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ANOTACE

V této praci bude uveden popis a problematika bioinformatiky, budou zde vyjmenovany dllezité
databaze biologickych dat, porovnani téchto databazi a nékteré algoritmy, které prohledavaji
biologicka data.

KLICOVA SLOVA

Bioinformatika, zaklady molekularni biologie, databaze biologickych dat, GenBank, EMBL, digitalni
sekvence, pfitazeni sekvenci, vyhledavaci algoritmy, BLAST, FASTA, SSEARCH, evolucni stromy.

TITLE

Bioinformatics

ANNOTATION

This work will contain description and problems of bioinformatics. Then there will be named the
most important biological databases, comparison this databases and some searching algorithms
those biological data.

KEYWORDS

Bioinformatics, the principals of molecular biology, biological databases, GenBank, EMBL, digital
sequence, sequence alignment, searching algorithms, BLAST, FASTA, SSEARCH evolutional trees.
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1 Uvod

V dnesni dobé, kdy ndm témér s vesSkerou praci pomahaji stroje, pristroje, pocitace, diky nimz je
prace zkracena na desetinu a pfirGstek dat je exponencidlni, tomu neni jinak ani pfi ziskavani
biologickych dat. Tim vSak vyvstavd problém, jak ziskana data uchovdvat a jak v nich dolovat. V této

praci bude hlavné popsano, v jakych databazich data ziskat a jakym zpUsobem.

Cilem prace bude jednak ¢tenari objasnit zakladni pojmy Bl a vytvofit tak alespon bézny prehled
nad touto problematikou. Dale bude snaha vyjmenovat nejdllezitéjsi databaze a zhodnotit, odkud by
mohl uZivatel nejlépe Cerpat data s dlirazem na prehlednost nebo také napt. moZznost odkazl na dalsi
informace. Nasledné také vysvétlit uzivateli principy téch nastroja, které umoznuji vyhledavani a
porovnavani biologickych dat v databazich, hlavné sekvenci aminokyselin a nukleovych kyselin, a
pomoct tak tim s vybérem programu, které se nejvice hodi na prohledavani té urcité databaze tou

urcitou sekvenci.

V prvni kapitole bude pojem bioinformatika (Bl) zafazen do souvislosti tim, Ze bude uvedena
historie, tj. od jaké doby je moZno mluvit o bioinformatice, kdy byl poprvé pouZit tento vyraz a diky

¢emu doslo k rozmachu BI.

V dalsi kapitole bude nésledovat vysvétleni pojmu Bl pomoci definice, a co Bl zahrnuje. Toto je
rovnéz dalezité, nebot se lze setkat ve zdrojich proménlivé divéryhodnosti (web) nékdy i s ponékud
bizardnimi vysvétlenimi pojmu BI, které nemaji mnoho spole¢ného s BI, tak jak ji alespon chape

védecka spole¢nost zabyvajici se timto tématem.

Nasleduje potfebna kapitola, ktera zastdva prvni slovo ze sloZzeného vyrazu BlOinformatika,
nebot se vni budou popisovat zakladni principy a pojmy z molekularni biologie. Témito tremi

kapitolami by mél byt ¢tenaf jiz obeznamen s problematikou spojenou s pojmem BI.

Dale se v praci bude vénovano de facto zakladnimu stavebnimu kamenu Bl a to jsou verejné
dostupné zdroje dat. Budou zde vyjmenovany ty nejzdkladnéjSi a zdroven nejobsahlejsi databaze

biologickych dat, ale i druhotné a napfiklad i Uzce specializované databaze

Poté nasleduje oddil, ktery se zaméruje na dolovani dat v biologickych databazich. Toto jiz souvisi
s praktickou Bl a s ¢innosti bioinformatika. V této Sesté a sedmé kapitole je zaméreni na praci se
sekvencnimi daty, piSe se zde, co jsou to sekvencni data, jak se snimi pracuje pfi hledani
v databdzich, jaké metody a algoritmy se pouZivaji k prohledavani databazi a konkrétni priklady

algoritm.



V nasledné osmé kapitole a podkapitolach bude nastinéna dalsi prace s biologickymi daty a tj.
mnohocetného pfirazeni a s tim souvisejici Ukony jako pfifazovani trojrozmérnych struktur a zaklady
modelovani struktury proteinli. Budou zde uvedeny i nékteré pfislusné programy pracujici s témito

strukturalnimi daty.

V neposledni fadé také budou zminény evoluéni stromy, které v podstaté shrnuji predeslou praci

se strukturdlnimi daty.

V predposledni desaté kapitole se budou porovnavat dvé databaze, resp. jejich webové rozhrani,

a doporucovat, které by bylo napfiklad vhodné pro zacatecnika.

A v posledni jedenacté bude zachycena konkrétni prace se sekvenénimi daty. Bude zde
doporuceno, jaky program se hodi na jaké prohledavani. Budou se zde prohledavat tti databaze tfremi

raznymi algoritmy, vyhodnocovat vysledky prohledavani.



2 Historie bioinformatiky

Bioinformatika je mlada védecka disciplina, jejiz pocatky lze nalézt nékdy v 60. letech 20. stoleti.
Za zakladatelku je povaZovana Margaret Oakley Dayhoffova (1925-1983), kterd poprvé pouzila
pocitac pro vypocty ve své doktorské praci uz v roce 1947. Termin bioinformatika se poprvé objevil az
v roce 1991.[3] Za svUj soucasny rozmach bioinformatika mozna vdéci i tomu, Ze zaklady oboru byly
poloZeny v dobé, kterd se dnes muze jevit jako idylicka a idealisticka. Védecké usili — s vyjimkou
vojenského vyzkumu a bezprostfedné komercnich aplikaci — bylo jesté pocatkem 80. let minulého
stoleti vnimano jako zaleZitost predevsim verejna (a bylo do zna¢né miry financovano z verejnych
rozpoCtll nebo aspon z neziskovych zdroji) a méfitkem kvality vyzkumu byly publikace, nikoli
patenty. Neochota volné sdilet primdrni data, na nichz publikace stoji, mohla svédcit pouze
o pochybné kvalité onéch dat, a i tymu, ktery je vyprodukoval, nikoli snad o tom, zZe si firma, ktera
vyzkum financuje, chce udriet kontrolu nad obéhem vysledkd, které by mohly mit komercéné
zajimavy dopad. Asi jen diky této atmosfére bylo vibec moiné, Ze se volné sdileni primarnich
sekvencnich dat stalo standardni praxi, od niZ snad jiZz nelze ustoupit. Vyznamnéjsi casopisy dnes

vyzaduji, aby autofi, ktefi publikuji sekvencni data, tato data volné zpfistupnili odborné verejnosti.[1]

3 Definice

Jak jiz bylo feceno bioinformatika, jakoZzto nova védni disciplina, nema jednu danou definici,
proto zde bude uvedeno par nejvystiznéjsich.

Definice 1

Bioinformatika je nova disciplina na rozhrani pocitacovych véd, informacnich technologii,

matematiky a biologie.[3]
Definice 2- , klasicka bioinformatika“”

Oblast na pomezi biologie a informatiky, kterd se zabyvd predevSim zpracovavanim,
prohleddvanim a analyzou dat o sekvenci (pofadi monomerd) a struktufe biologickych

makromolekul.[1]
Definice 3

Bioinformatika zkoumda metody shromaZdovanim analyzy a vizualizace hromadnych biologickych

dat., hlavné z oblasti molekularni biologie.[2]
Definice 4 - Sirsi pojeti
VyuZziti pocitacl k hledani odpovédi na biologické otazky.[1]
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Bioinformatika zahrnuje

e studium,

e praktické uchovavani,
e vyhledavani,

e zobrazovani,

e manipulaci,

¢ amodelovani biologickych dat[4]
Bioinformatika pfedstavuje spojeni technologii z oblasti

e molekuldrni biologie a

e informacnich technologii. [4]
Pod pojmem biologické daty si lze predstavit nasledujici vycéet: [9]

e Sekvence DNA a RNA

e Sekvence protein(

e Struktura proteint

e Udaje o aktivité geni — DNA ¢ip, ,,microarray”
e Udaje o expresi protein(i

e Mapy interakci mezi proteiny a DNA

¢ Mapy interakci mezi proteiny navzajem

4 Zdkladni pojmy z molekularni biologie

V této kapitole bude ctenadr seznamen se zakladnimi pojmy z oblasti molekuldrni biologie.
ProtozZe v bioinformatice se pracuje prevainé s daty, tykajicimi se DNA nebo proteind, jsou zde pouze
uvedeny zakladni informace z této oblasti. Bez znalosti téchto pojmU je velmi sloZité porozumét

bioinformatickym text(m.

4.1 Struktura DNA

Molekula DNA ma tvar dvojité pravotocivé Sroubovice, tzn. Sroubovice, ktera je tvorena dvéma

vldkny. Kazdé vlakno tvofi sekvence nukleotidli — jde tedy o polynukleotidovy retézec.

11
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Obrazek 1 DNA, zdroj [10]

Nukleotidy tvofi zdkladni stavebni bloky DNA. V DNA se mohou vyskytovat pouze 4 druhy
nukleotidl: guanin (G), adenin (A), thymin (T) a cytosin (C). (viz obr. 1) Genetickad informace, kterou
DNA nese, je uréena pravé a pouze poradim téchto nukleotidl v Fetézci. Poradi nukleotidd se
oznacuje jako primarni struktura DNA a md zdsadni vyznam pro prenos genetické informace.
Polynukleotidovy fetézec ma dva rizné konce, které se oznacuji jako 5'konec a 3’konec. Oznaceni
koncl Fetézce je velmi vyznamné, protoze vétsina procesl na téchto fetézcich probiha od 5’konce
ke 3"konci. Ve stejném poradi se obvykle i zapisuji a ¢tou rfetézce nukleotidl. Jak jiZ bylo uvedeno,
molekula DNA je tvorena 2 polynukleotidovymi fetézci. Poradi nukleotidd na obou vldknech neni
stejné, ale je komplementarni. Vzhledem k tomu, Ze z posloupnosti nukleotid(i na jednom vldkné
muazeme odvodit posloupnost nukleotidd na druhém vldkné, mizeme informaci obsaZenou

v molekule DNA oznacit jako redundantni. V praktické Bl se druhé vldkno odvozuje od prvniho. [2]

Molekula DNA m3d schopnost replikace, tzn. z jedné matefské molekuly DNA mohou vzniknout
dvé dceriné molekuly DNA. Replikace probiha tak, Zze na urcitém misté dojde k uvolnéni obou viaken
pavodni molekuly a na né se navazi nové nukleotidy (na zakladé komplementarity). Tim vzniknou
2 dcefiné dvouretézcové molekuly DNA. Jednotka odpovédna za vznik dédicné vlastnosti se oznacuje
jako gen. Touto jednotkou je souvisly Usek molekuly DNA. Geny se mohou vyskytovat na obou
vldknech DNA. Soubor vsech genll organismu se oznacuje jako genom. Lidsky genom obsahuje
priblizné 30 000 gen( a tvofi ho asi 3*109 bazi. Kromé kddujicich oblasti (genl) se v DNA vyskytuji
i nekddujici oblasti. Funkce téchto oblasti jesté neni zcela zndma, nékteré uUseky maji vyznam
pro bunécénou regulaci (ovliviuji tvorbu proteind). DNA je uloZena v jadfe bunky a je rozdélena

na nékolik chromozéma.[2]
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4.2 Centralni dogma molekularni biologie

K tomu, aby mohlo dojit k projeveni genetické informace ulozené v DNA, musi dojit k expresi
genu. PFi expresi genll dochazi k vytvareni proteinl, které umoznuji projeveni informace ulozené
v DNA.(viz obr. 2) Proces, pfi kterém dochazi k vyzvednuti informace uloZené v sekvenci nukleotidl a
k vytvoreni proteint (bilkovin, peptidd) na zakladé této informace, se oznacuje jako centralni dogma

molekularni biologie. Tento proces se sklada ze dvou kroku: transkripce a translace. [2]

4.2.1 Transkripce

Transkripce oznacuje krok, kdy dochazi k vytvoreni kopie genu do molekuly RNA (ribonukleova
kyselina) za plsobeni enzymu RNA-polymeraza. RNA ma podobnou strukturu jako DNA. Molekula
RNA je vSak pouze jednovldknovda a obvykle mnohem krats$i neZ molekula DNA. Navic misto
nukleotidu thymin se v RNA vyskytuje nukleotid uracil. Pti transkripci se do¢asné uvolni vidkna DNA a
podle matice se na zdkladé komplementarity vytvofi molekula RNA. Hotové vidkno RNA se uvolni
z matice a vycestuje z jadra bunky. Vétsina genl je rozdélena do nékolika Usekd (exony), které jsou
oddéleny nekddujicimi oblastmi (introny). PFi transkripci se vytvorena RNA jesté upravi vystfizenim

intrond (splicing). Vznikne tak funkéni molekula RNA.[2] (viz obr. 2)

4.2.2 Translace

Proces, pfi kterém dochazi k prevedeni informace ze sekvence nukleotidl v RNA do sekvence
aminokyselin, ktera tvofi protein, se oznacuje jako translace. Molekula RNA, ktera vznikla pfi
transkripci, se prfipojuje na ribozomy. K jednotlivym kodonlm (trojice po sobé nasledujicich
nukleotid(l) této RNA se napojuji molekuly mRNA. mRNA jsou malé molekuly RNA, které slouZi k
transportu aminokyselin v burice. Aminokyseliny nesené na mRNA se navazi na vznikajici peptidicky
fetézec a molekula mRNA se uvolni zpét do cytoplazmy. Primarni struktura RNA urcCuje primarni

strukturu bilkovin (poradi aminokyselin). [2](viz obr. 2)
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Obrazek 2 Centralni dogma molekularni biologie, zdroj [2]

4.3 Geneticky kod

Béhem translace se vyuZiva tzv. geneticky kéd. T¥i po sobé nasledujici nukleotidy RNA (koddn,
triplet) koduji jednu aminokyselinu. V RNA se mohou vyskytovat pouze 4 rlzné nukleotidy, tzn.
existuje celkem 4° = 64 riznych koddn(. V prirodé se vyskytuje pouze 20 riznych aminokyselin, které
mohou byt vyuZity k tvorbé bilkoviny. Z uvedenych Cisel vyplyva, Ze jedna aminokyselina mlze byt
kédovana nékolika koddny. Ve skutecnosti pro nékteré aminokyseliny existuje vice kdédi nez pro jiné
aminokyseliny. Geneticky kéd je tedy redundantni. Nékteré kodény maji specidlni vyznam. Jsou to

tzv. start a stop koddny, které oznacuji zacatek a konec peptidického fetézce. [2]

4.4 Struktura a funkce proteinii

Proteiny predstavuji molekuldrni aparat, ktery fidi a vykonava témér vsechny biologické funkce.
Nékteré proteiny podporuji a posiluji nase pojivové tkané, jiné proteiny obsazené ve svalech
umozZiuji pohyb. Dalsi proteiny (enzymy) katalyzuji nejrliznéjsi chemické reakce, umoznuji
a kontroluji trdveni a metabolismus, reprodukci a umoznuji ¢innost imunitniho systému. Interakce
proteind s RNA a DNA umoZiuji tvorbu novych proteint a reguluji jejich hladinu v zavislosti na
zméndach vnitfniho a vnéjSiho prostfedi. Proteiny jsou syntetizovany jako linedrni fetézec
aminokyselin, ale v bunééném prostredi rychle vytvofi kompaktni kulovity (globuldrni) tvar (protein

folding). Tento tvar predstavuje pfirozenou strukturu proteinu, kterd je nezbytna pro biologickou
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funkci proteinu. Pouze v této prirozené globularni strukture mlze vétsina proteinl zcela plnit svoji

biologickou funkci. [2] (viz obr. 3)

Obrazek 3 Globularni tvar proteinu, zdroj [3]

4.5 Aminokyseliny

Aminokyseliny tvofi zakladni stavebni bloky protein(l. Na rozdil od DNA a RNA, které jsou tvofeny
ze 4 rliznych nukleotidd, proteiny jsou tvoreny z 20 aminokyselin, které maji rliznou velikost, tvar a
chemické vlastnosti. VSechny aminokyseliny maji stejnou kostru, kterou tvofi aminoskupina, alfa
uhlik a karboxylova skupina. Schopnost jednotlivych aminokyselin vytvaret rtizné vazby (vodikové,
disulfidické) s jinymi aminokyselinami nebo okolnimi molekulami ma zasadni vliv na prostorovou
strukturu proteinu.(viz obr. 2) Fyzikdlni a chemické vlastnosti proteinu, jeho biologickd funkce a
prostorovy tvar jsou uréeny pouze sekvenci aminokyselin, které protein vytvari. Primarni struktura

proteind se zapisuje jako fetézec znakl - posloupnost jednoznakovych koda.[2](viz tab. 1, 2)
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Tabulka 1 Kédy pro zapis sekvenci nukleotidt a aminokyselin, zdroj [1]
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4.6 Polypeptidy

Retézec aminokyselin se nazyva peptid. Deldi Fetézce se ¢asto oznaduji jako polypeptidy nebo
proteiny. Pfi kovalentnim spojeni (druh chemické vazby) dvou aminokyselin dochazi ke vzniku
dipeptidu (2 aminokyseliny spojené peptidickou vazbou), a dalSich produktd. U molekul proteinl se
podobné jako u molekul DNA a RNA rozlisuji 2 rlizné konce retézce — N-konec (aminokyselina
s volnou aminoskupinou) a C-konec (aminokyselina s volnou karboxylovou skupinou). Posloupnost

aminokyselin v fetézci se obvykle uvadi od N-konce smérem k C-konci.[2]

5 Verejné dostupné zdroje dat

V této kapitole budou vyjmenovdny nékteré databdaze biologickych dat: Jelikoz v posledni
dobé doslo k velkému rozvoji v oblasti molekularni biologie a genomického' vyzkumu, ktery
produkuje obrovské mnoZstvi dat a tudiz i velké mnoZstvi databazi (az nékolik set), vyvstala
potfeba néjak tyto data schranovat. Proto zacdaly vznikat databdze. (viz kap. 2) Zde budou

vyjmenovany pouze ty vyznamné, nejvice navstévované.

K nejdllezitéjsim institucim zabyvajicim se spravou biologickych dat a vyvojem nastroj pro

jejich analyzu a poskytovanim informaci pat#i:[3]

e Evropsky institut pro bioinformatiku (EBI) se sidlem v Hinxtonu ve Velké Britanii

! genomika je specializovany védni obor, ktery usiluje o komplexni a Uplnou identifikaci a analyzu dédi¢né
informace organismu (genomu)
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e Narodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI) zalozené plvodné v ramci
Narodni Iékarské knihovny (NLM) v USA
e Centrum pro informacni biologii (CIB) zaloZzené jako oddéleni Narodniho genetického

institutu (NIG) v Mishimé, Japonsko

Aktudlnost dat v databazich je zajisténa systémem, ktery neumozini védclm publikovat
vysledky jejich vyzkumu dfive, neZz data, kterych se vyzkum tyka, nejsou zvefejnéna v ptislusnych
databazich. Databaze biologickych dat mlZeme podle obsaZenych informaci rozdélit do

nasledujicich skupin:[2]
Primarni:

e databaze sekvenci nukleotid(i (EMBL, GenBank, DDBJ) neboli ,Velka trojka“(viz kap.
5.1)

Druhotné:

e databaze sekvenci proteinl (Swissprot, TrEMBL)
e databdze struktur proteind (PDB, MSD)
e genomové databaze (TIGR)

e databaze obsahujici informace o expresi genl (ArrayExpress) (viz kap. 5.2)

Kromé téchto zakladnich a pomérné obsahlych databazi existuje cela fada dalSich databazi
biologickych dat, jak jiz bylo fe¢eno v ivodu. VSechny databaze zahrnuji kromé vlastnich dat i dalsi
informace tykajici se napt. struktury gen(, funkci proteinl. VSechny informace jsou integrovany z
mnoha rdznych zdroji. Mezi jednotlivymi databdzemi existuje velké mnozstvi odkazl, coz

umoziuje snadné hledani vztah(i mezi molekulami rGznych typ(.[3]

Dale se rozlisuji databaze moderované a nemoderované. Do nemoderovanych databazi maze
prispivat kdokoli — jedinou podminkou je, Ze data jsou vhodného typu a ve spravném strojové
Citelném formatu. Spravce nemoderované databaze do dat nijak nezasahuje ani nekontroluje
kvalifikaci a kompetenci pfispévatele. A naopak moderované databaze spravce pfijimaji data

podle vybérovych kritérii a kontroluji spravnost zaznamu. [1]

5.1 Primarni databadze sekvenci nukleovych kyselin

V kazdém ze tfi hlavnich bioinformatickych center (viz kap. 5) je spravovana genomova

databaze biologickych dat, hlavné nukleovych kyselin:[4]

e EMBL Nucleotide Sequence Database (v rdmci institutu EBI) — vytvorena v roce 1980 jako

prvni databanka na svété schranujici nukleotidové sekvence, cilem vytvoreni databaze
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bylo pfimét autory ukladat sekvence ptimo v databazi namisto publikovani v ¢asopisech,
ze kterych byly plvodné ziskdvany (prvnich 2427 sekvenci bylo prevedeno do databaze z
Casopist), k20. 04. 2009 obsahuje 248,327,537,740 sekvenci a 156,591,695

nukleotidovych bazi. [6] (viz obr. 4)
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Obrazek 4 Webové stanky databaze EMBL, zdroj [6]

GenBank (v ramci institutu NCBI) — zaloZeno v roce 1988 jako narodni zdroj informaci pro
molekuldrni biologii, NCBI vytvari vefejné databaze, provadi vyzkum ve vypocetni biologii,
vyviji softwarové ndstroje pro analyzu genomovych dat, a Sifi biomedicinské informace —
vse pro lepsi pochopeni molekularnich procest ovliviiujicich lidské zdravi a choroby. [5]

(viz obr. 5)
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Obrazek 5 Webové stranky databaze GenBank, zdroj [5]

e DDBJ (The DNA Data Bank of Japan) - ¢innost zahdjila v roce 1984, shromazduje data

predevsim z japonskych vyzkum( a Uzce spolupracuje s ostatnimi databazemi[4](viz obr.
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Obrazek 6 Webové stranky databaze DDBJ, zdroj [8]

Tyto tfi databdze Velké trojky si denné vyménuji veSkeré zmény v datech a prakticky se

neustdle vzajemné zalohuji. Jejich obsah je tedy témér totozny aZz na posledni pfirlstky nékolika

hodin. AvSak nevyhoda obrovského objemu dat prochazejicich databazemi Velké trojky je ta, Ze

databdze nutné museji byt nemoderované, krom toho tyto databaze funguji jako depozitar

(repository) nukleotidovych sekvenci, coZ znamen3, Ze pravo upravovat zaznamy v databazi nebo

dokonce zaznam odstranit ma pouze puvodni autor, a to i v pfipadé, Ze bylo prokazano, Ze data

jsou mylna.[1]
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Primarni databdaze jsou pfistupné prostifednictvim webovych rozhrani (viz kap. 10), kromé
toho lze prostfednictvim FTP bezplatné ziskat a lokdlné instalovat celou databazi ve stavu
odpovidajicim urcitému datu. Zmény v databazi od posledniho vydani jsou oznadovany jako

prirdstky (updates).[1]

5.1.1 Orientace v primdrnich databazich

Orientaci v primarnich databdzich umozZiiuje jednotny systém jedinecnych identifikatord

databazovych zaznamd, sdileny mezi vsemi tfemi databazemi Velké trojky.[1]

Kazdy datovy zaznam obdrzi okamZzité po zarazeni do databaze tzv. pfistupovy kdod, ktery se
skldda z proménlivého poctu pismen a Cislic (podle toho kdy a pres kterou primarni databazi byl
zaznam prijat). Pristupovy kéd je jakymsi ekvivalentem rodného cisla zaznamu, z(stdva nezménén
po celou dobu jeho existence a umoziuje kdykoliv pfislusny databazovy zaznam vyhledat. Soucasné
s publikaci v GenBank pak zaznam ziskd rovnéz jedinecné Cislo Gl (GenBank Identifier). Mezi

pristupovym kdédem a Cislem Gl neni zjevny vztah. [1]

nazev

Al222545
Nicotina tabacum mR p subfamily GTPase

gi|4585791 |lembl|AI222545.2 |[NTROP1 [4585791]
A

>
typ zaznamu|
cislo Gl

Obrazek 7 Priklad identifikatoru databazového zaznamu format GenBank, zdroj [1]

,Hlavicka“ zdznamU v databazi GenBank obsahuje také informaci o typu dat a cesté, kudy se do
databdze dostala — tak emb znamena zaznam plivodem z EMBL, gb GenBank, dbj zdznam z DDBJ,
dbest zaznam typu EST a podobné. Pivod dat je obdobé vyznacen i u odvozenych databazi
proteinovych, které byvaji pro ucely prohledavéni casto spojovany i s jinymi specializovanymi

databazemi, nept. Swissprot Ci PIR. (viz kap. 5.2) [1]

5.1.2 Typy zaznamii v primdrnich databdzich

V primdrnich databazich se lze setkat s nékolika typy datovych zaznami. Nasledujici vycet

shrnuje ty nejbéznéjsi: [1]

e standardni origindlni nukleotidové sekvence ziskané pokud moZno kvalitnim
sekvenovanim fragment( genomové DNA
e EST (expressed sequence tags) — ¢astecné sekvence, které jsou obvykle nizsi kvality nez

standardni sekvence
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e dosud neposkladdané a neanotované ,surové” sekvence ze sekvenovani genomu (HTGS —
high throughput genome sequencing)
e referencni sekvence jiz poskladanych a vice ¢i méné anotovanych kompletnich genom(

e sekvence anotované jinymi nez plvodnimi autory (TPA — third party annotation)

5.2 Druhotné databaze

Tyto druhotné databdze jsou proteinového charakteru, tedy obsahuji vétSinou
aminokyselinové sekvence, globuldrni tvar proteinu (viz kap. 4.4), funkce proteinu, odkaz na

literaturu a dalsi.

5.2.1 Databdze sekvenci proteinii

Mezi hlavni databaze proteinovych sekvenci patii databaze PIR (Protein Information Resource),
MIPS (Martinsried Institute for Protein Sequences), Swissprot a TrEMBL. Snahou databaze Swissprot
je poskytnout kromé vlastni sekvence i dalsi kvalitni anotaci, ktera zahrnuje popis funkci proteind,
strukturu jeho domén, post-translaéni modifikace atd. Diky této anotaci, ktera je na vysoké drovni, a
diky jednoduché strukture se tato databaze stala nejcastéji vyuzivanou databazi proteinovych
sekvenci. Databaze Swissprot se stejné jako databaze EMBL sklada ze zaznamU o sekvencich. Format
databaze je navrZen tak, aby byl co nejvice podobny formatu databaze EMBL.(viz kap.6.1) Kazdy
zaznam obsahuje tato data:[2]

¢ vlastni sekvence aminokyselin

e informace o citacich v literature

e taxonomicka data (informace o organismu, z kterého byla sekvence ziskana.)
Kromé téchto zakladnich dat mohou zaznamy obsahovat informace o:[2]

e funkci proteinu

e post-translacnich modifikacich

e zajimavych oblastech nebo mistech sekvence (napf. vazebni mista)

e sekundarni struktufe sekvence

e podobnosti s dalSimi proteiny

e chorobach spojenych s odchylkami proteinu

e variantdch sekvence

Databaze TrEMBL obsahuje hypotetické proteinové sekvence, které byly odvozené z kddujicich
sekvenci ulozenych v databazich Velké trojky nebo ziskané z literatury, a jesté nebyly integrované do
databdze Swissprot. Vétsina zaznam( v TrEMBL byla vytvofena pocitatem, prelozenim sekvenci
uloZenych v databazich Velké trojky na zakladé genetického kodu. Spolecné se sekvenci nukleotidd

jsou v zdznamech veskeré informace, které lze odvodit ze zaznamU o sekvencich nukleotid(. Zaznamy
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zGstavaji v databazi TrEMBL, dokud nejsou manudlné popsany a integrovany do databaze
Swissprot.[2]
V roce 2002 se Swissprot, TrEMBL a americkd databaze PIR propojily v ramci iniciativy Uniprot a

sdileji nyni data podobnym zplisobem jako primarni databaze Velké trojky.(viz obr. 8)[1]
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Clustors (UniRer) databases provide clustered sets of sequences from the UniProtkt and selected UnifProt

* Fublication Archive records to obtaln complete coverage of saguence space at saveral resolutions while hiding

“ eople redundant saguances The UniProt Archive (UniPare) (s a comprahensive raposaitory, usad to keap track of

suguances and thalr [dentifiors. The UniProt Motagenomic and Enmaronmental Sequences (UniMES)

w Halp
| database (9 a repository spacifically developed for metagenomic and environmental data

The segquences and nformeation in LniProt s accessible via text search, DEAS T sinilanity search, and

Eutopaan Bloinformatics Bwlgn nstitute of
Inatitute Bialntarmatic

Geatuetown Wnlyersily
Obrazek 8 Webové stranky konsorcia Uniprot, zdroj [6]

5.2.2 Databdze struktur proteinii

Nejvétsi databdze, kterd obsahuje informace o 3D strukture protein(i je databaze PDB
(Protein Data Base).(viz obr. 9) Databaze je sloZena ze zaznam( o jednotlivych proteinech, které maji
podobu textového souboru. Kazdy zaznam muze kromé prostorovych souradnic jednotlivych atomi
(x, y, z) proteinu obsahovat i dalsi informace o proteinu. Mohou zde byt informace o sekundarni
strukture proteinu,(viz kap. 4.4) o aktivnich mistech proteinu, o disulfidickych vazbach, které se v
proteinu nachazi, o nestandardnich (modifikovanych) aminokyselinach, které se v proteinu nachazi, o
tom, jakou metodou byla prostorova struktura proteinu zjisténa. Ddle mlze zaznam obsahovat
informace o organismu, z néhoZ byl protein izolovan, a odkazy na zdznamy v dalSich databazich
biologickych dat, které s danym proteinem souvisi. Existuji programy, které umoZniuji zobrazit

informace obsaZené v PDB souborech v grafické formé. Tyto programy umoZnuji zobrazeni modelu

proteinu a jeho prohlizeni z rliznych GhlG.[2]
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Obrazek 9 Databaze 3D struktury proteini PDB, zdroj [10]

5.2.3 Geonomové databdze

Genomové databaze vznikly jako odpovéd na rychle se mnozici projekty, které se zabyvaji
sekvenovanim celych genom( (precteni vSech bazi genomu). Cilem téchto databazi je posbirat
dohromady vsechny informace o genomech jednotlivych organism, které budou jasné oddéleny od
informaci o genomech jinych organismi. Diky témto databdzim je mozné snadnéji analyzovat
vSechny geny urcitého organismu. Tyto databaze opét obsahuji informace o sekvencich nukleotid(
jednotlivych gend, ale tyto sekvence jsou doplnény informacemi o poloze genll na jednotlivych
chromozémech. Genomické databaze obvykle poskytuji moznost zobrazovani v nékolika arovnich (od
zobrazeni celych chromozém po zobrazeni sekvenci jednotlivych gent).[2] Ale asi nejvyznamnéjSim
pfinosem jsou prehledné grafické mapy genom(, ve kterych se snadno vyhledava jako priklad
databaze, jejiz obsah prekraCuje pouhy usporddany vycet sekvenci, lze uvést databazovou sekci
webovych stranek Venterova Ustavu pro vyzkum genom TIGR (The Institude for Genomic Research)
(viz obr. 10) s podsekcemi vénovanymi predeviim genomtm prokaryontnich? mikroorganisma, ale i

genomovych & EST projektdm nékterych eukaryot®.[1]

2 Prokaryota-bakterie, rozmnoZzujici se nepohlavné
3 Eukaryota-velkd skupina jednobunécénych a mnohobunécénych organizmd, jako jsou napfiklad Zivocichové,
rostliny, houby nebo prvoci
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Obrazek 10 Webové stranky Venterova Ustavu pro vyzkum genomdi TIGR, zdroj [11]

5.2.4 Databdze obsahujici informace o expresi genti

Uroven exprese jednotlivych gend v tkanich se uréuje pomoci mikrociptl. Mikrogipy jsou desticky
se sondami, na které se vdze mRNA. Sondy jsou uspofadany do matice a tvofi je polynukleotidy
charakteristické pro jednotlivé geny. Na tyto mikroCipy se nandaseji vzorky obarvenych tkani, mRNA
obsazena v tkanich se vaZze na sondy a pomoci laseru se urcuje intenzita jednotlivych bodl matice
sond. Intenzita bodd urcuje, kolik mRNA se na jednotlivd mista matice navazalo. Velice ¢asto se
mikroCipy pouZivaji pro porovnani genové exprese dvou tkani (zdravé a nemocné). V téchto
pripadech se na mikrodip nanesou vzorky obou tkani, které jsou rdzné zbarvené. (viz obr. 11)
Informace z téchto experimentl se uchovavaji ve specializovanych databazich. Tyto databaze potom
obsahuji informace o expresi gen(, které jsou uloZené v rozsahlych husté zaplnénych maticich
redlnych cisel. Tyto matice mohou mit nékolik tisic fadkl a sloupcl. Vzhledem k mnoZstvi uloZzenych
informaci predstavuji tyto databdze druhy nejvétsi informacni zdroj, hned po databazich sekvenci

nukleotid( a protein(

Obrazek 11 Ukazka microarray €ipt, zdroj [4]
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6 Prdce se sekvencnimi daty

V této kapitole bude uvedeno, jak vypada porovnavani dvou sekvenci a zjistovani miry jejich
podobnosti. Toto porovnavani je centralnim tématem praktické bioinformatiky. MlZou se

porovnavat, jak nukleoidové sekvence, tak proteinové, z toho dlivodu, Ze je potfeba:[1]

e hledat homology” oblasti genomu nekdduijicich proteiny,
e vyhledavat sekvence DNA identickych ¢i témér identickych dotazu. MUzZe to byt tfeba
proto, Ze je potfeba zjistit, zda uz zkoumany fragment nékdo nesekvenoval,

e zabyvat se evoluéni historii gent kodujicich proteiny a dalsi.

Nyni je potteba si fict, co jsou to sekvencni data. Sekvencni data jsou jakékoli formy zdpisu
lineadrni posloupnosti monomer( v molekule biologické makromolekuly - nejc¢astéji DNA nebo

proteinu. Do prace se sekvencnimi daty predevsim patfi:[3]

e Upravy zapisu sekvenci do podoby srozumitelné programim pro dalsi analyzy nebo
do uhledné podoby pro prezentaci,

e odvozeni komplementdarniho vldkna DNA, (viz. Kap. 4.2)

e identifikace kddujicich oblasti a preklad DNA sekvence,

e tvorba grafickych map ze sekvence.

Dale je potfeba pochopit, co je minéno pod pojmem sekvence. Sekvence je digitalni zapis
posloupnosti jednoznacnych znak(i odpovidajicich jednotlivym typlim monomeru po fadé tak, jak
se s nimi v molekule setkdvame pti postupu ve sméru odpovidajicim sméru biosyntézy daného
typu molekuly. Pro DNA ¢i RNA je to od 5" k 3" konci, pro proteiny od N-konce k C-konci. [1] (viz
kap 4.1 a kap. 4.6)

6.1 Zadpis sekvenci a bézné formadty datovych soubortii

V nejjednodussi digitalni podobé je sekvence zapsana jako prosty fetézec IUPAC® znakd, které
jsou soucasné znaky ASCll(viz tab. 1 a tab. 2), v textovém souboru. Tento format oznacujeme jako
surova data. [1]Nutno podotknout, Ze tento format umi pfijimat vétsina online program. (viz kap.

10.3) A v3ak neni v této ,surové” formé uvedeno nic o plivodu sekvence.

Proto pro uchovavani sekvenénich dat spolu s dalSimi privodnimi informacemi byla vyvinuta

celad fada formatd. Néktery program mizZe byt naprogramovan na pfijem sekvenci v urcitém typu

4 Homolog souhlasnost, shodnost; vztah mezi ¢leny fady sloucenin, jejichz sloZeni se vzajemné lisi o jednu
nebo vice stejnych stavebnich jednotek
> IUPAC je nejvyssi mezinarodni autoritou v oboru chemického nazvoslovi
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formatu. Nejbéinéjsi a nejpouzivanéjsi je vsak format FASTA, nazvany podle stejnojmenného

algoritmu. (viz kap. 7.2.1)

6.1.1 Format FASTA

Vhodny jak pro sekvence nukleotidové, tak i pro sekvence aminokyselin. Je to textovy soubor,
jehoz prvni rfadka zacind znakem > (vétsi nez), za nimZ nasleduje ,hlavicka” obsahujici nazev
sekvence, anotaci a pfipadné dalsi udaje, které nejsou soucasti sekvence samotné. Prvni skupina
alfanumerickych znakl v hlaviéce (aZz po prvni mezeru) predstavuje jedinecny identifikator
sekvence (je vhodné sem umistovat napf. nazev genu ¢i klonu), na zbytek miZeme pohlizet jako
na volitelny komentar. Na dalSich fadkach pak nasleduje surovd sekvence. (bez mezer a cizich

znak(). Nefesi vsak uréeni typu sekvence.[1]
Ptiklad formatu FASTA dle [4] je napf.:

>sekvencel87 [org=Staphylococcus phage 187] ORF1 (partial)

CTGAGATATAAAAGCGTATAGAATATTCGAAGTAGTATAGTGTAGCCTGCAATAGCATCAGTGTAGTTCTCA
GCATAGAGAGGCTAAGATAAATGAAGATTGTGTCAGCAGCTACAATGTTTAGATATGGGAATGCTTTAAGGC
TGACTCGAAAGGTATAAAGTCGGTAAATAAGTTGCTTGAACACTGTTTTTACACCTGACAAAGNNNNNNNNN
NNNNNNNNNGCATAGTCATTAGTAATGATGGCGGAAAGACCTTT

6.1.2 Formadt PIR/NBRF

Pfikladem pomérné jednoduchého formatu, ktery elegantné feSi problém urceni typu
sekvence, je format PIR/NBRF. Pfijima ho jen malo programd, ale stoji zde za zminku. Prvni fadka
zacina rovnéz znakem >, za nimz nasleduje dvouznakovy kéd urcujici typ sekvence (napfr. P1 je
protein, DL linearni DNA — DNA linear), stfednik a zkraceny nazev sekvence. Druha radka obsahuje

plny ndzev a anotaci, od tfeti radky nasleduje sekvence ukonéend hvézdic¢kou.[1]
Priklad formatu PIR dle [4] je napfF.:

>P1; FOSB_MOUSE
sw:fosb mouse => FOSB MOUSE

MFQAFPGDYD
PGSEVPTVTA
GTSYSTPGLS
TPEEEEKRRV
TAELQKEKER
GFGWLLPPPP
TSSFVLTCPE

SGSRCSSSPS
ITTSQDLOWL
AYSTGGASGS
RRERNKLAAA
LEFVLVAHKP
PPPLPFQSSR
VSAFAGAQRT

AESQYLSSVD
VOPTLISSMA
GGPSTSTTTS
KCRNRRRELT
GCKIPYEEGP
DAPPNLTASL
SGSEQPSDPL

6.1.3 Format GenBank

SFGSPPTAAA
OSQGQPLASQ
GPVSARPARA
DRLQAETDQL
GPGPLAEVRD
FTHSEVQVLG
NSPSLLAL*

SQECAGLGEM
PPAVDPYDMP
RPRRPREETL
EEEKAELESE
LPGSTSAKED
DPFPVVSPSY

Jako dal$im formatem je GenBank z amerického institutu NCBI. Sekvence je rozdélend do

radkd po 60 znacich a mezi kazdym desatym a jedenactym znakem je udéland mezera pro
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prehlednost. V hlaviéce jsou uUdaje o plvodu sekvence, druh sekvence a datum vloZeni do

databaze.

Priklad formatu GenBank dle [4] je napf.:

LOCUS sekvencel87 262 bp DNA UNA 30-Jan-2003
DEFINITION sekvencel87
ORIGIN

1 CCTGAGATAT AAAAGCGTAT AGAATATTCG AAGTAGTATA GTGTAGCCTG CAATAGCATC

61 AGTGTAGTTC TCAGCATAGA GAGGCTAAGA TAAATGAAGA TTGTGTCAGC AGCTACAATG
121 TTTAGATATG GGAATGCTTT AAGGCTGACT CGAAAGGTAT AAAGTCGGTA AATAAGTTGC
181 TTGAACACTG TTTTTACACC TGACAAAGNN NNNNNNNNNN NNNNNNGCAT AGTCATTAGT
241 AATGATGGCG GAAAGACCTT TG

6.1.4 Format EMBL

Ne zcela spravny format pro své specifické formatovani sekvence. Ale tento format pouzivaji

napfiklad nékteré programy jako vystup. (viz kap. 8.2)[1]
Priklad formatu EMBL dle [4] je napf.

ID sekvencel87 standard; DNA; UNC; 262 BP.

DE sekvencel87

SQ Sequence 262 BP;
CCTGAGATAT AAAAGCGTAT AGAATATTCG AAGTAGTATA GTGTAGCCTG CAATAGCATC 60
AGTGTAGTTC TCAGCATAGA GAGGCTAAGA TAAATGAAGA TTGTGTCAGC AGCTACAATG 120
TTTAGATATG GGAATGCTTT AAGGCTGACT CGAAAGGTAT AAAGTCGGTA AATAAGTTGC 180
TTGAACACTG TTTTTACACC TGACAAAGNN NNNNNNNNNN NNNNNNGCAT AGTCATTAGT 240
AATGATGGCG GAAAGACCTT TG 262

6.1.5 Formadt CLUSTAL

Pro mnohocetna pfifazeni se vzil format CLUSTAL podle stejnojmenného programu. (viz kap.
9) Od prostého zapisu se lisi pouze definovanou délkou nazvu sekvenci a rozestupem radkd,
hlavickou (ktera musi zac¢inat slovem CLUSTAL a muzZe pokracovat kratkym komentarem do

jednoho radku). [1]
Priklad formatu CLUSTAL dle [4] je napf.:

CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment

sekvencel87 CTGAGATATAAAAGCGTATAGAATATTCGAAGT-GTATAGTGTAGCCTGCAATAGCATCA
sekvence?289 ATCAGAGAT-AAAGCGGATAGAATATTCG-AGTAGTATAGTGTAGCCTGCAATAGCATCA
sekvencel87 GTGTAGTTCTCAGCATAGAGAGGCTAAGATAAATGAAGATTGTGTCAGCAGCTACAATGT
sekvence?289 GTGTAGTTCTCAGCATAGAGAGGCTAAGATAAATGAAGATTGTGTCAGCAGCTACAATGT
sekvencel87 TTAGATATGGGAATGCTTTAAGGCTGACTCGAAAGGTATAAAGTCGGTAAATAAGTTGCT
sekvence?289 TTAGATATGGGAATGCTTTAAGGCTGACTCGAAAGGTATAAAGTCGGTAAATAAGTTGCT
sekvencel87 TGAACACTGTTTTTACACCTGACAAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCATAGTCATTAGTA
sekvence?289 TGAACACTGTTTTTACACCTGACAAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCATAGTCATTAGTA
sekvencel87 ATGATGGCGGAAAGACCTTTG

sekvence289 ATGATGGCGGAAAGACCTTTG
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6.1.6 Formadt PHYLIP

Na rozdil od predchoziho formatu CLUSTAL tento programy, které soubory ve formatu PHYLIP

prijimaji, kontroluji spravnost uvedenych daji o poctu a délce sekvenci.[1]

ABC-1
ABC-2
ABC-3

Ptiklad formatu PHYLIP dle [4] je napt.:

3 100
—-——-ATTGCGT
GATATTGCTT
—-——-ATTGCTT

TGATGCACCT
TGATGCACCT
TGATGCACCT

TATGGAAATT
TATGGAAATT
TATGGAAATT

GGACACAGAG
GGACACAGAA
GGACACAGAG

CGAAACTGCC
CGAAACTGCC
CGAAACTGCC

ATTTCATCAA
ATTTCATCAA
ATTTCATCAA

AAATACTATG
AAATACTATG
AAATACTATG

GAACATGATC
GAACATGATC
AAACATGATC

TCACCATCAT
TCACCATCAT

ACTGGTACTT
ACTGGTACTT
ACTGGTACTT

>[org=Saccharomyces cerevisiae] [strain=ABC] [clone=1]
>[org=Saccharomyces cerevisiae] [strain=ABC] [clone=2]
>[org=Saccharomyces cerevisiae] [strain=ABC] [clone=3]

Ponékud méné prehlednou, ale v nékterych situacich vyhodnéjsi variantou mnohocetného
pfitazeni pravé uvedenych ,prostfidanych” formatli, jsou formaty, v nichZ jsou jednotlivé
sekvence i s mezerami uvadény oddélené za sebou. Takovy zdpis totiz usnadriuje napf. vybér
pouze nékterych sekvenci pro dalsi zpracovani nebo postupné pridavani sekvenci do ptifazeni. Asi

nejjednodussi z téch to formatd je jiz zminovany format FASTA.(viz kap. 7.2.1)[1]

Plvodni data do primarnich databazi se mlzou uloZit, pokud se dodrzi formalni pozadavky na
format datovych soubor(. Jak EMBL tak GenBank pouzivaji stejné vstupni nastroje — webové
formulare, kterymi lez odeslat data do databdze. A vSak tato Cinnost je vSak typicka spiSe uzké
aktivni vyzkumné komunité, ktera se zabyva pravé sekvenovanim DNA. Mnohem castéji se vsak
v datech vyhledava. Jakym zplsobem se hledaji podobné sekvence, bude nastinén v nésledujicich

podkapitolach a dale v konkrétnich prohledavacich algoritmech v 7. kapitole.[1]

6.2 Postup stanoveni podobnosti dvou sekvenci
Obecny postup stanoveni miry podobnosti dvou sekvenci je nasledujici:[1]

e Sekvence po celé délce se pfiloZi k sobé, tj. zapiSe se do dvou pod sebou umisténych
radkd tak, aby identické pozice (baze ¢i aminokyseliny) lezely pod sebou (tudiz
neproporcionalni pismo). Takovému zapisu se fika prifazeni (aligment)

e Vypocte se celkova hodnota (score) podobnosti tak, Ze se seCtou hodnoty podobnosti
vsech jednotlivych pozic pfifazeni. Hodnoty podobnosti se stanovi podle predem
zvolenych kritérii. V nejjednodussim pripadé se napf. mlze jakékoli identické dvojici pozic

(pdr — match) pridélit hodnota 1 a jakékoli neidentické dvojici (mismatch) hodnota 0.
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e zda-li se porovnava mira podobnosti rlizné dlouhych dvojic sekvenci, vydéli se celkova hodnota

podobnosti délkou pfifazeni (normalizace hodnoty podobnosti)

Nyni zde bude uveden konkrétni pfipad zjisténi miry podobnosti Ctyf sekvenci, bude se

porovnavat, jestli jsou si vice podobné sekvence X, Y nebo C, D.

nepar

!

Sekvence X ATTGATCGGTCTTGCALTGA  Sekvence C ATTGCACTGTARAT

Sekvence Y ATTGCTCGGTATTGCITCTGA  Sekvence D ATTGCTCTGAALT

Vypocet normalizované hodnoty podobnosti bude stanoven podle predchazejiciho vyctu, tedy
sekvence se priloZi k sobé, aby identické pozice leZely pod sebou, spocita se kolik je part(tedy
stejnych identickych dvojic(pismen) spojenych svislou ¢arou) a spocita se kolik je neidentickych dvojic
(nespojenych ¢arou). Pary se vynasobi jednickou a nepary nulou. Tyto dvé hodnoty se sectou, jelikoz
jsou to nestejné dlouhé sekvence( X a Y sekvence maiji délku 20 a sekvence C a D délku 13), vydéli se

soucet délkou sekvence.
S(X,Y)=(17x1+3x0)/20=17+3=0,85 S(C,D)=(10x1+3x0)/13=10+3=0,77

Vysledek je, Ze si jsou podobnéjsi sekvence X,Y. Pro vypocet podobnosti nukleovych kyselin

(hlavné) se téZz mlize pouzit substitucni matice. (viz kap. 6.3, obr. 14)

Tento vypocet je celkem snadna zalezitost, netrividlni se vSak stava to, pokud budou sekvence
bud’ nestejné nebo i stejné délky, které se budou vyznamné lisit a nebude tak jednoznacné k sobé
pfiradit stejné baze nebo aminokyseliny. Vyvstava tu otazka, zda vnaset mezery nebo ne. Je zde

na vybér ze dvou typl pfitazeni: [1]

e Globalni pfifazeni — pfifazeni sekvenci po celé délce i za cenu vnaseni mezer do jedné
z nich i do obou; je zdkladem nékterych metod pro konstrukci mnohocetnych pfifazeni.
(viz kap. 8)

e Lokalniho pfifazeni — pfifazeni jednoznacénych Useku a skoncilo by se tam, kde se sekvence

rozchdzeji nad unosnou miru.

Globalni pfifazeni
SLAV-—————————— APATNIK-—————- PIONYR-R-————-— AKSETQRYMVIE
SLAVYTYIEFVRANAPATNIKSECVRAAPIQONYRRVEHVRATAKSETQRYMVIE

Lokalni pfifazeni
SLAVYTYIEFVRANAPATNIKSECVRAAPIQONYRRVEHVRATAKSETQRYMVIE

Obrazek 12 Priklad globalniho a lokalniho pfifazeni, zdroj [1]
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Pokouset se o globalni pfifazeni ma cenu jen u sekvenci, které jsou si vzajemné blizké — tj.
nepodlehly v pribéhu evoluce prestavbam a lze je vzajemné prifadit s vnesenim pomérné malého
poctu nedlouhych mezer. Naproti tomu lokalni pfifazeni je vhodné i pro sekvence slozené ze

»Stéhovavych” domén (viz obr. 12). [1]

Dobrou pomlickou pro volbu typu pftifazeni, a vlibec pro posouzeni, zda danou dvojici
sekvenci ma smysl pfifazovat, je graficka mapa vzajemné podobnosti sekvenci Cili bodovy diagram
(dotplot). Bodovy diagram vyjadrujici podobnost dvou sekvenci X a Y se mlzZe ziskat nasledujicim

postupem: [1]

e Souradnice (poradova cisla) bazi ¢i aminokyselin v sekvencich se vynesou na dvé vzajemné
kolmé osy (X na osu x, Y na osu y) tak, Ze pozici 1 v sekvenci X odpovida pozice 1
v sekvenci Y

e Vezme se , okénko” zvolené délky (napf. 2 pismena) a posouvad se po sekvenci X od polohy
1 na konec v krocich po 1 pismenu

e Pro kaZzdou pozici okénka se udéla tecka vsude, kde okénko ,naslo” stejnou dvojici pismen
v sekvenci Y

e Vnasledném kroku se mUZou pro prehlednost odfiltrovat (tj. smazat) vSechny tecky, které
nejsou soucasti diagonal delSich neZz néjakd pfedem stanovend minimalni hodnota, napf.
hodnota 3)

Cely postup je znazornén na obrazku 13.
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Obrazek 13 Konstrukce bodového diagramu, zdroj [1]
Podobnost sekvenci X a Y se v diagramu projevi jako diagonala (prerusovana v misté nepara).
Zpohledu na diagram se mulzZe okamiZité odhalit pfitomnost a poloha oblasti vzajemné

podobnosti, ale i inzerci, deleci, translokaci a opakovani v ramci jednotlivych sekvenci. [2]
inserce — vloZeni jednoho nebo vice symbolud
delece — odstranéni symbolu z jedné nebo vice pozic.

translokace — pfehozeni dvou symbold
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Algoritmy, které se pouZivaji pro praktickou konstrukci ptifazeni, dovedou vytvofit bud'
prifazeni lokdlni, nebo globdlni. Rozhodnuti mezi lokdlnim a globdlnim pfifazenim tedy musi
uzivatel ucinit jiz na Urovni volby programu. U parového pfirazeni se prakticky pouziva pouze
pfifazeni lokalni. Strategii nejjednodussiho mozného postupu konstrukce lokalniho pfifazeni mlize

byt zhruba ndsledovna:[1]

e Shora uvedenym postupem se sestroji bodovy diagram (viz obr. 13)

e Zvolise diagonadla, kterad se ma stat jdadrem pftirazeni

e Tato diagondla se postupné rozsifuje po 1 zbytku, a v kazdém kroku se vypocte hodnota
podobnosti

e Pokradujeme tak dlouho, dokud s pridavanim dalSich zbytk( hodnota podobnosti bud
roste, nebo klesa méné nez o pfedem stanoveny mezni rozdil.
Na obrazku 14 je zobrazen priklad bodovych diagraml pro sekvence, které prosly
prestavbami doménové struktury. Lze na ném vidét, Ze jen pro dvojici A a B lze sestrojit

podle predchazejiciho vyctu smysluplné lokalni ptirazeni.
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Obrazek 14 Bodové diagramy s ur¢enim nejvhodnéjsiho lokalniho pfifazeni, zdroj [1]

Praktickym prikladem obecné dostupného programu, ktery dokaze vytvofit bodovy diagram a
lokdIni pfifazeni dvou uZivatelsky zadanych sekvenci je program BLAST2 a je variantou dnes jiz

klasického prohleddvaciho postupu BLAST (viz kap. 6.2.2)[1]

6.3 Substitucni matice

Volba druhu pfifazeni neni jedinym krokem, kde do hry vstupuji uzivatelska rozhodnuti. Dojde
na né i pri vlastnim vypoctu hodnoty podobnosti, kde musi nejprve zvolit ,vahu“ vSsech moznych
kombinaci (part i nepar) aminokyselin, popfipadé nukleotidl. Pokud se pfi konstrukci pfifazeni
zavadély mezery, musi se rovnéz rozhodnout, jakou ,vahu” ¢i ,,cenu” mezerdm pfisoudit. Od toho se
pak bude odvijet dalsi rozhodovani, totiz, zda-li se viibec zavadéni mezer vyplati, nebo zda radéji

misto zavedeni mezery lokalni pfifazeni ukon¢it.[1]
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Vahy vSech mozZnych parQ i nepard aminokyselin ¢i nukleoidd udava substitucni matice (scoring
matrix). Substitucni matice je ¢tvercova tabulka, jejiz radky a sloupce odpovidaji jednotlivym symbolt
v sekvenci. Ciselnd hodnota na praseciku fadku a sloupce odpovida prispévku prislu$né kombinace
symbol( k celkové hodnoté podobnosti. (viz obr. 15) Hodnoty pfisouzené jednotlivym neparim
nezavisi na poradi symboll (nepar G-A ma stejnou hodnotu jako nepar A-G), a matice je tudiz

symetrickd podle diagonaly.[1]

AIT| G| C
Al11010 .|_¢,—-—-—-—'—'—'_'_'_'_- Hodnota nepdru G-A
T|O0 |10 10
G0 |0|14% Hodnota paru G-G
Clo 0101

Obrazek 15 Nejjednodussi substitu¢ni matice, pouzita pro vypocet podobnosti nukleotidovych sekvenci, zdroj [1]

Konkrétni hodnoty v matici odrazeji pozorovani ze skutecnych sekvenci. V pfipadé proteind
jsou to jednak pozorované frekvence zamén konkrétni aminokyseliny v rdmci zndmych soubort
homolognich sekvenci, jednak frekvence vyskytu jednotlivych aminokyselin. Sparovand vzacnd
aminokyselina, napf. cystein nebo tryptofan, ma vétsi vdhu nez aminokyselina ¢astd, popfripadé
aminokyselina kédovand mnoha kodony, jako tieba serin. Ciselné hodnoty v maticich jsou stanoveny
empiricky z ,reprezentativnich” ¢i ,typickych” souborl sekvenci tak, aby jejich aplikace vedla
k vysledklm, které pokud mozno davaji smysl. Pfedevsim pro proteiny neexistuje ,jedina spravna“
substitu¢ni matice. Pro sekvence nukleovych kyselin se vSak prakticky pouZivaji varianty jediné

matice, tzv. matice IUPAC Cili matice identity (identity matrix), kterd vSem parlim pfirazuje konstantni

kladnou hodnotu a véem neparim rovnéz konstantu (nulovou ¢i zapornou).[1]

U proteinl je situace sloZitéjsi, protoze tam bylo aZ dosud sestaveno nékolik sérii matic.
Historicky nejstarsi, a dosud pomérné Casto pouzivané, jsou matice PAM (point accepted station),
vytvorené Margaret Dayhoffovou a spolupracovniky jiz na sklonku 70. let minulého stoleti na zakladé
analyzy globdlnich pfirazeni sady blizce pfibuznych sekvenci. Konstrukce matice PAM vychazi
z empirického stanoveni frekvence jednotlivych specifickych zdmén. V rdmci modelové sady sekvenci
byly pro kaZzdou aminokyselinu zjistény frekvence vSsech moznych zdménovych mutaci v situaci, kdy
mutace postihuji 1 % zbytku v sekvenci. Na zakladé takto zmérenych hodnot specifickych mutaénich
rychlosti byla sestrojena matice PAM1, vyndsobenim této matice ji samotnou PAM2, atd. aZ po
PAM250, kterd odpovida stavu, kdy na stoaminokyselinovy Usek pfipada jiz 250 mutaci. Novéjsi
obdobou série PAM, sestrojenou zvétSiho souboru vychozich dat, jsou matice Jones-Taylor-
Thorntonovy (JTT) a Gonnetovy. Pro Cislovani Gonnetovych matic plati totéz co pro PAM -

GONNET250 odpovida PAM250.[1]
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PAM matice pro vzdalenéjsi sekvence (tj. s vyssimi Cisly) byly tedy ziskany extrapolaci. Druha
Casto pouzivana série matic BLOSUM byla naopak odvozena pfimo z empirickych dat na zdkladé
lokalniho pfifazeni konzervativnich domén méné blizce pfibuznych sekvenci. Také matice BLOSUM
souboru sekvenci. Pro praktickou aplikaci je dileZité pamatovat si pravidlo, Ze ¢im podobnéjsi jsou si
sekvence proteind, tim nizsSi hodnoty P’AM (pfipadné vyssi hodnoty BLOSUM) bychom méli volit — a
na opak. Matice s nizkym PAM a s vysokym BLOSUM nejsou ale volné zaménitelné, protoze byly
odvozeny na zdkladé zcela jinych empirickych dat. Pouzivat by se mély pokud moZno na data
podobnd tém plvodnim, proto nizké PAM je preferovana v situacich, kde za podobnost ,muze”
kratkd evolucni vzdalenost (maly pocet mutaci) oddélujici zkoumané sekvence, kdeZto vysoké
BLOSUM tam, kde se predpoklada vyznamnou podobnost ,ostrivkd” v jinak divergentnich
sekvencich napt. v disledku selekce ¢i evolucnich omezeni. V tabulce 2 je pfiklad redlné substitucni
matice pro proteiny - BLOSUMS80. Kédy aminokyselin v tabulce 1.

Tabulka 2 Pfiklad realné substitucni matice pro proteiny - BLOSUMS8O0, zdroj [1]
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7 Prohledavani databadzi podle podobnosti se zndmou
sekvenci

Nyni, kdyZ uz bylo vysvétleno, jak k sobé dvé sekvence pfifazovat a které databdze pouzit, se
mUze prikrocit jiz k samotnému prohledavani, neboli k tomu, které sekvence v prohledavané
databazi jsou nejpodobnéjsi zvolené sekvenci (od této chvile uz dotaz — query). Zaroven je
vhodné, kdyby bylo mozné posoudit, zda ty nejpodobnéjsi sekvence jsou dotazu vskutku podobné

vic neZ jen nahodné[1] — tedy statisticky vyhodnotit vysledky vyhledavani.
Pti prohledavani databazi je na vybér de facto ze dvou typu algoritm:

e Pfesny algoritmus

e Heuristické algoritmy

7.1 Presny algoritmus
U presného algoritmu se postupuje priblizné takto:[1]

e sestroji se bodovy diagram podobnosti,

e odvodi se z néj co nejdelsi lokalni pfitfazeni a

e pro néj se vypocita celkova hodnota podobnosti s dotazem,(viz kap. 6.2)

e vSechny sekvence v databazi se seradi podle hodnot podobnosti s dotazem (tim se
zjisti, kterd sekvence je dotazu nejblizsi),

e zaznamena se distribuci zjisténych hodnot podobnosti dotazu s jednotlivymi
sekvencemi z databdze a

e 7Zjisti se, jakou kfivku rozdéleni tyto hodnoty sleduji.

e Hodnoty podobnosti, které lezi vyrazné mimo kfivku odpovidajici nahodilé distribuci,

odpovidaji sekvencim, jejichz mira shody s dotazem je zfejmé vétsi nez nahodila.

Uvedeny postup je ponékud naivnim a zejména ve statistické ¢asti znacné zjednodusenym
pfikladem presného prohledavaciho algoritmu, ktery by databazi prohledal zplisobem vskutku
vyCerpavajicim. Nevyhodou takového algoritmu je nutnost sestrojovat pfifazeni pro vsechny
sekvence v databazi a z toho plynouci pomalost. Proto byly pfesné algoritmy v praxi do znaéné

miry vytlaceny postupy heuristickymi.(viz kap. 7.2)[1]

| pfes hardwarovou a ¢asovou narocnost existuji prakticky pouzZitelné implementace presnych
prohledavacich algoritmG. Prfikladem muiZe byt program SSEARCH, urceny k prohledavani
proteinovych databdzi proteinovym dotazem a nukleotidovych databazi nukleotidovym

dotazem.[1] (viz kap. 11 tab. 5)
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7.2 Heuristicky algoritmus

Heuristické algoritmy pro porovnavani podobnosti dvou sekvenci jsou nej¢astéji pouzivané
pro pripady lokalniho pfifazeni sekvenci. (viz kap. 6.2) Modelovym pfikladem heuristického
prohleddvani databaze je FASTA (o ktery se ji hovofilo jakoZto s ,darcem” jména jednoho
z nejbézinéjsich formata) [1] a dalsim, ktery doznal jesté lepsich vysledkl je algoritmus BLAST. Oba

dva principy téchto algoritmd budou v nasledujicich podkapitolach vysvétleny.

7.2.1 Algoritmus FASTA

Klicovym krokem ke zrychleni bylo pfipustit si, Ze k prvnimu hrubému odhadu miry
podobnosti sekvenci v databazi s dotazem vlastné ani neni potfeba sestrojovat pfifazeni. K prvni
filtraci databaze, tedy k vylouceni sekvenci, kterymi nestoji za to se zabyvat, muZe stacit samotny

bodovy diagram.[1]
Algoritmus FASTA pracuje tak, ze:[1]

e Pro kaZzdou sekvenci z databaze a pro dotaz je nejprve sestrojen bodovy diagram (viz obr.
16 a))s velikosti ,okénka“ (ktuple) o pfedem zvolené délce. V ném je pak nalezen pfedem
urceny pocet ,nejlepsich” diagonal (viz obr. 16 b)), tedy diagonal o co nejvétSim poctu
identit

e Pro tyto diagonaly je svyuZitim prfedem zvolené substituéni matice vypoctena
nenormalizovana hodnota podobnosti (init1l). Nedosahuje-li hodnota podobnosti nejlepsi
diagonaly alespon predem stanovené mezni hodnoty (cutoff), program se danou
sekvenci z databdaze prestane zabyvat

e Pokud hodnota podobnosti initl pro nejlepsi diagonalu prekroci mezni hodnotu, program
prozkouma, zda s touto diagonalou nesousedi diagonala jind. Jestlize ano, program obé
diagonaly propoji (viz obr. 16 c))a vypocte novou hodnotu podobnosti initn jako soucet
hodnot initl pro vychozi diagonaly, o néhoz byla za kazdou mezeru odectena konstanta.
Neni-li s ¢im propojovat, pak initn =init1

e Jestlize hodnota podobnosti initn presdhne zvolenou mezni hodnotu (threshold),
program teprve pro prislusnou diagonalu poctivé sestroji co nejdelsi lokalni ptirazeni (viz
obr. 16 d)) a znovu vypocte optimalizovanou hodnotu podobnosti opt za pouziti zvolené

substitu¢ni matice a ceny mezer
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Obrazek 16 Algoritmus FASTA, zdroj [13]

Hodnoty podobnosti opt jsou prlibézné zaznamendvany a je stanovena jejich distribuce,

oznacovanych jako Z-score.(viz kap. 7.3) [1]

Vystup se pak sklddd ze seznamu nalezenych frekvenci, série pfifazeni mezi dotazem a
nejblizsSimi nalezenymi sekvencemi a Udaji o statistickém hodnoceni a pro nalezené ,vyznamné“
sekvence i hodnota , o¢ekdvanosti” E, vyjadfujici pocet sekvenci vykazujicich stejnou podobnost

s dotazem.(viz Pfiloha 2)[1]

U algoritmus FASTA je nevyhodou, Ze se nékdy mUZe dopustit faleSné negativnich vysledkd (tj.
zmeskani sekvence vyznamné podobné dotazu), ale bohuzel i falesné pozitivnich vysledkl (tj.

najde sekvence, které dotazu pfibuzné nejsou).[1]

Existuji i rdzné modifikace pro prohledavani nukleotidovych sekvenci proteinovym dotazem a

pro prohledavani proteinovych databazi nukleoidovym dotazem, jsou to napfiklad:[1]

TFASTX (dokaZe prohledavat proteinovym dotazem nukleotidovou databdzi) a FASTX, FASTY

(dokazou prohledavat nukleotidovym dotazem proteinovou databazi). (viz tab. 5)

7.2.2 Algoritmus BLAST

V soucasné dobé je ziejmé nejrozsifenéjsim heuristickym algoritmem. Uvadi se, Ze je aZ 6x

rychlejsi nez algoritmus FASTA. (viz kap. 7.2.1)
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Algoritmus BLAST pracuje tak, ze: [1]

e pro sekvenci dotazu programu nejprve vytvofi ,slovnik” (index) vyskytu vSech pfitomnych
kombinaci symboll (slov) o pfedem zvolené délce

e pro kazdé slovo (word) ze slovniku nejprve zjisti hodnoty podobnosti za pouZiti zvolené
substituéni matice. V dalSim kroku pak ze slovniku vypusti vSechny slova, jejichZz vyskyt
v paru pfifazenych sekvenci ptispiva k vysledné hodnoté podobnosti hodnotou mensi nez
je jistd pfedem zvolena mezni hodnota T (threshold) (viz obr. 17 (1))

e V nasledujicim kroku program prohledava vsechny sekvence databaze a eviduje pro
kazdou sekvenci vyskyt slov ze slovniku (viz obr. 17 (2))

e Pro kaZzdou takto nalezenou dvojici ,,vyznamnych” slov v tésné vzajemné blizkosti program
slova propoji a pouzije jako jadro lokdlniho pfrifazeni, které pak obéma sméry rozsituje,
dokud hodnota podobnosti neza¢ne klesat. Pokud zjisténa hodnota podobnosti (score)
dosahne alespon pfedem zvolené mezni hodnoty (cutoff) program prifazeni zaznamena
jako tzv. HSP (high scoring pair), jinak pfifazeni opusti. (viz obr. 17 (3))

e Pro kazdou databazovou sekvenci obsahujici HSP pak program vypocte uUhrnnou
normalizovanou hodnotu podobnosti ze vSech HSP, ktera je nasledné pouzita ve

statistickém hodnoceni podobné jako u agutimu FASTA.

Vystup programu obsahuje seznam sekvenci s nejlep§imi HSP spolu s hodnotami
ocekdvatelnosti E (viz kap. 7.3), které odrazeji predpokladany pocet sekvenci o stejné nebo lepsi

podobnosti s dotazem ve stejné velké databazi sloZzené z ndhodnych sekvenci.[1]

BLAST Algorithm

(1) For the query find the list of high scoring words of length w

Quary of length L

of L-w+ 1 words (typically w = 3 for proteins)

For each word from the query sequence

find the list of words that will scom

at least Twhen scored using a pairscare

matris {e.g. PAM 2500, For typical parameters
there are amund 50 words per esidue of thequery..

{2) Compare the word list to the database and idertify exact matches.

Catabasze
Sequences

F

@

Exact matches of words
from word list

(3) For emch word match, extend alignment in both directions to find
alignments that score greater than score threshold 5.

=

l

—_—

Maimal Segriem Pairs (MSPs)
Obrazek 17 Algoritmus BLAST, zdroj [13]
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Hlavnim zdrojem zrychleni oproti algoritmu FASTA je prvni krok, rychlosti a relativni
nenarocnosti programu vsak pfispiva i vlastni algoritmus prohleddvani databaze ve 2. kroku.
V konec¢ném duasledku BLAST dokaze ,rlst s databazi“ podstatné Iépe neZ FASTA a je mimoradné
vhodny i k provozovani jako verejné dostupnd vyhledavaci sluzba. Prakticky vSechny verejné
pristupné databdze sekvenci davaji k dispozici server sprogramem BLAST provozovana
prostfednictvim webového rozhrani. Verze programu BLAST provozovand a nadale vyvijena na
americkém Narodnim centru pro biotechnologické informace, tzv. NCBI BLAST se dnes stala jiz
standardnim webovym nastrojem k prohledavani rozsahlych databdazi. NCBI BLAST je opatien
prehlednym grafickym rozhranim, pfistupnym prostrednictvim webového prohlizece,(viz obr. 21)

a obsahlou dokumentaci.[1]

Zajimavym rozsitenim moznosti algoritmu BLAST, pfistupnym napfiklad pravé prostfednictvim
serveru NCBI, je PSI-BLAST- pozi¢né specificky interovany BLAST (position-specific iterated BLAST)
dostupny pouze ve verzi pro proteinové sekvence, umoziuje nachazet vzdalenéjsi homology
dotazu a tedy posunout horizont smérem k hlubsi evolu¢ni minulosti.[1] DalSimi modifikacemi

stejné jako u algoritmu FASTA jsou:[1]

BLASTN (k prohledavani nukleotidové databdze nukleotidovym dotazem), BLASTP
(k prohledavani proteinovych databazi proteinovym dotazem), BLASTX (k prohledavani proteinové
databdze nukleotidovym dotazem) TBLASTX (urceny k prohledavani vSsech mozZnych prekladid
nukleotidové databaze vSsemi moZinymi preklady nukleotidového dotazu; v podstaté rozsSifeni

BLASTX o pfistup k prekladim neanotovanych nukleotidovych sekvenci).(viz tab. 5)

7.3 Statistické skorovaci hodnoty

Zde je vysvétleni statistickych hodnot, které se zaznamenavaji pfi prohledavani a nékdy se
zobrazuji ve vysledcich:[3]

e Z-score — mira, jak nepravdépodobna je nalezend shoda; ¢im vétsi Cislo, tim vétsi
pravdépodobnost, Ze srovnani neni dilem nahody
e P-value — pravdépodobnost, Ze pozorovana shoda je dilem nahody

e E-value — pocet podobnych zaznam( se stejnymi hodnotami skére jako pozorovany zaznam,
které mohou vzniknout v dané databdzi ndahodné (E=P*N ; N —velikost databaze)
Kdyz hodnota E bude mensi nez 0.02, sekvence jsou pravdépodobné homologni. KdyZ bude E mezi
hodnotami 0.02 < E< 1 homologie neni vyloucena a pokud E bude vétsi 1, shoda je zfejmé vysledkem
nahody. [3]
Dalsi statisticka hodnota, ktera se objevuje ve vysledcich prohledavani, pfiklad hypotetického

histogramu je na grafu 1.
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Graf 1 Hypoteticky priklad distribuce hodnot podobnosti, zdroj [1]

8 Mnohondsobné prirazeni proteinovych sekvenci

Mnohonasobné pfirazeni (multiple alignment) je dalsi zaleZitosti, kterou se zabyva prakticka
Bl. Pouziva se napfiklad pfi definici evolu¢né konzervovanych ¢i konvergentnich sekvencnich
motivl. Sekvencnimi motivy se oznacuji oblasti aminokyselinovych sekvenci sdilené néjakou
skupinou proteinl. Ve vétsiné prakticky vyznamnych pfipadl je skupinou minéna evolu¢né
sptiznéna rodina homolognich proteinu spjatych spoleénym plvodem, jde tedy o motivy evolucné
konzervované. Lze vsak i setkat s jednoduchymi motivy vzniklymi ¢asto konvergenci (misto urcujici
bunécnou lokalizaci proteint). Mnohocetné ptifazeni se sestavuje zpravidla bud’ proto, aby se na
zakladé evolucni konzervace usuzovalo na funkéni vyznam konkrétnich pozic (napf. identifikovali
aktivni mista enzym( nebo regulacné vyznamna mista post-translacnich modifikaci), nebo aby se

z nich vyvozovaly hypotézy o evolu¢ni minulosti studované genové rodiny. (viz kap. 9) [1]

8.1 Mnohondsobné srovnani sekvenci

| feSeni pfifazeni dvou sekvenci neni trividlni zaleZitosti. U mnohocetného pfifazeni pak
pfistupuji dalsi problémy, zejména dramaticky nardst vypocetni narocnosti. Zejména s ohledem
na tento jev maji prakticky vSechny redlné pouzitelné algoritmy heuristickou povahu, podobné

jako v pfipadé prohledavani databazi sekvenénim dotazem.[1]

Mnohondasobné srovnani je sefazeni tfi a vice sekvenci nukleovych kyselin nebo protein( s
mezerami vloZzenymi do sekvenci tak, Ze useky sekvenci s Uplnou nebo ¢astecnou homologii jsou

sefazeny nad sebou ve stejném sloupci. Obdobné jak tomu bylo u dvou sekvenci. (viz kap. 6.2)
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Obecné pouzivanym programem pro mnohonasobné serazeni sekvenci je Clustal W pracujici na

heuristickém principu vyjmenovanym v nasledné kap. 8.1.1.[4]

8.1.1 Algoritmus CLUSTAL

Konkrétni priklad strategie pro plné automatickou konstrukci mnohocetného pfirazeni si lze

ukazat na prikladu algoritmu CLUSTAL. Postup pouzivany pfi konstrukci mnohocetného pfrirazeni

metodou CLUSTAL Ize shrnout do nasledujicich krokd:[1]
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Program nejprve vzajemné porovna vsechny moziné dvojice vloZenych sekvenci a
z vysledkll sestroji matici parovych normalizovanych hodnot vzdalenosti. Pro vlastni
stanoveni parovych hodnot vzdalenosti mliZze uzivatel zvolit bud rychlou, ale méné
presnou metodu, kterd vychdazi z hodnot podobnosti (score) odpovidajicich nejdelSim
diagonalam bodového diagramu, nebo pomalejsi, avsak presnéjsi postup, ktery zahrnuje
optimalizaci parového pfifazeni pro kazdou dvojici sekvenci. Tento krok je z celého
postupu nejpomalejsi a jeho trvani roste s poctem sekvenci kvadraticky.

Na zakladé matice podobnosti program provede shlukovou analyzu a sestroji ,vidci
strom” — tedy dendrogram, ktery postupné sdruzuje sekvence podle miry vzajemné
podobnosti od nejblizsich ke vzdalenéjsim. (viz kap. 9)

Nakonec program sestroji vlastni pfifazeni, tak, Ze nejprve vytvofi parovd globalni
prifazeni téch sekvenci, které jsou ve vad¢im stromu bezprostiednimi sousedy.

V nasledujicich krocich postupné pfifazuje dalsi sekvence v pofadi dané dendrogramem.
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Obrazek 18 Vystup z programu Clustal W, zdroj [4]
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Konstrukce dobrého mnohocetného pfirazeni je, dokonce i za poufZiti vhodnych heuristik,
Ukolem narocnym na Cas (uzivatelsky i hardwarové) a pokud se této ¢innosti chce nékdo vénovat
systematicky, stoji za to si pofidit lokalni software. Pfesto vsak existuji vefejné servery, poskytujici

tuto sluzbu. Jsou to napfiklad: [1]

e na serveru databdze BLOCKS program BLOCKMAKER poskytuje nastroj pro vyhledavani
kratkych konzervativnich Usekl v uZivatelem zadanych sekvencich a tvorbu lokalniho
pfifazeni;

e algoritmus T-Coffee dosazitelny napfiklad prostfednictvim odkazu ze stranek Evropského
bioinformatického institutu, predstavuje zajimavou alternativu CLUSTALu — totiz plné
automatizovany postup pro konstrukci globalniho mnohocetného pfirazeni, sice pomalejsi
nez CLUSTAL, avSak odolnéjsi vici ,,mezerovému” artefaktu

e Ksrovnatelnym vysledkim jako T-Coffee pti vyznamné mensich narocich na strojovy cas
Ize dospét pomoci novéjsiho programu MUSCLE

e Zvlasté pro konstrukci pfifazeni vzdalené pribuznych sekvenci byl v laboratofich firmy IBM

vyvinut algoritmus MUSCA

8.2 Prirazovani trojrozmérnych struktur a modelovdni struktury

proteinti

Predikce trojrozmérné struktury proteinu zaloZzené na mnohocetném pfifazeni dvou a vice
sekvenci predstavuje pomérné zasadni problém, ktery v obecné roviné dosud neni uspokojivé

vyfesen. Proto je zde zminka o jednom mozném postupu. [1]

Vyrazné usnadnéni predikce trojrozmérnych struktur proteind je v ptipadech, kdy je jiz znama
experimentalné zjiSténa prostorova struktura proteinu o podobné sekvenci. V takovém pfipadé se
totiz mlZe pouzit experimentdlné zjisténa struktura jako ,forma“ — templat, podle kterého se
nejprve virtudlné ,poskladd” fetézec odpovidajici zkoumané sekvenci a pak pouze drobnymi
Upravami se vyfesi pripadné strukturni ¢i energetické konflikty (napf. elektrostatické pnuti Ci
prostorovou kolizi aminokyselinovych zbytk(). Postupy zaloZené na pravé popsaném principu
byvaji oznadovany jako navlékaci algoritmy (treading algorithms). Na navlékani samotné se lze
divat jako na specidlni typ konstrukce pfifazeni- totiz , pfifazeni“ mezi sekvenci a strukturou.
Popisovany postup je zaloZen na vyuziti modelovaci sluzby SwissModel ve spojitosti se zdarma
stazitelnym klientskym programem Deep View, ktery umoZiuje uskutecnit prvni — casové

pomérné narocné — kroky postupu na uZivatelském pocitaci. [2]

41



9 Studium pribuzenskych vztahii biologickych sekvenci

Sekvence biologickych makromolekul poskytuji bohaty zdroj informaci o pfibuzenskych
vztazich mezi organismy i jejich geny. [1] Neboli vtéto kapitole bude zminéno o evoluéni
interpretaci sekvenci. Budou zde nastinény kroky tvorby ,genealogického stromu” C(ili

dendrogramu.

Dendrogram je graf, ktery spojuje operacni taxonomické jednotky (OTU, Operational
Taxonomic Units, reprezentované sekvencemi vybranych vzdjemné ortolognich gend z vybranych
jedinc() prostfednictvim vétvi (branches) s uzly (nodes), které reprezentuji hypotetické spolecné
predky propojenych OTU a jsou navzajem dalSimi spojnicemi propojeny s predchozi , generaci”
spole¢nych predkd, reprezentovanych uzly hloubéji uvnitf stromu. Je predpokladano, ze geny se

zmnozuji duplikaci a taxony® oditépovanim populaci; vétveni dendrogramu je tedy binarni. [1]

Vsechny spojnice vychazeji z uzlu a vSechny uzly na nich lezici tvofi ,vétev vyssiho radu” Cili
klad (clade). Délka vétvi odrazi ,evoluéni vzdalenost” uzll, kterou si lze predstavit jako pocet
mutaci, ktery oddéluje uzly propojené danou spojnici. Z praktickych ddvodl se dendrogram casto
uvadi v pravouhlé grafické reprezentaci. Prehledné;jsi, avsak na vypocetni grafické provedeni
naroc¢na je ,hvézdicovita” forma dendrogramu.(viz obr. 19) Ma-li délka vétve odrazet ¢as uplynuly
od oddéleni linii vychazejicich z uzlu, musi byt splnény dalsi predpoklady — napt. stdla a pro
vSechny sekvence stejna frekvence mutaci, coz je zejména u sekvenci kddujicich proteiny a
podléhajicich selekénimu tlaku malokdy splnéno. Proto se nékdy v dendrogramech délka vétvi

neuvadi a je pak podstatna pouze topologie ,stromu”. [1]

Umisténi spoleéného hypotetického predka vsech OTU (ili kofene stromu (root) predstavuje
zavainy problém. Nejjednodussim feSenim je zaclenit do analyzy tzv. outgroup — sekvenci, kterd je
sice homologni, avSak vzdalena ostatnim studovanym vzorklm. Neni-li kdispozici vhodna
sekvence, nezbyvd neZ sestrojit, pfipadné interpretovat strom jakoito nezakofenény

(unrooted).[1]

Grafickd forma dendrogramu se pfilis nehodi k tomu, aby se na ni ¢i zni cokoli pocitalo;
podstatné snazsi je pracovat s daty zapsanymi pomoci standardni sady znak(. VSechny béiné
fylogenetické programy dovedou zachazet s daty v tzv. newickovském formatu (Newick Format),
ktery zachycuje vzdjemné propojeni uzlli pomoci zavorek a umoznuje i zapis délky vétvi. Napfr.

((((A:4,B:8):2,(C:6,D:1):6):3,E:9):1,F:16).[1]

K vyslednému dendrogramu muZe byt zaloZen na jednom ze dvou principQ. Bud' [1]

® Taxon neboli systematicka jednotka neboli taxonomicka jednotka je skupina konkrétnich (Zijicich nebo
vymrelych) organizm(, které maji spolecné urcité znaky (nejcastéji jsou pribuzné) a tim se odlisuji od ostatnich
taxonu
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e pomoci néjaké algoritmické metody se sestroji jediny ,nejlepsi mozny” strom, nebo
e se vyhleda nejlepsi z mnoZiny vSech moznych dendrogramd, které by se na zakladé

vstupnich dat daly postavit.

Prakticky se proto ¢asto, podobné jako v ptipadé prohledavani velkych databazi, pouzivaji

heuristické metody.

o AW AT

Obrazek 19 Evoluéni strom pTR5 rodiny lidskych endogennich retrovirQ, zdroj [3]

10 Porovnani konkrétnich databazi

Vtéto kapitole dojde k porovnani dvou ze tfi primarnich databazi, resp. jejich online
uZivatelskému rozhrani, o kterém by se dalo Fici, Ze ddva databdzim polidSténou tvar a je

v podstaté vstupni branou do nepreberného mnozstvi informaci.

10.1 UzZivatelskd webova rozhrani

Webové uZivatelské rozhrani slouzi k vyhledavani, ale i stahovani zaznam( z databazi. Na
rozdil od obsahu databazi, ktery je v ramci Velké trojky témér zcela sjednocen, uZivatelské rozhrani je
pro kazdou databazi specifické. Pro uZivatele je velmi dUlleZité, aby bylo co nejprehlednéjsi, protoze

uz samotné dolovani informaci z internetu neni nékdy snadné a u biologickych dat to plati taktéz.

V pomérech evropskych a americkych typicky uZivatel (neznaly japonstiny) pfistupuje

k databazim Velké trojky prostfednictvim:[1]

e SRS (Sequence Retrieval Systém) databaze EMBL na Evropském Ustavu pro bioinformatiku

(viz obr. 20)
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e Entrez databaze GenBank v americkém Ndarodnim centru pro biotechnologické informace

(viz obr. 21)

Jak jiz bylo fec€eno, tato dvé webova rozhrani jsou obsahové stejnd, konkrétni pfipady v jakych

ohledech se shoduji, budou nyni vyjmenovany:

e vyhledavani zaznam( na zakladé pfistupovych kodu, klicovych slov v ndzvech a anotacich,

jmen autory a literarnich citaci

U tohoto pfipadu bylo zjistovano vyhledavani sekvenci podle nazvu organismu. Byl zvolen dnes jiz
klasicky experimentalni model prokaryontniho organismu Arabidobsis thaliana neboli cesky

husecniku.

V rozhrani SRS se pozadovany zaznam zadal do vyhledavaciho policka a musela se zvolit
databaze, z jaké chce uzivatel hledat.(viz obr. 20) Vysledek je pak zobrazen v novém okné ve formé

pristupovych kédu. Po kliknuti na libovolny kéd se zobrazila ptislusna anotace. (viz Pfiloha 1)

CUEESE] ibayPage QueyFom oo

Results Projects Views Databanks
SRS
Quick Text Search Search Tips
Start a Permanent Project S— : ) . .
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=vailztle agam.

0

.09 UniProtkB {UNIPROT, SWISSPROT and SPTREMEL) is currently

biowisdom
SRS

Obrazek 20 Webové uzivatelské rozhrani SRS, zdroj [6]

Vrozhrani Entez se také zadalo jedno z hesel (pfistupovy kédl, klicové slovo v nazvech a
anotacich, jméno autoru a literarni citace) do vyhledavajiciho pole a opét byl zvolen nazev organismu
Arabidopsis thaliana. Pocty nalezenych sekvenci se zobrazily jako &isla v fadcich u jednotlivych

databdzi (viz obr. 21) Po kliknuti na pfislusnou databazi se zobrazily téz linky kédl anotaci.
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Obrazek 21 Webové uZivatelské rozhrani Entrez - vysledky vyhledavani zaznamu v jednotlivych databazich pro
Arabidobsis thaliana, zdroj [5]
e putovani mezi zdznamy, pripadné mezi databazemi, pomoci kfizovych odkazl (napf. mezi
sekvenci DNA a odvozeného proteinu ¢i mezi jednotlivymi sekvencemi publikovanymi
v tézZe praci) [1]

V rozhrani SRS se tato moznost odkazovani na dalsi informace ucini pomoci zakrouzkovaného
Link (viz obr. 22) a v rozhrani Entrez téZz pomoci linkQ, ale jiz rozepsanych (viz obr. 23)

Al links from this record

Leunch analysis tool:

NCEBI BLASTN > Gene
| Launch | » Genome Project
Link to related » Protein
information:
@ ¥ Protein Clusters
Save entry m » Fubhled (Weighted)
| 3
o Taxonommy
[Printee Frisndly » LinkOut
Obrazek 22 Odkaz na Obrazek 23 Odkaz na dalSi databaze v rozhrani
dalsi databaze Entrez, zdroj [5]

e pristup k pokrocilejsSim nastrojim, napf. prohledavani na zakladé podobnosti sekvenci

samotnych

Tento pfistup zajistuji vyhledavaci programy pfi nastavovani parametra. (viz kap. 11)

45



Jak jiz bylo uvedeno v predchazejicim vyctu, vidy, v obou dvou rozhranich, se pomoci néjakého
hesla a v néjaké databazi, vyhledaly pfislusné sekvence s linkem na anotaci, spolu s linky na dalsi
informace k danému organismu, ale také bylo mozné zpozorovat, Zze k informacim se dalo dostat
odliSnou cestou, neboli kazdé rozhrani mélo jiné provedeni. V tabulce 3 budou tytou tyto rozdily

rozepsany spolu s oznacenim vyhody nebo nevyhody.(viz tab. 4)

Tabulka 3 Vyhody a nevyhody rozdilnosti v provedeni u uZivatelského webového rozhrani SRS a Entrez, zdroj
[Vlastni]

Rozhrani SRS +/- | Entrez +/-

Ucelovost Skytda  vyrazné¢  vice | ++ | Mén¢ funkci --
funkci (v€etné moznosti
zavést si ucet na serveru
a de facto si postavit
vlastni dil¢i databazi)

Orientace Casto pouzivané nastroje | --- | Jednodu$si,  privétivejsi- | +++
se obtizn¢ hledaji prakticky vSechny bézné

pouzivané nastroje jsou
rychle a snadno dostupné
z jednoho mista

Stalost Stranky prochéazeni | -- Mnoho let stabilng | +-
webovych neustalym rozvojem uspotadané
stranek

Piistup ANO — trEMBL ++ | ANO- GenPept ++
K vlastnim
proteinovym
databazim

Odkaz na 3D | ANO-databaze PDB +++ | NE
strukturu
proteinu %
anotaci

Tabulka 4 Ohodnoceni vyhody/nevyhody v rozdilnosti provedeni u SRS a Entrez, zdroj [Vlastni]

+ vyhoda | - nevyhoda
+ mald - | mala

++ | velka - | velka

+++ | nejvetsi | --- | nejvetsi

Obé rozhrani maji zajisté néjaké pro a proti. Ale vzhledem k obrovskému kvantu dat, které rostou

exponencialni fadou, je kladen nejvétsi diraz na prehlednost a snadnou orientaci pfi vyhledavani
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pozadovanych informaci, ptripadné i navaznost na dalsi zdroje informaci. A tim jednoznacné pripada

doporuceni na americké webové uzivatelské rozhrani Entrez.

11 Prohledavani databazi sekvencnim dotazem

Drfive neZ se zacne svyhledavanim v databdzich a tedy i porovnavdnim konkrétni sekvence
pomoci vyhledavacich program(, musi si uZivatel samoziejmé uvédomit, jaky typ sekvence chce
porovnavat s jakou databazi. Jedno z rozhodnuti, které musi uzivatel ucinit sam, je pravé vybér
vyhleddvaciho programu. A jaky program se hodi na konfrontaci sekvence s databazi? S timto

problémem by mu mohla pomoct nasledujici tabulka (viz tab. 5) Jednotlivé programy jsou uvedeny

v kapitole 7.2.
Tabulka 5 Pfehled program pro vyhledavani homologi v sekvenénich databazich, zdroj [Vlastni]
Dotaz Databaze
(guery) DNA Protein
DNA FASTA BLASTX
BLASTN FASTX
SSEARCH FASTY
Protein TBLASTN BLASTP
TFASTX PSI-BLAST
FASTA
SSEARCH

Vysvétleni tabulky je nasledujici:

e pokud je sekvence z DNA, tedy nukleovych kyselin, a uZivatel ji chce porovnat s databazi
nukleovych kyselin, mGZe pouzit bud program FASTA, BLASTN nebo SSEARCH

e pokud je sekvence znukleovych kyselin, a uZivatel ji chce porovnat s databazi
aminokyselin, miZe pouzit program TBLASTN, TFASTX

e pokud je sekvence z proteinu, tedy z aminokyselin, a uZivatel ji chce porovnat s databazi
nukleovych kyselin, mlze pouZit program BLASTX, FASTX nebo FASTY

e pokud je sekvence z proteinu, a uZivatel ji chce porovnat s databazi proteinl, muize

pouzit program BLASTP, PSI-BLAST, FASTA, SSEARCH

11.1 SSEARCH vs. FASTA vs. BLAST

V dalsi podkapitole 11.2 bude stanovena jiz konkrétni sekvence (dotaz). Zvolila se sekvence
nukleotidovych kyselin a bude konfrontovan s nukleotidovou databazi. Tudiz se mlzZe pouZit podle
tabulky 5, bud program BLASTN, FASTA nebo SSEARCH. Dfive neZ se zacne s prohledavani, budou
nejdrive v tabulce 6 jednotlivé programy porovnany podle parametrd, podle kterych se bude v zavéru

hodnotit vysledek vyhledavani.
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Tabulka 6 Porovnani algoritmd, zdroj [Vlastni]

PROGRAM FASTA BLASTN | SSEARCH

Algoritmus Heuristicky | Heuristicky | Presny

Rychlost vyhledavani 2 1 3
L(zviaste

Citlivost vyhledavani u nukleotidovych 3 2
sekvenci)

Moznost dopusténi se chyby 3 1 2

Tabulka 7 Ohodnoceni kritérii programu FASTA, BLAST, SSEARCH, zdroj [Vlastni]

Znamka . wex s
“ s s Moznost dopusténi
(¢im nizsi, | Rychlost Citlivost

, ” se chyby

tim lepsi)

1 nejrychlejsi | vysoka nizka

2 normalni stiedni relativni

3 pomala mala vysoka

11.2 Format sekvence

Dotaz, ktery se bude porovnavat s databazemi, bude opét z organismu Aradopsis thaliana,
Sekvence je v ,surovém” formatu, ktery dokazou pfijimat vSechny programy, které jsou online na

strankach

e http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,
e http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html,

e http://ssearch.ddbj.nig.ac.jp/top-e.html.
Dotaz vypada nasledovné:

ATGGACAAAGTTATGAGAATGTCGTCCGAAAAAGGGGTGGTTATATTTACCAAGAGCTCCTGTTGTTTGT
CCTATGCGGTTCAAGTTCTCTTCCAAGATCTTGGTGTTAACCCTAAGATCCACGAGATTGATAAGGACCC
TGAATGCCGAGAGATAGAGAAGGCTCTTATGAGGCTAGGGTGTTCAAAGCCGGTCCCAGCCGTCTTCATT
GGTGGCAAGCTCGTTGGTTCGACCAACGAAGTAATGTCCATGCACCTAAGCAGCTCGCTCGTTCCCCTAG
TGAAGCCATATTTATGTTAA

Postup pro nalezeni sekvence byl takovyto:
1. na strankach http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ byl zadan nazev Arabidopsis thaliana

2. v rozhrani Entrez se zobrazilo, kolik je v pfislusné databazi zaznamu, byla vybrana nukleotidova

databaze (viz obr. 21)
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3. kliknutim na ID zaznamu byl zobrazen formular zaznamu

4. kliknutim na zalozku FASTA byl zaznam zobrazen v tomto formatu

5. zkopirovani formatu bez hlaviéky, pouze v surovém formatu,

Nyni, kdyz uZ je vybrana a zkopirovana sekvence, mize se zacit s prohledavanim databazi. Aby si

ale mohl ¢tenar predstavit, na jakych principech vsechny tfi programy pfiblizné funguji, jsou zde

v tabulce 8 prfehledné zobrazeny kroky, které provadéji pti nachazeni podobnych sekvenci dotazu.

Tabulka 8 Postup vypoétli homolognich oblasti u programt SSEARCH, FASTA a BLAST, zdroj [Vlastni]

Pfesny algoritmus
(SSEARCH)

FASTA

BLAST

Pro kazdou sekvenci
z databdze
sestrojime bodovy
diagram podobnosti
s dotazem a z néj
odvodime co nejdelsi
lokalni pFifazeni

Pro kazdou sekvenci z databaze a dotaz
je nejprve sestrojen bodovy diagram

s velikosti ,,okénka” (ktuple) o pfedem
zvolené délce. V ném je pak nalezen
prfedem urceny pocet ,,nejlepsSich”
diagondl, tedy diagonadl o co nejvétsim
poctu identit

Pro sekvenci dotazu program
nejprve vytvofi ,slovnik”
(index) vyskytu vsech
pfitomnych kombinaci
symboll (,,slov”) o pfedem
zvolené délce. Pro kazdé slovo
(word) ze slovniku jsou
nejprve zjistény hodnoty
podobnosti za pouziti zvolené
substitu¢ni matice

Pro kazdou sekvenci
pfifazeni vypocteme
celkovou
(nenormalizovanou)
hodnotu podobnosti
s dotazem

Pro tyto diagonaly je s vyuZitim pfedem
zvolené substitu¢ni matice vypoctena
nenormalizovana hodnota podobnosti
(init1). Nedosahuje-li hodnota
podobnosti nejlepsi diagonaly alespon
pfedem stanovené mezni hodnoty
(cutoff), program se danou sekvenci

z databaze prestane zabyvat

Ze slovniku jsou vypusténa
vSechny slova (at uz pavodni,
nebo odvozena), jejichz vyskyt
v paru prirazenych sekvenci
pfispiva k vysledné hodnoté
podobnosti hodnotou mensi,
nez je jistd predem zvolena
mezni hodnota T

Vsechny sekvence

v databdzi sefadime
podle hodnot
podobnosti

s dotazem; tim jsme
jiz zjistili, ktera
sekvence v databazi
je dotazu nejblizsi

Pokud hodnota podobnosti initl pro
nejlepsi diagonalu prekroc¢i mezni
hodnotu, program prozkouma, zda

s touto diagonalou nesousedi diagondla
jind. Jestlize ano, program obé
diagonaly propoji a vypocte novou
hodnotu podobnosti initn jako soucet
hodnot initl pro vychoyi diagonaly, o
néhoz byla za kazdou mezeru odectena
konstanta. Neni-li s ¢im propojovat, pak
initn =initl

Program prohledava vsechny
sekvence databaze a eviduje
pro kazdou sekvenci vyskyt
slov ze slovniku. Pokud
program v nékteré databazové
sekvenci nenajde na téze
diagonale nejméné dvé slova
ze slovniku (hits) oddélena
vzdalenosti mensi ¢i rovnou
nez je predem stanovena
,délka okna“ A, sekvenci
opusti.

Zaznamendme
distribuci zjisténych
hodnot podobnosti
dotazu s jednotlivymi
sekvencemi

Jestlize hodnota podobnosti initn
presahne zvolenou mezni hodnotu
(threshold), program teprve pro
pfislusnou diagondlu poctivé sestroji co
nejdelsi lokalni pfifazeni a znovu

Pro kazdou takto nalezenou
dvojici ,,vyznamnych“ slov

v tésné vzdjemné blizkosti
program slova prpoji a pouzije
jako jadro lokalniho pfifazeni,
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z databaze a zjistime,
jakou krivku
rozdéleni tyto
hodnoty sleduiji.
Hodnoty podobnosti,
které leZi vyrazné
mimo kFivku
odpovidajici nahodilé
distribuci, odpovidaji
sekvencim, jejich
mira shody

s dotazem je zfejmé
vétsi neZ nahodila.

vypocte optimalizovanou hodnotu
podobnosti opt za pouZiti zvolené
substitu¢ni matice a ceny mezer

které pak obéma sméry
rozsifuje, dokud hodnota
podobnosti neza¢ne klesat.
Pokud zjisténa hodnota
podobnosti (score) dosahne
alespon predem zvolené
mezni hodnoty (cutoff),
program pfifazeni zaznamena
jako tzv. HSP (high scoring
pair), jinak pfifazeni opusti.

Hodnoty podobnosti opt jsou pribéziné
zaznamenavany a je stanoven a jejich
distribuce, oznacovanych jako Z-score.

Pro kazdou databazovou
sekvenci obsahujici HSP pak
program vypocte thrnnou
normalizovanou hodnotu
podobnosti ze vSech HSP,
ktera je nasledné pouzita ve
statistickém hodnoceni.

11.3 Konkrétni prohledavani databazi

A) Nejdfive probéhlo prohledavani nukleové databaze databanky EMBL programem FASTA -
tento program na strankach http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html (viz obr. 24) je opatfen
grafickym rozhranim, pfistupnym prostfednictvim webového prohlizece. Parametry byly ponechany
na vychozich, tedy substitucni matice pro vypocet hodnoty podobnosti byla nechdana none. Vysledky
jsou kzhlédnuti v Priloze 2. Vyhledavani bylo provadéno ve vsedni den dopoledne, s rychlosti

pripojeni k internetu kolem 2 Mb/s.
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Fleans Hote: The way that the email submission resutts are sent back has changed, instead
of returning the actual FASTAresult, thene is now a hyperink to your result pages.

Obrazek 24 Zadavani sekvence a parametri do online programu FASTA dtb. EMBL, zdroj [Vlastni]
V tabulce 9 jsou vyjmenovdana urcita shrnujici kritéria, ktera hodnoti prohledavani nukleotidové
databdze databanky EMBL nukleotidovym dotazem pomoci programu FASTA. A k jednotlivym
kritériim (od zadavani parametrl pres prohledavani k moznosti grafické uUpravy) jsou uvedeny

vysledky.

Tabulka 9 Kritéria pfi prohledavani databaze EMBL programem FASTA, zdroj [Vlastni]

C. | KRITERIA Vysledky
1. | Délka prohledavani 35 minut
2. | Pocet nalezenych identickych sekvenci 50

3. | Moznost pfednastaveni parametrt ano

4. Moznost vybéru matice ano

5. | MozZnost nastaveni grafického formatu vystupu | ne

6. | Zobrazeni hodnoty ocekavatelnosti E ano

7. | Filtrace oblasti o nizké komplexité ne

8. | Zobrazeni histogramu skore ano

9. | Odkaz na 3D strukturu ne

10. | Moznost odeslani vysledki na email ano

Program FASTA vyhledal béhem 35 minut poZadovanych 50 vysledkl. Tyto sekvence pouze
zobrazil s prislusnym ID, zdrojem z jakého organizmu dana sekvence je (Source), délkou zaznamu
(Lenght), shodnosti v procentech (Identity %), podobnosti v procentech (Similar %), prekryvajici ¢asti
(Overlap). (viz Pfiloha 2) Pro zjisténi dalSich informaci se muselo kliknout na odkaz ID. Zde je pak cela

anotace zdznamu. Histogram se zobrazil po kliknuti na tlacitko FASTA Results. Kde jsou i dalsi
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statistické hodnoty. Vysledky se vSak musi brat s rezervou, nebot program se mohl dopustit falesné
negativnich vysledk( tim, Ze zmeska sekvenci vyznamné podobnou dotazu, pokud podobnost spociva
v pfitomnosti mnoho velmi kratkych usek( identity, ale i faleSné pozitivnich vysledk(, tedy nachazeni

sekvenci, které dotazu pribuzné nejsou.

B) Dale probéhlo testovani americké databaze GenBank pomoci programu BLASTN — ktery je
uren pro prohledavani nukleovych databazi nukleovym dotazem, NCBI BLAST je opét opatien
prehlednym grafickym rozhranim, pristupnym prostfednictvim webového prohlizece (viz obr. 28) a
obsahlou dokumentaci. Rozhrani umoznilo celkem jednoduchy a intuitivni vybér varianty programu
vhodné pro konkrétni typ dotazu i databaze, i omezeni prohleddvané databdze napt. na sekvence
odvozené z jediného organismu (opét Arabidopsis thaliana). Filtr byl nastaven na hledani oblasti
s nizkou komplexitou,(viz obr 25) ostatni parametry byly ponechany na vychozi. MoZnost vybéru
matice nebyla zadna. Vysledky testu jsou zobrazeny v Pfiloze 3. Vyhledavani probéhlo ve vSedni den

dopoledne, s rychlosti pfipojeni k internetu kolem 2 Mb/s.
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Project TCETTUGYTCGACCAACGAAG TAATGTCCATECACCT M GCAGCTCLOTEGTTCCO,

TOAAGCCATATTTATCTTAA

< ’

Set subseguence

BLAETI: Comparw nudectide smgquences v

Optiomal parameters

Expect Filtor Descrptions Aligaments

Advanced oplions:

Bagin Search | Cloae Yot |

Obrazek 25 Zadavani sekvence a parametri do online programu BLAST dtb. GenBank, zdroj [Vlastni]
V tabulce 10 jsou vyjmenovdna stejna kritéria jako utabulky 9, kterd shrnuje tentokrat
prohledavani nukleotidové databaze GenBank pomoci programu BLASTN. A k jednotlivym kritériim

(od zadavani parametr(i pres prohledavani k moznosti grafické upravy) jsou uvedeny vysledky.

Tabulka 10 Kritéria pfi prohledavani databaze GenBank programem BLAST, zdroj [Vlastni]

C. | KRITERIA Vysledky
1. | Délka prohledavani sekundy
2. | Pocet nalezenych identickych sekvenci 50
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3. | MozZnost vybéru matice ne
4. | Zobrazeni histogramu skore ne
5. | Hodnoty ocekévatelnosti E (jako méfitko piibuznosti) | ano
6. | Filtrace oblasti o nizké komplexité ano
7. | Moznost grafického formatu ano
8. | Moznost pfednastaveni parametril ano
9. | Odkaz na 3D strukturu ano
10. | Moznost odeslani vysledki na email ne

U prohleddvani databaze GenBank bylo mozno vybrat databdzi pfimo Arabidopsis thaliana. Tudiz
prohledavani trvalo jen nékolik vtefin. Také vystup programu byl obohacen o grafickou prezentaci
ilustrujici umisténi podobnych Usekd vramci nalezené databazové sekvence a dotazu i miru
podobnosti (pomoci barevného kddovani). Nalezené sekvence Sly pfimo stahnout z databaze
prostfednictvim webovych odkazl, avsak nebyla zde funkce odeslani vysledkd na email.
Pfednastavené parametry zahrnuiji i filtraci oblasti o nizké komplexité, takze se slo snadno vyvarovat

tohoto bézného zdroje fale$né pozitivnich vysledk.

C) Dale probéhlo prohledavani treti z Velké trojky japonské databaze DDBJ. Databaze je i verzi
anglické, tudiz se Slo na strankach zorientovat. | zde probéhlo prohleddvani databaze stejnym
nukleotidovym dotazem tentokrdt pomoci programu SSEARCH. Byla zde moZnost oznacit, s jakou
databdzi bude dotaz porovndvan. Byla poZadovana emailova adresa, kam byl vysledek zaslany
formou html odkazu. Ve webovém formulafi (viz obr. 26) byly parametry ponechany na vychozich,
tedy i substitu¢ni matice pro vypocet hodnoty podobnosti byla nechana jako default. Vysledky jsou
zobrazeny v Pfiloze 4. Vyhledavani bylo provadéno ve vSedni den dopoledne, s rychlosti pfipojeni

k internetu kolem 2 Mb/s.
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Obrazek 26 Zadavani sekvence a parametri do online programu SSEARCH dtb. DDBJ, zdroj [Vlastni]
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V tabulce 11 jsou opét vyjmenovana stejnd kritéria shrnujici prohledavani, jako u predeslych
dvou testll, kterd hodnoti testovani databdaze DDBJ nukleotidovym dotazem pomoci programu
SSEARCH. K jednotlivym kritériim (od zadavani parametrl pres prohledavani k moznosti grafické

Upravy) jsou uvedeny vysledky.

Tabulka 11 Kritéria pri prohledavani databaze DDBJ programem SSEARCH, zdroj [Vlastni]

C. | KRITERIA Vysledky
1. | Délka prohledavani 3 hodiny
2. | Pocet nalezenych identickych sekvenci 50

3. | MozZnost vybéru matice ano

4. | Zobrazeni histogramu skore ano

5. | Hodnoty ocekavatelnosti E (jako métitko ptibuznosti) | ano

6. | Filtrace oblasti o nizké komplexité ne

7. | Moznost grafického formatu ne

8. | Moznost pfednastaveni parametrQ ano

9. | Odkaz na 3D strukturu ne

10. | Moznost odeslani vysledki na email ano

Vysledek byl zaslan pfiblizné po 3 hodinach ne email, jak jiz bylo feceno, jako html odkaz.
Vysledek byl zobrazen vjednom okné se vSemi statistickymi hodnotami ve znacné neprehledné
Upravé, po kliknuti na zvolenou sekvenci byl zobrazen vypis zdznamu bez odkazl na jakékoli dalsi

informace. Manipulace s vysledky byla tudiz velmi komplikovana.

D) Posledni testovani probéhlo jako experiment ve specializované databazi TAIR (The Arabdopsis
Information Resource) pro jediny organismus a tim je opét Arabidopsis thaliana (na strankach
http://arabidopsis.org , kde jsou mj. k nalezeni i idaje o genové expresi, fenotyp mutantd, relevantni
literaturu a adresar védcq, ktefi se zabyvaji vyzkumem Arabidopsis, coZ jiné databidze neumoznuiji)
pomoci programu FASTA. Parametry byly ponechdny na vychozich, tedy substitu¢ni matice pro
vypocet hodnoty podobnosti byla nechana matice BLOMSUMG5O0. (viz obr. 27) Vysledky prohledavani
jsou zobrazeny v Pfiloze 5. Test byl provdadén ve vsedni den, dopoledne, srychlosti pfipojeni

k internetu kolem 2 Mb/s.
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Obrazek 27 Zadavani sekvence a parametr( do online program FASTA dtb. TAIR, zdroj [Vlastni]
| v tabulce 12 jsou kritéria pfi prohleddvani tentokrat specializované databaze nukleotidovym

dotazem.

Tabulka 12 Kritéria pfi prohledavani databaze TAIR programem FASTA, zdroj [Vlastni]
C. | KRITERIA Vysledky
1. | Délka prohledavani 5 sekund
2. | Pocet nalezenych identickych sekvenci 50
3. | Moznost vybéru matice ne
4. | Zobrazeni histogramu skore ano
5. | Hodnoty ocekavatelnosti E (jako métitko pfibuznosti) | ano
6. | Moznost filtrace oblasti o nizké komplexité ne
7. | MozZnost grafického formatu ne
8. | Moznost pfednastaveni parametrd ano
9. | Odkaz na 3D strukturu ano
10. | Moznost zaslani vysledki na email ano

Prohledavani probéhlo velmi rychle navzdory pomalejsimu algoritmu. Bylo to zplsobeno mensim
poctem dat vzhledem kzaméreni databaze se konkrétné na jediny organismus. Vysledek byl
zobrazen na jedné strance vcéetné histogramu - plsobilo nepfehlednym dojmem. Po klinuti na
vybranou sekvenci, byla zobrazena podrobnd anotace i s odkazy na dalsi informace o této sekvenci,

napf. zobrazeni 3D struktury, cozZ je velkd vyhoda oproti nespecializovanym databazim.

11.3.1 Zavér prohleddvani vybranych databazi

V tabulky 6, kde byly jednotlivé programy ohodnoceny podle: rychlosti prohledavani, citlivosti

prohledavani a moznosti dopusténi se chyby, se témito 4 testy hodnoceni potvrdilo, nebot:
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e za nejrychlejsi byl zde oznacen program BLAST, coz se testem potvrdilo (viz tab. 9, 10, 11,
12)

e U moznosti dopusténi se chyby byl zvolen nejlepSim opét BLAST, to bylo v praxi zafizeno
tim, Ze Ize nastavit filtr oblasti o nizké komplexité.

e citlivosti byl nejlépe ohodnocen FASTA, ¢imZ v praxi bylo zrealizovano tim, Ze ve
vysledcich se zobrazovaly sekvence o velmi vysoké hodnoté E, coz svédc¢i o tom, Ze byly

prohledavané i vzdalené sekvence.

Pfi prohledavani jednotlivych databazi jednotlivymi programy byl ale také kladen diraz na
moznosti vybéru parametr(, na rychlosti prohledavéani, zobrazeni statistickych hodnot, moZnost
dalSich odkazu a na grafické pojeti vystupu, tudiz i celkové prehlednosti. Pro porovnani nukleotidové
sekvence s nukleotidovou databazi se zdd byt nejvhodnéjsi ve vSech smérech program BLAST, resp.
jeho modifikace BLASTN. Avsak databdze TAIR vzhledem ke konkrétnimu zaméreni by méla byt brana

na nejvétsi zretel.

Vzhledem k tomu, Ze rlizné programy vyuZivaji rlzné algoritmy, neni nijak prekvapujici, Ze se
vysledky lisi. Ale i zde plati, Ze dva jsou vic neZ jeden — tedy Ze hodnotu vysledk( vyrazné zvysuje

shoda nékolika program, pfedevsim pokud jsou zaloZeny na odlisném principu.

12 Zavér

V této praci prvnim z cild bylo utvofit si predstavu nad tim, co Bl zahrnuje. Tento cil byl docilen
objasnénim pojm0 z molekuldrni biologie, fecenim nékolika definic a historii, vyjmenovanim
byl kladen na podrobné vysvétleni principli, na jakych vyhleddvaci algoritmy pracuji a tim snad
objasnéni ,Cerné skiinky”, za jakou by ji jinak uZivatel povazoval program, ktery pouzije. Tim také i

pomoct se zadavanim parametrd, které jsou spiSe matematického charakteru nez biologického.

Dalsi zcild bylo porovnani databazi, resp. jejich uZivatelskych rozhrani, co se tyce spiSe
prehlednosti, ale i funkci, a pomoci tak naptiklad zacinajicimu biologovi s vybérem jedné z téch
nejvice navstévovanych databazi - tedy databdzi Velké trojky. Jako nejlepsim pro zacatecniky byla

stanovena databaze GenBank amerického institutu NCBI, resp. jeji webové rozhrani Entrez.

Poslednim z cild bylo porovnani vyhledavacich program. Ten byl docilen provedenim testd, kdy
byla zvolena jedna nukleotidova sekvence a ta byla zakladem pro 3 zvolené programy ve 4 rlznych
databazich. VSechny 3 programy byly hodnoceny podle stejnych kritérii, kde nejdllezitéjsim kritériem
byla stanovena rychlost a také moZznost dopusténi se chybného vysledku. Jako nejvhodnéjsim

kandidatem pro prohledavani se ukazal byt program BLAST opét amerického institutu NCBI.
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General Infermation

Prmary Accession £ 60236736
Apoezzion £ GOZ56756
SESErtry ID EMBL:G0255765
Moleoule Tyoe bnsar mRfa
Sequencelength 751

Entry Division PLR (Pants)
EntryDatallass  EST (Expressed Seguence Tag)
Sequence Wersion  GO256756.1
CTrezbon Date 13MaR-2002
Modfcaton Dste 13-M8R-2002
oNE S £0255766

Description

Desonpon JACCCAIDIEFDS.b Hymenzea courbanl mixed Bssues Hymenzea courbanil var. sibocampa 0N done JACCCAINDIFDS smlar to AT262E335.1 |
Symbols: | smilar to unknpwn protein [Arabidopsis thaliana] (TAIRAT2537218 1); senldar to unnamed protein product [Wits vinfera]
[68:CAG21852.1); contzins Interfro domain Conserved hypotheteal protein CHPOD73D {InterPro-PRODS25S), MR sequence.

Keywords EST,

Orgarsm Hymenasz cowrbanl var, stibocams
Organsm Eukaryota; Vinoiplantas; Streptophyia; Embryophyia; Tracheophvts; Soermainpnyts; Magnolophyta; sudootviedons; core eudicotyledons;
Clzssfoston rasids; eurnsids [ Fanales: Fabaress: Caesapnodsas; Detaness, Hymenasa,

R=ferences

1. DelBem  EV.; Srandac AD ; Costz 5GL.; D3 SivaM].; Buckendoe M.S.; Vintentz X ;
Transcripteme analysis of the rainforest free Hymenaea courbaril

Foston 1761
Key Lecation Qualifier Value
source 1.761 ‘organism Hymenzea courbard var. sibotama
mol_type mFfA
dev_stage 43 days plantists
dene_lb Hymenzsa courbarl misec SssuEs
dome 18CCCAIONIFDS
db_xref 130000227380
Seguencs
Charactensiics Length: 761 2F, & Count:234, C Ceunt: 122, G Count:111, T Count223, Others Comt:0
Sequancs Yexb]|G0256766] G0256766 JACCCA1001FIS.h Hymensea courberil mived tissues

CatCtOtoBatCtarctaatttIntas0geat CAADECragt tatategItitocartt
COTCA3ATANCt At T3aTATEA3R03TA0TCAN 1AL At URToUDt TArt LoaTECS
335t LCtLOtLCoatagCAt CatCTaAAAEAITCAETA5AtCAt COEAARAt tAttAS
TanTt3ECasTioraAtret i it aasgt i IaDAt tgIeooat Lt oraatontag
£330 LCCtLCCa0t Ittt et asAtCat ARt ARt QUataaAaITILCAgAttoasas
SCATOLCLCAtITOtttas0caalEt toa3ECon LAt CARLACCCATARTAEAA0TT
20CEALCTLICTAtoEatCaAct ot IiaCaacEat BOTTACCOLTA3ECaAT LOTansES
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FASTA Results

SUBMISSION PARAMETERS

Title Segquence Database em_rel
Sequence length 300 Sequence type n

Program fasta Version 2504 Mar. 8, 2008
Expectation upper value 100 Sequence range 1-

Number of scores ] Humber of alignments &0

Word size ] Open gap penalty -14

Gap extension penalty -4 Histogram falze

| Clearall || Checkall || invetsclection || Reset||  Show Alignments || Downksd |[Fe=t= —[|

DBAD Length ldentity® | Similar¥ Owerlap  E[
10 EM PL:ACO11001 Arabidopsis thaliana chromeso 91608 100.0 100.0 300 1.1e82
2 EM EST-AWE25141 | Arabidopsis thaliana cONA cl 506 1000 (1000 |300 4382
a0 EM PL:AY072366 | Arabidopsis thaliana glutared 505 1000 (1000 |300  |43e82
alC EM PL:AY085047 Arabidopsis thaliana clone 12 ‘500 100.0 100.0 300 43282
=00 EM EST:CK121725 | 202a18.p1 AtM1 Arabidopsis t 492 1000 1000 |300 |43e82
6 EM EST:DR243208 | 4494583 CERES-148 Arabidopsi 489 1000 (1000 |300 |4.4e82
7 EM EST:DR243205 160159 CERES-149 Arabidopsis 452 100.0 100.0 300 44232
2l EM EST:DRP43706 | 4498544 CERES-148 Arabidopsi 452 1000 1000 |300 |4de82
) EM EST:DR243204 4515279 CERES-145 Arabidopsi 414 100.0 100.0 300 4582
10 [ EM PL:AY114514 Arabidopsis thaliana putative 373 100.0 100.0 300 4782
MO EM EST:DR380580 | 974389 CERES-148 Arabidopsis 520 997  [1000 300 |6.6e5d ,

211 M EST.CAGDZ195 | HCO714 GIBCOBRL CAT NO 198 462 901 20 1 203 |B3e64 kraceno

21 EM_EST.AVIE01S | Arabidopaia thaliana cDNA of 406 1000 1000 [238 83063

237 I _EST EX039056 | BRO1BBOD calluw cONA fibrary a8 882 (882 (207  |44es2

nr BN PLUSI21S Arab thaliana chr 2 104081 828 820 261 18052

28 I ESTEX774680 | RR4BO78JQ RRA(PB) Raphanus 832 832  (BAZ  |201 |41es2

260 EM_EST.EXZ70351 | RRABQ7STF RRA(FB) Raphanus r 822 832  (B32 (281  |4.1es2

a1 EM_EST.EHA23147 OL5863R Brassica oleracen va 507 832 832 201 44052

28 L4 EST EHAZI143 OLSBEIN Brasuica oleracen va ar2 832 832 20 4 8052

200 £ _EST Eva26468 0108415 Brasaice napus Damag 703 828 628 20 14061

0 L4 ESTLV220040 | 0108772 Drassica napus Damag 10 828 s2e 201 1 deb1

nr EM _PLAY127010 | Arabidopaia thallana At293084 885 828  (B28  |201  |1.5e51

a2 |EW_ESTFDS70686 | RS2FHATTF RS2(RS) Raphanus s 678 828  [B28  |291  |1.8e51

nr EM_PLAYORTRIO0 Arabidopsis thaliana clone 39 875 828 828 a0 1.60-61

34 Ll LB AVEZAZ4T | Arabidopsis thalinne cDNA el 644 626 8206 20 18081

a8 ™ DM MTGEXE21108 | Arabidopals thaliana Fullle 822 828 |B28  |201 |1 5e51

i LI GSSANAZITA? | BOMLZESTR BO_2_3_KN Brassica o616 828  (b28 (201|180

37" |EM_EST.AVZGE457 | Arabidopsis thallana cDNA ci @10 828  |B28 (281 | 1.8esi

38~ filM_EST.ORATEATA | 107855 CERES-148 Arabidopsin 563 828 (828 (201 | 1S5e81

a0 |EM_EST.ORI7G474 | 107885 CERES-148 Arabidopsis g8y @28 |s2e 281 |1.5esy

a8 M LI LET.PDA7AGAN | REZFHATIG RE2(RS) Raphanus & 845 820 (020 (281 |1.8e80

o [14_PLOTO01020 Arabidopals thallana A2g3084 308  e28 (828|281 1.86-51

o £l MTO AC232618 | Brassica rapa subap. pekinen 140628 82.1 82,1 201 48051

a2l LM ESTEVOS2270  [RRIDFGITF RR3(NY) Raphanus r 730  ®18 (818 (2001 |6.6es0

ar EM_EST.FOSS3305 | AR4EUS1JIQ RR4(PB) Raphanus r e84 018 (M8 [291  |8.8es0

4l EM_EST.FDG6368 | RR1GHOITF RR1(CS) Raphanus f 652  B18 (818 (291  |8.8e50

45 | EM EST.FDOB3S0 | RR4GC29J0 RR4(PA) Raphanus ¢ 647 BB (818  [200  |8Bes0

@r i EST.FDSA7560 | RR4GC29TF RRA(FB) Raphanus r @45 818 (B8 (201 |6.9080

ar EN_EST.FRE36425 ARTFUOETF AR1(CS) Raphanus 842 B e ele 201 6 0050

4 Bl _ESTFOSS7267 | RRAEUSTTF RRA(PA) Raphunus r 610 ®8 [816 |201 [7e80

“wr Bl 055.AHRAG4S | 0de20d10.61 B oleracea002 Br 688 826 (826 (288  |0es0

g0l |EM ESTEVS24471 | RRIA130TF RR1(CS) Raphanus r 527 B1A4 (814 (200 | 26640
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TR HCHITBLAS T Formatting Resits - ZFUYAS 12027

P Formatting options DowmMoad
Nucle otide Sequence (300 letters)

e

Sign In] [Reqgish

Query ID Icl|54675 Database Name gp/3702.9506/at_est
Description Nona Description  Arabidopsisthaliana EST=s
Molecule type nucleicacid Program BLASTN 2.2.20+ OHaticn

Query Length 200

Other reports: Search Summary [Taxonomy reports][Distance tree of results

¥ Graphic Summary

Distribution of 50Blast Hits on the Query Sequence &

|r.1c| use-over to showdeline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scoras
<40 4050 5080 20-200 »=200
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hJ
(=]
-
o
(=]
h
FY
(=]

300




¥ Descriptions

Score E
Sequences producing significant alignments: {Bits) Value
gb|DR243208.1| 4494583 CERES-149 Arabidopsis thaliana cDNA cl... 542 5e-1353 =
gb|DR243206.1| 4498544 CERES-149 RArabidopsis thaliana cDNA cl... 542 5e-1533 =
gb|DR243205.1| 160159 CERES-149 Arsbidopsis thalisna cDNA clo... 542 S5e-153 U G|
gb|DR243204.1| 4515279 CERES-149 RArabidopsis thaliana cDNA cl... 542 Se-153 EE
gb|CK121725.1| 202al8.pl AtMl Arabidopsis thaliana cDNA clone... 542 5e-153 EE
dbj |AVE25141.1| AVE25141 RAFLG Arabidopsis thaliana cDNA clon... 542 5e-153 L']
gb|DR3E0580.1| 974389 CERES-1428 Arabidopsis thalisna cDNA cle... 538 Te-152 m
gb|BE038202.1| ARIOCOZ AR Arsbidopsis thaliana cDNR 5" simila... 538 Te-152 EE
gb|DR243210.1| 961841 CERES-148 Rrabidopsis thaliana cDWA clo... 533 3e-150 EE
gb|DR243209.1| 135441 CERES-149 Rrabidopsis thaliana cDWA clo... 533 3e-150 EE
gb|DR243207.1| 158013 CERES-1428 Arabidopsis thalisna cDNA clo... 3533 3e-130 m
AV790199 RAFL& Arabidopsis thaliana cDNA clon... _430 2e-119 EE
107855 CERES5-148 Arsbidopsis thaliana cDNA clo... 302 Se-81 EE
AVE24247 BAFL& Arsbidopsis thaliana cDNAR clon... 302 Se-81 EE
AV785457 BAFLE Arabidopsis thaliana cLNA clon... 302 9e-81 EE
1105490 CERES-147 Rrabidopsis thaliana cDNA cl... 212 le-53 ['!]
55487 CERES-147 Arabidopsis thaliana cDNA clon... 212  1le-55  OH
1133313 CERES-147 Rrabidopsis thaliana cONA cl... 212 1le-53 EE

1e-53  E

gb|DR23 64417 CEBRES-147 Arabidopsis thaliana cLNA clon... 212

gb|DR23 1146901 CERES-147 Arabidopsis thaliana cDNA cl... 212 1le-53 =

gb|DR23 1142609 CERES-147 Arabidopsis thaliana cONA cl... 212 le-53 IIE

dbj |AVS531820.1| AVS531820 Arabidopsis thaliana flower buds Col... 208 le-52 EE

gb|T04053.1| 3 Lambda-FRL1 Arabidopsis thaliana cDNA clone 31... 208 le-52 E]E

dbjlC99862.1| (99862 Arabidopsis thaliana library (Motchashi ... 208 Se-52 EE ;
gb|EHS51480.1| EBENXNS02IKRAVH &-day Arabidopsis seedlings, ae... 96.95 7e-19 E kraceno
gb|EL022466.1| EBENXNS02GRSAK &-day Arabidopsis seedlings, ae... £6.0 le-15 IIE

gb|EH961586.1| EBENXNS02JEQN1 &-day Arabidopsis seedlings, ae... £6.0 le-15 E

gb|EHE92040.1| EBENENS01BUERE &-day Arabidopsis seedlings, ae... £2.4 le-14 EE

gb|EHE32715.1| EBENXNSO1BEVEC E&-day Arabidopsis seedlings, ae... £2.4 le-14 E

gk |EHS21432.1| EBENXNSO1A3KPY &-day Arabidopsis seedlings, ae... 78.8 2e-13 IIE

emb |BX235042.1| BH835042 Arabidopsis thaliana Silique Col-0 RA... ] 2e-13

gk |EL201746.1| EB3RODYO2GCWFD 8-day Arabidopsis seedlings, ae... .0 fe-13 m

¥ Alignments sel 1 Al Get selected sequences Distance tree of resutts Multiple alignment

>-E_ DR243208.1| 44|!E3 CERES-149% Arabidopsis thaliana cLNA clone 1008222 57,

mENL sequence.
Length=4&9

Score = 542 bits (600), Expect = 5e-1353
Identities = 300/300 (l00%), Gaps = 0/300 (0%)
Strand=Plus/Plus

GRLRRAGGGETGETTATATTTAL
FEEEEEETEEEE el
GRLRRLGGGETGETTATATTTALD

Query 1 ATGGACRRAGTTATGAGRATGTCGTCD
FLCETTEETEEE et el
Sbjct 34  RTGGACRRAGTTATGAGAARTGTICGICT

111
CRLGH

Query 61 IGTIGITIGICCTIATGCGEITCARGTICICTTCCARAGRTCTIGGTGITARCCCTARGRATC 120
LT bbb e bbbl

Sbjct 94 IGITGITIGICCTATGOGETTCARGTICTCTTCCAAGATCTTGGTGTTARCCCTARGATC 153

Query 121 CRCGAGATIGATARGGACCCIGRATGCCGAGRGATAGRGARGECTCTIATGAGECTAGEE 180
PECEEEEE e e e et e b e e e e e e e e e e rnnd

Sbijct 154 CRACGAGRATIGATARAGGACCCTIGRATGCCGAGAGATAGAGARAGGCTCTTIATGAGGCTAGEE 213

Query 181 TIGITCARAGCCGGICCCAGCCGICTTICATIGSTGECARGCTCGTTGEITCGACCARCGRA 240
PECEEEEEEr e e re e e e e e e e e e e e e e e el

Sbijct 214 TGITCARAGCCGGICCCAGCCGICTICATIGGTGGCRRGCTCGTTGGTITCGACCARCGRR 273

Query 241 GIARTGTCCATGCACCTARAGCAGCTCGCTICGTTCCCCTAGTGARGCCATATTTATGTITIAR 300

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 274 GIARTGTCCATGCACCTRAAGCAGCTCGCTCGTTCCCCTAGTGRAGUCATATTTIATGTIIRR 333
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Your request to DDSJ SSEARCH service has finished,

Request ID: 20000£25223500

Your query

IEYCGTICCEAAMMAGEEETGETTATATTTAC

-
T
ACAT TICARAGCCGETOOCAGT
GICT CICGTIGETTCEACCARCERAGTARTIGTCCA
TGCACCTARGCAGCTCECTCEITCCCCTAGTEAACCCATATITATCTTAA
R R

SSEARCH searches & se ce dats bank

version 3.4¢26 July 7, 2006

Blease cite:

T. ¥, Smicth and M

W.R. Pesrson (13

Query fibrary /res:

1>>> query 300 300 nt

.
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1ie 249 36 = §
>120 3561 28:* ¢
399322087 residues in 1527298 sequences
statistica sampled from 60000 to 1526947 sequences
Expecration_n fit: rho(ln(x))= 8.4081+4/-0,00016;

mu= 14,4421+4/- 0.009

mean_var=67.5483+/-17.648, 0's: 2 Z-vrim: 18 B-trim: O in 0/45
Lambda= 0,156051
Kolmogorov-5Smirnov statistic: 00,0478 (N=25) at 44
Smith-Waterman (PGopt) (%.2 May 2008) function [+5%/-9 macrix (%:-49)), open/ext; -12/-4
Scan time: 1229.680
The best scores are; s-w bits K (1527298)
DR243204|DR243204.1 4515279 CERES-149 Arabidop ( 414) (f) 1500 340.8 3.le-92
DR243206|IDR293206.1 449985449 CERES-149 Arabidop ( 952) (f) 1500 340.8 3,2e-92
DR243205|DR243205.,1 160155 CERES-149 Arabidops ( 452) [f] 1500 340.8 3.2e-92
DR243208|DR243208.1 4494583 CERES~1490 Arabidop ( 462) (f) 1500 340.7 3.2e-02
CK121725)1CK12172%.1 202al8.p1l AtM1l Arabidopsis ( 492) (f] 1500 340.7 3.2e-92
AVE25141|AVE25141.1 Arabidopaia thaliana cDNA ( 50€) [f] 1500 340.7 3.3e~92
S0 IDRILOSBO,1 974389 CERES-148 Arabidops ( %20) [f£] 1497 340.0 8,3e-52
BEQO328202|BE03828202.1 AR10CO0E8 AA Arabidopsis tha ( 443) ([f] 1490 338.5 1.5e-81
IDR243209.1 135441 CERES-1499 Arabidops ( 4965) (f) 14979 336,0 8,5e-91
DR243210|DR243210.1 9561841 CERES-148 Arabidops ( 476) ([(f) 1478 336.0 8,5e-51
DR2493207|IPR243207.1 158013 CEREZ-148 Arabidops ( 500) (f] 1470 336.0 8.6e-91
AV7S0159|AV790159.1 Arabidopsis thaliana oDNA ( 405) ({r] 1150 271.0 3.1le-71
DR376474|DR376474.1 107855 CERES«148 Arabidops ( 563) [(f] 1005 229.2 1,2e-58
AVIES457 |AVIES5457 .1 Arabicdopsis thaliana cDNA ( 610) [r] 10085 229,2 1l.2e-52
AVE24247|AVE24247.1 Arabidopaia thaliana cDNA ( 644) (f) 1005 229.2 1.2e~58
DR2347691DR234769,1 644917 CERES-147 Arabidops=i ( %00) (£) 82% 188.7 1.8e-46
DR234767 |DR234767.1 1142605 CERES-147 Arabidop ( 500) [f] 825 188.7 1.8er46
DR234768 IDR234768,1 11496901 CERES-147 Arabidop ( 501) [f) 825 168.7 1.8e-446
DR234773|DR234773.1 1105490 CERES~147 Arabidop ( 504) [f] 825 188.7 1.8e-46
DR234771|IDPR2349771.1 55487 CERES-147 Arabidopai ( 516) [f) 825 188.7 1.8a-46
DR234770|DR234770.1 1133313 CERES5-147 Arabidop ( 554) (1) 825 188.7 l1l.5e-46
CR9862 |1CO9862.1 Arabidopsia thaliana YAC CIC3B ( 474) (») 812 185.8 1l.4e«45
I040%31T04053.1 3 Lambda-PRL1 Arabidopsis thal ( 460) [f] 809 185.2 2.2e-45
AVE31820|AV5E31820.1 Arabidopalis thaliana e¢DNA ( 532) [x] 809 185.1 2.3e~45
DR3I733091DRI7I309,1 102504 CEKRES-147 Arabidops ( %87) (f) 804 183.9 5,1e-45%
DR234772|DR234772.1 6912847 CERES~AS12 Axabido ( 374) (f) 788 180.5 5.3e~44
AVSAITI28I1AVES3728,1 Arabidopsis thalians cDNA ( 402) (f) 733 168.1 2.9e-40
DR344603|DR344603.1 4512360 CERES-148 Arxabidop ( 433) [f] 712 163.4 7.8e-38 krécer“D
o to top
>>DRZ43204 |DR2Z43204 .1 4515279 CERES-149 Arabidopsis thal (414 nt)
s-w opt: 1500 Z—score: 1795.5% bits: 340.8 E(): 3.le-32
Smith-Watermen score: 1500; 100.000% identity (1l00.000% similar) in 200 nt owerlap (1-300:34-333)
10 Z0 30

ATEEACRRRCTTATCAGRATEICETCCGAR

TARCTICITICITICTIICACCTITATGCARCATARTCCACRARRCTIATGACARTETICETCCERAR
10 Z0 30 40 50 &0

DRZ43Z

40 50 &0 70 eo a0
A N CETCETTATATTTACCARCEACGCTCCTETTETTIGTCCTATGCGETTCARCTTICTC

AR AT TATAT T TACCARCGRACGCTCCTIGTIIGTITCGTCCTIATECGETITCARGTITICTC
70 g0 30 100 110 1z0

DRZ43Z

100 110 120 130 140 150
TICCARCATCITGEIGTTARCCCTARCATCCACCAGATIGATARGEACCCTCARTECCER

TICCRRGARTCTIGEIGTIARCCCTRARGRTCCACGRAGRATIGATRARGEACCCTCGARTECCER
130 140 150 180 170 1890

DRZ432

180 170 180 130 200 Z1l0
CRGATACACGARAGECICTIATGAGECTAGECTETITCARRCGCCEETICCCAGCCETICTICATT

CRACATACACGRACCECTCTTATGAGECTACGEETETTCARACCCEETCCCAGCCETCTTCATT
130 200 210 220 230 z40

DRZ432

220

Z230 240 250 280 270

Z50 zZ80 Z70 Z80 Z30 300

280 230 300
GCITCCCCTACTGARGCCATATTITIATCTITAR

GITCCCCTACTGARCCCATATITATGITARACERCARCCARCCACGTATITATGATATTIAR
310 320 330 340 350 380

DRZ43Z
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S tair TAIR Fasta Search Results

Reference: Pearson, W.E. and D.J. Lipman (1988) Improved tools for biological sequence comparison Proc. Natl Acad Sci US.A 8524442448 [ Medline

Query sequence:

[Length: 3001
ATGEACARAGTTATGAGARTGTCETCOGAAR AR CEGETGEITATATT TACCARGAGCTCCTGTTGTTTET
CCTATGCGEITCAAGTICICITCCAAGAT CTITGEIGITAACCCTAAGAT CCACGAGATTGATAAGEACCC
TGAAT GAGAGATAGAGAAGGCICITATGAGGCTAGGETGITCARA CITCATIT
GETGECARGCTCETTGETTOGACCARCGAAGTAATGTCCATGCACCT AAGCAGCTCGTCGTTCCOCTAG
TGAAGCCATATTITATGITAR

Dataset to search: TAIRS Transcripts (-introns, YUTRs) (DNA)

w(jusued
=x>Running®***

Results:

fa=tad4 t wversion 3.4%2€ July 7, 200€
Histogram of scores
opt El}

cne = repres=ent= E0 likbrary =sguences

B3 OR3OR3 ORI ORI
oMo b o

a0
3z
as
a€ a==
38
40
4z
24 3533
46 2§72
48 2425
50 3147
52 2616 B
34 2304
56 1377
58 1624
€0 1283
€2 1073
€4 B24
€€ £33
€3 533
70 413
72 330
74 248
7€ 177
78 150
80 107
82 89
84 €8
86 41
88 28 43:2 inmet = represent= 1 library s=eguences
80 26 23:2
8z 23 26: : B
24 7 20:° B
36 15 15:%
LT 11 12:4 : 4
100 15 g:4 2
102 H 724 =
104 4 g4 : s
106 B g:2
108 4 2:*
110 5 2:*
113 4 2:2
114 1 2:2
116 H 1:4
118 0 1:4 e
*120 19 1:4 =

S97€€E23 residues in 36963 =eguences

Expectation n fit: rhoilnix)}= 5.0856+/-0.00028; mu= 22.3041+/- 0.020
m:m_?=F102T34BO+,."—21.ESQ, 0'=s: 0 E-trim: 17 B-trim: 0 in 0/5€
Lambda= 0.12E1&0

Eolmogorov-3mirnow statistic: 0.015%4 [H=25) at 42



The best =cores are: opt bits E[(3B5€3)

ATiCG06830.1 | Jymbols: glutaredoxin family 505} [£] 1500 281.1

AT2G30540.1 Symbols: glutaredoxin family €80} [£] 1005 181.2
AT2G47880.1 Symbols: glutaredoxin family €32} [£]1 @34 1€0.0
AT3IGE2960.1 Symbols: glutaredoxin family €15} [£f] 807 155.1
AT3IGE2950.1 Symbols: glutaredoxin family €B€} [£] 451 S0.4

3lz) [£] 415 B3.
588} [£] 413 B3.
500} [£] 4213 B83.
505} [£] 404 B1.
€57} [£] 2385 B80.
587} [£] aB€ 7H.
575} [£] 324 &7.
2B€) [£] 259 €2.
€78} [£] 21€ 47.

Symbols:

1

1

1

1

1

| glutaredoxin family
Symbols: | glutaredoxin family

1

1

1

1

1

1

AT2G47870.1
AT4G15630.1
AT4G15700.1
AT4G15660.1
ATSGi8600.1
AT4GL5670.1
AT3G21460.1
AT3GE2330.1
ATSG14070.1
AT3CG02000.1
AT3G44205.1
AT1G254580.1
ATiIGE1480.1
AT3G23410.1
ATi1G16660.1

Symbols:

glutaredoxin family
Symbols: glutaredoxin family
Symbols: glutaredoxin family
Fymbol=: glusaredoxin family
Fymbols: electron carrier/ pr
Symbols:
3ymbols: ROKYZ | RONYZ; thiol-di
Symbols: ROEY1 | BOKY1; thiocl-di [ 748} [£] 205 4E&.
Jymbols: | transposable element (2301} [zl 151 36.
Symbols: SRX4EH0 | SBX4B0; thiocl- [ €00} [£] 148 35.
Symbols: 3-locus prosein kina (2€05) [r] 138 34.
Symbols: alcohol oxidase-rela (2420} [£] 137 33.
Jymbols: transposable element (4435} [£] 128 32.
AT1GE1440.1 Symbols: f-locu=s protein kina (2375} [r] 125 32.
AT1GE1360.1 Symbols: f-locu=s lectin prote (26427} [r] 127 32,
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| 1 g
| 1 5
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AT1G55130.1 | Symbols: | endomembrane protein (2041} [£] 12€& 21.8
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ATAGO03930.1 Symbols: alcochol oxidase-rela (22771 [£]1 125 31.
AT3G43960.1 Symbols: cy=steine proteina=e, (1227} [r] 12€ 31.
ATSG568590.1 Symbols: protein kingse famil (2732} [£] 121 231.
AT3IG50370.1 Symbols: =imilar to unnamed p (7162} [£] 118 31.
AT4CG08710.1 Symbols=: transposakble element (2148} [£] 122 31.
ATSGO0E220.1 Symbols: | =imilar to unknown p (2715} [£f] 121 31.
ATSG40820.1 Symbols=: ATR, ATATE, ATRAD2 | AT (9188} [£] 117 a0.
AT2G39810.1 Symbols: HO31 | HOS1 (High expre (2180} [£] 120 230.
AT1GE1430.1 Fymkols: | 3-locus protein kina (2209} [x] 120 30.
AT1G11280.2 Symbols: | 3-locu= protein kina (2840} [r] 120 ao.
AT1G11280.3 Symbols: | 3-locus protein kina (26804} [x] 120 30.
AT1G11280.1 Fymkols: | 3-locus protein kina (2€39) [x] 120 30.
AT1G11280.4 Symbols: | 8-locus protein kina ([2E€3} [r] 120 30,
AT2G33880.1 Symbols: AGMYBZS, MYEZ2S | MYBIS (1104} [£] 121 ao.
ATSG46590.1 Jymbols: AWACOSE | AWACOSE [(Arab (12701 [£] 115 30.
AT1GO03380.1 3ymbols: ATPRC3Z2 | ATEC32 (PHYTOC (23371 [£] 117 a0.
AT1G03850.1 Symbols: | glutaredoxin family ([ BB7} [£] 118 25.

AT3IC03340.1 Symbols: | D-alanine——D-alanine (1783} [£] 11 Z5.5

ATSG23110.1 Symbols: | zinc finger [(C3HT4-t (14283} [r] 110 zZ5.% _E

ATLGEE235_1 3ymbols: | similar to unknown p [ 7581 [r] 118 29.8 _9

AT1G03850.2 Symbols: | glutaredoxin family [ €€E0} [£] 118 25.7 ﬂ

AT2G22807.1 | Symbols: | Encode=s a defen=in-1 [ 282} [£] 115 28.3 E

AT4G03660.1 | 3ymbols: | =imilar to hAT dimer (1995} [r] 113 29.4 g

— ,
kraceno

>>*AT1G06830.1 | Symbols: | glutaredoxin family protein (505 nt}

initn: 1500 imiwl: 1500 ept: 1500 Z-score: 1471.8 bkiss: Z281.1 E(}: 4.2e-75
banded Smith-Waterman =score: 1500; 100.000% identity (100.000% =imilar} in 200 nt overlap (1-300:35-3228}

10 z0 an
ATGEACARRGTTATGAGARTGTCGTCCGAR

AT1G0€ TACIICITCITCITCACCITAT GCAAGATAATGRACARAGTTATGAGARTFICGICCGAR
10 20 ao 40 50 0

40 S50 €0 70 BO =]
AR GEEETEEITATATTTACCAAGRAGCTCCIGTIIGITIGICCTATEOGETICARGTICIC

AT1G0€ ARAGEGETGETTATATTTACCARGAGCTCCIGITGITIGICCTATGOGEITCAAGTTICIC
70 ga 0 100 110 iza0

100 110 1z0 iz0 140 150
T CAAGATCT TGET T TARACCCTAAGAT CCACGAGATTGATARAGGACCCTIGAATGOCGA

AT1G0€ TTCCARGATCITGEIGITAADC TAAGAT CCACGAGATIGATAAGGACCCIGRATGOCGA

130 140 150 1g0 170 180
1g0 170 180 1s0 200 210

GAGATAGAGAAGGCICITATGAGGCIAGEEIGT ICARAGCCEETOCCAGCOGICITCATT

ATIG0E GRAGATACACAAGCIICITAT GARGITAGEEICI T CARRGOOEETOCCAGCOGTICITCATT
is0o 200 210 220 2a0 240

20 2a0 240 250 2ED 270
BT GECARGCTCEITEEI T RAC AR GAAGTART FT OCATFCACCTARGCARCTORCTC

AT1E0€ GEIGECARGCICGITEEITCRACCAACGRAGTART FIOCATFCACCTARGCAGCTORITC
250 ZE0 270 ZBO 250 aoon

280 250 300
GITCCCCTACTGARGCCATATTTATCGITAR
AT1G0€ GITCCCCTAGTGARGCCATATTTATGITAAACAACARCGARGGAGTATITATGATATTAA
310 azo aan 340 as0 3€0




