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Abstrakt

Biologickeé sekvence se neustale vyvijeji, dochazi u nich k mutacim, delecim a inzercim.
Z dtvodu potieby klasifikovat sekvence a stanovit miru jejich podobnosti byly vytvofeny
metody pro jejich zarovnani jako jsou bodovéa matice nebo algoritmy Needleman-Wunsch a
Smith-Waterman pro globalni a lokalni zarovnani. Tyto konzervativni metody jsou vSak
omezeny na piedpoklad, ze ptestoze doslo v sekvencich ke zménam, zachovaly si malou
vzdalenost mezi podobnymi Useky. Proto byly vytvofeny metody pro porovnani bez
zarovnani, jako je metoda znaka v sekvenci, Euklidovska vzdalenost nebo Univerzalni

sekvencni mapy, které se snazi nedostatky metod vyuzivajicich zarovnéani eliminovat.

Klicova slova
Matlab, rozsitené globalni zarovnani, globalni zarovnani, lokalni zarovnani, Needleman-
Wunsch, Smith-Waterman, BLOSUM, PAM

Abstract

Biological sequences are constantly evolving so there are mutations, deletions and inserts.
Because of need to classify these sequences and determine degree of their similarity have
been developed aligment methods. For example Dot matrix or algorithms like Needleman-
Wunsch and Smith-Waterman used for global and local alignment. These methods can be
considered as conservative and are limited because it is assumed that although there have
been changes during evolution they still preserve small distance between similar regions.
Therefore number of methods have been proposed to eliminate these limitations by comparing
sequences without alignment. These methods for example Words in sequences, Euklidean
distance or Universal sequence maps are designed to eliminate limitations of alignment using

methods.

Key words
Matlab, generalized global alignment, global alignment, local alignment, Needleman-Wunsch,
Smith-Waterman, BLOSUM, PAM
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1 Uvod

Bioinformatika je definovana jako mezioborova védni disciplina, ktera spojuje biologii,
informatiku, matematiku a statistiku za ucelem analyzy biologickych dat, obsahu gent a
odhalovanim funkce a struktury téchto dat. V poslednich letech zadind bioinformatika
ziskavat stale vetsi podil 1 na poli biologickych a medicinskych vyzkumi. Tradi¢ni
informatika vzdy byla doménou matematikti a inzenyrd. Jejim ucelem bylo shromazd’ovani
dat a jejich sprava. Bioinformatika tento ptivodni ucel rozsifila na porovnavani biologickych
dat a genu. Tyto poznatky jsou pak dale vyuzivany v oborech jako je farmakologie a jiné
oblasti s biologickymi daty souvisejici. Typickym ptikladem dat zpracovavanych v
bioinformatice jsou sekvence proteinti a nukleovych kyselin. Pfestoze méa bioinformatika
Siroké pole pusobnosti, stale zdkladnim tématem pro bioinformatiku zustava sekvenéni

analyza a nésledné stanoveni miry podobnosti zkoumanych sekvenci.

Oblasti piibuznou k bioinformatice je vypocetni biologie, ktera se také Castecné zabyva
vyuzitim vypocetni techniky pro nékteré z vySe popsanych uceld. Piesto se vice zaméfuje na
problematiku vyvoje novych algoritmi pro feSeni problémi, které mohou v biologii nastat.

Bioinformatika se vice soustfedi na vyvoj praktickych nastrojii pro spravu a analyzu dat.



2 Zarovnani

Zarovnani dvou sekvenci pfedstavuje shodu znakli na stejné pozici zarovnavanych
sekvencich. Spravné zarovnani nukleotidd nebo aminokyselin v sekvencich reprezentuje

evolu¢ni ptibuznost mezi dvéma nebo vice sekvencemi, které vychazeji ze stejného zakladu.

Obecné se da fici, Ze pro urceni podobnosti analyzovanych sekvenci jsou ptilozeny pod sebe
tak, aby ob¢é mély stejné umistény zacatek. Tento postup je nazyvan piifazenim. Nasledné je
urcena (vypoctena) celkovd hodnota podobnosti tzv. skére (score). A to pro kazdou dvojici
vzniklou pfifazenim zvlast. Tyto hodnoty se odvijeji od pifedem danych pravidel. Pti
nejjednodussim stanoveni score mohou nastat dvé varianty — shoda (match) a neshoda

(mismatch).

Pro pfirazeni nestejné dlouhych nebo pfiili§ odlisSnych sekvenci nelze aplikovat predchozi
zjednoduSeny postup. Je nutné tedy stanovit postupy pro pripady, kdy nelze jednoduse uréit
shodu nebo neshodu, napt. kdyz je v jedné sekvenci vice znakid nez ve druhé. Pro tyto ptipady
jsou urceny dvé metody — globalni a lokalni zarovnani. Globalni zarovnani dvé odlisné
sekvence prifadi po celé jejich délce a to i za cenu vnaSeni mezer. Lokalni zarovnani skonéi s

piifazovanim v okamziku, kdy se sekvence zacinaji ptilis lisit.[4]

Globalni prifazeni je vhodné pro piipady, kdy od sebe nejsou sekvence piili§ evoluéné
vzdaleny. Pokud je pouzito pro nevhodny par sekvenci, mize dochazet k nezddoucim

chybam.[4]

Vhodnou metodou volby, zda pouZit globalni nebo lokélni zarovnani, se jevi bodovy diagram
(nebo také dotplot). Bodovy diagram poskytuje moznost odhadnout, zda je smysluplné se

snazit o globalni zarovnani.[4]

2.1 Zarovnani bez mezer

Nejjednodussim piipadem zarovnani dvou sekvenci je metoda, kdy neni povoleno vkladat
mezery do zarovnani. Zarovnani je tedy zalezitosti zvoleni pocate¢niho mista ptilozeni kratsi

z obou sekvenci.
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Sekvence 1: ATCATACG Sekvence 2: GATACG

Tfi pfipady mozného zarovnani:
ATCATACG ATCATACG ATCATACG
GATACG GATACG GATACG

Obrézek 1 - Mozné p¥ipady zarovnani bez mezer[11]

2.2 Zarovnani s vyuZzitim mezer

Vkladani mezer (gaps) pii zarovnani reprezentuje moznost inzerci a deleci, coZ zvySuje pocet

moznych zarovnani u porovnavanych sekvenci.

Sekvence 1: AATCTATA Sekvence 2: AAGATA

Tfi pfipady mozného zarovnani:
AATCTATA AATCTATA AATCTATA
AA-G-ATA AAG-AT- A AA--GATA

Obrazek 2 - mozna zarovnani s vlozenim mezer[11]

S pouzitim mezer je nutné u vypoctu skore zohlednit tzv. penalizaci mezer (gap penalty).

Penalizace za mezeru musi byt zapocitana do skore.[11]

n_(Sekvence 1, = — nebo sekvence 2; = —' ...penalizace mezery
Sekvence 1; = sekvence 2; ... hodnota shody
i=1 Sekvence 1; # nebo sekvence 2; ... hodnota neshody

2.3 Bodovy diagram

Bodovy diagram piedstavuje jednu z nejjednodusSich metod pro porovnavani podobnosti
mezi dvéma sekvencemi. Tato metoda umoziiuje zobrazit useky podobnosti mezi obéma

sekvencemi. Bodovy diagram piedstavuje vhodnou pomucku pro zvoleni typu piifazeni, které
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bude pouZito k porovnani sekvenci. Sestaveni diagramu je pomérné jednoduché. Porovnavané
sekvence se vynesou na osy X a Y. Poté je zvoleno okno vhodne velikosti, které klouze po
sekvenci s krokem o velikosti 1. Tento postup mize velmi rychle znepiehlednit vysledek
Vv piipad¢, Ze jsou porovnavany dvé dlouhé a velmi podobné sekvence. Vhodn¢ zvolend délka
okna redukuje nezadouci Sum, ktery u dlouhych podobnych sekvenci vznika. Pokud se v oknu
nachazi shoda mezi pismenem na ose X a na ose Y, tak do grafu vyzna¢ime tecku (odtud
dotplot). Z takto vzniklych diagondl se vezmou pouze ty, které jsou delSi, nez predem
stanovend hodnota. Vysledné diagonaly poukazuji na ptitomnost podobnosti sekvenci,

eventuelné lze stanovit i zda probéhla napiiklad delece ¢i inzerce.[4]

Sequence 2

20 40 &0 a0 100 120
] - I L ] T T™ - n T
n I. L] ]
LS - e
[ ] LI | I.
- I. -
20 L i
] L ]
I-
. - "
40~ - B
LS ."-.
— - . - ..
3 ' T
5 60 - B
3
o
D
(i) -
80 —
L
"s
- -
100 - " = :
120 L 1 1 1 1 4

Obréazek 3. - Bodovy diagram dvou sekvenci s klouzavym oknem o délce 20
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2.4 Skorovaci matice

Jakmile je sestaveno zarovnani vSech moznych part nukleotidd, pouzije se k ohodnoceni
kazdé pozice, ktera neobsahuje mezeru, skorovaci matice V piipadé zarovnani sekvenci
nukleotidd jsou skérovaci matice primitivni. Jedna z pouzZivanych skérovaci matici, je matice

programu BLAST ur¢eného k zarovnavani nukleotidu.

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

Obrazek 4 - Skérovaci matice BLAST[11]

Tato skorovaci matice udava, Ze v ptipadé nalezeni shodného paru nukleotidu ptifazuje skore

+5, v pfipad¢ neshody pak skore -4.

Jiné typy skorovaci matice jsou zaloZeny na frekvenci vyskytu jednotlivych aminokyselin
Vv pfirod¢. V pfipadé, Ze se dvojice aminokyselin vyskytuje castéji, je toto zohlednéno a
nalezeni paru téchto aminokyselin vyusti v priznivéjsi skére. Naopak nalezeni paru
aminokyselin, jejichz vyskyt neni v ptirod¢ piili§ Casty, kon¢i penalizaci. Pfikladem takto
sestavované skorovaci matice je tfeba PAM (Point accepted mutation). Tato matice byla
sestavena Margaret Dayhoff v roce 1970. Existuje vice typt matic PAM, které jsou odliseny
Cislem. Toto ¢islo udava, jaka mira substituce se da ocekavat, jestlize urcité procento
aminokyselin podlehlo zméndm. V ptipad¢ PAMI1 se uvazuje, Ze zmény nastaly u 1 %
aminokyselin. Nasledn¢ odvozené matice kon¢i u PAM250. V praxi jsou pouzivany nejcastéji
PAM30 a PAM70. [8][9]
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aAlr|n|p|c|ole|elu]1|u]|x|m|r]e|s|T|w|y|v
NE

R|z2|6

N|olo|z

Dlo|1]2]4

cl2{4]4]5]4

olof1|1]2]s]4

E|lo|1|1]3[5]2]4

ARNEINREINNE
Hl-1|2]z2{1]a3]3]1]2]s

11222 [2]2]2]3]2]5
L|2|3[3[4|6|2|3[4]2]2]6
K|1|a]|1]|o|s]1]|o]|2]0]2]3]s
M[-1|o0|2]3]s]1]2]a]2]2]4]0]6
Fl4|4|4]6[4]s|s|s|2[1]2]s]0E}
pl1|o|a|a]aloa]a]o]2]a]1]z2]s5]s
s{1fo{1]ofolafo]rala]alo]-2]2]1]3
T|1[-1|o|o|2]1]oo|a]o]2]01]2]0]1]2
wl6|2|4|7|8|s|7]73]5]2]3]4|0]6|2]5
Y| alal|2]4lo]al4]s|oa]a]a]2]7[s]3]2]0
vio|2]2]2]2]2]2]al2]4]2]2]2]ala]1]o|6]2]4

Obrazek 5 - matice PAM250[13]

Matice PAM jsou vhodné pro ptibuzné druhy, na druhou stranu nejsou vhodné pro evolu¢né

vzdalené sekvence. V prubéhu mnoha let doslo k evolu¢nim zménam na sekvencich a proto

bylo potfeba nalézt feSeni, které by tyto odchylky zohlediiovalo. Timto feSenim je matice

BLOSUM(BLOck Substitution Matrix). BLOSUM byla vytvoiena na zaklad¢é vicenasobnych

zarovnani evoluéné odlisnych sekvenci. BLOSUM je zalozena na myslence pravdépodobnosti

zachovani urcitych usekl na sekvencich, které odolaly vyvoji a byly nalezeny prosttednictvim

vicenasobného zarovnani. Stejné¢ jako matice PAM jsou jednotlivé matice BLOSUM

oznaceny cCislem. Napiiklad matice BLOSUMG62 reprezentuje ptipad, kdy vice jak 62 %

sekvenci bylo identickych.[8][9]
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A RNDTG CQEGHTIULIKMTFUPSTWYUVEB Z X *
A 4-1-2-2 66-1-16-2-1-1-1-1-2-116-3-2 0-2-1 0-4
R-1 5 -2-3 1 0-2 6-3-2 2-1-3-2-1~-1-3-2-3-1 8-1-4
N-2 @ 6§ 1-3 @ 9 @ 1-3-3 @-2-3-2 1 @-4-2-3 3 @-1-+-4
D <2 =2 1 63 8 2<1%+1~3~-4+-1-3=-3=1 @~1-4-3-3 & '1+~1~4
L B=3-3~3 9=3=4=3=3=1=13=1=2=3=1=1=2=2=1=3 =32 ~4
Q-1 1 6 -3 5 2-2 p-3-2 1 6-3-1 6-1-2-1-2 66 3-1-4
E-1 6 24 2 5-2 -3-3 1-2-3-1 6-1-3-2-2 1 4-1-4
6 6-2 6-1-3-2-26-2-4-4-2-3-3-2 6-2-2-3-3-1-2-1-4
H-2 ¢ 1-1-3 ¢ -2 8-3-3-1-2-1-2-1-2-2 2-3 0 0-1-4
r1-1-3-3-3-1-3-3-4-3 4 2-3 1 &-3-2-1-3-1 3--3-3-1-4
L-1-2-3-4-1-2-3-4-3 2 4-2 2 6$-3-2-1-2-11-4-3-1-4
K-1 2 -1-3 1 1-2-1-3-2 5-1-3-1 -1-3-2-2 0 1-1-4
M=1=1#=2+~3=1 B~+3+2 I Z~1 & @=2=1<1=1=1L A=3=1+1+4
F-2-3-3-3-2-3-3-3-1 @ 6-3 @ 6-4-2-2 1 3-1-3-3-1-4
P-1-2-2-1-3-1-1-2-2-3-3-1-2-4 7-1-1-4-3-2-2-1-2-4
$ 1-119e-1 e e e-1-2-2 -1-2-1 4 1-3-2-2 0 © e -4
] -1 -1 -1-1-1-2-2-1-1-1-1-2-11 5-2-2 6-1-1 06 -4
¥-3-3-4-4-2-2-3-2-2-3-2-3-11-4-3-211 2 -3 -4 -3 -2 -4
Y-2-2-2-3-2-1-2-3 2-1-1-2-1 3-3-2-2 2 7-=-1-3-2-1-4
ve¢-3-3-3-1-2-2-3-3 3 1-2 1-1-2-2 6-3-1 4-3-2-1-4
B-2-1 3 4-3 ¢ 1-1 06-3-4 -3-3-2 0-1-4-3-3 4 1-1-4
£-1 & & 1-3 3 4-2 8-3-3 1-1-3-1 ©0-1-3-2-2 1 4-1-4
X Ol -1-1=2-10clrdckslcsdlclcla2 8 B o2 =X =¥ =1 =1 -1 =4
*

IS
1
B
1
B
1
B
1
B
1
B
]
B
1
-
1
»
1
H
1
»
1
»
IS
IS
IS

-4 -4 -4 -4 -4-4-4-4 1

Obrazek 6 - matice BLOSUM62[14]

2.5 Needleman-Wunsch

Needleman-Wunsch je algoritmus pro globalni zarovnani dvou sekvenci - tedy zarovnani,
které bere v potaz celou sekvenci. Standardné je pouzivan v bioinformatice k zarovnani
proteinovych nebo nukleotidovych sekvenci. Algoritmus byl ptedstaven poprvé v roce 1970.
Vysledné zarovnani a hodnota jeho skore je vypocitavana z podobnostni matice. Algoritmus
Needleman-Wunsch postupuje pii zarovnani sekvenci podle t¥i zakladnich krokd: inicializace
skoérovaci matice, vypocet skére a vyplnéni matice zarovnani s vyznacenim cesty zpétného

prichodu tzv. zpétného trasovani a zarovnani sekvenci podle matice zarovnani. [1][8][3]
Jako jednoduchy ptiklad je mozno uvést zarovnani dvou sekvenci:
Sekvence 1: GAATT

Sekvence 2: GGAT
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Obrazek 7. — Skoérovaci matice[11]

penalizace za otevieni mezery(gap) = 0

Obrazek 8. —Matice Needleman — Wunsch

Cesta zpét je vyznacena modie(viz. Obrazek 4).

Vysledné zarovnani:

G A AT T

I | |

G G A - T
Skore je 3.

2.6 Smith-Waterman

Jedna se o algoritmus pouzivany pro lokalni zarovnani. Lokalni zarovnani pierusi ptifazovani
v okamziku, kdy se od sebe dané tiseky za¢nou piili§ lisit, resp. oblasti na sekvenci, které jsou
ptili§ vzdalené od tseklt podobnosti,  nejsou brany v uvahu. Prislusnému useku
porovnavanych sekvenci se vypocita dosazené skore. Algoritmus postupuje pii porovnavani
po jednotlivych dvojicich. Kazdé dvojici je pfifazeno skore. Nasledné po zarovnani je ve

vysledné matici nalezen par s nejvyssim skore. Dalsim krokem je postup zpét, ¢imz se ziska
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cesta, jakou bylo tohoto nejvyssiho skoére dosazeno, resp. z jakych hodnot bylo vypocteno. Po
vykonani piedchoziho kroku je tedy zjisténo, na jakych Gsecich bylo dosazeno nejlepSiho

ptifazeni. Na rozdil od algoritmu Needleman-Wunsch vyhledava lokalni zarovnani pouze ty

v

nejpodobngéjsi Giseky sekvenci a oblasti s nimi nesouvisejici jsou zanedbany.[1][4][6]
Lokalni zarovnani dvou sekvenci:
Sekvence 1: ATCAG

Sekvence 2: GTCAG

C G T

A 1 -1 -1 -1

C -1 1 -1 -1

G -1 -1 1 -1

T -1 -1 -1 1
Obréazek 9. — Skérovaci matice

penalizace za otevieni mezery(gap) = —2

o oo |0n

o
H/OOOO:D
)i

O X o460
OO0l 00O

OO0 0| 0O|X
OO0k O O|H
A L, |OO L OO

Obrazek 10. — Matice lokalniho zarovnani algoritmem Smith-Waterman

Vysledneé zarovnani:
T C A G
I
T C A G

Skore je 4.
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3 Vicenasobné zarovnani

Zarovnani vice sekvenci piredstavuje cestu k porovnani vice nez dvou sekvenci v jednom
okamziku. Problematika vicenasobného zarovnani zahrnuje nékolik problémd, z nichz
nejvetsi predstavuje stanoveni standardu pro spravné zarovnani resp. lepsi zarovnani od toho
nespravného. Jelikoz se sekvence vyvijeji a jejich pfedchiidei mohou byt rekonstruovani jen
teoreticky, je téméf nemozné experimentalné sestavené zarovnani ovéftit. Prosté prifazeni
skore potom mulze vést knespravnym zavérim ohledné¢ optimalniho zarovnani

porovnavanych sekvenci.

Mimo problematiky spravné definice skore zarovnani existuje potieba algoritmu, ktery by
provedl vicendsobné zarovnani s nejlepsim skore. Zalozeni takového algoritmu na metodé
dynamického programovani, je teoreticky popsano, ale jeho realizace resp. jeho ¢innost by

byla velmi ¢asové naro¢na pti zarovnani pouhych deseti sekvenci.

Pro vicenasobné zarovnani sekvenci nukleotidl a proteint existuje vV sou¢asné dobé program
ClustalW. Zarovnani mohou byt globalni (zahrnuji celou sekvenci) nebo lokalni (zaméfené na
lokalni mista podobnosti). Clustal W vypocitava nejlepsi shodu pro zvolené sekvence a fadi je

tak, Ze mohou byt identifikovany podobnosti a rozdily mezi nimi.[7][8][10]

Seqh Name Len(aa) SegE Name Len{aa) Score
1 gi|31317218 | ref|NP_&51850.11 388 2 gi|66346654 | ref|NP_001017528.1 379 100
1 gi|31317216 | cef|NP_851850.11 368 3 gi| 66346656 | ef INP_001017529.1 293 100
2 gi|66346654 | ref |[NP_001017528. 1 378 3 gi|66346656 |cef INP_001017523.1 293 100
gil31317218 |ref |NP_851850.1| MRETLRERLEFMSSPSLSDLOFREPALLADERGTOQRRACANATINSTHNGY 50
gl|66346656 | ref [NP_00Ll017529.1 ===-—mmeecc e e e e e e e
gil66346654 | ref INP_001017526.1 ---—-——-- MSSPSLSDLGKREPAAAADERGTQORRACANATUNSIHNGY 41
gil31317218 | ref |INP_851850.1| IAVFQREGLPDOELFSLNEGVRQLLETELGSFFTEYLONQLLTEGHVILE 100
gil66346656 1 ref|NP_001017529.1 ====-===-ecmmemeee e m e MVILR 5
gi|66346654 | ref INP_001017525.1 IAVFORKGLPDOELFSLNEGYRQLLETELGSFFTEYLONQLLTEGHVILE 91
gi|31317218 | ref |NP_851850.1| DEIRFYEGOKLLDSLAETUD FFFSDVLFHLOATFYPVOGEEPSVEQLALL 150
yi|66346656 | ref|NP_001017529.1 DEIRFYEGQELLDSLAETUDFFFIDVLPHLOATIFYPVQGEEPSVREQLALL 55

gi|66346654 | cef|NP_D0OL017528.1 DEIRFYEGQELLDSLAETUDFFFSDVLPMLOATIFYPVOGKEPSVEQLALL 141

Obrézek 111. Zarovnani programem ClustalW[12]
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4 Metody porovnani bez algoritmii zarovnani

Naprosta vétsina prace na metodach porovnani bez algoritma zarovnani (také alignment free)
probihala v minulych dvou deké&dach. Pro aligment free metody byly definovany dva hlavni
sméry - postupy zaloZené na frekvenci znaka a postupy, jejichZz feSeni nevyzaduje pevné
stanovenou délku znaki. Prvni kategorie je zalozena na statistikach Cetnosti znaki, na
vzdalenostech, které jsou definovany soufadnicovym systémem vymezenou Eetnosti vyskytu
a na informac¢nim obsahu Cetnosti rozlozeni. Druha kategorie zahrnuje vyuziti teorie chaosu a
Kolmogorovy komplexnosti. Navzdory jejich obtiznému rozpoznéni jsou aligment free
mefitka Casto pouzivana pro filtry pred samotnym zarovnanim - coz predstavuje Siroké pole
rozpoznéni shody v sekvenci, kde je jejich vzdalenost mimo moZnosti standardniho

zarovnani. [1]

4.1 Znaky v sekvencich

Sekvence X o délce n je definovana jako linearni posloupnost znaki z abecedy A o délce r. A
se sklada z L znakt, kde L < n je nazyvano L — tici. MnoZina W, se skladé, ze vSech L — tic

v sekvenci Xama K prvkd.

W, = {WL,1,WL,2, ---:WL.K}
K=rt (4.1)

Vypocetné se hledani L — tic realizuje jako klouzavé okno o délce L, které se pohybuje po

sekvenci od pozice 1 k n-L+1
c = (¢, ... C) (4.2)

Nasledné je mozné vypoéitat i frekvenci slov, f;X, ktera umoziuje stanovit pravdépodobnost
pf_i, nalezeni specifického slova WLX_l-, ktery souhrné¢ definuje vektor pravdépodobnosti

L — tice.

P = (PY ., P, .. P5) (4.3)
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Vektor frekvence f;* je vyjadien jako relativni ¢etnost kazdého slova.

X
Cii

X
X _ (i
f n-L+1

X
= U d . =
g - CZ(J fL"

(4.4)

Napiiklad pro DNA sekvence, A = {A,T,C,G}, r = 4. Ttipismenné slovo, L = 3, coz mize
byt w; = ATC. Pro sekvenci X = ATATAC, kde n = 6, je vektor p5 uréen relativni Getnosti
vech trinukleotidil. Cetnosti uréené klouzajicim oknem o délce tif znakii n — L + 1 = 4 by

byly tyto:

W = {AT A,T AT,T AC,AAA, ...}
¥ =(2110,..)
£ =(0.5,0.25,0.25,0,...)

(4.5)

Vektory cfa fif maji délku K = 43 = 64, nulové soufadnice odpovidaji chyb&jicim sloviim

v X, v tomto piipadé se jedna o chybé&jici trinukleotidy.[1][7][10]

4.2 \Vzdalenost mezi sekvencemi

Vzdalenost mezi sekvencemi je uréena funkci d. Tato je definovéna jako d(X,Y), funkce
ktera pfitadi redlné Cislo, kazdému paru X a Y patiicimu do pfislusné mnoziny. Diky

poZadavku na vzdalenost, ktera musi byt metricka. Proto je nutné splnit tyto podminky. [1]
Kladnost : d(X,Y) 20ad(X,Y) =0 X =Y
Symetrie : d(X,Y) =d(Y,X)

Trojuhelnikovy nepomér : d(X,Y) +d(Y,Z) = d(X,Z)

20



4.3 Teorie informace

Poprve byla teorie informace formulovana Claudem Shannonem roku 1948. Teorie informace
matematicky popisuje vlastnosti a parametry ovliviiujici pfenos informaci komunika¢nimi
kanaly. Hlavni myslenkou je ptedstava entropie nebo neurcitosti. Je definovana jako entropie
libovolné proménné zalozené na pravdépodobnosti v§ech moznych vysledka. Tato definice je
nasledovné aplikovdna na sekvence. Proménné piedstavuji L — tice. Entropie téchto L —
tic, H je oznaCena W a jeji hodnota je ziskana vypoctem z pravdépodobnosti jednotlivych

slov v sekvenci X. [1][7]

H(WLX) = - szl Pi{i lng(Pi{i) (4.6)

Tato definice je platna pro slovo jakékoliv délky L. H(W) nabyva maximalnich hodnot, kdyz

vSechna mozna K vsech slov jsou stejné pravdépodobna.
HW) = log,(K) (4.7)

A je minimalni, kdyZz p;; =1 pro nékterd i-slova. Bylo zji§téno, Ze vystup udini

pravdépodobnost rovnou nule. [1][7]

4.4 Euklidovska vzdalenost

Prvni systematickd zprava o pouziti sou¢tu L-tic k sekven¢ni analyze pochazi z roku 1986
(Blaisdell, 1986). Odlisnost dvou sekvenci, ktera byla modelovana jako Markovuv fetézec,
byla v Blasidellové praci vypocitana jako mocnina Euklidovské vzdalenosti mezi jejich
pfechodovymi maticemi. Pfestoze je tato metoda jednoducha, ptfedstavuje pomérné ucinnou

efektivni variantu k zarovnavacim metodam. [1][10]

Skute¢nost, Ze prechodova matice Markovova fetézce muze byt nalezena s vyuZitim
frekvence v3ech L-tic, vyustila ve stanoveni dalSich kritérii pro podobnost sekvenci. Pro
kazdou délku znaki L je mocnina Euklidovské vzdalenosti mezi sekvencemi X a Y
definovana rovnici, kde ¢} =( Cf, .., Cf) a ¢/ =(C/q, .., Clx) jsou vektory
piedstavujici pocet znaku v téchto sekvencich a K je pocet liSicich se L-tic uvazovanych pro
délku L.[1][10]
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XY =(Ccf—cHT (cf-chH =3 ¢k —cl)? (3.8)

O tii roky pozdéji Blaisdell (1989) stanovil nova méiitka pro porovnani bez zarovnani a
nésledné prokazal jejich funkénost pii porovnani rozsahlych genomickych sekvenci, které jiz
byly po strance fylogenetické ptibuznosti dobie prozkoumany. Nasledna zprava piredstavila
nékolik novych métitek zjisténych na zaklad¢ statistickych vypoéti. Byly formulovany
filtratni metody zaloZené na piedbézném porovnani s t€émito novymi méftitky. Zjistilo se, Ze je
mozné vyfiltrovat sekvence s nizkou podobnosti, tedy ty které nesdileji stejnou stavbu znak.
Tato predfiltrace urychlila prohledavani databazi, které se stdle vice rozSifuji o nové

informace. [1][10]

45 Vahovana Euklidovska vzdalenost

Vyse popsané Euklidovska vzdalenost ma i sva omezeni. Rozdilna frekvence vyskytu znaki u
specifickych c¢asti sekvenci rozdilné ovliviiuje Euklidovskou vzdalenost, coZz vedlo
Kk vytvofeni vahovanych méfitek. Prvotni formulace byla zalozena na poétu vahovanych L-tic.
Odtud tedy vdhované vzdalenosti jsou kombinovany sectenim vahovaného souctu odlisnosti a

rozpoznani odliSnosti , od | k u-ticim. [1][10]

d*(X,Y) = XI5, pi(cl — Cf)? (4.9)

Oznaceni pro tuto formulaci je d? vzdalenost, nasledné od ni byla odvozena nevédhovana
varianta. Tato byla Gspé$né pouzita jako velmi vykonny postup pro rychlé porovnani sekvenci
z obséhlych databazi (Hide et al., 1994). Byl proveden pokus s vyhledavanim lipaz
v genomické databazi a pro délku L=8 bylo dosazeno totoznych vysledki jako pfi

vyhledavani algoritmem FASTA. [1][10]

P#i praktickém pouziti d? vzdalenosti se tato metoda jevi jako vysoce vykonna, sensitivni a
selektivni. Tyto vlastnosti ve spojeni s ostatnimi vyhodami aligment free metod, kterymi jsou
nezavislost na obsahu analyzovanych sekvenci a generovani d? hodnoty pies inzerce a delece
v sekvenci, vyUstily v zapracovani této metody do softwarovych bali¢ku. Jednim z nich je i

softvarovy balik STACK (Sequence Tag Alignment and Consensus Knowledgebase). [1]
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4.6 Korelaéni struktura

Poté, co byl formulovan pfevod sekvenci na Cetnost L — tic, byla pro né¢ velmi rychle
stanovena meétitka. Pro metrickou vzdéalenost mezi sekvencemi byla zalozena na korelacnich
koeficientech. Vypocet linearniho korela¢niho koeficientu (LKK) mezi dvéma sekvencemi Xa

Y z &etnosti L — tic, f;* a f;'je zalozen na Pearsonovském pfistupu. [1]

1/2
At ) = [k 5K 5 Al - S A S AR | (K SO - (B )]

[z (70 - (2 )] @10

CoZ mize byt jednoduse vyjadieno jako pouziti vektort f¥a f; jako par v R?, vynesenim

K bodt ( fz),(p fz},/i) do grafu a vypoctem korela¢niho koeficientu R.

Stejné jako pro Euklidovskou vzdalenost plati, Ze metody porovnani zaloZené na korelaci jsou
velmi vhodné pro prohledavani rozsahlych databazi dat a byly pouZity pro vyhledavani
v proteinovych databazich (Petrilli a Tonukari, 1997). Toto pouZiti vyustilo v ifadu
zjednodusujicich poznatkd, které znacné obohatily jejich prakticky vyznam. Naptiklad pouze
25 ze 400 moznych dipeptidovych Cetnosti stacilo ke spravnému zatazeni proteinovych rodin.

[1]

4.7 Kovarian¢ni metody

Kovarianéni metody predstavuji pouziti Euklidovské vzdalenosti a korelaci mezi zastoupenim
L-tic v sekvencich. Hlavni slovo zde ma Mahalanobisova vzdalenost a standardizovana

Euklidovska vzdalenost. [1]
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dif (X,Y) = (e —C"-S7H- (G = )

K K
= > ek - e s (el - )

i=1j=1
(4.11)

Rovnice vySe se sklada z téchto prvka: S = [si]-] predstavuje kovarian¢ni matici poétu L-tic,
kterd se po pievraceni sklada z K X K elementt sgw. Standardni Euklidovska vzdalenost
predstavuje cov(ci,c]-) =0proi #j. Proto jsou vtomto vypoctu vzdalenosti ignorovany

korelace mezi rozdilnymi slovy a pouze variace stejnych slov jsou spocitany. [1]

dEX,Y) = (cf =T [diag (s, -, Sgx)] 7t

K rx Y
(e -y = Y )
L L) —
i=1

Sii
(4.12)

Dilezitost tohoto zjednoduseni je ziejma v kontextu se omezenim standardni Euklidovské
vzdalenosti (4.12) na mocninou Euklidovskou vzdalenost (4.8) v piipadé, ze vynechame
variaci struktury, napt. s; = 1, i = 1, ..., K. Jak Mahalanobisova, tak standardni Euklidovska

vzdalenost byly pro sekvenéni analyzu pouzity teprve nedavno. [1]

4.8 Meéritka zaloZzena na teorii informace

Jedna se 0 urceni rozdilnosti mezi sekvencemi zalozené pouziva vektory L-tic, ale v tomto
ptipad¢ vychazi jejich metricka soustava z teorie informace. K dosazeni vyse uvedeného bylo
navrzeno pouziti Kullbyck-Leiblerovy odchylky. KL odchylka mezi sekvencemi X a Y, je

vypocitana z ¢etnosti L-tic. [1]
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K > o (f
afr Yy = ) £ logy
i=1 fui

(4.13)

Aby dX(X,Y) nebylo nekoneéné, v piipadé ze fL’,/i = 0, je doporuéeno upravit rovnici (4.13)

ptidanim jednotky k obéma proménnym éetnosti. [1]

4.9 Uhlovy metricky systém

Nedavno byl ptedstaven novy systém (Stuart, et al., 2002a,b), kde vzdalenost mezi
sekvencemi je zalozena na uhlu mezi dvéma vektory souctu L-tic, rovnice (4.13). Protoze
tyto vektory maji vétsinou velky rozmér (K =r!) je pouzit analyticky rozklad podle
singularni hodnoty (SVD) pied samotnym vypo¢tem cosinového thlu. Jsou pouZity pouze
rozméry s vyssi vlastni hodnotou, timto podstatnym zmensSenim rozméru je navic odstranén

Sum z této informace. [1]

(i) - cf
diOS (X, Y) = gxy,kde COS(@XY') =T X0 on.vn
ez 1= ez |l
X ..y
i=1 CLi " €L

) e )
(4.14)

Tato metrickd soustava neni citliva na opakovani. Napiiklad, pokud je sekvence X
porovnavana se svym dvojitym opakovanim XX, vektor c sou¢tu bude mit odlisné métitko, ale

bude mit stejny smér v prostoru. ProtoZe cX = 2c*X zpiisobi, Ze tihlovéa vzdalenost mezi nimi

bude nulova. [1]
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4.10 Univerzalni sekven¢ni mapy

Teorie chaosu je pro své pouziti iteracnich funkci, zakladem pro vytvoreni metod pro vypocet
vzdalenosti nezavisly na rozpoznani L-tic. Na pocatku této myslenky stoji prace nazvana
Chaos Game Representation (CGR), ve které byly pouzity inter¢ni funkce k zastoupeni DNA.
Vyuziti CGR Kk vytvofeni piechodové matice bez rozpoznani L-tic a nasledné odvozeni
metrickych vzdalenosti bylo poprvé formulovano roku 2001. Vyhodou univerzalnich
sekvencnich map (USM) je moznost pfesné¢ zastoupit a shrnout jakoukoliv sekvenci ve
vicerozm&rném prostoru. Porovnani pozic jakychkoliv dvou prvki vyUsti v ziskani stupné

podobnosti prislusné ¢asti sekvence. [1]

Napiiklad: zastoupeni dvou prvkd a = (a4, ...,a,) a b = (by, ..., b,) V soufadnicich USM

mize byt vyuzito k ur€eni odlisnosti mezi t€émito dvéma prvky v ptivodnich sekvencich.[1]
d¥*M(a,b) = —log, (maxlai — bil)
l

(4.15)
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Obréazek 12 — Univerzalni sekvenéni mapy[5]
Metoda USM miize byt pouzita u DNA, proteint i textd biologického jazyka, bohuZzel je stale
ve stadiu experimentalniho vyvoje a nebyla otestovana na rozséhlych souborech naro¢nych

dat. Zaroven by bylo vhodné pouZiti této metody otestovat pro vicenasobné zarovnani a

dotazy pro vefejné databaze.[1]
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5 Rozsirené globalni zarovnani

Rozsitené globalni zarovnani je mozné pouzit k porovnani sekvenci se stfidavymi useky
podobnosti. Algoritmus rozsifeného zarovnani lze mozné pouZzit u stejnych sekvenci, které
jsou identické v nékterych usecich a v jinych jsou rozdilné. Napiiklad u DNA organizmu jako
je clovek a mys jsou typicky stejné v tsecich exond, ale rozdilné v tsecich introni. Tyto
sekvence maji mnohem mensi globalni podobnost v piipadé€, Ze rozdilné tseky jsou mnohem

delSi neZ ty podobné. [2]

Model zarovnani

Algoritmus pro model rozsifeného globalniho zarovnani byl vytvoien k praci se sekvencemi,
které obsahuji stfidajici se useky podobnosti. Tedy A = a,a; ...a,, @ B = b1 b, ... b, jsou dvé
sekvence o délce m a n. Rozsifené globalni zarovnani sekvenci A a B se sklada ze substituci,
mezer a bloka rozdilnosti. Dosazeni spojuje rezidua sekvence A s rezidui sekvence B. Mezera
obsahuje pouze rezidua jedné sekvence, kazdému reziduu je pfifazen symbol ,,-*. EXistuji dva
druhy mezer. Mezera delece, kterd obsahuje pouze rezidua sekvence A a mezera inzerce
obsahujici rezidua sekvence B. Blok rozdilnosti se sklada z rezidui jedné nebo obou sekvenci
a kazdé reziduum je spojeno se symbolem ,+“ Celkem se vyskytuji tfi druhy bloki
rozdilnosti. Prvni typ se sklada jen zrezidui sekvence A, druhy typ se sklada z rezidui

sekvence B a blok rozdilnosti tfetiho typu se sklada z rezidui obou sekvenci.[2]

Necht’ o(a, b) je skérem substituce zahrnujicim rezidua a a b. Skére mezery o délce k je
- (g + k x 1), kde nezaporna Cisla g a r jsou penalizace za otevieni mezery a vlozeni mezery.

Skoére bloku rozdilnosti je -d, kde d je konstantni penalizace za kazdy blok rozdilnosti

v zarovnani. Skore rozsifeného zarovnani je sumou skore vSech substituci, vSech mezer, vSech

Vv

bloku rozdilnosti. Optimalni zarovnani je to s nejvyssim skére. [2]

Algoritmus pro vypodet optimalniho rozsiteného zarovnani sekvenci A a B je
zprostiedkovavan prostiednictvim dynamického programovani. Kde A; =aja,..a; a
B; = b1b, ...b; jsou pocatecni Casti o délkach i a j. Matice S(i,j) je maximalni skore

roz8ifené¢ho zarovnani A; B;. Po splnéni této podminky piedstavuje S(m,n) skore optimalniho
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roz$ifeného zarovnani A a B. Pro vypocet matice S jsou potieba dalsi téi matice. H(i,j) je
maximalnim skore obecného zarovnani A; a B;, které kon¢i blokem rozdilnosti. Podobné je
definovana D (i, j), kde obecné zarovnani kon¢i deleci. I(i, j) je zakonéeno inzerci. Nasledné

kroky pro vypocet matic jsou odvozeny z jejich definic. [2]

5(0,00=0
S(i,0) = max{D(i,0),H(i,0)} kde i > 0,
5(0,j) = max{1(0,j),H(0,j)} kde j > 0,

S, ) =max{S(i—1,j — 1) + o(a;, b)), D@, ), 1(i, ), H(i, )} kde i > 0aj > 0.

D(0,j) =S(0,j) —qkdej =0,
D(i,0) =D(i—1,j) —rkdei >0,

D(i,j) =max{D(i—1,j)—7,S({—1,j))—q—r}kdei>0aj > 0.

1(;,0) = S(i,0) — q kde i > 0,
1(0,j) =1(0,j —1) —rkdej >0,

1(,)) =max{I(i,j —1) —1,5(G,j—1) —q—71}kdei>0aj > 0.

H(@i,j)=—dkdei=0aj=0,
H(i,j) =max{H(i,j —1),H{i—1,j),S{,j—1)—d,S(i—1,j) —d}kdei >0aj > 0.
(5.1)

Oproti obecnému zarovnani a rozsifenému globalnimu zarovnani je nejvétsi rozdil v matici H.

Matice jsou vypocitavany v pfesném poradi[2]
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Obrézek 13 - Rozsifené globalni zarovnani piedstavuje soubor sefazenych lokalnich zarovnani oddélenych
diferenénimi bloky[2]

Optimalni rozsifené zarovnani je takové, které se sklada ze dvou nebo vice diferen¢nich

blokL[2]

30



6 Realizace programu

Vystupem této prace je aplikace, ktera umozinuje uZivateli porovnavat biologické sekvence:
DNA,RNA a proteomicka data. K porovnavani sekvenci obsahuje tii funkce a to: zarovnani
algoritmem Needleman-Wunsch, Smith-Waterman a rozsifené globalni zarovnani. Rozsitené
globalni zarovnani je schopné v soucasné chvili zpracovavat pouze sekvence DNA.
Algoritmy Needleman-Wunsch a Smith-Waterman jsou schopny zarovnavat vSechny tfi typy

vstupnich dat. Uzivatel ma dvé moznosti, jak data pozadovana k zarovnani vloZit:

1. Rucni vloZeni sekvence
2. VloZeni kodu sekvence pro jednu ze dvou databazi, pro které bylo implementovano

rozhranni.

V piipad¢ databazi se jednd o vefejné pristupné databdze GenBank a Protein Data Bank
(PDB).

6.1 GUI - grafické uzivatelské rozhrani

D
. . - align ==
e Skorovaci matice———— Typ vstupnich dat
i poSpi e —" Zadejte sekvenci 1 nebo kod pro databazi |
O ada Do () Rucni zadani hodnot ) DNA
op PO o kéd
Prednastavene matice
Zdr @ (@ RNA
o P 6ro oZno
o zad bo - (@ Proteomicka data
Rucni zadani =
- — — |uentny Matrix v]

1 Hadnaty pro skaravac matici—— \Zarovnat Needleman-Wunsch|
Zadejte sekvenci 2 nebo kod pro databazi Match

ada odno od eshody a Teroj dat Mismatch
—" Rucni zadani '_]

_—_—_—_——__,—__—_______ o Z i

o
T
o
o

Obrazek 14 - GUI aplikace
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Aplikace pro zarovnavani sekvenci umoznuje uzivateli jeji pouziti prostfednictvim grafického
uZivatelského rozhrani, aniz by musel ptichazet do kontaktu se zdrojovym kodem programu.
Grafické rozhrani zahrnuje dvé textova pole, do nichZ je mozné vlozit sekvenci nebo
ptistupovy koéd pozadované sekvence. Dale tii rozbalovaci menu (pop-up menu), z nichz dvé
prislusi k jednotlivym textovym polim a obsahuji volby, zda vlozené textové fetézce jsou
sekvencemi nebo pfistupovymi kody pro dvé implementované databaze. Tteti rozbalovaci
menu nalezi k volbé skorovaci matice pro algoritmus Needleman-Wunsch a rozsitené globalni
zarovnani. Toto menu ovliviiuje chod programu jen v ptipadé, ze v nabidce skorovacich matic
byly vybrany prednastavené matice. V opatném piipadé se k vytvoreni skorovaci matice
pouZiji hodnoty z poli pro ru¢ni zadani hodnot shody (match) a neshody (mismatch). Posledni
skupinou tlacitek jsou volby typu sekvenci, zda se jednd o DNA, RNA nebo proteomicka
data. K samotnému spusténi béhu programu slouzi tlacitka tfi moznych metod zarovnani:

Needleman-Wunsch, Smith-Waterman a rozsifené globalni zarovnani.

U pouzité verze Matlabu R2010 byly zaznamenany problémy s diakritikou u GUI, které se

nepodafilo zatim uspokojive vyresit

6.2 Metody zarovnani pouzité v aplikaci

Globalni zarovnani je realizovano algoritmem dynamického programovani Needleman-
Wunsch. Program zacina vytvofenim matice ohodnoceni, jejiz rozméry jsou odvozeny od
délky jednotlivych sekvenci, ke kterym je pficteno Cislo jedna, protoze Matlab neni schopen
indexovat pozici 0,0 a je tedy nutné zacinat od pozice 1,1. Prvni tadek a sloupec
nereprezentuje hodnoty pro zarovnani a je naplnén hodnotami, které vychazeji z penalizace
mezery. Pozice 1,1 ma hodnotu 0, nasledné se v prvnim fadku pii¢ita penalizace mezery, vzdy
k pfedchozi hodnoté. Stejny postup se pouzije pro prvni sloupec. Nasledné algoritmus
prochazi zadané sekvence po jednotlivych parech, v ptipadé DNA, nukleotidi a na zakladé

jejich shody nebo neshody plni matici ohodnoceni ptislusnymi hodnotami. Mohou nastat tfi

piipady:

1. Nejvyssi bude hodnota zleva po pfi¢teni penalizace za mezeru. Tato mozZnost

reprezentuje vloZeni mezery.
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2. Nejvyssi je hodnota shora opét s pfictenim penalizace za mezeru. Také tato moznost
reprezentuje vloZeni mezery.
3. Nebo je nejvyssi hodnota na diagonéle po pficteni hodnoty shody nebo penalizace za

neshodu. Tato moznost reprezentuje zarovnani nukleotida.

Do matice ohodnoceni se uloZi hodnota, a sice ta z vySe popsanych téi moznosti, ktera je
nejvyssi. Kdyz je matice ohodnoceni naplnéna, hodnota v pravém dolnim rohu predstavuje
optimalni zarovnani. Nasledné program hleda cestu zpét, pti které postupuje po jednotlivych
hodnotach az na pocate¢ni pozici 1,1. Pro tyto kroky slouzi zaznamenani udaje o tom, z jaké
pozice byla ta aktudlni vypocitana. Vertikdlni pohyb znamend mezeru na horizontalni

sekvenci, zatimco pohyb vlevo znamena mezeru na sekvenci vertikalni.

Aplikace umoznuje zvolit si vlastni skorovaci matici zadanim hodnot pro shodu, neshodu.
Dale je mozné zadat hodnotu penalizace mezery, standardné je nastavena na -1. Jako dalSi
moznost jsou piipraveny tfi pfednastavené skorovaci matice: matice identity, matice blast a

ptechodové matice.

A T C G A T C G T C G

A 1 0 0 0 A 5 -4 -4 -4 A 1 -5 -5 -1

T 0 1 0 0 T -4 5 -4 -4 T -5 1 -1 -5

C 0 0 1 0 C -4 | -4 5 -4 C 5| -1 1 -5

G 0 0 0 1 G -4 -4 -4 5 G -1 -5 -5 1
matice identity BLAST matice prechodova matice

Obrazek 15 - Skérovaci matice[11]

Lokalni zarovnani je provadéno prostiednictvim algoritmu Smith-Waterman. Principialné se
lok&lni zarovnani algoritmem Smith-Waterman podoba zarovnani algoritmem Needleman-
Wunsch s n¢kolika zménami. Konkrétné se jedna o nahrazeni vSech zapornych hodnot skore
Vv matici ohodnoceni nulou. Nasleduje vyhleddni nejvyssi hodnoty c¢asteCného zarovnani
v celé matici. Od nalezeni nejvys$si hodnoty je zapoCato zarovnavani a to az do chvile, kdy je
dosazeno pozice o hodnoté nula. Vysledné lokalni zarovnani ptfedstavuje nejlepsi zarovnani

obou zarovnavanych sekvenci.

Rozsitené globalni zarovnani je tfeti soucasti aplikace. Algoritmus je vhodny k porovnavani
sekvenci se stiidajicimi se useky podobnosti. Algoritmus rozsifeného globalniho zarovnani

implementovany v programu vychazi z prace A generalized global alignment algorithm
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profesora lowske statni univerzity Xiaogiu Huanga. Pro pfipraveni podkladu k sestaveni
rozSiten¢ho globalniho zarovnani je vyuzito globalniho zarovnani algoritmem Needleman-
Wunsch resp. matice ohodnoceni vytvofené globalnim zarovnanim. Hlavni rozdil mezi
globdlnim zarovnanim a roz§ifenym globalnim zarovnadnim spociva ve ctyfech maticich

pouzitych pro vypocet matice ohodnoceni. Matice S, matice D, matice | a matice H.

Postup pro sestavovani zarovnani byl konzultovan piimo s autorem préce 0 rozsifeném
globalnim zarovnani prof. Huangem, ktery také poskytl niZze popsany postup pro vypocet

matic, které jsou nezbytné k sestaveni rozsifeného zarovnani.

Matice H piedstavuje hlavni rozdil mezi rozs§ifenym globalnim zarovnanim a globalnim

zarovnanim. Je nutné tyto matice vypocitat v potadi:
5(0,0) =0
1(0,0) =5(0,0) — g =—q
1(01)=1(00)—r=—q—r
H(0,1) = —d
5(0,1) = max{I1(0,1),H(0,1)} = max{—q — r, —d}
D(0,1) =5(0,1) —¢q
i=1
D(1,0) =D(0,0) —r
H(1,0) = —d
5(1,0) = max{D(1,0),H(1,0)}
1(1,0) =S(1,0) — g
i=1laj=1
D(1,1) = max{D(0,1) —r,S(0,1) —q — 1}
1(1,1) = max{I(1,0) — r,5(1,0) — q — r}

H(1,1) = max{H(0,1),H(1,0),5(0,1) — d,5(1,0) — d}
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S(1,1) = max{S(0,0) + o(ay, b;),D(1,1),1(1,1), H(1,1)} (6.1)

V ptipad€ programovaciho prostiedi MATLAB je nutné vSechny indexy uvadéné vyse zvysit

0 jedna, z jiz zminéného diivodu indexovani od 1 v MATLABU.

for 1=2:m
for j=2:n
1(1.5)=1(1,j-1)-r;
H(1,J)=-d;

S(1,5)=max(1(1,5),H(1,5));
D(1,3)=S(1,))-q;

D(i,1)=D(i-1,1)-r;
H(i,1)=-d;
S(1,1)=max(D(i,1),H(i,1));
1(i,1)=S(i,1)-q;

end
end

%vypocet hodnot matic S,I1,H,D

for 1=2:m
for j=2:n
D(i,j)=max(D(i-1,§)-r,S(i-1,j)-9-r);
1(i,g)=max(1(i,j-1)-r,S(i,j-1)-g-r);
H(I, J)=max(max(H(1-1,§),H(¥,j-1)),max(S(i-1,§)-d,S(i,j-1)-

d);
S(i,j)=max(max(S(i-1,j-1)+maticeOhodnoceni(i-1, j-
1),D(1,3)) ,max(1(i,3),H(T1,3)));
end
end

Obréazek 16 - P¥iklad zdrojového kédu v MATLABU — vypodet matic S, D, I, H

Matice S obsahuje optimalni rozsifené zarovnani. Zarovnani vytvorené touto cestou obsahuje
mista s podobnostmi mezi dvéma zarovnavanymi sekvencemi a také diferenéni bloky.
Diferenc¢ni bloky jsou useky sekvenci obsahujici mezery, inzerce a delece. Vysledné rozsitené
zarovnani je vytvofeno lokalnim zarovnanim tsekti podobnosti a mezi nimi vlozenymi
diferen¢nimi bloky. Rozsifené globalni zarovnani je sefazeny soubor lokalniho zarovnéni a

diferen¢nich bloku.
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Tato Cast spociva v rozpoznani diferencnich blokidl v zarovnani a mist podobnosti. Ptislusny
Usek podobnosti je zarovnani pomoci algoritmu lokalniho zarovnani Smith-Waterman a

nasledné jej za n¢j ptifazen ptislusny diferencni blok, ktery ma nasledovat.

Skére rozsSiteného zarovnani je souctem skoére vSech shod, mezer a diferencnich blokl

V zarovnani.

Moznosti porovnavani sekvenci jsou omezeny velikosti paméti, ktera je Matlabu pfidélena.
Pro zarovnani byly testovany sekvence o délce az 4453 part bazi. Pfi pokusu o zarovnani
sekvenci o délkach 5000 parti bazi a vice bylo dosazeno limitu pro velikost proménych a jeho

zmeéna zpusobila pad programu, proto se nedoporucuje.

6.3 Kompatibilita

PtiloZzeny program je v podobé proprietarnich souborii Matlab a je spustitelny na pocitacich
S nainstalovanou aplikaci Matlab. Program byl vytvofen vprostiedi Matlab R2010a, zpétna
kompatibilita byla testovana na verzich R2007 a R2009b, ale pro spravnou funkci je

doporuceno pouzit nejnovejsi verzi Matlabu.

Pro zjednoduSeni uZivatelské dostupnosti a pouZzitelnosti byl program prostiednictvim Matlab
Compiler pteveden do podoby samostatné spustitelné aplikace, kterou je mozné provozovat
na pocitacich se systtmem Windows XP a novéj§i. Podminkou pro spusténi takto
zkompilovaného programu je nainstalované Runtime prostifedi Matlab, diky ¢emuz je mozné

spoustét programy vytvoiené v Matlabu bez nutnosti vlastnit licenci.

6.4 Pouzity hardware

Aplikace byla otestovana pro zarovnani vybranych sekvenci z GenBank a Protein Data Bank

na dvou stolnich pocita¢ich a pfenosném pocitaci.
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Konfigurace testovacich pocitact

Typ pocitace stolni pocitac stolni po¢itac 2 pfenosny pocitac
Typ procesoru AMD Athlon II X2 AMD Phenom Il X4 Intel Core 2 Duo T7200
Pocet jader 2 4 2

Takt procesoru 2.9 GHz 3.2 GHz 2.0 GHz

RAM 2GB 4GB 4GB
Operacni systém Windows XP 32-bit Windows 7 32-bit Windows 7 64-bit
Verze Matlabu R2007 R2009b R2010a

Obrazek 17 — Otestované konfigurace PC

JelikoZ je vykonnost programu zavisld na pouZitém hardwaru, mohou se vysledné Casy
zarovnani na jinych PC lisit. Druhym faktorem ovliviiujicim rychlost zarovnani je v ptipadé
ziskavani dat z databazi rychlost internetového pfipojeni daného pocitace a rychlost odezvy
rozhrani dotazované databaze. Zde uvedené piiklady ptedstavuji vysledky ziskané pii pouziti

PC o vySe popsané konfiguraci.

6.5 Prace s programem

Pro spravnou ¢innost programu je nutné vlozit do obou textovych poli pristupové kody
sekvenci pro nacteni sekvenci z databazi nebo ru¢né zadat celou sekvenci. Dale je nutné
z rozbalovacich menu vybrat zdroj dat, ackoliv je standardné nastaven na ru¢ni zadani, je
nutné tuto volbu oznacit, protoZze v nékterych piipadech nebyl Matlab schopen rozpoznat
defaultni volbu a vykézal chybu. Toto plati i pro vSechny ostatni volby v GUI. Déle je nutné
zvolit, jaka skoérovaci matice se pouzije, zda budou zadany ru¢né hodnoty nebo se pouzije
néktera z pfednastavenych. Poté je tieba vybrat, jaky typ dat je urCen k zarovnani, zda se
jedna o sekvence DNA, RNA nebo proteomickéa data. Poslednim krokem je zvoleni algoritmu,

kterym budou sekvence zarovnany.

Na nékolika pocita¢ich se vyskytla chyba, kdy program hlasil problém s cyklem switch, ktery
se provadi u v3ech voleb. V soucasné chvili nebyla odhalena pfi¢ina této chyby, ale ziejmé
nesouvisi se samotnym zdrojovym kddem programu. V piipadé této chyby bylo nutné Matlab

restartovat a ndsledovné jiz program pracoval v poradku.
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6.6 Nespravné pouZiti programu

Program je oSetien chybovymi hlasenimi pro piipadé, Zze uzivatel zvoli kombinaci nastaveni,

Kkterou neni mozné provést. Tato informacni okna uzivatele upozorni na nedovolenou operaci

a zobrazi pfi€inu, pro kterou neni mozné ptikaz vykonat.

u Mespravny typ dat l = | = &J

Rozzitend globalni zarovnani neni schopno zarovndwat jing data, ned DA,
Zvalte prosim sprévny typ vatupnich dat,

Obrézek 18 - P¥iklad chybového hlaseni
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7 Vysledky

7.1 Genomicka data

Jako prvni vzorek byly porovnavany sekvence z GenBank s pfistupovym kodem
HM161754.1 o délce 1870 part bazi zorganismu patiicim mezi Cervené fasy
- Cyanidioschyzon a sekvence HM161753.1 o délce 1791 bp organizmu Candida patiici mezi
kvasinky. Sekvence byly nejprve globalné zarovnany algoritmem Needleman-Wunsch,
vysledné zarovnani bylo dosazeno pii pouziti matice identity jako skorovaci matice za 8s.

S vysledkem 29 % podobnosti.

Identities = 551/1870 (29%)

0001 CIGGITGATCCTIGCCAGTAGICATATGCTIIGICTITARAGATTAAGCCATGCATGTCCAAGTATA
trrrereeereererereerrrerreverererr veeeeeeneeereeereerer reerttl

0001 CIGGITGATCCTGCCAGTAGICATATGCTIGICTCARAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATA

0065 AGCCCCCATGGGGTIGAAAMCTGCGGATGGCTCATTAAATCGETTIGGARTCTACATGAGAGTITATT
I O Fereereeenr reeneeenrnnnenn il I 11 1 Il |
0065 AGCAACTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTICATTAAATCAGTITATCGTTITATITGATAGTACCT

0129 CITTARAAGGATAACCCCGGAARATCTGCGEGCTAATACTTGCAARALAGCEEEGECARCTCCCAG
| | | 1 11 I 111 | 111 ! I

0129 TIACTACTITIGGATARACCGIGGIAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAARACCCCGACTIGITIGGA

0193 CATTTATCAGCTCGAGAGGATGGCGTAGCAATACGICTCGGTGAATCATGATAAACARAGCAGA

| | I | 1 11 ] | I !
0193 AGGGGTIGIATTTATTAGATAAARAARTCAATGCTICTICGGAGCICITIGATGATTICATAATALCT

Obrazek 19 - Zarovnani sekvenci HM161754.1 a HM161753.1 algoritmem Needleman — Wunsch
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Stejné sekvence byly zarovnany algoritmem lokélniho zarovnani Smith-Waterman. V tomto

pfipadé byly sekvence zarovniny za 6s. Vysledné zarovnani je s podobnosti 72 %.

Identities = 1394/1946 (72%)

0001

0001

0065

00&5

0129

0127

0189

0190

CTIGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTIGTCTTARAGATTARGCCATGCATGTCCAAGTATA

FRRRRRR R e e e e e e e e e b e e e e el tneentl
CIGGITGATCCTIGCCAGTAGTCATATGCTIGICTCARAGATTAAGCCATGCATGICTAAGTATA

AGCCCCCATGGGGTGARACTGCGGATGGCTCATTARATCGGITGGAATCTACATGAGAGTTIATT

N Fvennennenr vreereererennel il 1 11 L1 11
AGCAACTATACAGTGARACTGCGARTGGCTCATTARATCAGTTATCGTTTATITGATAGT -AC~

CTTTAAAA---GGATAACCCCGGARAAT CT-GCGGCTAATACTTGCAARAARGGGGGECAACTC
il | B S A O N R A N BN AR RN | | |
CTTTACTACTITGGATAACCGTIGGTARTTCTAGAG-CTAATACATGCTTARAACCCCGACTGTITT

CCA-GC———w= ATTTATCAGCTCGAGAGG-A-TGG-CGTAGCAATACGTICTCGG-TGAATCATG

| 1] feeeer i1 i 111 1111} LRl 8 Jl Ll
GGAAGGGETGIATTIATTAGATAAARRATCAATGCTICTICGGAG——C-TICTTIGATGATICATA

Obrazek 20- Zarovnani sekvenci HM161754.1 a HM161753.1 algoritmem Smith — Waterman

Nakonec byly sekvence zarovnany algoritmem rozsifeného globalniho zarovnéani. V tomto

ptipadé bylo zarovnani dosazeno za 15s. S vyslednou podobnosti mezi sekvencenmi 73 % a

poc¢tem diferenénich blokt: 148.

Identities = 1266/1737 (73%)

0001

0001

0062

0063

0119

0126

0178

0185

GTGARACTGCGGATGGCTCATTARATCGGITGGAATCTACATGAGAGTTATCITTAAARA---GG

PERRLRReen vnennennnennnnnr 11l N % R B Y BB NN RN I
GIGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTITATITGATAGT-A-CTITTACTACTTGG

ATARCCCCGGAARATCT-GCGGCTAATACTIGCAAAARAAGGGGEGCAACT-G————- ATTITAIC
8 O R O R O R R UEE NN RN R | | | | RERRR
ATARCCGIGGTAATICTAGAG-CTAATACATGCTITAAARCCCCGACTGITAGGGIGTATITATIT

AGCTCGAGA-A-TG-CGTAGTACGICTICGG-TGAATCATGATARACAANGCAGA-TCGCACGAT

N O S IO I N N N DN Y N AN NN NN RN NN L 11 1
AGATAARAACAATGCTCGGAG--C-TCTTTGATGATTCATAATARA-CTTTTC-GAATCGCATGGC

CTTGITC-GGCGACT-TTICATICGACTTITCCGCCCTATCAACTTTGGAAGGTAGTG-TAGTGGA

PEEED B bheer 0 v bonenr pevevenn e v vener v ot
CITGT-CTGGCGA-TGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAG-GATAGTGGC

Obrazek 21 - Zarovnani sekvenci HM161754.1 a HM161753.1 algoritmem Roz3ifeného globélniho zarovnani
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DalSimi sekvencemi pro testovani byly S74539 o délce 198 bp - lidsky hepaticky protein a

S69912 o délce 129 bp - #yrozinkyndza, clovek. Prvné bylo opét provedeno zarovnani

algoritmem Needleman-Wunsch, zarovnani bylo sestaveno za 5s s podobnosti 16 %.

Identities = 31/198 (16%)

001

001

0865

065

12%

129

193

TCATGCCCAGTTAACTTATTTACAATATTTAAGTTICTCTGCTTCTGCATTTGGTITGGTITTCCTIG
| 1 | | | | | ] : | | 111l |
CUCTR“MGJCRGG"GCGGGCAGAGGCAGGTG"GCGGTGTGGTGGJGAGGG GATGAGGAGGAG
AAGCGCNCCCTIGIGRAATAACAGGTIGGCTITICATGGATGICTICTAGICAGAGARRARATGATARR
| | 1| | i) I I | I
GACACTGGTCACTCACAGGIGICTICTGCCCAGCTTGAGCAGAAGATGARAGGGCCGGAGGTCAT

GGCTTIAAATTGAGGATTAACAGAAGCAGATTAACCTICAGARATCCIGICTGGCTIGGCAGATTIC

Obrazek 22 - Zarovnani sekvenci S41539 a S69912 algoritmem Needleman - Wunsch

Druhym v pofadi bylo lokalni zarovnani Smith-Waterman, které bylo sestaveno za 4s
s podobnosti 47 %.

Identities = 82/175 (47%)

001

001

063

048

127

104

CAATATTTAAGTTICICIGCTIICTG-CATTTIGGTITGGITICCIGAAGCGCNCCCTGTGAATAAC-
| I 11 1 I N 1] 11 11 1l
CCCIAC--AAGG-CAG-GCG-CGEGCAGA-GEGCAGGTIG———-G—-GCGGE———-TGIGG-TGGGGE

GGCTTTITCATGGATGICTCTAGTCAGAGRAARAATGATARAGGCTTARAATTGAGGATTAAC
Ik P it ir il | | i I | RERE |
GGATGAGGA-GGAGGACACTGETICACTCACAGETG-TCTCTGCCCAGCTTGAG-————- c

[

CRGATTAACCTCAGAAATCCIGICIGGCTGGCAGATTICARG
I | 1111 | 0 O O O .

o

B aTan i cin s GAR N3 < BECOBG-AGET ~~CATE

Obréazek 23 - Zarovnani sekvenci S41539 a S69912 algoritmem Smith — Waterman

v

Tretim zarovnadnim bylo rozsitené globalni zarovnani. Zarovnani prob¢hlo za 3s podobnosti

38 % a poctem diferencnich blokl: 19.
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Posledni sadou testovanych sekvenci byly sekvence mys$i doméaci — AF104261.1 - Mus
musculus Pax transcription o délce 3882 bp a sekvence norské krysy — NM_001107844.1 -
Rattus norvegicus PAX interacting o délce 3545 bp.

Zarovnani Needleman-Wunsch bylo sestaveno za 11s s podobnosti 22 % a rozsitené globalni

zarovnani bylo sestaveno za 60s s podobnosti 84 %.

Na tomto piipadu je dobie znatelné, ze rozsitené globalni zarovnani dosahuje vyrazné lepSich
vysledkl zarovnani u homolognich sekvenci s niz8i podobnosti a rozdilnymi délkami, nez
globalni zarovnani algoritmem Needleman-Wunsch. Rychlost zarovnani je zavisla na
hardware pouzivaného pocitace. V piipadé¢ kratkych sekvenci jsou rozdily rychlosti
zanedbatelné, ale v ptipadé dlouhych sekvenci je jiz znatelné, Ze rozsifené globalni zarovnani
je ve vétsing pripadt pomalejsi nez Needleman-Wunsch nebo Smith-Waterman. Zdlouhavost
rozsiteného globalniho zarovnani je mozné pfi¢itat rozsahlosti vypoctd, které jsou s nim
spojeny. VIiv miize mit 1 to, Ze samotné¢ zarovnani sestava z nc€kolika funkci, které jsou

postupné volany v prubéhu ¢innosti programu.

7.2 Proteomicka data

Pro piiklad zarovnani sekvenci proteomickych dat byly pouzity sekvence z databdze Protein
data Bank. Prvni z nich je sekvence s ptistupovym kodem SCYT - Refinement of Myoglobin
and Cytochrome C o délce 104. Druhou s ni porovnavanou sekvenci byla 2KXJ - UBX
domain-containing protein 4 o delce 90. Zarovnani algoritmem Needleman-Wunsch bylo

dosaZeno za 10s s podobnosti 24 %.
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Tdentitie=s = 537296 (18%)
001 TEEQIAEFEKEAFSL-FDEDGDGTIT-TEELGIVHMESLGONFTEAELODMINEVDADGNGTIDEE

001 ----VG-FN--¥SIDFT--G-GT-AYT--L----RA--E-P-———————-N-VE-————- V-

063 EFLTHMMARKMEDTDSEEEIREAFRVFD-EDGHNGYISAARTLRHVHMTNLGEELTDEEVDEMIREAD

--F-L-EEK-G--F-P-——————————G-K-—-EAV---I--T-

s

026 E--TL--R-—————————-
126 IDGDGOVNYEEFVOMMTAKADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONETE
046 -———- QV—————— Q---AP-——-TA---A-YRE-F-L--—————-V--K-L-P-——————-P—-
190 AELODMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDEDGNGYISARELRHVM
064 --L-———-5--D————————— E-————m RRL-----E--L-E—-RLF-———————- ASEL--—-

254 THLGEELTDEEVDEMIREADIDGDGOVNYEEFVOMMTAK-

Obrazek 24 - Zarovnani sekvenci 5CYT a 2KXJ algoritmem Needleman - Wunsch
Lokalni zarovnani Smith-Waterman bylo vytvofeno za 9s spodobnosti 23 %.

Identities = 25/104 (28%)
001 REAFRVF-DKDGNG--YISAAFLRH-VMINLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGOVNYEEFVOMM

001 MVGENYSIDFIG-GIAYTLRAEPNVEVEI-LRRFL--EEKGFPGKEAVIT---QVQAPTAAYRE

061 TA-KADQLTEEQIAEFKEAFSLFDRKDGDGTITTKELGIVM

058 FLVELPPLSDERRLEL-ER--LFASELKATVLASE--TIVG

Obrézek 25 - Zarovnani sekvenci 5CYT a 2KXJ algoritmem Smith - Waterman
Druhym parem sekvenci byly 2L7L - Fast methionine-based solution structure determination
of calcium-calmodulin complexes o delce 148 a 2RRN - Structure and function of a
membrane component SecDF that enhances protein export o délce 92. Globalni zarovnani
bylo sestaveno za 9s s podobnosti 18 %. Lokalni zarovnani bylo vytvoteno za 9s s podobnosti
28 %.
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Tdentitie=s = 53/296 (18%)
001 TEEQIAEFEEAFSL-FDEDGDGTIT-TEELGIVMESLGONPTEAELQDMINEVDADGNGT IDFE

001 ~———-VG-FN——¥5IDFI——G-GT-A¥T—T——PRB&—F-—Po— NV v
063 EFLTMMARKMEDTDSEEEIREAFRVFD-KDGNGYISAAELRHVMTINLGEKLTDEEVDEMIREAD
026 E--TL--R-—————————m R=-F-L-EEK-G--F-P-——————————G-K-——-EAV-—-I--T-
126 IDGDGOVNYEEFVOMMTAKADOLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONETE
046 -——-—- OV———m—- 0—-AP——Th—B-YRE-F-T—r—— W K- TP P
190 AELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMEDTDSEEEIREAFRVFDEDGNGYISARELRHVM
064, TG F———— FRL———F——T-F—RLF————— ASEL——-

254 THLGEELIDEEVDEMIREADIDGDGOVNYEEFVOMMTAK-

Obrazek 26 - Zarovnani sekvenci 2L7L a 2RRN algoritmem Needleman - Wunsch

Identities = 29/104 (28%)
001 REAFRVF-DEDGNG--YISAAELRH-VMINLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGOVNYEEFVQOMM

001 MVGENYSIDFIG-GTAYTLRAEPNVEVEI-LRRFL--EEKGFPGKEAVIT---QVQAPTAAYRE

061 TA-KADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGIVM

058 FLVELPPLSDERRLEL-ER--LFASELKATVLASE--TVG

Obrazek 27 - Zarovnani sekvenci 2L7L a 2RRN algoritmem Smith — Waterman

Piiklad zarovnani proteomickych dat algortimy pro globalni a lokalni zarovnani ilustruje
pouzitelnost jednotlivych algoritmti, kdy globalni zarovnani je vhodné pouzivat k zarovnavani
sekvenci, které jsou si vice podobné a jejich délky se pfilis nelisi. Naopak lokalni zarovnéni je
vhodné Kk zarovnavani rizné dlouhych a méné podobnych sekvenci, protoZze se zaméfuje jen

na jednotlivé Useky lokalni podobnosti mezi zarovnavanymi sekvencemi.
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Tato prace shrnuje existujici metody ur¢ovani podobnosti sekvenci DNA. Popisuje dostupné
algoritmy a metody jejich aplikace. T¢zist¢ prace potom piedstavuji algoritmy globalniho a
lokélniho zarovnani Needleman-Wunsch a Smith-Waterman. Samostatnou ¢ast predstavuje
roz$ifené globalni zarovnani, které principialné vychazi z algoritmu Needleman-Wunsch.
Tyto tii algoritmy piedstavuji integralni ¢ast vytvoiené aplikace v prostiedi Matlab. Aplikace
dale umoziuje ziskavat sekvence pro zarovnani z vetfejné pfistupnych databazi GenBank a

Protein Data Bank.

Jadro programu tvoii rozsifené globalni zarovnani, které se sklada ze tii funkci tvoficich celek
algoritmu pro rozsitené zarovnani. Rozsifené globalni zarovnani je vhodné pro zarovnavani
jednotvarnych sekvenci s méné podobnymi tseky. Algoritmy Needleman-Wunsch a Smith-
sekvenci s vysoce podobnymi tseky, Rozsifené globalni zarovnani projde celou sekvenci a je
schopno presnéji zarovnavat i sekvence s méné podobné tseky. OvSem za cenu vyssi Casové

naroc¢nosti.

Jako pokracovani této prace se nabizeji modifikace stavajici aplikace, predevsim v oblasti
automatizovaného rozpoznavani typu vstupnich dat. DalSi moZznou zménu ptedstavuje také
automatizované zvoleni zdroje dat a pfidani funkcionality rozpoznani ruéné zadanych
sekvenci nebo ptistupovych kéda pro databaze dat a jejich dalsi déleni na jednotlivé databaze
GenBank a PDB. A vzhledem k ¢lenéni programu na jednotlivé funkce se nabizi moznost

pridat dalsi mén¢ ¢asté metody zarovnani biologickych sekvenci.
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