVKKAKDSAAVLLLELINKTFS
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Priloha 2: vystupni soubor results.txt

VYSLEDKY POROVNAVANI:

* Datum vypoctu: 11.05.2008, 23:02:24

*

* Sekvence:

TTTAAATTTTTACTTTTTTTTTITCTTCTTGTTGGTTCGTTTTTTAGCTAGRATTAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTACTTTTAGCTTTAGCTTACTTTTAGCTTACTT&ARTACTTGACTTTAGCTTTTCTTTTTITTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTITTTITTITTITTITTITTTGTACTTA
*

* databaze v souboru: databaze.txt

* Pocet proteinu v databazi: 20000

*

* Parametry pro porovnavani:

* velikost okna pro porovnavani: 5

* minimalni delka proteinu pro porovnavani: 30 n
* mutace povolena

* ohodnoceni hitu: cisty hit: 5, prodlouzeni hitu

* pokuta za vlozeni mezery: 5

*

* Pocet nejlepsich sekvenci pro zarovnani: 3

*

*

*

* Proteiny nalezene ve vstupni sekvenci

* 1, KKKRRTTKQKIEIEIEKKKKKKKKKKKKNENRNRMKIE

* - (sekvence nukleotidu:

AAAAAAAAAAGAAGAACAACCAAGCAAAAAAUCGAAAUCGAAAUGBGBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAUGAAAAUCGAAAUCGAAUGAAAAUCGAA)

*

* -- Nejpodobnejsi proteiny

* -- 1, ImaginareFIT, presny protein, 4485

* Detail: soubor results/Porovnani_1_1

* -- 2, ImaginareFITvlozenol, temer presny p
182

* Detail: soubor results/Porovnani_1_2

* -- 3, ImaginareFITworst, insertovany presn
152

* Detail: soubor results/Porovnani_1_3

ukleotidu, tzn. 10 aminokyselin

: 3, mutovany hit: 2

hitbodu, skore: 187
xt
rotein, 3032 hitbodu, skore:

xt
y protein, 1340 hitbodu, skore:

Ixt
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Priloha 3: vystupni soubor porovnavani_1 3.txt

* VYSLEDKY POROVNAVANI - DETAILY

* Sekvence:
TTTAAATTTTTACTTTTTCGTTTTTTAGCTTTAGCTTTAGCTTTTTTTNMH TTTITTTTTTTTTTTTTTTATTTTTTITTACTTTTAGCTT
TAGCTAACTTTTAGCTTACTTGAAGCTTACTTGACTTTAGCTTTTCTTITITTTTTTTTTTTTTITTITTTITTITTITTTTTTTTGTACTTA

*

* Potencionalni protein: KKQKIEIEIEKKKKKKKKKK
*  (sekvence nukleotidu: AAAAAGCAAAAAAUCGAAAUCGAA AUCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA)
* Porovnani s proteinem z databaze:

* ImaginareFIT, presny protein

*  QKRRIEIEKKKKKKKKKRRKKK

* 566 hitbodu

* skore: 75

*

* |dealni zarovnani:

*  KKQKIEIEIEKKKKKKKK__KK_

*  QKRRIEIE_KKKKKKKKKRRKKK

*

MATICE skore

QKRRIEIEKK
000O0O0OOOO0OOOO
K01543210155
K0167 6543226101
Q0557877655091
K 0410 99 88 7 710101
103 98 81312121110 91
E 0289 8121817 17 16 151
1017 8 71217 222120191
E 026 7 81117 21 27 26 25 2
10156 7121621 26 25242

K K K KK KR R K KK
000O0O0OOOOOOO
555555435565

10 10 10 10 10 10 9 8 8 10 10
11 11 11 11 11 11 11 10 9 9 11
16 16 16 16 16 16 15 14 15 14 14
15 15 15 15 15 15 14 13 14 13 14
14 16 16 16 16 16 15 14 14 15 14
17 16 15 15 15 15 14 13 13 14 14
23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 15
22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 15

A OO N 00 © O P NP Ol WA~ 0O DM W PSP O 0 O X

E 02 45 611 17 20 26 27 26 2 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 15
K017 6 71016 19 25 31 32 3 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20
K016 9 8 91518 24 30 36 3 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26
K 01 6 81110 14 17 23 29 35 4 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32
K 0 1 6 810 9 13 16 22 28 34 4 46 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38
K 016 810 9 12 15 21 27 33 3 45 51 52 51 50 49 48 47 46 45 44
K 01 6 810 9 11 14 20 26 32 3 44 50 56 57 56 55 54 53 52 51 50
K 01 6 810 91013 19 2531 3 43 49 55 61 62 61 60 59 58 57 56
K 016 810 9 10 12 18 24 30 3 42 48 54 60 66 67 66 65 64 63 62
K 016 810 9 10 11 17 23 29 3 41 47 53 59 65 71 70 69 70 69 68
K 0 1 6 8 10 10 10 10 16 22 28 3 40 46 52 58 64 70 73 73 74 75 75
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pomMATICE

Q K R R E | E K.
[0,-1[ 0, 0L 0, 1][ O, 2][ O, 3][

)

0, 4][ 0, 5]

K[ 0, O 0, O O, 1][ 1, 2] 1, 3I[ 1, 4] 0, 5] 1, 6][ 0, 7][ O, 8] ...
K[ 1, 0 1, O 1, 1][ 1, 2] 1, 3 2,42 5[ 2 6[2 71 8..
QL2 02 02 22 22 3] 3,42 5[3 6[2 72 9..
K[ 3, Ol 3, 11 3, 11[ 4, 2[ 3, 31 4, 4] 3, 5[ 4, 6] 3, 7][ 3, 8] ...
IL 4, O] 4, 1][ 4, 2][ 5, 2][ 4, 4] 4, 4][ 5, 5][ 4, 6][ 5, 7][ 5, 8] ...
E[ 5 O 5 O[5, 2I[ 5 2] 5 3l 5, 5[ 5, 5] 6, 6][ 5, 7] 6, 8] ...
IL 6, 0] 6 1][ 6, 2][ 6, 3][ 7, 3] 6, 4] 6, 6][ 6, 6][ 7, 7] 7, 8] ...
E[ 7,007 O[7 27 27 3l 7,507 507 77 78 8..
I[ 8 0] 8 1][ 8, 2][ 8, 3][ 8, 4] 8, 4] 8, 6][ 8 6][ 8 89, 8 ..
E[ 9,09 O[9 2[9 29 3 9,5[9 5[9 79 79 8..
K[ 10, O][ 10, O][ 10, 1][ 10, 2][ 10, 3][ 10, 5][ 10, 6][ 10, 7][ 10, 8] 10,
K[11, 0][11, O][ 11, 1][ 11, 2)[ 11, 3][ 11, 5[ 11, 6][11, 7)[ 11, 8][ 11,
K[12, 0][12, O][ 12, 1][12, 2][ 12, 3][ 13, 412, 6][ 12, 7][ 12, 8][ 12,
K[ 13, 0][13, O][ 13, 1][ 13, 2][ 13, 3][ 14, 4][13, 6][13, 7][ 13, 8][ 13,
K[ 14, O][ 14, O][ 14, 1][ 14, 2][ 14, 3][ 15, 4][ 14, 6][ 14, 7][ 14, 8][ 14,
K[ 15, 0][ 15, O][ 15, 1][ 15, 2][ 15, 3][ 16, 4][ 15, 6][ 15, 7][ 15, 8][ 15,
K[ 16, O][ 16, O][ 16, 1][ 16, 2][ 16, 3][ 17, 4][ 16, 5][ 16, 7][ 16, 8][ 16,
K[ 17, 0][17, O][ 17, 1][17, 2)[ 17, 3][ 18, 4][17, 5][17, 7)[ 17, 8][17,
K[ 18, O][ 18, O][ 18, 1][ 18, 2][ 18, 3][ 19, 4][ 18, 5][18, 7][ 18, 8][ 18,
K[ 19, O][19, O][ 19, 1][ 19, 2][ 19, 3][ 20, 4][ 19, 5][ 20, 6][ 19, 8][ 19,

MATICE CESTY

QKRRIEIEKKKKKKKKKRRKKK

1
K 1

K 1

Q 1

K 1

[ 1

E 1

[ 1

E 1

[ 1

E 1

K 1

K 1

K 1

K 1

K 1

K 1

K 1

K 111
K 1
K 11

[0, 6[0, 7][0, 8]..

X2 ® © © © 0 0 % 2 O

©



Priloha 4: ¢ast vystupniho souboru log.txt

Chybny protein 0 - pokusny2, POZICE 34: znak: B (a scii kod 66)
Pocet nactenych proteinu z databaze: 20000

Nalezen start kodon na pozici 10
Nalezen stop kodon na pozici 73

sekvence> ALOKACE NOVE PAMETI - 10

Nalezen start kodon na pozici 81

Nalezen stop kodon na pozici 99

Nalezen start kodon na pozici 109

Nalezen stop kodon na pozici 121

Nalezen start kodon na pozici 120

Nalezen stop kodon na pozici 126

Nalezen start kodon na pozici 179

Pocet vzniklych potencialnich proteinu ze vstupni s ekvence: 1

1.SEKVENCE ###HH#H#H##H#

1.DB PROTEIN ####H#HH#HHE
Mutace okna: KIEIE|IIEIE
HIT KIEIE|IIEIE mutace=1
+prodlouzeni hitu | 1]
+prodlouzeni hitu |EE 1|
+prodlouzeni hitu [KK 1|
+prodlouzeni hitu |KK 1|
+prodlouzeni hitu |KK 1|
+prodlouzeni hitu [KK 1|
+prodlouzeni hitu |KK 1|
+prodlouzeni hitu [KK 1|
HIT IEIEI|IEIEI mutace=0
probehla mutace K -> I! 1
-prodlouzeni hitu |Il 1|
+prodlouzeni hitu |EE 1|
+prodlouzeni hitu |KK 1|

Zarovnavani [1_1]
N\ AV IR

Zarovnhavani [1_2]
_\ AV ARV \

Zarovnhavani [1_3]
AV W
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Priloha 5: algoritmus mutace okna

for (i = 0; i < pocet_seq; i++) {
/I pro kazdy protein v databazi
for (j = 0; j < pocet_proteinu_db; j++) {
/I pro celou sekvenci potencialniho protei
k=0;
while ((*proteiny)[i][k+OKNO-1] !="0") {
strncpy(okno, (*proteiny)[i]+k, OKNO);
okno[OKNO] = "\0'; // okno potencialni
/I porovnava se se stejne velkymi okny
pozice_prot = 0;
while (*RETEZ)[j][pozice_prot+OKNO] !
strncpy(okno_db, (*RETEZ)[j]+pozice_
okno_db[OKNO] ="0';
[+ MUTACE POVOLENA
if (povoleni_mutace) {
KONEC = 0;
MUTOVANO = 0;
while (! KONEC) {
if ((strcmp (okno_db, okno
Il inkrementu;j hit! (ci
if (! MUTOVANO) {
hits[i*pocet_protein
} else { hits[i*poce

I #iHHHHH# POKUS O PRO
/I NALEVO
kolik = 1;
prvek_KONEC = 0;
probehla_mutace =0
¢ = (*proteiny)[ill

while ((! prvek_KON
kolik >= 0)) {
if (*RETEZ)[
hits
koli
Il'z
c=
prob
}
else if (! MU
II'p
if
p
}

nu

ho proteinu
vsech proteinu v databazi

="0) {
prot, OKNO);

) ==0) || (MUTOVANO == 1)) {
sty hit)

u_db+j] += CISTY_HIT;
t_proteinu_db+j] += MUTOVANY_HIT; }

DLOUZENI HITU NA OBE STRANY

k-kolik];
EC) && (pozice_prot-kolik >= 0) && (k-

jllpozice_prot-kolik] == c) {
[i*pocet_proteinu_db+j] += PRODL_HIT;
k++;
mena c pro delsi prodlouzeni
(*proteiny)[i][k-kolik];
ehla_mutace = 0;

TOVANO) {

okus o mutaci
probehla_mutace) {
rvek_KONEC = 1;

else {
/I mutace

skupina = zjisti_skupinu(c);
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x=0;
while (skupiny[skupina][x] !="0") {
if ((*RETEZ)[j][pozice_prot-
kolik] == skupiny[skupina][x] ) {
/I uspesne probehla mutace
MUTOVANO = 1;
/I nove ¢
¢ = skupiny[skupina][x];

X++;

/I uspesne probehla mutace
probehla_mutace = 1;

}
}else { prvek_KONEC =1;}
}
/I NAPRAVO
... obdobn &, jen pozice se posunuje o +OKNO+kolik
kolik = 0;
I #itHHH KONEC P RODLUZOVANI
/I konci pro toto OKNO v databazi, pokracuj dalsim
KONEC = 1;
}
/I nebyl nalezen cisty hit, zkus zmutovat
else {
/I pokud nebude na lezena mutace, pro okno proteinu KONEC
KONEC =1,
/I pro vsechny prv ky v OKNE
for (y =0;y <OK NO; y++) {
/I nalezen i skupiny
skupina = zjisti_skupinu(oknoly]);
/I pro cel ou skupinu zkousim, zda najdu
x=0;
while (sku piny[skupina][x] '="0") {
/I pok ud je prvek ze stejne skupiny, MUTACE
if (ok no_db[y] == skupiny[skupina][x]) {
1" do pom.promenne nakopiruj okno, mutuj
strcpy(pom_okno, okno);
pom _oknoly] = skupiny[skupina][x];
I nove porovnani
if (strcmp (okno_db, pom_okno) == 0) {
MUTOVANO =1;
KONEC =0;
}
}
X++;



} else { // ***** MUTACE NEPOVOLENA

}
/I KONEC. Cyklus probiha pro dalsi p
pozice_prot++;
}

/I delej vse pro dalsi okno v potencia

k++;

odokno proteinu v db

Inim proteinu
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