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Abstrakt

Tato prace si klade za cil zjistit, jaké jsou moZnosti v oblasti zarovnavani DNA sekvenci. Na zaklad¢
téchto zjisténi nalézt nejlepsi feseni s ohledem na rychlost vypoctu a kvalitu zarovnani. Nasledné toto
feSeni implementovat a vytvorit tak fungujici program, ktery bude zarovnani provadét. Prace se
nejprve zaméiuje na uvedeni do problematiky tykajici se biologie, DNA a genetiky. Po uvedeni
nasleduje ptehled algoritmd, které se pro zarovnavani pouzivaji, jejich zhodnoceni a vybér
nejvhodnéjsiho algoritmu pro implementaci. Dale se také prace zaméfuje na oblast vyuZziti paralelniho
programovani pomoci knihoven OpenCL. Zarovnani se provadi nad mnoha sekvencemi soucasné,
zkoumaji se tedy metody jak toto zarovnani provadét a jak dosahnout nejlepsich vysledki.

Abstract

This thesis deals with finding the possibilities within the sphere of alignment of DNA sequences.
Based on these findings, the best solution should be found with regard to the quickness of
computation and quality of alignment. Following this | intend to implement and thus create a
functioning program that will do the alignment. The thesis starts with introducing issues dealing with
biology, DNA and genetics. The introduction is followed by a survey of algorithms that are used for
alignment, their evaluation and selection of the most appropriate algorithm for the implementation.
The thesis also focuses on the usage of parallel programming by means of OpenCL libraries. The
alignment is being done above many sequences at the same time, so that the methods how this
process can be done and how to reach the best results are being examined.
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1 Uvod

V nazvu prace je obsazena zkratka DNA (deoxyribonukleova kyselina). Tato zkratka se tyka jak nas,
tak vSeho Zivého na planet¢ Zemi. Pro vSechny organismy je néco jako identifika¢ni kod, podle
kterého se jednotlivé druhy i samotni jedinci odliSuji. DNA se v poslednich letech dostava stale vice
ke slovu pifedevs§im v oblasti zdravotnictvi, kde vznikaji nové 1éky a 1é¢ebné postupy. Do budoucna se
planuje dokonce nahrazovani nebo 1é¢ba lidskych organti svymi vlastnimi, které budou rust mimo
télo pacienta. Dale jsou velmi vyznamné genetické mutace u rostlin (zamérné vyvolané ¢lovékem),
které prinaseji vétsi odolnost proti Skiidciim a vyssi vynosy. Mohou tak pomoci pfi feSeni otazky
nedostatku potravin ve svété. Jak je tedy vidét, vyznam DNA nabyva rok od roku na sile a prace
S DNA se stavi na vrchol mnoha védnich disciplin.

Jelikoz dekddovany tetézec DNA ma povétsinou nékolik miliard znakd, je nepiedstavitelné
ruéni zpracovani. S vyuzitim pocitaci dostava prace s DNA novy rozmér. Je mozné béhem par chvil
data zpracovat, porovnat, nebo v nich cokoliv vyhledat. A pravé porovnavani vice ¢asti DNA kodu je
hlavni naplni této prace. Cilem je pak vytvofit program, ktery dokaze vuci sobé zarovnat né€kolik
ruznych ¢asti DNA.

V prvni kapitole nazvané ,,Zakladni pojmy“ jsou vysvétleny pojmy nutné pro pochopeni
principt, kterych tato prace vyuziva. Jedna se o vyrazy jako je DNA, kde je vysvétleno z ¢eho se
sklada a kde je obsazena. Dale je vysvétlen pojem genetika a genetika ¢loveka, kde se ¢tenat dozvi
zakladni informace tykajici se predev§im dédi¢nosti. V posledni podkapitole je uvedeno co to viibec
zarovnavani je a jak se pfiblizné provadi.

Druha kapitola nazvana ,,Zarovnavani“ se zaméiuje na algoritmy, které se pro tuto techniku
pouzivaji. Nejprve jsou vysvétleny dva zakladni, které se staly jakoby zakladnim kamenem pro
stavajici moderni algoritmy. Po tomto vysvétleni prace pokracuje piehledem algoritmt modernich,
které se v souCasnosti fadi na vrchol nejcastéji pouzivanych algoritmi pro praci s DNA.

Trteti kapitola se soustedi na uvedeni prehledu formati, ve kterych je mozné DNA pocitacove
prenaset a zpracovavat. Jedna se o nejcastéji pouzivané formaty, které se vyskytuji i v genetickych
databazich. A na vetejné dostupnych zdrojich genetickych dat.

Ctvrtad kapitola nazvana ,OpenCL“ se zaméfuje na nejmoderndj§i metody paralelniho
programovani. Je zde popsana technologie, kterd se pouziva pro narocné aplikace, u kterych je mozné
jednotlivé vypocty provadét paraleln€. V kapitole ziska ¢tenat prehled o tom, na jakych principech
OpenCL pracuje, kam uklada data a jak 1ze tuto technologii pouzit v praxi.

Ptedposledni kapitola se jiz zabyva navrhem a implementaci programu na zarovnavani DNA
sekvenci. Ctenaf se zde dozvi, jaky algoritmus se stal nejvhodn&j$im kandidatem a pro¢. Jaka

technika byla pfi implementaci pouzita. A také se docte, jakych vysledkd bylo dosazeno v porovnani



S existujicimi programy na zkuSebnich datech. Ziska tedy ptehled o veskeré implementaci zvoleného
feSeni a také o tom, nakolik byla implementace usp&sna.

V zavérené kapitole je uvedeno celkové shrnuti prace, kde hraje dulezitou roli porovnani
vysledkti s predpoklady. Dale se ¢tenat dozvi, v ¢em implementace selhala a v ¢em naopak
piekvapila, k ¢emu viibec celad prace dospéla a zda ma néjaky vyznam do budoucna. Také je zminéno,

jak Ize na praci navazat a dokazat dosazené vysledky vyuzit a vylepsit.



2 ZiKkladni pojmy

Jelikoz se tato prace zabyva technikami pro provadéni zarovnani DNA kodu, je nutné nejprve
pochopit, co v§e se vibec za DNA kdédem a potfebami jeho zarovnani skryva. PopiSeme si tedy

vvvvvv

které se tykaji predev§im genetiky a biologie obecné.

2.1  Biologie

Koreny védniho oboru biologie sahaji az hluboko do starovéku. Jednalo se o zemé&délstvi a 1ékarstvi,
které se Vv této dobé zaCalo zvolna rozvijet. Na prekotnéjsi rozvoj museli obory cekat pomérné
dlouhou dobu, nebot’ nastala jista stagnace hlavné z divodu nedostateéného technického pokroku. Az
v novovéku, s prichodem renesance doSlo k vyznamnému urychleni vyvoje védy mimo jiné diky
nékterym vynaleziim. Jednalo se pfedev§im o vynalezeni mikroskopu nékdy béhem 17. stoleti. Tento
objev jiz pfedznamenal vznik biologického oboru. Diky mikroskopu doslo k objeveni rostlinné i
zivoci$né bunky, objevu nékterych mikroorganismi, piedev§im bakterii, a byly polozeny zaklady
anatomie.

Vyznamnym krokem vpifed byla evoluéni teorie Charlese Darwina (1809 — 1882), ktera
zodpovédela otazku vyvoje druhil za pomoci pfirodniho vybéru. A s dalsi teorii pfiSel Johann Gregor
Mendel (1822 - 1884), ktery roku 1866 publikoval své vysledky zkoumani kiizeni rostlinnych druhii a
diky témto vysledkim definoval zakladni principy pfenosu genetické informace. Timto se stal
zakladatelem moderni genetiky.

K doposud nejvétsimu rozmachu biologie dochdzi od pocatku 20. stoleti a to diky novym
experimentdlnim postupim a piistrojim. Poprvé se Clovék ve svém badani v oblasti bunénych
organismil dostava az na molekularni Groven. Roku 1961 dochazi k definovani proteosyntézy (DNA-
RNA-bilkovina). Od 70. let je mozna piima analyza DNA, kterd zpisobila pievrat ve zkoumani
zivota. Tato analyza vedla k objeveni novych proteint a genti, jejichz evoluci bylo mozné mimo jiné
zkoumat i oddélen¢ mimo Zivé buiky. Umoznila také rychly vyvoj molekularni biologie, ktera se
zabyvd vztahem struktury nukleovych kyselin a proteini k funkcim a vlastnostem bunky.
Navazujicim oborem se stala genomika, jejimz cilem je stanovit uplnou dédicnou informaci

organismil. Poznatky genomiky jsou dalezitym zdrojem informaci pro srovnavaci biologii.



211 DNA

AZ na vyjimku nebunéénych organismti je DNA soucasti v§eho Zivého. Z technického pohledu je v ni
zakodovan program zivota organismu. Najdeme zde plany pro syntézu nukleovych kyselin a bilkovin,
které ovliviuji vlastnosti kazdé buniky v téle. A stejné tak v kazdé buiice nalezneme program pro
vSechny bunky v téle. Tedy kazda bunika nese kompletni informaci o celém organismu, ale pro svoji
vlastni potfebu pouziva jen velmi malou ¢ast tohoto kodu. V ramci jednoho organismu nalezneme
tedy vzdy totozny DNA kod. V porovnani s jinymi zivymi organismy je vSak tento DNA kod
unikatni. Ziejm¢ jedinou vyjimku vtomto pravidlu tvofi ty organismy, které se rozmnozuji
klonovanim. Téchto organismi neni mnoho a jejich spoleCenstva narazi ¢asto na problém, ktery
zapficinuje pravé shoda DNA koédu. Tyto organismy pokud jsou napadeny napiiklad Skodlivym
virem, proti kterému nemaji obranu, ma to fatalni nasledky pro celé spole€enstvo. I z tohoto divodu
na planeté prevlada skupina organismi, kde se kiizi DNA od dvou jedinci, ¢imz ziskava variabilitu
celé spoleCenstvo.

DNA se déli na mensi casti, tzv. geny. Gen je schopen pfi d€leni bunky vytvafet své vlastni
kopie, které se prenasi do dalSich generaci. Dale dokaze kddovat jednu nebo i vice bilkovin soucasné.
Vyskytuje se v nékolika formach, tzv. alelach. Alely jsou bud’ dominantni, nebo recesivni. Podle nich
se nasledné fidi to, jak se gen projevi. U prokaryotnich bunék se nachazi DNA v plazmidech a na tzv.
prokaryotickém chromozomu. Mezi prokaryotni organismy patii predev§im ty jednodussi, jako jsou
ruzné viry a bakterie. U eukaryotnich je DNA povétsinou uvnitf jadra na chromozdémech a ¢aste¢né i
v mitochondriich (Zivo¢i$né bunky) nebo v chloroplastech (rostlinné bunky).

Pokud ptljdeme jesté hloubé&ji do struktury DNA, dojdeme az ke stavebnim kamentim tohoto
celku, kterymi jsou baze. Baze se déli na purinové a pyrimidinové. Purinové jsou adenosin (A)
a guanin (G). Pyrimidinové pak cytosin (C) a thymin (T). Baze se vzajemné spojuji a tvofi tzv.
vazebné pary, které spojuji oba fetézce molekuly DNA do pravotoCivé Sroubovice pomoci
vodikovych mustkid. Takto spojené fetézce jsou mnohem odolnéjsi a stabilnéj$i nez pouze fetézec
jeden. Baze se vzajemné slucuji podle pravidel komplementarity, kdy se spojuje adenosin a tymin,
druhou dvojici pak tvoii cytosin a guanin. Diky této vlastnosti 1ze snadno kopirovat DNA jako celek.
Dojde Kk oddéleni vazeb. Vzniknou dva samostatné ftetézce, na které se podle pravidel
komplementarity navazi jednotlivé baze a takto vznik4 nova kopie, kterd ma jiz opét tvar pravotoCivé

Sroubovice tvorené dvéma fetézci spojenymi pomoci vodikovych mutstkd.



Skelet z cuku a fosfatu
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Obrazek 1: DNA dvousroubovice

2.1.2 Genetika

Genetika je v&dni obor zabyvajici se dédi¢nosti, geny a proménlivosti organismi. Zaklady tomuto
védnimu oboru polozil Johann Gregor Mendel.

Jelikoz se zabyva dédi¢nosti vSech organismu jako celku, déli se na kategorie se zaméfenim na
konkrétni oblast zkoumani. Genetika se uplatiiuje predevsim pfi vyzkumu rakovinného bujeni,
imunitniho systému a imunitnich reakci a v mikrobiologickém vyzkumu.

Genetickd informace urcuje budouci anatomickou stavbu organismu, urcuje, jaké latky budou
ucastniky biochemickych a fyziologickych procestt v organismu a v neposledni fad¢é je
nepostradatelnou soucasti pohlavniho i nepohlavniho rozmnozovani. S vyuzitim genetické informace
vyvstavaji nové moznosti. V praxi se tedy mizeme setkat s uplatnénim genetiky pii odhalovani
pachatelt trestnych ¢inil, nebo pfi potvrzovani otcovstvi, pfipadné i pti identifikaci télesnych ostatki.

Obor genetika je velmi rozsahly a znaéné se lisi jednotlivé oblasti vyzkumu v tomto oboru.
Proto byl rozdélen na mnoho podobori, jednak jsou rozdéleny podle metod vyzkumu, kdy se jedna

napiiklad o obory, jako jsou: toxikogenetika, nutrigenetika, farmakogenetika, popula¢ni genetika a



evolucni genetika. Dale kromée téchto metod rozlisujeme genetiku jesté podle objektu vyzkumu. Zde
se jedna napftiklad o gentiku virQ, prokaryot, zZivocichtl, rostlin a pfedev§im o genetiku clovéka.

Nés zajima v této praci genetika jak rostlin, tak i zivoCichti a okrajoveé i viri a dalSich
prokaryot. Zamé&'me se tedy predevS§im na genetiku ¢lovéka. Ta ma ztéchto oborti nejvice

specifickych vlastnosti i omezeni, ktera plynou z moralnich zasad spole¢nosti.

2.1.3  Genetika ¢lovéka

Jelikoz je genetika predev§im disciplina zalozena na experimentech, pak jasn¢ vidime omezeni,
kterym ¢loveék jako objekt vyzkumu je. Jedna se pfevazné o etické zasady, kterymi se spole¢nost Fidi
a neni tedy pripustné d€lat na ¢lovéku rizné genetické experimenty. Z toho divodu genetika ¢loveéka
jako experimenty muze brat pouze udalosti, které se odehravaji spontann¢. Tedy naptiklad snatky a
snimi spojeni potomci, jako ukazka genetického kiizeni. Dale naptiklad nékteré havarie
s nebezpeénymi latkami, které mohou zpusobit genetické mutace. Zde se jedna naptiklad o jadernou
katastrofu v Cernobylu. Daldi nevyhodou jsou velké vékové generaéni rozdily. Naptiklad pfi
porovnavani rozdilu 2 generaci (déda a vnuk) se jedna o rozdil ptiblizné 40let, zatimco u mysi se
jedna asi o 2 mésice a u mikroorganismu asi jen 0 2 hodiny. Toto ale nejsou stale vSechny problémy,
se kterymi se musi genetici potykat. Jedna se také o maly pocet potomstva, kdy v dneSni Evrop¢ je
primérna porodnost pod hranici 2 déti na jednu rodinu. Kdezto naptiklad u mysi se jedna o 4 az 11
mlad’at a to az 8krat do roka. Coz je velmi propastny rozdil v mnozstvi objektu, které 1ze zkoumat. A
jako posledni nevyhodu bych uvedl nemoznost dodrzeni stejnym vnéjSich podminek, tedy nelze
posuzovat jednotlivé samovolné experimenty ¢lovéka stejné jako ty, které jsou provadéné
v laboratornich podminkach, kde si jsou genetici jisti, ze na experiment nebude mit okoli zadny vliv.

Kromé negativnich véci, které ztézuji geneticky vyzkum, jsou i véci, které vyzkum ulehcuji.
Jedna se naptiklad o velkou genetickou variabilitu ¢lovéka. A také 0 to, Ze jsou vedeny nejruznéjsi
statistiky nékolik desitek let, mnohdy az nékolik staleti. Zde se jedna o nejriznéjsi zdravotnické nebo
demografické zaznamy. A diky pocitatovému zpracovani udaji mohou genetici porovnavat
nejriznéjsi udaje z celého svéta.

Zakladnim cilem genetiky ¢lovéka je zkoumani jeho genetické variability, kterou délime na
patologickou a nepatologickou. Patologickou variabilitou se zabyva lékatska genetika. Ktera zkouma
geneticky podminéné choroby ¢lovéka. Jaky vliv na tyto choroby ma dédi¢nost a jak lze témto

chorobam nejlépe predchazet.



2.2 Zarovnavani

V této Casti se snazim Ctendii vysvétlit ve o zarovnavani od zakladi az po konkrétni a moderni
algoritmy. Pro potfeby zarovnavani bylo vyvinuto mnoho algoritmii pracujicich na odlisnych
principech. Rad bych popsal par zasadnich algoritmi, které se tykaji oblasti této prace a soucasné

byly pouzity pii modernizaci a vyvoji téch nejlepsich algoritmi soucasnosti.

2.2.1  ZakKkladni principy

Jiz nékolik desitek let dokazeme piecist genetickou informaci téméf jakéhokoliv zivého organismu.
Pouhé precteni jednotlivych znakl nam vsak netfekne vSe, co bychom potfebovali znat. Dozvime se
z kodu, z jakych genli se DNA sklada a jaky vliv maji jednotlivé geny na cely organismus. Ale
v ptipadé, Ze chceme zjistit, jak se lisi naptiklad DNA dvou odlisnych zivoc¢isnych druhii, nebo vice
jedinct stejného druhu, pak je jednou z moznosti zkoumat ruéné miliardy znakt. Druhou a mnohem
rychlejsi je pouziti specializovaného programu, ktery toto porovnani udéla za nas. Tedy zarovnani
DNA sekvenci je dilezité pokud zkoumame vlastnosti, ve kterych se organismy vzajemné shoduji ¢i
odlisuji.

Zarovnavani se tedy pouziva v ptipadé porovnavani dvou a vice sekvenci, pfipadné i pfi
vyhledavani ¢asti sekvenci. Pokud bychom méli jen jednu osamocenou sekvenci a chtéli ji zarovnat,
vzdy musime mit sekvenci dal$i, vii¢i které zarovnani provedeme. Princip je jednoduchy. Musime jen
rozhodnout, co udélat v mistech, kde se sekvence plné neshoduji. Jako piiklad si zvolme sekvence
z obrazku 2. Vidime, Ze se neshoduji na patém znaku, kdy stoji proti sob&é Guanin s Cytosinem, tudiz
nemohou vytvorit spole¢nou vazbu a je jasné, Ze musime jejich postaveni vi¢i sobé zmeénit, abychom

mohli sekvence vii¢i sob& porovnat.

AACTGAA AACTG-AA

L] ||
AACTCAA AACT--CAA

Obrazek 3: Dvé 5
Obrdzek 2: Dvé sekvence raze ve zarovhane

sekvence

Na vySe uvedeném ptikladu se zda, ze zarovnavani je v celku jednoducha véc. V tomto ptipadé
tomu tak je, ale pokud misto dvou sekvenci jich budeme vic¢i sobé zarovnavat vice, sloZitost
rozhodovani poroste. Abychom dokézali jednozna¢né wurcit, jak danou sekvenci zarovnat,
potfebujeme na to specidlni algoritmus. Ten ndm pomulze situaci vyhodnotit, uréi nejvhodnégjsi
zarovnani tak, aby co nejvice odpovidalo realité. Tim se mysli, Ze dany kus DNA kodu, ktery se
pokousime zarovnat je skutecny. Proto vzorky, které vzajemné pteskupujeme, musime dostat do

takové formy, jaka je v pfirod¢ bézna. Nejdilezitéjsi veci je splnéni zakoni komplementarity. Tedy



splnéni vazeb, které se v DNA fetézci mohou vytvaret. Jedna se o vzajemné vazby thyminu
s adeninem a guaninu s cytosinem, kdy tyto pary jsou schopny se vzajemné vazat. Nemize dojit

k samovolnému vytvoreni vazby mezi jinymi bazemi (ani v RNA, kde je thymin nahrazen uracilem).

2.2.2  Lokalni a globalni zarovnavani

Pti rozhodovani jaky algoritmus je nejvhodnéjsi pro dany problém musime znat Gcel jeho pouziti.
Algoritmy se li$i v n¢kolika vyznamnych vécech. Jedna se bud’ o algoritmy urené pro zarovnani
pravé dvou sekvenci, nebo o algoritmy zabyvajici se zarovnanim mnoha sekvenci. Dale zalezi, zda
provadime zarovnani celych sekvenci, nebo zda jen vyhleddvame men$i cast, kterou je tieba
mnohokrat zarovnat. Pti vyhledavani neni tfeba posuzovat sekvence jako celky, proto je zde vyuzito
tzv. lokalni zarovnani. A naopak je tomu v ptipadé zarovnani celych sekvenci, pak je pouzito tzv.
globalni zarovnani. Rozdil mezi globalnim a lokalnim zarovnanim mizete vidét na obrazku 4. Na
obrazku je vidét, Ze dosSlo k dvéma riiznym zarovnanim dvou sekvenci. Jejich vysledek, ktery vyplyva
z grafu, mazete vidét na obrazku 5 a 6. Algoritmy, které by nas k takovémuto vysledku dovedly,
uvadim v kapitolach 2.2 a 2.3.

Na obrazcich je vidét, jak se mize diametralné lisit zarovnani stejnych para. Podle postaveni
zarovnanych znaka lze vy¢ist, jak jednotlivé algoritmy hodnoti jejich vzajemnou pozici. Pokud se
podivame na obrazek 5, pak vidime obé& sekvence rozlozené po celé své délce. Ob¢ jsou zarovnany
podle maximalni shodnosti znakli na pozicich i pomérné daleko od sebe. Navic je vidét snaha o to,
aby byly ukonceny i zapoCaty znaky, nikoliv mezerami. Nebot’ jak bylo vy§e zminéno, pokud ma jit o
skuteéné sekvence, pak musi byt nejlépe zarovnany v celé své délce. Naopak je tomu v piipadé
obrazku 6. Zde byl nalezen pouze nejdelsi shodny vzorek. Z hlediska podobnosti zkoumaného paru
muzeme diky tomu zjistit, Ze se jedna pomérné vyznamna ¢ast DNA kodu shoduje v obou
sekvencich. Tato metoda je velice vhodn4, pokud je tcelem vyhledavani takovychto spole¢nych ¢asti.
Nebo naopak, pokud naptiklad globalni zarovnani ukéze, ze se par shoduje minimalnég, tedy, Ze si
vzorky nejsou podobné. Pak mtze lok4lni zarovndni ukazat, ze se vzorky shoduji jen v jistém tiseku,
ktery je pro né spolecny a zbytek kddu se 1isi. Oba zpisoby tedy pracuji na odlisnych principech
a pozadujeme od nich odlisné vysledky. V mnoha situacich se oba tyto zpiisoby zarovnavani
kombinuji, aby se zohlednilo jak nalezeni shodnych ¢asti, tak i soucasné globalni srovnani celého

paru.
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Global Local

OG0 O0—A>0000 101000000 —— 03000 0 —

Obrazek 4: Rozdil mezi lokdlnim a globalnim

zarovndnim. Zdroj[1]

--T--CC-C-AGT--TATGT-CAGGGGACACG- -A-GCATGCAGA-GAC

AATTGCCGCC-GTCGT-T-TTCAG----CA-GTTATG--T-CAGAT--C

Obrazek 5: globdlné zarovnané sekvence. Zdroj[1]

11



EccCAGTTATGTCAGgggacacgagcatgcagagac

aattgccgeegtegttttcagCAGTTATGTCAGatC

Obrazek 6: lokalné zarovnané sekvence. Zdroj[1]

2.2.3  Porovnavani parové a mnohonasobné

Vysvétlen byl rozdil mezi globalnim a lokalnim zarovnanim. Nyni si vysvétlime rozdilny zptisob
prace se sekvencemi pro piipady, kdy zarovnavame pravé dvé, nebo zarovnavame vice nez dvé vuci
sobé.

V kapitole 2.1.1 na obrazcich 5 a 6 1ze vidét typicky ptiklad zarovnani pravé dvou sekvenci.
Jedna se o tzv. parové zarovnani. Kdy mame jeden par sekvenci, kde na zakladé vybraného algoritmu
jeho aplikaci dojdeme ke konecnému feSeni. EXistuje ale mnoho ptipadi, kdy potiebujeme nalézt
podobnost mezi vice sekvencemi soucasné, nikoliv parové. Divod je jednoduchy. U parového
zarovnani jsou vidét podobnosti pouze mezi dvémi sekvencemi. Pokud potfebujeme napiiklad zjistit u
péti sekvenci, jak moc jsou rozdilné, pak parové porovnani nebude vzdy dostate¢né. Mohli bychom
pouze porovnat kazdé dvé a nasledné kombinovat takto vzniklé, nové zarovnané s ostatnimi. Prace by
to byla naro¢na na Cas a vysledek by nebyl jisty. Proto byly vytvofeny specializované algoritmy, které
se zabyvaji pouze timto mnohonasobnym zarovnavanim.

Mnohonasobné zarovnavani je zalozeno principielné¢ na parovém. Jen s tim rozdilem, Ze
parové zarovnani se pouzije v zakladni fazi hodnoceni sekvenci. V dalSich fazich je hodnoceni
kombinovano a jsou porovnavany nejriznéjsi kombinace znakd. Vysledkem prace algoritmu je pak
vici sobeé zarovnand celd skupina sekvenci. Pro ukdzku bychom mohli uvést ptiklad vystupu
takového algoritmu na libovolném vzorku dat. Mé&me proto napiiklad tii sekvence, které jsem
libovolné vytvoril. Jsou na obrazku 7, obrazek je vynat z programu MEGA 4.1, ve kterém jsem
nasledné provedl mnohocetné zarovnani pomoci algoritmu Clustal (bude zminén az v dalSich

kapitolach) a jeho vystup lze vidét na obrazku 8.

Sekvence 1

seivence 2 HEHEAHAREERERREAEERE
seivence 3 [AREERANNNEAERERERRRRARAEH

Obazek 1: Nahodné zvolené 3 sekvence.
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Sekvence 1 -

seicvence 2 - HERBRANAE---BEGRERARARE-
seivence 3 [AEARRAANNTAEREEEERRRAERE

Obrazek 8: Sekvence po zarovnani algoritmem

Clustal v programu MEGA 4.1

Na vystupu si mizeme povsSimnout, jaké Casti sekvenci algoritmus hodnotil kladnéji a ve
vysledku poukazuje na prvky spole¢né pro v§echny 3 sekvence. Podle piedchozi kapitoly vime, Ze se
zde jedna o globalni zarovnani, proto nékteré neshodné Casti jsou i piesto spolu. Dal$im divodem
pro¢ algoritmus ponechal napfiklad na 4. znaku proti sob¢ stat adenin s thyminem je to, ze znaky
netvoti celou aminokyselinu. To je zplisobeno piredev§sim mym vybérem znakt, coz nam pro ukazku
nijak nevadi. Ale jistou pfedstavu o tom, jak takové mnohocetné zarovnani vypada, jsme ziskali, coz

bylo ucelem.
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3 Zarovnavaci algoritmy

Informace o zarovnavani ziskané z kapitoly 2.3 dale rozvedeme do konkrétni podoby algoritmu.
Ctenat se dozvi, na jakém principu funguji zakladni algoritmy a nasledné Vv jakém sméru doslo

postupem casu k jejich vylepSeni a k jakym zménam.

3.1  Algoritmy zakladni

Abychom ziskali piehled o tom, z ¢eho dneSni algoritmy vychazeji, na ¢em se zakladaji, uvedu zde

vvvvvv

aplikovat. Ziska o nich i stru¢ny historicky ptehled a piehled z oblasti jejich pouziti.

3.1.1  Needleman-Wunschuv algoritmus

Tento algoritmus byl poprvé publikovan v roce 1969 Saul B. Needlemanem a Christianem D.
Wunchem. Je to prvni zastupce dynamického programovani na poli bioinformatiky. Zabyva se
globalnim zarovnavanim dvou sekvenci. K zarovnavani je pouzita hodnotici matice, ktera urcuje
hodnoceni postaveni prvki vobou sekvencich. Pro vytvofeni hodnotici matice Ize pouzit
dvourozmérné pole, kde definujeme hodnoceni part, které se mohou v sekvencich vzajemné potkat.

Napiiklad pro zarovnavani DNA tato matice bude mit 4sloupce a 4fadky oznacené jednotlivymi
znaky, které zastupuji aminokyseliny (obrazek 9). Pfi nasledném zarovnavani jsou jednotlivé pary
ohodnoceny podle této matice. Zkoumame co nejvice moznych variant a porovnavame vysledky
metoda tzv. gap penalty, kdy za vloZenou mezeru jsme penalizovani. Nejcastéji je tato hodnota rovna

nejhtife hodnocenému paru.

- A C T G
A 10 -1 -3 -4
C 1 7 5 -3
T 3 -5 e 0
G 4 -3 0 3

Obrazek 9: hodnotici matice

Pro pochopeni jak algoritmus hodnoti, uvedu ptiklad, ktery pracuje s hodnotici matici
Z obrazku 9 a pouziva gap penatly na hodnoté -5 (gap penalty budeme znacit malym pismenem d):
M¢jme Dvé sekvence A a B, kde A: ACTCCTAGG a sekvence B: ATTCG. Tyto dvé mame co

nejlépe vici sob€ zarovnat. Jedna se o globalni zarovnani, tedy méli bychom se drzet zasady
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upiednostnit takové hodnoceni, které za¢ina a konci aminokyselinou, nikoliv mezerou. Pokud by
doslo ke shodg, pak se budeme fidit timto pravidlem.

Prubéeh:

1 - vybereme nejpravdépodobnéjsi varianty ke zkoumani

2 - ohodnotime zkoumané varianty

3 - vybereme nejlepsi variantu

1 — vybrané varianty: sekvence A je nemenna, zlstava v puvodnim stavu a viéi ni
zarovnavame sekvenci B, pro kterou volime vhodné varianty:
1. varianta: A-T--TC-G
2.varianta: A-T--T-CG
2 — hodnoceni provedeme pro kazdy znak zkoumané varianty:
1. varianta: S(AJA) +d + S(T,T)+d+d + S(T,T) + S(C,A) +d + S(G,G) =
=10-5+9-5-5+9-1-5+8=15
2. varianta: S(A,A) +d+ S(T,T)+d+d+ S(T,T) +d + S(C,G) + S(G,G) =
=10-5+9-5-5+9-5-3+8=13
3 — Dle hodnoceni vyplynulo, Ze vy$$iho hodnoceni dosahla varianta 1. Proto by zde byla
vybrana jako nejleps§i moznost pro zarovnani. Vysledkem bychom tedy ziskali zarovnani jaké je na
obrazku 10.

ACTCCTAGG

| I
A-T--TC-G

Obrdzek 10: zarovnané

sekvence

3.1.2 Smith-Watermaniiv algoritmus

Pochazi zroku 1981 a je zaloZen na principu ptedeslého, tzv. Needleman-Wunschova algoritmu.
Zabyva se spiSe lokdlnim nez globalnim zarovnadnim. Pro zarovnavani pouziva opét pouze dvé
sekvence. Pokud bychom chté€li porovnat sekvenci vice, je nutné vychazet pouze z porovnani dvojic.
Coz neni optimalni a nehled4 se zadna spojitost ve vice sekvencich vii¢i sob&. Proto by mohli byt
vysledky u porovnani vice sekvenci zavadéjici a nepfesné. Presto je Smith-Watermantiv vyznamnym
algoritmem, ktery poslouzil k dal$imu vylepSovani a rozvoji mnoha dalsich.

Jeho princip spocivd opét ve vytvoreni hodnotici matice. Ta urCuje postaveni jednotlivych

znakll viici sobé. Po ohodnoceni vSech prvkil prochazime matici od nejvyssiho indexu po nejnizsi a
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cestu volime dle ohodnoceni. Po dokon¢eni prichodu mame optimalné¢ zarovnané sekvence (pouze
lokaln¢). Jelikoz se jednd o lokalni zarovnani, je algoritmus pouZzivan nejCastéji pii vyhledavani
podsekvenci, kde je tento zplisob zarovnani nejvice pottebny.
Matice je tvorena nasledovne:

H(1,0)=0,0<i<m

H@0,))=0,0< j<n

s N
0
H(i-1,j-1) + w(ai,,bj) shoda/neshoda
H(i,j) = | max H(i-1,j) + w(ai, —) vymazani ,1<i<m, 1< j<n
H(i,j-1) + w(—, bj) vloZeni
N\ _/

Kde: a, b fetézce nad abecedou 2 {A,C,T,G} (konkrétné pro DNA, jinde se muze lisit)
m pocet znaku fetézce a
n pocet znaku fetézce b
H(i,j) maximalni hodnoceni podobnosti mezi znaky a[1..m] a b[1..n]
w(c,d), c,d e Y v {—’}, kde ‘—’ zastupuje nahrazeni znaku mezerou
Ptiklad: m&jme dve€ nezarovnané sekvence, u nichz chceme ziskat nejlepsi zarovnani.
Sekvencel: ACACACTA
Sekvence2: AGCACACA
Vytvofime si matici o rozmérech velikosti poctu znakt naSich sekvenci, tedy konkrétné o
rozmérech 8x8 plus jesté jeden rozmér pro inicializaci, tedy prakticky matice 9x9. V inicializa¢nim
kroku nastavime hodnoty prvniho sloupce i prvniho fadku na nulu. Nasledné zkoumame nastaveni
prvniho neohodnoceného mista, tedy mista na soufadnici [1,1]. Porovname znaky na téchto
soufadnicich. Oba znaky jsou shodné, do$lo ke shodé. Dle pravidel dostavame vysledek jako soucet
hodnoty na soufadnici [i-1, j-1] (tedy [0,0]) a hodnoty vzniklé porovnanim. Proto soucet bude 0 + 2 =
2. Tuto hodnotu zapiSeme na zkoumanou soufadnici. Takto pokracujeme pro celou matici, kdy
v pfipad¢ neshody postupujeme dle zadanych pravidel. Tedy vybirame nejvyssi hodnotu, ktera
nelze se v hodnoceni dostat do zapornych ¢isel. Toto omezeni lze upravit podle potieb aplikace
algoritmu.
Pro uplnost uvadim vysledek aplikovani pravidel a takto vzniklou matici, kterou lze nalézt taka

na adrese viz. zdroj [2].
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N
_/

A CACATZCT A
-0 0 0 0 OO0 O 0 O
A 0 2 1 2 12 1 0 2
G 0 11111 1 0 1
c 0 0 32 3 2 3 2 1
H= < A 0 2 2 5 45 4 3 4 >
c 0 1 4 4 7 6 7 6 5
A 0 2 3 6 6 9 8 7 8
c 0 1 45 8 8 11 10 9
A 0 2 3 6 7 10 10 10 12

3.2  Algoritmy vylepSené

Dva vySe uvedené algoritmy jsou alfou a omegou veskerého zpracovani DNA sekvenci. Nejedna se
zde pouze o algoritmy zarovnavaci, ale také o vyhledavaci. Tyto nové, modernéjsi algoritmy
vyuzivaji principt vySe uvedenych jako zaklad své vlastni prace a bez jejich znalosti bychom se tedy
neobesli. Pro ukazku dale uvedu jeden vyhledavaci a jeden zarovnavaci algoritmus. V sou¢asné dobé

se jedna o algoritmy, které jsou na Cele, co se tyce rychlosti a pfesnosti své prace.

3.21 Blast

Tento algoritmus jsem vybral jako zastupce dneSnich nejlepSich vyhleddvacich algoritmt. Je
nastupcem mnoha piedeSlych, ze kterych si vzal vzdy to podstatné a k tomu néco nového navic.
Zaklada se predevsim na principech algoritmu fasta, tyto principy budou vesmés vysvétleny spolu
s vlastnostmi tohoto algoritmu.

Nézev algoritmu je zkraceny popis jeho funkce, tedy zdkladni lokalni zarovnavaci vyhledavaci
nastroj (basic local alignment search tool). Jeho funkci lze kombinovat v nékolika zptisobech
ziskavani informaci. Jedna se pfedev$im o vyhledavani podobnosti riznych ¢asti DNA koda. Jednou
moznosti je, kdy mame nékolik proteind, tvorenych nekolik desitkami znakti a hleddme v DNA
fetézci néjakého organismu podobnosti. Tedy snazime se nalézt, zda se tyto proteiny vyskytuji
v zadaném poradi a zda se opakuji. Druhym zptisobem pouziti je nechat proti sobé dve celé sekvence,
které porovname timto algoritmem. Muze se jednat napiiklad o porovnani lidské DNA s DNA mysi.
Vysledkem budou podobné oblasti v obou vzorcich DNA, tedy kde jsou si tyto zivoc¢isné druhy

podobné. Tato vlastnost algoritmu vychazi z principu jeho funkc¢nosti, jelikoz se jednd o lokalni
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zarovnavani, pak se budou vyhledavat nejlépe shodné ¢asti bez ohledu na DNA jako celek. To je pro
tento pripad velice vyhodné a Casto aplikované. Nyni bych rad uvedl, na jakych principech tento
algoritmus vlastné funguje.

Nejprve ze zadané sekvence ofeze ty ¢asti, které by mohli zmast program. Jedna se vzdy o
skupinky nékolika osamocenych znakt, které by ziskali diky malému poctu vysokého ohodnoceni a
mohli by tak ovlivnit vysledek.

Dale rozdélime zadanou sekvenci na x-znakova slova, kdy za x dosadime jakékoliv cislo.

Napriklad dosad’'me ¢islo 3, pak bude vypadat rozdéleni podobné jako na obrazku 11.

Sekvence: AACTG

—Slovo 1: AAC

— Slovo 2: ACT
L= Slovo 3: CTG

Obrazek 11: Rozdeleni hledané sekvence na slova o n-znacich

Tretim krokem se blast odliSuje od algoritmu fasta znaénym zpusobem. Jedna se zde totiz o
ziskani nejlepSich kombinaci slov z kroku 2, které by mohli zarucovat kladny vysledek hledani.
K tomuto vylou¢eni nevhodnych slov dochazi pomoci skoérovaci matice, kdy jsou porovnany
hodnoceni jednotlivych n-tic a ty nejhiie hodnocené nejsou pii provadéni samotného prohledavani
pouzity. Coz snizuje pocCet samotnych porovndni a tim i zvySuje rychlost programu a pfitom
nedochazi ke snizeni kvality vysledného zarovndni. Diky tomuto kroku dochazi ke znatelnému
urychleni viéi algoritmu fasta.

Po odstranéni nepotfenych slov dochdzi k organizaci zbylych, tedy vhodnych slov do
vyhledavaciho stromu. S timto stromem Se pak pracuje pfi prohledavani, kdy se z databaze sekvenci,
nad kterymi chceme prohleddvani provadét, vezme vzdy jedna konkrétni a zkoumaji se jednotliva n-
znakova slova. Pokud dojde k pfesné shod¢ slova s ¢asti prohledavané sekvence, pak se ponecha tato
cast nezarovnand. Pti ¢aste¢né shod¢ dochazi k zarovnani nalezené Casti tak, aby dosahla nejvyssiho
mozného hodnoceni, ¢imz se zajisti maximalni pravdépodobnost, Ze se opravdu jednd o hledanou
cast.

Dalsi krok spociva v rozsiteni ptesné shody do vysoce hodnocené parové oblasti (obrazek 12).

V originale je tato oblast oznacovana jako HSP (high-scoring segment pair).
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Hledana sekvence .
Vysoce hodnocena

e oblast
% X

Vzdalenost < A

X
« X

Cela sekvence

Obrazek 12: Pozice presné shody.

Ke kone¢nému vysledku se algoritmus dostane az za pouziti vytvorenych HSP regioni. Tyto
regiony jsou zapotiebi predevS§im kvili poctu hledanych slov. HSP tedy balancuje jednak pocet
hledanych vyrazi, ktery mize byt velmi vyznamny, pii pouziti kratkych slov (jak jsme uvadéli
napiiklad slova slozena z 3 znakt). A presnost vyhledavani na celém tseku DNA sekvence. Pokud
bychom totiz jen zkoumali jednotlivé n-tice, dosahneme obrovského mnozstvi shod. Tomuto lze
predchazet zadanim delSich n-tic, kdy ale pfichdazime o moznost zkoumani na urovni jednoho
proteinu. Abychom nebyli o tyto moznosti ochuzeni, byl pravé vymyslen tento princip pomoci HSP,

ktery umoznuje vyhledani v kratkém ¢ase na délku klidné pouze jednoho proteinu.

3.2.2 Clustal

Tento algoritmus se sklada ze tfi zakladnich casti:
1 — VSechny pary sekvenci jsou zarovnany samostatné viici sobé v takovém potadi, aby bylo
mozné sestavit matici vzdalenosti jednotlivych znakil (je zavisla na neshodé€ v jednotlivych
parech).
2 — Ze ziskané matice je vypocitan fidici strom.

3 — Sekvence jsou postupné zarovnany podle vétveni fidiciho stromu

Matice vzdalenosti

Klasicky se v programech pouzivajicich algoritmu Clustal po¢ita matice vzdalenosti pomoci rychlych
aproximacnich metod. CoZ umoziiuje porovnat opravdu velké mnozstvi part. Skoére se pak pocita
jako pocet shod (délka shodnych znakli pro uznani shody se lisi podle typu, délka 1 az 2 znaky pro
proteiny a 2 az 4 pro nukleotidové sekvence) mezi dvéma sekvencemi, od kterych se odecita za kazdy
rozdil mezi nimi. Pomér kladnych a zapornych bodd neni hodnocen 1:1, ale 1i$i se v zavislosti na
délce znaki ve shodé. Tedy pro jednu shodu pfiéteme napiiklad Sbodu a pro neshodu v jednom znaku

pak odecteme 1bod.
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Ridici strom

Ridici stromy jsou pouzivané pro mnohonasobné zarovnani (zarovnani vice sekvenci viiéi sobé& jako
celek, nikoliv jako jednotlivé pary). Jsou vypocitavany na zakladé matice vzdalenosti pouzitim
metody sousedské podobnosti. Jednotlivé vétve stromu oznaCuji ohodnoceni dané sekvence
povétSinou pro kazdy znak zvlast. Do hodnoceni jiz vstupuje i podobnost jednotlivych sekvenci.
Nebot' celkové ohodnoceni dané vétve zavisi i na podobnosti (cesté) s ostatnimi vétvemi. Pak se
k samotnému hodnoceni pfi¢te jesté pomérna Cast podobné vétve, ktera ma ¢ast cesty spole¢nou
s hodnocenou vétvi. Zde dochazi k celkovému upraveni hodnoceni pro v§echny sledované sekvence.
V této finalni podobé¢ strom zlstava az do konce béhu programu. Dalsi zpracovani z tohoto stromu uz

pouze Cte, tedy neméni jeho strukturu ani hodnoceni veétvi.

Postupné zarovnani

Postupné zarovnavani pouziva fidiciho stromu jako hlavniho prvku v rozhodovani o vysledném
zarovnani sekvenci. Kdy na zakladé tohoto stromu, se vybere vzdy nejlépe hodnocena varianta. To
znamena, ze pokud mame napiiklad 10 sekvenci a sestaveny fidici strom. Pak porovnavame
hodnoceni u vSech sekvenci prvniho znaku (u proteint i dva znaky a u nukleotidovych sekvenci az 4
znaky) a nasledné vypodtem zjistime, ktery vysledek je nejlépe hodnocen pro vétsinu sekvenci. Casto
dochazi i k uplné shodé, kdy se na nékolika znacich vSechny porovnavané sekvence shoduji, ale
pokud tomu tak neni, je vybran jednoduse takovy znak, ktery sniZzuje hodnoceni co nejméng.

Aby to nebylo az tak jednoduché, je zapotiebi pocitat s tim, ze pokud vybereme znak, ktery je
akceptovatelny u vétSiny sekvenci, pak u téch, kde akceptovatelny neni je nutné bud’ ptidat mezeru,
ktera zastupuje chybéjici znak. Nebo pokud to situace neumoziuje (kazdé pfidani mezery natahuje
sekvenci a miiZze zpusobit problémy pfi zarovnani na celém zbytku sekvence) ponechat nevyhovujici
znak, coz prakticky znamend vychyleni se od idedlniho stavu. Takovym vychylkdm se snazime
vyvarovat, ale ne vzdy je to Gpln€é mozné. Proto pii pouzivani tohoto algoritmu se nastavuji parametry
podle potieby kvality zarovnani. Zaddvané parametry ovliviiuji predev§im pravé ohodnoceni

rozdilnych znakii a méni pocty mezer vii€i nevyhovujicim znakiim.
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4 Formaty sekvenci

Pfi zpracovavani sekvenci se setkdvame s mnoha formaty, ve kterych jsou ulozeny. Nejjednodussim
formatem je zfejmé jednoduchy text, kdy je cela sekvence v jednom textovém fetézci. Pokud ovSem
pracujeme s konkrétnim kusem DNA koédu napiiklad nékteré rostliny, pak musime odliSovat
napiiklad, kterého chromozomu se sekvence tyka, v jakém je rozsahu, detaily o ptvodu, vzniku dat.
A téchto informaci mize byt mnohem vice, coz piedznamenava vznik standardizovanych formatd, do

kterych se sekvence piepisuji.

4.1  Jednoduchy text

Nejjednodussi a nejméné Castou formou prenosu genetické informace pomoci vypocetni techniky je
forma prostého textu. Oficialné neni podporovand Zadnou mezinarodni databazi. Tato forma se
pouziva spiSe pro uchovavani docasnych, néjakym zpusobem zajimavych dat, ktera jsou dale
zpracovavana a tento format slouzi pouze jako mezi¢lanek. Piikladem takového formatu je ukazuje

obrazek 13.

CTTAATAACTAATACTATAACATTGGGGCTGGTGAGATGGCTCAGTGGGT
AAGAGCACCCGACTGCTCTTCCGAAGGTCCAGAGTTCAAATCCCAGCAAC
CACATGGTGGCTCACAACCATCCGCAACATTTTTTTTACTGCCCCCCCCC

Obrazek 13: Textovy formdt DNA sekvence

4.2 Fasta

Ve formatu fasta je uveden nejdiive samostatny fadek textu, pocinajici znakem ,,vetsi nez“(“>"). Cely
prvni fadek oznacuje sekvenci, jeji ptivod, vyznam a identifikdtor. Jednotlivé bloky sekvenci se
rozpoznaji ve velkém bloku praveé podle onoho identifikacniho fadku. Kviili tomuto rozdéleni zacina
vzdy pravé znakem ,,véts$i nez“. Dale se doporucuje dodrzet maximalni délku 80 znakd na jeden

radek. Priklad takového formatu je videt na obrazku 14.

>(i|532319|pir| TVFV2E|TVFV2E envelope protein
ELRLRYCAPAGFALLKCNDADYDGFKTNCSNVSVVHCTNLMNTTVTTGLLLNGSYSENRT
QIWQKHRTSNDSALILLNKHYNLTVTCKRPGNKTVLPVTIMAGLVFHSQKYNLRLRQAWC

Obrdzek 14: Sekvence DNA ve formdtu Fasta.
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43 EMBL

Tento format jde v identifikaci sekvence jesté o kus dale. Pro kazdy zaznam v databazi existuje totiz
zna¢né mnozstvi informaci uréujici konkrétni vlastnosti sekvence. Z téch vyznamnych je to jednak
specifikace v databazi, dale specifikace organismu, hlavicka sekvence, skupina zabyvajici se jejim
zkoumanim a podobné. Mimo jiné se v hlaviéce zaznamu objevuji i komentaie a dodatky, které se
sekvence tykaji. Po uvedeni informaci v hlavicce nasleduje samotny kod sekvence, ktery je typicky
délen na bloky po 10 znacich oddélenych mezerami. Jako stru¢ny piiklad, jak vypada takovyto

zaznam slouzi obrazek 15.

ID X56734; SV 1; linear; mRNA; STD; PLN; 1859 BP.

AC X56734; S46826;

DT 12-SEP-1991 (Rel. 29, Created)

DT 25-NOV-2005 (Rel. 85, Last updated, Version 11)

DE Trifolium repens mRNA for non-cyanogenic beta-glucosidase

S0 Sequence 1859 BP; 609 A; 314 C; 355 G; 581 T; 0O other;

aacaaacca aatatggatt ttattgtagc catatttgct ctgtttgtta ttagctcatt 60
cacaattact tccacaaatg cagttgaagc ttctactctt cttgacatag gtaacctgag 120
tcggagcagt tttcctcgtg gcttcatctt tggtgctgga tcttcagcat cccaatttga 180
aggtgcagta aacgaaggcg gtagaggacc aagtatttgg gataccttca cccataaata 240

Obrazek 15: Sekvence ve formatu EMBL

4.4  GENBANK

Asi nejlépe z vyse uvedenych formati je vybaven identifikaci pravé format GENBANK. Jak bylo
uvedeno u formatu EMBL, také zde je v hlavi¢ce zdznamu spousta informaci, které urcuji vlastnosti

ulozené DNA sekvence. Odlisnost od EMBL je pfedevs§im v definicich jednotlivych vlastnosti. A dale

LOCUS SCU49845 5028 bp DNA PLN 21-
JUN-1999
DEFINITION Saccharomyces cerevisiae TCPl-beta gene, partial cds,
and Ax12p

(AXL2) and Rev7p (REV7) genes, complete cds.
ACCESSION U49845

VERSION U49845.1 GI:1293613

KEYWORDS

SOURCE Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast)
ORIGIN

1 gatcctccat atacaacggt atctccacct caggtttaga tctcaacaac ggaaccattg
61 ccgacatgag acagttaggt atcgtcgaga gttacaagct aaaacgagca gtagtcagct
121 ctgcatctga agccgctgaa gttctactaa gggtggataa catcatccgt
gcaagaccaa

Obrdzek 16. Sekvence DNA ve formdtu GENBANK
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je sekvence opét formatovana po 10 znacich oddélenych mezerami. Pouze Cisla oznacujici prvni znak
na tadku jsou vlevo, tedy na opacné stran¢, nez tomu bylo u formatu EMBL. Zkraceny ptiklad

zaznamu ve formatu GENBANK muzete vidét na obrazku 16.

4.5 Shrnuti

Bylo uvedeno nékolik zptisobt uloZzeni DNA sekvenci. Kazdy ze zptisobu s sebou nese specifickou
strukturu zaznamu. Tato struktura je pro dany format pfedem dand a neménna. Proto pii zpracovavani
dat programem musime myslet na podporu rtuznych typd zdznami. Je dulezité, aby program dokazal
zpracovat mezinarodné dodrzované formaty, nebot’ pokud bude uzivatel nucen nejprve zménit format
svého DNA zaznamu na podporovany a nasledné vysledek opét formatovat zpét do pivodniho, pak je
jisté, Ze bude spiSe hledat jiny druh programu, ktery dokaze zpracovat prave jeho format. Toto je tedy

také jedna z dtlezitych vlastnosti programu, musi byt co nejvice flexibilni vic¢i zdrojovému textu.
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5 OpenCL

OpenCL (otevieny pocitacovy jazyk) je licencovan jako bezplatny standard pro vyuziti paralelniho
programovani piedev§im na vypocetnich a grafickych procesorech, ale i mnoha jinych druzich
procesorti. Navazuje tak na piredeSly vyvojovy krok, ktery ucinila spole¢nost Nvidia (vyrobce
predevsim grafickych procesort a grafickych karet). Ta vyvinula specialni knihovny pro vyuziti
paralelismu na grafickych kartach. Toto spojeni knihoven nese nazev CUDA (v originale: compute

unified device architecture).

CUDA

Cilem bylo umoznit vyuziti vypocetniho potencialu, jaky grafické karty maji pokud mozno na
maximum. Vyhodou silngj$ich (drazsich) grafickych karet, které maji podporu pravé pro CUDA
architekturu je mimo jiné jejich pocet jader, uréenych pro vypocet. Napiiklad graficka karta ,,Quadro
FX 5800 ma téchto jader piesné 240. Toto Cislo uvadi, kolik vypocti mize probihat soucasné
V jednom ¢ase na riznych mistech v ramci této grafické karty. Jelikoz se vyrobce specializuje také na
zpracovani obrazu, je témer jasné, ze této moznosti paralelniho vypoctu se bude vyuzivat vétSinou
pravé pii praci s obrazem. A to tak, ze se rozdéli vypocet jednotlivych bodi obrazovky na jednotliva
jadra, abychom maximalné urychlili vypocéet. Tedy pokud jako ptiklad pouZijeme monitor
s rozliSenim 800 na 600 bodt, mame celkem 48 000 bodd, které nam tvori obraz. Pfi praci na jednom
procesoru bychom museli postupné nastavit vlastnosti kazdého bodu, tedy pravdépodobné bychom
v cyklu provedli n&jaky vypocet a nasledné prifazeni hodnoty. Dohromady asi 48 000 cykla.
V piipad€ pouziti vSech CUDA jader, které vySe zminovana karta nabizi, mizeme kazdému jadru
ptenechat 48 000/240 cykld. Coz ve vysledku je 2000 cyklt na jadro. V tomto idealnim piipadé by
vypocet trval jen jednu dvéstéctyficetinu ptivodniho Casu. Tento piiklad je sice idealizovany, ale

prakticky vysvétluje hlavni myslenku, ktera podnitila vznik této technologie.

OpenCL

Jako naslednik architektury CUDA si s sebou nese podobné principy, které jsou v neékterych smérech
vice propracované. Snazi se vyvojaiim software umoznit prenositelny a snadny pfistup k sile riznych
druhti procesort. OpenCL podporuje Sirokou $kalu aplikaci. Snazi se o nizko troviiovy ptistup, diky
némuz dosahuje vysokych vypocetnich vykont. Sestdva z aplikacniho rozhranni, které koordinuje
paralelni programovani napfi¢ riznymi druhy procesort. OpenCL standardy jsou:

1. Podporuje jak datové, tak i ilohove zalozené paralelni programovani

2. Vyuziva podskupinu normy ISO C99 s rozsifenim pro paralelni programovani

3. Numerické vypocty jsou zalozeny na normé IEEE 754 (pro dvojkovou aritmetiku

Vv plovouci fadové carce)
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4. Definuje konfiguracni profily pro vestavénd i pfenosna zafizeni.

5. Uginné spolupracuje s OpenGL, OpenGL ES a ostatnimi grafickymi API.

Specifikace je rozdélena na specifikaci jadra, ktera se vyuziva pii implementaci. Dale na
specifikaci systému, pro ktery bude OpenCL vyuzit, tedy bud’ pfenosné, nebo vestavéné systémy. A
na specifikaci tykajici se druhu pouzitého jadra, s ¢imz jsou spojena konkrétni rozsifeni pro pouzitou

architekturu.

5.1 Architektura

OpenCL je v podstate framework pro paralelni programovani, ktery zahrnuje jazyk, aplikaéni
rozhranni, knihovny a bézici systém (runtime system) pro podporu softwarového vyvoje. Napiiklad
programator muze napsat program urceny pro grafické procesory, aniz by musel pievadét své
algoritmy do 3D aplika¢niho rozhranni jako naptiklad pro OpenGL nebo DirectX. Cilem OpenCL je,
aby mohli programatofi psat pienositelny a velice efektivni kod. Pro popsani jadra, na kterém
architektura OpenCL stoji, se vyuzivaji ¢tyfi modely:

1. Platformni model

2. Vykonavaci model

3. Pamétovy model

4. Programovy model

Tyto modely si zde jen zbé&éZné piedstavime, abychom méli o jadru OpenCL konkrétné;si

predstavu.

5.1.1 Platformni model

Tento model sestava z hostitelského pocitace ptipojeného k jednomu nebo k vice OpenCL zatizenim.

OpenCL zatizeni se déli na jednu nebo vice vypocetnich jednotek, které se dale déli na jednu nebo

— ekl

o HH o

Processing - H Host
(101

Element \\ } [D

Compute Unit

i, ™

Compute Device

Obrazek 17: Model platformy: Jeden host, s jednim nebo vice
vypocetnimi  zarizenimi. Kazdé s jednou nebo vice vypocetnimi

Jjednotkami, kazda s jednim nebo vice procesnimi elementy
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vice procesnich ¢asti (pozn. v originale ,,processing elements®). Aplikace, ktera na takto ptfipojeném
hostitelském pocita¢i bézi, odesila ptikazy z hostitele na procesni ¢asti, kde dochazi k provedeni
vypoctu. Procesni Casti bez vypocetni jednotky provadi samostatny proud instrukci jako SIMD
jednotky (provadi blokovany krok s proudem instrukci) nebo jako SPMD jednotky (kazda jednotka

podporuje jeji vlastni programovy citac).

5.1.2  Vykonavaci model

Provadéni OpenCL programu probiha ve dvou Castech: prvni casti je jaderna, provadénad na jedné
nebo vice OpenCL jednotkach a druhou ¢asti je hostitelsky program provadény na hostovi.
Hostitelsky program definuje kontext pro jadro a vede jeho provadéni. Hlavni véci modelu
vykonavani v OpenCL je definovani toho, jak funguje provadéni instrukci na jadru. Kdyz je jadro
pozadano o provedeni na hostovi, definuje se indexovany prostor. Pro kazdy bod v tomto
indexovaném prostoru se vyuziva instance jadra. Tato instance se nazyva pracovni jednotka (pozn.
v originale tzv. ,work-item“) a je identifikovina pomoci polohy onoho konkrétniho bodu

v indexovaném prostoru, ten tedy poskytuje globalni identifikator pro pracovni jednotky.

work-group size Sx

P work-group (W, WPJ

work-item

(W, 5 +5,, W 51-5

¥ STy Wy 2y

work-item

(W, 5 +5 w S-—s.‘_.-

T 'y

!'sl,. Sy‘; =0 !'SI. Syi = fo-'. o
work-group size Sy
work-item work-item
NDRange size G (W S5, Wy Sy+s_.f- [y 825, iy Sy+s_.f-

¥

{8y sy: ={0, Sy' 1)

(3. S = 81, 5,:' 1

[
I

MDRange size Gx

Obrazek 18: Ukdzka indexovaného prostoru s instancemi pracovnich jednotek

26



5.1.3 Pamétovy model

Vyse zminéné pracovni jednotky maji moznost pfistupovat k ¢tyfem riznym druhtim paméti. Prvnim
Z nich je globalni pamét, do které maji moznost zapisovat/Cist veskeré pracovni jednotky. DalSim
druhem paméti je pamét’ konstantni. Jedna se o pamét’ alokovanou hostem po dobu b¢hu jadra, tato
pamét je pristupna pouze konkrétnimu hostovi, ktery si ji alokoval. Ttetim druhem paméti je pamét
lokalni. Slouzi pro celou pracovni skupinu (tvoiena skupinou pracovnich jednotek), tedy sdileji se zde
data, ktera mohou vyuzivat vSichni ¢lenové skupiny. A poslednim druhem paméti je pamét’ privatni.
Tato pamét’ patii k jedné konkrétni pracovni jednotce, ktera zde ma ulozeny hodnoty proménnych a
tato oblast paméti je viditelna pouze pro jednotku, ktera ji alokovala, ostatnim je skryta a nemohou

k ni tedy ptistupovat.

5.14  Programovy model

Programovy model pouziva paralelniho programovani, kdy jsou dvé moznosti, jak k nému ptistupuje.
Prvni znich je explicitni definovani ve zdrojovém kodu, kde programator specifikuje pocet
pracovnich jednotek uréenych k paralelnimu zpracovani. Souc¢asné musi i definovat rozloZeni téchto
jednotek do pracovnich skupin. Druhou, pro programatora pohodinéj$i moznosti je nechat vse
definovat implicitng€. Jediné co musi definovat je pocet jednotek uréenych k paralelnimu zpracovani,
rozdéleni do skupin uz fesi implicitné OpenCL.

Dalsi vyznamnou ¢asti programovaciho modelu je synchronizace mezi pracovnimi jednotkami
Vv ramci jedné pracovni skupiny. Je feSena pomoci tzv. bariér, kdy je stanovena pro danou skupinu
bariéra, néco jako zachytny bod, kterého musi dosahnout vSechny jednotky, aby mohli pokracovat
dale v praci. Tedy dalo by se jednodusSe fici, ze zde jednotky srovnaji krok v ramci celé své skupiny.
Synchronizace se pouziva vzdy pouze vramci pracovni skupiny, mezi jednotlivymi pracovnimi

skupinami neni zadny takovyto mechanizmus synchronizace zapotiebi.

27



6 Vlastni implementace

Zakladem zarovnavaciho programu je algoritmus, ktery bude tvotit hlavni vypocetni jednotku, ktera
bude zajist'ovat rychlost zarovnavani. Na vybér bylo Siroké spektrum algoritmi, ty nejvyznamnéjsi
byly uvedeny v predchozich kapitolach. Po testech na dobu provadéni se dostal do ¢ela algoritmus
Clustal.

Clustal je implementovan v mnoha jiz hotovych projektech, které se aktualné k zarovnavani
pouzivaji, jednd se predev§im o komerc¢ni nastroje, tedy takové, na které byly vynalozeny nemalé
finan¢ni prostiedky a pracovaly na nich celé tymy programatori. Mimo téchto komercnich jsou
k vidéni i ke stazeni také projekty pod licenci GPL, ktera zajiStuje dostupnost programu i
S otevienymi zdrojovymi kody. Tyto programy bylo nutné vyzkouset a otestovat jak jsou na tom jak
s rychlosti, tak také s kvalitou zarovnavani. Jednou z nejlep$ich variant se ukazal projekt Clustal
z Irské univerzity dostupné z internetovych stranek, kde lze cely program se zdrojovymi kody

stahnout (zdroj [7]).

6.1 Program Clustal

Autory tohoto programu jsou ¢lenové irské univerzity (oficiani kontakt na adrese:

http://bioinf.ucd.ie/index.php ). Program je vyvijen pfiblizné jiz od roku 1988. Spolupracovali na ném

dvé desitky programatorti, pfedevS§im se jednalo o studenty doktorského studijniho programu.
V posledni verzi, kterou lze nalézt volné ke staZeni na internetu viz. zdroj [7] se nachéazeji jak jiz
zkompilované soubory, tak i zdrojové kody, ze kterych byla kompilace provedena.

Po stazeni zdrojovych souborii narazime na odliSnosti v ndzvoslovi. Jeden typ programu ma
nazev ,,ClustalW* a druhy ,,ClustalX. Jedna se o rozdil pfedev§im v grafické podobé spustitelného
programu. Ta verze koncici pismenem ,,W* je konzolové aplikace, tedy program fidime zadavanim
pfikaz do konzole, kdezto verze koncici pismenem ,,X* ma graficky vystup a tedy vSe probiha na
reakci jak mysi tak také klavesnice. Plivodni program bylo mozné spustit pouze jako konzolovou
aplikaci. Grafickou podobu autofi pfidali jiz n€kdy kolem roku 1997, ale teprve pied nedavnem bylo
pouzito pro grafické rozhrani frameworku Qt od nokie a od té doby vypada aplikace vice nez
modern€. Na vylepSeni programu autofi pracuji Cisté na konzolové verzi, coz jsem se dozveédél od

jednoho ze spoluautorti (kontaktni emailova adresa: andreas.wilm@ucd.ie ). Duvod k takovému

zpusobu prace je, Ze kompilace konzolové aplikace trva fadove minutu az dvé, ale kompilace grafické
aplikace se protahuje jiz fadové na pét az osm minut a tedy velmi zdrzuje pii vyvoji.

Samotné jadro programu je spole¢né jak pro verzi ,,W* tak i pro verzi ,,.X“ a skladd se
z nékolika ¢asti. Zakladem je hlavni soubor main.cpp ktery se stara o béh celé aplikace. Nejdulezitéjsi
soucasti je pak soubor Clustal.cpp, ktery uz vytvati podle potieb objekty pro dané akce, které si

uzivatel zvolil at’ uz pouzitim konzole nebo grafické aplikace. Jednotlivé objekty, které je mozné
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vytvorit, se staraji od parového zarovnavani pies zarovnavani mnohonasobné az po praci se soubory.
Veskeré zdrojové kody jsou umistény do slozek tak, aby bylo mozné identifikovat jejich funkcnost,
tedy nikoho pak nepiekvapi, ze ve slozce ,,pairwise” jsou zdrojové kody starajici se o parové
zarovnavani a takto je zbyte¢né pokracovat ve vyctu jednotlivych zdrojovych koda. Dilezité je, ze
program Kopiruje algoritmus Clustal, ktery byl uveden v kapitole 3.2.2 a je tedy pfesné tim, co jsme
od implementace tohoto algoritmu oc¢ekavali.

Hlavni nevyhodou jak samotného programu, tak i projektu jako celku je dokumentace. Bohuzel
autofi dokumentaci znaéné podcenili v ranné fazi vyvoje a tento neSvar doposud nikdo z nich
vyuziva n€kolik vyzkumnych tymi po celém svété a ocekava se tedy, ze si jej jednotlivé tymy budou
modifikovat pro vlastni potieby vyzkumu. Diky tomuto nedostatku je zapotfebi mnohem vétsiho usili

a vice ¢asu na jakékoliv zmény nez by tomu bylo s dokumentaci.

6.2  Navrh vylepSeni

Program je sam o sobé programem jednim z nejrychlejSich z volné dostupnych uréenych pro
zarovnavani DNA kodu. Ale samoziejmé tak jako ve sportu i v programovani lze posunovat
dosazenou latku o kousek dal. DalSim urychleni by bylo moZzné dosdhnout pouzitim modernich
technik jakymi je paralelni programovani, které se dostava do poptedi pfedevsim v programech, které
se zabyvaji grafikou. Pro takovéto programy byly navrzeny specialni knihovny (pfechazeji postupné
aZ na hranici frameworkii), mezi ty moderni patéi OpenCL (kapitola 5), které se nabizi k pouziti a
vyzkouseni nakolik bude pomoci tohoto principu program urychlen.

Pro dosazeni co nejvétsiho urychleni aplikace neni nutné piepisovat cely program do podoby,
jakou predepisuje OpenCL, ale postacuje analyzovat, kde dochazi k nejvétsimu vytizeni a kde by tedy
mohlo jeho pouziti co nejvice zaptisobit na rychlost chodu programu. Tyto mista jsou pfedem dana
algoritmem samotnym. Jedna se o velkou narofnost pii parovém zarovnavani, kdy jsou v cyklu
prochdzeny prakticky téméf vSechny kombinace obou sekvenci. Na tomto misté tedy dochazi
k maximalizaci vyuziti jak pamétovych prostiedkd, tak i vypocetniho ¢asu procesoru. Pro urychleni
je vhodné paralelizovat cyklus na né€kolik nezavislych jednotek, které cyklus provedou idealné
V podstatné krat$im case. Kromé parového zarovnavani je zde zlomovym bodem pro narocnost na
vypoéet zarovnani mnohonasobné, kde dochazi Kk jesté¢ k vétSimu narGstu potieby paméti a
procesorového Casu, zde by mél paralelismus také sehrat vyznamnou roli pro dobu a naro¢nost
vypoctu.

Kromé vy$e zminénych kritickych bod je mozné aplikaci vylepSovat dale prozkoumanim, kde
jesté dochazi k nartistu potieb na vypocetni zdroje a naslednou implementaci daného kodu pomoci
OpenCL. Optimalizaci takovychto mist, ale neocekdvame velky rozdil v dob€ vypoctu. Proto

vylepSeni téchto casti bude zavislé na Case, ktery pfi programovani ztistane.
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6.3  Popis implementace

Samotna implementace neni z programatorského hlediska uplné trivialni. Nejedna se pouze o napsani
kédu v C/C++ ktery zkompilujeme a vytvorime takto spustitelny program. Jelikoz je nezbytné pouziti

knihoven OpenCL, musime nas kod i pracovni prostieni ptizpusobit pro praci s nimi.

6.3.1 Pracovni prostredi

Prostiedi, ve kterém lze vyvijet s pouzitim knihoven OpenCL je pfedem dano jednak operacnim
systémem a dale podporovanymi nastroji. Jako implementaéni prostfedi jsem zvolil operacni systém
Microsoft Windows, kvuili jeho rozsifitelnosti a predev$im dostupnosti nastrojti od spole¢nosti ATI a
NVIDIA. Pro zptistupnéni knihoven je nutné nejprve ziskat vyvojové prostiedi od vyrobce hardware,
na kterém chceme vyvoj provadét. V mém ptipadé se jedna o vyrobce ATI (AMD), ktery poskytuje
vyvojové prostiedi ke stazeni zdarma (zdroj [8]) spole¢né se souborem piikladi pro ukazku, jak lze
vibec s vyuzitim knihoven programovat. Jako vyvojovy nastroj ATI doporucuje primarné Microsoft
Visual Studio 2008 a vyssi, ale také uvadi, ze postacuje pieklada¢ g++, kde bych byl skepticky a po
vlastni zkuSenosti bych také doporudil pouzit nastroj Microsoft Visual Studio 2008. Jak bylo uvedeno
v kapitole 3.2.2 OpenCL dokaze vyuzit paralelismu i na centralni procesorové jednotce. Ne jako jeho
predchiidce CUDA, ktery byl tzce specializovan pro praci na grafickych procesorech. Diky této
vlastnosti jsem mohl vyvijet i pies tu skute¢nost, ze nevlastnim grafickou kartu, ktera podporuje praci
s knihovnami CUDA nebo OpenCL. Soupis grafickych karet, které jsou podporovany lze vidét na

adrese zdroje [8].

Pouziti pracovniho nastroje Microsoft Visual Studio2008

Po stazeni a nainstalovani prostfedi pro praci s OpenCL lze nalézt slozku, v niZ jsou umistény
ptiklady dodané spolu s prosttedim. Tyto piiklady doporucuji otevtit pies nabidku Soubor a otevrit
projek, kde jako cestu ur¢ime cestu k souboru, ktery obsahuje v§echny ukazkové ptiklady (povétSinou
ve slozce ,, samples * soubor ,, OpenCLSamples.sin ‘). Po Gispé$ném nacteni projektu mame k dispozici
celkem priblizné 32ptikladt, ve kterych nalezneme povétSinou zakladni algoritmy, implementované
pomoci knihovny OpenCL. Pokud chceme tvofit vlastni zdrojovy kod, ktery bude vyuzivat této
knihovny, pak se doporucuje vytvofit si novy projekt vramci daného ,, solution*
(OpenCLSamples.sIn), nebot’ zde je piistupna knihovna <CL/cl.h>. Jinde ji neni mozné pouZit
(vychazim z vlastniho vyvojového prostiedi, které¢ se muize liSit od ostatnich, diky tomu, ze
nevlastnim oficialné podporovanou grafickou Kkartu) aniz by bylo nutné piibalovat ke
zkompilovanému programu také jiz hotové ,,dll “ knihovny potiebné k béhu. Po vytvoreni nového
projektu je mozné kombinovat jednak principy uvedené v ukazkovych prikladech a také vse, co

prostiedi OpenCL dovoluje. P¥ehled metod a veskerych moznosti nalezneme viz. zdroj [9].
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Protoze mi pracovni prostiedi nedovoluje pouzit knihovnu <CL/cl.h> na jiném misté nez uvnitf
pfedem daného ,,solution, pak bylo nezbytné vytvotit V ramci stejného ,,solution® také samostatny
projekt pro Clustal a jelikoz jeho graficka verze je spojena s nastrojem Qt a kolize mezi Qt, Visual
Studiem 2008 a OpenCL knihovnami mi nedovolila tuto verzi zkompilovat, pak jsem byl nucen se
omezit pouze na verzi s konzolovym rozhranim, tedy na ClustalW. V ramci projektu byly vytvoreny
filtry tak, aby kopirovaly strukturu, kterou navrhli samotni autofi programu, po otevieni tohoto
projektu ve Visual Studiu 2008 tedy v8e vypada velmi podobné jako samotné umisténi programu na
disku. Jedina zména je v rozdéleni souborti na soubory hlavickové a zdrojové, ostatnim zménam jsem

se predevsim kvuli prehlednosti vyhnul.

OpenCL a kernel

V jazyce C/C++ jsou pouzivany dva druhy soubord, a to hlavickové (h/hpp) a zdrojové (c/cpp).
Pokud pfi programovani pouzivame knihoven OpenCL narazime na jednu zvlastnost. Tou zvlastnosti
jsou takzvané kernely neboli jadra. Tyto jadra si mizeme ptedstavit tak, jako v C/C++ funkce. Tedy
pokud napiSeme zdrojovy kod pro jadro, pak je to podobné jako bychom napsali zdrojovy kod funkce.
Pro definici jadra nejprve pouzijeme kliGové slovo ,,__kernel* nasleduje navratova hodnota a po ni,
tak jak je zvykem v C/C++ nazev jadra spolu s definici parametrti. Deklarace jadrové funkce muize
tedy vypadat nasledovné: ,,__kernel void priklad(__global uint parametr)“. Pokud jadru pfidame i
néjaké télo, aby vykonavalo alespoii jednoduchou operaci, pak je tfeba jej pomoci OpenCL funkce
uvést do provozu. Nelze tedy tak jako u volani funkce zavolat jadro. Nejprve je nutné z jadra utvotit
spustitelny kod. Dale prifadit hodnoty vSem parametrim, které jadro ma. Pokud je jader vice,
sefadime si je do front. A pokud mame spustitelné jadro i nastavené parametry, je mozné vyvolat
vykonani naSeho jadra. Po vykondni pfevedeme vysledky do lokdlnich/globalnich proménnych a
muzeme dale pracovat v normalnim C/C++ rezimu.

Pro jadra je vhodné vytvofit soubory s koncovkou ,,cl“, tedy soubor bude vypadat takto:
,»hase_jadro.cl“. V téchto souborech miZzeme mit i vice jadernych funkci najednou. Druhym
zpusobem je kod jadra zapsat jako fetézec do proménné, z které za pomoci funkci OpenCL vytvorime
spustitelné jadro stejné tak, jako by bylo zapsané do souboru. Tato metoda je velice vhodna, pokud se

jedna o kratké jadro, kdy je ptehledn€jsi ponechat jeho télo ptimo ve zdrojovém kodu C/C++.

6.3.2 Vysledny program

Program, ktery je vysledkem zkompilovani upraveného zdrojového kodu ma bohuzel pouze
jednoduché uzivatelské rozhranni, které nemd sice vliv na provadéni jednotlivych funkei programu,
ale neptisobi tak moderné jako verze grafickd. Piesto po spusténi vypada program stejné jako na

obrazku 19.
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| cWUsers\waclaviDocumentshAT s\opencliRelez

s CLUSTAL 2.8.12 Multiple Sequence Alignments s

Sequence Input From Disc
Multiple Alignments

Profile » Structure Alignments
Phylogenetic trees

Execute a system command

HELF
EXIT <leave program>

Your choice:

Obrazek 19: Spusteny program ClustalW

Spolu s timto upravenym programem jsou k dispozici na disku pfiloZzeném k této bakalaiské
praci také programy pavodni. Zde lze tedy nalézt i verzi s grafickym uzivatelskym rozhrannim,

kterou lze vidét na obrazku 20.

i ClustalX 2.012 =S

File Edit Alignment Trees Colers Quality Help

Mode: |Mu|t|p|e Alignment Mode v\ Font: |14 v|

* *
HUMANMT Ci GG C] T} CT] elel CECEHT! TTT| T} GTEI GGG GCIC GCHTEGC |
GORILLAMT T| T} T. T| T| GGGCTC| CEAT Ci GGTTEG ICTT] 1
308 |gb|ARCI3T38.1] GR is SE G| GIFDESQTVEERG LQDV DE]| DRERMEE. Rd FE| i) K|

Obrazek 20: spusteny program ClustalX s importovanymi sekvencemi

Tedy po spusténi upraveného programu, ktery je vidét na obrazku 19 lze vybrat z nabidky
riznych akei ( podrobnéji se v§emi moznostmi seznamuje zdroj [6]). Ta nejdulezitéjsi je provedeni
zarovnani zadanych sekvenci. Abychom zarovnani mohli provést, je nutné mit specidln¢ upraveny
soubor se zdrojem sekvenci. Program vyzaduje mit sekvence pohromadé v jednom souboru. Tedy

pokud mame napiiklad zdrojovy soubor ve formatu fasta, pak staci za posledni fadek jedné sekvence
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nakopirovat sekvenci dal$i a takto postupné pro vSechny provést jejich slouceni do jednoho souboru.
Program rozpozna sekvence podle znacek, kterymi vzdy zaCinaji. V piipad€, Ze by nebyl dodrzen
spravny format (pokud naptiklad provedeme chybu pii sluCovani sekvenci), pak program vypise,
k jaké chybé doslo. Dokaze rozpoznat i na které konkrétni sekvenci nastala chyba. Uzivatel je tedy
velmi dobie informovan o divodech selhani akce. Pokud se akce podafi, je vypsana informace o
nazvech a parametrech sekvenci, které se podafilo nacist. Po nacteni nasleduje navrat do hlavniho
menu.

Po Gspé&sném nacteni sekvenci a navratu do hlavniho menu vybereme akci, kterou chceme
provést. 2. polozka v menu provede zarovnani nactenych sekvenci. Pfed samotnym provedenim
zarovnani je uzivatel dotazan na jméno souboru, kam se ma vysledek ulozit. Soubor je opatfen
koncovkou ,,aln“ coz je anglicka zkratka pro slovo zarovnany. V takto vygenerovaném souboru je pak
mozné sledovat, K jakym zménam mezi sekvencemi doslo. Soubor je mozné oteviit v jakémkoliv
textovém editoru, obsahuje pouze textové informace (podobné jako zdrojové soubory, které uzivatel

zadava k provedeni zarovnani).

6.4  Porovnani doby vypoctu

Pro zjisténi, zda bylo vylepSeni programu Uspé$né, bylo nutné provést nékolik testll, které by
prokazaly, jak se 1isi upraveny program od programu puvodniho a také jak si stoji proti konkurenci.
Testovani jsem rozdélil tak, aby bylo mozné sledovat rozdilné chovani programu pro kratkou a pro
dlouhou sadu sekvenci. Nebot’ pti zarovnavani kratkych sekvenci nedochazi k velkym narokiim na
pamét. Kromé téchto zakladnich testd, které mély za tkol ukazat, jak se programy chovaji pii
zarovnavani malého poctu sekvenci, které se lisi délkou znakd, jsem provedl jesté jiné testovani.
Jednalo se o test chovani vSech programii pii zarovnavani vét§iho poctu sekvenci vici sobé. Tyto
testy mély za kol ovéfit, jak se bude chovani programi lisit od testu jen s nékolika sekvencemi. Pro
testovani jsem zvolil jako pracovni prostiedi operacni systém Microsoft Windows. A testoval jsem
jak na svém notebooku, tak také na Skolnim pocitaci, ktery mél nainstalovanou grafickou kartu, ktera
pfimo podporuje technologii OpenCL.A jesté¢ jsem pouzil pro testovani volné€ dostupny pocitac
Vv centru vypocetni techniky, které se nachazi na nasi fakulté. V nasledujici tabulce jsou uvedeny

parametry testovacich pocitacti.

Nazev Pamét
) Graficka karta Procesor Operacni systém

stanice RAM
PC1 ATI HD 2600 AMD X2 2.00GHz DDR 11 3GB | Windows 7 32bit

PC2 Nvidia GeForce 7300 GT Intel E6750 2.66GHz | DDR Il 2GB | Windows XP 32bit

PC3 Nvidia GeForce GTX 285 Intel E8600 3.33GHz | DDR Il 4GB Windows 7 64bit
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Zarovnavani dlouhych sekvenci

Pro testovani jsem vybral 3sekvence, kdy se jedna o ¢ast DNA clovéka, gorily a mysi domaci.

Sekvence byly dlouhé vrozmezi 16299 — 16569 znakd. Jako pracovni stanice pro testovani byly

pouzity uvedené pocitatové sestavy z predchozi tabulky.

Clustalw Clustalw
Pracovni ClustalX Clustalw
. o upraveny upraveny Mega 4.1
stanice original original
(GCQ) (VS 2008)
PC1 471s 452s 315s 1123s 778s
PC2 185s 181s 120s 421s XXX
PC3 149s 142s 91s 334s 217s

Zarovnavani stfedné dlouhych sekvenci

Pro zarovnavani stfedné dlouhych sekvenci jsem zvolil recyklovat sekvence z prvniho testu, kdy jsem

pouze omezil pocet znakd u kazdé sekvence. V tomto testu tedy bylo pouzito 6000 prvnich znaki

z ¢asti lidské DNA, 6000 prvnich znakl z ¢asti DNA gorily a také 6000 prvnich znakl z ¢asti DNA

mysi domaci. K recyklaci jsem se rozhodl pro zachovani co nejvétsi kompatibility vypoctu, aby se

vysledky neodliSovaly kviili jinému rozloZeni znaki.

ClustalwW ClustalWw
Pracovni ClustalX ClustalwW
. upraveny upraveny Mega 4.1
stanice original original

(GCQ) (VS 2008)
PC1 55s 53s 37s 125s 98s
PC2 26s 25s 18s 55s XXX
PC3 21s 20s 14s 48s 29s

Zarovnavani kratkych sekvenci

Pro posledni test, ktery mél za ucel zjistit, jak si stoji jednotlivé programy pii zarovnavani opravdu

kratkych sekvenci, bylo vyuzito opét piivodnich tfi DNA kodi. Tedy opét byly pouzity DNA kdédy

cloveka, gorily a mysSi domaci. Pro tento test bylo pouzito prvnich 600 znaki.
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Clustalw Clustalw
Pracovni ClustalX Clustalw
. upraveny upraveny Mega 4.1
stanice original original

(GCO) (VS 2008)
PC1 1s 1s 1s 5s 2s
pPC2 1s 1s 1s 3s 2s
PC3 1s 1s 1s 2s 1s

Zarovnavani velkého poctu sekvenci

Pro tento test mi poskytla data Eva Chovancova M.Sc. z Masarykovy univerzity z oddéleni
experimentalni biologie, ktera zaslala nékolik balikli dat pro testovani. Baliky sestavila tak, aby bylo
mozné otestovat programy na datech, ktera se zarovnavaji obtizn€. Tyto baliky maji otestovat
programy, jak budou zvladat vétsi pocCet sekvenci, nez v prvnich testech, kde se jednalo jen o tii
sekvence, kde jsem ménil jejich délku. V elektronickém dopise, ktery obsahoval jako pfilohu tyto
testovaci data, prilozila také kratky popis faktord, které maji vliv na obtiZznost zarovnavani:

- pribuznost sekvenci (blizce pfibuzné je leh¢i zarovnat)

- mnozstvi sekvenci

- délka sekvenci (par dlouhych sekvenci mize ztizit i jinak relativné jednoduchy alignment )

V prvnim baliku bylo celkem 241 sekvenci, coz je podle autorky maly pocet. Navic se jednalo

o kratké sekvence (primérné 300znakt), které patfily do jedné proteinové rodiny. Tedy byly si dost
podobné. A proto prvni balik dat neni extrémn¢ naroénym. Pro jeho otestovani jsem jiz pouzil pouze
osobni pocita¢, nebot’ testovani na dalSich pocitac¢ich neméni procentualni rozdily v dobé vypoctu
mezi jednotlivymi programy.

Pro prvni balik dat jsou vysledky nasledujici:

ClustalW
Pracovni stanice | ClustalW original Mega 4.1 Muscle
upraveny (GCC)
PC1 293s 215s 754s 483s

vvvvvv

prikladé. Balik obsahuje celkem 1070 sekvenci opét z jedné proteinové rodiny (zce ptibuzné). Navic
jsou nékteré sekvence jiz del$iho rozsahu (kolem 650znaktl) a podle specifikace uvedené u baliku je
dosti stézujicim faktorem, pokud mezi kratké sekvence zamichame par dlouhych. Vypocet se tim
stava mnohem naro¢néj$im.

Pro druhy balik dat jsou vysledky nasledujici:

ClustalW
Pracovni stanice | ClustalW original Mega 4.1 Muscle
upraveny (GCC)
PC1 5161s 4 062s 13 785s 28 611s
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Dalsi testovaci balik dat vznikl slou¢enim dvou piedchozich. Celkové se tedy jedna o 1311

sekvenci, které jiz nepatii do jedné proteinové rodiny a jejich délka je v rozsahu 300 az 600 znakd.

vvvvvv

Pro tieti balik dopadlo testovani nasledovné:

ClustalW
Pracovni stanice | ClustalW original Mega 4.1 Muscle
upraveny (GCC)
PC1 7 696s 5 222s 19 412s 64 973s

Ctvrtym a posledni balik dat obsahuje jiz obrovské mnozstvi sekvenci, piesné 6901. Navic se
uvedenych a ma prokazat, zda budou vysledky podobné vysledkiim ptedchozich testd, nebo bude
upraveny program zaostavat.

Tento balik jsem testoval nejprve programem Mega 4.1, kdy po 20 hodinach zarovnavani mél
hotovo jen 20% z celkového poétu sekvenci. Odhadem tedy usuzuji, Ze by se doba celého zarovnani
vySplhala pies 100 hodin. Z ¢asovych divodi jsem nemohl test dokonéit, ale podle doposud
uvedenych testi by zde jiz bylo urychleni upraveného programu ClustalW na tolik markantni, Ze by
se zkratila doba vypoc¢tu proti programu Mega 4.1 i o nékolik dni. Pokud bych uvaZoval urychleni,
jakého bylo dosazeno u posledniho testu (testovani tietiho baliku dat), pak by se doba vypoctu ze 100
hodin, které by potieboval program Mega 4.1, snizila asi na 27 hodin. A pfi srovnani programu
ClustalW bez uprav s upravenym programem pi‘edpokladam urychleni asi o 8 hodin. Tyto odhady sice
nejsou podloZeny testy, ale s vysokou pravdépodobnosti 1ze piedpokladat, Zze by se realné vysledky

od tohoto ptedpokladu pftilis§ nelisily.

Hodnoceni vysledki testovani

Z provedenych testil, které probéhly pro zjisténi rychlosti zarovnavani jednotlivych programi, jsou
pomérné ruznorodé vysledky. Testovani odhalilo n€kolik zajimavych vlastnosti, které jednotlivé
verze programtl maji. Co je na vysledcich az Sokujici, tak je vliv pouzitého prekladace. Pokud jsem
zapojil program, ktery byl pieloZzen pomoci piekladace programu Microsoft Visual Studio 2008, pak
byl vysledny program velmi pomaly, potieboval obrovské mnozstvi ¢asu i na jednoduché zarovnani.
Pokud jsem ale stejny zdrojovy kod pielozZil prekladacem gcc (v kominaci s g++), pak naopak
dosahoval zietelné nejlepsich vysledkii ze vSech pouZitych programi. Je tedy otdzkou, na kolik
procent ma vliv samotné pouziti OpenCL na rychlost vypoctu. Nebot’ podle vSech provedenych testd
bych usuzoval, Ze jsem svymi upravami nemohl dosdhnout tak markantniho urychleni. SpiSe bych
sdzel na to, Ze autofi, poskytujici oficialni verzi programu ClustalW a ClustalX pouzili pti kompilaci
zdrojovych kodi jinou verzi prekladace nezli ja, a to praveé zptsobilo tak propastny rozdil. Tak jako

tak, je vynikajici, Ze se podatilo dosahnout tak velkého urychleni na vSech testovanych ptikladech.
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Podle ptedpokladii se od sebe moc neliSily programy, které lze stahnout z adresy uvedené ve
zdroji [7]. Verze sgrafickym uzivatelskym rozranim se vyrovnala verzi textové, kromé testu
S dlouhymi sekvencemi. Zde byl rozdil priblizn€ 19 sekund pfi testu na PC1, coz Cini prodlouzeni
doby vypoctu programu s grafickym rozhrannim asi o 4% vuci textové verzi. Podobné dopadlo
srovnani i na ostatnich testovacich pocitacovych sestavach.

Naopak program Mega 4.1 ukazal, Ze nepatii ke Spicce v rychlosti zarovnavani. Jako plus ma
ovSem spoustu nastaveni, které program ClustalW nema. Ptesto, pokud by bylo G¢elem zajistit co
nejrychlejsi zarovnani, pak by nemél v porovnani s programem ClustalW, pielozenym pomoci

prekladace gcc zadnou Sanci.

6.5  Porovnani kvality zarovnani

Pro porovnani kvality zarovnani byly pouzity vysledky z testi provedenych v ptedchozi kapitole
(6.4). Vsechny vysledky dosahovaly tplné shody. U programu Mega 4.1 bylo pouzito zakladni
nastaveni, tedy nebylo nutné nic ménit, pouze nacist sekvence a nechat program sekvence zarovnat.
V kvalité zarovnani tedy ClustalW nebo ClustalX nijak nezaostavaji za programem Mega 4.1, coz je
jedno z velmi dulezitych kritérii pro praktické vyuziti programu. Porovnani kvality tedy dopadlo nad
ofekavani dobfe. A navic i upraveny program ClustalW vysledky ukladid ve standardizovaném
formatu. Je tedy mozné kvuli rychlosti zarovnani pouzit program ClustalW a pro praci s vysledky a
jejich grafické znazornéni pak pouzit jakykoliv jiny program, at’ uz ClustalX nebo Mega 4.1 nebo

uplné jiny.
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I Zavér

Po provedeni vSech testt jiz hotového programu jsem dospél k zavéru, Ze cile prace se podafilo spinit.
Program, ktery jsem vytvofil, dokdze zarovnat DNA sekvence opravdu nejrychleji v porovnani
S dostupnymi nastroji. A ke v§emu provadi zarovnani se stejnou kvalitou jako konkurenéni programy.
Diky jeho rychlosti by mohl byt nasazen v brzké dob¢ do praxe.

Jako hlavni nedostatky vidim neptenositelnost vytvoieného programu mezi platformami. To je
ovsem zpusobeno zvolenymi technikami, které jsou svazany s pracovnim prostfedim, které nelze
mezi platformami pfenaset. Do budoucna by tedy nebylo na Skodu dokazat zdrojové kddy upravit tak,
aby je bylo mozné prelozit na vSech platformach. Dalsim nedostatkem je chybéjici dokumentace,
ktera brzdi vyvoj a jakékoliv upravy. Tento nedostatek by ov§em museli napravit autofi programu,
nikoliv ¢lovek, ktery pouze program vylepSuje a nezna v§echny jeho soucasti tak dobte jako samotny
autor.

Pevné véfim, Ze tato prace méla smysl a poukazala na moznost vyuziti nejmoderngjSich
technologii (OpenCL) pfii tvorbé programti nejen s genetickou tématikou. Do budoucna se mize stat
zakladem pro jeste rychlejsi a lep$i programy pro zarovnavani. Lze vyuzit jak zdrojové kody, tak také

optimalizovat zvolené metody a technologie tak, aby se dosahlo jesté lepSich vysledkd.
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