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Velkym ukolem dnesniho biologického badani je dospét od dat ke znalostem. Znam lidi, kteri
si mysli, Ze data uz jsou znalosti; ti se vSak pro zménu pidi po tom, jak dospét od znalosti
k pochopeni.

Sydney Brenner (The Scientist 16:12, 2002)

Nikdy bych se nebyla pustila do psani této knihy, a uz vitbec bych ji nebyla dopsala, bez
mnohych, kterym bych zde rdda pod€kovala.

Marcovi van Ranstovi, jednomu z mych prvnich privodci ve svété bioinformatiky,
dékuji za inspirujici zkusenost spojenou s absolvovanim kursu Computational Genomics r.
1995, jakoz i za ,,nultou verzi“ adresafe bioinformatickych odkazi, ktery (byt i ve znaéné
pfeménéné forme) dodnes pouzivam. Jaroslav Flegr si zasluhuje diky za mnohé konzultace
tykajici se konstrukce dendrogramii a statistickych metod — véfim, ze za ta l1éta by to vydalo
za vice nez semestralni kurs — 1 za kritické ¢teni prvni verze této prace.

Edovi Himelblauovi dékuji za souhlas s pietiSténim dvou z jeho kreseb, poprvé
uvetejnénych v dnes jiz zaniklém internetového magazinu HMS Beagle.

S obzvlaStnim potéSenim d€kuji vSem mladSim koleglim, kteti se velice rychle
v lecCems stali ze studentl uciteli. Za mnohé bioinformatické dovednosti vdéim zejména
Markovi ElidSovi, Marianovi Novotnému a Martinovi Potockému, ktery mi také poskytl
podklady pro ¢ast kapitoly vénované konstrukei trojrozmérnych modeltt molekul proteinti.

Struktura tohoto textu se do zna¢né miry zrodila béhem piipravy mezinarodniho kursu
bioinformatiky financovaného projektem EU HPRN-CT-2002-00265 ,,TIPNET*.

K tomu, Ze pobyvat v laboratofi bunétné biologie katedry fyziologie rostlin PfF UK
bylo a je potéSenim, ptispéla v riznych dobach fada dalSich kolegii — predevsim pak Viktor
Zarsky, ktery mne uvedl do svéta rostlinné bunééné biologie, a s nimz je mi cti a pot&enim
spolupracovat jiz neuvétitelnych deset let. Snad se na mne ostatni nebudou zlobit, Ze je zde
v zajmu unosné délky pod€kovani neuvadim jmenovité — az na Radka Bezvodu, ktery byl
snad az pfili§ shovivavym ¢tendiem predbéznych verzi tohoto textu.

Mj muz, Anton Markos, mi byl a je nejen moralni oporou a ¢lovékem nejblizs$im, ale i
prvnim ¢tenafem a laskavym, le¢ kritickym oponentem.

Tuto knihu vénuji mému otci, MUDr. Janu Zdenkovi Cvrékovi (* 7.6. 1915), se
vzpominkou na to, jak jsem se kdysi ve véku asi tak sedmi let doméhala vysvétleni, co jsou to
aminokyseliny. Ted’ uz to doufam vim.

V Praze 12.6.2005
Fatima Cvr¢kova

Tento dokument je autorskou verzi rukopisu, ktery byl r. 2006 publikovan nakladatelstvim
Academia v knizni podobé. S ohledem na to, Ze kniha je rozebrana a dotisk se nechysta,
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1. K ¢emu a o ¢em je tento text

Jiz celé desetileti — totiz od zvefejnéni prvni kompletni genomové sekvence bakterie
Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) — zijeme v postgenomové dob¢, a n¢kolik
let nas uz déli i od publikace (t¢éméf) iplného genomu huseni¢ku Thalova (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Na epochalni dilezitosti analyzy genomovych sekvenci se shodnou
nejen uvodniky vyznamnych védeckych Casopisii a praktikujici molekuldrni biologové, ale
v rostouci mife 1 zastupci disciplin systematicko-ekologickych, jejichz tradi€ni doménou
byvaly donedavna spise obory morfologické.

O piekotnosti vyvoje poslednich let svédci i to, ze samotnou definici bioinformatiky je
pomérné t€zké najit v tiSténé literatufe mimo specializované publikace, a do zna¢né miry jsme
odkéazani na webové zdroje proménlivé diivéryhodnosti.' Zde budeme bioinformatiku chépat,
podle definice zvetejnéné na pomeérne autoritativnim serveru
http://bioinformatics.org, jako ,klasickou bioinformatiku“ — tedy oblast na
pomezi biologie a informatiky, ktera se zabyva predevsim zpracovavanim, prohledavanim a
analyzou dat o sekvenci (pofadi monomert) a struktufe biologickych makromolekul
(Counsell, 2004). Termin ,,bioinformatika® miize vSak byt chapéan i ve vyznamu Sir§im jako
,»vyuziti pocitact k hleddni odpovédi na biologické otazky* (Baxevanis, 2001a), coz by ale
mohlo zahrnovat tfeba i statistické zpracovani fyziologickych ¢i klinickych dat, ktera se
strukturou makromolekul nemaji pifimou souvislost. V diskusich v odbornych kruzich se
muizeme naopak setkat i s pojetim uzsim, podle néhoz opravdovym bioinformatikem je jen
ten, kdo vyviji software pro pokud mozno automatizované (¢i pfinejmensim algoritmizované)
zpracovani a analyzu sekvencnich dat, nebo aspon spravuje vlastni databazi. ,,Vysoka*
bioinformatika v tomto smyslu se vyvinula v plnohodnotny obor, znéhoz na mnohych
univerzitdich lze obh4jit doktordt a pak se mu vénovat jako celozivotni specializaci.
Privodnim jevem specializace je vybudovéni vlastniho souboru problémt, pokladanych za
dostatecn¢ duastojné, aby se na nich dala délat dizertace (napf. jakym zpisobem najit
v sekvenci kompletniho eukaryotniho genomu hranice vSech intronli a exoni s v&tsi nez 95 %
pravd&podobnosti).” Typickymi tématy ,,vysoké®, ,,nové™ &i ,,postgenomové™ bioinformatiky
jsou katalogizace geni a genovych produktii v celogenomovém ¢i jeste vétSim meéfitku
(genomika, transkriptomika, proteomika) a srovnavaci analyzy vétSiho poctu genomu
sméfujici napt. k predikei funkei dosud nezndmych gent a interakci jejich produkti na
zékladé€ korelace vyskytu homologt téchto genti v riiznych skupinach organismii.

' Na internetu se oviem v nasi postmoderni dob& — a jinou toto médium nepamatuje — najde leccos,
nekdy i véci natolik bizarni, Ze pro pobaveni Ctenafe stoji za citaci in extenso: Podle definicniho
tridenti ruskych vedcu rozliSujeme dva obory paranormalnich jevii: bioinformatika a bioenergetika.
Bioinformatika (tzn. mimosmyslové vnimani, ESP) zahrnuje ziskavani a vyménu informaci
mimosmyslovou cestou (nikoli normdlnimi smyslovymi organy). V podstaté rozlisujeme ndsledujici
formy bioinformace: hypnozu (kontrolu védomi), telepatii, dalkové vnimani, prekognici, retrokognici,
mimotelni zkuSenost, ,,videni* rukama nebo jinymi castmi téla, inspiraci a zjeveni. Naproti tomu
bioenergetika popisuje jevy souvisici se vznikem objektivné vnimanych efektii, aniz by brala v potaz
normalni fyzikalni sily nebo energie. Patii sem: psychické pohybovani predméty (psychokineze),
podobnée vyvolany ohybaci efekt, antigravitacni jevy, zmény energie, elektromagnetické pusobeni bez
dostatecného fyzikalniho vysvétleni, nevysvétlitelné chemické a biologické procesy probihajici ziejmé
za ucasti védomi, psychometrie a proutkarstvi (Novak, 2001). Bioinformatik — i bioenergetik, ktery
absolvoval tfeba slavnou prednasku profesora Kubisty na Prirodovédecké fakult¢ UK — se jen divi, a
pfipomina si, Ze ne v§emu, co je psano a co se tvari jako definice, se da véfit.

* Blize o tomto problému v &asti 9.1.



Biolog, ktery nachazi jadro svého plisobeni v laboratofi, zlstava vici ,,vysoké bioinformatice*
v pozici zvidavého laika, zasnouciho nad cizimi vysledky ziskanymi pomoci metod, které se
navenek jevi jako Cernd skiinika. V lep$im piipad¢ se stava pouCenym uzivatelem programd,
které sestavili jini. Toto konstatovani by nemélo byt chapéano jako hanlivé; diiraz je totiz na
slové poucenym. Na tom, ze pracuji s ¢ernou skiinkou, neni nic $patného — kolik primérny
uzivatel vi o vnitini architektufe motoru ultracentrifugy? Experimentujici biolog totiz
bioinformatické nastroje uziva podobné jako ultracentrifugu. Resi oviem otézky jiného druhu
nez ty, které by, pokud bychom méli pokracovat v naSem ptiméru, zajimaly fyzika studujiciho
proces ultracentrifugace. Nad 95 % tspésnosti predikce obecného intronu v obecném genomu
se sice asi zaraduje, ale pro konkrétni intron v konkrétnim genu nutné potiebuje predikci
pokud mozno skoro stoprocentni. Kupodivu takové presnosti Casto dosahnout lze, a to praveé
pro jednotlivé, dobfe vybrané, nadstandardné experimentalnimi daty i literarnimi souvislostmi
podlozené piripady. Musime vSak rezignovat na obecné algoritmy a vysoce vykonné (high
throughput) softwarové néstroje, které jsou chloubou ,,vysoké* bioinformatiky! Podobn¢ jako
se vS§eobecnym zprumyslnénim vyroby obuvi dokonce ani v nejbohatSich statech nezaniklo
rucni Siti bot (ale setkdme se s nim se uz jen u téch nejdrazsich, kde kazdy par je jedinecny), i
zde se vedle vysoké technologie postgenomového veéku i nadale uplatni pec¢liva ru¢ni prace.
Tato ,,drobnd domaci vyroba® vSak by méla byt podlozena zkuSenosti biologa, ktery sice
neovlada rafinované matematické teorie a zpravidla ani neumi programovat, avSak vyzna se
v dZzungli molekul a regulaénich drah organismu, kterym se zabyva.

Jak se ale naS experimentator ma stit poucenym uzivatelem? Podobné jako u jinych
laboratornich dovednosti, i tuto je nejlépe pochytit od nékoho, kdo to umi.> Vyhodou oviem
je absolvovat néjaky prakticky kurs, poptipadé mit k dispozici literaturu, ktera by mohla
poslouzit na zpisob itinerafe ¢i turistického priivodce. Z cizich publikaci z nedavné doby
povazuji za zdatilou zejména utlou knizecku od Andrey Hansen (2001), ktera vSak pokryva, i
kdyz velmi nazorn¢ a dukladné, jen cast potiebné tématiky (zejména prohledavani
sekvencnich databdzi a konstrukci dendrogramil), a krom toho existuje pouze v némcing.
Minoru Kanehisa (2000) podava hezky biologicky zamétfeny, spise teoreticky nez prakticky a
pomérné naro¢ny vhled do myslenkového pozadi fady postupl ,,vysoké® bioinformatiky.
Podrobnéjsi, ale pro zacatecnika asi az ptili§ hluboky a rozséhly ptehled, ktery se dotyka i
nckterych oblasti prekracujicich bézné uzivatelské aplikace, pak poskytuje napt. monografie
kolektivu autorti ze série ,,Methods of biochemical analyses* (Baxevanis a Ouelette, 2001).
Cesky dosud na piibuzna témata nevyslo nic; véfim tedy, Ze je na Gase to napravit.

1.1. Modelové problémy

S vyjimkou  kratkého uvodu vénovaného praktickym piedpokladim jednoduché
bioinformatické prace (2. kapitola) se zde zaméfime na nékolik vybranych tématickych a
metodickych oblasti. Vybér vychazi ze zkusSenosti a typickych situaci, s nimiz se setkava
biolog, zabyvajici se molekularnimi mechanismy fungovani rostlinné¢ bunky a vyuZivajici,

> V tomto ohledu si véda zachovala strukturu stiedovékého cechu, i s instituci mistrti (tedy $éf
laboratoii), putujicich tovarySt (postdokll) a ucednikii (diplomanti a doktorandil). Stoji za
pfipomenuti rada, kterou svym budoucim kolegim kdysi udélil pozdné€ goticky malif Cennino
Cennini: 4 co nejdrive miizes, sver se vedeni mistra, abys se od néj ucil: a co nejpozdéji budes moci,
od néj odejdi! (Cennini, 1437/1946) — i kdyZ o tom, zda je i jeji druhd polovina ve védeckém svéte
hodna nasledovéni, bychom mohli diskutovat.



i kdyz nikoli vyhradng, jako experimentalni model Arabidopsis thaliana.* Neznamena to
vSak, Ze by Slo o metody ¢i témata pouze rostlinnd. Studovany organismus se promita
predevsim do vybéru prednostné vyuzivanych datovych zdroji. Obdobnou strategii lze vSak
uplatnit i pfi vyzkumu jinych systémil, zejména tam, kde existuji srovnateln¢ dikladné
experimentalné prozkoumané modely (napf. kvasinky, obratlovci). Mnohé uvadéné postupy
jsou pouzitelné univerzalnég, jak pro eukaryota, tak i pro prokaryota, jiné jsou vazany na
specificky eukaryotické jevy (napf. predikce sestfihu jadernych mRNA —9.1).

Pravdépodobné kazdy molekularni biolog se n¢kdy ocitne v situaci, kdy potrebuje

e sestrojit mapu Useku DNA (genu, klonu nebo tfeba praveé ptipravovaného plasmidu),
zjistit vném piitomnost restrikénich mist a kodujicich oblasti, odvodit sekvenci
kodujiciho fetézce DNA z nekddujiciho, navrhnout primery pro PCR (3. kapitola);

e ziskat co mozna nejvice dostupnych literarnich, sekvenénich, ptipadné i strukturnich a
dal$ich udajt o konkrétnim genu ¢i proteinu (4. kapitola) ;

e zjistit, co koduje (popifipadé cemu se nejvic podobd) Usek cDNA, ktery prave
naklonoval, at’ uz jakymkoli experimentalnim postupem (5. a 6. kapitola);

e nalézt ve studovaném biologickém materialu homology znamych genti ¢i proteinti (6.
kapitola);

e zjistit, zda zkoumany protein obsahuje jiz zndmé sekvencni ¢i strukturni motivy (7.
kapitola);

e porovnat sekvence dvou ¢i vice vzajemné piibuznych genl a z vysledku predikovat
ptipadné funkéni rozdily mezi nimi (5. a 8. kapitola);

e najit funkéni geny v dosud neanotovaném ¢i Spatné anotovaném useku genomové
sekvence (9. kapitola);

e posoudit miru ptibuznosti genti v ramci velké genové rodiny a z vysledku usoudit na
evolu¢ni historii ¢i alespon funkcni rozriznénost (10. kapitola).

Témito tkoly — a nékterymi dal§imi problémy, které cestou vyplynou — se budeme zabyvat
v nasledujicich kapitolach.

Nastroje, které budeme pouzivat, podléhaji pochopitelné rychlému vyvoji, a i pfi sebevétsi
snaze z m¢é strany budou pfinejmensim nckteré z nich zastaralé uz v dobé, kdy tento text
ptijde ¢tenari do ruky. Snazila jsem se vybirat konkrétni ptiklady predevsim tak, aby nazorné
vypovidaly o pouzivanych postupech, n€kdy i na uymu aktudlnosti. Pochopi-li ¢tenéf princip
metody, nebude mit potize s pouzivanim novéjsich alternativ, které se mohou z uzivatelského
hlediska jevit tak trochu jako &erna skiiiika.” Kdo nékdy sekvenoval DNA na dlouhém gelu,
vi, o ¢em je feC, a zajisté si dovede predstavit, odkud se vzal digitalni elektroforetogram
z nejnovejsiho plné automatizovaného pfistroje; naopak uz to tak snadné neni.

* Konkrétni piiklady erpam piedevsim z vlastni zkuSenosti, coz umoziiuje zastavit se i nad nékterymi
detaily, které se do publikaci obvykle nepisi.
> Nebo snad bledé $eda skfifika ... tieba s logem Applied Biosystems?



2. Praktické piedpoklady

Nebudeme se zde zabyvat “vysokou” bioinformatikou, ale vyuzitim vybranych
bioinformatickych ndastroji v bézné praxi experimentélni laboratofe. Proto se budeme snazit
vystacit s rozumnym minimem — at’ jiz po strance vybaveni (hardwarového i softwarového),
tak 1 co se tyce teoretické ptipravy. Pocitejme s tim, Ze Ctendf je sice specialista, ale v nécem
uplné jiném (napft. v genetice Arabidopsis), a ze se nehodla preskolovat na programéatora, ani
nemd v umyslu vénovat vétSinu rozpoctu laboratofe na nakup specializovaného
programového vybaveni, jehoz cena se zpravidla pohybuje minimalné€ v desitkach tisic korun.

Jedinou opravdu nezbytnou nakladnéjsi soucasti vybaveni tedy ziistava pocitac. Pro veskeré
zde zmiflované metody bude vyhovovat jakykoli relativné moderni pfistroj ‘“kancelarského”
typu (cokoli to v dobé, kdy ctete tento text, znamend), s rychlym pfipojenim na Internet.
Telefonni modem béznych parametri vdm nejspiS stacit nebude, nebo se pfinejmenSim
nedoplatite (nemate-li pausal).

Co se tyce softwarového vybaveni, v dal§im vykladu budeme ptedpokladat, ze vas pocitac je
vybaven operacnim systémem Windows, v naSich krajich u této tfidy pocitacti nejbéznéj$im.
Vétsina zde zminovanych aplikaci vSak je dostupna i uzivateliim jinych systémi, protoze bud’
funguji na serverech pfistupnych prostfednictvim jakéhokoli webového prohlizece, nebo sice
vyzaduji lokalni instalaci, ale existuji i ve verzich pro Linux, pfipadné MacOS. Pracujete-li ve
Windows, vlastnite jiz spolu se systémem 1 veSkeré nezbytné komercni programové vybaveni
— totiz webovy prohlize¢ (Internet Explorer) a jednoduchy textovy editor (Poznamkovy blok —
Notepad ¢i WordPad). Lze samoziejmé pouzivat i jiné webové prohliZzece, a n€kdy se vam
vyplati i rafinovangjsi textovy editor, jaky byva soucasti komerénich kancelarskych balik.
Pravdépodobné tak jako tak na vasem pocitaci néco takového (napt. Microsoft Office) mate.
Situaci, kdy opravdu potiebujete vic nez Notepad, vSak bude asi mén¢, nez byste ¢ekali, a
z pouzivani ,,chytrého* textového editoru miize plynout vic nesnazi nez uzitku (viz 3.1).

Dobrou zpravou je, ze mnohé specializované programy vyuzivané k analyze biologickych
sekvenci byly vyvinuty v rdmci projekti financovanych z vefejnych zdroji a zGstavaji proto
vefejné piistupné. Casto jsou instalovany na vefejnych serverech a dostupné prostfednictvim
Sité, nékdy vsak jde také o freewarové programy k lokalni instalaci na vas pocitaé, které si
budete muset sami stahnout z internetu a nainstalovat.’ Je proto zadouci, abyste na vasem
pocitaci méli prava ke zméné nastaveni a k instalaci programt (tj. lokalni administratorské
heslo), coz ovSem ptfedpokladd urcitou miru zbehlosti v zachdzeni se systémem, nebo byste
aspont méli byt se spravcem systému zadobie.

V neposledni fadé nesmime zapomenout na data, kterd budeme analyzovat. I ta budou
nepochybné z pfevazné vétSiny pochédzet z vefejnych databazi sekvenci genomovych DNA,
cDNA, proteinti, konzervativnich domén, struktur a motivii a podobn¢. Témto zdrojim je
vénovana 4. kapitola.

Proménlivéa povaha internetu s sebou nutné nese riziko zastarani jakéhokoli konkrétniho udaje
o vefejné dostupnych zdrojich, sluzbach a serverech. Cim vétsi server &i instituce je, tim déle
obycejné vydrzi. V hmotném svété je tomu ostatné podobné — Univerzita Karlova, podobné
jako dub, celkem prosperuje i po 650 letech, coz o mensich, byt’ i $pickovych laboratofich, ve

%  Freeware” zde znamend, Ze za legalni pouziti téchto programii pro nekomeréni ucely nemusite
platit, i kdyz nékdy mize byt vyzadovana registrace a zavazny souhlas s podminkami pouzivani.



svétd &asto vedenych vyzkumniky s terminovanou smlouvou,’ asi platit nebude. Proto se zde
snazim omezit sitovy adresat na nutné minimum. Rozsahlejsi a pravidelné aktualizovanou sbirku
odkazii najdete strankach kursu Uvod do bioinformatiky (B130C52), pravidelné vyuéovaného na
PiF UK, naadrese http://kfrserver.natur.cuni.cz/bioinfo.html.

7 Bliz§i vhled do tradic organizace vyzkumnych instituci pfedeviim ve Velké Britanii a USA viz napf-
Slack (1999/2001).



3. Prace se sekven¢nimi daty

Pfistupme nyni k zdkladiim vlastni prace se sekvencnimi daty. Tato kapitola bude vénovana
jednak nejbéznéjSim formam zapisu nukleotidovych 1 aminokyselinovych sekvenci a
zachazeni s datovymi soubory, jednak béznym ukolim, s jakymi se diive ¢i pozdéji setka
kazdy, kdo se prakticky vénuje molekuldrnimu klonovani. Patii sem predev§im
e upravy zapisu sekvenci do podoby srozumitelné programtim pro dalsi analyzy nebo do
uhledné podoby pro prezentaci,
e odvozeni sekvence komplementarniho vlakna DNA;
¢ identifikace kodujicich oblasti a pfeklad DNA sekvence;
e tvorba grafickych map ze sekvence nebo z vysledkd hrubého restrikéniho mapovani
véetné ,,klonovani in silico®;
e navrh primert pro PCR.

Sekvencnimi daty budeme v dalsim vykladu rozumét jakoukoli formu zapisu linedrni
posloupnosti monomert v molekule biologické makromolekuly — nejcastéji DNA nebo
proteinu (se sekvencemi RNA se vpraxi setkdvame spiSe ziidka, pokud se zrovna
nezabyvame virologii). Pro naSe potieby se na sekvenci zpravidla divame jako na digitalni
zapis posloupnosti jednozna¢nych znakli odpovidajicich jednotlivym typlim monomerd po
fadé tak, jak se s nimi v molekule setkavdme pii 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. Standardné se k zapisu sekvenci pouZzivaji jednopismenové kédy monomert
tak, jak byly stanoveny Mezinarodni unii pro Cistou a aplikovanou chemii (IUPAC), pro zapis
aminokyselin nyni jiz vzacné i tfipismenové zkratky (Tab.3.1.).

Digitalizace vysledki experimentidlniho stanoveni sekvence je zélezitosti netrividlni, jak
snadno nahlédne kazdy, kdo n¢kdy cetl potfadi nukleotidii z autoradiogramu nebo nahlédl do
elektroforetogramu potizené¢ho automatickym sekvenatorem (viz nize a Obr.3.1.). Kromé toho
je n¢kdy vyhodné vyjadrit jedinou sekvenci konsensus variabilni populace molekul. Proto
kody IUPAC obsahuji také moZznost zapisu nejednoznacnych pozic, a tak 1 zapis sekvence
DNA mize obsahovat skoro celou abecedu.® A naopak: ptihlédneme-li k malo
pravdépodobné, le¢ v principu nikoli vyloucené moznosti existence proteinu slozené¢ho
vyhradné ze zbytkl glycinu, alaninu, threoninu a cysteinu, snadno pochopime, Ze i sekvence
aminokyselin mize byt zapsana pomoci znakl, za kterymi jsme zvykli vidét nukleotidy.
Informace, zda konkrétni posloupnost znaki vyjadiuje sekvenci nukleotidi nebo
aminokyselin, nemiize byt obsaZena v posloupnosti samé. Nemizeme tedy také od
zadného programu schopného zachazet se sekvencemi DNA i proteinid ocekavat, ze pozna
nukleotidovou sekvenci od aminokyselinové, pokud mu tuto informaci neposkytneme my — at’
jiz prostiednictvim uzivatelského rozhrani, nebo pomoci specialniho formatovani vstupnich
soubortl.

Kromé¢ vlastniho zapisu sekvenci se budeme postupné setkdvat i s jinymi typy dat. Budou to
zejména
e mapy a anotace, vyjadiujici polohu funkénich tsekti v rdmci sekvence (vcetné map
genomovych a chromozomovych);
e vzajemnd pfifazeni sekvenci (alignments) a vzorce (patterns), vyjadiujici vztahy
podobnosti mezi vétsim poctem makromolekul, pfipadn€ i jind vyjadieni podobnosti;

® Tim vs$ak neni feeno, Ze jakykoli konkrétni program pro analyzu nukleotidovych sekvenci umi
zachézet s nejednoznacnymi pozicemi.



e udaje o trojrozmérné struktute proteint;
e udaje o vysledcich transkriptomickych experimentl (microarrays).

Soustted’'me se vSak prozatim na data sekvencni.

Tab. 3.1. IUPAC kody pro zapis sekvenci nukleotidii a aminokyselin

DNA, RNA Protein
kod baze kod zkratka aminokyselina
A adenin A Ala alanin
C cytosin C Cys cystein
G guanin D Asp aspartat
T thymin E Glu glutamat
U uracil F Phe fenylalanin
R A,G (purine) G Gly glycin
Y C,T (pyrimidine) H His histidin
S G,C (strong) 1 Ile isoleucin
\ AT (weak) K Lys lysin
K G,T (keto) L Leu leucin
M A,C (amino) M Met methionin
B C,G,T (not A) N Asn asparagin
D A,G,T (not C) P Pro prolin
H A,C,T (not G) Q Gln glutamin
\Y A,C,G (not T,U) R Arg arginin
N cokoli (any) S Ser serin
T Thr threonin
mezera \Y Val valin
- W Trp tryptofan
Y Tyr tyrosin
X XXX cokoli
B Asp, Asn aspartat nebo asparagin
Z Glu, Gln glutamat nebo glutamin

3.1. Zapis sekvenci a béZné formaty datovych soubori

Ve své nejpfirozenéjsi podobé — tj. uvniti zivych bunék — jsou sekvence ,,zapsany*
v posloupnosti monomerl spojenych do dlouhych line4drnich molekul. Abychom s nimi mohli
pracovat, musime sekvencni informaci pfenést do posloupnosti znakt, kterou lze zapsat na
elektronické médium. V pfevazné vétSiné pripadit se to dnes dé&je prostiednictvim
sekvenovani DNA, a proto stoji za to se nad touto metodou zamyslet. V technickych
detailech odkazuji na ucebnice molekularni biologie; nds zde bude zajimat pouze osud
sekven¢ni informace samotné.

Sekvenéni informace je svou podstatou digitalni (a tedy ,,nechmotna*), a na molekulu DNA
muzeme pohliZet jako na médium ¢i nosic, na némz je sekvence zapsana (Zrzavy et al., 2004,
s. 69). DNA sama je vSak souc¢asné¢ hmotnou, télesnou molekulou, ktera in vivo interaguje
s fadou bunécnych proteinli (coz nas v této chvili az tak moc nemusi zajimat) a in vitro
v prubehu sekvenovani se ne vzdy chova idedlné. Bézné metody sekvenovani jsou zalozeny
na vytvareni souborti definovanych kratkych fragmenti DNA (v rozmezi od nékolika malo
desitek po né€kolik stovek bazi) a jejich elektroforetickém dé€leni s pfesnosti, kterd umoziuje
odlisit fragmenty, které¢ se 1isi o jediny nukleotid. Elektroforéza vSak pracuje s velkymi
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populacemi molekul, které se chovaji statisticky, a proto z principu generuje data analogova,
nikoli digitalni — pokud je kvantifikujeme, dostaneme vzdy aspol mirn¢ ,,rozmyté* kiivky.
Chovani fragmentd DNA v prubéhu déleni odrazi navic kromé jejich velikosti (molekulové
hmotnosti, naboje) i tvar, zejména ndchylnost k vytvafeni stabilnich sekundéarnich struktur.
Klasické ,,ru¢ni* sekvenovani, jehoz vystupem byly ptlmetrové autoradiogramy, z nichz bylo
nutno sekvenci vycCist a ruéné natukat do pocitace, nedovolovalo na tuto skutecnost
zapomenout. Dnes vSak vétSinou sekvenujeme za pomoci automatickych pfistrojii, a navic
Casto v komer¢nich servisech, které pfijmou zkumavku s DNA a vrati datovy soubor ¢i
soubory se sekvenci (samoziejmé spolu s fakturou). Uzivatel snadno podlehne pokuSeni
pfijimat textovy vystup ze sekvendtoru jako autentickou sekvenci, a nikoli jako nejlepsi
moznou, ale ne nutn¢ spravnou, variantu ¢teni analogového zdznamu. Vzdy se vSak vyplati
prohlédnout si a uchovat i primarni elektroforetogram, ktery se u nejbéznéjsich sekvenatort
firmy Applied Biosystems skryva v souboru s pfiponou *.abi nebo *.abl, a dat si pozor
na mozné problematické mista (Obr.3.1.).”

il " o

Obr.3.1. Ukazka analogového zapisu elektroforetogramu a jeho pievodu na digitalni sekvenci IUPAC
znaka ve volné dostupném programu BioEdit (o programu vice v ¢asti 8.2.). Oblast v ramecku odpovida
ziejm¢ mistu nachylnému k tvorbé sekundarnich struktur v molekulach DNA a kompresi prouzkd. Jeji éteni
zdaleka neni jednoznaéné, nejen co do druhu bazi, ale ani co do jejich poétu (v ramecku by se dala najit i
sekvence ACG). V pivodnim vystupu jsou stopy odliSeny barevné.

Sekvenovani jinych typt molekul, zejména proteind, je dnes spiSe raritou, pouzivanou pouze
ve vyjimecnych situacich (vétSina proteinovych sekvenci v databazich je odvozena teoreticky
ze sekvenci ptisluSnych cDNA). I kdyz metodicka stranka véci se 1i8i, ani tam se nemtizeme
ubrdnit obdobnym nesndzim pramenicim z nezbytného ,,analogového* kroku a nasledné
zpétné digitalizace.

V nejjednodussi digitalizované podobé je sekvence (at’ uz nukleotidii nebo aminokyselin)
zapsana jako prosty fetézec IUPAC znaku (které nastésti jsou soucasné znaky ze standardni
sady ASCII) v textovém souboru. Tento format oznaujeme jako surova data (raw data, raw
format). Programy, které dovedou surova data pfijmout, zpravidla toleruji roztazeni sekvence
na vice fadki a nékdy i mezery; prazdnym radkiim je 1épe se vyhnout. Udrzime-li délku fadka
pod mirné starobylym limitem 255 znakd, jisté nic nezkazime, a mozn4 si usetfime nesnaze.

? Pokud nemame opravdu velké §tésti a $pi¢kovou sekvenovaci reakei, musi se obvykle brat s rezervou
prvnich 50 bp a vSe nad 450-600 bp (t.j. je radno sekvenci utnout pfed mistem, kde se zacne objevovat
vyrazna frakce nerozliSenych bazi). Toto je tfeba mit na paméti, pokud nezname elektroforetogram, a
mame k dispozici jen digitalni zapis, coz byva pravidlem u sekvenci ziskanych v jiné laboratofi (napi. EST
sekvence z databazi — viz 4.1).
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Format surovych dat se vSak pro dlouhodobé uchovavani sekvenci piili§ nehodi, protoze
neumoziuje ulozit dodate¢né informace (napt. o ptivodu vzorku ¢i typu sekvence) jinam nez
do ndzvu souboru, jehoz délka je pro mnohé programy omezena (nékdy i na tradi¢ni 8+3
znaky zdédéné po operacnim systému DOS).

Pro uchovévani sekvencnich dat spolu s dal§imi pritvodnimi informacemi byla vyvinuta celd
fada formatd, nékteré z nich velmi rafinované. Zejména velké databaze, jako je EMBL,
GenBank a DDBJ (viz 4.1.), pouzivaji nékolik vzajemné pievoditelnych formati, které
poskytuji prostor i pro anotaci funkénich usekt sekvenci a prekryvi s jinymi sekvenovanymi
fragmenty, literarnich citaci a podobné. Piikladem takového formétu je interni format
databaze EMBL ¢i tzv. GenBank flatfile (viz 4.3, Obr.4.2. a Obr.4.3.). Tyto slozité formaty
jsou optimalizovany pro vyhledavani podle fady kritérii véetn€ obsahu anotace a dalSich
pridruzenych informaci. Pro dalsi zpracovani sekvenci vSak nejsou piili§ praktické, protoze
program, ktery by si m¢l vybirat relevantni data (Cistou sekvenci) by musel mit specidlni
vstupni filtry pro vSechny varianty formatu vSech databazi. Krom toho uzivatel nevybaveny
specializovanym softwarem sice dokaze ze souboru vycist ¢i zkopirovat data, ale prakticky
nepiipadd v ivahu, ze by soubor editoval nebo dokonce napsal — pozadavky formatu jsou
vskutku velmi striktni i pokud jde o pocty znaki a mezer, v nékterych ptipadech i kontrolni
soucty (checksums). Proto se pii praktickém zachazeni s daty pouzivaji formaty jednodussi,
jaké lze napsat 1 ptimo z klavesnice; vysadni postaveni mezi nimi mé format FASTA
(Obr.3.2.; nazev je odvozen od programu FASTA — viz 6.1.), vhodny jak pro sekvence
nukleotidové, tak 1 pro sekvence aminokyselin.

>OsFH15

MLARWLLVLLLLLPVSWCHQDRHGRRHY PRRWRSSGSRRELHEPLFPLENAPALPPPPPP
PPAPFFPFLPDSAPPQLPPPVTTPAPAGGAGDGGTDAGAAATGDASSSSSSSASPHPTAP
ANISYMAMPIYHSAPLRSFLSSHRLLTVLLPVAAVLAAVLAAALVYLLTRRRRCSKGEPH
AAHTKAVLLSPGNSTALYDGDHDQHGRGSTATAASSASSPELRPMPPLPRQFQQTRTSMP
STSQOTIHEAGAEDKRAPPPQSVRPPPPPPPPPPPPPMPPRTDNASTQAAPAPPPPLPRAG
NGSGWLPRRYTERAAPTVIRASAGAVHPEESPARASPEEKAADAAARPKLKPLHWDKVRP
ASSGRPTVWDQLKASSFRVNEEMIETLFVSNSTRRASKNGVKEANAACCNQENKVLDPKK
SONIAIMLRALDATKEEVCKALLDGQAESLGTELLETLLKMAPSREEE IKLKEFREDAVS
KLGPAESFLKAVLAIPFAFKRVEAMLYIANFDSEVDYLKTSFKTLEAACEELRGSRLFHK
ILDAVLKTGNRMNTGTNRGNASAFKLDALLKLVDVKGADGKTTLLHFVIEEIVKSEGASI
LATGQTSNQGSAIADDFQCKKVGLRIVASLGGELGNVKKAAGMDSDTLASCVAKLSAGVS
KISEALQLNQQLGSDDHCKRFRASIGEFLQKAEAEITAVQAQESLALSLVRETTEFFHGD
SVKEEGHPLRIFMVVRDFLTVLDHVCKDVGRMNERTAIGSSLRLENAPVLARFNAVQPSS
SEEESSSS

Obr.3.2. Sekvence proteinu ve formatu FASTA.

Datovy soubor ve formatu FASTA je textovy soubor, jehoZ prvni fadka zac¢ind znakem >
(vetsi nez), za nimz nasleduje ,,hlavicka® obsahujici nazev sekvence, anotaci a piipadné dalsi
udaje, které nejsou soucasti sekvence samotné. Prvni skupina alfanumerickych znakl v
,hlavicce (az po prvni mezeru) predstavuje jedinecny identifikator sekvence (je vhodné
umistovat sem napf. nazev genu ¢i klonu), na zbytek muizeme pohlizet jako na volitelny
komentaf. Na dalSich fadkach pak nésleduje surova sekvence. Délka prvniho fadku formalné
neni omezena, ale méné byva vice (pro vétSinu programil je bezpecna délka do 255 znakd,
alespoin pokud si do prvniho tadku nenechdme piehorlivym textovym editorem vlozit
zalomeni). Vzhledem k tomu, Ze programy, které zpracovavaji sekvence ve formatu FASTA,
obsah hlavicky ignoruji, pfipadné pouzivaji jen prvnich nékolik znakidl jakozto nazev
sekvence, nemél by byt jeho obsah nijak omezen, ale n€které specialni znaky ptece jen mohou
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v n&kterych programech pusobit potize.'’ Sekvence sama by mé&la byt prosta prazdnych fadka
a pokud mozZzno i mezer; nékteré programy mezery toleruji, a jinym nevadi ani Cislice
v sekvenci. M¢li bychom si v§ak od zacatku zvykat pracovat s ¢istym FASTA formatem bez
mezer a cizich znak.

Vramci formatu FASTA je pfipustné, a n€kdy vyhodné, spojovat nékolik sekvenci do
jednoho souboru. Hodi se to napfiklad k tomu, abychom tyto sekvence mohli nardz
importovat do programil pro néasledné zpracovani. V tom piipadé se mezi sekvencemi toleruje
prazdny tadek, i kdyz neni nezbytnosti. Sekvence vSak museji byt téhoz typu, vSechny bud’
nukleotidové, nebo proteinové, protoze FASTA formét obecné neumoziuje specifikovat typ
sekvence uvnitf sekvencniho souboru. Pro nékteré programy, jako je dale diskutovany
MACAW (8.2.), se typ dat musi specifikovat pomoci ptipony (extenze) textového FASTA
souboru (* . nt je sekvence nukleotidd, * . aa sekvence aminokyselin),'' jinde uréuje typ dat
uzivatel prostfednictvim interaktivniho rozhrani programu.

Ptikladem pomémné jednoduchého formatu, ktery elegantné¢ fte$i problém urceni typu
sekvence, je format PIR/NBRF (podle Protein Information Resource/National Biomedical
Research Foundation; Obr.3.3.). ktery sice pfijima jen malo programd, ale stoji zde za zminku
pfinejmensim proto, abychom se vyvarovali mozné zdmény s na prvni pohled podobnym
formatem FASTA. Prvni fadka zacind rovnéz znakem > (vEét$i nez), za nimz nasleduje
dvouznakovy kod urcujici typ sekvence (napt. P1 je protein, DL linearni DNA - DNA-linear),
sttednik a zkraceny nazev sekvence (v pfipadé¢ zdznamu z databdze piistupovy kod —
accession, viz 4.2). Druhd taddka obsahuje plny ndzev a anotaci, od tfeti fadky nasleduje
sekvence, ukonc¢ena hvézdickou.

>P1;CRAB_ANAPL

ALPHA CRYSTALLIN B CHAIN (ALPHA (B)-CRYSTALLIN) .
MDITIHNPLI RRPLFSWLAP SRIFDQIFGE HLQESELLPA SPSLSPFLMR
SPIFRMPSWL ETGLSEMRLE KDKFSVNLDV KHFSPEELKV KVLGDMVEIH
GKHEERQDEH GFIAREFNRK YRIPADVDPIL TITSSLSLDG VLTVSAPRKQ
SDVPERSIPI TREEKPAIAG AQRK*

Obr.3.3. Sekvence proteinu ve formatu PIR/NBRF. Mezery uvnitf fadka ani na jejich zacatku (odsazeni)
nejsou povinné.

Konvencni formaty existuji i pro jiné typy dat, nez jsou samotné sekvence — napi. kratké
variabilni sekvenéni motivy (7.1.), mnohocetna pfifazeni (8.1.) nebo ,,evoluéni stromy* —
dendrogramy (10.1.). Budeme se jim dale vénovat v pfislusnych kapitolach.

K tomu, abychom byli schopni uvést sekvenci do pocitacové zpracovatelné podoby (tj. napf.
do formatu FASTA), ndm v principu staci libovolny textovy editor. Zdiraziiuji, Ze pouze
v principu — napf. odstraniovani mezer a Cislic, které ne¢které standardni databazové formaty
obsahuji (viz 4. kapitola) je prace pomérné nudna, a presahuje-li délka sekvence n¢kolik mélo

' Chceme-li napf. zpracovavat FASTA soubory programem MACAW (viz 8.2.), méli bychom se
v prvnim tadku vyvarovat znaku | (svislé delitko), nebo aspoit — v rozporu se striktnimi pravidly
formatu — umistit nazev sekvence az za tento znak, protoze program ignoruje vse, co znaku
predchazelo. Tato poznamka se mize zdat odtazitou, avSak pouze do chvile, nez zjistime, ze FASTA
vystupy z databazi problematicky znak bézné€ obsahuji. Jiné programy (napi. MUSCA — viz 8.2.) jsou
citlivé tfeba na vyskyt mezer (prazdnych znaki) na konci fadkd.

""" Abychom mohli piipony snadno ménit, je radno ve Windows zrusit nastaveni ,skryt piipony

N3

souborl znamych typd“ a zaregistrovat si soubory * .nt a * . aa pro otvirani v textovém editoru.
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stovek parti bazi, je radno si ji automatizovat. O tom za chvili; zdrzme se nyni u zdanlivé
samoziejmého tkonu, kterym je formatovani sekvence v textovém editoru, protoze pravé zde
mohou c¢ihat tskali. Zejména pfi pouziti rafinovanéjsich editorti, nezli je Poznamkovy blok
(v nasich krajich nejcastéji MS Wordu) je tieba dbat na to, aby

e sckvencni soubory byly, bez ohledu na ptiponu, ulozeny ve forméatu ,,pouze text®, at’ si
editor jakkoli vyhrozuje moznou ztratou formatovani;

e prii upravach souboru nebyly pouzivany tabelatory a jiné z hlediska cilovych programi
cizi znaky;

e v editoru byly vypnuty funkce ,,automatické opravy* a ,,automaticky text“, které maji
sklon zasahovat do sekvenci a ,,opravovat® v nich pravopis, i funkce ,,inteligentni
vyjiméni a vkladani“. Kritické je toto nastaveni zejména tam, kde pracujeme se
zapisem piifazeni (viz zejména kap. 5 a 8).

Existuje fada volné dostupnych softwarovych ndstroji pro formatovani sekvenci a vzijemné
pfevody mezi jednotlivymi formdty. Z téch star§ich a zaslouzilych mozno jmenovat napf.
vefejné dostupnou sluzbu BCM Sequence Utilities na serveru Baylor College of Medicine.'
Jde vSak o ukon natolik zakladni a Casty, Ze neni tak docela slusné zatézovat jim cizi servery.
Soubor nastrojii pro prevod sekvenci nejriiznéjSich formati (véetné EMBL a GenBank) na
FASTA je vSak téz soucasti mimotadné zdafilého freewarového baliku programt The
Sequence Manipulation Suite — SMS (Stothard, 2000).

3.2. Mapovani, restrikce, translace a klonovani in silic(i)o

Sekvence DNA sama, byt i pocitacové Citelnd, lidskému uzivateli mnoho nefekne. I kdyz
tteba nechceme teoreticky zkoumat evolu¢ni souvislosti, v b&zné laboratorni praxi se
potfebujeme v sekvenci vyznat — tedy napf.
o zjistit, zda nas fragment DNA kdduje protein;
e predpovédét, jak bude molekula DNA o zndmé sekvenci Stépena restrikénimi
endonukledzami;
e nakreslit restrikéni mapu — at’ jiz existujiciho fragmentu DNA o znamé sekvenci, nebo
konstruktu, ktery teprve hodlame vytvofit;
e navrhnout primery pro amplifikaci useku zndmé sekvence pomoci PCR.

Ve vsech téchto situacich miizeme opét vyuzivat volné dostupné softwarové nastroje, ¢asto
fungujici na vefejné¢ dostupnych internetovych serverech. Pokud vSak zminéné ukony
vykonavame velmi Casto, méli bychom si, pokud to je rozumnym zplisobem mozné, portidit
vlastni kopie programového vybaveni — at’ uz instalované na uZzivatelskych pocitacich, nebo
na serverech v mistni siti. Autofi ptivodniho softwaru ¢i provozovatelé¢ vefejnych serverd
mnohdy nabizeji instala¢ni verze svych programii zdarma ke stazeni — nejen z velkorysosti,
ale také proto, aby odleh¢ili vlastni siti od pfemiry navstévnikii vyuzivajicich vetejnou sluzbu.
Lokalni kopie softwaru nds navic ¢ini nezavislymi na prostupnosti sité, ktera ve §picce mize
byt omezenim.

V nasledujici pasazi upozoriiuji na nékolik vybranych osvédcenych sitovych zdroju.
Nepodavam zde podrobnéjsi navody ,,jak se co d€la“. Jde mi spiSe o nasmérovani uZivatele na

12 0dkazy na veskeré zmifované online nastroje naleznete na
http://kfrserver.natur.cuni.cz/ bioinfo.html; pozornosti ¢tenafe lze doporucit téz
fadu odkazi dostupnych prostfednictvim http://bioinformatics.org.
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pfislusny nastroj — vSechny jsou opatfeny dost kvalitni nadpovédou, kterd i zacatecnikovi
umozni samostatnou orientaci.

Potiebujeme-li vytvaret restrikéni mapy ¢i prekladat sekvence DNA do proteinu jen
ob&as, miizeme spoléhat na zdroje ve svétové pavuting WWW." Uzitedny soubor néstroji
poskytuji napt. BCM Sequence Utilities na strankach Baylor College of Medicine, kde
najdeme i programy pro formatovani sekvenci ¢i odvozeni reverzné¢ komplementarniho
fetézce DNA. Restrikéni mapy lze vytvaret napt. téZ na strankach programu WebCutter a fady
dalsich. DalSi programy pro zjisténi kodujici kapacity DNA a pieklad do sekvence
aminokyselin poskytuji napt. strdnky vyznamného, plvodné Svycarského a nyni
mezinarodniho, bioinformatického serveru ExPASy (Expert Protein Analysis System; viz téz
kap. 7).

Podobu vetejné dostupnych bioinformatickych zdroji v poslednich letech vyznamné zménil
projekt bioinformatics. org, prezentovany na stejnojmennych webovych strankach. I
kdyz jeho cilem je piedev§im vytvoreni otevien¢ho fora k vyméné napadi a zkuSenosti
programatorti zaméfenych na bioinformatiku, nabizi téZ nékteré velmi zajimavé ndstroje pro
bézného uzivatele. Webovy portal SeWeR (Sequence analysis using Web Resource; Basu,
2001) nabizi spolecné a velmi ptehledné uzivatelské rozhrani pro programy na fadé externich
serverl, poskytujicich sluzby od restrikéniho mapovani a translace az po znacné pokrocilé
analytické nastroje.

Na serveru http://bioinformatics.org lze nalézt téZ odkaz na pozoruhodny
softwarovy balik — The Sequence Manipulation Suite (SMS; Stothard, 2000) — obsahujici
sadu nastroju pro formatovani, mapovani, translaci a prezentacni tisk sekvenci. Nastroje SMS
prakticky pokryvaji vSechny bézné potieby probirané v této kapitole, s vyjimkou kresleni
grafickych map a navrhu PCR primerti. Cely balik je pfitom napsan formou sady webovych
* . html stranek a skriptl v jazyce Java, coz zaruCuje kompatibilitu s béznymi opera¢nimi
systémy, a je voln¢ zdarma a bez registrace stazitelny pro pouZiti na serverech i na vlastnim
pocitadi uzivatele.'"* Pro lokalni pouziti pfitom nejsou nezbytnd administratorskd prava
(program nezapisuje na disk a dobie funguje tieba i z CD), a jeho uZivatelské rozhrani je
velmi pfehledné a ,,samovysvétlujici®. Proto lze balik SMS viele doporucit i za¢atecnikiim
jako zcela zékladni néstroj; mistni instalace je vyhodna mj. i proto, Ze umoziiuje ,,0sahat* si
program duikladné tieba doma, bez nutnosti pfipojeni k internetu.

Na tomtéz serveru sidli téZ nastroj pro konstrukci grafickych map plazmidi a jinych
fragmentll DNA bez znalosti sekvence, pouze na zékladé zndmé velikosti fragmenti DNA —
Savvy. Jeho vystup v grafickém formatu *.svg (Scalable Vector Graphics) vyzaduje
instalaci pluginu firmy Adobe. Savvy vSak nedovede vytvofit mapu ze znamé sekvence.
Zdarma (aspoil zatim) lze ale ze strdnek http://www.acaclone.com ziskat program
pDRAW32,"° ktery navic dokaze i simulovat vysledky gelové elektroforézy fragmenti DNA

1 Odkazy na strankach kursu bioinformatiky — viz predchozi poznamka.

'* SMS server na PiF UK je dostupny ze stranek kursu bioinformatiky.

' Tento program, jako jediny zde zmifiovany, neni freeware, nybrz ,beerware®, coz znamena, e
potkate-li nahodou né€kde autora — danského molekularniho biologa Kjelda Olesena, méli byste ho
pozvat na pivo (piipadné i na dvé — jedno za mne). Po instalaci se pPDRAW32 pravidelné dozaduje
upgradu a bez n¢j prestava fungovat, coz naznacuje, Ze autor si nechava oteviena zadni vratka pro
pfipadné budouci zpoplatnéni.
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a kreslit mapy produktd ,,virtualniho klonovani“.'® Nastroj pro kresleni a anotaci map
plazmidi je rovnéz soucasti programu BioEdit, ktery bude podrobnéji probiran v 8. kapitole.

Program pDRAW32 obsahuje téZ jednoduchy nastroj pro posledni ze zde probiranych béznych
praktickych tkonil — navrh primeria pro PCR. Pokud bychom méli brat v ivahu i optimalizaci
mista nasednuti primeru, predstavoval by névrh primerovych sekvenci jiz pomémé sloZitou
analyzu. V praxi se vSak zpravidla omezujeme na predikci teploty tani a ptipadnych nezadoucich
sekundérnich struktury (vlasenek) a dimerti oligonukleotidi, jejichz sekvenci dodal uZivatel.
UZivatelské rozhrani analyzy primertt v pPDRAW32 v8ak neni nejpiijemnéjsi, a i pro rutinni praci
stoji za to pouZivat specializované, a tudiz 1épe vyladéné, vefejné dostupné néstroje na webovych
serverech, jako je napfiklad program NetPrimer na strankdch firmy Premier Biosoft
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).

Az dosud jsme se zaméfili na praci s izolovanymi sekvencemi, jejichz piivod nas nezajimal.
Pfistupme nyni k tématice, kterd je jadrem vlastni bioinformatické prace — at jiz za
bioinformatiku povazujeme jen tu ,,vysokou®, nebo i drobnou doméci vyrobu. Re¢ bude o
vyuzivani sekvenénich databazi a o pfistupu k téméef bezbfehym moznostem, které v dnesni
dob¢ skytaji vefejné zdroje dat.

' Vznesendji zni ,.klonovéni in silico podle vzoru in vivo a in vitro (a proti duchu latiny, ktery by
velel uzivat spojeni in silicio, protoze kiemik je silicium). Spojeni ,,virtualni klonovani* je ale mozna

vvvvvv

neudélali.
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4. Verejné dostupné zdroje dat

Za svuj soucasny rozmach bioinformatika mozna vdeéci i tomu, ze zaklady oboru byly
polozeny v dob¢, kterd se ndm dnes muze jevit jako idylickd a idealistickd. Védecké usili —
snad s vyjimkou vojenského vyzkumu a bezprostiedné komercnich aplikaci — bylo jesté
pocatkem 80. let minulého stoleti vnimano jako zalezitost pfedev§im vefejna (a do znacné
miry financovano z vefejnych rozpoctli nebo alespont z neziskovych zdroji), a méfitkem
kvality vyzkumu byly publikace, nikoli patenty. Neochota volnég sdilet primérni data, na nichz
publikace stoji, mohla svédcit toliko o pochybné kvalité onéch dat a tedy i tymu, ktery je
vyprodukoval, a nikoli o snad tom, Ze si firma, kterd vyzkum financuje, chce udrzet kontrolu
nad obéhem vysledki, které by mohly mit komeréné zajimavy dopad. Asi jen diky této
atmosféfe bylo vilbec mozné, Ze se volné sdileni primarnich sekven¢nich dat stalo standardni
praxi, od niz (nastésti) snad jiz nelze ustoupit. Vyznamnéjsi Casopisy dnes vyzaduji, aby
autofi, ktefi publikuji sekvenéni data, tato data volné zptistupnili odborné vetejnosti.

V ptipadé sekvenci DNA se to standardné déje prostiednictvim tii vzijemné provazanych
databazi GenBank/EMBL/DDBJ, o kterych bude jest¢ fe¢ nize (4.1.); kromé nich vSak
existuji dnes jiz desitky dalsich vefejn& dostupnych zdroj dat'’ specializovan&jsi povahy —
napi. databdze sekvenci odvozenych od virti, repetitivnich elementt, regulacnich sekvenci,
variant genl pro lidské imunoglobuliny a podobné. Krom toho 1ze nalézt i mnozstvi dalSich
databazi zahrnujicich kromé sekvenci (nebo vyhradné€) také biologickd data nesekvencéni
povahy, naptiklad udaje o expresi gent, epigenetickych modifikacich chromatinu, sestfihu
mRNA, posttranslacnich upravach proteinti, aktivnich mistech enzymi. Za zminku stoji téz
specializované databaze zamétfené na detailni dokumentaci specifickych genovych rodin ¢i
jednotlivych experimentalné studovanych organismu. Pocet zavedenych vetejné dostupnych
databazi v soucasnosti presahuje 600, a vzhledem k bouflivému tempu sekvenovéni neustale
narustd (Galperin, 2004). Piehled aktualniho stavu byva jednou ro¢né zvefejiiovan ve
specializovaném ¢isle Casopisu Nucleic Acids Research, spolu se shrnujicimi ¢lanky o
vybranych vyznamnéjsich databazich.

Obecné rozliSujeme databaze moderované (curated) a nemoderované. Do nemoderovanych
databazi miize piispivat kdokoli — jedinou podminkou je, Ze data jsou vhodného typu (4.
sekvence v pripad¢ sekvenénich databazi) a ve spravném strojové Citelném formatu. Spravce
databaze do dat nijak nezasahuje, ani nekontroluje kvalifikaci a kompetenci piispévatele,
nanejvys poskytuje pfispévatelim nastroje pro kontrolu béznych chyb, jako je tieba
ptitomnost kontaminujicich vektorovych sekvenci. Zvefejnéni vysledkii v nemoderované
databazi je tedy obdobou ,,papirové® nerecenzované publikace. Naproti tomu moderované
databaze ptijimaji data vybérové podle kritérii stanovenych spravcem databize — u
nesekvencnich databazi muze byt podminkou napt. ptfedchozi zvetfejnéni experimentalnich
vysledki v recenzovaném casopise, popiipade spravce databdze vede vlastni recenzni fizeni.
Ptikladem moderované databaze je historicky vyznamna databaze experimentalné ovéfenych
proteinovych sekvenci Swissprot, podrobnéji probirand v ¢asti 4.5.

Vzhledem k zaméfeni této prace se nadale budeme vénovat predev§im vetejné¢ dostupnym
zdrojim sekvencnich dat, jak nukleotidovych, tak proteinovych; s jinymi databazemi, jako
jsou napt. databaze trojrozmérnych struktur proteind, se budeme seznamovat pribézné.

7" Vefejnou dostupnosti rozumé&jme dostupnost prostiednictvim Internetu komukoli zdarma a bez
nutnosti registrace.
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4.1. ,Velka trojka“primarnich databazi nukleotidovych sekvenci — GenBank, EMBL,
DDBJ

Standardem ve zvetejilovani nukleotidovych sekvenci je trojice primarnich databazi
mezinarodniho konsorcia (International Nucleotide Sequence Database Collaboration),
zahrnujiciho americkou databazi GenBank (Benson et al., 2004), evropskou EMBL
(European Molecular Biology Laboratory Data Library; Kulikova et al., 2004) a japonskou
DDBJ (DNA Data Bank of Japan; Miyazaki et al., 2004). Tyto databaze si denné vyménuji
veskeré zmény v datech a prakticky se neustale vzajemn¢ zalohuji. Jejich obsah je tedy az
na piiristky z poslednich hodin totozny. Vzhledem k exponencidlné rostouci svétové
produkci sekvencnich dat, z nichz pfevazna vétSina diive ¢i pozdéji skonc¢i v databazich
Velké trojky, je udrzba primarnich databazi uctyhodnym ukolem, protoZe struktura
databaze, software i hardware museji byt dimenzovany s ohledem na vyvoj v dohledné
budoucnosti. Pfitom v soucasnosti se objem sekvencnich dat zdvojuje s ,,genera¢ni dobou*
ptiblizné dva roky. V primarnich databéazich bylo v zaii 2003 ulozeno 27,2 x 10° zdznami o
zhruba 33 x 10° part bazi, pochézejicich z ptiblizn€ 150 000 rGznych organismu (Kulikova
et al., 2004)."

Primérni databaze jsou pfistupné prostiednictvim webovych rozhrani (viz 4.4); kromé toho
lze prostfednictvim FTP bezplatné ziskat a lokalné instalovat celou databazi ve stavu
odpovidajicim urcitému datu (tzv. vydani — release, publikované v piipadé EMBL 4x ro¢né,
u GenBank kazdé dva mésice). Vyznam to ma zejména pro pracovisté, kterd se zabyvaji
vyvojem a aplikaci novych ¢i mimofadné vypocetné naronych prohledavacich algoritm,
které nelze pouZzivat ptes webové rozhrani. Zmény v databazi od posledniho vydani jsou
oznacovany jako prirastky (updates).

Stinnou strankou obrovského objemu dat prochazejicich databazemi Velké trojky je to, ze
databaze nutné museji byt nemoderované; pro konkrétni databazovy zadznam tedy neexistuje
zadna zaruka, ze data jsou kvalitni. Krom toho tyto databaze funguji jako depozitar
(repository) nukleotidovych sekvenci, coZz znamend, ze pravo upravovat zdznamy v databazi
nebo dokonce zadznam odstranit ma pouze ptivodni autor, a to i v pfipade€, ze bylo prokazano
7e data jsou mylna — napft. sekvence pochazejici z mikrobidlni kontaminace tkanovych kultur
anotovana jako sav¢i ¢i sekvence houbového patogena rostlin popsana jako rostlinna. S udaji
z primarnich databdzi je proto nutno zachéazet obezietné, zejména pokud nejsou podlozeny
radnou publikaci.

V primarnich databazich se mizeme setkat s nékolika typy datovych zaznami. Nasledujici
vycet shrnuje jen ty nejbéznéjsi:

e standardni origindlni nukleotidové sekvence ziskané pokud mozno kvalitnim
sekvenovanim fragmenti genomové DNA ¢i cDNA ziskané reverzni transkripci
mRNA

o sckvence EST (expressed sequence tags) — tj. CasteCné sekvence koncl jinak
necharakterizovanych cDNA, které jsou obvykle nizsi kvality nez sekvence standardni

e dosud neposkladané a neanotované ,surové“ sekvence ze sekvenovani genomil
(HTGS — high throughput genome sequencing)

e referencni sekvence jiz poskladanych a vice ¢i méné anotovanych kompletnich
genomil

1 v 7 . v v v 7 . ’ . 1.7
¥ Nezanedbatelnou &ast z nich viak ziejme tvoii ,,nekultivované environmentalni vzorky*
planktonnich a ptidnich mikroorganismda.
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e sckvence anotované jinymi nez ptivodnimi autory (TPA — third party annotation — viz
4.3)).

Soucasti anotace mnoha zdznaml v primdrnich databdzich jsou také predpokladané
sekvence proteini koédovanych sekvenovanym fragmentem DNA, dodané autory
databazovych zédznaml. Spojeni mezi plivodni DNA sekvenci a jejim piekladem pfitom
samoziejmé zistava v databazi zachovano. Tak v GenBank je sekvence DNA zaddvéna a
intern¢ uchovévana spolecné s aminokyselinovym piekladem v ramci jediného zdznamu typu
,huc-prot”. Sekvence téchto hypotetickych proteini vytvareji odvozenou databazi (rEMBL —
translated EMBL, ptipadn¢ GenPept), ktera je strukturovdna podobné jako primarni databaze
nukleotidova a kterou lze rovnéz prohledavat.

4.2. Identifikacni Cisla, verze a typy datovych soubori

Orientaci v primarnich databazich umoziuje jednotny systém jedinecnych identifikatora
databazovych zaznamd, sdileny mezi vSemi tfemi databazemi Velké trojky.

Kazdy datovy zdznam obdrzi okamzité po zatazeni do databéze tzv. pristupovy kod (accession),
ktery se skladd z proménlivého poctu pismen a Cislic (podle toho, kdy a pfes kterou primarni
databazi byl zdznam pfijat). Ptistupovy kod je jakymsi ekvivalentem rodného Cisla zaznamu,
zustava nezménén po celou dobu jeho existence a umoziuje kdykoli prislusny databazovy
zaznam vyhledat. Soucasné s publikaci v GenBanku pak zdznam ziska rovnéZ jedinecné ¢islo GI
(GenBank Identifier). Mezi pristupovym kodem a cislem GI neni zjevny vztah, podobné jako
mezi rodnym ¢islem a ¢islem obcanského prukazu (Obr.4.1.).

pristupovy kod verze nazev

Nicotiana tabac mRNA £ Rop subfamily GTPase
gi 4585791 Yemb)} AJ222545( 2) NTROP1 [4585791]

typ zaznamu
\ ¢islo GI

Obr .4.1. Piiklad identifikatoru (,,hlavicky*) databazového zaznamu pro sekvenci cDNA NtRopl (format
GenBank; viz téz Obr.4.2.).

Autofi zaznamu (a nikdo jiny) maji moznost zdznam dodatecné upravovat, takze se Casem
v databazi mohou vystiidat rizné verze. Prvni verze zasland do databaze ma potadové Cislo
1. Cislo verze se uvadi jako ,extenze“ piistupového kodu, oddélena teckou (Obr.4.1.).
Zmeéna verze ma rovnéz za nasledek nepredikovatelnou zménu cisla GI. Starsi verze se
uchovavaji, dokonce 1 v ptipad¢, Ze autofi s ostudou stahli pfislusnou publikaci i se sekvenci
(nelze nevzpomenout vyrok M. Bulgakova, Ze rukopisy nehoii). V EMBL jsou staré¢
zédznamy piistupné prostfednictvim specializované databaze verzi (Leinonen et al., 2004),
v GenBanku pies piimy odkaz v nové verzi a ptes zvlastni odkaz na historii revizi (ptiklad
viz Tab.4.1). Neplatné (,,mrtvé) verze v GenBanku, tj. zaznamy, které byly bud’ nahrazeny
nov¢js$i verzi, nebo stazeny, jsou opatfeny upozornénim na tento stav, a neda se v nich
vyhledavat.
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,Hlavicka* zdznamt v databazi GenBank obsahuje také informaci o typu dat a cesté, kudy se
do databaze dostala — tak emb znamend zaznam pivodem z EMBL, gb GenBank, dbj
zaznam z DDBJ, dbest z4znam typu EST a podobné. Pivod dat je obdobné vyznacen i u
odvozenych databazi proteinovych, které byvaji pro ucely prohledavani ¢asto spojovany i
s jinymi specializovanymi databazemi, napt. Swissprot ¢i PIR (viz 4.5).

Tab.4.1. Historie revizi zaznamu s pristupovym kédem AJ222545 (viz téz Obr. 4.1. a 4.2.)

GI Version Update Date Status Pozndmka

4585791 2 Aug 82003 8:25 AM Live Aktualni verze

4585791 2 Dec 14 2002 12:41 AM Dead Zména formatu zdaznamu ¢i databaze

4585791 2 Dec 72002 12:04 AM Dead (obsah a GI ziistava)

4585791 2 Oct 17 2002 5:25 AM Dead

4585791 2 Aug 31999 12:16 AM Dead

4585791 2 Apr 16 1999 2:50 PM Dead

4585791 2 Apr 16 1999 1:40 PM Dead Autorska oprava sekvence — zména verze a
GI

2598008 1 Mar 9 1999 6:24 AM Dead Zména formdtu zaznamu (obsah a GI
zustava)

2598008 1 Nov 8 1997 3:58 AM Dead Piivodni viozeni zaznamu do databadze

Vzhledem k tomu, Ze primarni databaze jsou nemoderované, muze se stat, ze tentyz usek
DNA nezavisle sekvenuje vice skupin, a v databazi se pak ocitne v nékolika podobach
s riznymi pristupovymi kody a casto i pod rlznymi nazvy. Krom¢ ptimého porovnani
sekvenci (viz kap. 5 a 6) ndm informace o identit¢ opakované sekvenovanych fragmentii
muze poskytnout 1 autorskd anotace, zejména u novéjSich zdznami tykajicich se organismd,
jejichz genom jiz byl kompletné sekvenovan a kde existuje systém konvencni notace
chromozomalnich lokust. Tak naptiklad pro Arabidopsis thaliana je kazdému teoreticky
predpovézenému otevienému ¢tecimu ramci ptifazen tzv. AGI kéd (od Arabidopsis Genome
Initiative) ve formatu AtXgYYYYY, kde X je ¢islo chromozomu (v rozmezi 1 — 5) a Y je
petimistna soufadnice genu v ramci chromosomu. Vztah mezi AGI kédem a konvencnim
nazvem genu, pokud tento existuje, lze zjistit v nékteré ze specializovanych databézi
zamétenych na Arabidopsis (viz 4.5).

4.3. Jak se data dostanou do databazi?

Jak jiz bylo feceno, ptivodni data do primarnich databazi mize ulozit kdokoli, pokud dodrzi
formalni pozadavky na format datovych soubori. Formdlni stranku si spravci databazi
zajistuji pomoci specializovanych softwarovych nastroje pro ptipravu vstupnich soubora. Jak
EMBL, tak GenBank pouZivaji stejné vstupni nastroje — webové rozhrani Webin a volné
stazitelny lokalni program Sequin k instalaci na vlastni pocita¢ uzivatele. Oba néstroje
nabizeji celkem samovysvétlujici (ovSem samoziejmé anglickou) sérii formulaii k vloZeni
udaji o autorech, publikaci, zdroji sekvenované DNA a jejich vlastnostech. Samotna
sekvence — jak DNA, tak i1 ptredpoklddanych proteinovych produkti — se zadava z predem
pripravenych souborl. Zejména pro nezkuseného uzivatele je radno nainstalovat si lokalni
program, protoze na rozdil od webového rozhrani umoziuje piipravu databdzového vstupu
kdykoli pferusit a piipadné chyb¢jici udaje dohledat, upravit vstupni soubory a podobné.
Vystupem lokalniho programu pak je soubor ve specidlnim formatu, ktery Ize zaslat spravci
databaze e-mailem na adresu uvedenou na webovych strankach databaze (piistupnych
prostiednictvim http://www.ebi.ac.uk pro EMBL,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov pro GenBank). Autor obratem obdrzi potvrzeni o
ptijeti souboru a ptistupovy kéd praveé zaslané sekvence.
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UloZeni dat v databazich Velké trojky je dokonce podminkou prijeti publikace u fady Casopisti
(prakticky u vSech impaktovych). Jako diikaz toho, ze sekvence byla ulozena do databéze, slouzi
odkaz na piistupovy kod v ¢lanku uréeném k publikaci. Vzhledem ke kompetitivni povaze
soucasné védy ovSem nemusi byt vzdy radno zvefejiiovat data dosud nepublikovana. Databaze
proto poskytuji moznost zaslanou sekvenci ulozit bez zvetejnéni (on hold). Sekvence zlstava
nevetejnd, dokud autor neoznami, Zze smi byt zverejnéna, popiipadé do data, které autor musi
urcit, pokud nesouhlasi s okamzitym zvetejnénim.

Zvlastni pravidla plati pro typ zdznamu oznacovany jako TPA ¢ili ,,anotace tfeti stranou* (third
party annotation). Jde o zdznamy, které nepfindSeji novou sekvenéni informaci, ale uptesnuji
anotaci sekvenci jiz existujicich, ulozenych do databézi jinymi autory — napf. umisténi promotora,
transkribovanych oblasti ¢i exonli a introni. Na rozdil od pGvodnich sekvenci nejsou TPA
zaznamy zvetejiiovany automaticky, ale pouze po tadné publikaci prace predkladajici fadny
dtivod pro navrhovanou zménu anotace. Databaze Velké trojky zacaly pfijimat TPA vstupy v r.
2003, s pomérné volnou definici toho, co 1ze pfijmout jako publikované podklady — v pocatecnim
obdobi se nepfijimaly pouze vystupy automatickych programi pro predikci struktury gent ¢i
regulacnich mist (Benson et al., 2004; Kulikova et al., 2004), zhruba v poloviné roku 2004 byl
dohodou védeckych poradcti konsorcia databazi (Scientific Advisory Board) zaveden striktni
pozadavek na piimy experimentalni diikaz navrhované anotace, a zdznamy, které tento pozadavek
nespliuji, véetné napt. anotaci odvozenych na zakladé porovnani se znamou sekvenci blizce
ptibuzného druhu, byly pfesunuty mezi ,,mrtvé* databazové polozky.

4.3.1. Anatomie databazového zaznamu

Strukturu konkrétni databazové polozky si ukdzeme na dvou piikladech. Prvnim je sekvence
malé GTPazy NtRopl zpylu tabdku, ktera byla klonovana pii vyhledavani pylové
specifickych &i v pylu exprimovanych malych GTP4z pomoci RT-PCR (Zarsky a Cvrékova,
1997), a jeji sekvence byla posléze upifesnéna piesekvenovanim sporného useku pred
definitivnim ulozenim do databaze, doprovazenym publikaci anotace genu (Cvrckova a
Zarsky, 1999). Oprava sekvence se projevila téZ v historii revizi databazového zaznamu, ktera
jiz byla uvedena jako ptiklad v ¢asti 4.2. Obr. 4.2. ukazuje komentované plné znéni
databazového zaznamu ve formatu EMBL.

Druhy pftiklad (Obr.4.3.) ilustruje na piikladu hypotetické sekvence 19 kDa podjednotky
aktin-nukleujiciho komplexu Arp2/3 Arabidopsis thaliana (AtArcl9) strukturu zdznamu TPA
v datab4azi GenBank. Gen pro AtArcl9 byl sice sekvenovan spolu s pfevdznou vétSinou
genomu Arabidopsis (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), avSak nebyl v genomové
sekvenci nalezit¢ rozpoznan (n€které zjeho exoni byly dokonce mylné pficlenény k
sousednimu genu). Jeho odhaleni umoznilo az porovnani se sekvencemi charakterizovanych
ortolognich gent ryze a kukutice (Cvrckova et al., 2004a). Vzhledem k vySe zminéné zméné
kritérii pro zatazovani zdznami do databaze TPA vsSak uvedeny zdznam neni zatfazen v hlavni
prohledédvatelné databdzi, a je dostupny pouze prosttednictvim piistupového kodu.

19 v S ;g v . v .. .
Doba nevetejného uchovavani byva omezena na nejvySe 1 rok jakozto pojistka proti

zapomnétlivosti autorti, autor vSak miize pozadat o prodlouzeni.
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ID NTROP1 standard; mRNA; PLN; 950 BP. =, T,

XX pristupovy kod

AC AJ222545;

XX

sv AJ222545.2

XX - r1s R

DT  04-NOV-1997 (Rel. 53, Created) zKricena historie

DT  12-DEC-2002 (Rel. 74, Last updated, Version 5) revizi (viz 4.2)

XX

DE Nicotiana tabacum mRNA for Rop subfamily GTPase

XX

KW GTPase; ropl gene.

XX

0s Nicotiana tabacum (common tobacco)

oc Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

oc Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; asterids;

oc lamiids; Solanales; Solanaceae; Nicotiana.

XX

RN [1]

RA Zarsky V., Cvrckova F.;

RT "Small GTPases in the morphogenesis of yeast and plant cells'";

RL NATO ASI ser., Ser. H, Cell biol. 101:75-88(1997).

w0

RP 1-950

RA Cvrckova F.;

RT ;

RL Submitted (03-NOV-1997) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

RL Dept. of Plant Physiology, Faculty of Sciences, Charles University, Vinicna

RL 5, Praha 2 CZ 128 44, Czech Republic.

XX

cC The cDNA is likely to be truncated at the non-coding 5'

cC end.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT  source 1..950 umisténi otevi‘eného

FT /db_xref="taxon:4097" ¢teciho ramce

FT /mol_typem"mRNA"

FT /organism="Nicotiana tabacum"

FT  CDS 44..637 piistupovy kéd

FT /codon_start=1 odvozené sekvence

FT /db xref="GOA:024142" . X

FT /db_xref="UniProt/TrEMBL:024142" proteinu v¢. verze

FT /gene="ropl"

FT /product="Rop subfamily GTPase"

FT /protein_id:"CAAlOBlS.2"

FT /translation="MSAPRFIKCVTVGDGAVGKTCLLISYTSNTFPMDYVPTVFDNFSA

FT NVVVNGSTVNLGLWDTAGQEDYNRLRPLSYRGADVFILAFSLISKASYENVSKKWIPEL

FT KHYAPGVPIVLVGTKLDLRDDKQFFIDHPGAVPITTAQGEELRKTIGAPAYIECSSKTQ

FT QNVKAVFDAAIKVVLQPPKTKKKKGKSQKSCSIL"

XX

SQ Sequence 950 BP; 275 A; 196 C; 196 G; 283 T; 0 other;
ccccccecccc ccccccaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaatgagtg ctccaaggtt 60
tatcaagtgt gttacggttg gtgatggtgc cgttgggaaa acttgtcttt tgatttcata 120

«. krdceno ...

atcaggtgge ttggtttttc tgtatcattc tggtctctaa ttatttaagt cacagcacct 840
tgtagtaggc cactctagtg tgtecctttgt tttgatttgce tttatgtatt aactactgaa 900
tgatccagtt agggagcaat ttttttcttt tcgaaaaaaa aaazaaaaaa 950

/!

Obr.4.2. Vypis zaznamu z EMBL databaze.

4.4. Jednoduché vyhledavani v databazich Velké trojky

Ukladani pivodnich dat do databazi bylo, je a

vzdy bude zalezitosti pomérn¢ tzké casti
aktivni vyzkumné komunity. Naproti tomu ziskavat data z databazi a dale je analyzovat miize
kdokoli, pokud je vybaven pocitatem napojenym na internet. Libovolny uZivatel si
v extrémnim piipadé miize opatfit tfeba i kompletni vydani celé databaze, 1 kdyz toto pocinani
ma smysl jen v nemnoha specifickych situacich (viz 4.1). Prakticky uzivatel, ktery neni
profesiondlnim bioinformatikem, si zpravidla potfebuje v databdzi najit (a pak poptipadé

okopirovat) pouze ur€ité zaznamy podle piedem zvolenych kritérii.
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Locus BK001317 516 bp mRNA linear PLN 05-JAN-2004

DEFINITION TPA: Arabidopsis thaliana Arp2/3 complex component-like protein
(ARC19) mRNA, complete cds. Fist o kéd

ACCESSION BK001317 o pristupovy Ko

VERSION BK001317 q_\gh\ R vos X

KEYWORDS Third Party Annotation; TPA. VErze; po zvere]neande

SOURCE Arabidopsis thaliana (thale cress) bude nasledovat ¢islo GI
ORGANISM Arabidopsis thaliana
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots;
rosids; eurosids II; Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 516)
AUTHORS Cvrckova,F., Rivero,F. and Bavlnka,B.
TITLE Evolutionarily conserved modules in actin nucleation: lessons from
Dictyostelium and plants vr , ,
JOURNAL Protoplasma (2004) In press | PTIStupovy kéd N -
REFERENCE 2 (bases 1 to 516) zdrojové sekvence souiradnice
AUTHORS Cvrckova,F. and Rivero,F. exonu
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (30-APR-2003) Plant Ph
Faculty of Sciences, Vinicna 5,

PRIMARY TPA_ SPAN PRIMARY IDENTIFIER PRIMARY SPAN
1-75 797335.2 13
1-75 AL161538/2
76-129 %97335
..16.129 LALLELB8. 2
i'129-156 AL161538. 52923-52950 c:
i129-156 2973352 113375-113402 c:
‘7279 ALI61538.2 52752-528g4 T c
poloha /‘
VTPA
sekvenci| 428-516 297335.2 111971-1120 c
428-516 AL161538.2 51519-51607 c
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..516
/organism="Arabidopsis thaliana" poloha ve Zdl‘OjOVé
/mol type="mRNA" .
/db_xref="taxon:3702" sekvenci
/ecotype="Columbia" (¢ = komplementarni
gene 1..516 Yo
/qones"ARC19" retézec)

/note="AtARC19" — —
cps 1..516 pFistupovy kod

/gene="ARC19" odvozené sekvence
/note="p20" tei
/codon_start=1 proteinu
/product="Arp2/3 compl omponent-like protein"

/protein_id:"DAAO 1257"
/translation="MFQANSLRLYLACIKNTLEAAMCLONFPCQEVERHNKPEVELKT
SPELLLNPVLICRNEAEKCLIETSINSLRISLKVKQADELENILTKKFLRFLSMRAEA
FQVLRRKPVQGYDISFLITNYHCEEMQKQKLIDFIIQFMEDIEKEIRDLKESVNTRGR
LVATEFLKQFM"

ORIGIN
1 atgttccagg caaactcatt acggctgtat ctagcatgea taaaaaatac actcgagget
61 gccatgtgct tacagaattt tecttgtcaa gaagttgaaa ggcataataa accagaggtt
121 gaattaaaga cgagcccaga acttttgcta aatcetgttt taatatgeecg aaatgagget

... krdceno ...

361 acaaactacc actgcgaaga gatgcagaaa cagaagctaa ttgatttcat tattcagttt
421 atggaggata tagagaaaga aataagggac ttgaaggagt cagtgaatac aagaggaaga
481 ctcgttgcta cggagttctt gaaacagttc atgtaa

’/

Obr.4.3. Vypis zaznamu Third Party Annotation (TPA) z GenBank databaze v podobé¢, v jaké jej GenBank
zasila ke korektuie (format GenBank flatfile).

K vyhledéavani a stahovani zaznamt z databazi slouzi webové uZzivatelské rozhrani. Na rozdil
od obsahu, ktery je v rdmci Velké trojky pokud mozno zcela sjednocen, uZivatelské rozhrani je
pro kazdou databazi specifické. V naSich pomérech typicky uzivatel (neznaly japonstiny)
pfistupuje k databdzim Velké trojky bud’ prostfednictvim rozhrani SRS (Sequence Retrieval
System) databaze EMBL na Evropském tstavu pro bioinformatiku (European Bioinformatics
Institute; http://www.ebi.ac.uk) nebo prosttednictvim rozhrani Entrez databaze
GenBank v americkém Narodnim centru pro biotechnologické informace (National Center for
Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/). S troSkou
nadsazky by se dalo fici, ze uZivatelské rozhrani dava databdzi osobitou tvar. Obsahové
ovsem velké rozdily nejsou: obé rozhrani dovoluji vyhleddvat zaznamy na zaklade
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ptistupovych kodu, klicovych slov v ndzvech a anotacich, jmen autorti a literarnich citaci.
Umoziuji téZ putovat mezi zaznamy, piipadné¢ mezi databazemi, podle kiizovych odkaz
(napt. mezi sekvenci DNA a odvozeného proteinu ¢i mezi jednotlivymi sekvencemi
publikovanymi v téZe praci). Poskytuji samoziejmé také ptistup k pokrocilejSim nastrojim,
napf. prohledéavani na zéklad¢ podobnosti sekvenci samotnych (kap. 6).

Konkrétni provedeni se mezi SRS a Entrez vyrazné lisi. Rozhrani SRS skytd vyrazné vice
nastroji nez Entrez (v€etné moznosti zavést si i€et na serveru a de facto si postavit vlastni dil¢i
databazi), neni v§ak — pravé pro obsahlou nabidku sofistikovanych nastrojii — pfili§ piehledné. I
kdyz v posledni dobé doznalo rozhrani vtomto sméru vyraznou zménu k lepSimu, casto
pouzivané nastroje se nékdy obtizn¢ hledaji, mimo jiné prave proto, ze stranky SRS prochazeji
neustalym vyvojem. Rozhrani Entrez poskytuje sice méné funkci, avSak je jiz po mnoho let
stabilné uspotadané, jednodussi a vici zacateCnikim piivetivejsi — prakticky vSechny bézné
pouzivané nastroje jsou rychle a snadno dostupné zjednoho mista — z ,rolety, na niz lze
navolit databazi a hledané parametry. Pro nezkuSeného uZivatele je 1ze jen doporuéit.*’

Rozhrani NCBI Entrez umoziuje nejen pfistup k databazi GenBank a piidruzenym
sekvenénim databazim (napf. odvozend databdze sekvenci proteini GenPept ¢i samostatné
proteinové databaze konsorcia Uniprot — viz 4.5), ale i prohleddvani dalSich zdroji. VétSina
z nich je zaméfena spiSe na medicinu a lidskou genetiku, coz je zcela pochopitelné vzhledem
k instituciondlnimu zakotveni v Narodni Iékafské knihovn€ Spojenych Statd (National
Library of Medicine). Jsou v§ak mezi nimi 1 datab4ze s informacemi zasadni dileZitosti i pro
nelékatské biologické obory — napt. databaze map nékterych sekvenovanych prokaryotnich i
eukaryotnich genomu (véetné Arabidopsis) s odkazy na referen¢ni sekvence v databazich.

Vysadni postaveni mezi nesekvenénimi databdzemi dostupnymi pies Entrez ma
databaze literatury PubMed, ktera je sice postavena na zaklad¢ ptivodné 1ékarské databaze
Medline, avSak pokryvé Siroké pole experimentalnich biologickych obort (nechybi zde ani
Casopisy vyhranéné rostlinného zaméieni). Prostfednictvim PubMed lze ziskat plné citace
praci od 60. let 20. stoleti, od 80. let vétSinou vcetn¢ abstrakti a Casto i s odkazem na
elektronické verze celych ¢lankt, nékdy dostupné i zdarma.

Entrez poskytuje rovnéz pfistup k databdzi experimentdlné zjiSténych trojrozmérnych
struktur proteinii (jadrem je databdze PDB, ktera disponuje rovnéz vlastnim webovym
rozhranim nezavislym na Entrez na adrese http://www.rcsb.org/pdb/). Databaze
struktur je prohledavatelna prostfednictvim klicovych slov, ptipadné ptistupovych kodu, a je
propojena s databazi konzervovanych proteinovych domén.

Zajimavou soucasti nastroji Entrez pro prohledavani sekvencnich databazi, databaze PubMed
1 databaze struktur je moznost zobrazeni ,,pFibuznych objekti* pro libovolny databazovy
zdznam. Jde-li o zdznam sekvenc¢ni, Ize pres nabidku ,,Links* ziskat odkazy na citace
v PubMed i seznam predem vyhledanych ,piibuznych sekvenci“.?' Zaznamy z databaze
literatury jsou naopak propojeny s odkazy na sekvence publikované v pfislusnych ¢lancich, a
na seznam ,,piibuznych ¢lankd®, vybranych a setfazenych na zaklad¢ kombinace kritérii —

napt. shodnych kli¢ovych slov, jmen autord & vyskytu slov v abstraktech.”

% Je pozoruhodné, jak celkovy dojem z pojeti evropského a amerického pomémné dobie odpovida
vzitym piedstavam o kulturnich rozdilech mezi ,,starym* a ,,novym* kontinentem.

21 O kritériich vyhledavani vice v kap. 5 a 6.

* Vyuziti slov z abstraktu vedlo jiz v ¢asném obdobi existence systému Entrez k nékolika
neplanovanym a piekvapivym dasledkiim. Pro vSechny kromé autori programu asi spise usmévné
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4.5. Specializované databaze véetné genomovych

Z desitek sekvencnich databazi mimo Velkou trojku stoji za zvlastni pozornost moderovana
databaze proteinovych sekvenci Swissprot (Bairoch et al., 2004), kterd se vyznacuje
diirazem na zvlast¢ podrobnou manualni anotaci zaclenénych proteinti. Na rozdil od
nemoderovanych databézi, jako je Velké trojka, se pfitom na anotaci podileji nejen ptivodni
autofi sekvenci, ale kolektiv vice nez sta expertt, ktefi shromazd'uji pfipominky od uzivatelt
a aktivné vyhleddvaji relevantni publikace. Po kritickém zhodnoceni pak zacletiuji do
jednotlivych databazovych vstupti dobfe dolozené udaje tykajici se napt. posttranslacnich
modifikaci ¢i vazebnych mist proteind.

Vztah Swissprotu k Velké trojce je v mnoha ohledech nadstandardni — podili se naptiklad na
jednotném systému pristupovych kéda a GI ¢isel. Néktera pristupova rozhrani, jako tieba
NCBI Entrez, ji zahrnuji do zakladniho neredundantniho souboru, a vtomto ohledu je
Swissprot svého druhu soucasti Velké trojky (tfi musketyti ostatné také byli ¢tyfi). Swissprot,
trEMBL a americkd databaze PIR (Protein information resource), fungujici podobné jako
Swissprot, se v r. 2002 propojily v rdmci iniciativy Uniprot (Apweiler et al., 2004) a sdileji
nyni data podobnym zptsobem jako primarni databdze Velké trojky.

Pro publikaci genomovych sekvenci plati stejné zvyklosti jako pro zvetejiovani jinych ptivodnich
sekvenc¢nich dat, a i genomové sekvence si tedy Casem najdou cestu do databazi Velké trojky.
Stavba téchto databazi v§ak umoziiuje pouze omezenou anotaci — standardni format databazového
zaznamu nedovoluje zaclenit tfeba obsahlejsi tidaje o funkci genovych produktd, o fenotypu
mutaci ¢i o regulaci genové exprese (napi. data z mikroarrayll). Specializované genomové
databaze pro jednotlivé organismy umoziuji prave takovou rozsitenou anotaci. Dal§im divodem
pro jejich existenci je i to, Ze sekvenovani kompletnich genomt je zalezitost pomérné zdlouhava,
a laboratote, které se na sekvenovani podileji, Casto v zajmu ziskani pomoci s anotaci zpiistupnuji
védecké komunit¢ i neanotované nebo dokonce nesestavené ,polotovary*, které¢ v takoveé
nehotové podobé ani nemaji v umyslu zadavat do primarnich databazi.

Sekvenovanych genomii prubézné piibyva, a nema cenu pokouset se zde o vycCerpavajici
vycet databazi. Uvedu jen nékolik piikladi, které spojuje mj. vztah k rostlinné biologii obecné
a biologie Arabidopsis zv1ast. Jiz zminované rozhrani NCBI Entrez poskytuje piistup ke
genomové databazi asociované s GenBank, pokryvajici genomy, jejichZz referencni
sekvence jiz byla ulozena v GenBank. Obsah databaze ovSem jen o malo piekracuje
standardni anotaci GenBank — asi nejvyznamnéjS$im pifinosem jsou piehledné grafické mapy
genomt, ve kterych se snadno vyhledava. Jako priklad databaze, jejiz obsah piekracuje pouhy
uspofadany vycet sekvenci, mizeme uvést databdzovou sekci webovych stranek Venterova
Ustavu pro vyzkum genomi TIGR (The Institute for Genomic Research,
http://www.tigr.org), s podsekcemi vénovanymi pfedevsim genomim prokaryotnich
mikroorganismu, ale i genomovym ¢i EST projektim nékterych eukaryot véetné nalevnika
Tetrahymena, husenicku (Arabidopsis), ryze, kukufice, borovice, tolice (Medicago
truncatula) a bramboru. Databdzi genomu Arabidopsis 1ze prohleddvat naptf. podle
konvenénich ndzvi gent, AGI koédi chromozémovych lokust, ¢i podle klont sekvenovanych

bylo zjisténi, ze pokud vychozimu ¢lanku chybél abstrakt, jevily se jako ,,ptibuzné vSechny clanky
bez abstraktu — program hlasil 100 % shodu ,,abstraktu®, ktery zn¢l ,, No abstract available “. Nejméné
jeden pomérné vyznamny mezinarodni skandal vSak vypukl poté, co jisty autor nalezl pies ,,piibuzné
¢lanky* plagiat vlastniho textu, také na zaklad€ 100 % shody abstraktu, tentokrat pfitomného.
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mezinarodnim konsorciem; pro kazdy lokus pak je mozné zobrazit napf. synonyma,
klonované cDNA, predikeci struktury genu (sestfihu) riznymi metodami, i ptibuzné sekvence.

Jeste vice tidaji muze byt uloZeno v databdzi zamétené vyhradné na jediny organismus. Pro
Arabidopsis jsou takovymto ustiednim zdrojem stranky TAIR (The Arabidopsis Information
Resource, http://arabidopsis.orq), které kromé shora uvedenych dat shromazd'uji i
udaje o genové expresi (véetné piistupu k datim z mikroarrayovych experimenttl), fenotypy
mutantl, relevantni literaturu a adresar védcu, kteti se zabyvaji vyzkumem Arabidopsis. Od
konce r. 2004 tato databdze také piebird péci o prubéznou aktualizaci genomovych dat,
protoze databaze TIGR jiz déle neni aktualizovéna.

Na rozhrani mezi informa¢nimi zdroji zamétenymi na sekvence biologickych makromolekul a
literarnimi databazemi stoji pon¢kud nest’astné nazvany, avSak myslenkou a predpokladanymi
budoucimi vystupy zajimavy projekt ,ontologic geni“ GO (Gene Ontology,
http://www.geneontology.org; The Gene Ontology Consortium, 2001). Jeho cilem
je vytvorit definovany slovnik ,klicovych slov* (GO terms), ktera by mohla byt zatazena do
anotaci genll v sekvencnich databazich, coZ by umoznilo snadné (a automatizovatelné) tfidéni
genu podle toho, na jakych bunéénych procesech se genovy produkt podili, jaka je jeho
biochemické funkce a kde je v buiice lokalizovan.”

4.6. Databaze propojené se sbirkami biologickych materiala

Zvlastnim ptipadem jsou databaze, které jsou nejen zdrojem dat, ale i katalogem biologickych
materidli dostupnych védecké komunité (pro nekomercni ucely zpravidla za Unosny
manipulaéni poplatek, nebo zcela vyjimeéné 1 zdarma). Pro Arabidopsis existuji dvé centralni
sbirky (depozitate) biologickych materiald, pfedev§im geneticky definovanych semen a DNA
klonti — americkd ABRC (The Arabidopsis Biological Resource Center, ptistup pies TAIR) a
britska NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Center). Obsah obou sbirek se do znacné miry
prekryva a ocekava se, ze duplikované materidly budou evropsti uzivatelé objednavat
v Nottinghamu, kdezto ameri¢ti v ABRC. Piistup do katalogl centrélnich sbirek je otevieny
komukoli, objednavani pouze registrovanym uzivatelim (registrace sama je zdarma). Krom
téchto sbirek existuji 1 dalsi, dil¢i kolekce materidlti spojenych s konkrétnimi projekty (napft.
japonska sbirka cDNA RIKEN), ¢asto s obdobnymi podminkami pfistupu.

Katalogy sbirek vSak obsahuji pouze informace o nazvech linii a klonti a o piedchozi historii
jejich objednavani. UZivatel musi pfedem veédét, co si chce objednat. Mize to zjistit naptiklad
z publikovanych praci — ovSem za ptedpokladu, ze usiluje o ziskéni klonu, na kterém uz nékdo
pracuje. Obvyklejsi vSak je situace, kdy uZivatel hledda materidl dosud necharakterizovany a
ulozeny do sbirky v rdmci n&jaké hromadné analyzy - tfeba cDNA k ur¢itému lokusu (Casto i
neuplné charakterizovany klon, z jehoZ konce byla ziskana sekvence EST) nebo mutantni linii,
ktera ve zvoleném lokusu nese inzerci T-DNA ¢&i transpozénu.** Takové materialy, pokud jsou

* Na toto usili se miizeme — v dobrém i zlém — divat jako na o generaci mladsi a soudasnému stavu
védéni blizsi alternativu standardizovaného systematického nazvoslovi enzymi. Ve své dobé bylo
tfidéni enzymut podle E.C. (Enzyme Comission) ¢isel nepochybné pokrokem, a ostatné stoji za to stale
databazi E.C. ¢isel udrzovat (viz http://www.expasy.org/enzyme/). Hranice tohoto pfistupu
se staly zfejmymi az poté, co se ukazalo, jakého bohatstvi biologickych procest se ucastni napf.
proteinkinazy, souhrnné fazené do tridy E.C. 2.7.1.37.

* U semennych rostlin totiz nefunguje homologni rekombinace vnesené DNA do chromozoému, a
proto nelze pouzit bézné postupy reverzni genetiky, jak je znadme u savct ¢i kvasinek. Jako ndhradni

26



spojeny se sekvencéni informaci (EST ¢i cela sekvence u ¢cDNA, sekvence rozhrani vnesené
inzerce u mutantnich rostlin), Ize samoziejmé ,,zamapovat* na genom a orientovat se v nich
podle umisténi na genomové map¢. To umoznuje sluzba T-DNA Express na serveru
http://signal.salk.edu, kterd propojuje podrobnou mapu genomu, sekvencni
informace o dostupnych materialech a ptimé odkazy na katalogy sbirek.

feSeni se osvédCila inzercni mutageneze pomoci T-DNA, nasledovana sekvenovanim hranic inzerce u
celych kolekci rostlin, v nichz pak 1ze vyhleddvat mutanty ve zvoleném genu.

27



5. Posuzovani podobnosti sekvenci

Porovnavani dvou ¢i vice sekvenci a zjiStovani miry jejich vzajemné podobnosti je
centralnim tématem praktické bioinformatiky. Jiz jsme se s nim setkali v ptedchozi kapitole —
vyvolame-li z databaze prostiednictvim specializovaného odkazu ,pfibuzné sekvence®,
vyuzivame jiz vysledky néjakého vyhledavaciho postupu zalozeného na posuzovani
podobnosti sekvenci, i kdyz tieba viibec nevime, jak se to d&lalo.”” D¥ive neZ se pustime do
praktického prohleddvani databdzi podle kritéria podobnosti s nami vybranou sekvenci,
zastavme se u otazky, jak viibec Ize stanovit kvantitativni miru podobnosti dvou sekvenci.

5.1. Modelovy postup stanoveni podobnosti

Pravé vyslovené otazce by moznd meéla predchézet jina: za jakych predpokladi vibec
v ptipad¢ sekvenci digitalnich znakid mtzeme hovofit o podobnosti? Dva fetézce digitalnich
znak, naptiklad pocitacové programy, totizZ mohou byt toliko totoZzné nebo nestejné: lisi-1i se
byt i jen v jediném znaku, uz jsou to rizné programy. Povazujeme-li vSak digitalni znaky za
symboly, zastupujici télesné objekty, naptiklad nukleotidy ¢i aminokyseliny, o podobnosti uz
smysl hovofit ma. Mizeme tfeba konstatovat, ze pokud jde o tvar, velikost a naboj molekuly,
isoleucin je podobnéjsi leucinu nez histidinu. Tvrzeni, ze ,,I je bliz k L nez k H* ma smysl
pravé jen jako zkratka v tomto ¢i podobném kontextu (blizsi rozbor viz Cvrékova a Markos,
2005). Vyuziti digitalnich symbolli pak umoziiuje podobnost nejen kvalitativné zjiStovat, ale 1
kvantitativné méfit, pfijmeme-li urc¢ité predpoklady napt. o vzajemnych vztazich jednotlivych
aminokyselin.

Ma-li méfeni podobnosti mit smysl, musime byt schopni rozliSit, které sekvence jsou si
doopravdy podobné. V idedlnim piipad¢ tedy hledame postup, ktery by identickym sekvencim
ptifadil podobnost maximalni, a dvéma ndhodné vybranym ndhodnym sekvencim podobnost
minimalni, kterou bychom pro praktické ucely mohli povazovat za ,,nepodobnost™. Jiz ze
sloZzitosti této formulace Ize tusit, Ze s ,,nepodobnym* koncem spektra bude potiz. Pokusme se
proto nejprve navrhnout postup, ktery by ndm umoznil zméfit, ¢i aspont porovnat, podobnost
sekvenci, které sice nejsou identické, ale jsou si velmi blizké (tj. maji stejnou délku a lisi se
pouze v nevelké frakci aminokyselin ¢i nukleotidi). To znamend, Ze se budeme zabyvat
homolognimi sekvencemi vzniklymi pomérné neddvnou evoluéni divergenci ze spole¢ného
predka.”® Od tohoto postupu pak miizeme dale extrapolovat smérem k sekvencim réizné délky

.....

Obecny postup stanoveni miry podobnosti dvou sekvenci by mohl vypadat napi. takto
(Obr.5.1.):
e Sekvence po celé délce pfilozime k sobé, tj. zapiSeme je do dvou pod sebou
umisténych fadka tak, aby identické pozice (baze ¢i aminokyseliny) lezely pod
sebou.”’ Takovému zapisu se ¥ika p¥itazeni (alignment).

> Podobnost“ a ,,p¥ibuznost budeme prozatim chépat jako synonyma, ale ¢asem se pokusime oba
terminy vymezit peclivéji (viz kap. 10).

% Typickym piikladem jsou tfeba sekvence izoforem uréitého enzymu z piibuznych organismi —
predstavme si tfeba malou podjednotku Rubisco z Arabidopsis a z kukutice. Podrobnéjsi rozbor pojeti
homologie a riznych jejich variant viz kap. 10.1.

7 Na pocitadi musime pouzivat neproporcionalni pismo, t.j. pismo, které ma viechny znaky stejné
Siroké (napi. Courier).
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e Vypocteme celkovou hodnotu (score) podobnosti tak, ze seCteme hodnoty
podobnosti vSech jednotlivych pozic pfifazeni. Hodnoty podobnosti stanovime podle
predem zvolenych kritérii (viz 5.3). V nejjednodussim ptipadé napt. mizeme jakékoli
identické dvojici pozic (par -match) ptidélit hodnotu 1 a jakékoli neidentické dvojici
(nepar - mismatch) hodnotu 0.*®

e Chceme-li porovnavat miru podobnosti rizné dlouhych dvojic sekvenci, vydélime
celkovou hodnotu podobnosti délkou ptifazeni (normalizace hodnoty podobnosti).

Vychozi sekvence:

A ATTGCTCTGT B ATAGCTCGGT C ATTGCACTGTAATGCCATGT
D ATTGCTCTGAAATGCCCTGT

e , ar nepar
Prifazeni: P P
A ATTGCTCTGT C ATT CT TGCCATGT
[ O O I PEIHE FEipeerert i
B ATAGCTCGGT D ATTGCTCT TGCCCTGT

Vypocet normalizované hodnoty podobnosti:

hodnota paru hodnota neparu
v v
Sap=(8x1+2x0)/10=0.80 Sep=(17x1+3x0)20=0.85
A

4
podet para T pocet pozic

... tedy podobnéjsi jsousiCa D

pocet nepart

Obr.5.1. Modelovy postup stanoveni odpovédi na otiazku, zda jsou si vzajemné podobnéjsi sekvence A a B
nebo C a D.

Prakticky pouzivané algoritmy, implementované v programech, které budeme pouzivat, si
muzeme predstavovat jako ,,Cerné skiinky*, ve kterych bydli néjaka varianta pravé uvedené¢ho
postupu.

5.2. Globalni a lokalni prifazeni

Chceme-li pravé nastinény postup rozsifit na sekvence odlisné délky, nebo i na sekvence
stejné¢ délky, které se vyznamnéji li§i, sama konstrukce pfifazeni se stavd netrividlni
zalezitosti. Existuje fada programd, které ptifazeni dovedou sestavit (jeden piiklad viz nize), a
prakticky kazd4d metoda prohledavéni databazi podle miry podobnosti (kap. 6) néjakym
zpisobem otazku automatizace pfifazeni fesi. Pfitom bychom si v§ak méli byt védomi toho,
7e konstrukce prifazeni zahrnuje rozhodnuti, jeZ v principu nelze algoritmizovat, a tedy
ani svefit vypocetni technice. Podati-li se nam n¢kdy takovym rozhodnutim zdanlivé vyhnout,
je to jen proto, Ze to za nds udélal autor softwaru, ktery pouzivame.

2 ) ’ . ) s Iy I ’ v ¥ v oIMi. ™ v
% Za krasny neologismus ,,nepar” vdé¢im jistému prodavaéi, ktery se mne pokousel presvédéit, Ze pii
té sleve nevadi, ze jedna bota je uvniti Sedé a druha zluta.
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Jedno z téchto rozhodnuti se tyka otazky, jak nalozit s oblastmi sekvence, které vzdoruji
pfitazeni — bud’'to jsou natolik odlisné, Ze se v nich ,nechytime®, nebo prosté¢ piebyvaji
(delece ¢i inzerce v jedné z prifazovanych sekvenci). Zde je na nas, zda se pokusime sekvence
ptifadit po celé¢ délce 1 za cenu vnaSeni mezer do jedné znich ¢i do obou (globalni
pFirazeni), nebo zda se omezime na ptifazovani jednoznac¢nych usekii a skoncime tam, kde se
sekvence rozchdzeji nad unosnou miru (lokalni prifazeni). Nepfifazené Useky sekvenci
muzeme totiz ¢asto v naslednych analyzach ignorovat (viz 10.4.1.). 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 piitadit s vnesenim pomérné malého poc¢tu nedlouhych
mezer (Obr.5.2); u sekvenci vzdalengjSich vSak produkuje artefakty. Naproti tomu lokalni
pfifazeni je vhodné i pro sekvence slozené ze ,st¢hovavych®“ domén (viz Obr.5.4.), a
v piipad¢ sekvenci blizce piibuznych pfitom konverguje k vysledkim velmi podobnym
pfifazeni globalnimu. Zdélo by se tedy, ze globalni pfifazeni snad ani nestoji za to, abychom
se jim zabyvali, nebyt toho, Ze je zdkladem nékterych metod pro konstrukci pftitazeni
mnohocetnych (. pfifazeni zahrnujicich vice nez dvé sekvence — kap. 8).

Globalni pFifazeni
SLAV--=-——==——=— APATNIK------- PIONYR-I------ AKSETQRYMVIE
SLAVYTYIEFVRANAPATNIKSECVRAAPIQONYRRVEHVRATAKSETQRYMVIE

Lokalni prirazeni
SLAVYTYIEFVRANAPATNIKSECVRAAPIONYRRVEHVRATAKSETQRYMVIE

Obr.5.2. Priklad globalniho a lokalniho pfirazeni.

Dobrou pomiickou pro volbu typu pfifazeni, a vibec pro posouzeni, zda danou dvojici
sekvenci ma smysl pfifazovat, je grafickd mapa vzéjemné podobnosti sekvenci ¢ili bodovy
diagram (dotplot). Bodovy diagram vyjadiujici podobnost dvou sekvenci X a ¥ muzeme
(opét v hrubém pfiblizeni typu ,.Cerné skiinky*) ziskat napiiklad nasledujicim postupem
(Obr.5.3.):
e Soutadnice (pofadova ¢isla) bazi ¢i aminokyselin v sekvencich vyneseme 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 Vezmeme ,,0kénko* zvolené délky (napf. 2 pismena) a posouvame je po sekvenci X
od polohy 1 na konec v krocich po 1 pismenu.
e Pro kazdou pozici okénka udélame tecku vsude, kde okénko ,,naslo* stejnou dvojici
pismen v sekvenci Y.
e Vnasledném kroku miiZzeme pro ptrehlednost odfiltrovat (tj. smazat) vSechny tecky,
které nejsou soucasti diagonal delSich nez néjaka pfedem stanovend minimalni
hodnota.

Podobnost sekvenci X a ¥ se nam v diagramu projevi jako diagonala (pferusovand v misté
nepdrtl). Z pohledu na diagram muZeme okamzit¢ odhalit pfitomnost a polohu oblasti
vzajemné podobnosti, ale i inzerci, deleci, translokaci a opakovéani vramci jednotlivych
sekvenci — a také posoudit, zda doty¢nd dvojice sekvenci je vibec vhodna pro konstrukci
globalniho pfifazeni (Obr.5.4.). Pokud sekvence prosly ptfestavbami doménové struktury,
musime se bud’ spokojit s pfifazenim lokalnim, nebo vybrat pouze oblast odpovidajici jedné
celistvé doméng; pro ni pak lze udélat i pfifazeni globalni.*

** Smysl to ma napf. pii konstrukci mnohodetnych pfifazeni pro fylogenetickou analyzu.
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Sekvence X ATTGATCGGTCTTGCACTGA
Sekvence Y ATTGCTCGGTATTGCTCTGA filtrace diagonsl
l’ kratSich nez 3
_—

N @TTG@TCGGTCEEGCACTGA X  ATTGATCGGTCTTGCACTGA X , BTTGATCGGTCTTGCACTGA X
% ) ¥ . . % . .
G G G

o4 ¢ o

T T T

c c o -

G G el

g g g

F —a . —p | 3

T T T
H iy T T
e G el

v | é o
by T T
c C c
Y & Y2 Y|2

Obr.5.3. Konstrukce bodového diagramu.

AN N
\\
N\

B Cc D

Obr.5.4. Priklady bodovych diagramu pro sekvence, které prosly prestavbami doménové struktury. Jen
pro dvojici A a B lze sestrojit smysluplné globalni pfirazeni.

Algoritmy, které se pouzivaji pro praktickou konstrukci pfifazeni, dovedou vytvofit bud’ pfifazeni
lokélni, nebo globalni. Rozhodnuti mezi lokalnim a globélnim pfifazenim tedy musime ucinit jiz
na urovni volby programu; u parového piitazeni (pairwise alignment, alignment of two
sequences) se prakticky setkdvdme pouze s piifazenim lokéalnim. Strategii nejjednodussiho
mozného postupu konstrukcee lokalniho prirazeni si miizeme predstavit zhruba nasledovneé:

e Shora uvedenym postupem sestrojime bodovy diagram.

e Zvolime diagonalu, ktera se ma stat jadrem pfifazeni (pokud nds nevede zvlastni
zajem o konkrétni oblast sekvence, o niz uz néco vime, volime diagonalu s nejvyssi
nenormalizovanou hodnotou podobnosti).

e Tuto diagondlu postupné rozsifujeme po 1 zbytku, a v kazdém kroku vypoclteme
hodnotu podobnosti. Pokracujeme tak dlouho, dokud s pfidavanim dalSich zbytki
hodnota podobnosti bud’ roste, nebo klesd méné nez o pfedem stanoveny mezni rozdil.

Varianty tohoto postupu mohou zahrnovat omezené zavadéni mezer, napiiklad pfi
propojovani sousedicich diagonal, jejichz konce jsou vzdaleny méné¢ nez n¢jakd predem
stanovena mezni hodnota.

Praktickym ptikladem obecné dostupného programu, ktery dokaze vytvofit bodovy diagram a
lokalni piifazeni dvou uzivatelsky zadanych sekvenci a dovoluje i manipulaci s empirickymi
parametry (viz niZe) je program BLAST2, pfistupny prostiednictvim stranek NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; viz téZ 6.2). Algoritmus pouzivany timto
programem zhruba odpovidd pravé uvedenému schématu a je variantou Casti dnes jiz
klasického prohledavaciho postupu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et
al., 1990), ktery bude bliZe popsan v nésledujici kapitole (6.2).
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5.3. Empirické parametry — substitu¢ni matice a cena mezer

Volba druhu pfifazeni neni jedinym krokem, kde do hry vstupuji uzivatelska rozhodnuti.
Dojde na né i pfi vlastnim vypoctu hodnoty podobnosti, kde musime nejprve zvolit ,,vahu*
vSech moznych kombinaci (pari i neparti) aminokyselin, poptipadé nukleotidii. Pokud jsme
ptfi konstrukci pfifazeni zavadéli mezery, musime se rovnéz rozhodnout, jakou ,,véhu* ¢i
,cenu mezeram prisoudime. Od toho se pak bude odvijet dalsi rozhodovéani, totiz zdali se
nam vilbec zavadéni mezer vyplati, nebo zda radéji misto zavedeni mezery lokdlni pfifazeni
ukonc¢ime.

Véhy vSech moznych pard i neparti aminokyselin ¢i nukleotidii udava substitu¢ni matice
(substitution matrix, scoring matrix). Substituéni matice je ¢tvercova tabulka, jejiz fadky 1
sloupce odpovidaji jednotlivym symboliim v sekvenci. Ciselna hodnota na prase¢iku fadku a
sloupce odpovida piispévku pfislusné kombinace symboll k celkové hodnoté podobnosti
(Obr.5.5. a Tab.5.1.). Hodnoty pfisouzené jednotlivym neparim nezéavisi na potradi symboli
(nepar G-A ma stejnou hodnotu jako nepar A-G), a matice je tudiz symetrickd podle
diagonaly.

AT G C hodnota neparu G-A
Al 10| o
T 0| 1| 0|0 5
hodnota paru G-G
Gl ol o| o | P
Cl 0| 0|01

Obr.5.5. Nejjednodussi substituéni matice, pouzitd pro vypocet podobnosti nukleotidovych sekvenci v
Obr.5.1.

Konkrétni hodnoty v matici odrazeji pozorovani ze skute¢nych sekvenci. V ptipad¢ proteint
jsou to jednak pozorované frekvence zdmén konkrétni aminokyseliny v rdmci znamych
soubord homolognich sekvenci, jednak frekvence vyskytu jednotlivych aminokyselin.
Sparovana vzacnd aminokyselina, napf. cystein nebo tryptofan, ma vétsi vahu nez
aminokyselina Casta, popfipad¢ aminokyselina kodovanad mnoha kodony, jako tfeba serin. Je
nutno zdlraznit, Ze hodnoty, pfisouzené jednotlivym kombinacim, nezavisi na sekven¢nim
kontextu — evolu¢ni konzervace klicového serinového zbytku v aktivnim centru enzymu
nepfispiva k celkové hodnoté podobnosti o nic vic nez ,.konzervace* serinového zbytku ve
vysoce variabilni a pohyblivé smyéce sporného funkéniho vyznamu. Ciselné hodnoty
v maticich jsou stanoveny empiricky z ,,reprezentativnich® ¢i ,,typickych® soubort sekvenci tak,
aby jejich aplikace vedla k vysledkim, které pokud mozno davaji smysl. Predev§im pro
proteiny neexistuje ,,jedina spravna“ substituéni matice. Pro sekvence nukleovych kyselin se
vSak prakticky pouzivaji varianty jediné matice, tzv. matice IUPAC c¢ili matice identity
(identity matrix), kterd vSem parim pfifazuje konstantni kladnou hodnotu, a vSem neparim
rovnéz konstantu (nulovou ¢i zapornou).

U proteint je situace slozitéjsi, protoze tam bylo az dosud sestaveno nékolik sérii matic.
Historicky nejstar$i, a dosud pomérné Casto pouzivané, jsou matice PAM (point accepted
mutation), vytvorené Margaret Dayhoffovou a spolupracovniky jiz na sklonku 70. let
minulého stoleti na zdklad¢ analyzy globalnich pfifazeni sady blizce ptibuznych sekvenci.
Konstrukce matic PAM vychézi z empirického stanoveni frekvence jednotlivych specifickych

32



zameén. V ramci modelové sady sekvenci byly pro kazdou aminokyselinu zjistény frekvence
vSech moZznych zaménovych mutaci v situaci, kdy mutace postihuji 1 % zbytkl v sekvenci.
Na zékladé takto zméfenych hodnot specifickych mutacnich rychlosti byla sestrojena matice
PAMI, vyndsobenim této matice ji samotnou PAM?2 atd. az po PAM250, kterd odpovida
stavu, kdy na stoaminokyselinovy tusek ptipada jiz 250 mutaci (Hansen, 2001; Pearson, 2001).
Vzhledem k tomu, Ze mutace postihuji v idedlnim pifipad€ nahodné& vybrané zbytky, ziistava i
v tomto piipadé zachovano piiblizng 20 % zbytkl nemutovanych.’’ Nov&jsi obdobou série
PAM, sestrojenou z vétSiho souboru vychozich dat, jsou matice Jones-Taylor-Thorntonovy
(JTT) a Gonnetovy. Pro ¢islovani Gonnetovych matic plati totéz co pro PAM — GONNET250
odpovida PAM250.

Tab. 5.1. Priklad realné substitu¢ni matice pro proteiny - BLOSUMS80. K6dy aminokyselin viz Tab. 3.1.

ARNDTGCO QEGHTILIEKMTFTPSTTWTYVB Z X *
als 2 2 2 1 1 1 0 2 2 2 14 1 3 1 1 0 3 2 0 2 -1 -1 6
R|l2 6 1 2 4 1 a1 3 0 3 3 2 2 4 2 1 -1 4 3 3 2 0 -1 -6
Nl2 1 6 1 3 0 -1 -1 0 4 4 0 3 4 3 0 0 4 3 4 4 0 -1 -6
Dl2 2 1 6 4 1 1 2 2 4 5 1 4 4 2 1 1 6 4 4 4 1 2 -6
cl-1 4 3 4 9 4 5 4 4 2 2 4 2 3 4 2 -1 3 3 -1 4 4 3 6
ol-1 1 0o -1 -4 2 3 3 1 0 4 2 1 3 2 3 0 -1 -6
El-1 -1 a1 1 5 2 3 0 4 4 1 2 4 2 0 -1 -4 3 3 4 1 -6
cglo 3 -1 2 4 2 3 6 3 5 4 2 4 4 3 1 2 4 4 4 1 3 2 -6
H|2 o o 2 4 1 0 3 8 4 3 1 2 2 3 1 2 3 2 4 1 0 2 -6
I|l2 3 4 4 2 3 4 5 4 5 3 1 -1 4 3 -1 3 2 3 4 4 2 -6
L|2 3 4 5 2 3 4 4 3 1 4 3 2 0 3 3 2 2 2 1 4 3 2 -6
Kl-1 2 0o 1 4 1 2 -1 3 3 5 2 4 1 -1 -1 4 3 3 -1 1 -1 -6
M[l-1 2 3 4 2 0 2 4 2 1 2 6 3 2 1 2 2 1 3 2 -1 -6
F|3 4 4 4 3 4 4 4 2 1 0 4 0 6 4 3 2 0 3 -1 4 4 2 -6
Pl-1 2 3 2 4 2 2 3 3 4 3 1 3 4 8 1 2 5 4 3 2 2 2 6
s 1 0 -1 2 0 0 -1 -1 3 3 -1 2 3 -1 5 1 4 2 2 0 0 -1 -6
Tl o -1 d -1 -1 -1 2 2 1 2 - -1 2 2 5 4 2 0 -1 -1 -1 -6
Wl3 4 4 6 3 3 4 4 3 3 2 4 2 0 -5 4 4 11 2 3 5 4 3 6
vy|l2 3 3 4 3 2 3 4 2 2 2 3 2 3 4 2 2 2 7 2 3 3 2 6
vio 3 4 4 1 3 3 4 4 3 1 3 1 -1 3 2 0 3 2 4 4 3 1 6
Bl2 =2 4 4 -1 4 4 1 3 4 2 105 3 4 0 2 -6
z|l-1 o o 4 3 4 3 0 4 3 1 2 4 2 0 -1 -4 3 3 0 1.6
x|-1 .11 2 3 a1 a1 2 2 2 2 11 2 2 4 1 3 2 1 2 1 -1 -6
x|6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 -6 6 6 6 -6 1

PAM matice pro vzdalenéjsi sekvence (tj. s vySSimi Cisly) byly tedy ziskany extrapolaci. Druhé
Casto pouzivand série matic BLOSUM byla naopak odvozena pfimo z empirickych dat na
zaklad¢ lokalniho pritazeni konzervativnich domén méné blizce ptibuznych sekvenci. Také
matice BLOSUM jsou ¢islovany — ¢im vyssi Cislo, tim vyssi frakce konzervativnich zbytka ve
vychozim souboru sekvenci (Hansen 2001). Pro praktickou aplikaci je dilezité pamatovat si
pravidlo, ze ¢im podobnéjsi jsou si sekvence proteini, tim niz§i hodnoty PAM, pripadné
vys§i hodnoty BLOSUM bychom méli volit, a naopak. Matice s nizkym PAM a s vysokym
BLOSUM nejsou ale volné zaménitelné, protoZe byly odvozeny na zékladé zcela jinych

* Hodnotu 20 % identickych zbytkil lze rovnéZ povazovat za dolni mez podobnosti, kterd jesté o
nécem vypovida: s dal§simi mutacemi se sekvence stava prakticky nahodnou, avsak jeji podobnost se
sekvenci vychozi klesa uz jen velmi pomalu (Chothia a Lesk, 1986; Wood a Pearson, 1999).
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empirickych dat. Pouzivat bychom je méli pokud mozno na data podobna tém ptivodnim, proto
nizké PAM preferujeme v situacich, kde za podobnost ,mize* kratkd evolucni vzdalenost
(maly pocet mutaci) oddélujici zkoumané sekvence, kdezto vysoké BLOSUM tam, kde
predpokladdme vyznamnou podobnost ,,ostrivki v jinak divergentnich sekvencich napf.
v disledku selekce ¢i evolu¢nich omezeni (constraints).

O cené mezer (gap cost, gap penalty) rozhoduji zpravidla dva parametry — cena za otevieni
mezery (gap open penalty) a v absolutni hodnoté obvykle vyrazn€ nizsi cena za prodlouzeni
Jiz existujici mezery o 1 zbytek (gap extension penalty). Rozdil téchto cen, které vyslednou
hodnotu podobnosti vzdy snizuji, odrazi skute¢nost, ze pokud jiz v sekvenci mezera vznikla
(at’ jiz deleci nebo inzerci), jeji prodlouzeni uz je zménou pomérné nepodstatnou a mnoho na
kone¢né mife podobnosti nezmeni.

Nejen v ptfipadé programil pro konstrukci pfifazeni a stanoveni miry podobnosti sekvenci
byvaji vychozi hodnoty empirickych parametri (matice, ceny za mezeru) v programech
nastaveny tak, aby ve vétSiné€ ptipadi vedly k ,,rozumnym* vysledkiim (matice zpravidla na
kompromisni hodnotu pro sekvence, které nejsou ani pfili§ blizké, ani pfiliS vzdalené).
NezkuSeny uzivatel vétSinou neucini chybu, poneché-li nastaveni programu ve vychozim
stavu. Vzdy vSak stoji za to zvazit, s jakymi daty pracujeme: zajima-li nas napt. evoluce malé
podjednotky Rubisco u semennych rostlin, mizeme si dovolit zménit vychozi matici na
PAMA40 ¢i PAM20, kdezto v ptipadé porovnavani globinu archei a eukaryot volime radéji
PAM?250. Také vypadaji-li vysledky podeziele (ptifazeni se skladd z mnoha kratkych useki
oddélenych mezerami v jedné 1 druhé sekvenci, nebo naopak zjevné¢ podobné useky sekvence
nejsou navzajem pfifazeny), vyplati se s hodnotami parametri experimentovat.
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6. Prohledavani databazi podle podobnosti se znamou sekvenci

Nyni, kdyz jsme jiz ziskali pfedstavu o tom, jak mizeme chéapat (a stanovovat) podobnost ve
svéte digitalnich sekvenci, mizeme piistoupit k vlastnimu vyhleddvani v databazich. Podobné
jako v ptedchozi kapitole zacneme tim, Ze se pokusime formulovat zcela obecny algoritmus,
ktery povede k cili — totiz predevsim ke zjisténi, které sekvence ve zkoumané databazi jsou
nejpodobné&jsi nami zvolené sekvenci, kterou budeme nadale oznacovat jako dotaz (query).
Soucasné by bylo vyhodou, kdybychom dokazali posoudit, zda ty nejpodobné&jsi sekvence
jsou dotazu vskutku podobné vic nez jen ndhodné — tedy statisticky vyhodnotit vysledky
vyhledéavani.

Ptedpoklddejme nejprve, Zze mame k dispozici neomezené vypocetni kapacity a Ze na
vysledek nespéchame. V tom piipad¢ zajisté sekvence piibuzné nasemu dotazu nalezneme
tak, Ze:

e Pro kazdou sekvenci z databaze sestrojime bodovy diagram podobnosti s dotazem a
z n&j odvodime co nejdelsi lokalni ptitazeni (viz 5.2).”'

e Pro kazdé lokalni pfifazeni vypocteme celkovou (nenormalizovanou) hodnotu
podobnosti s dotazem.

e Vsechny sekvence v databazi sefadime podle hodnot podobnosti s dotazem; tim jsme
Jiz zjistili, ktera sekvence v databazi je dotazu nejblizsi.

e Zaznamename distribuci zjisténych hodnot podobnosti dotazu s jednotlivymi
sekvencemi z databdze a zjistime, jakou kiivku rozdé€leni tyto hodnoty sleduji.
Hodnoty podobnosti, které lezi vyrazn€ mimo kiivku odpovidajici nahodilé distribuci,
odpovidaji sekvencim, jejichz mira shody s dotazem je ziejmé¢ vétSi nez nahodila
(Obr.6.1.)

frekvence

A

vyznamné
vysoka
podobnost

» hodnoty podobnosti

Obr.6.1. Hypoteticky pfiklad distribuce hodnot podobnosti.

Uvedeny postup je pon€kud naivnim a zejména ve statistické ¢asti zna¢né zjednoduSenym
ptikladem presného prohleddvaciho algoritmu, ktery by databazi prohledal zplsobem
vskutku vyc€erpavajicim. Nevyhodou takového algoritmu je nutnost sestrojovat ptifazeni pro
vSechny sekvence v databdzi a z toho plynouci pomalost. Proto byly pfesné algoritmy v praxi

*! Prohleddvame obvykle databaze, které obsahuji i sekvence genomové ¢&i sekvence netiplnych
fragment molekul. Nema tedy smysl zkoumat ptitazeni globalni.

35



do zna¢né miry vytla¢eny postupy heuristickymi, které prohledavani vyrazn¢ zrychluji, byt’ i
za cenu urcité Ujmy na piesnosti.

I pfes hardwarovou néarocnost existuji prakticky pouzitelné (byt i pomalé) implementace
pfesnych prohledavacich algoritmi. Pfikladem muze byt program SSEARCH (soucést
standardniho instala¢niho baliku programu FASTA, o némz bude fe¢ dale), urceny
k prohleddvani proteinovych databazi proteinovym dotazem, poptipadé nukleotidovych
databazi dotazem nukleotidovym. Jeho heuristickym protéjSkem je algoritmus FASTA
(Pearson a Lipman, 1988), se kterym jsme se jiz setkali jakozto s ,,darcem* jména jednoho
z béznych datovych formath (kap. 3), a na ktery se nyni zaméfime podrobnéji, abychom si
jeho obdoby mohli napfist¢ dosazovat za modelovy ,,obsah Cerné skrinky™ zastupujici
heuristické prohledavaci algoritmy.

6.1. FASTA jakoZto modelovy heuristicky algoritmus

konstrukce a optimalizace lokalnich pfifazeni. Pfitom pro fadu sekvenci lze tento krok
s minimalnim rizikem vynechat — stacilo by, kdybychom uméli zhruba odhadnout miru
podobnosti s dotazem a vyloucit sekvence, u nichZ je krajné nepravdépodobné, zZe tieba i po
dikladném ,,]ladéni* pfifazeni dosahnou vysokych hodnot podobnosti. Rovnéz ptifazeni samo
neni pro vSechny sekvence nutno optimalizovat do posledniho detailu (tj. do stavu, kdy zddna
zména nezvysi hodnotu podobnosti). Pro vylouceni vzdalengjSich sekvenci staci, kdyz se
optimalnimu stavu pfiblizime, a jen do zbyvajicich ,.kandidati pak investujeme ¢as nezbytny
k opravdu peclivému vypracovani ptitazeni.

Uvedené principy lze demonstrovat na piikladu algoritmu FASTA (Pearson a Lipman, 1988;
Pearson, 2000), ktery sice v posledni dob¢ zlistava pon€kud ve stinu vykonnéjsich metod, ale
ve své dobé piinesl zasadni prilom. Jiz jeho pfedchtidce, program FASTP vyvinuty stejnou
pracovni skupinou v poloviné 80. let minulého stoleti, zrychlil prohledavéani databazi oproti
pfesnym algoritmim o dva fady. Mladsimu Ctenafi je vSak tfeba pfipomenout, ze az publikace
programu FASTA pfisla v dobé, kdy vyuZiti vypocetni techniky prestalo byt zalezitosti
elitniho klubu specialistii a vykonné pocitace se staly dostupnymi i pro lepsi experimentalné
biologické pracovi§ts.*

Nechceme-li zachazet do matematické teorie, miizeme fici, ze klicovym krokem ke zrychleni
bylo pfipustit si, ze k prvnimu hrubému odhadu miry podobnosti sekvenci v databazi
s dotazem vlastné ani neni potieba sestrojovat pfifazeni. K prvni filtraci databaze, tedy
k vylouceni sekvenci, kterymi nestoji za to se zabyvat, mize stacit samotny bodovy diagram.

> Nesmime si oviem predstavovat dne$ni stolni PC ¢i dokonce notebooky. Pomérné bohaté instituce
typu Rockefeller University ¢i videfiského Biozentra na zacatku 90. let pro bézné kancelaiské prace
disponovaly PC s procesorem 286 a operacnim systémem DOS ¢i ,klasickymi® pocitaci Apple
s Cernobilou obrazovkou. K ,,vaznym* vypoctim, jako tieba prohledavani databazi, slouzily salové
pocitace opera¢niho systému Unix ¢i dokonce nyni jiz polozapomenutého VMS se siti textovych
(negrafickych) termindlii, tfeba legendarni VT102. Databaze samoziejmé musela byt mistni, tedy
kompletni vydani EMBL ¢i GenBanku, pravideln¢ updatované na paskach. Internet sice jiz existoval, ale
k datiim se pfistupovalo pouze pomoci protokolu ftp, ktery preziva dodnes, a gopher, nyni na pokraji —
ne-li za pokrajem — vyhynuti (viz Cvr¢kova, 1994). Prvni grafické webové prohlizece pro protokol http —
napi. NCSA Mosaic pro Macintosh — do naSich kraji dorazily az kolem r. 1994.
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Vlastni postup vyhledavani podobnych sekvenci pomoci algoritmu FASTA si mizeme
piedstavit pfiblizné takto (Pearson a Lipman, 1988):

e Pro kazdou sekvenci z databaze a dotaz je nejprve sestrojen bodovy diagram
s velikosti ,,okénka* (kfuple) o ptedem zvolené délce (pro sekvenci aminokyselin k =
1 nebo 2, pro nukleotidovou k = 6 — 8). V ném je pak nalezen pfedem urceny pocet
,hejlepsich® diagonal, tedy diagonal o co nejvetsim poctu identit.

e Pro tyto nejdelsi diagondly je s vyuzitim pfedem zvolené substitu¢ni matice vypoctena
nenormalizovana hodnota podobnosti (init/). Nedosahuje-li hodnota podobnosti
nejlepsi diagondly alesponl pfedem stanovené mezni hodnoty (cutoff), program se
danou sekvenci z databaze prestane zabyvat.

e Pokud hodnota podobnosti init/ pro nejlepsi diagonédlu ptrekro¢i mezni hodnotu,
program prozkouma, zda s touto diagonalou nesousedi diagondla jina (to znamena, zda
zkoumanou diagondlu nelze propojit sjinou diagondlou zavedenim mezer
nepiesahujicich pfedem zvolenou délku). Jestlize ano, program obé diagonaly propoji
a vypocte novou hodnotu podobnosti initn jako soucet hodnot init/ pro vychozi
diagonaly, od n&hoz byla za kazdou mezeru odetena konstanta.®® Neni-li s &im
propojovat, pak initn = init1.

e Jestlize hodnota podobnosti initn piesdhne zvolenou mezni hodnotu (threshold),
program teprve pro piislusnou diagonalu (¢i propojené diagonély) poctivé sestroji co
nejdelsi lokalni prifazeni a znovu vypocte optimalizovanou hodnotu podobnosti opf za
pouziti zvolené substitu¢ni matice a ceny mezer.

e Hodnoty podobnosti opt jsou pribézné zaznamenavany a je stanovena jejich distribuce,
presnéji feceno distribuce z nich odvozenych normalizovanych hodnot oznacovanych
jako Z-score, ptipadné (ponckud odlisné pocitanych) hodnot bit-score. U starSich verzi
programu byl soucasti vystupu i velmi nazorny histogram hodnot Z-score, nyni se
vystup skldd4 ze seznamu nalezenych sekvenci (hits), série pfifazeni mezi dotazem a
nejbliz§imi nalezenymi sekvencemi (zpravidla pro sekvence, jimz odpovidaji hodnoty
Z-score vzdadlené od priméru o vice nez 7 smcrodatnych odchylek), a udaji o
statistickém hodnoceni (bit-score). Pro nalezené ,,vyznamné* sekvence jsou uvedeny téz
hodnoty initl, initn a opt, a zejména hodnota ,,ofekavatelnosti“ E (expectancy), ktera
vyjadiuje pocet sekvenci vykazujicich stejnou podobnost s dotazem, které by mély byt
nalezeny v databazi stejné velikosti, sestavajici z ndhodnych sekvenci (Obr.6.2.).

Algoritmus FASTA je heuristicky, nikoli pfesny, protoze selektuje sekvence hodné bliz8iho
zkoumani na zakladé ,,kvalifikovaného odhadu* — nezabyva se sekvencemi, u nichz nenasel
ani jednu diagonalu s init/ vy$$im nebo rovnym mezni hodnoté cutoff. Mize se tedy
dopustit falesné negativnich vysledkid tim, Ze zmeskd sekvenci vyznamné podobnou
dotazu, pokud podobnost spociva v pfitomnosti mnoha velmi kratkych tsekd identity.
Dal$im moznym zdrojem falesné¢ negativnich vysledkt jsou sekvence, které sdileji nékolik
nevalné konzervovanych domén v proménlivém potradi, a FASTA je sice moZzna i najde na
zéklad¢ jedné z domén, ale neshleda podobnost statisticky vyznamnou, protoze umi pocitat
pouze s nejvySe jednim homolognim Usekem na kazdou sekvenci z databdze. Falesné
negativni nalezy zptisobené témito pii¢inami vSak nepiedstavuji vazny problém: ¢im dal do
evoluéni minulosti sahd pfibuznost homolognich sekvenci, tim méné si byvaji podobné, a
musime si zvyknout na skutecnost, ze v jisté vzdalenosti uz se nam piibuzenstvi ztrati za
horizontem.

3 Tento krok odliguje FASTA od ptedchozi verze — FASTP.

37



FASTA searches a protein or DNA sequence data bank
version 3.4t23 March 18, 2004

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query library @ vs +uniprot library spec1fikace dotazu

searching /ebi/services/idata/v965/fastadb/uniprot librar a databaze
1>>>0sFH15 - 788 PV .
> ons ibrary substituéni matice

vs UniProt library
(BLOSUMS50)

518157256 residues in 1621880 sequences
statistics extrapolated from 60000 to 1618933 sequences
Expectation_n fit: rho(ln(x))= 7.0601+/-0.000232; mu=%.4728+/- 0.013
meanmvar=204,5560+/—42.579, 0's: 159 Z-trim: 221 BoATim: 210 in 1
Lambda= 0.089674

cena mezer

velikost okénka
matrix (15:-5)]1 ktup: 2

idth: 16 |uéekévateln0stE |
Y

FASTA (3.47 Mar 2004) function [optimj
join: 38, opt: 26, open/ext: -10/-2,
Scan time: 267.716

The best scores are opt bits E(1621880)

Pairwise Alignmen UNIPROT:Q69MT2 Q69MT2 Diaphanous protein-like. ( 788) 513 687. i9.7e-196
Pairwise Alignmen “UNIPROT:QB8SO0F0 Q8SOF0 Putative formin-like i 3.3i6.6e-68
zphsob zpisu: = ad
H Y . krdceno ... 6.6e-68 = 6,6 x 10*
Pairwise A].J.gnmen‘t 49 U'N'IPROT Q96IL1 Q96IL1 DIAPHl1 protein (Fragmen 56.% 7.7e-0€

Pairwise Al:l.gnment 50 UNIEROT:Q6NXCO Q6NXCO LOC407694 protein (E‘zagme::\t 3

>>UNIPROT: QGQMT2 Q69MT2 Diaphanous protein-like. (788 aa)
initn: 5213 imitl: 5213 opt: 5213 Z-score: 3658.1 bits: 687.7 E(): Te-,
Smith-| Waterman score: 5213; 100.000% identity (100.000% ungapped) in TSB a overlap (1-788:1-788)

319 54.3 2.5e-0%

. krdceno (identicka sekvence) ... |

rmin-1ike protein AHF {460 "aa)
Z-score: 1363.1 bits: 263.3 E(): 6. Ge €8
dentity (52.915% ungapped) in 770 aa overlap (88-788:201-955)

110

UNIPRO ERASLFA.RDEEGGSGGAMPPAAAMDYRWG&A;}E[GRMDEKSSE 1 S NEAS ]'l()(’ll"l’(')ty pUdUPﬂOIStl .
180 190 200 210 220 z diléich krokil vypoctu
260 0 80 290 300
OsFH15 -----] KRAPPPQSVR PPPPPPPPPPPPPM~x-----~ PPRTDNASTQAAPAPPPPLPRAG

AR R EELLA A sekvence o nizké

420 komplexité
310 320 330 340 350 360 nejsou filtrovany
OsFH15 NGSMPRRYTERAAPWIRASAGAVHPEESPARASPEEKAADMARPKLKPLHWDKV'RP
UNIPRO SFKSGLP— T AFPG— —RLADNADMAGGGGD KSEETTPRPKLKPLHWDKVR—
470 500 510
720 730 740 760

OsFH15 FmGDSmEGHPLRIFMVWDFLTVLDI—NCKDVG Iy RTAIGSSLRLENAPV---—-—
sagsvimeeyp|piifazeni divéryhodné
pouze pro blizce pribuzné tseky,

770 780 u vzdalenéj§ich mnoho mezer
OsFH15 LARFNAVQPSSSEEESSSS

UNIPRO LFPRIHALRAGI SDDESSATSASSP

UNIPRO YFHGDSAKEEAHPFRIMVRDFLSVLBQVCKEVGRIND
880 890 900 910 92

1
.. krdceno (dalsi zaznamy v poradi podle pravdépodobnosti E) ... |

788 residues in 1 query sequences i

518157256 residues in 1621880 library sequences souhrnné ﬁdaje
Tcomplib [34t23] (4 proc) 4] P

start: Mon Nov 15 14:17:27 2004 done: Mon Nov 15 14:19:57 2004 0 vypoltu

Total Scan time: 267.716 Total Display time: 1.484 H

Function used was FASTA [version 3.4t23 March 18, 2004]

Obr.6.2. Piiklad vystupu programu FASTA.

Horsi vSak je moznost ziskani fale$Sné pozitivnich vysledkii, tedy nachézeni sekvenci, které
dotazu piibuzné nejsou. V pravé uvedené standardni podobé se v tomto ohledu FASTA
potyka s pomérné neptijemnym problémem, pokud sekvence dotazu obsahuje tiseky o nizké
komplexité, v typickém piipad¢ oblasti extrémné bohaté jednou aminokyselinou. Ilustrovat to
lze na ptikladu kvasinkové proteinkinazy kodované genem CLA4 (Cvrckova et al.,
Tento protein obsahuje N-koncovou doménu extrémné bohatou glutaminem a C-koncovou
doménu proteinkindzovou. Gen byl klonovan komplementaci kvasinkové mutace, a to jesté
pted publikaci kompletni sekvence genomu Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al., 1996).
V pribéhu sekvenovani dil¢ich fragmentd klonovaného genu byla nehotova sekvence
priabézné porovnavana stehdy dostupnymi databdzemi za pomoci programu FASTA.
Pomérn¢ dlouho pfitom glutaminem bohatd N-terminalni doména ,,zastiiovala® doménu
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proteinkindzovou, kterd byla dokonce odhalena vizualni inspekci diiv, nez ji program FASTA
uznal za prikaznou!** Pozdé&jsi verze FASTA tomuto problému celi bud’ aplikaci dodate¢nych
filtrt na vysledky (implementace ve starSich verzich softwarového baliku GCG; Womble,
2000), nebo predbéznou filtraci dotazu vedouci k tomu, Ze useky o nizké komplexité
nepftispivaji k initl (Pearson 2001).

Algoritmus FASTA je sice vyrazn¢ rychlej$i nez piesné prohleddvaci postupy, avsak stale je
pomérné naroény na vykonnost a ¢as pocitace. Hodi se proto spiSe k provozovani na lokdlnich
databazich ¢i v sitich s omezenym pocétem registrovanych ¢i platicich uzivatelii, a pomérné ziidka
se s nim setkdvame jako s vetejné dostupnou sluzbou. V takovych piipadech miva €asto pfistup k
omezenym databazim, jako jsou napt. databaze genomové (tak tieba na strankdch TAIR — kap.
4.5 — je takto zptistupnéno prohleddvani genomu Arabidopsis). FASTA s kompletnim pfistupem
k primarnim databazim je k dispozici napiiklad na serveru Evropského bioinformatického
institutu  (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/). Existuyji verze programu urcené
k prohledavani proteinovych databdzi proteinovym dotazem, nukleotidovych databazi
nukleotidovym dotazem, i verze ,,prelozené”, kde dotaz a databaze piedstavuji sekvence riznych
typti a FASTA porovnava proteinové sekvence s pieklady sekvenci nukleotidovych (viz déale —
6.3).

6.2. BLAST

V soucasnosti ziejmé nejrozsifenéjSim heuristickym algoritmem pro prohledavani velkych
databazi je algoritmus BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1990;
Gish a States, 1993; Altschul et al., 1997). Metoda BLAST piedstavuje dalSi zasadni
zrychleni. Jiz prvni verze byla zhruba 10 x rychlejsi nez FASTP na téze databazi a hardwaru
(Altschul et al., 1990), a autor ,.,konkuren¢niho* programu FASTA sam ptiznava, ze BLAST
dokaze za jistych okolnosti zrychlit prohledavani velkych proteinovych databazi oproti
FASTA zhruba 6x (Pearson 2001). Postup prohledavani databaze dnes nejcastcji pouzivanym
algoritmem BLAST 2. generace si mizeme piedstavit piiblizné takto (Altschul et al., 1990;
Altschul et al., 1997; Hansen 2001; Pearson 2001):

e Pro sekvenci dotazu program nejprve vytvori ,slovnik™ (index) vyskytu vSech
pritomnych kombinaci symbolu (,,slov*) o pfedem zvolené délce (obvykle v rozmezi
2-3 symboly pro aminokyseliny a 10-11 symbolii pro nukleotidy). Pro kazdé slovo
(word) ze slovniku a pro vSechny jeho derivaty vzniklé zaménou jediného symbolu
jsou nejprve zjisStény hodnoty podobnosti (se sebou samym i s derivaty) za pouziti
zvolené substitu¢ni matice. V dal$im kroku pak jsou ze slovniku vypusténa vsechna
slova (at’ uz plivodni, nebo odvozend), jejichz vyskyt v paru pfifazenych sekvenci
prispiva k vysledné hodnoté podobnosti hodnotou mensi nez je jista piedem zvolena
mezni hodnota T (threshold).

e V nasledujicim kroku program prohledava vSechny sekvence databazi a eviduje pro
kazdou sekvenci vyskyt slov ze slovniku. V principu by bylo mozné pfipravit predem
jednou provzdy ,,adresai* vyskytu vS§ech moznych slov dané délky v databazi a misto
databaze samotné prohledavat pouze tento adresat. V praxi se vSak ukazuje, Ze
bereme-li v Givahu i takové technické aspekty, jako je rychlost piistupu k disku, je pii
vhodné volb¢ vlastniho prohledavaciho algoritmu rychlejsi postupné prohledavat
celou databdzi. Pokud program v nckteré databidzové sekvenci nenajde na téze

* Naopak program BLAST, o némz bude fe¢ dale, s jeji identifikaci nemél nejmensi potiZe.
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diagonale nejméné dvé slova ze slovniku (Aits) oddélena vzdalenosti mensi ¢i rovnou
nez je pfedem stanovena ,,délka okna* A, sekvenci opusti.

e Pro kazdou takto nalezenou dvojici ,,vyznamnych“ slov v t€sné vzajemné blizkosti
program slova propoji a pouzije jako jadro lokalniho pfifazeni, které pak obéma sméry
rozSifuje (v novéjSich verzich i smoznosti zaneseni mezer), dokud hodnota
podobnosti nezacne klesat. Pokud zji§ténd hodnota podobnosti (score) dosdhne
alesponi pfedem zvolené mezni hodnoty (cutoff), program pfifazeni zaznamena jako
tzv. HSP (high scoring pair), jinak pfifazeni opusti. Pro jednu databazovou sekvenci
muiize BLAST najit i vice HSP.*

e Pro kazdou databazovou sekvenci obsahujici HSP pak program vypocte thrnnou
normalizovanou hodnotu podobnosti ze v§ech HSP, ktera je pak pouzita ve statistickém
hodnoceni podobn¢ jako u algoritmu FASTA. Vystup programu obsahuje seznam
sekvenci s nejlepSimi HSP spolu s hodnotami ocekavatelnosti E (expectancy, E-value),
které odréazeji predpokladany pocet sekvenci o stejné nebo lepsi podobnosti s dotazem
ve stejn¢ velké databazi slozené z ndhodnych sekvenci. Za skute¢né prikazné lze
v pfipadé proteinli zpravidla povazovat hodnoty E niz$i nez 0,001, program vSak
zpravidla uvadi i n€kolik sekvenci s hodnotami vys§imi. Nasleduji pfifazeni nejlepSich
HSP a uhrnna statistika ulohy (Obr.6.3.).

Hlavnim zdrojem zrychleni (a také dodate¢nym zdrojem pfibliznosti ve srovnani s FASTA) je
prvni krok, ktery bychom mohli pfirovnat k odfiltrovani malo informativnich slov, jako jsou
tieba spojky a ukazovaci zéjmena, v textovych vyhledavacich pro bézné ,,nevédecké™ pouziti,
napiiklad Google. K rychlosti a relativni nendrocnosti programu vSak pfispivd i vlastni
algoritmus prohledavéani databaze ve 2. kroku. V kone¢ném dusledku BLAST dokaze ,,rist
s databazi* podstatné 1épe nez FASTA, a je mimotfadné vhodny i1 k provozovani jako vetejné
dostupnd vyhledéavaci sluzba. Prakticky vSechny vefejné ptistupné databaze sekvenci davaji
k dispozici server s programem BLAST, dostupny prostfednictvim webového rozhrani. Verze
programu BLAST provozovand a nadale vyvijend na americkém Narodnim centru pro
biotechnologické informace, tzv. NCBI BLAST (McGinnis a Madden, 2004),*® se stala dnes
jiz standardnim webovym nastrojem k prohleddvani rozsahlych databazi.

NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) je opatien piehlednym
grafickym rozhranim, pfistupnym prostfednictvim webového prohlizece, a obséhlou
dokumentaci. Rozhrani umoziiuje celkem jednoduchy a intuitivni vybér varianty programu
vhodné pro konkrétni typ dotazu i databdze (viz 6.3) i omezeni prohledavané databdze napf.
na sekvence odvozené zjediného organismu. Nabizi také moznost vyuziti postupu
pouzivaného programem BLAST pro konstrukci pfifazeni dvou uZzivatelem vybranych
sekvenci. Rovnéz vystupy programu jsou obohaceny o grafickou prezentaci ilustrujici
umisténi podobnych usekl v ramci nalezené databazové sekvence a dotazu i miru podobnosti
(pomoci barevného koédovani), a nalezené sekvence Ize piimo stdhnout z databaze
prostfednictvim webovych odkazii. Pfednastavené parametry zahrnuji i filtraci oblasti o nizké
komplexite, takze se 1ze snadno vyvarovat tohoto bézného zdroje falesné pozitivnich vysledki
(filtr vSak je mozné vypnout).

% Zde je vyznamny rozdil oproti algoritmu FASTA, ktery pro kazdou databazovou sekvenci eviduje
nejvyse jedno ptifazeni. BLAST ma tedy vétsi Sanci najit sekvence, které prosly prestavbami
doménoveé struktury a lisi se poradim domén (napt. v situaci odpovidajici prosttedni a pravé varianté
v obrazku 5.3).

%% Citovana prace vysla ve zvlastnim svazku ¢asopisu Nucleic Acids Research, vénovaném veiejné
dostupnym webovym serverdm (web server issue). Toto zvlastni ¢islo je publikovano kazdoro¢né,
podobn¢ jako svazek vénovany databazim (viz 4. kapitola).
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BLASTP 2.2.8 [Jan-05-2004]

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Query= PmFH1 dotaz zpiisob zdpisu:
(364 letters)

7e-048 =7 x 10

Database: plantformin.aa
102 sequences; 51,986 total letters

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
OsFH1 180
OsFH8 . 180 7e-048
NtFHS 32 0.003
NbFH3 30 0.010

>OsFHL ‘ frakce totoZnych pozic

Length = 960 ‘ | frakce podobnych pozic

Score

Identi Positives

= B0 Dbits 6 28
ties = 112/340 (32%) = 177/340 (52%)D, Gaps = 37/340 (10%)
Query: 17 DGLSMDVLETLVKVAPTADEKKKFMNY--DGSLLNLGPPDRFFHAILHVPNAFSRLSALL 74
+ ++LETL+K+APT +E+ K + + S + LGP ++F A+L +P AF R+ A+L

Sbj ct'<_6_0 6 ENFGAELLETLLKMAPTKEEEIKLREFKEETSPIKLGPAEKFLKAVLD

nalezena sekvence byva

Query: 75 YRVKYEEEMRHVRGATKVLESACKELRGSKTFNKLLAAVLKAGNSLNR( Xovana i Sl fe
Y 4E E+ +#+ + + LE+AC ELR S+ F KLL AVLK GN +N oznl:l_covana jako subjekt

SFETLETACDELRNSRLFLKLLEAVLKTGNRMNv] (Subject)

Sbjct:
Query: . TTLLEFVIKQIISSEEARVAKMNMEXXXXXXXXXXXXXXXDASQF 194
podebné TTLLEFV+++II +E + ++ N o
Sbjct: amlnokyselmy KTTLLEFVVQEIIRTEGSHLSASN----—~-——---—-—== S odﬁltrovany usek

Query: 195 EASFASNHLEKETGDETKNMGMGVILRLPSELSNVKIAGGLDASSLKAVMOKLLNGLNDV | o nizké komplexité
+NL E EK+G+ V+ L +ELSNVK A +D+ L + + KL G+ +

Sbjct: 766 TPRTQANPLRDEL--ECKKLGLOVVAGLGNELSNVKKAAAMDSDVLSSYVSKLAGGIEKI 3

| ... krdceno (dal3i ziznamy v poiadi podle pravdépodobnosti E) ... |

: Database: plantformin.aa H
H Posted date: Mar 31, 2004 7:59 PM:
i Number of letters in database: 51,986
i Number of sequences in database: 102!

udaje o databazi

Lambda K H
0.318 0.134 0.369
Gapped . v s
Lambda K H substitu¢ni
0.267 0.0410 0.140 matice

/ cena mezer
Matrix: BLOSUM62
11, Extension: 1

Gap Penalties: Existence:
iNumber o Hits "to DR 33,347
iNumber of Sequences: 102 .

of extensions: 1241 / log vlastniho
of successful extensions: 179 Avant
of sequences better than 10.0: 87 vyhledavam
HSP's better than 10.0 without gapping: 87
HSP's successfully gapped in prelim test: 0
HSP's that attempted gapping in prelim test: 0
on-prelim): 108

1364
database: 51,986

HSP length: 64 log statistiky
length of query: 300 1——'_—_—_—__.—____
length of database: 45,458

search space: 13637400 r
search space used: 13637400 mezni hodnota

Ffectiye.search space wsed: 13637400 (threshold)

A: 40

X1l: 16 ( 7.3 bits .

X2: 38 (14.6 bits) velikost okna
X3: 64 (24.7 bits)

S1: 41 (21.7 bits)
S2: 41 (20.4 bits)

Obr.6.3. Piiklad vystupu programu BLAST - vysledky prohledavani databaze rostlinnych formint sekvenci

cDNA z Physcomitrella patens v lokalni verzi programu BLAST.

Vysledky automatizovaného prohledavani databdze GenBank algoritmem BLAST jsou
rovné¢z zakladem vybéru ,,pFibuznych sekvenci vradmci rozhrani Entrez (4.4.). Tyto
ptibuzné sekvence jsou pfistupné pies odkaz Links v seznamu databazovych zaznamu
(odkazy Related sequences a BLink) a lze je pouzit pro rychlou orientaci napt. v taxonomické

distribuci studovaného proteinu.

Ze stranek NCBI je rovnéZ mozno zdarma ziskat instalacni soubory pro lokalni BLAST,
instalovany na uzivatelském pocitaci. Lokalni BLAST vyzaduje lokalni databazi, nema
grafické rozhrani a 1ze jej ovladat pouze zadavanim piikazl z ptikazového fadku v okné MS-
DOS ¢i jeho emulace. Alespon na prvni pohled tedy vyhody instalace takového programu
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nemuseji byt zfejmé. 1 fadovému uzivateli se vSak lokdlni BLAST muze hodit nejméné ve
dvou pomérné béznych situacich. Jednou z nich je prohledavani pfedbéznych ¢i nehotovych
sekvenci (napf. sekvenci nedokoncenych genomil ¢i rozhrani T-DNA inzertli), které sice
dosud nebyly zaélenény do primarnich databazi, avSak autofi je davaji k dispozici ke stazeni,
obvykle bez jakychkoli prohledéavacich nastrojt.

Druhym moznym pouzitim lokalniho BLASTu jsou situace, kdy potfebujeme stanovit miru
vzajemné podobnosti uvnitt néjaké sbirky sekvenci (napf. u vSech zndmych ¢lent konkrétni
genové rodiny), a pfitom z té€chto sekvenci nemizeme sestrojit standardni dendrogram (viz
10. kapitola), protoze nékteré¢ z nich jsou neuplné. Jako ptiklad takového postupu miize
slouzit tfeba ,,mapovani“ EST a kratkych fragmenti cDNA kodujicich homology formini
ztady nemodelovych rostlin na dendrogram sestrojeny z kompletnich sekvenci
z Arabidopsis a ryze (Cvrckova et al., 2004b). Neuplné sekvence byly pouzity jako dotaz k
prohleddvani malé lokdlni databaze, sestavajici pouze proteinovych sekvenci rostlinnych
forminl, at jiz kompletnich, nebo neuplnych. Z vystupti (viz Obr.6.3.) byla pro kazdy
fragment identifikovdna nejbliz8i sekvence. Vzhledem k tomu, ze fragmenty byly rizné
délky a ne vSechny sekvence v databazi byly kompletni, nebylo vSak mozno ptfimo
porovnavat miru ptibuznosti sekvenci na zaklad€ hodnot pravdépodobnosti E — jako métitko
pfibuznosti musely poslouzit piimo hodnoty udévajici frakci identickych
aminokyselinovych pozic.

Pravé uvedeny piiklad jiz poukazuje na to, Ze BLAST nemusi slouzit jen k vyhledavani
sekvenci. BLAST je totiz také nastrojem statistickym. Hodnoty pravdépodobnosti E mohou
poslouzit jakozto méfitko statistické vyznamnosti pro sekvence nalezené jinou cestou, kterd
statistické hodnoceni nedovoluje — tfeba pomoci vyhledavani kratkych, uzivatelsky
definovanych signatur funkcnich domén. Piikladem muze byt ovéfeni ndlezu rostlinnych
homologti dfive charakterizovanych aktin-nukleujicich proteinii z rodiny formind pomoci
zpétného vyhledavani BLASTem. Potencialni homology formint byly identifikovany na
zéklad¢é pfitomnosti konzervativniho motivu, ktery je pfitomen ve vétSiné zivociSnych a
houbovych pfislusnikli genové rodiny, avSak sestdva zpouhych péti aminokyselin
v definovanych rozestupech (Cvrckova, 2000; viz téz 8.5.). Tak kratky motiv se v sekvencich
muze vyskytovat i nahodile, takze samotna jeho pfitomnost by jesté nebyla postacujicim
dikazem, Ze nalezené sekvence vskutku patii do rodiny formint. Prohleddvani neredundantni
databaze proteinovych sekvenci (tj. kombinace ptekladii Velké trojky a Uniprotu) BLASTem
s jednou z nalezenych sekvenci jakozto dotazem vsak identifikovalo znamé zivoc¢isné forminy
s nizkymi (tedy vysoce priikkaznymi) hodnotami pravdépodobnosti E, coz stacilo jako diikaz,
ze nalezené rostlinné sekvence vskutku kéduji forminy.

6.2.1. PSI-BLAST a pozi¢né specifické substitu¢ni matice (PSSM)

Zajimavym rozSifenim moznosti algoritmu BLAST, pfistupnym napiiklad prostfednictvim
serveru NCBI, je PSI-BLAST — pozicné specificky iterovany BLAST (position-specific
iterated BLAST, Altschul et al., 1997). PSI-BLAST, dostupny pouze ve verzi pro proteinoveé
sekvence, umoziuje identifikovat vzdalenéjsi homology dotazu a tedy posunout horizont
smérem k hlubsi evoluéni minulosti.

Pii praci se standardni verzi BLASTu si nékdy mlZzeme vSimnout, Ze program ziejmeé

nachazi na spodnim konci seznamu HSP ,,vzddlené pribuzné* dotazu, ale pfisuzuje jim
pomérn¢ vysoké a Casto nesignifikantni hodnoty pravdépodobnosti E. Pohled na vystup
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BLASTu vsak muze odhalit, ze tyto sekvence ze spodniho konce seznamu vysledka sdileji
konzervované sekvencni motivy, které by mohly byt dokonce kandidaty na funkéni jadro
n¢jaké evoluén¢ staré domény. Pokud standardni BLAST témto sekvencim ptiradi
nesignifikantni hodnoty E, je na misté se obdvat, Ze jde o faleSn¢ negativni vysledek.
Kdybychom vsak uméli brat v avahu nejen hodnoty podobnosti z parového ptifazeni mezi
sekvenci z databdze a dotazem, ale i1 existenci vzijemné podobnosti mezi sekvencemi
nalezenymi v databazi, mohli bychom odhalit i takovéto vzdalené ptibuzné — a pravé tuto
moznost poskytuje PSI-BLAST.

Klicovym krokem pro vyhleddvani vzdalenych piibuznych programem PSI-BLAST je
konstrukce a nasledné pouzivani zvlastniho typu substitu¢ni matice (viz 5.3), totiz pozi¢né
specifické substituéni matice (PSSM, position specific substitution matrix). Na rozdil od
dosud probiranych matic, které byly pouzitelné pro jakékoli pfifazeni a u nichz hodnoty
podobnosti pifidélované jednotlivym kombinacim aminokyselin nezavisely na konkrétnim
sekvenénim kontextu, matice PSSM je konstruovana vzdy znovu pro kazdé jednotlivé
konkrétni pfifazeni a tatdz aminokyselina v riznych pozicich miiZze mit riznou ,,vahu*. PSSM
totiz bere vuvahu empiricky zjisténé frekvence zamén jednotlivych aminokyselin ve
specifickych, uzivatelem vybranych sekvencich v ramci seznamu HSP — sdili-li konkrétni
aminokyselinu v konkrétni pozici nékolik sekvenci, jeji vaha se zvysuje.”’

Postup prohledavani databaze metodou PSI-BLAST lze shrnout nasledovné:

e Prvnim krokem je standardni BLAST (rozhrani NCBI BLAST dokonce umoziiuje
,presednout” ze standardniho BLASTu na PSI-BLAST az na urovni formatovani
vysledkti zaSkrtnutim volby ,,Format for PSI-BLAST). Ve vystupu tohoto kroku,
oznacovan¢ho jako 1.iterace, pak uzivatel zvoli sekvence, znichz bude
v nésledujicim kroku (iteraci) vypocitana PSSM. Program sam nabizi ptedvolbu
(default), vniz jsou vybrany vSechny sekvence s hodnotou podobnosti nad jistou
hranici (threshold). Vyplati se vSak seznam vysledkl prohlédnout a vybrat pouze ty
sekvence, které odpovidaji jedné doméné. V piipadé¢ podezieni na piitomnost
divergentni domény obsahujici kratké konzervativni motivy naopak stoji za to pfibrat i
sekvence, které sice 1. iterace oznacila jako nesignifikantni, avSak vizualni inspekci
v nich 1ze zminéné konzervativni motivy najit.

e Po zvoleni sekvenci pro vypocet PSSM je spusténa druha iterace, tj. dalsi kolo
prohleddvani, v némz program nejprve sestroji PSSM a pak ji pouzije k prohledavani
databaze. K zobrazeni vysledkii je nutno pouzit formatovaci dialog, v némz také
muzeme zvolit, zda se ma zobrazit standardni vystup nebo PSSM pro dalsi pouziti (v
textovém formatu, takze ji Ize i ulozit). Zvolime-li zobrazeni PSSM, mizeme kdykoli
navazat dalsi iteraci tak, Ze na vychozi strance PSI-BLASTu zaddme jakoZto dotaz
misto sekvence samu PSSM. Ve vysledcich jiz je pfi vypoctu hodnoty E pouzita
PSSM; graficky jsou také odliSeny nové sekvence od sekvenci nalezenych
v predchazejicim kole. Uzivatel opét muize navolit vybér sekvenci pro konstrukci
PSSM a spustit nasledujici iteraci.

e Chceme-li databazi prohledat skutecné vycCerpavajicim zptusobem, cely postup
opakujeme tak dlouho, dokud nepfestanou ptibyvat nové polozky signifikantnich
vysledkd.

7V tomto ohledu je PSSM obdobou profilii, o kterych bude fe¢ v kapitole 7.1.
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6.3. Volba metody a parametrta pro konkrétni situace

Vnimavy ctendf si uz mohl povSimnout, ze ve vétSiné dosud probiranych situaci byly
konkrétni ptipady zaméfeny na porovnavani sekvenci aminokyselin a nikoli nukleotidu.
Prohledavaci programy, jako je BLAST nebo FASTA, ovSem dovedou pracovat s obéma typy
dat, a dokonce 1 s jejich kombinacemi; je v§ak nutno zvolit sprdvnou variantu prislusného
prohledavaciho algoritmu (Tab.6.1.).

Tab. 6.1. Pfehled programii pro vyhledavani homologi v sekvenénich databazich. Doporucené programy
jsou oznaceny tucng¢.

Dotaz Databaze
(query) DNA Protein
DNA FASTA BLASTX
BLASTN FASTX
SSEARCH FASTY
TBLASTX
Protein TBLASTN BLASTP
TFASTX PSI-BLAST
FASTA
SSEARCH

Na uzivateli navic je, aby zvazil, zda v konkrétnim piipad¢ pouzit metodu FASTA, BLAST
(poptipadé PSI-BLAST), ¢i dokonce néjakou metodu ptesnou, a zda zlstat pii nastaveni
nabizeném autory programu (default) nebo volit nastaveni vlastni. Na rozdil od ptedchoziho
kroku vsak zde nejde o striktni volbu jediného piipustného nastaveni: nevhodna kombinace
dotazu a databaze se vam odméni chybovym hlaSenim, avSak mnohdy se nelze jednoduse
rozhodnout, zda je pro konkrétni kol vhodné&jsi program zrodiny BLAST nebo FASTA.
V bezproblémovych piipadech ostatné oba postupy dospéji k principidlné stejnym a
rovnocennym vysledklim (a naopak: shoda vysledkii riznych metod je nejlepsim dokladem
toho, Ze vysledky jsou vskutku jednoznacné).

Dtivodem naSeho dosavadniho soustfedéni na proteinové sekvence je skute¢nost, ze analyza
sekvenci DNA je ukolem pomérné fidkym. Zabyvame-li se evolucni historii genit kddujicich
proteiny, popiipadé sekvencemi proteinli samotnych, ddvdme v pfevazné vétSin€é piipada
prednost vyhledavani na zaklad¢ proteinovych sekvenci. Sekvence DNA, i1 koédujici, totiz
podléhaji rychlé evoluéni zméné — v disledku existence synonymnich kodont je teoreticky
mozné, aby se dvé sekvence DNA liSily téméf o tietinu a pfitom kodovaly neodlisitelny
protein. Vzhledem k tomu, ze se kvalitni sekvence DNA bez variabilnich pozic sklada
z pouhych ¢tyi druhii symbold, mohou soucasné zcela nepiibuzné (ndhodné) sekvence sdilet
az 25 % pozic. Horizont, za nimz se vSechny stopy piibuznosti sekvenci odvozenych ze
spole¢ného predka ztraceji v nerozlisitelnosti, lezi tedy pomérné blizko.

Situaci, kdy nezbyva nez vyhledavat za pouZiti sekvence DNA jako dotazu, neni mnoho.
S vyhleddvanim v databazich sekvenci DNA se setkdme pifedev§im v nasledujicich
ptipadech:

e Hledani homologii oblasti genomu nekoédujicich proteiny (napt. oblasti kdédujicich
nepiekladanou RNA ¢i vibec nepiepisovanych). Jsme ovSem odkazani pouze na
sekvence, které jsou si blizce ptibuzné.

e Vyhledavani sekvenci DNA identickych ¢i téméf identickych dotazu. MiZze to byt
tteba proto, Ze chceme zjistit, zda uz nas fragment nékdo nesekvenoval, pfipadné zda
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se ke zkoumané cDNA v databazi najde chromozomalni sekvence. Sem spada téz
rekonstrukce evoluce sekvenci velmi blizkych (napfiklad v ramci vnitropopulacni
dynamiky), kde na tirovni proteinu nenachdzime prakticky zadné rozdily.

V pravé uvedenych piipadech se jako standardni nastroje pouzivaji pfislusné varianty
algoritmu BLAST nebo FASTA (BLASTN, FASTA s volbou nukleotidového dotazu a
databazi). Podle W. Pearsona, jednoho zautorGi algoritmu FASTA, je porovnavani
nukleotidovych sekvenci jednou z nemnoha situaci, kdy FASTA svou citlivosti, 1 kdyZ nikoli
rychlosti, pfed¢i BLAST (Pearson, 2004). U neproblematickych sekvenci vSak jsou rozdily
prakticky zanedbatelné, a s BLASTem se da dobfe vystalit. Zcela ptesny, nikoli heuristicky,
algoritmus SSEARCH, ktery Ize v principu také pouzit, je sice vyrazné citlivéjsi, ale nejméné
10 x pomalejsi , a prakticky uzivatel se bez n¢j zpravidla dobie obejde. SSEARCH je soucasti
standardni distribuce FASTA a nékterych komer¢nich programovych balikl, napit. GCG
(Womble, 2000).

Tam, kde potitebujeme prohleddvat databdze pomoci proteinového dotazu, neuc¢inime nikdy
chybu, pokud pouzijeme algoritmus BLAST (v ptipad¢ proteinovych databazi v provedeni
BLASTP, ptipadné¢ PSI-BLAST pro vzdalenéjsi sekvence). V principu sice lze pouzit i
program FASTA, je vSak pomalejsi a u vzdalenéjSich sekvenci mé sklon vytvaret mirné
podezield pfifazeni stfadou mezer (viz Obr.6.2.), coz vede ke zvySenému riziku fale$né
pozitivnich nalezi.

Chceme-li si vSak byt jisti, ze nam neunikly zadné dostupné sekvence homologni dotazu,
nemuZeme spoléhat pouze na existujici proteinové databdze, nejen primarni (Uniprot), ale ani
prelozené (GenPept, trEMBL). V pielozenych databazich jsou totiz uvedeny pouze pieklady
nukleotidovych sekvenci dodané autory ptivodnich sekvenénich ¢i TPA zaznamt, a u
neanotovanych (¢i $patné anotovanych) tseki DNA nejsou proteinové pieklady uvedeny
vibec, nebo jsou nekompletni. Tzv. ,ptelozené* varianty BLASTu ¢i FASTA (translated
searches)® — TBLASTN a TFASTX — dovedou prohledivat proteinovym dotazem
nukleotidovou databazi, pfesnéji feceno databazi, jejimz obsahem jsou automaticky
vytvorené pieklady vSech sekvenci nukleotidové databaze ve vSech Sesti ¢tecich ramcich.
Preferovanym nastrojem byva s ohledem na pravé zminéné vyhody BLASTu na proteinovych
datech program TBLASTN. Vzhledem ke schopnosti algoritmu BLAST detekovat i n¢kolik
homologiich useki vramci jedné sekvence TBLASTN snadno nachazi napi. exony
kédujiciho genu roztrousené po vice ¢tecich ramcich.

Predstavit si situaci, kdy bychom potfebovali prohleddvat opacnou kombinaci dat — tedy
proteinovou databazi nukleotidovym dotazem — nemusi byt Uplné snadné. Staci si vSak
uvédomit, ze sekvence DNA z prvniho cteni (jako napiiklad mnohé EST) byvaji nevalné
kvality a mohou obsahovat posuny Eteciho ramce. Jak BLAST, tak FASTA ma varianty pro
tento typ vyhledavéani, a v riznych konkrétnich situacich lze najit dGvody pro preferenci
jednoho ¢i druhého postupu. Varianty algoritmu FASTA — FASTX a pomalejsi, avSak
citlivjsi FASTY, ureny pro zvlast¢ Spatné sekvence — sice vyzaduji znalost orientace
dotazu, ale zohlediiuji posuny cteciho ramce jiz v priibéhu hledani a jsou udajné citlivéjsi nez
BLASTX, ktery dotaz nejprve pielozi ve vSech Sesti Ctecich ramcich a pak teprve vzniklou
sekvenci prohledava databazi (Pearson 2004). Nezname-li orientaci sekvenovaného
fragmentu, je BLASTX nejvhodnéj$im programem.

% Presngjsi by sice bylo oznaCovat tyto varianty jako ,,piekladajici, drzim se v$ak terminu
pouzivaného v anglické literatute (¢ranslated, nikoli translating)
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Rodina programtit BLAST obsahuje i verzi TBLASTX, ktera je urcena k prohledavani vSech
moznych piekladii nukleotidové databaze vSemi moznymi pieklady nukleotidového dotazu.
Formaln¢ tedy vlastné jde o ,,prohledavani nukleotidové databaze nukleotidovym dotazem®,
ale fakticky lze tento program chépat spiSe jako rozSiteni BLASTX o pfiistup k ptekladim
neanotovanych nukleotidovych sekvenci.

Na volbu vhodného programu pak navazuje vybér konkrétnich hodnot parametri
programu, jako je substitu¢ni matice ¢i ceny mezer. Obecné lze fici, Ze pro prvni pokus je
nejlépe spolehnout na autorské prednastaveni (default), a ze velmi Casto s prednastavenim i
vibec vysta¢ime. Pro vyhleddvani vzdalengjSich piibuznych dotazu mé vSak nékdy cenu
pouzit matici s niz§i hodnotou BLOSUM nebo vyssi hodnotou PAM, zmény cen za zavedeni
¢i prodlouZeni mezery nemivaji u proteinli vyznamnéjs$i dopad. Pokud BLAST nic nenalezne,
jednou z pti¢in mize byt i filtr sekvenci o nizké komplexité, ktery je v takovém ptipadé radno
vypnout.

V ptipadé NCBI BLASTu se vyplati vénovat pozornost vybéru prohledavané databaze —
napi. hledame-li rostlinné homology né&jaké sekvence, stoji za to omezit databazi podle
organismu na ,,Viridiplantae*. Piinos je hned dvoji — jednak se zmenSenim databaze hledani
vyrazn¢ zrychli, jednak se vystup stane piehlednéjsim. Program ovSem umoznuje i dodate¢né
omezeni vystupu na vybranou skupinu organismu v rdmci moznosti formatovani.

6.4. Prohledavani strukturnich databazi sekvenénim dotazem

Specialni piipad prohleddvani databazi predstavuje hledani odpovédi na otazku, zda je
vybrana proteinova sekvence (dotaz) piibuzna né&jakému proteinu o znamé trojrozmérné
strukufe. Na rozdil od dosud popisovaného vyhledavani na zaklad¢ ,,pouhé” podobnosti
sekvenci, které bralo v ivahu jednotlivé aminokyseliny bud’ zcela mimo kontext (v ptipadé
pouziti pfedem stanovenych substitu¢nich matic) nebo v kontextu linedrni sekvence (pozicné
specifickd substitu¢ni matice — PSSM), bereme zde v ivahu i pravdépodobnost, s jakou
fetézec aminokyselin odpovidajici sekvenci dotazu mize zaujmout sekundarni, popiipadé
terciarni strukturu podobnou fetézci z databaze. Vysledky takového prohleddvani pak mohou
slouzit jako zéklad pro modelovani prostorové struktury proteini (viz kap. 8.3.).

Nejjednodussi zptisob, jak ziskat informaci o ptfibuzenstvi mezi nasi sekvenci (dotazem) a
néjakou charakterizovanou strukturou v databazi, je vyuzit dostupnych strukturnich dat o
nejblizSich piibuznych nalezenych napt. metodou BLAST. Vzhledem ktomu, Zze dosud
vSechny zndmé proteiny ziejmé lze rozclenit do pouhych né€kolika tisic strukturnich tiid
(folds), a vétsina struktur spada do nékolika set hojnéji zastoupenych tfid (Chothia, 1992; Liu
et al., 2004), je dost pravdépodobné, Ze se dotaz i na zdklad¢ pouhého porovnavani sekvenci
podafi asponi zhruba zaradit do n&jaké strukturni tfidy. Rozhrani Entrez nabizi u mnoha
sekvencnich zdznaml vysledky pfedem proveden¢ho vyhleddvani homolognich sekvenci
pomoci varianty BLASTu (odkaz BLink), jejichz soucasti je i odkaz na dostupné trojrozmérné
struktury (3D Structures). Podobné jako v pfipadé pfedem vyhledanych ,ptibuznych
sekvenci“ vSak tyto ,,prefabrikované vysledky* mohou slouzit pouze k prvni orientaci, a
zdaleka je nelze pokladat za vyCerpavajici.

Chceme-li si ptibuzné struktury vyhledat sami, vyuzivame zpravidla metod zalozenych na tzv.

,havlékacich® (threading) algoritmech. Prvni krok prohleddvani se odehrava na trovni
sekvenci a pfedpovézenych sekundéarnich struktur (viz téz 7.5.). V ptipadé zjisténi pfijatelné
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miry sekvencni piibuznosti pak navazuje pokus o ,,navleceni* dotazu na empiricky zndmou
strukturu a vyhodnoceni fyzikdlné¢ chemické pftijatelnosti a pravdépodobnosti takové
struktury. I kdyz prohledavani strukturnich databazi je zalezitost naro¢nd, existuje nékolik
serverl dostupnych i neplatici akademické vetejnosti a vyuzivajicich rlizné algoritmy; casto
vSak tyto servery funguji davkovym (tj. nikoli interaktivnim) zpisobem a dodavaji vysledky
prostiednictvim e-mailu, tfeba i nékolik hodin po zadani.

Tak program 3D-PSSM (Kelley et al., 2000) na serveru Imperial College v Londyné
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm/)umoznuje prohledavat databazi SCOP
(Andreeva et al., 2004) — tedy sbirku struktur ,,vys$siho fadu® (folds), odvozenou z primarni
databaze PDB — postupem, jehoZ prvni krok je zalozen na algoritmu PSI-BLAST. Citlivost
prohledavani se zvysi, pokud programu jakozto dotaz nabidneme nikoli jednu sekvenci, ale
nckolik sekvenci vzajemné piibuznych ve form&€ mnohocetného pfifazeni (viz 7.1. a 8.
kapitola), coz usnadni odvozeni ,.trojrozmérné pozi¢né specifické substitu¢ni matice®, v niz
jednim z parametri je i predikovana sekundarni struktura. Jako ptiklad uziti tohoto programu
nam muze poslouzit napf. identifikace vychoziho modelu pro predikci trojrozmérné struktury
nov¢ identifikované domény piibuzné antionkogenu Pten v jedné ze skupin rostlinnych
formint (Cvrcékova et al., 2004b); viz téz 7.5. a 8.3.). Moderngjs$i variantou je program
PHYRE, zatim ve stadiu testovani (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/).
Iterativni postup vyhledavani, piibuzny PSI-BLASTu, pouzivd k vyhledavani moznych
blizkych struktur, které pak mohou poslouzit jako templaty pro ,,navlékani*, také modelovaci
program CPHmodels (Lund et al., 2002) dostupny na serveru Danské technické univerzity
(http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/). Podrobnéji bude diskutovan
v Casti 8.3.

Dalsi moznosti identifikace piibuznych struktur poskytuje napt. program FUGUE (Shi et al.,
2001), ktery rovnéz pracuje s n€jakou obdobou poziéné specifickych substituénich matic a
bere vuvahu i pozicné specifickou vdhu mezer. Na serveru univerzity v Cambridgi
(http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/~fugue/) umoziuje prohleddvat databazi
strukturnich ttid HOMSTRAD (Homologous Structure Alignment Database, Stebbings a
Mizuguchi, 2004). Podle nasich zkuSenosti se vysledky 3D-PSSM a FUGUE pomérné dobie
shoduji (viz Cvrckova et al., 2004b).

Metoda SAM-T99 (Karplus a Hu, 2001) je zaloZena na odliSném algoritmu a mé nékdy sklon
produkovat falesn€ negativni vysledky. Sami autofi v manudlu na strankach serveru SAM-
T99 (http://www.cse.ucsc.edu/research/compbio/HMM-apps/) pripoustéji,
ze jejich cilem bylo pfedevSim vyvarovat se vysledkl faleSné pozitivnich, a ze pfi volbé
parametrd usilovali o maximalni selektivitu i za cenu snizené citlivosti. Novéjsi variantou je
algoritmus SAM-TO02, dostupny na stejném serveru.

Vzhledem k tomu, Ze rizné programy vyuzivaji rizné algoritmy, neni nijak prekvapujici, ze
se jejich vysledky lisi. I zde, podobné jako pii prostém prohledavani sekvencnich databézi,
plati ze dva je vic neZ jeden — tedy Ze hodnotu vysledki vyrazné zvysuje shoda nékolika
programt, predev§im pokud jsou zaloZeny na odliSném principu.
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7. Hled4ni znamych motivi v proteinovych sekvencich

Az dosud jsme se na dostupné udaje o sekvencich proteinti divali jako na jediny obrovsky
,balik* dat, v némz sice mizeme podle libosti vyhledavat, avSak nemame k dispozici nic nez
sekvence samotné a jejich autorské anotace. Dosavadni analyzy sekvencnich dat, na kterych
se podilela celd védeckd komunita, v§ak vyprodukovaly obrovsky tezaurus znalosti, z n¢hoz
muizeme Cerpat podobné jako z dat shromazdénych v sekvencénich databazich.

Dobrym vstupem do dostupnych udaji o proteinovych sekvencich a jejich strukturni a funkéni
interpretaci je server EXPASy (Expert Protein Analysis System, http://www.expasy.orq),
ktery je historicky spjat se Svycarskym ustavem pro bioinformatiku a s databazi Swissprot (viz
4.5.). V sekci nastrojii pro proteomiku poskytuje védecké vefejnosti soubor desitek mistnich i
vzdalenych programi pro nejriiznéjsi analyzy proteinovych sekvenci. MozZnosti sahaji od prostého
stanoveni aminokyselinového slozeni a izoelektrického bodu (pl) pres predikci molekulové
hmotnosti proteolyticky ziskanych fragmentli a identifikaci proteini pomoci hmotnostni
spektroskopie az po predikci bunééné lokalizace, posttranslacnich modifikaci a sekundarni i
terciarni struktury.

Na serveru ExPASy sidli také jedna z nejstarSich vetejné dostupnych databazi sekvencnich
motivil — PROSITE — kterd ndm nyni mtze poslouzit jako dobry zdroj ptikladd. Nejprve se
vSak budeme vénovat motiviim z obecnéjsiho hlediska.

7.1. Mnohocetné prifazeni a zpisoby zapisu sekvenc¢nich motivi

Jako sekvencni motivy budeme naddle oznaCovat oblasti aminokyselinovych sekvenci
sdilené néjakou skupinou protein. Ve vétsiné€ prakticky vyznamnych ptipadi je ,,skupinou
minéna evolu¢né spfiznénd rodina homolognich proteinti spjatych spole¢nym ptivodem, a jde
tedy o motivy evoluéné konzervované. MizZeme se vSak setkat i sjednoduchymi motivy
vzniklymi Casto konvergenci (napf. fosforylacni mista ¢i jind mista posttranslacnich
modifikaci, signdlni peptidy a jiné motivy urcujici bunéénou lokalizaci proteini).

Motiv Ize definovat a zapsat riznymi zptsoby, podobné jako samotnou sekvenci (viz 3.1.).
Ve vSech pfipadech vSak vychdzime z mnohocetného prirazeni (multiple alignment)
souboru sekvenci, které motiv sdileji. V mnohocetném pfifazeni, podobné jako u pfifazeni
jednoduchého (viz 5.1.), jsou sekvence zapsany nad sebou tak, aby se na sob¢ odpovidajicich
pozicich vyskytovaly pokud mozno stejné nebo podobné aminokyseliny (Obr.7.1.).
Konstrukce mnohocetného pfifazeni sama o sobé je netrividlni zélezitost; bude ji vénovana
nasledujici kapitola.

Mnohocetné pfifazeni samo sice nese veskerou informaci pouzitou k vymezeni motivu,
k praktickému pouZzivani vSak se tento format pfili§ nehodi. Snaze se pracuje se zapisy, které
v sob¢ jiz nesou néjaké piredbézné hodnoceni — na kterych pozicich zéalezi vic a na kterych
méng, které jsou invariantni a které promeénlivé. Jednou z nejjednodussich moznosti vyjadieni
téchto faktorti je konsensualni sekvence (consensus sequence) — tedy sekvence, kterd udava
invariantni ¢i jednozna¢né vétSinové pozice a jejich rozestupy (Obr. 7.1.). Stanovuje se vzdy
pro pfedem urcenou miru shody — napt. 60 % — i kdyz ne vzdy se tato mira v publikacich
uvadi. Konsensualni sekvence obsahuje pouze udaje o vétSinovych aminokyselindch na
konzervativnich pozicich, ne vSak o jejich frekvenci ¢i o nejcastéjSich alternativach;
problematické je rovnéz zachazeni s useky proménlivé délky.
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Mnoho¢etné prirazeni s konsensualni sekvenci Vzorec ve formatu PROSITE

BOR4_HUMAN/27-41 ISAPLGDFRHTMHVG [IV] - [SG] -X-P-X(1,2) - [NDG] -
CLA4_CANAL/231-244 VSGPI.NFTHKVHVG [FAP] -X-H-X (2) -H- [VTA] - [GSND]
CLA4_YEAST/184-197 VSSPT . NFTHKVHVG

GIC1_YEAST/126-139 ISTPF.DFHHISHAN

GIC2_YEAST/134-147 ISTPF.DFQHISHAD

MSES5_ HUMAN/38-52 ISHPLgDFRHTMHVG

PAK1_CAEEL/67-80 ISRPS.NFEHTIHVG . e .

PAK1 HUMAN/75-88 ISLPS . DFEHTTHVG Vzorec ve formatu pouZivaném
PAK2_HUMAN/74-87 ISPPS.DFEHTIHVG napf. programem PatMatch (viz 8.5.)
PAK3_HUMAN/70-83 ISLPS.DFEHTIHVG

PAK4_HUMAN/11-24 ISAPS.NFEHRVHTG

PAK6_HUMAN/12-25 ISAPQ.NFQHRVHTS [IV] [SG]XPX{1,2} [NDG] [FAP]XHX{2}H[VTA] [GSND]
PAKS_HUMAN/11-24 ISGPS . NFEHRVHTG

PAKM _DROME/11-24 ISMPS . NFEHRVHTG

PR2_DROME/488-502 ISKPONDFKHTGHVG

PAK1_SCHPO/147-160 ISSPF . DPKHVTHVG

SHK2_SCHPO/129-142 VSSEM. NPKHQVHVG

SKM1_YEAST/123-136 VSSPT . NETHKVHVG

ST20_CANAL/475-488 ISTPF.NAKHLAHVG

ST20_YEAST/337-350 ISTPY.NAKHIHHVG

WASL_HUMAN/203-216 IGTPS.NFOHIGHVG

WASP_HUMAN/237-250 IGAPS . GFKHVSHVG

YNO3_CAEEL/102-115 ISLPR.NFTHIAHVG

Consensus ISP . FH HVG

nejvyssi hodnoty -

Profil - pozi¢né specificka substitu¢ni matice (PROSITE:PS50108) konzervované pozice a

casté substituce
/GENERAL759EC : ALPHABET='ABCDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ'; LENGTH=14;
/DISJOINT: DEFINITIO| 13;
/NORMALIZATION: MODE] konsensus R1==0.2255; R2=0.017666}7;
(z vice sekvenci) [/ MODE=1; TEXT='1T;

ore';
substituce
.5; MODE=1; TEXT=

D=-20; I=-20; Bl=-60; El1=-60; MI=-105; M=-105;

F G H )A L M N P % R 5 T v W Y

/DEFAULT

/1: H 7 7

/M: SY 7,-30,-25,-37,-30, 0,-37,20, @~27, 17, 17,-23,-23,423,-27,-137, -7, @723’ -3,-30;
/M: SY M= &, -4,-18, -4, -8,-24, -14,-28,-14,-30,-20, &,-14,/ -8,-14, @ 5,-18,-32,-24, -8;
/M: SY M= 4, -4,-19, -8, -4,-14, -9, -6,-13, -9,-13, -9, 1, = -4,-10, 6, 5,-11,-26,-11, =-5;
/M: SY 9,-19%,-39,-10, 0,-30,-19,-20,-20,-10,-30,-20,-19, -10,-20, -8, -9,-29,-30,-30,-10;
/M SY 5,-17,-13, 8,-19%,-15, -5,-15, -4, -3, -,-17,-12,-12, 7, 18, -1,-21, -1,-11;
/Tx I=-6; =0; MD=-32; IM=0; DM=-32;

/M M=-12, @—23, 4,-26, 2, 4,-27, -2,-30,-23, @—17, -2, -4, 7, -4,-30,-38,-21, 1:
/M: 9,-19,-35,-27, -29%,-21, 6,-26, 9, 2,-22,-24,-34,-20,-17, -8, 10, -2, 18,-28;

/M 26, -1, 12,-25,-20, -7,-20, 22,-20, -8, -1,-12, 11, 18, -4, -5,-14,-24,-12, 11;
/M: 30, -1, 0,-19,-20, -29, -7,-20, -1, 9,-20, 10, 5,-10,-19,-29,-28, 19, O;
/M 5, -5,-13,-23, -9, -2, -6, -4, -2, -5,-17, -4, -4, -3, 4, 1,-21, -8, -6;
/M p,-21, -2,-17,-19, 11,-18, 1, 5,-16,-21,-18,-19, -3, 0, 17,-23, -6,-20;
/M ), 0,-20,-20,{00, -30,-10,-20, 0, 10,-20, 10, 0,-10,-20,-30,-30, 20, O:
/M 7,-15,-31,-28, -1,-30,-28, 31,-21, 11, 13,-25,-26,-25,-21,-11, O, @—77, -7,-27;
/M 27, -3,-15,-29, G-15,-36,-16,-30,-20, 8,-19,-16,-17, 4,-14,-28,-24,-28,-15;

5, DE=-105;

Obr.7.1. Ruzné zapisy konzervativniho sekvenéniho motivu. Uvedeny piiklad odpovida casti souboru
sekvenci definujicich tzv. CRIB doménu vazici malé¢ GTPazy tfidy Rho, PROSITE: PS50108.

Cast t&chto nedostatkii obchazi zapis pomoci vzorcd (patterns). Vzorce umoziuji pro
variabilni pozice uvadét vice alternativ (neobsahuji vSak informaci o frekvenci
jednotlivych aminokyselin na proménlivych pozicich). Dovoluji také zapis useki
proménlivé délky. Vzorce lze psat riznymi zplsoby, podobné jako sekvence samotné.
Vysadni postaveni, srovnatelné s postavenim forméatu FASTA pro jednoduché sekvence,
zaujima format PROSITE, nazvany podle stejnojmenné databaze (Tab.7.1. a Obr.7.1.).
Existuji vSak 1 jiné moZnosti, a zejména programy pro prohledavani databazi uzivatelsky
navrzenymi vzorci (viz 8.5.) jich hojné vyuzivaji (jeden ptiklad je uveden na Obr.7.1.).

Tab.7.1. Konvence zapisu sekven¢nich motivii pomoci vzorci ve formatu PROSITE. Aminokyseliny
oznacujeme standardnimi I[UPAC kody (viz Tab. 1.1.), jednotlivé pozice jsou oddéleny pomlc¢kami.

Priklad vzorce <M-[ILV]-{KR}-S(2)-Y-X(2,4)-G-R-X-W
Symbol Priklad Vyznam

[ ] [ILV] nebo (isoleucin, leucin nebo valin)

{} {KR} nikoli (cokoli kromé lysinu nebo argininu)

(n) S(2) pocet (dva seriny za sebou)

(m, n) X(2,4) proménlivy pocet (dve az Ctyfi libovolné aminokyseliny)
< <M zacatek (methionin na N-konci)

> c> konec (cystein na C-konci)
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muzeme pohlizet jako na obdobu pozi¢né specifickych substituénich matic (PSSM),
sestavenych zvlast’ pro dany motiv. Profily nesou informaci o pravdépodobnosti riznych
zamén kterékoli konkrétni aminokyseliny v rdmci motivu v podobé ,,vahy* piifazované
jednotlivym symbolim v pfislusnych pozicich: ¢im stabilngj$i pozice, tim vyssi prispévek
konzervativni aminokyseliny k thrnné hodnoté podobnosti zkoumané sekvence s profilem
(viz Obr.7.1.).

7.2. Databaze znamych motivii

Na rozdil od primarnich sekvenci, které jsou soustfedény do né¢kolika malo vzajemné dobie
propojenych databazi (viz 4. kapitola), databaze zndmych sekvenénich motivil predstavuji
znaéné roztiistény soubor zdrojl, které se z¢asti prekryvaji, avSak nejsou, az na pomérné nové
vyjimky, konzistentnim zpiisobem provazany.”’ Aktudlni piechled stavu databazi je
kazdorocné zvetejiiovan v databdzovém Ccisle Casopisu Nucleic Acids Research — v poslednim
vydani se uvadi témér 30 databazi proteinovych motivt ¢i konzervativnich domén (Galperin,
2004). Neexistuje také univerzalné ptijimany pozadavek na ukladani objevenych motivii do
vefejné dostupnych databazi; prakticky vSechny databize motivii jsou moderované.
Zodpovédnost za naplnéni databidze zaznamy leZi tedy na skupiné, kterd databazi spravuje, a
kterd se zpravidla aktivné angazuje ve vyzkumu evoluce proteinovych sekvenci ¢i ve vyvoji
prohledédvacich algoritmd.

Zde se soustfedime na nékolik reprezentativnich piikladi — zejména na databaze velké, casto
navstévované, opatfené zajimavym vyhledavacim rozhranim ¢i jinak pozoruhodné. Historicky
vysadni postaveni (pfinejmenSim v Evrop€) ma jiz zmifilovana databaze PROSITE (Falquet et
al., 2002; Hulo et al., 2004). PROSITE obsahuje v zdsad¢ dva typy zdznami — vlastni zapisy
motivii ve formé vzorci nebo profili sminimélni anotaci (v souborech oznacenych
pristupovym kédem ve formé PSxxxxx, kde xxxxx je pétimistné Cislo) a soubory rozsifené
anotace (v souborech PDOCyyyyy, kde yyyyy je pétimistné ¢islo bez ptimého vztahu k Cislu
odpovidajicich vzorct ¢i profilit). Soubory anotace jsou ¢asto spolecné pro nékolik vzorca ¢i
profilii - naptiklad katalyticka doména proteinkinazy je definovana celkem 3 vzorci (PS00107,
PS00108 a PS00109), jednim profilem (PS50011) a jednou spolec¢nou anotaci PDOC00100.
Anotace obsahuje mimo jiné informace o selektivité a specifité jednotlivych vzorci ¢i profila —
tedy jednak o tom, jakou ¢ast popisované genové rodiny vzorec zachyti a zda pripadné nékteré
znamé Cleny rodiny mine (faleSné negativni vysledky), ¢i zda a jak Casto nachazi sekvence
neptibuzné (falesné pozitivni).

Databaze  PROSITE je  dostupnd  prostfednictvim  webového  rozhrani na
http://www.expasy.org/prosite/ a mulze byt samoziejm¢ prohledavana jak
pomoci kli¢ovych slov, tak sekvenénim dotazem (pomoci programu ScanPROSITE).

V odlisnych formatech, ale na podobném principu funguji dalsi databaze, jako je sbirka
,otiskli  prsti® proteinovych domén PRINTS (Attwood et al., 2002), kolekce
konzervativnich domén ProDom (Corpet et al., 2000), databaze ,,proteinovych rodin“ Pfam
(protein families; Bateman et al., 2004), a dalsi. Zvlastnosti databaze Pfam a s ni spojenych
vyhleddvacich nastrojii je dusledné vyuziti pomérné komplikovaného, avSak v préci se

** Tak v piipadé databaze PROSITE zprostiedkuji spojeni s dal§imi databazemi pouze kiizové odkazy
ze vstupni stranky.
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sekvencemi dnes dosti Casto pouzivaného matematického postupu zalozeného na tzv.
skrytych Markovovskych modelech (hidden Markov models, HMM).*

Pravé uvedené tfi databdze se vroce 1999 staly zikladem ,stfechového* konsorcia
InterPro, které se posléze rozsifilo o dalsi zdroje (Mulder et al., 2003) vcetn¢ databaze
SMART, ktera bude podrobné&;ji diskutovana nize (7.3.). Databaze konsorcia InterPro mohou
byt prohledavany také pomoci standardizovanych termint ze ,,slovniku®“ GO (viz 4.5.).
V posledni dob& bylo propojeni mezi GO terminy a databazi PROSITE vyuzito napf.
k vyvoji metod pro automatizovanou predikci moznych funkénich souvislosti noveé
objevenych sekvenénich motivl (Lu et al., 2004). Do zdrojl InterPro 1ze vstoupit napt. ptes
domovskou stranku na Evropském bioinformatickém institutu
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) nebo prostfednictvim dil¢ich databazi
konsorcia (véetné PROSITE).

Z databazi, které v soucasnosti nejsou soucasti InterPro, stoji za zminku piedev§im BLOCKS
(http://blocks.fhcrc.org, Henikoff et al., 2000). Tato databaze se sice zda byt za
zenitem svého rozkvétu koncem 90. let,*! aviak zasluhuje pozornost jak pro pomérné
neobvykly format dat, tak i pro bohatou nabidku uzivatelskych néstroji dostupnych z jeji
domovské stranky. Motivy jsou zde ulozeny ve formé ,,blokli, tedy lokdlnich mnohocetnych
pfifazeni prostych mezer, a autofi davaji k dispozici i program BLOCKMAKER k tvorbé
vlastnich blokl z uzivatelem dodanych sekvenci bez potieby pfedchozi konstrukce ptifazeni
(viz téz 8.2.).

Vlastni databazi konzervativnich sekven¢nich motivii, az dosud mimo konsorcium InterPro,
vyviji a udrzuje také pracovni skupina spojend s informacnimi zdroji NCBI (viz 4.4.).
Soucasti nabidky dostupné prostfednictvim rozhrani Entrez je databaze konzervativnich
domén CDD (Conserved Domains Database, Marchler-Bauer et al., 2003), kterou lze
prohleddvat bud pfimo pomoci kli¢ovych slov, nebo sekvenénim dotazem za pouziti
programu BLAST. Prohled4vani databaze CDD je dokonce standardné spusténo jako soucést
jakéhokoli hledani programem BLASTP na NCBI (viz 6.3.), uzivatel ovS§em tuto funkci mize
vypnout.

% Podrobnéjsi diskuse tohoto algoritmu, ktery vychézi z analyzy pravdépodobnosti piechodu mezi
hypotetickymi stavy studované¢ho systému v ramci linedrni posloupnosti (napf. par-nepar-delece-
inzerce), by pfesahovala zaméfeni této prace. Pravé vysloveny vyrok lze chapat i tak, ze autorka sama
nema tak docela jasno; ptfipoustim, ze tomu tak je, a it€chou mi mize byt snad jen to, Ze v tom nejsem
sama (viz téZ Hansen, 2001). Dokumentace dostupna ze serveru SMART i zjinych servert
vyuzivajicich nastroje zalozené na HMM ma bud’ povahu odkazu na technickd matematicka pojednani,
nebo prosté konstatuje, ze HMM déla néco jako PSI-BLAST, ale Iépe (viz napt. dokumentace databaze
TIGRFam na http://www.tigr.org); naopak se ovSem da také fici, Ze PSI-BLAST a jiné na
profilech zalozené prohledavaci postupy jsou vlastné zjednodusené, heuristické varianty HMM. Nechci-li
se dopustit plagiatu, odkazuji radgji Ctenate, kteii se dosud nedali odradit, na instruktivni, i kdyz dosti
obsahly, vyklad na webovych strankach prof. R.D. Boyla zuniverzity v Leedsu
(http://www.comp.leeds.ac.uk/roger/), jejichz autorovi se pomérné dobie podafilo vylozit
princip HMM na modelovém pfipadu poustevnika predpovidajiciho pocasi na zaklad¢ stavu kousku
morské fasy.

*! Skupina, kterd ji vyvinula, nyni soustfed’uje své Usili na rozvoj vy$e zminéné databaze ProDom
v ramci InterPro.
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7.3. SMART

Soubor nastrojii pro analyzu struktury proteini SMART (Simple Modular Architecture
Research  Tool; Schultz et al., 1998; Letunic et al., 2002), dostupny na
http://smart.embl-heidelberg.de, sice obsahuje vlastni databazi konzervativnich
motivll (nyni zaclenénou do konsorcia InterPro), ale poskytuje i dal$i moznosti, zdaleka
ptesahujici pouhé prohledavani databaze sekven¢nich motivii.

Jak jiz naznacuje nazev, SMART se snazi poskytnout uzivatelsky jednoduché rozhrani pro
pristup k n€kolika nastrojim poskytujicim informace o riznych aspektech doménové ¢i
»modularni* struktury proteini. Aplikaci nastrojli z kolekce SMART na uzivatelskou
sekvenci (dotaz) 1ze v jediném kroku ziskat odpovédi na nasledujici otazky:

e Obsahuje dotaz jiz znamé konzervativni sekvenéni motivy ¢i domény? UZivatel
pfitom muize zvolit, zda prohledavat pouze databazi SMART, nebo i Pfam a databézi
,vzdalenych homologi“ (outlier homologues). Prohledavaci program HMMER je
zalozen na principu HMM.

e Jsou soucasti dotazu oblasti o nizké sekvencni komplexité, poptipadé tiseky nachylné
k vytvareni struktur typu coiled coil?

e Obsahuje sekvence dotazu opakované (duplikované) tuseky?

e Je protein kédovany dotazem lokalizovan do membrany nebo do necytoplazmatického
bunécného kompartmentu — tj. jsou v ném piitomny signalni sekvence pro sekreci ¢i
vlozeni do membrany, popiipad¢ transmembranové useky?

e Existuji v databazich i jiné sekvence se stejnym usporadanim domén?

Odpovédi na pravé uvedené otazky ptfitom SMART podava pomérné rychle a ve velmi
ptehledné grafické podobé (Obr.7.2.) spolu se statistickymi 10daji (hodnotami
pravdépodobnosti falesné positivniho vysledku E — viz 6.2.) a piimymi odkazy na
dokumentaci nalezenych konzervativnich domén.

1 100 200 oblasti nizké

'—l—l / komplexity
/
2

signslni transmembrinovy konzervativni
peptid dsek FH2 doména

Obr.7.2. Priklad grafického vystupu programu SMART pro rostlinny formin tfidy [ (AtFH6). Skute¢ny

v

sekvenénim ¢i strukturnim elementu.

Spojeni takto riznorodych nastroji zptisobem ,,v§e v jednom* s jednoduchym uzivatelskym
rozhranim ovSem md i své nevyhody — pfedev§im omezenou ¢i pfimo nulovou moZzZnost
zasahu do prednastaveni jednotlivych hledacich programu, a u nékterych metod (napt. pro
hledani signélnich peptidi a transmembranovych segmenttll) také velmi zestru¢nény vystup.
SMART je ovSem vynikajicim néstrojem pro rychlou orientaci ve zkoumané proteinové
sekvenci, a zejména v piipadé detekce domén jsou jeho vysledky i dobfe statisticky podlozené
a tudiz publikovatelné. Nelze vSak ptedpokladat, ze by do budoucna zcela vytlacil néstroje
specializovangj$i. U nékterych z nich se nyni zastavime.

52



7.4. Predikce bunécné lokalizace proteint

Hlubsi pohled na metody, kter¢ SMART sice pouziva, ale nedovoli jim nahlédnout pod
poklicku, muze zalit u predikce smérovani (adresovani) proteini do jednotlivych
bunécnych kompartmentli. Zaméime se nejprve na dva programy sidlici na serveru Danské
technické univerzity (http://www.cbs.dtu.dk/services/), které¢ jsou do znacné
miry komplementarni.**

Prvni z nich, program SignalP (Nielsen a Krogh, 1998), zjistuje, zda N-konec proteinu
obsahuje signalni sekvenci pro protazeni membrdnou endoplazmatického retikula (tj.
sekre¢ni signal). Kombinuje pfitom metodu HMM a virtualni neuronovou sit;* vysledky
obou pfistupli predkladéd v grafické podobé oddélené, spolu s hodnoticim shrnutim. Soucésti
vystupu je i odhad pravdépodobnosti, s jakou N-koncovy usek proteinu bude odsStépen (tj.
poslouzi jako fadny signélni peptid), a s jakou zlistane spojen se zbytkem proteinu a bude tedy
fungovat jako ,,kotva“ integralniho membranového proteinu.

Program TMHMM (Krogh et al., 2001) detekuje transmembranové tseky s vyuzitim
metody zalozené na HMM. Soucasti grafického vystupu je i1 predpovéd’ topologického
uspofddani transmembranového proteinu — tedy odhad, které casti proteinu budou
v cytoplasmé a které venku. Spolehlivost této predikce je vSak spornd v piipad¢ proteini s N-
terminalnim signalnim peptidem ¢i membranovou kotvou, pro které nékdy vychazi obracena
lokalizace. Tak naptiklad pro né€které rostlinné formini tfidy I (Cvrckova, 2000) program
predpovida krajné nepravdépodobnou extracytoplazmatickou lokalizaci konzervativni FH2
domény nukleujici aktin.

Ponékud odlisny algoritmus ke stejnému Ucelu — predikci transmembranovych usekt —
vyuziva program DAS (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/, novgsi verze na
http://mendel.imp.univie.ac.at/sat/DAS/DAS.html), jehoz vyuZziti vSak
omezuje skutecnost, Ze je optimalizovan pouze pro prokaryotické sekvence.

7.5. Vyhledavani dalSich motivii v proteinovych sekvencich

Funkéné vyznamné motivy v proteinovych sekvencich se ovSem neomezuji jen na
konzervativni domény a lokalizac¢ni signély. Dulezitou skupinou jsou téz sekvencni motivy
podléhajici posttranslaénim modifikacim. Casto jsou pfitom definovany jen velmi kratkym
konsensem zasazenym ve velmi proménlivém okoli. Na jejich moznou biologickou tlohu
muzeme proto nékdy usuzovat az na zékladé zjisténé evolu¢ni konzervace, jako v ptipadé
mozného fosforylacniho mista pro proteinkindzu A v rostlinnych myozinech tfidy VIII
(Baluska et al., 2001; Obr.7.3.). Konvencni vyhleddvaci metody zaloZzené na vzorcich ¢i
profilech maji v takovych piipadech sklon nachdzet mnoho falesnych pozitivi. Tak tieba
fosforyla¢ni mista béZnych proteinkindz jsou sice zachycena vzorcem v databazi PROSITE,
ale tyto vzorce jsou provazeny varovanim, ze jde o motivy Casto nachdzené a ne nutné
funkéné vyznamné.

* Na uvedené adrese sidli i dal3i specializované programy jak pro predikci adresovéani proteint, tak i
pro hledani cilovych mist posttranslacnich modifikaci, a ctenafi viele doporucuji, aby se tam kolem
sebe radné rozhlédl.

* Netechnicky vyklad principu fungovani ,,neuronovych siti“ viz Thagard (1996/2001, kap.7).
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AtATM1 1065  (QPMSAGLSVIGRLAEEFEQRAQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA-————- NLDPDR
AtVIII-A 1054 RSVGVGLSVISRLAEEFGQRAQVFGDDRKFLMEVKSGQVEA-----— NLNPDR
HaMyol 1020 RPMSAGLSVISRLAEEFEQRSQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA-—-——— NLNPDH
ZmzZMM3 998 REMNAGLSVISRLAEEFEQRT(QVFADDAKFLVEVKSGQADA-————— SLNPDM
ATATM2 1005 RELNGSLNAVNHLAREFDQRRLNFDEDARAIVEVKLGPQATPMGQ-QQQHPED
AtVIII-B 1035 KELKGSLSDVNNLS[EFDQRSVIIHEDPHILVEVKSDSISN-————- RKQHAE
AtATML ELRRLKQMF ¥GGRL LILSKLGSEESSGSMEKVKRKWWGRRNSTRY *
AtVIII-A  ELRRLKQM YGG LILSKLGSEETGGSAEKVKMNWWGRLRITRY *
HaMyol ELRRLKQMFEGWKKD VILNKLGH--EDGDGEKGKKKWWGRLNSSRVN*
ZmzMM3 ELRRLKQNFI VILNKLGNG-NESS PNJVKREWWCRLNT|SKFS *
ATATM2 EFRRLKLRF IYKAR RLHRV--——-— DGDKGRHRKWWGKRG*
AtVIII-B ELRRLilPFEKWKKDYKTRL RV-RV-————— NGDEGRHRNWWCKKSY *

Obr.7.3. Identifikace konzervativniho fosforyla¢niho mista v rostlinnych myosinech tfidy VIII (podle
Baluska et al., 2001). Fosforylaéni mista pro rtizné serin/threoninové kindzy jsou oznaCena ramecky,
konzervativni misto rozpoznavané proteinkindzou A rameckem zesilenym. K vyhledani fosforyla¢nich mist
byl pouzit nyni jiz nepfistupny program pro prohledavani PhosphoBase (Kreegipuu et al., 1999).

Jako vhodnégjsi pro vyhledavani motivii podobného typu se jevi napi. postupy zalozené na
principu virtualnich neuronovych siti ,,natrénovanych® na vzorovych experimentalné ovéenych
datech. Ptikladem je program NetPhos (Blom et al., 1999) pro vyhled4dvani fosforyla¢nich mist,
dostupny na jiz zmiflovaném serveru http://www.cbs.dtu.dk/services/. Jako zdroj
vychozich dat pro optimalizaci programu poslouzila PhosphoBase (Kreegipuu et al., 1999),
databaze experimentaln¢ stanovenych fosforylacnich mist, nyni zaclenéna do SirSi databaze
PhosphoELM (Diella et al., 2004).**

Ne vSechny sekvence ptfedurcujici proteiny k posttranslaéni modifikaci jsou takto obtizné
vymezitelné. Tak tieba signalem pro degradaci proteinu zprostiedkovanou proteazomem,
kterou miizeme pokladat za extrémni pifipad posttranslaéni modifikace, je pomérné jednoduse
definovany ,,PEST“ motiv bohaty prolinem, kys. glutamovou, serinem a threoninem
(Rechsteiner a Rogers, 1996). Specializovany nastroj k vyhledavani PEST motivii PESTFind
v uzivatelskych sekvencich je kdispozici na serveru ve videnském Biozentru
(https://embl.bcc.univie.ac.at/).

Rozsifime-1i pojem motivu 1 na dal$i specifickd uspotfddani primérni struktury, mizeme za
svého druhu motiv povazovat i opakovani v ramci sekvence proteinu. Takovato opakovani
ucinné a vcelku rychle detekuje program RADAR (Rapid automatic detection and alignment
of repeats, Heger a Holm, 2000), dostupny na http://www.ebi.ac.uk/Radar/.

Posledni téma, kterého se v této kapitole dotkneme, neni jiz v pravém smyslu vyhledavanim
sekvencnich motivi. Rozsifime-1i v§ak pojem motivu i na elementy prostorového usporadani
proteinového fetézce podminéného pomeérné variabilni sekvenci, mizeme sem zaradit i
predikci sekundarni struktury proteind. K tomuto Gcelu byla vyvinuta fada algoritmd, které
jsou ¢asto dostupné i na vetejnych serverech.

Tak predikce sekundarni struktury programem PSIPRED (Jones, 1999; McGuffin et al.,
2000) na http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ vyuziva postupu zaloZeného
varianté PSSM.* Praktické zaGlenéni predpovédi sekundarni struktury do strategie

* Na rozdil od paivodni PhosphoBase neni PhosphoELM dosud prohledavatelna sekvenénim dotazem
(viz Obr. 7.3.), 1 kdyz na této moznosti se udajné€ pracuje.

* Tento program sdili uZivatelské rozhrani s nastrojem na predikci transmembranovych usekd
proteinu. Zadani zpracovava davkovym zptisobem a vysledky dodava prostfednictvim e-mailu.
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analyzy proteinovych sekvenci si miizeme demonstrovat pravé na konkrétnim piikladu
vyuziti tohoto programu (Cvrckova et al., 2004b):

e U vétSiny pfislusnikii genové rodiny rostlinnych formint tfidy II byla nalezena nova,
doposud necharakterizovand doména, u niz BLAST (viz 6.2.) odhalil vyznamnou
ptibuznost s doménou sdilenou nékterymi proteinfosfatdzami, lipidfosfatazami,
tensinem a antionkogenem MMACI1/Pten. V nékterych proteinech byl ,,sekvencni
motiv pfibuzny proteinfosfatdzam* nalezen i pomoci SMARTu.

e Pten byl také identifikovan jako pravdépodobny nejblizsi ,,strukturni soused* ptislusné
domény u n€kolika vybranych rostlinnych formini metodou 3D-PSSM (viz 6.4.).

e K dalSimu ovéfeni byla pro rostlinné forminy ziskéna predikce sekundarni struktury
metodou PSIPRED, ktera indikovala rozlozeni a-helikdlnich a [B-listovych tusekt
velmi podobné experimentalné charakterizované struktufe proteinu Pten (ptiklad casti
vystupu pro jeden z analyzovanych proteint viz Obr.7.4.).

e Na zékladé pravé uvedenych vysledkl byla struktura proteinu Pten pouzita jako vychozi
vzor (templat) pro konstrukei trojrozmérného modelu nové nalezené domény (viz 8.3.)
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Obr.7.4. Ptiklad vystupu programu PSIPRED.

Predikce sekundarni struktury ponékud odliSnym algoritmem (Rost et al., 1994) je téz
soucasti Siroké nabidky metod pro analyzu proteinovych sekvenci na serveru PredictProtein
(http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/). Predict Protein vsSak
poskytuje 1 fadu dalSich sluzeb, od prohledavani databdzi az po predikci trojrozmérné
struktury na zdklad¢€ ,,navlékani na homologni sekvenci (viz 8.3.). Vysledky zpracovéni
zadanych tloh jsou zasilany e-mailem, jak uz byva u takto naro¢nych vypoctl bézné.

Podobné jako v pripad¢ vyhledavani vzdalen¢ ptibuznych sekvenci i u sekundéarnich struktur
plati, Ze dvé metody jsou vice nez jedna. Proto je vyhodné pouzivat servery, které umoziiuji
stanovit sekundarni strukturu jako konsensus z vice algoritmii. Tuto moznost poskytuje napf.
server NPSA (Deleage et al., 1997) na http://npsa-pbil.ibcp.fr v Lyonu,
pozoruhodny mimo jiné svym interaktivnim rozhranim. Je§té vice moznosti poskytuje (ov§em
za cenu davkového zadavani tloh) server Jpred (Cuff et al., 1998), jehoz nabidka programt
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neustale roste (http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/).
V soucasnosti jiz umoziuje brat pii predikci sekundarni struktury v avahu i1 evoluéni
konzervaci jednotlivych pozic v proteinu — pokud uZivatel nedodd homologni sekvence,
program si je pomoci BLASTu najde sdm.
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8. Konstrukce a interpretace mnohocetného prirazeni

S pojmem mnohodletné prirazeni (multiple alignment) jsme se jiz setkali v ptedchozi
kapitole (7.1.), kde jsme se rovnéz seznamili s jednou z moznych jeho interpretaci — totiz
s mnohocetnym pfifazenim jakozto prostfedkem definice evolu¢n¢ konzervovanych Cci
konvergentnich sekvenénich motivii. Mnohocetné ptifazeni vSak byva bézné pouzivano nejen
k porovnavani proteinovych sekvenci za ucelem vyhleddvani konzervativnich domén ci
naslednych evoluc¢nich analyz (viz 10. kapitola), ale 1 k dalSim Gc¢eliim. Tak tfeba mnohocetné
ptifazeni sekvenci DNA je zédkladem metod pro sestavovani delSich fragmentii z primarnich
sekvencnich dat, az po celé genomové sekvence (viz napi. Fleischmann et al., 1995). Rovnéz
pfi predikci struktury genl, jejichz transkript podléha sestfihu, vychdzime casto
z mnohocetnych pfifazeni na trovni nukleotidovych sekvenci (viz 9. kapitola).

V piedchozi kapitole jsme se zabyvali vyhradné mnohocetnymi ptifazenimi, ktera jiz sestrojil
n¢kdo jiny. Mohli jsme proto dosud ponechat stranou otazku, odkud se mnohocetné prifazeni
bere — proces jeho tvorby ndm byl az dosud Cernou skiifikou. Je vSak jiz na Case tento stav
zménit, protoze prakticka konstrukce mnohocetnych prifrazeni — at’ uz proteinovych, nebo
nukleotidovych sekvenci — je béznou soucasti kazdodenni bioinformatické préce.

8.1. Zapis mnohocetného prirazeni

Drive nez se budeme vénovat vlastni konstrukci mnohocetnych ptifazeni, méli bychom se
op¢t, podobné jako v ptipadé sekvenci (kap. 3.1.) a sekvencnich motivl (kap. 7.1.), sezndmit
s nejbéznéjsimi formaty soubort pouzivanymi k zapisu prifazeni — tedy predevsim
s formaty, se kterymi dovedou pracovat nize diskutované programy, a které si pfitom mizeme
troufnout napsat i ruéné. Teoreticky sice 1ze mnohocetné pfifazeni vytvaret a zpracovavat i
v textovém editoru, v praxi se to vSak z pochopitelnych divodii nedéla. I v ptipadech, kdy
pfifazeni tvofime ¢i upravujeme tzv. rucné (viz 8.2.1.), vyuzivdme ve skutecnosti
specializovanych programt, které umoziuji alespont jednoduse vzajemné posouvat bloky
sekvenci. Tyto programy vsSak vyzaduji formatovand vstupni data, kterd sice mohou sestavat
z prostych sekvenci tfeba ve formatu FASTA (viz 3.1.), ale mohou jiz mit i podobu jiz
existujictho rozpracovaného pfifazeni (zejména aplikujeme-li na nas soubor sekvenci
postupné nekolik programtl).

Pro lidského pozorovatele pravdépodobné nejnazornéjSim a nejjednodussim formatem
mnohocetného pfifazeni je prosty zapis vzajemné odpovidajicich pozic pod sebe s tim, Ze na
zacatku kazdé radky jsou uvedeny nazvy sekvenci (a ptipadné dalsi udaje, jako je tieba pozice
fragmentu v ramci delsi zdrojové sekvence) a mezery jsou vyznaceny pomlckami (viz napf.
Obr.7.3. a Obr.8.8.). Pro strojové zpracovani vSak takovy zéapis sam o sobé& nestaci — bylo by
dosti slozité privést program k tomu, aby poznal, kde konc¢i nadzev a kde zacina sekvence, a
moznym zdrojem zmatki je i pfipadné rozdéleni ptifazeni do vice fadka (blokl). Proto se
v praxi pouzivaji pon€kud piisné€ji definované formaty, které vSak lze z pravé uvedeného
velmi snadno odvodit.

Jednim z nejjednodussich je format CLUSTAL (n€kdy téz * . aln, viz Obr.8.1.), nazvany po
stejnojmenném programu, ktery bude podrobnéji diskutovan v ¢asti 8.2.2. Od prostého zapisu
ve vySe uvedeném smyslu se lisi pouze definovanou délkou nazvl sekvenci a rozestupem
fadkt, hlavickou, kterda musi zacinat slovem CLUSTAL a muze pokracovat kratkym
komentatem (do 1 tadku), a pfitomnosti fadku vyznacujiciho konsensudlni pozice pomoci
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volitelnych symbolt (vzdy * pro pozici absolutné konzervovanou, nékdy téz : a . pro pozice
sriazné¢ konzervovanym vétSinovym zastoupenim). Programy, které vyzaduji format
CLUSTAL, zpravidla nekontroluji obsah konsensuélniho fadku, ale pouze jeho pfitomnost, a
toleruji i ,,konsensudlni fadek* prazdny nebo obsahujici pouze nékolik mezer. Uzivatel tedy
muze vyrobit piijatelny, byt i formaln€ ne zcela spravny, vstupni soubor i zcela ru¢né
v textovém editoru.

‘/I whlavicka“ ndsledovana dvéma prazdnymi radky ‘

CLUSTAL

AtVIII-A RSVGVGLSVISRLAEEFGQRAQVFGDDRKFLMEVKSGQVEA--—-~-~- NLNPDRELRRLKQ

HaMyol RPMSAGLSVISRLAEEFEQRSQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA-—-—-—--— NLNPDHELRRLKQ

ZmZMM3 REMNAGLSVISRLAEEFEQRTQVFADDAKFLVEVKSGQADA-———— SLNPDMELRRLKQ

AtATM2 RELNGSLNAVNHLAREFDQRRLNFDEDARAIVEVKLGPQATPMGQQQOHPEDEFRRLKL

AtVIII-B KELKGSLSDVNNLSTEFDQRSVI IHEDPKSLVEVKSDS ISN----- RKQHAEELRRLKS
* * ddk Kok % d ok d ek ok

AtATM1 MFETWKKDYGGRLRETKLILSKLGSEES GSIEKVKRKWW

AtVIII-A MFETWKKDYGGRLRETKLILSKLG KVKMNWWGRLRSTRY -

HaMyol MFEGWKKDYTARLRETKVILNKLG]

; prazdny Fadek [WGRLNSSRVN
GRLNTSKFS

ZmZMM3 NFDSWKKDFSGRMRETKVILNKLGH

AtATM2 RFETWKKDYKARLRDTKARLHRV -~~~ -~-DGDKGRHRKWWGKRG- - —~~-

AtVIII-B RFEKWKKDYKTRLRETKARV-RV------- NGDEGRHRNWWCKKSY--—-
*  kkkk * * kk *k

koncové mezery
doplnény pomlékami

Obr.8.1. Mnohocetné prirazeni ve formatu CLUSTAL (stejné sekvence jako v Obr.7.3.).

Podobné jednoduchy je i jeden z formati zavedenych spolu s fylogenetickym programem
PHYLIP (viz 10.4.1.), oznaCovany stiidavé jako PHYLIP(i), ptfipadn¢ PHYLIP 4 ¢i PHYLIP
bez ptivlastki (Casto s pfiponou *.phy, viz Obr.8.2.). Na rozdil od pfedchoziho formatu

tento nelze ,,08idit“ — programy, které soubory ve formatu PHYLIP pfijimaji, kontroluji
spravnost uvedenych tdaji o poétu a délce sekvenci.*

pocet sekvenci " . nazev do 10 znaki + 1 mezera
_ pocet pozic

0
tA 1 QPMSAGLSVIGRLAEEFE DDAKFLVEVKSGQVEA----- NLDPDRELRRLKQM
AtVIII-A RSVGVGLSV. FGORAQVFGDDRKFLMEVKSGQVEA----- NLNPDRELRRLKQM
HaMyol SVISRLAEEFEQRSQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA----- NLNPDHELRRLKOM
ZmZMM3 REMNAGLSVISRLAEEFEQRTQVFADDAKFLVEVKSGQADA----- SLNPDMELRRLKON
AtATM2 RELNGSLNAVNHLAREFDQRRLNFDEDARAIVEVKLGPQATPMGQQQOQHPEDEFRRLKLR
AtVIII-B KELKGSLSDVNNLSTEFDQRSVIIHEDPKSLVEVKSDSISN----- RKQHAEELRRLKSR

FETWKKDYGGRLRETKLILSKLGSEESSGSMEKVKRKWWGRRNSTRY.-

FETWKKDIGGRLRETKLILSKLGSEETGGSAEKVMWWG
FEGWKKDYTARLRETKVILNKLGH - ~-EDGDGEKGKKKWWGRLNSSRVI
FDSWKKDFSGRMRETKVILNKLGNG-NESSPNSVKRKWWGRLNTSKFS
FETWKKDYKARLRDTKARLHRV---——~ DGDKGRHRKWWGKRG-- -~ koncové mezery

FEKWKKDYKTRLRETKARV-RV-—— -~ NGDEGRHRNWWCKKSY - - — doplnény pomlékami

Obr.8.2. Mnohocetné prirazeni ve formatu PHYLIP(i). TataZz data jako Obr.8.1. a Obr.7.3.

Ponékud méné piehlednou, ale v nékterych situacich vyhodnéjsi variantou pravé uvedenych
,prostiidanych® (interleaved) forméth jsou formaty, v nichz jsou jednotlivé sekvence i
s mezerami uvadény oddélené za sebou (formaty postupné — sequential). Takovy zépis totiz
usnadiiuje napt. vybér pouze nékterych sekvenci pro dal$i zpracovani nebo postupné

* Délku sekvence lze snadno zjistit tieba za pouZiti nastroje na po¢itani znaki v programu MS Word.
Opét vsak je tfeba pripomenout nezbytnou ostrazitost pti pouzivani Wordu pii praci se sekvencemi a
zejména na nezbytnost vypindni funkce automatickych oprav (viz 3.1.).
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A4

pridavani sekvenci do pfifazeni. Asi nejjednodussi z téchto formatd je nam jiz dobfe znamy
format FASTA, obohaceny ov§em o mezery (Obr.8.3.; €asto s pfiponou *.fst, *.fas ¢i
* . fsa; viz téZ 3.1.). Podobny format PHYLIP(s), oznaCovany né¢kdy téZ jako PHYLIP 3.2
(rovn€z s ptiponou * .phy) ziskdme ,;rozparanim* pfifazeni ve formatu PHYLIP(i) podle
sekvenci (Obr.8.4.). I u postupnych formati programy trvaji na dodrzeni stejné délky
sekvenci v pfifazeni — pfecnivajici konce se dopliiuji pomlckami.

>AtATM1

QPMSAGLSVIGRLAEEFEQRAQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA----- NLDPDRELRRLKQM
FETWKKDYGGRLRETKLILSKLGSEESSGSMEKVKRKWWGRRNSTRY -

>AtVIII-A

RSVGVGLSVISRLAEEFGQRAQVFGDDRKFLMEVKSGQVEA----~ NLNPDRELRRLKOM
FETWKKDYGGRLRETKLILSKLGSEETGGSAEKVKMNWWGRLRSTRY -

>HaMyol

RPMSAGLSVISRLAEEFEQRSQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA-—--- NLNPDHELRRLKQM
FEGWKKDYTARLRETKVILNKLGH--EDGDGEKGKKKWWGRLNSSRVN

>ZmZMM3

REMNAGLSVISRLAEEFEQRTQVFADDAKFLVEVKSGQADA-----— SLNPDMELRRLKON
FDSWKKDFSGRMRETKVILNKLGNG-NESSPNSVKRKWWGRLNTSKFS

>AtATM2
RELNGSLNAVNHLAREFDQRRLNFDEDARAIVEVKLGPQATPMGQQQQHPEDEFRRLKLR
FETWKKDYKARLRDTKARLHRV--—---- DGDKGRHREKWWGKRG-----

>AtVIII-B

KELKGSLSDVNNLSTEFDQRSVIIHEDPKSLVEVKSDSISN-—---- RKQHAEELRRLKSR
FEKWKKDYKTRLRETKARV-RV------ NGDEGRHRNWWCKKSY----

Obr.8.3. Mnohocdetné prifazeni ve formatu FASTA. Tataz data jako Obr.8.1., 8.2 a7.3.

6 108

AtATM1

QPMSAGLSVIGRLAEEFEQRAQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA--—--— NLDPDRELRRLKQOM
FETWKKDYGGRLRETKLILSKLGSEESSGSMEKVKRKWWGRRNSTRY -

AtVIII-A

RSVGVGLSVISRLAEEFGQRAQVFGDDRKFLMEVKSGQVEA -—-——-— NLNPDRELRRLKQOM
FETWKKDYGGRLRETKLILSKLGSEETGGSAEKVKMNWWGRLRSTRY -

HaMyol

RPMSAGLSVISRLAEEFEQRSQVFGDDAKFLVEVKSGQVEA--—--— NLNPDHELRRLKQOM
FEGWKKDYTARLRETKVILNKLGH--EDGDGEKGKKKWWGRLNSSRVN

ZmZMM3

REMNAGLSVISRLAEEFEQRTQVFADDAKFLVEVKSGQADA --——- SLNPDMELRRLKON
FDSWKKDFSGRMRETKVILNKLGNG-NESSPNSVKRKWWGRLNTSKE'S

AtATM2
RELNGSLNAVNHLAREFDQRRLNFDEDARAIVEVKLGPQATPMGQQQQHPEDEFRRLKLR
FETWKKDYKARLRDTKARLHRV-—-—---— DGDKGRHRKWWGKRG-----—

AtVIII-B

KELKGSLSDVNNLSTEFDQRSVITHEDPKSLVEVKSDSISN----- RKQHAEELRRLKSR
FEKWKKDYKTRLRETKARV-RV--—--- NGDEGRHRNWWCKKSY ----

Obr.8.4. Mnohocetné prifazeni ve formatu PHYLIP(s). Tataz data jako Obr.8.1.,8.2.,8.3. a 7.3.

Jak jiz bylo fe€eno, k Upravam formatu datovych souborl lze pouzivat jakykoli textovy
editor.*” Chceme-li se v8ak vyhnout pracné a monoténni ¢innosti, a sou¢asn& sniit riziko
vyskytu chyb v souborech, je vyhodou vyuzit softwarové nastroje na konverzi formati
mnohocetnych pfifazeni. Prvni vstupni soubor ale musime tak jako tak vyrobit sami bud’
ruéné, nebo konstrukei ptitazeni de novo napfi. ze sekvenci ve formatu FASTA ve vhodném
programu.

*" Pti nalezité opatrnosti je dosti dobrym nastrojem MS Word, ktery dovoluje i vybér a presuny
vertikdlnich bloki textu kombinaci Alt + leva mys.
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Nékteré nize probirané programy (napi. BioEdit) dovoluji import dat v jednoduchych
formatech, jako je FASTA ¢i CLUSTAL, a jejich export v fadé formatt dalSich, i mnohem
komplikovanéjSich nez jsou prav€ popisované. Specializovany jednoucelovy ndstroj na
konverzi formati ForCon (Raes a Van de Peer, 1999) je rovnéz soucasti novéjSich verzi
balicku fylogenetickych programi TreeCon (Van de Peer a De Wachter, 1994).*

8.2. Rucni a automatizované postupy konstrukce mnohocetného prirazeni

Mnohodcetna piifazeni sestavujeme zpravidla bud’ proto, abychom na zadkladé evoluéni
konzervace usuzovali na funkéni vyznam konkrétnich pozic (napt. identifikovali aktivni
mista enzymu nebo regulaéné vyznamna mista posttranslacnich modifikaci — viz Obr.7.3.),
nebo abychom na jejich zdkladé¢ vyvozovali hypotézy o evoluéni minulosti studované
genové rodiny.

V obou ptipadech vSak ma smysl ptifazovat pouze sekvence, které jsou si vskutku piibuzné
(podobné jako v ptipadé prostého pfifazeni dvou sekvenci — viz kap. 5.2.).* Na nas tedy je,
abychom rozhodli, zda sekvence ve zkoumaném souboru spliiuji podminku ptibuznosti po
celé délce (a lze na né tedy aplikovat metody pro konstrukci prifazeni globalniho), nebo zda
sdileji pouze izolovanou doménu ¢i domény, a musime se tudiz spokojit s pFifazenim
lokalnim. Voditkem k takovému rozhodnuti mtze byt tieba parové porovndni sekvenci
(kazda s kazdou). Existuji vSak i metody, které umoziuji piimo vyhledavat bloky lokalni
podobnosti vétsiho poctu sekvenci (viz nize).

Obecnou strategii konstrukce mnohocetného pfifazeni bychom, bez ohledu na konkrétni
software, mohli shrnout zésadou, ze postupujeme vZdy od blizSich sekvenci ke
vzdalenéjSim. To znamend, ze nejprve spojujeme dvojice sekvenci, které jsou si vzijemné
nejpodobnéjsi v globalnim pfifazeni, a Gseky, které vykazuji nejvyssi podobnost v piifazeni
lokdlnim. Vzdalen¢jsi sekvence a useky pak postupné ,nabalujeme™ na tuto kostru.
V principu ovSem lze pfifadit témét cokoli k ¢emukoli, zejména pokud piipustime zavadéni
kratkych mezer, a proto je dilezité¢ védét, kdy prestat. Dobrym indikatorem upadajici kvality
pfifazeni je praveé pritomnost vétsiho poctu mezer blizko u sebe.

V nasledujicim vykladu se budeme vénovat piredevSim proteinovym sekvencim; zakladni
strategie i n¢které probirané programy vsak jsou pouzitelné i pro sekvence nukleotidové.
8.2.1. CLUSTAL jako modelovy automatizovany postup

Nutnou podminkou uspé$né automatizace tvorby mnohocetného pfifazeni je vytvoreni
spolehlivého algoritmu. Jak jsme jiz vidéli, ani pro pfifazeni pouhych dvou sekvenci neni

* Program TreeCon je pomérné stary, napsany ptivodné pro Win98 a WinNT a v novéj§ich verzich
Windows, zejména Windows XP, se chova problematicky. Dle zkuSenosti autorky ForCon pod
WinXP SP2 funguje, pokud je cely balik TreeCon nainstalovdn v adresafi C:\treeconw na
systémovém disku (tedy nikoli v Program Files). ForCon také né¢kdy po skonceni zanechava v paméti
neukoncené procesy, které je radno ukoncit rucné€, protoze mohou vyvolavat konflikty napt. s MS
Office.

* Kritériem piibuznosti miize byt napt. dostateéné nizka hodnota E stanovena programem BLAST
(viz 6.2.).
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obecné feseni této ulohy trividlni (kap. 5.). U mnohocetného piifazeni pak pfistupuji dalsi
problémy, zejména dramaticky nariist vypocetni narocnosti (zhruba kvadraticky s poctem
sekvenci). Zejména sohledem na tento jev maji prakticky vSechny realné pouzitelné
algoritmy heuristickou (pfibliznou) povahu, podobné jako je tomu v piipad¢ prohledavani
databazi (kap. 6.).

Konkrétni ptiklad strategie pro plné automatickou konstrukci mnohocetného piifazeni si
muizeme ukazat na piikladu algoritmu CLUSTAL, na némZ je zalozen Casto pouZivany a
vSeobecn¢ dostupny program Clustal W (Thompson et al., 1994). S timto programem se
muzeme setkat v fad€ verzi pro riizné operacni systémy, které se 1i8i uzivatelskym rozhranim,
prednastavenymi (default) parametry, a vybérem parametrt, které uzivatel mize interaktivné
meénit. Nekteré varianty jsou dostupné prostfednictvim vefejnych webovych serveri. Pro
soustavnou praci vSak nepochybné stoji za to opatfit si lokalni kopii programu; lze doporucit
napi. freewarovy balicek Clustal X (Thompson et al., 1997), coz je Clustal W opatieny
grafickym rozhranim pro Windows a obohaceny o ,,nadstavbové* moznosti — formatovani
vstupll a vystupt, konstrukci dilé¢ich pfifazeni z ¢asti sekvenci a jednoduché fylogenetické
analyzy (viz téz kap. 10). Clustal X pfijima vstupni data v n¢kolika formatech véetné FASTA
z textového souboru o libovolné extenzi (pro potieby fylogenetickych analyz ¢i revize lze
importovat i jiz existujici pfifazeni, napt. ve formatu CLUSTAL).

Postup pouzivany pii konstrukci mnohocetného piitazeni metodou CLUSTAL Ize shrnout do
nasledujicich krokt (Obr.8.5.):

e Program nejprve vzajemné porovna vSechny mozné dvojice vlozenych sekvenci a
z vysledkii sestroji matici parovych normalizovanych hodnot vzdalenosti. Pro
vlastni stanoveni parovych hodnot vzddlenosti miize uzivatel zvolit bud’ rychlou, ale
méné presnou metodu, kterd vychazi z hodnot podobnosti (score) odpovidajicich
nejdel§im diagonalam bodového diagramu (viz kap. 5), nebo pomalejsi, avSak
ptesnéjsi 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 (pro N sekvenci je nutno provést N(N-1)/2 porovnani). Proto
nékteré serverové varianty CLUSTALu nedovoluji pouzivat pomalej$i ptfesnou
metodu konstrukce parovych pfifazeni.

e Na zdklad¢ matice podobnosti program provede shlukovou analyzu a sestroji ,,viidéi
strom* (guide tree) — tedy dendrogram, ktery postupné sdruzuje vlozené sekvence
podle miry vzajemné podobnosti od nejblizsich ke vzdalendjsim.”

e Nakonec program sestroji vlastni prifazeni tak, Ze nejprve vytvoii parova globalni
pritazeni téch sekvenci, které jsou ve vidéim stromu bezprostiednimi sousedy.
V nésledujicich krocich postupné pfifazuje dal$i sekvence (popfipadé¢ parova ci
mnohocetna pfifazeni) v poradi daném vid¢im stromem.

CLUSTAL vytvaii globalni pFifazeni (viz 5.2) se vSemi jeho vyhodami i nedostatky. Z toho
vyplyva, Ze je principidlné vhodny pouze pro praci se sekvencemi, které 1ze vzajemné piifadit
po celé délce. Pro takové sekvence vSak CLUSTAL rychle a jednoduse napoprvé poskytne
davéryhodny vysledek, jehoZ soucasti mize byt i matice vzdalenosti.”’

vvvvvv

(neighbor joining), ktera bude diskutovana v 10. kapitole (10.2.).
> Clustal X umoziuje i export viidéiho stromu; ten viak postrada statistické podloZeni a nemél by byt
v publikacich prezentovan (viz 10.3.).
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Vychozi sekvence Matice vzdalenosti Strom
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Obr.8.5. Postup konstrukce mnohocetného prifFazeni algoritmem CLUSTAL.

Dobrymi kandidaty na rutinni pouzivani CLUSTALu jako preferované metody jsou sekvence
ptislusnikti dobie evolu¢né konzervovanych genovych rodin s minimem mezer a vice nez
polovinou konzervovanych pozic. Pokud studované sekvence v prubéhu evoluce podlehly
vyménam domén ¢i prestavbam jejich potadi, 1ze CLUSTAL pouzit pouze na piedem vybrané
konzervativni domény.

Postup vlastni konstrukce pfifazeni v poslednim kroku s sebou nese nevyhnutelny zdroj
obcasnych, avSak dosti nepiijemnych artefakti. Pricinou je skute¢nost, ze CLUSTAL umi
mezery pouze zavadet, ne vSak odstraiiovat. Pfitom jiz pii tvorbé parovych pfiifazeni
nejblizS§ich dvojic se program obcas musi rozhodovat mezi prakticky rovnocennymi
variantami umisténi mezery. Pfipadny ,,omyl* sice miiZe vyjit najevo v dalSich krocich, avSak
vzhledem k tomu, ¢ mezery jsou navidycky,’” jej nelze odstranit, toliko kompenzovat
zavedenim dalSich mezer (Obr.8.6.). Vyskyt vétsiho poctu mezer blizko u sebe bychom tedy
m¢éli vzdy povazovat za varovani. Vyskyt ,,mezerovych* artefaktd Ize omezit (i kdyz ne uplné
vyloucit) vhodnou volbou uzivatelského nastaveni (viz nize), a Clustal X dokonce umoziiuje
,prepocitat® a znovu pfifadit vybrané iseky sekvenci se zménénymi parametry. Pfesto ndm
vSak n€kdy nezbyva nez ,,doladit* pfifazeni ru¢né; tento postup je obecné pfijimany (Barton,
2001), samoziejme s tim, ze se slusi fadné jej uvést v popisu metod.

Vétsina implementaci CLUSTALu umoznuje uzivatelské nastaveni nékterych parametrt.
Patfi mezi né¢ zejména volba rychlého nebo pomalého algoritmu v prvnim porovnavacim
kroku a volba empirickych parametrii (substituéni matice, cena mezer) jak pro pocatecni
parové porovnavani, tak i pro zadvérecny krok vlastni konstrukce pfifazeni mnohocetného. Za
pozornost stoji, Zze pouze pro prvni krok — parové porovnani sekvenci — uzivatel vybird
konkrétni substitucni matici. Pro zavérecnou fazi vSak voli jen sérii matic (GONNET, PAM,
BLOSUM) s tim, ze program sam vybere matici pfiméfenou zjisténé podobnosti konkrétniho
paru sekvenci.

>? Jan Fleming necht’ se v hrobé& neobraci... vim samoziejmé, Ze néco takového fikal o démantech!
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Obr.8.6. Hypoteticky scénar evoluce sekvenci B a C z A a prifFazeni vytvorené CLUSTALem — piiklad
artefaktu vzniklého nemoznosti odstranit jednou zavedené mezery.

8.2.2. Poloautomatické a ru¢ni metody

Navzdory existenci fady algoritmii pro konstrukci mnohocetného pfiifazeni, z nichz
CLUSTAL jesté patti mezi ty jednodussi, ruéni konstrukce prirazeni (nebo aspon jeho ruéni
modifikace) je dodnes uzndvanym postupem (Barton, 2001; Brinkman a Leipe, 2001).%
S vyvojem automatickych ¢i poloautomatickych metod ovSem vyznam ru¢ni konstrukce
pfitazeni ponékud upadd; jeSté vroce 1995 vSak mohla byt pouze na zakladé rucné
sestrojen¢ho prifazeni, vyrobeného doslova tuzkou na papite, zjiSténa napt. pfitomnost PH
(pleckstrin homology) domény v sekvenci kvasinkové proteinkindzy Cla4p (Cvrckova et al.,
1995).

Konstrukce pfifazeni tuzkou na papife, nebo tieba v textovém editoru, ovSem neni prave
prakticka; lépe je vyuzit néjaky specializovany program, ktery dokaze piinejmensim
presouvat celistvé bloky zasahujici n€kolik sekvenci, aniz by se zbytek pfifazeni rozsypal.
Ptikladem takového programu je zdarma distribuovany software BioEdit (Hall, 1999), ktery
krom¢ dobrého editoru na ruéni konstrukci a upravy mnohocetnych piifazeni nabizi tadu
dalsich funkci. Editor sdm ma sice ne zcela intuitivni grafické rozhrani, na které si uzivatel
musi zvyknout, av§ak umoznuje upravovat samotnou sekvenci v prubéhu prace. To mize byt
vyhodou tfeba pii sklddani fragmentd nukleotidovych sekvenci z primarnich
elektroforetogramti, kde o obsazeni nejednoznac¢nych pozic lze Casto rozhodnout az po
porovnani nezédvislych sekvenovacich reakci. I pfi praci s proteinovymi sekvencemi je nékdy
vyhodou moznost ,,ofezani“ nepfifaditelnych translokovanych domén (viz téz 10.4.). Editor
rovnéz umoziuje ,obarvit® sekvenci podle prostorovych a chemickych vlastnosti
aminokyselin, jak je ostatné u programi této tfidy obvyklé; barevné odliSeni

> Barton (2001, 5.218) piimo uvadi, Ze , kazdy soubor sekvenci prindsi jedinecné biologicky zamérené
otazky, a konstrukce skutecné kvalitniho prirazeni musi byt vedena zkusenosti.“, a doporucuje vyuzivat
pokud mozno srovnani s publikovanymi vysledky prace kvalifikovanych expertti. Obecny problém, do
jaké miry a za jakych pfedpokladi je tvorba piifazeni v principu algoritmizovatelna, viz téz Cvrékova
a Markos (2005).
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aminokyselinovych zbytkli pak mize zcela zasadné¢ napomoci odhalovani nesrovnalosti
v pfifazeni, zejména pokud se naucime divat se na sekvence rozostiené (Obr.8.7.).
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Obr.8.7. Barevné odliSeni jednotlivych skupin aminokyselin muZe vyrazné napomoci pii hledani
pravidelnosti. Sloupce konzervativnich pozic nejsnaze vyniknou, podivame-li se na pfifazeni rozostiené tak,
aby sekvence prave prestaly byt Citelné (dole). Pievzato z Cvrékova a Markos (2005).

BioEdit piijima vstupni data a uklada soubory v fadé béznych formati vcetné FASTA a
obou variant formatu PHYLIP. Umi ¢ist (ale ne zapisovat) i soubory ve formatu CLUSTAL,
takze je vhodny i k dodatecnym ru¢nim uUpravam pfifazeni vyrobeného napi. pomoci
programu Clustal X. BioEdit dokédze také propojit dvé existujici pfifazeni v jedno
prostfednictvim sdilené sekvence, coz je vyhodou zejména pfi praci na velkych projektech,
jako jsou analyzy genovych rodin svice podrodinami. Neékteré funkce programu jsou
specifické pro nukleotidové sekvence (BioEdit zahrnuje i jednoduchy editor na konstrukei
grafickych map plazmid®). Zajimava je moznost importovat nukleotidové sekvence pifimo
z primarnich elektroforetogrami dodanych sekvenatorem (format *.abi nebo *.abl, viz
3.1.), a zaclenéni programu pro vyhleddvani piekryvl jednotlivych sekvenovacich behil a
konstrukci konsensudlni sekvence CAP (contig assembly program).

Pravé posledni vzpominana funkce je prikladem ,,zdsuvného modulu® (plugin) — totiz
puvodné nezavislého programu, ktery byl zaclenén do BioEditu a opatfen intuitivnim
uzivatelskym rozhranim, které umoziuje snadny import pravé otevieného souboru a export
vysledki zpét do editoru pfifazeni. BioEdit obsahuje bohatou nabidku ptedkonfigurovanych
zasuvnych modelti a umozinuje uzivatelskou instalaci dalSich. Soucasti standardni nabidky je
napt. BLAST (s moznosti konfigurace vlastni lokalni databaze ¢i prohledavéani databaze
NCBI prostfednictvim Internetu) a nékteré fylogenetické nastroje z nabidky softwarového
baliku PHYLIP (viz 10.4.). Z hlediska tématu této kapitoly zvIasté¢ vyznamné je to, Ze jednim
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ze standardnich (predinstalovanych) zasuvnych moduli BioEditu je také Clustal W.>* Verze
CLUSTALu zaclenéna do BioEditu sice poskytuje o néco chudsi moznosti nez implementace
v programu Clustal X (neumoznuje naptiklad revizi ¢asti pfifazeni se zménénymi parametry),
ale pro vétsinu prakticky vyznamnych situaci bohaté postaci. UZivatel se tedy muize teSit
z vyhod obou cest konstrukce pfifazeni — muze totiz nejprve vytvofit vychozi piifazeni
automatizovanym algoritmem CLUSTAL a pak je dale ru¢né upravovat.

Zcela jinou strategii kombinace automatickych a ru¢nich postupii predstavuje sice jiz ponckud
zastaraly, ale v nékterych ohledech dosud neptekonatelny program MACAW (Multiple
Alignment Construction and Analysis Workbench; Schuler et al., 1991; Lawrence et al., 1993),
ktery umozituje vyhledavat a interaktivné editovat bloky lokalni podobnosti studovanych
sekvenci. Hodi se pfedevs§im pro rychlé posouzeni vzajemné podobnosti sekvenci, o nichz nic
nevime, pro vyhledavani jednotlivych konzervovanych domén v ramci slozitéjSich
studovanych proteinil, a také tfeba pro rychlé mapovani exond transkriptu na genomovou
sekvenci. Jeho silnou strankou jsou totiz situace, kdy zakonité selhavaji postupy zalozené na
globalni podobnosti a globalnim pfifazeni.

Prace v programu MACAW zacina zaloZenim projektu, u néhoZ je nutno hned zpocatku
zadat typ sekvenci (DNA/RNA/protein) a substitu¢ni matici.”> Vstupni data Ize bud’ pfimo
vlozit ze schranky (clipboard) nebo importovat z textového souboru ve forméatu FASTA s tim,
Ze program trva na extenzi *.nt pro nukleotidové sekvence a *.aa pro sekvence
aminokyselinové (viz téz 3.1.). Pozd¢jsi editovani sekvenci neni mozné, lze vSak celé
sekvence odstrafiovat a nové (pfipadné pozménéné) pridavat. VloZzené sekvence se objevi v
centralnim grafickém okné (Schematic) jako schematické obdélni¢ky bez vypsanych pozic (ty
l1ze kdykoli zviditelnit otevienim okna pftifazeni — Alignment), a lze nastavit jejich barevné
stinovani dle vzajemné podobnosti. Jakmile uzivatel pomoci mysi vybere nejméné dvé
sekvence ¢&i jejich &asti,”® mize spustit funkei vyhledavani bloké podobnosti ve vybranych
usecich (Alignment — Search for blocks). Ma pritom k dispozici dvé metody. Jednou z nich je
prost¢ vyhledavani priraditelnych bloki sdilenych dvéma ¢i vice sekvencemi a
dosahujicich alesponi minimalni hodnoty podobnosti (minimélni pocet sekvenci i hodnotu
podobnosti 1ze nastavit), druhou je tzv. Gibbsovo vzorkovani (Gibbs sampler), které
identifikuje kratké a roztrousené motivy sdilené vSemi zkoumanymi sekvencemi. Vysledky
vyhleddvani jsou opatfeny odhadem statistické vyznamnosti v podobé hodnoty
pravdépodobnosti E srovnatelného ndhodného vysledku. UZivatel miiZze nalezeny blok na
zaklad¢ vizudlni inspekce sekvenci zuzit nebo rozsifit, a zejména muize sekvence v ramci
bloku ,,provazat“ (Link), takze se naddle budou pohybovat spolu; mnohocetné pfifazeni
vznikd praveé postupnym provazovanim bloki. Bloky Ize definovat a provazovat také rucné, i
v okné pfifazeni. Vysledky mohou byt exportovany do textového souboru (bez barvy a
grafiky) nebo na tiskarnu, kterou ovSem muze byt tteba Acrobat Distiller.

MACAW muze vzacné generovat statistické artefakty. Pokud zkoumany soubor sekvenci
obsahuje na srovnatelnych pozicich rizné a vzijemné nepiibuzné domény, z nichz kazda
sama o sob¢ zajisti statistickou priikaznost nalezené¢ho bloku, mize se stat, ze program ohlasi
,kombinovany blok“ ze dvou vzijemné nepodobnych domén. Tento artefakt lze ovSem
snadno odhalit jednak vizualni inspekci, jednak tim, ze eliminace jedné z pfispivajicich
domén vyrazné zvysi prikaznost.

> Pozor, ve verzich BioEditu starsich nez 7.0.1. (srpen 2004) tato funkce nepracuje pod Windows XP.
> Pokud tyto hodnoty nezadame, program si pamatuje naposledy pouZité nastaveni a se zarukou se
zhrouti v pfipadé vlozeni nespravného typu sekvence.

> K vybéru nesouvislého bloku (,,0b sekvenci) slouzi pravé tlagitko mysi.
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Nevyhodou programu MACAW je také ponckud ,exoticky”“ vystupni format, ktery
neodpovidd béznym standardim a pro piipadné dalsi strojové zpracovani musi byt rucné
editovan do formatu CLUSTAL & PHYLIP(®i),”’ omezena kapacita co do poétu i deélky
sekvenci, a obCas zaludna nestabilita (je nutno davat pozor, aby pfifazeni po celou dobu
zlstavalo vnitiné konzistentni a abychom néjaky blok neprovazali ,.kiizem®, a vyplati se ¢asto
ukladat mezivysledky).

8.2.3. Konstrukce prirazeni pomoci programii na verejnych serverech

Konstrukce dobrého mnohocetného ptifazeni je, dokonce i za pouziti vhodnych heuristickych
metod, ukolem naroénym na ¢as uzivatelsky i hardwarovy, a pokud se této ¢innosti chceme
vénovat systematicky, zajisté stoji za to pofidit si lokalni software. Pfesto vSak existuji
vefejné servery, poskytujici tuto sluzbu. Vyuzivaji Casto velmi sofistikovanych a pomérné
neobvyklych postupli a mohou byt ndpomocné pii odhalovani ne zcela ziejmych spole¢nych
ryst sekvenci, které by programy jako CLUSTAL nebo MACAW mohly zmeskat. Uzivatel
ovSem musi byt pfipraven na nikoli nejrychlejsi odezvu, poptipad¢ i na doruceni vysledki e-
mailem.

S nékterymi takovymi programy jsme se ostatn¢ jiz setkali. Prohledavaci metoda PSI-BLAST
(6.2.1.) zahrnuje de facto konstrukci mnohocetného ptifazeni ponékud neobvyklého druhu —
na rozdil od vSech ostatnich zde probiranych ptipadu je zde totiz délka ptifazeni dana délkou
dotazu (query), do nc¢hoz se nesmé&ji zavadét mezery — a také ponékud jednoucelového
vyuziti. Program BLOCKMAKER na serveru databaze BLOCKS (7.2.) poskytuje nastroj
pro vyhledavani kratkych konzervativnich Usekii (domén) v uzivatelem zadanych sekvencich
a tvorbu lokalniho pfifazeni.

Z hlediska snadné dostupnosti, jednoduchého rozhrani, zajimavych vystupti a pomérné rychlé
odezvy stoji za zminku dal$i dva programy dostupné prostiednictvim vetejnych servert.
Algoritmus T-Coffee (Tree-based Consistency Objective Function for Alignment Evaluation,
Notredame et al., 2000), dosazitelny napf. prostiednictvim odkazu ze stranek Evropského
bioinformatického institutu, ptredstavuje zajimavou alternativu CLUSTALu — totiz plné
automatizovany postup pro konstrukci globalniho mnohocetného pfifazeni, sice pomalejsi nez
CLUSTAL, avsak odolné&jsi vici ,,mezerovému™ artefaktu. Podle autorti programu i podle
osobni zkuSenosti T-Coffee dava rozumné vypadajici vysledky 1 pro sekvence, které jsou pro
CLUSTAL jiz problematické (kolem 30 % identickych pozic). Uzivatel se ovsem musi smifit
s tim, ze program se chova jako Cerna skiinka bez moznosti uzivatelského zésahu do
nastaveni. T-Coffee pfijimd vstupni data ve formatu FASTA a vraci vystup v nékolika
textovych formatech (véetné CLUSTAL a PHYLIP) i graficky.

K srovnatelnym vysledklim jako T-Coffee pfi vyznamné mens$ich narocich na strojovy cas lze
dospét pomoci novéjsiho programu MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation, Edgar, 2004), ktery je dostupny jak v serverové verzi, tak i ke stazeni a vlastni

>7 Alternativou je ,,vypreparovat* sekvence z mezerami, pouZitelné jako zaklad pfitazeni ve formatu
FASTA nebo PHYLIP(s), pfimo ze souboru projektu (* . mcw), ktery je v textovém formatu. Sekvence
se skryvaji v fadcich nadepsanych ,,gap-seq®, jejich ndzvy se nachéazeji na zacatku souboru a jsou
oznaceny identifika¢nim klicem ,,1d*, jehoz hodnota odpovida ,,seg-1d* u sekvenci samotnych.
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instalaci na http://www.drive5.com/muscle/, a vlokalni verzi dovoluje i zmény
prednastavenych parametrt.

Zvlasté pro konstrukci piifazeni vzdalené piibuznych sekvenci byl v laboratofich firmy IBM
vyvinut algoritmus MUSCA (Parida et al., 1998; Parida et al., 1999),58 dostupny na adrese
http://cbcsrv.watson.ibm.com/Tmsa.html. Pracuje dvoustupniové, prvnim
krokem je vyhledavani konzervativnich motivli zpisobem, ktery trochu pfipomind Gibbsovo
vzorkovani (aspon co se strategie tyce), druhym vlastni konstrukce pfifazeni. Vstupni data
MUSCA pfijima ve formatu FASTA (netoleruje v§ak mezery uvniti datového souboru, dokonce
ani na konci tadkt), a dovoluje uzivatelskou volbu ,pfibuzenskych rodin“ aminokyselin.
Program je pozoruhodné citlivy na dobfe konzervované motivy z ,roztrousenych*
aminokyselin, obcas v§ak — pon¢kud piekvapivé — miji zjevné homologni useky.

8.3. Prirazovani trojrozmérnych struktur a zaklady modelovani struktury proteini

Predikce trojrozmérné struktury proteini na zakladé sekvence predstavuje pomérné
zésadni problém, ktery v obecné roviné dosud neni uspokojivé vyteSen. Dullezitou soucasti
problému je i otdzka, do jaké miry vibec je v sekvenci obsazena informace o trojrozmérné
struktufe proteinu.

Ptehnané optimisticka extrapolace z omezeného souboru proteindl, které pieziji denaturaci a
renaturaci (nékdy dokonce i v rukou nezkuSeného studenta v praktiku), vedla v 60. a 70.
letech k predstavé, Ze v obecném piipadé sekvence aminokyselin bezvyhradné urcuje
prostorové uspotadani proteinu. Takova ptredstava ostatné dobie zapadala do konvencniho
obrazu zivych bytosti jako extrémné slozitych stroji, jejichZ struktura (a zni vyplyvajici
funkce) je beze zbytku zakédovana v DNA. Dnes vsak jsme si jiz védomi ne€kterych omezeni
tohoto konven¢niho pohledu, a vime také, Ze u mnohych protein k ustaveni funkéni struktury
vyznamn¢ prispiva specifické vnitrobunééné prostiedi vcetné specializovanych proteint
(podrobnéji viz napt. Kanehisa, 2000, s.20). Presto vSak zifejm¢é mizeme bezpecné
predpokladat, Ze proteiny o podobné sekvenci budou mit sklon zaujimat podobné
prostorové uspoiradani.

Ptimym duasledkem tohoto pfedpokladu je vyrazné usnadnéni predikce trojrozmérnych
struktur proteind v piipadech, kdy jiz zname experimentalné zjisténou prostorovou strukturu
proteinu o podobné sekvenci. V takovém pfipadé totiz mizeme pouzit experimentalné
zjisténou strukturu jako ,,formu® — templat, podle kterého nejprve virtudlné ,,poskladame*
fetézec odpovidajici zkoumané sekvenci a pak pouze drobnymi upravami vyieSime piipadné
strukturni ¢i energetické konflikty (napf. elektrostatické pnuti ¢i prostorovou kolizi
aminokyselinovych zbytkll). Postupy zalozené na pravé popsaném principu byvaji
oznacovany jako navlékaci algoritmy (threading algorithms). Na navlékani samotné se
muzeme divat jako na specialni typ konstrukce pfifazeni — totiz ,,prifazeni mezi sekvenci a
strukturou®.”” Navic se dotkneme i otazky vzajemného pifazovani struktur jako takovych —

*¥ Podle autort MUSCA znamena , jisté souhvézdi jizni oblohy, a také anagram zkratky Constrained
Multiple Sequence Alignment®.

* Pii dusledném dodrzovani koncepce nastinéné v Cvrékova a Marko§ (2005) by tato formulace
mohla byt pravem povazovana za vnitiné rozpornou. Budeme ji vSak chapat jako strucné vyjadieni
presnéjsi, avSak méné praktické formulace ,,pfifazeni mezi aminokyselinovym fetézcem o znamé
sekvenci a neznamé struktuie a fetézcem o zndmé sekvenci i strukture®.
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vyhodou totiz je, pokud pro danou ulohu mame k dispozici n¢kolik vzdjemné piibuznych
templati a mizeme tedy vyuzit znalosti konzervovanych oblasti struktury.

Podrobnéjsi analyza téchto metod by presahovala ramec této prace. Jako jiz n€kolikrat, 1 zde
se nyni spokojime s ndstinem jedné z moZnosti postupu modelovani struktury vybrané
proteinové domény. Nasledujici ndvod je rozumné pouZitelny hlavné pro kratké sekvence, je
celkem snadno pfistupny i1 zacatecnikovi, a muze poskytnout obecnéj$i predstavu o
pouzivanych strategiich.

Popisovany postup je zalozen mna vyuziti modelovaci sluzby = SwissModel
(http://swissmodel.expasy.org) ve spojitosti se zdarma stazitelnym klientskym
programem DeepView, ktery umoznuje uskutecnit prvni — ¢asové pomérné naro¢né — kroky
postupu na uzivatelském pogitati (Guex a Peitsch, 1997).% Obdobny, i kdyz trochu
jednodussi, postup byl pouzit napt. pro modelovani nové identifikované domény piibuzné
antionkogenu Pten a tenzinu v rostlinnych forminech tfidy II (Cvrckova et al., 2004b), kde byl
k dispozici jen jediny strukturni templat.

e Prvnim, a pro Gspéch modelovani naprosto zasadnim, krokem je nalezeni vhodného
strukturniho templatu (nejlépe vice nez jednoho). Pouzivané postupy byly
diskutovany v kapitole 6.4. — lze doporucit napiiklad program 3D-PSSM ¢i
CPHmodels, je vSak radno vyzkouset vice metod. O vhodnosti templatu miZze kromé
statistickych hodnot dodanych hledacim programem vypovidat také tfeba shoda
pfedpovédi sekunddrni struktury pro zkoumanou sekvenci se zndmou strukturou
templatu (viz 7.5.).

e Nalezené struktury dvou nejlepsich templatd (ve formatu *.pdb) potom otevieme
v samostatnych ,,vrstvach® programu DeepView. V hlavnim okné se struktury objevi
pres sebe, k navigaci mezi vrstvami i k nastaveni barev a zplsobu zobrazeni (postranni
fetézce a podobné) slouzi okno ,,Control panel®, k inspekci sekvenci a jejich ptitazeni
okno ,,Alignment. Pokud je vSe v potadku (tj. pokud naSe templaty neodpovidaji
riznym fragmentim sekvence), vzdjemnd podobnost obou templatl se projevi jiz pii
vizualni inspekci. Nyni pomoci piikazu ,,Fit — Iterative magic fit*“ priloZime templaty
na sebe v prostoru. V okné ,,Alignment*“ se ndm soucasné objevi pfifazeni sekvenci,
které odpovidéa zobrazenému pftifazeni struktur.

e V dalSim kroku importujeme zkoumanou sekvenci ve formatu FASTA (piikazem
wwissModel — Load raw sequence to model). Je velmi dulezité importovat pouze tu
cast zkoumané sekvence, kterd odpovida templatu. Vyplati se ovéfit si to nanecisto
konstrukci mnohocetného pfifazeni mezi zkoumanou sekvenci a templaty, a v ptipadé
potfeby zkoumanou sekvenci ,,ofezat™. Je-li templat opravdu vhodny, podoba se
zpravidla zkoumané sekvenci natolik, ze mnohocetné pfifazeni miizeme bez problému
sestrojit. Retézec popsany zkoumanou sekvenci se objevi v nové vrstvé v podobé
jediného dlouhého a-helixu.

e Pomoci ptikazu ,,Fit — Fit raw sequence* ,,navleCeme* zkoumany retézec na templat
a vytvofime hruby vychozi model. Vizudlni inspekci pfifazeni okna ,.Alignment
muzeme ovéfit, zda pfifazeni vypadd rozumné, a piipadné i provést drobné Upravy.
Voditkem nam muze byt zvyraznéni konfliktnich pozic prostiednictvim nabidky

% Odkazy na dali pouzitelné metody, véetné plné automatickych, najde étenai na webovych strankach
prednasky M. Potockého v ramci kursu bioinformatiky
(http://kfrserver.natur.cuni.cz/bioinfo.html). Martinovi Potockému dékuji téZ za
navod, z n¢hoz je odvozeno toto zpracovani. Podrobné instrukce k obsluze programu DeepView ctenat
najdena http://swissmodel.expasy.org/spdbv/.
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welect a zejména graf znazornujici energetickou naro¢nost navrzeného usporadani
v rozbalovacim panelu okna ,,Alignment”. Kiivka grafu vyjadiuje zhruba mnozstvi
energie, kterou je nutno dodat, aby aminokyselina zaujala navrzenou konformaci, a m¢la
by byt pokud mozno pod nulovou hladinou (souvisla ¢ara).

e Vdalsim kole tuprav optimalizujeme ,konfliktni“ postranni Fetézce (opét
zvyraznitelné piikazem z nabidky ,,Select*) pomoci ptikazu ,,Tools — Fix selected
sidechains®, ktery umoziuje vybrat varianty zknihovny rotacnich izomert
(,,rotamerti®) jednotlivych aminokyselinovych postrannich fetézci.

e Pro kone¢nou optimalizaci odeSleme rucné doladény model ke konecné optimalizaci
na server SwissModel (,,SwissModel — Submit modelling request™) a pockame si na
vysledek, ktery piijde elektronickou postou ve formatu * . pdb.

e Konetnym krokem je vyhodnoceni kvality navrZeného modelu, napt. za pomoci
programu WHAT IF (Vriend, 1990), ktery je, spolu s n¢kolika dal$imi metodami,
dostupny napf. na serveru http://biotech.ebi.ac.uk:8400. Obsahuje-li
vystupni zprava upozornéni na chyby, stoji za to provést podobnou kontrolu i pro
templat — kontrolni program nékdy upozorniuje na chyby i v empiricky zjisténych
strukturach, a nemizeme cekat, Ze na§ model bude lepsi nez templét, podle néhoZz byl
sestrojen.’!

Nezanedbatelnym aspektem konstrukce trojrozmérnych modeli je jejich graficka prezentace
pro publikacni ¢i pfednaSkové ucely. RozliSeni ptimych obrazovych vystupli programu
DeepView je omezené rozliSenim obrazovky, coz staci nanejvy$ na prezentaci na webu ¢i
v PowerPointu, ne vSak pro tisk. DeepView vSak dovoluje ulozit zvoleny pohled na molekulu
ve formatu ,,scény” Citelné freewarovym programem pro konstrukci fotorealistickych obrazi
trojrozmérnych utvarii PoVRay (Persistence of Vision Raytracer,
http://www.povray.org), sjehoz pomoci lze pak generovat obrazky profesionalni
kvality.®> K tomuto uéelu lze vyuZit rovn&z specializovany software, napiiklad volnd
dostupny program MolMol.

8.4. Interpretace mnohocetného prirazeni

Nyni, kdyZ uz dovedeme sestrojit mnohocetné ptifazeni né€kolika sekvenci (nebo dokonce i
jim odpovidajicich struktur), je na misté¢ ohlédnout se a zamyslet se nad tim, na jaké otazky
nam konstrukce prifazeni miize pomoci ziskat odpovéd’.

Je zfejmé, Ze ptifazeni viibec mizeme sestrojit pouze pro sekvence, které jsou si vzijemné
podobné. U sekvenci delSich nez pouhych nékolik pozic pak vzajemna podobnost nutné
vypovidd o spolecném evoluénim plvodu. Pfifazeni samo potom mize poslouzit jako
vychodisko k rekonstrukei evoluéni historie studované rodiny gent ¢i proteinti. Tématika
evoluénich interpretaci pfifazeni (pro bézného uZzivatele spojend s dnes jiz tradi¢ni ikonou
,evoluéniho stromu* — dendrogramu) vsak je natolik obsahla a slozita, ze ji nebudeme dale
zatézovat tuto, 1 tak jiz dosti dlouhou, kapitolu. Radéji se kni vratime a podrobné ji
probereme v samostatné 10. kapitole.

%' Nemohu zde nevzpomenout Gislovi pochazejici od babit¢ky mého cténého kolegy a prvniho uéitele ve
vécech strukturniho modelovani Mariana Novotného: Kandrek sovu neulehne.

62 Zachce-li se vam, miizete povrch vasi molekuly tieba pozlatit, pokryt srsti nebo opatiit texturou
lesténého viesového kofene. Asi by se zde vSak sluselo Ctenafe varovat — PoVRay je zaleZitost
pongkud navykova, asi tak, jako byvaji navykové pocitacové hry (spis ,.intelektualniho® nez ak¢éniho
razeni).
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Jiz zde vSak stoji za to predestfit, Ze celd fada metod pouzivanych k rekonstrukci evolu¢nich
historii z pfifazeni vychézi z pfedpokladu, ze vSechny pozice ve sledovanych sekvencich
jsou rovnocenné, to znamend, ze z4dnd pozice nepodléhd specifickym selekénim tlakiim
(Brinkman a Leipe 2001). U sekvenci kodujicich proteiny, funkéné zapojené do zivota buiiky,
tento pfedpoklad prakticky nemutze byt splnén. Od této skute¢nosti ovS§em miizeme docasné
odhlédnout a predpokladat, ze ,,vSechny pozice v sekvenci se vyvijeji stejné rychle®, nebo ze
distribuce ptipadnych selekcnich tlakli v ramci sekvence je nahodild (coz je docela rozumny
analyz interpretovat ve svétle prave ptijatého predpokladu — nesmime napft. ocekavat, ze délka
vétvi dendrogramu bude ptimo odrazet dobu, ktera uplynula od odd¢€leni sledovanych linii.

Jindy vSak muizeme naopak nerovnocennost jednotlivych pozic vradmci piifazeni ucinit
vlastnim tématem studia. Z ndpadné evolu¢ni konzervace nékterych pozic v proteinu mizeme
usuzovat na funkéni vyznam piislusSnych aminokyselin — napf. na jejich podil na utvateni
aktivniho mista enzymu ¢i vazebného ,rozhrani® (interface) pro vzéajemnou interakci
proteinl. S timto zplisobem interpretace mnohoc¢etného pfifazeni jsme se ostatné jiz setkali
v souvislosti s identifikaci konzervativniho fosforylaéniho mista specifického pro rostlinné
myoziny tfidy VIII, a tudiz mozna funkéné zapojeného do nékterého bunécného procesu
zavislého na této ,,vétvi“ rodiny myozini (Obr.7.3.; Baluska et al., 2001).

24

mnohocetného pfifazeni, si mizeme uvést piipad nadrodiny regulatorit malych GTPaz ttidy
Rab. Tato rodina proteint spole¢né¢ho evoluéniho ptiivodu zahrnuje jednak inhibitory disociace
GDP (GDI — GDP dissociation inhibitors), jednak tzv. Rab escort proteiny (REP), které se
podileji na posttranslacni prenylaci Rab GTPaz. Rostlinné homology GDI se podafilo
naklonovat na zaklad¢ funkce rostlinného proteinu v kvasinkovych bunkach (Ueda et al., 1996;
Zarsky et al., 1997), kdezto v pfipadé REP takovy postup selhal. Pfitom viak vime, Ze
v rostlinnych genomech se vyskytuji geny kodujici proteiny z rodiny REP (Cvrckova et al.,
2001). Moznou pfi¢inu naznacila inspekce mnohocetné¢ho piitazeni vybranych zastupct rodin
GDI a REP (Obr.8.8.). Odhalila totiz jak pozice sdilené obéma tiidami proteint, tak i pozice
specifické bud’ pro GDI, nebo pro REP, a n¢kolik pozic spolec¢nych pouze rostlinnym REP.%
Jednim zrostlinnych specifik je zdména aspartatu za jeden z argininovych zbytkl, zcela
konzervovanych u kvasinkovych i zZivo¢isnych REP. Hypotéza, Ze tento rozdil mezi rostlinnymi
a nerostlinnymi REP je pficinou nefunkcnosti rostlinného proteinu v kvasinkach i pozorovanych
biochemickych rozdili v ,,chovani*“ REP rizného ptvodu in vitro, byla posléze experimentalné
ovétena konstrukei a charakterizaci ptislusnych bodovych mutantti (Hala et al., 2005).

Nemuzeme vSak vzdy spoléhat na to, ze mnohocetné ptifazeni sekvenci odhali v§echny
funkéné vyznamné rozdily vramci rodiny vzajemné piibuznych proteind. Tak v jiz
nékolikrat zminovaném piipad¢ domény piibuzné Pten a tenzinu v rostlinnych forminech
ttidy II jak mnohocetné ptifazeni rostlinnych a zivocisnych sekvenci, tak tvar trojrozmérného
modelu rostlinné domény vypovida o vzéjemné piibuznosti mezi rostlinnymi a zivociSnymi
proteiny této strukturni tfidy. Z porovnani sekvenci pak lze vyvodit, ze rostlinnd doména
postradd protein- a lipidfosfatdzovou aktivitu, charakteristickou pro vétSinu zivoc¢isnych

%3 Na obrazku jsou tuéné jednak pozice sdilené viemi proteiny, jednak ty pozice spoleéné viem
zastupctim rodiny REP. Aminokyseliny spolecné pouze rostlinnym REP jsou na ¢erném pozadi.
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homologii Pten.”* AZ nasledné modelovani distribuce povrchového naboje na sestrojeném
strukturnim modelu vSak odhalilo pfedpoklddané dramatické rozdily v biochemickych
vlastnostech rostlinnych a zivocisnych prislusnikii studované genové rodiny (Cvrckova et al.,
2004Db).

GmREPa)
AtREP | 15 DLIVVGPEVSESVLAAAX
OSREP | 24 DVVLEAGTGLFPESVLAAAS pESVDLLLRS[EGSHHVEF 14
SCMRS6| 47 DVAAGTGMVESY 0 SRDFGIDLS-PKITMAKSDLLSILIKSRVHQYLEF 13
DmMREP 9 VVIGTGFTESCIAAAGSRIGKSVLHLDSNEYYGDV SRRFSLDLC-PRILYAAGELVQLLIKSNICRYAEF 13
HSRAE1 DVIVIGTGLPESIIAAACSRSGRRVLHVDSRSYYGGN 177 GRRFNIDLV-SKALYSRGLLIDLLIKSNVSRYAEF 13
ATGDII|K 5 EVIVLGTGLKECILSGLLSVDGLKVLHMDRNDYYGGE 25 SRDYNVDMM-BKFMMANGKLVRVLIHTDVTKYLSF 13
ScGDI1| 10 DVIVLGTGITECILSGLLSVDGKKVLHIDKQDHYGGE 29 DRDWNVDLI KFLMANGELTNILIHTDVTRYVDF 13

RNGDIo| 5 DVIVLGTGLTECILSGLMSVNGKKVLHVMDRNPYYGGE 26 GRDWNVDLY-PKFLMANGQVVKMLLYTEVTRYLDF_13
P— > -

GMREPa [FRDKKLSLKERUVLMRFQ  ? ‘ specifické pro rost. GDI? | délka mezery

AtREP g;mvg g'FKDKSLTLLE LMKFF 55 [ ITSMGEEEE? P1YGQGELE RRAAVZGCTYVL 221
OSREP Y PV NS RO T FRKDTTLOLRERSYLFRFG 55 Esss:c 3 A;Epmysxlssr.?ggacm SGALYVL 212
SCMRS6  FEKLTNTKQE IFTDONLPLMTRYNLMKFT 46 RRYLTSFDVYGP-FPALCSKYGGPGELSQGFCRSAAVGGATYKL 289
DMREP  IVSVPCSRSDVFNTKTLTIVEKRLLMKFL 44 QRFLGSLGRYGN--TPFLFPMYGCGELPQCFCRLCAVYGGIYCL 235
HSRAE1 VEQVPCSRADVFNSKOLTMVEKRMLMKFL 45 KNFLHCLGRYGN--TPFLFPLYGQGELPQCFCRMCAVFGGIYCL 253
AtGDI1 VOKVPATPMEALKSPLMGIFEKRRAGKFF 48 KLYAESLARFQG-GSPYIYPLYGLGELPQAFARLSAVYGGTYML 194

SCGDI1 IYKVPANEIEAISSPLMGIFEKRRMKKFL 48 LLYCQSVARYGK--SPYLYPMYGLGELPQGFARLSAIYGGTYML 192
RNGDI® IYKVPSTETEALASNLMGMFEKRRFRKFL 48 KLYSESLARYGK--SPYLYPLYGLGELPQGFARLSAIYGGTYML 196

VKTIDLIMKS[ERAQYLEF 14
2 ESINLMLKS[EANNYVEE 14

Obr.8.8. Cast mnohoéetného piifazeni vybranych p¥isluiniki nadrodiny regulitorii malych GTPaz téidy
Rab. Zvyraznéna je specificka ,,signatura® rostlinnych Rab escort proteinti. Upraveno z Cvrékova et al. (2001).

8.5. Odvozovani vlastnich konzervativnich motivii a jejich pouZiti v prohledavani
databazi

Podafi-li se ndm ve zkoumané rodiné proteinii nalézt konzervativni sekvenéni motivy,
charakteristické pro vSechny pfislusniky zkoumané rodiny proteini, bude nas ziejmé dale
zajimat, jaké dalsi proteiny nd$ nové objeveny motiv obsahuji. Jde o ulohu komplementarni
vyhledédvani pfedem charakterizovanych sekvencnich motivll z databaze (napt. InterPro)
v uzivatelem dodané sekvenci (7. kapitola): tentokrat uzivatel dodava kratky, né¢kdy nespojity
a pripadné i variabilni sekvencni motiv (zapsany zpravidla v podobé vzorce — pattern — viz
7.1.) jakozto dotaz k prohledavani databaze sekvenci.

Zvlaste v ptipad¢ variabilnich uzivatelskych vzorct je takovéto prohledavani dosti naro¢né na
vykon a ¢as pocitace, a dostupné verejné servery donedavna poskytovaly piistup k poméerné
omezenym databazovym zdrojim. Jednou z prvnich vyhledavacich sluzeb tohoto druhu se
§ir$i nabidkou databazi byl server FindPattern na Svycarském ustavu pro experimentilni
studium rakoviny ISREC (Institut Suisse du Recherche Expérimentale du Cancer), ktery
umoznoval pfistup k databdzi SwissProt a vyuzival pomérmné kuridzni, le¢ velmi vykonny po
domacku vyrobeny superpoéitaé (Jongeneel et al., 1997).*> Nyni byla ptivodni sluzba

64 Zkratka Pten, zavedena v souvislosti s objevem lidského antionkogenu na chromosomu 10, ktery se
posléze stal prototypem této genové rodiny, znamena Phosphatase and tensin homolog on
chromosome ten (Li et al., 1997).

® Pouzivana technologie INSECT (Inexpensive Networked Sequence Comparison Technology) byla
zalozena na siti 9 PC, ktera jiz ve své dobé (1997) odpovidala spi§ prumérnému nez Spickovému
kancelarskému standardu (procesor Cyrix, 200 MHz). Tyto pocitate byly vybaveny opera¢nim
systtmem Linux a specidlnim softwarem MOLLUSCS (Modular Low-cost Linux-based Unified
Sequence Comparison System), ktery zajiStoval distribuci jednotlivych ¢asti tlohy (t.j. prohledavani
specifickych usekd databaze) mezi jednotlivé procesory a sbér vysledkii. Vykon této sestavy u fady
uloh ptekonal i fadové draz§i specializovanou viceprocesorovou pracovni stanici (Jongeneel et al.
1997).
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FindPattern nahrazena §ir$i nabidkou na serveru MyHits (Pagni et al., 2004) Svycarského
ustavu pro bioinformatiku (http://myhits.isb-sib.ch), kde lze prohledavat jak
neredundantni databaze vzniklé piekladem Velké trojky, tak i mistni databazi trEST
zkompilovanou z hypotetickych proteinovych ptekladiit EST sekvenci. Server pfijima zadani
(uzivatelsky motiv) ve formatu vzorce PROSITE a dovoluje omezit prohledavané databaze
podle taxonomického zatazeni zdrojového organismu.

Existuji i specializované prohledavaci programy zamétené napi. na konkrétni sekvenovany
genom. Tak pro A. thaliana je prostfednictvim serveru TAIR
(http://arabidopsis.org) dostupny program PatMatch (Weng, 1998). Tento
program byl uspéSné pouzit pro pocatecni identifikaci rostlinnych homologli formind na
zaklad¢ pfitomnosti ,,signatury FH2 domény* — motivu L-x-x-G-N-x-M-N — v tehdy jesté
nedosekvenovaném genomu Arabidopsis (Cvr¢kova, 2000). Mirn€ nepiijemnou vlastnosti
programu PatMatch je to, ze pouziva vlastni zptisob zapisu vzorctli, neodpovidajici standardu
PROSITE (viz Obr.7.1.).

Vzhledem ktomu, Ze uZivatelem definované vzorce jsou obycejné kratké, vyhledavaci
programy neposkytuji statistické hodnoceni, zda je vyskyt hledaného motivu v databazové
sekvenci nendhodny. Ovéfeni této skutecnosti je na uzivateli, ktery si musi poradit, jak jen to
jde. Nélez motivu Ize povazovat za diveéryhodny, jestlize za pouziti nalezené sekvence jako
dotazu v BLASTu identifikujeme alesponi nékteré ze sekvenci pouzitych k pivodnimu
odvozeni motivu (s nizkou, tedy vyznamnou, hodnotou E), a jestlize miizeme vytvorit dobré
mnohocetné piifazeni mezi nalezenou sekvenci a sekvencemi, z nichz byl motiv odvozen
(Cvrckova, 2000).
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9. Analyza struktury a funkce geni

Nyni bychom se jiz mohli domnivat, ze ndm nic nebrani pokrocit od konstrukce
mnohocetného piifazeni proteinovych sekvenci k fylogenetické analyze, jejimz vysledkem by
byla interpretace pfifazeni jakozto zdznamu evolu¢ni historie. U¢iime vSak nejprve zdéanlivy
krok stranou. V této kapitole se totiz zaméfime na analyzu sekvenci DNA (pfedev§im DNA
genomové) a na souvisejici metody, které vypovidaji o funk¢nosti jednotlivych useki
genomu.

Souvislost s kapitolou ptredchozi je zfejmé — budeme totiz do zna¢né miry stavét pravé na
konstrukci mnohocetnych pfifazeni, tentokrat ve svéte¢ nukleotidovych sekvenci. Ziejmou se
zahy stane 1 souvislost s kapitolou nasledujici, vénovanou evolucni interpretaci sekvenci.
Kvalita jakychkoli naslednych analyz je totiz nutné¢ omezena kvalitou vstupnich dat, a musime
se tedy snazit, abychom pracovali s co nejlepSimi vychozimi sekvencemi — tedy naptiklad
abychom nezmeskali nékteré exony (nebo introny) sestfihovanych gend, nebo abychom
nemichali geny a pseudogeny.

9.1. Identifikace kédujicich oblasti a predikce sestFihu

Prvnim ukolem, kterym se zde budeme zabyvat, je predikce struktury proteinu
kodovaného typickym eukaryotnim genem, jehoz primdrni transkript podléhd sestiihu
(splicing), tedy vlastné predikce struktury vysledné sestfizené mRNA. Budeme predpokladat,
7ze zname sekvenci pfislusného tseku chromozému — at’ jiz findlni (ale ne nutné spravné
anotovanou), nebo piedbéznou. V soucasné éfe hromadného sekvenovani genomi totiz
znacnd ¢ast genomovych sekvenci dostupnych prostfednictvim databazi (a prohledavatelnych
programy typu BLAST) spadd pravé do kategorie sekvenci ,,pfedbéznych® — napf.
neanotované sekvence kloni dosud nezmapovanych na chromozémy v databazi HTGS (high
throughput genome sequencing — viz 4.1.).

U typickych gent kdédujicich proteiny lze pii vyhledavani hranic introni a exoni vychazet
z toho, Ze hranice intronii® sice nejsou absolutné konzervovany, ale pro konkrétni organismus
& skupinu organismii prece jen vykazuji uréité spoledné rysy.®’ Podobné lze identifikovat i
oblast intronu, kterda odpovida mistu vétveni (branch point) pti tvorb¢ lariatu v priabehu sestiihu.
Pritomnost vSech tii sekven¢nich elementt (zacatek — misto vétveni — konec) ve spravném
poradi a v ,,rozumné* vzdalenosti n¢kolika desitek az n€kolik set bazi (nejkratsi eukaryotické
introny s vyjimkou prvokd maji délku zhruba 30 bp) pak jiz umoziuje vymezit na zakladé
genomové sekvence hranice intronu s pravdépodobnosti typicky prevySujici 80 %. Je vSak
nutno si uvédomit, ze pravdépodobnost spravné predikce pro gen jako celek klesé s rostoucim
poc¢tem intronli (Haas et al., 2002): tak 90 % pravdépodobnost spravné predikce pro jediny
intron znamena pouhych 60 % (0.9°) pro gen s péti introny. Proto je zadouci kombinovat pokud
mozno vysledky né€kolika riznych predikénich metod a zejména brat v ivahu co nejvice
skute¢nych experimentalnich dat (sekvence cDNA vcetné EST i ptibuzné cDNA — viz nize).

Prostiednictvim webovych servert je dostupna fada programii pro predikci struktury mRNA,
zpravidla optimalizovanych pro vybrané modelové organismy. Nésledujici vybér piedstavuje

6 5" konec se obvykle oznaGuje jako ,donor (donor), 3’konec jako ,akceptor* (acceptor)
v souvislosti s mechanismem transesterifikacni reakce pfi nejbéznéjsim typu sestiihu.

57 Tak u Arabidopsis vétsina intronti zatind GT... a kon&i . ..AG, vzacn&ji mohou byt introny
vymezeny na 5" konci sekvenci AT. . ., na 3" konci sekvenci . . . AC.
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zaklad, ktery staci pro bézné pouziti uzivateli zaméfenému piedevSim na rostlinné modely.
Sefazen je podle snadnosti uZiti programu (coZ zahrnuje i1 rychlost odezvy serveru a jeho
dostupnost) a prehlednosti vystupii. Zajemce o Sirsi prehled a podrobnéjsi popis odkazuji na
publikovanou literaturu (Baxevanis, 2001b). Jak jiz byva zvykem, na snadné a piehledné
pokus piinejmensim tam, kde piedpokladany genovy produkt neddvd mnoho smyslu (napf.
postrada dobfe evoluéné konzervovanou doménu, a pritom lze useky odpovidajici této doméné
najit v domnélych intronech).

Program GENSCAN na serveru  Massachussets Institute of  Technology
(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) byl pivodné vyvinut pro vyhledavani
koédujicich oblasti v obratlov¢ich, zejména lidskych sekvencich (Burge a Karlin, 1997).
Pozdéji byly doplnény i verze pro hmyz a rostliny — Arabidopsis a kukufici (Burge, 1998).
ZkuSenosti z nasi laboratote pon¢kud piekvapivé ukazuji, ze pro predikci struktury genti ryze
je verze pro Arabidopsis ziejmé spolehlivéjsi nez ta , kukuficnd® (Cvrckova et al., 2004b).
GENSCAN piijima vstupni data v podobé ¢isté sekvence a podle uzivatelské volby vraci bud’
jen predikovanou sekvenci proteinu, nebo jak sekvenci proteinu, tak i mRNA ve forméatu
FASTA, stru¢ny souhrn nalezenych exon-intronovych rozhrani s tidaji o kvalité predikce a
grafickou mapu genu (Obr.9.1.). Program urcuje na zéklad€ ptitomnosti charakteristickych
sekvencnich rysi pravdépodobnost, ze dany usek sekvence odpovidd exonu, intronu ci
nepiepisované oblasti. Vnitini exony dovede predikovat spolehlivéji nez exony pocatecni a
konecné; umi vSak odhalit i pfitomnost vétSiho poctu gentli v pfedlozeném chromozomalnim
useku. GENSCAN neposkytuje alternativni sestfihové varianty, a vzhledem k tomu, Ze byl
optimalizovan na zaklad¢ standardni sady genti o pomérné malém poctu intrond, autofi sami
varuji, ze vysledky pro dlouhé geny s mnoha introny mohou byt ponékud nejisté.

Rostlinnd varianta programu NetGene2, NetPlantGene (Hebsgaard et al., 1996), byla
vyvinuta pitimo pro Arabidopsis. K dispozici je spolu s variantami pro jiné organismy na
serveru Danské technické univerzity (http://www.cbs.dtu.dk). NetPlantGene vyuziva
dvoustupniového postupu zalozeného na vyhledavani konsensudlnich sekven¢nich motivi
odpovidajicich hranicim exon-intron a mistim vétveni s naslednou filtraci vysledkl. Ta
zahrnuje vyhodnoceni vzédjemnych poloh a vzdalenosti nalezenych motivii i nezavisle
stanovené pravdépodobnosti, ze predikované exony koduji protein. Vyhledavani motivl i
predikce kodujicich exontl vyuziva virtualni ,,neuronovou sit™, ,trénovanou* na standardni
sad¢ rostlinnych gend. Vstupem programu je samotna sekvence, vystup obsahuje vzdy tdaje
pro oba fetézce DNA v podobé textové i grafické ,,mapy* exon-intronovych rozhrani a mist
vétveni véetné tidaji o spolehlivosti predikce (Obr.9.2.). Soucasti vystupu tedy neni sekvence
predikované mRNA; uzivatel si ji musi sestavit sam, a je na ném, jakym zptsobem nalozi
napf. s predikovanymi sestfihovymi variantami.®®

5 Pfi zpracovani vystupu programu NetGene je vhodné budovat predikovanou sekvenci mRNA
»sestithem® v textovém editoru (napi. Notepad) a pribézné pritom ovétovat spojitost teciho ramce
translaci. V obou krocich lze s vyhodou vyuzit nastroji sady SMS (viz 3.2.) — zejména GroupDNA
pro orientaci v sekvenci a Translate pro vlastni translaci (vyhodou je, Ze Translate ignoruje ¢isla a
mezery v sekvenci).
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— | projev chyby Y2K

GENSCAN 1.0 Date run: 27-Dec-104 Time: 10:02:45
Sequence 10:02:44 : 4101 bp : 37.80% C+G : Isochore 1 ( 0 - 43 C+G%)
Parameter matrix: Arabidopsis.smat
Predicted genes/exons:

¢islo genu.¢islo exonu || pravdépodobnost

Gn.Ex Type S .Begin "End .Len Fr Ph I/Ac Do/T CodRg P..|. Tscr..
_________ Fetdzec |~~~ 0 T 7T T LT T
1887 .89\\1 2 62 76 802 74.20

3250 1285 1 1 91 54 1248 0.994 116.76

3391 6 /t——0 | 1.05
pozice a délka

™ o w
koncovy exon pocatecni exon nalezenych useki

Click here to view a PDF image of the predicted gene(s)
Click here~for a PostScript image of the predicted gene(s)
~

Predicted pepEi@e sequence (s) :
Predicted codin§\§equence(s):
~

N
>10:02:44|GENSCAN_pradicted peptide 1|757_aa
MFNHPWPNLTLIYFFFIVVLP?Q§LSQFDSPQNIETFFPISSLSPVPPPLLPPSSNPSPF
SNNSSSSDKKTITKAVLITAASTRLVAGVFFFCLORCIIARRRRDRVGPVRVENTLPPYP
PPPMTSAAVTTTTLAREGFTRFGGVKGLILDENGLDVLYWRKLQSQRERSGSFRKQIVTG
EEEDEKEVIYYKNKKKTEPVTEIPLLﬁGBSSTSHSVIHNEDHQPPPQVKQSEPTPPPPPP
SIAVKQSAPTPSPPPPIKKGSSPSPPPPPRVKKVGALSSSASKPPPAPVRGASGGETSKQ
VKLKPLHWDKVNPDSDHSMVWDKIDRGSFSFDGDLMEALFGYVAVGKKSPEQGDEKNPKS
TQIFILDPRKSQNTAIVLKSLGMTREELVESLIEGNDFVPDTLERLARIAPTKEEQSAIL
EFDGDTAKLADAETFLFHLLKSVPTAFTRLNAFLFRANYYPEMAHHSKCLQTLDLACKEL
RSRGLFVKLLEATLKAGNRMNAGTARGNAQAFNLTALLKLSDVKSVDGKTSLLNFVVEEV
VRSEGKRCVMNRRSHSLTRSGSSNYNGGNSSLQVMSKEEQEKEYLKLGLPVVGGLSSEFS
NVKKAACVDYETVVATCSALAVRAKDAKTVIGECEDGEGGRFVKTMMTFLDSVEEEVKIA
KGEERKVMELVKRTTDYYQAGAVTKGKNPLHLFVIVRPFLAMVDKVCLDIMRNMORRKVG
SPISPSSQRNAVKFPVLPPNFMSDRAWSDSGGSDSDM'

\
>10:02:44|GENSCAN predicted CDS_1| 2274_\\‘bp
atgtttaatcatccatggectaatttaaccctaatttacttettettecategtegtttta

ccattccaatcactttctcaatttgattctectcaaaatdtcgaaactttecttecccate
\
1

«. krdaceno ... |

|

GENSCAN predicted genes in sequence 10:02:44

Obr.9.1. Piiklad vystupu programu GENSCAN. Hodnota P udava pravdépodobnost spravného vysledku.

Soubor programii GeneBuilder (Milanesi et al., 1999) je soucasti kolekce bioinformatickych
nastrojic WebGene na italském Ustavu pro pokro¢ilé biomedicinské technologie (Istituto di
Tecnologie Biomediche Avanzate) v Milané (http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/).
GeneBuilder slouzi k predikci uplné struktury gend (vCetné promotoru). Jeho soucasti je i
volitelny modul pro prohleddvani databazi EST, ktery umoZiuje zahrnout do provadénych
analyz piipadné experimentdlni podklady (Castecné sekvence cDNA). Dalsi volitelné moduly
dovoluji vyuzit pro konstrukci modelu porovnani se zadanym homolognim genem o zndmé
struktufe, identifikovat promotory ¢i polyadenyla¢ni mista, nebo dokonce oznacdit mozné
chyby sekvenovani ¢i vyhledat v promotoru genu vazebnd mista pro znamé transkripéni
faktory. K dispozici jsou parametry pro nékolik vybranych obratlovel, Drosophilu,
Caenorhabditis, Arabidopsis a Aspergillus. Vystupem je anotovand sekvence genomové DNA
ve formatu EMBL (Obr.9.3.), graficky vystup je volitelny. Predikovanou sekvenci mRNA a
proteinu mtiZze uzivatel ziskat naptiklad pomoci nastroji z baliku SMS (viz 3.2.) EMBL
Feature Extractor a EMBL Trans Extractor, pfipadné si ji mize postavit sdm podobné jako
v ptipad¢é programu NetGene. Nevyhodou je nékdy pomala odezva, zejména ve Spicce a pfi
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vyuziti naro¢néjsich volitelnych modult (stoji za to vyuzit moznosti zaslani vysledku e-
mailem).

ARKKKRIRK KK ARARK AKX *** NetGene2 v. 2.4 **kkdkhkdhkhkhkkhhkhhhkdohds

The sequence: 7_1_genomic has the following composition:
Length:4101 nucleotides. T
31.6% A, 18.3% C, 10.5% G, 30.6% T, 0.0% X, 37.8% csc | H 0znacuje vysoce

pravdépodobné rozhrani

Donor splice sites, direct strand

pos _5'!=->3' phase strand confidence 5' exon intron
1888 2 + C1.00) GATCATTCAG~GTATATATT
3247 2 + 0.74 ATTCTGATAT~GTGAGAGTCA
3270 1 + 0.74 TTTGTTATAT~GTAAATACTA

Donor splice sites, complement strand

. Vystiifeno (vime, kterym smérem se gen piepisuje)...

Acceptor splice sites, direct strand

pos_5'->3' phase strand confidence 5' intron exon 3
2 + TTCTTCTCAGATTTCGATGGC
2440 0 + 0.83 GTTTGTGAAG*CTTTTGGAGG
2695 0 + 0.56 TAGTCTTCAG*GTTATGTCGA
Acceptor splice sites, complement strand
- VyStFiZeno ...
Branch points, direct strand
acceptor branch
pos 5'=>3' paos 5'->3' strand score 5' A 3!
+ -1.90 CAATCAATTGAAAAAACCCT
2440 2416 + -3.45 TAARAGAGCTGAGATCTCGTG
2695 2681 + -1.85 AATGGTGGTAATAGTAGTCT
Branch points, complement strand
... Vystiifeno ...
CUTOFF values used for confidence:
pravdépodobnost
Highly confident donor sites (H): 95.0 % koédovani
Nearly all true donor sites: 50.0 % odova
Highly confident acceptor sites (H): 95.0 % zadatek
Nearly all true acceptor sites: 20.0 %
_____________ - e R S 4 [ (1 [1] 1 1) o N PO,
Graphics showing the prediction output
konec
Direct strand ( + strand)
intron (akceptor)
e g T W
¥ W po L
Ld g
N \V ( 1 v
””‘l ol ..]ll|ﬂk..y J y|” . uﬁf‘j [ ”J"..l |‘ld||J”|”L‘ I
. \
o
a -
]
8 o A e T
5 | izae 1008 \ 1500

zatitek a konec genu

... podobné grafy i pro komplementdrni Fetézec ...

Obr.9.2. Piiklad vystupu programu NetGene2 pro tutéz sekvenci jako Obr.9.1. Zvyraznény jsou soufadnice
nejpravdépodobnéjsiho intronu, ktery byl shodné predikovén i programem GENSCAN (ten vsak uvadél polohu
krajnich bazi okolnich exon, nikoli intronu).

Mohli bychom se domnivat, Ze teoretické metody pro predikci struktury sestfizeného
transkriptu se stavaji zbyteCnymi, mame-li k dispozici experimentalné zjiSténou sekvenci
c¢DNA odpovidajici zkoumanému genu. Mnohdy je tomu vskutku tak; empiricky stanovena
sekvence cDNA je nepifekonatelnym ,,zlatym standardem®, na jehoz zaklad¢ jsou vyvijeny a
ovefovany teoretické predikeni postupy (Haas et al., 2002). Nesmime vSak zapominat, zZe ani
tam, kde zndme pro dany gen jen jedinou cDNA, nelze vyloucit existenci alternativnich
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sestiihovych variant. Navic knihovny ¢cDNA (a znich odvozené sekvence) mohou byt
kontaminovdny nesestfizenymi ¢i  CasteCné  sestfizenymi transkripty, fragmenty
chromozomalni DNA nebo dokonce hrubymi klonovacimi artefakty. Problematickd mtze byt
kone¢né 1 kvalita samotného sekvenovani cDNA (viz 9.1.1.). Pokud se ndm empiricky
zjisténa sekvence cDNA jevi jako podeziela, vyplati se tedy vratit se k teoretickym metodam
a s jejich pomoci prozkoumat mozné alternativni produkty sestfihu. V pfipadé zajimavych
vysledkl pak mizeme po predpokladanych transkriptech patrat napt. za pomoci RT-PCR.

ID 71
X% —
0os Arabidopsis sp.
XX
cc Search in direct strand
XX
cc Results of exon prediction by GeneBuilder' system
cc using ESTs, coding potential and similarity with key protein(s)
cc URL: www.itba.mi.cnr.it/webgene
XX
cc Best splice signals mode
XX X sev r . ar o r
L. pocatek ,,vnitiniho kédujiciho
;)C(, Excellent CDS were used for prediction exonu® se shoduje s rozhranim
FH Key Location/Qualifiers nalezenym GENSCANem a
FH NetGene2
FT CcDS 1268..1930
FT /note=potential CDS edicted by GeneBuilder system
FT /note=CDS: AUG-stop-codon
FT /note=excellent, ality
FT /translationz SAAVTTTTLAREGFTRFGGVKGLILDENGLDVLYWRKLQOSQRE
FT RSGSFRKQI EEEDEKEVIYYKNKKKTEPVTEIPLLRGRSSTSHSVIHNEDHQPPPQ
FT VKQSEPTPPPPPPSIAVKQSAPTPSPPPPIKKGSSPSPPPPPPVKKVGALSSSASKPPP
FT APVR GGETSKQVKLKPLHWDKVNPDSDHSMVWDKIDRGSFRYIFISKVRAFASIN"
FT  CDS d966).3130
FT /note=potential CDS predicted by GeneBuilder system
FT /note=internal protein-coding exon
FT /note=excellent quality
FT /translation="FDGDLMEALFGYVAVGKKSPEQGDEKNPKSTQIFILDPRKSQNTA
FT IVLKSLGMTREELVESLIEGNDFVPDTLERLARIAPTKEEQSAILEFDGDTAKLADAET
FT FLFHLLKSVPTAFTRLNAFLFRANYYPEMAHHSKCLOTIDLACKELRSRGLFVKLLEAIL
FT LKAGNRMNAGTARGNAQAFNLTALLKLSDVKSVDGKTSLLNFVVEEVVRSEGKRCVMNR
FT RSHSLTRSGSSNYNGGNSSLQVMSKEEQEKEYLKLGLPVVGGLSSEFSNVKKAACVDYE
FT TVVATCSALAVRAKDAKTVIGECEDGEGGRFVKTMMIFLDSVEEEVKIAKGEERKVMEL
FT VKRTTDYYQAGAVTKGKNPLELFVIVRDFLAMVDKVCLD IMRNMORRK"
FT CcDS 3018..3063
FT /note=potential CDS predicted by GeneBuilder system
FT /note=last CDS
FT /note=excellent quality
FT /translation="SCYKGEESTSFVCYR"
XX
SQ 4101 BP; 1296 A; 751 C; 799 G; 1255 T; 0 other;
attaccataa tttaatttga acttaatttt ctctaggaat ggtgatgatc cactaccact 60
atcattgatt tcattccata ttcctttgac cgactgaaat tacgttggaa atagtatatt 120
ttgatgaata atttatttac tcggaaaaaa gaggtcaagt tattaatagt aagtacatat 180
«. krdceno ...

Obr.9.3. Piiklad vystupu programu GeneBuilder pro stejnou sekvenci jako Obr.9.1. a 9.2. V tomto ptipadé
dospél Gene Builder k vysledkiim dramaticky odlisnym od pfedchozich dvou programt — nasel totiz dva geny
misto jednoho, a navic podivny kratky peptid bez ATG.

Pro geny, jejichz Gplnd cDNA nebyla dosud klonovana, mizeme n€kdy celou, jindy alespon
castecnou sekvenci rekonstruovat z kratkych fragmentii deponovanych v databazich jako tzv.
EST sekvence (expressed sequence tags, viz 4.1.). Zaznamy EST odpovidaji zpravidla jedné
sekvenovaci reakci od konce klonu. Vzhledem k tomu, Ze sekvenované cDNA mohou byt
neuplné, 1ze v EST databazich najit i useky odpovidajici mistim uvniti studované sekvence, a
pti troSe Stesti z nich poskladat ¢aste€nou nebo i celou sekvenci zralé mRNA. K vyhledavani
EST lze vyuzit napt. program BLASTN (viz 6.3.) schromozomdlni sekvenci jakoZzto
dotazem. Piekryvajici se fragmenty EST lze sestavit tfeba pomoci programu BioEdit (viz
8.2.2.) svyuzitim zasuvného modulu CAP pro vyhleddvani ptekryvi a odvozovani
konsensualni sekvence zahrnujici vSechny ptekryvajici se fragmenty (contig).
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Pravé uvedeny postup miize vést k problémiim tam, kde dostupné EST odpovidaji riznym
sestithovym variantdm (nebo nesestiizenym ¢i ¢asteéné sestfizenym transkriptim), a uz viibec
se nehodi k mapovani exonii na genom ¢i k vzijemnému porovnavani predikeci ziskanych
riznymi metodami. Pro tyto ucely lze vyuzit Clustal W jakozto zdsuvny modul BioEditu (viz
8.2.2.). Musime ovSem specifikovat, ze pracujeme se sekvencemi DNA (/TYPE=DNA), a je
rovnéZ vhodné nahradit pfednastavenou ,,cenu za prodlouzeni mezery* (gap extend) pro parové
i mnohocetné prifazeni nulou. I tak se ale asi nevyhneme pomémé zdlouhavému ru¢nimu
editovani vzniklého pfifazeni v BioEditu. Pfijemnéji lze uvedené ukoly feSit za pomoci
programu MACAW (8.2.2.), i kdyz nam pak nezbude nez ,,dobyvat* vyslednou predikci ru¢né
z exportované¢ho vystupu v textovém editoru (doporucuje se piitom pribézné kontrolovat
predpokladané transla¢ni produkty napt. pomoci nastroje SMS Translate).

MACAW je vhodny i kporovnavani sekvenci predikovanych mRNA se sekvencemi
odvozenymi od blizce ptibuznych homolognich genii, které mohou poskytnout dobré voditko
napf. pii rozhodovani mezi riznymi sestfihovymi variantami. Uzivatel tak vlastné ru¢né a
interaktivné uskutecniuje jakousi obdobu postupu, ktery v automatizované podobé provadi
GeneBuilder — ale mize pfitom soucasné¢ do konstrukce modelu genu vlozit i obtizné
algoritmizovatelné ¢i vibec nealgoritmizovatelné biologické a biochemické védomosti a
vhledy.

9.1.1. Jak kvalitni je anotace v databazich?

Pro soucasnou dobu je charakteristicky dramaticky nartist objemu dat ve vefejné¢ dostupnych
databazich i1 poctu genomovych projekti v nejriznéjsich stadiich vyvoje — od zvefejnénych
neposkladanych primarnich sekven¢nich zaznama v databazové sekci HTGS ¢i
v specializovanych databazich mimo ,,Velkou trojku®“ az po ,,pln€¢ anotované* genomy
dostupné prostrednictvim databaze ,,referenénich sekvenci® (4.2.). Je vSak tfeba predestfit, ze
dodnes Zadny genomovy projekt nebyl zcela dokonéen v tom smyslu, Ze by byla vydana
néjaka definitivni a Giplnd anotace, na niz uz se nikdy nic nebude ménit. I u ,,dokoncenych*
genomu proces zpiesiiovani anotaci pribézné pokracuje, a postupné jsou vydadvany nové a
nove verze.

Dobrou pfedstavu nam muze poskytnout ohlédnuti za nedavnym vyvojem sekvenovani a
anotace genomu dnes jiZ klasického rostlinného modelu — Arabidopsis thaliana. Prvni
verze anotované genomové sekvence Arabidopsis byla zvetejnéna jiz roku 2000 (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Béhem uplynulych ¢tyt let pak byly postupné vydano
Jiz pét ,,velkych® verzi (release) anotace a nckolik menSich aktualizaci, ¢islovanych podobné,
jako tomu byva u softwaru.”’ Vyvoj anotace odrazi jednak systematické mapovani diive
nezndmych funkénich elementl, jako jsou napf. geny koédujici malé regulacni RNA
(microRNA), jednak zptesiiovani predikce genti kddujicich proteiny. Hlavnim zdrojem zmén
v anotaci kodujicich gent je zalenéni dat z ptimého sekvenovani kompletnich cDNA a EST;
pro systematické zapracovani téchto tdaji jsou jiz dokonce vyvijeny automatizované postupy
(Haas et al., 2002; Haas et al., 2003). Pfi zpfesiiovani anotace jsou brany v uvahu i sekvence
homolognich gent.

Podle nedavnych odhadti (Haas et al., 2003) vedlo zapracovani dat z cDNA a EST ke zménam
anotace zhruba poloviny gent, které¢ byly plvodné popsany pouze na zaklad¢ ,,rucniho*
vyhodnoceni teoretickych predikei sestfihu. Je vSak obtizné z dostupnych dat zjistit, jak Casto
se zmény tykaly vlastni kodujici sekvence, a kdy zapracovani sekvenci cDNA vedlo ,,pouze®
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ke zptfesnéni struktury nekodujicich zacatki a konci mRNA. Nazorngjsi predstavu o
charakteru zmén moznd poskytnou konkrétni priklady podrobnéji analyzovanych genovych
rodin, jejichz anotace byla postupem c¢asu revidovana s vyuzitim vSech dostupnych udaja,
s dosti vyznamnym podilem ruéni prace.

Tak v ptfipad¢ rodiny rostlinnych homologi forminti, kterd u Arabidopsis zahrnuje 21
chromozomalnich lokust, spadajicich do dvou tfid, bylo z 11 formina tfidy I tésn¢ pred
zvetejnénim prvni verze genomu v databazi zastoupeno 8 genl, a jen tifi znich byly
al., 2002). Nasledné podrobna analyza, pti niz byly brany v tivahu vSechny dostupné sekvence
cDNA a EST i homologni geny (v€etné genl z jinych rostlinnych druhi), vSak vyvolala
pomérné zédsadni revizi predikovanych sekvenci mRNA (a tedy i kodovanych proteintl) pro
dva z 11 forminu t¥idy I a pro 8 z 10 formini tfidy II; navic se ukéazalo, Ze jeden z gent asi
koduje dva proteiny, a mozna jde vlastn€ o dva sousedici geny (Cvrckova et al., 2004b).
Zjevny (ackoli statisticky asi tézko dolozitelny) rozdil mezi tfidami ziejmé souvisi s tim, ze
geny pro forminy tfidy I maji vyrazné¢ méné¢ intront (1 az 5) nez geny pro forminy tiidy II (10
az 23), projevuje se zde tedy jiz zminovana kumulace chyb pii predikci struktury mRNA.

Povahu béznych chyb, s nimiz se mizeme v anotacich gent setkat, I1ze ilustrovat ptikladem
jednoho z problematickych formina tfidy I — AtFH3 (Obr.9.4.), i kdyZ dluzno pfiznat, Ze
koncentrace chyb v tomto konkrétnim genu je vyssi, nez byva zvykem. Oblast chromozému
4, v niZ tento gen sidli, byla plivodné anotovéana jako dva lokusy — At4g15200 a At4g15190,
pti¢emz pouze pro At4g15190 byla v databazi zachycena ¢aste¢na cDNA (EST). Predikované
lokusy vSak zjevné koduji rizné Casti vysoce konzervativni FH2 domény. Podezfeni, Ze jde o
umeéle odd€lené fragmenty jednoho genu, dale potvrzuje jednak skuteCnost, ze k obéma
lokustim a useku ,,mezi nimi“ Ize dobfe prtifadit experimentalné stanovenou sekvenci cDNA
blizce ptibuzného genu AtFHS, jednak teoretickd predikce struktury mRNA programem
GENSCAN. Ta totiz rovnéZ oba lokusy propojuje; predpoklada vSak vystfizeni intronu o
délce 11 bp, ktery je ziejmée priliS kratky na to, aby byl skuteéné sestfihovan.Nejkratsi
dokumentované introny, zndmé pouze u protozoi, totiz maji délku 13 bp (Deutsch a Long,
1999). Za pravdépodobnéjsi proto 1ze (také vzhledem k GC-bohaté sekvenci piislusné oblasti)
povazovat chybu v genomové sekvenci, ktera vedla k naruSeni CEtecitho rdmce, znéhoz
v prislusné oblasti neni vystfihovano nic. Druhd podobna chyba (opét v GC-bohaté oblasti)
byla opravena pfimo na zéklad€ lokalniho pfifazeni mezi dobie konzervovanymi useky gent
AtFH3 a AtFHS; ptivodni anotace genomu i GENSCAN v této oblasti vynechavaly ¢ast velmi
konzervativniho exonu. Pies veSkeré Usili se dosud zfejmé nepodafilo najit pocatecni exon
genu, nezndme tedy polohu ATG a sekvenci N-konce kddovaného proteinu. Pficina mize
souviset s pomérné specialni regulaci exprese tohoto genu, ktery je podle transkriptomickych
dat (viz 9.2.) zfejmé exprimovan vyhradné v pylu.

Vysoka frekvence chyb v anotaci genové rodiny kodujici homology formini by mohla
souviset s tim, Ze experimentalni charakterizace rostlinnych forminl je teprve v pocatcich.
Publikované experimentalni studie se zatim tykaji pouhych tii genti z21 (Banno a Chua,
2000; Cheung a Wu, 2004; Favery et al., 2004; Ingouff et al., 2005). Podobné je tomu vSak i u
diikladnéji charakterizovanych genovych rodin. Tak v ramci kritické analyzy genové rodiny
rostlinnych fosfolipaz D (PLD) byla revidovéana anotace Ctyf z 12 gent kodujicich PLD u
Arabidopsis, a pro dalsi gen byl navrzen alternativni vzorec sestfihu. Pfitom byly v
publikovanych sekvencich cDNA z Sesti experimentalné charakterizovanych gent zjiStény
nejen bodové mutace a jednonukleotidové delece a inzerce vedouci k posunu ¢teciho ramce,
ale dokonce i zfejmé klonovaci artefakty sloZzené z fragmentlh cDNA odpovidajicich dvéma
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riznym geniim, v jednom piipadé¢ dokonce zcela nepifibuznym a umisténym na rtznych
chromozdémech (Elias et al., 2002).
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Obr.9.4. Schéma revize struktury lokusu At4g15200, ktery koduje homolog forminu AtFH3 (viz Cvrckova
et al., 2004b). Obrazek je zalozen na vystupu programu MACAW, vysledna predikovana cDNA AtFH3 je
oznacena Sipkou vlevo.

Muzeme tedy shrnout, ze dokonce i u pomérné dobie charakterizovanych genomd, jako je
Arabidopsis, by podrobna revize genové struktury na zéklad€ vSech dostupnych udaji méla
pfedchazet jakymkoli dalSim analyzam, zejména fylogenetickym. Pro genomy, jejichz
sekvenovani ¢i anotace jest¢ nedospély srovnatelného stadia, se tento pozadavek samoziejmée
stava jeste naléhavejSim.

9.2. Analyza genové exprese

Analyza dostupnych idaji o ¢asové a prostorové regulaci genové exprese je pomérné ¢astym
ukolem bioinformatické praxe. I pokud nds zajima spiSe fylogenetickd nez funkéni stranka
zkoumanych genl, méli bychom byt pfinejmensim schopni odlisit exprimované geny od
pseudogenti. Znalost ¢asového a prostorového uspofadani genové exprese kromé toho miize
zasadné pfispét k pochopeni funkce studovanych gend. Umoziluje totiz napiiklad vybrat
v ramci genové rodiny ty geny, které by diky podobnému ,,vzoru“ (pattern) exprese mohly
vykazovat funk¢ni redundanci, a naopak odhadnout, kde a za jakych podminek by se mutace
jednotlivého genu mohla fenotypovée projevit.

O regulaci exprese konkrétniho genu mohou vypovidat datové zdroje dvojiho typu. Prvnim
jsou pfimo experimentalné¢ stanovené udaje o mnozstvi transkriptu studovaného genu
v konkrétnich situacich (organ, tkan ¢i pletivo, kultivaéni podminky ...), ziskané v ramci
transkriptomickych studii. Druhym typem dat pak jsou udaje o pfitomnosti vazebnych mist
pro znamé transkrip¢ni regulatory v sekvenci genu, zejména jeho promotoru.

Vyhledavani vazebnych mist pro transkripéni regulatory vsak predstavuje spiSe doplnék k
spolehlivéjsim metoddm analyzy genové exprese. Ma smysl piredev§im tam, kde jiz mame
podezieni na konkrétni regulaci a chceme napt. predbézné vymezit oblast promotoru, kterd
stoji za bliz§i experimentalni studium. Sekvencni motivy rozpoznavané transkripénimi faktory
jsou totiz obvykle kratké a jejich funkénost mize byt podminéna 1 dalSimi podminkami,
zejména konformaci chromatinu. Musime se smifit stim, ze ftada ,vazebnych mist®
nalezenych na zaklad¢ prosté shody sekvence mize tedy predstavovat falesné pozitivy; a toto
riziko s nartstem poctu znamych motiva dale roste (Prestridge, 1991).
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S jednim z programii schopnych vyhledavat vazebna mista v promotorech jsme se jiZz setkali —
systétm GeneBuilder (9.1.) totiz zahrnuje volitelnou moznost prohledavani databaze profild
regulacnich mist algoritmem Matlnspector (Quandt et al., 1995); k dispozici je nastaveni pro
obratlovce, hmyz, houby a rostliny. Jednoduché prohledavani databaze vazebnych mist
TRANSFAC (Heinemeyer et al., 1998), opét s moznosti vybéru cilového organismu, poskytuje 1
program TFSEARCH (http: //www.cbrc. jp/research/db/TFSEARCH. html).”

Ob¢ zminéné databaze ,,obecnych* vazebnych mist pro transkripéni faktory vsak jsou pomérné
chudé na udaje o rostlinnych sekvencich. Rozsahlejsi specializovanou rostlinnou databazi
PLACE (Plant cis-acting regulatory DNA elements, Higo et al., 1999) Ize pomoci programu
SignalScan (Prestridge, 1991) prohledavat na adrese
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html. Program NsiteP na
komercnich strankdch http://www.softberry.com prohledava nepublikovanou firemni
databazi rostlinnych regulacnich sekvenci RegSiteP; pro nekomer¢ni vyuziti je dostupny
zdarma a bez registrace.

Na rozdil od dosud probiranych zdroju, které zpravidla sdruzovaly data pro Sir$i spektrum
organisml, vefejné¢ dostupné databaze vysledki transkriptomickych studii jsou
specifické pro jeden ¢i tzkou skupinu biologickych modelit a nejsou centralizovany.
Nebudu se zde pokouSet o vycerpavajici piehled celé taxonomické S§ife; uvedu pouze
n¢kolik ,,startovnich bodi* pro modelovy pripad konkrétni skupiny organismt — totiz vyssi
rostliny, zejména Arabidopsis. Zajemce o jiné organismy odkazuji zejména na ,,rozcestnik*
vefejné dostupnych transkriptomickych databazi na http://genome-
www.stanford.edu (Stanford Microarray Database) a na vefejné depozitare
transkriptomickych dat — databézi Arrayexpress na serveru EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Databases/microarray.html) a Gene Expression
Omnibus na NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/GEOQO/).

Nebudu se také zabyvat celou §ifi problematiky transkriptomickych dat. Analyza genové
exprese v métitku pokryvajicim cely genom, zaloZend na kvantitativnim méfeni hybridizace
znacené celkové cDNA ¢i cRNA (komplementarni RNA) ke stovkdm az tisicdm genové
specifickych DNA ¢i oligonukleotidovych sond na mikroarrayich, je dnes jiz samostatnym
podoborem molekuldrni biologie i bioinformatiky ve smyslu §ir$i definice oboru (viz 1.
kapitola), a je tématem fady monografii a nejméné jedné velmi dobré ucebnice (Stekel, 2003).
Ziskavani primarnich transkriptomickych dat a jejich analyza vsak jiz jednozna¢né spadad do
oblasti ,,vysoké bioinformatiky* a piekracuje rdmec tématiky tohoto textu. Na naSem
modelovém rostlinném systému si proto pouze ukazeme jeden z moznych zpusobu, jak
z vetejné dostupnych transkriptomickych dat pomérné jednoduse ziskat informace o expresi
vybranych konkrétniho genu.

Pro Arabidopsis existuje n¢kolik vetejn¢ dostupnych databazi vysledkl transkriptomickych
studii; vSechny jsou pristupné prostiednictvim stranek TAIR
(http://arabidopsis.org). Zvlastni pozornost si mezi nimi zasluhuje kolekce
vysledki standardizovanych meéfeni genové exprese na mikroarrayich (Cipech) systému
Affymetrix NASCArrays (Nottingham Arabidopsis Stock Centre Arrays, Craigon et al.,
2004), ptfimo dostupnd na adrese http://affymetrix.arabidopsis.info.
Procedura ptipravy a hodnoceni mikroarrayi zavedend firmou Affymetrix je totiz vyjimecné
dobfe standardizovana a dovoluje i pfimé porovnavani experimentli z riznych laboratofi
(v€etné sdileni kontrol), coz o jinych systémech rozhodné nelze fici. Krom¢ prohlizeni
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pfedzpracovanych a anotovanych primarnich dat a jejich stahovani pro dal$i analyzy
poskytuje databdze NASCArrays nckolik pomérné zajimavych nastroji pro vyhledavani
genové specifickych dat:

e Nastroj ,,Spot History*“ prezentuje distribuci relativnich hodnot exprese zvolené¢ho
genu ve form¢ histogramu, na némz lze snadno identifikovat datové sady (sklicka),
z nichz pochazeji extrémni hodnoty. Uzivatel tedy napt. ihned pozna, kde a kdy je
exprese studovaného genu mimotadné zvysena Ci sniZzena.

e ,,Gene Swinger“ pifimo vybira experimenty (tedy dvojice skli¢ek ,,kontrola — pokus®),
v nichZ je uzivatelem vybrany gen nejvyraznéji regulovan.

e Volba ,,Two gene scatter plot“ vytvari bodovy diagram, na némzZ jsou na vzijemné
kolmych osach vyneseny hodnoty exprese ze vSech datovych sad pro dva uZivatelem
vybrané geny. Z grafu lze posoudit, zda geny mohou byt koregulovany, a ptipadné
vybrat skli¢ka, na nichz se chovaji neobvykle.

e Pomoci ,,Bulk Gene Download* lze pro zadany gen stdhnout a ulozit naméfené
hodnoty hladin exprese ze vSech experimentil pro dal$i zpracovani.

Velmi zajimavou nabidku nastroji pro analyzu SirSitho souboru mikroarrayd systému
Affymetrix, zahrnujici mimo jiné také uplnou kolekci NASCArrays, nabizi v posledni dobé
také server Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch), ktery vsak
je zdarma pouze pro nekomercni akademické vyuziti a vyzaduje registraci. ZvIlastni pozornost
si zde zasluhuje zejména moznost konstrukce ,,virtudlniho Northern blotu* a funkce Meta-
Analyzer, kterd slouzi k hledani spole¢né regulovanych genli v rdmci uzivatelsky zadané¢ho
vybéru (napf. genové rodiny).

Vzhledem k tomu, ze oligonukleotidové sondy Cipti Affymetrix pokryvaji téméf vSechny
predikované geny Arabidopsis, mame pomérné velkou nadéji, Ze udaje pro gen, ktery nds
zajima, najdeme. Nékdy tak mizeme dokazat, ze ndS gen vykazuje aspon v n¢jaké situaci
nenulovou expresi, 1 kdyZ pro néj dosud nebyla klonovéana ani ¢astecnd cDNA, a ujistit se tak,
ze pracujeme se skuteCnym genem a ne s pseudogenem.

10. Studium pribuzenskych vztahii biologickych sekvenci

Sekvence biologickych makromolekul poskytuji bohaty zdroj informaci o piibuzenskych
vztazich mezi organismy i jejich geny. V této kapitole se budeme vénovat alespon pocatecnim
krokiim cesty, kterd vede od souboru sekvenci k vypovédi o jejich evoluéni historii, obvykle
zt€lesnéné ,,genealogickym stromem®* Cili dendrogramem v duchu nejlepsi haeckelovské
tradice. Fylogenetickd analyza (nejen) sekvenci je téma obsahlé, daleko piekracujici prostor,
ktery ji zde mizeme vénovat; nezbyva, nez zistat vskutku u zakladi.”' Ty by mély pro
zacatek stacit uzivateli, ktery neni specializovanym evolu¢nim biologem, ale potiebuje
,pouze® sestrojit dendrogram studovanych sekvenci, vyvodit z n€j biologicky smysluplné
zaveéry a obstat v seridzné vedeném recenznim fizeni.

Pfipomenime si nejprve nékteré obecnéjsi souvislosti.

e Sekvence makromolekul zdaleka nejsou jedinym zdrojem informaci o vzdjemné
pribuznosti organismi ¢i biologickych pochodi. Toto konstatovani se muze zdat
trivialnim — pfece vime, ze Darwin nem¢l ani tuseni o existenci DNA. I dnes vSak lze
dokumentovat nejen ,klasické* taxonomické studie, ale i prace tykajici se evoluéni
konzervace bunéénych déji na molekuldrni Grovni, jinymi nez sekvencnimi udaji.
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To je piipad tieba fady dil¢ich farmakologickych studii,” ale i praci tak zasadnich,
jako byl ,nobelovsky*“ biochemicko-imunologicky dilkaz spolecné podstaty
centralnich regulatorti bunécného cyklu (Labbe et al., 1988; Gautier et al., 1988).

e U soucasnych sekvenci nemizZeme pifimo pozorovat ,piibuzenské vztahy“, ale jen
vztahy podobnosti (viz 5. kapitola; Petsko, 2001; Cvrckova a Markos, 2005).
Podobnost struktury vSak sama o sobé neni dikazem ptfibuznosti genealogické.
Genealogicka piibuznost je ,,pouze” Casto nejjednodus$im moznym, a v pripadé
molekularnich dat az na vyjimky (kratké motivy vzniklé konvergenci) ziejmé jedinym
spravnym, vysvétlenim pozorované piibuznosti strukturni. Nékteré metody pouzivané
k rekonstrukci genealogie molekuldrnich sekvenci spoleény plvod zkoumanych
sekvenci piimo predpokladdaji (napt. ,maximum parsimony” — viz 10.2.), jiné
(distan¢ni metody) se mohou obegjit i bez predpokladu genealogické souvislosti (aspon
pokud bychom zvolili ,,genealogicky nezatizenou substitu¢ni matici, napf. matici
identity — viz 5.3.), ba i bez ptredpokladu existence evolu¢niho procesu. I u nich vSak
interpretace vysledkii mize zaviset na pfijeti dalSich dosti specifickych predpokladi,
tykajicich se napt. druhu a tempa zmén, k nimz v pribéhu evoluce dochazelo, které
ptijeti predpokladu genealogické souvislosti vyzaduji.

e Predpoklad, ze studované vzajemné piibuzné sekvence vznikly evolu¢nim procesem
ze spolecného predka, ovSem neznamena, Ze tato evoluce musela probihat
darwinovsky — tj. pasobenim selekéniho procesu na nahodilé mutace. Ostatné mezi
,haivniho Skolnitho darwinismu® jsme si védomi do znaéné miry pravé diky
genomovym projektim a naslednym bioinformatickym 1 experimentalnim studiim.
Naopak, fada pouzivanych metod obsahuje predpoklad neutrilni evoluce
v neptitomnosti selekéniho tlaku (proto jsou vdéénym objektem zdjmu molekularnich
taxonoml nekddujici sekvence, napf. ,,mezerniky* lokusi kddujicich ribozomdlni
RNA). Data, ktera tento predpoklad nespliuji, sice miizeme analyzovat, ne vSechny
vystupy analyzy vSak poskytuji biologicky smysluplnou vypovéd.

e Predpoklad spoleéného predka vsak je nutno brat velmi vazné v tom smyslu, ze
nestaci deklarovat, ze koneckoncii vSechny nds spojuje pramati Lucinka (LUCA —
Last universal common ancestor). Aby vysledky davaly smysl, musi byt cely soubor
zkoumanych sekvenci monofyleticky (tedy propojeny pomérné neddvnym spole¢nym
pfedkem), nesmi tedy napf. obsahovat subgenové domény, které piivandrovaly
pfesunem exontl ¢i horizontalnim pfenosem genetické informace jen do nékterych
sekvenci studované rodiny.”*

Muzeme tedy predbézné shrnout, Ze v molekularni fylogenetice plati snad vice nez kde jinde
vystizny vyrok Andrey Hansen, zZe ,,programy [...] vidy davaji vysledky, ale je na uzivatel,
aby rozhodl, zda vysledek dava také smysl.”

10.1. Zakladni pojmy

Metody molekularni fylogenetiky zde budeme chapat ponékud zizené jako postupy, které
vyuzivaji sekvenénich dat k rekonstrukci genealogickych vztahii mezi organismy,
ptipadné jejich geny. Odhlédneme tedy pro ucely tohoto vykladu od metod vychazejicich
z jinych nez sekvenénich dat (napf. hodnoceni pfitomnosti restrikénich mist, specifickych
fragmentti amplifikovanych PCR ¢i jinych znaktll); zbavime se tim rovnéz moznych problému
pramenicich z toho, Ze u nesekvencnich dat mize byt obtizné poznat skutecnou homologii,
kterd je vysledkem spolecného evolu¢niho ptivodu, od analogie vzniklé konvergenci. Pro
ucely molekuldrni systematiky organismi je Zzadouci, aby studované sekvence byly
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homologni specifickym zpiisobem — totiz ortologni. Ortologni geny existuji v genomech
v jediné kopii, ktera u viech zkoumanych organismii vykonava tutéz funkci. Rada evolu¢né
konzervovanych gent vSak neni ortologni, nybrz paralogni: prob¢hly v pribéhu evoluce
jednou ¢i nékolika duplikacemi nasledovanymi rozriiznénim struktury i funkce, a nékdy 1
ztratou nékterych kopii (viz napt. Sonnhammer a Koonin, 2002). Pfinejmensim pro nékteré
skupiny organismi (namdtkou tieba obratlovce a vyssi rostliny) je urceni ortologli a paralogt
z principu problematické, protoze celé jejich genomy prosly sérii genovych duplikaci a ztrat
jednotlivych kopii genti.

Genova duplikace je dnes chapéana predevs§im jako zdroj novych gend s novymi funkcemi.
Ne vzdy vsak je duplikace nasledovana zasadni proménou funkce genu. Duplikované geny si
Casto zachovavaji jistou miru funkéniho piekryvu, ktery se za urcitych podminek mize
projevovat jako ,,redundance®, ackoli v nékterych biologicky vyznamnych situacich jemné
rozdily mezi paralognimi geny pfispivaji k optimalizaci funkce organismu (Nasmyth et al.,
1991; Brookfield, 1997). Naopak zména funkce nemusi byt vzdy provdzena dramatickou
ptestavbou struktury genu ¢i proteinu. L. Hartwell se spolupracovniky (1999) formulovali
hypotézu ,,modularni biologie*, podle niz buiiky Ize chapat jako soustavu multiproteinovych
moduld, které ¢asto vyuZzivaji evoluéné konzervovanych molekul. Dobrym ptikladem modulu
je tfeba signalni draha spojend s malymi GTPazami, vyuzivana v fadé bunéénych kontextd od
exocytdzy az po organizaci aktinového cytoskeletu. Mizeme snad i zobecnit, Ze k vyvoji
novych funkci zfejmé pfispivaji zejména zmény vstupnich a vystupnich prvkt moduld, které
zprostifedkovavaji jeho propojeni s jinymi moduly i1 vnéj$im prostiedim (Csete a Doyle, 2002;
na konkrétnim piikladu malych GTPaz ukazano téz v Cvrckova et al. 2004a).

Ve standardnim kontextu systematické biologie, poptipad¢ taxonomie, jsou predmétem studia
zpravidla biologické druhy ¢i jinak specifikované populace organismii — ,operaéni
taxonomické jednotky“ (OTU, Operational Taxonomic Units), reprezentované sekvencemi
vybranych vzijemné ortolognich genil z vybranych jedinct. Metody molekularni fylogenetiky
vSak Ize pouzit i k analyze paralognich genovych rodin, zejména k predikci moznych vztaht
redundance ¢i naopak funkénich rozdilti mezi jejich Cleny (Brinkman a Leipe 2001; viz téz
priklady v kap. 10.5), i kdyz k tomuto tcelu ptivodné¢ nebyly minény. V takovych piikladech
pak v roli OTU vystupuji geny samotné, bez ohledu na jejich organizmalni ptivod - vénujeme
se vlastné ,,systematice geni“.

Cilem naSeho snazeni bude konstrukce ,,genealogického stromu studovanych sekvenci ¢ili
dendrogramu. Dendrogram (Obr.10.1) je graf, ktery spojuje OTU prostiednictvim vétvi
(branches) s uzly (nodes), které reprezentuji hypotetické spolecné predky propojenych OTU a
jsou navzgjem dalS§imi spojnicemi propojeny s piedchozi ,,generaci“ spolecnych piredka,
reprezentovanych uzly hloub¢ji uvnitt stromu. Predpokladame, Ze geny se zmnozuji duplikaci
a ,.konven¢ni taxony odstépovanim populaci; vétveni dendrogramu je tedy binarni. Sice se
n¢kdy mizeme setkat s dendrogramem, v némz se z jednoho bodu odstépuje nékolik vétvi
(multifurkace), byva to vSak obvykle grafické vyjadreni toho, Ze dostupné data a pouZzivané
metody nedovoli rozlisit potfadi odvétvovani, o némz i nadéle ptedpokladame, ze bylo binarni.
Vsechny spojnice vychdzejici z uzlu a vSechny uzly na nich lezici (véetn€ koncovych OTU,
které lze povazovat za zvlastni druh uzld) tvoii ,,vétev vyssiho tadu® ¢ili klad (clade).
Reprezentuji-li OTU konvencni taxonomické jednotky a nikoli geny, klad odpovida
monofyletickému taxonu. Délka vétvi odrazi ,,evolucni vzdalenost™ uzld, kterou si mizeme
ptedstavit jako pocet mutaci, ktery odd€luje uzly propojené danou spojnici. Z praktickych
divoda se dendrogramy cCasto uvadéji v pravouhlé grafické reprezentaci (Obr.10.1. vlevo).
Ptehlednéjsi, avSak na vypocetni a grafické provedeni ndrocna je ,hvézdicovita® forma
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dendrogramu (Obr. 10.1. vpravo). Ma-li délka vétve odrazet ¢as uplynuly od oddéleni linii
vychazejicich z uzlu, musi byt splnény dalsi pfedpoklady — napf. stala a pro vSechny sekvence
stejnd frekvence mutaci, coz je zejména u sekvenci kodujicich proteiny a podléhajicich
selekénimu tlaku malokdy splnéno. Proto se n€kdy v dendrogramech délka vétvi neuvadi a
zajima nas pak pouze topologie ,,stromu® (viz Obr.10.2.). Takovy strom se nékdy oznacuje
jako kladogram, i kdyz tentyz termin se v systematické biologii pouzivad v ponékud odliSném
vyznamu.

E

Formit Newick bez vzdalenosti:
((((a,B),(C,D)),E),F)

Format Newick se vzdalenostmi:
((((A:4,B:8):2,(C:6,D:1):6):3,E:9):1,F:16)

Obr.10.1. Dendrogram a jeho zapis v newickovském formatu. U dendrogramu vlevo k délce vétvi pfispivaji
pouze vodorovné tisecky, nikoli svislé spojovaci ¢ary. Tuéna Sipka odpovida poloze kofene stromu v piipadé, ze
OTU F je outgroup.

Umisténi spoleéného hypotetického predka vSech OTU ¢ili koFene stromu (root) predstavuje
zavazny problém. Nejjednodussim feSenim je zaclenit do analyzy tzv. outgroup (dle J. Flegra
,vngj$ak) — sekvenci, ktera je sice homologni, avSak vzdalend ostatnim studovanym
vzorkiim. Miize to byt napi. ortolog z fylogeneticky vzdalené¢ho organismu (zkoumame-li
genovou rodinu z rostlin, mizeme pouzit jako outgroup homologni zivocisny gen), nebo i
vhodn€ zvolend sekvence paralogni (zabyvame-li se malymi GTPézami rodiny Rab,
pouzijeme k zakofenéni stromu jinou malou GTPazu, tieba Rho nebo Ras). Kofen
zakorenéného (rooted) stromu se nachazi na vétvi, kterd spojuje outgroup a zbytek stromu.
Neni-li k dispozici vhodna sekvence, nezbyva nez sestrojit, pfipadné interpretovat strom
jakozto nezakorenény (unrooted). Pti stalé rychlosti evoluce vSech linii bychom mohli kofen
nezakofenéného stromu umistit do bodu stejné vzdaleného od vSech koncovych OTU,
prakticky to v§ak miize byt dost problematické.

Grafick4 forma dendrogramu (ba ani ta zjednodusend pravouhld) se pfili§ nehodi k tomu, aby se
na ni ¢i zni cokoli pocitalo; podstatné snazsi je pracovat s daty zapsanymi pomoci standardni
sady znakd. VsSechny bézné fylogenetické programy dovedou zachazet sdaty v tzv.
newickovském formatu (Newick format), ktery zachycuje vzdjemné propojeni uzli pomoci
zévorek a umoziiuje i zapis délky vétvi (viz téz Obr.10.1.).”° Dendrogram v grafické podobé i
v newickovském formétu mize vypadat jako zakofenény i pro nezakofenéné stromy — uzivatel
musi védet, ze v nékterych situacich ma koten ignorovat.

Je snadné nahlédnout, ze libovolnéd vétev vyssiho fadu muize rotovat kolem kterékoli vétve
vnitini. Proto je jakykoli dendrogram mozZzno spravné nakreslit (a dokonce i1 zapsat
v newickovském formatu) vice nez jednim zptisobem. Zejména u nezakotfenénych stromu se
varianty mohou na prvni pohled i zna¢né liSit (Obr.10.2.). Rozpoznani identity riznych
forem téhoZz stromu vyzaduje jistou davku cviku, proto bychom neméli byt hned pfili§
znepokojeni, kdyZ nam rtizné metody konstrukce dendrogramu (nebo dokonce opakovani
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téhoz postupu) poskytnou ,,razné*“ vysledky. Pfi vizudlnim porovnavani stromi mohou
pomoci programy, které¢ dovedou graficky ,,pfeskladat dendrogram ve formatu Newick; patii
mezi né napft. nize probirany NJ Plot (viz 10.4.2.).

—A —A
—B —B
—C —C
—D —D
_F L F
—F —E
((((p,B), (C,D)) ,E),F) (¢((,B),(C,D)),F), E)
—C
D Cc
—F A D
—E
B E
—A
F
—B
(((c,p),(F,E)), (A,B))

Obr.10.2. Riizné zapisy téhoZ (nezakorenéného) stromu. Jen stromy v dolni fadé jsou nezakofenéné i
formalné.

10.2. Metody konstrukce dendrogramii

Metody konstrukce dendrogramt byly vyvinuty pro praci s OTU charakterizovanymi
souborem znaki. Znaky mohou mit nejriiznéjsi povahu — od pretrhované lichozpetenych listii
ptes vyskyt specifického vzorce restrikénich mist aZ po pfitomnost serinu na pozici 129
konkrétniho genu. S jednotlivymi pozicemi v sekvenci tedy mizeme zachazet jako se
samostatnymi digitadlnimi znaky, které nabyvaji nékolika jasné¢ vymezenych stavii. Toho
vyuzivaji znakové metody (character state methods) konstrukce dendrogrami. Setkali jsme
se vSak jiz 1 s budovanim dendrogramu na zcela jiném principu: pfipomenme si konstrukci
mnohocetného prifazeni metodou CLUSTAL (8.2.1.), jejiz soucasti byl vypocet ,,vidc¢iho
stromu na zaklad¢ matice vzdalenosti mezi piifazovanymi sekvencemi. Dendrogram tedy
muizeme postavit i na zékladé¢ hodnot celkové vzajemné (ne)podobnosti (vzdalenosti) mezi
zkoumanymi sekvencemi; v takovém ptipadé¢ hovoiime o metodach vzdalenostnich
(distance matrix methods).
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At jiz pouzivame metody znakové nebo vzdalenostni, vlastni postup vedouci k vyslednému
dendrogramu mutize byt zalozen na jednom ze dvou principti. Bud’ se snazime pomoci néjaké
algoritmické metody sestrojit jediny ,,nejlepSiho mozny* strom, nebo vyhledavame nejlepsi
z mnoziny viech moznych dendrogrami, které by se na zaklad& vstupnich dat daly postavit.”’
Vyhledavaci postupy maji oproti konstrukénim tu vyhodu, Ze jejich vystupem muiZe byt ne
jeden dendrogram, ale celé pole ,,kandidati*; v ptipadé problematickych dat to dovoluje napf.
vytvoftit konsensus z né€kolika nejlepSich stromtl. Naopak nevyhodou vyhledavacich metod je
jejich velikd vypocetni narocnost, protoze pocet moznych dendrogramii, a tedy i velikost
prohleddvaného ,,prostoru®, s rostoucim poctem OTU velmi dramaticky nartsta (Tab.10.1.).
Pro n sekvenci mizeme sestrojit

N =27 - )[R (n-1)]

raznych zakofenénych stromil; vzhledem k tomu, ze na nezakofenény strom muizeme hledét
jako na strom, ktery ma o jednu vétev (kofen) méné, odpovidd pocet moznych
nezakofenénych stromil poc¢tu zakotfenénych stromii pro n-1 sekvenci (Felsenstein 2004).
Prakticky se proto Casto, podobn¢ jako v ptipad¢ prohledavani velkych databazi, pouzivaji
heuristické metody, které namisto celého prostoru moznosti prohledavaji jen jeho
,»hejnadéjnéjsi ¢ast, i za cenu nepfilis velkého rizika chyby.

Tab.10.1. Pocet moZnych dendrogrami pro dany pocet sekvenci.

Pocet OTU | Pocet zakoienénych stromu Pocet nezakorenénych stromu
1 1 1
2 1 1
3 3 1
4 15 3
5 105 15
6 945 105
7 10 395 945
8 135 135 10 395
9 2 027 025 135135
10 34 459 425 2027 025
11 654 729 075 34 459 425
12 13 749 310 575 654 729 075
20 8 x 107 2x10”°

Soustted'me se nyni na nékolik vybranych metod konstrukce ¢i optimalizace dendrogramii,
které jsou piistupné i nespecializovanému a matematicky nepfili§ vzdélanému uzivateli (tim
odpada napf. celd skupina metod zalozenych na Bayesovskych algoritmech a Markovovskych
fetézcich). Vybér byl fizen také volnou dostupnosti softwaru pro jejich praktické pouziti.

Nejjednodussi metodu konstrukce dendrogramu z matice vzdalenosti, odpovidajici
algoritmu UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) si muzeme
piedstavit zhruba takto:
e Vypocteme vzdalenosti mezi vSemi moznymi dvojicemi sekvenci a sestrojime matici
vzdalenosti. Hodnotu vzdalenosti muzeme ziskat napt. tak, Ze zjistime
normalizovanou hodnotu podobnosti (kap. 5) a odecteme ji od jednicky.
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e V matici vzdalenosti ur¢ime nejnizs$i hodnotu a tedy par sekvenci, které jsou si
nejblizsi. Tyto sekvence spojime prostfednictvim dvou vétvi a uzlu — hypotetického
spolecného ptredka. V matici nahradime dvojici tadkti a sloupcti odpovidajici
propojenému paru jednim fadkem a sloupcem pro pravé vytvoieny uzel. Hodnoty pro
uzel vypocteme jako aritmeticky primér hodnot pro vychozi dvojici OTU.

e Takto jsme ziskali matici, ktera obsahuje o jednu OTU méné neZ matice vychozi.
Nyni cely postup opakujeme, dokud nepropojime vSechny OTU.

Metoda UPGMA je dost ndzorna na to, aby zabydlela nasi pomyslnou svétle Sedou skiiiku. Je
to ale metoda zalozena Cist¢ na analyze podobnosti fenotypti — viibec nevyzaduje predpoklad
evoluce, a tudiz nebere v ivahu ani takové faktory, jako je rozdilna rychlost evoluce (rozdilné
mnozstvi mutaci) v jednotlivych vétvich. Pro praktickou analyzu sekvenci se proto piili§
nehodi, protoze pravé pii nestejné evolucni rychlosti jednotlivych vétvi generuje artefakty.
Tomuto problému se vyhybd metoda miniméalni evoluce (ME), ktera se snazi minimalizovat
soucet délky vétvi; je vSak pomé&rmné vypocetné narocna. Jeji aproximaci vSak je asi nejcastéji
pouzivand vzdalenostni metoda konstrukce dendrogramu, NJ (neighbor-joining; Saitou a
Nei, 1987; OOta a Saitou, 1999). Algoritmus NJ vychdzi z konstrukce hvézdicovitého
,herozliSeného* stromu, v némz z jediného centralniho uzlu (multifurkace) vychazeji vétve ke
vSem koncovym OTU. Postup je, podobné jako v ptipadé UPGMA, iterativni — algoritmus
postupné spojuje dvojice uzll tak, aby vzdy co mozna minimalizoval soucet délek vétvi.
Spojena dvojice je v kazdém kroku nahrazena hypotetickym predkem, coZ snizi pocet vétvi
(,,paprskt hvézdice*) o jednu, a tento postup se opakuje, dokud nezbude dendrogram, ktery
obsahuje pouze bifurkace.

Strom zaloZeny pouze na porovnani fenotypl oznacujeme jako femogram, strom, ktery se
snazi byt i rekonstrukci evolu¢ni historie, jako fylogram. Metoda UPGMA tedy produkuje
fenogram, ME a NJ fylogram. Rovnéz nasledujici skupina metod je urcéena ke konstrukci
fylogramd.

Znakové metody zachazeji se sekvenci jako se souborem nezavislych znaki, které
odpovidaji jednotlivym bazim nebo aminokyselinam. Metody ze skupiny maximum
parsimony (MP) hledaji dendrogram odpovidajici minimdlnimu Uhrnnému poctu mutaci
nezbytnych k dosazeni pozorovaného stavu.”® Vysledny strom vznika jako konsensus stromil
pro jednotlivé pozice; ,,nejlepSich® stromli mize byt 1 vic. V Givahu jsou pfitom brany pouze
»fylogeneticky informativni pozice®, to jest ty pozice, které umoznuji konstrukci
jednoznaénych stromt; program tedy vyuzivd jen zlomku dostupnych dat. Metody MP se
pouzivaji pomérné malo, protoze jsou dost nachylné k artefaktim, jestlize od evoluc¢niho
oddéleni zkoumanych sekvenci uplynula dlouha doba, a tudiz se nahromadilo mnoho mutaci
(artefakt vzajemného ptitahovani dlouhych vétvi — long branch attraction). Citlivé jsou t€Z na
rozdilnou rychlost evoluce v jednotlivych liniich (Brinkman a Leipe 2001, Felsenstein 2004).

Z hlediska spolehlivosti vysledku asi nejlepsi z ,klasickych® metod je hledani
,hejvérohodnéjsich stromi* — metoda maximum likelihood (ML; Felsenstein, 1981). Metoda
ML prohledava vsechny mozné dendrogramy (piipadné pii pouziti heuristickych postupt jen
jejich c¢ast), a pro evoluéni scénai odpovidajici kazdému =z téchto stroml stanovuje
pravdépodobnost, s jakou mohl generovat soubory znaki, odpovidajici vlozenym datiim. Bere
ptritom, na rozdil od metody MP, v uvahu vSechny pozice. Vysledek si mizeme piedstavit
zhruba jako MP strom, v némz je pocet mutaci na jednotlivych vétvich ptizptisoben délce
vétvi. Podstatnou nevyhodou této metody je jeji velkd vypocetni naroCnost — i pii pouziti
dobrych heuristickych aproximaci se vypocet pro soubory ¢itajici n¢kolik desitek sekvenci
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(v€etné¢ nalezitého vyhodnoceni tfeba metodou bootstrapping — viz 10.3.) stdva fadovému
uzivateli nedostupnym.

I v ptipadé konstrukce dendrogramii plati, Ze dva je vic nez jeden, a Ze pokud to lze, méli
bychom studovana data zpracovat vice metodami. Ne vSem vysledkim vSak mizeme
ptisoudit rovnocennou vahu, a rozhodnuti, zda dané metod¢ budeme vétit, mize do jisté miry
zéaviset 1 na tom, jak vypada vysledny dendrogram. Neznamena to, ze vyhodime vysledky,
které se nam nelibi: pouze napt. nebudeme vétit vysledkim MP, pokud dendrogram vypada
jako kytice dlouhych vétvi spojenych blizko u kotene, protoze vime, Ze pravé na takovych
datech uvedend metoda trpi artefakty z pfitahovéani dlouhych vétvi. Prakticky vzdy stoji za to
sestrojit dendrogram metodou NJ, a pokud velikost ulohy dovoli, pouzit také metodu ML.

10.3. Hodnoceni kvality dendrogramu

At uz jsme dendrogram ziskali jakkoli, méli bychom se vzdy pokusit néjak vyhodnotit miru
jeho divéryhodnosti, nez jej budeme interpretovat nebo dokonce prezentovat. Asi nejcastéji
se k tomu pouzivaji vzorkovaci metody, které testuji odolnost (robustnost) jednotlivych vétvi
dendrogramu vacéi zméné (,,poSkozeni) vstupnich dat. Nejbéznéji pouzivany postup,
bootstrapping, si mizeme ve zjednodusené podobé predstavit takto (Obr.10.3.):

e Vychozi mnohocetné piifazeni nastiihame na svislé prouzky o Sifce jedné pozice,
prouzky nasypeme do nddoby a dobfe zamichame.

e 7 néadoby vylovime jeden prouzek, opiSeme jej, vratime zpét a opét zamichame. Takto
vylosujeme a opiSeme tolik prouzki, kolik mélo vychozi ptifazeni pozic. Ziskame tak
,mnohocetné pfifazeni“ (vzorek), vnémz jsou pozice z vychoziho pfifazeni
promichéany a navic nékteré jsou zastoupeny vicekrat a jiné chybi. Zistava vsak
zachovana identita OTU — pozice, které byly nad sebou, ziistdvaji nad sebou a potadi
tadka se neméni.”

e Pravé popsany postup opakujeme, dokud nevyrobime dostate¢ny pocet vzorkl —
pokud mozno nejméné 500, 1épe 1000.%

e Pro kazdy vzorek sestrojime zvolenou metodou dendrogram.

e Nakonec vypocteme ze vSech ziskanych stromt konsensus a pro kazdou vnitini vétev
stanovime, v jaké frakci vzorkl byla nalezena. (Mizeme to chapat tak, ze kterakoli
vnitini vétev rozdé€luje strom na dvé ¢asti; pocitdme vzdy frakei vzorkl, v nichz byly
od sebe oddéleny tytéz dvé skupiny OTU jako v konsensualnim stromu.) Vypoctené
hodnoty bootstrapové podpory (bootstrap values) se Casto konvenéné zapisuji na
nperiferni konce vétvi dendrogramu — znamenaji totiz soucasné¢ frakci priipadi,
v nichz ptisluSny uzel sdruzuje tytéZ OTU jako v konsensualnim stromu (viz Obr.11.1.
—11.3.).

Hodnoty bootstrapové podpory vypovidaji o robustnosti struktury dendrogramu, tedy o tom,
jak snadné ¢i obtizné je tuto strukturu zménit pfidanim ¢i ubrdnim dat stejného charakteru,
jako byla ta vychozi. Zfejmé je vSak nelze interpretovat piimo jako ,,pravdépodobnost, ze
dand vétev je spravnad®. Za spolehlivé se zpravidla povazuji vétve s hodnotami bootstrapové
podpory 90 — 100 %, naopak hodnoty pod 50 % bychom neméli brat piili§ vazné. U nizkych
hodnot bootstrapové podpory si nepomiizeme ani tehdy, kdyZ danou vétev ziskdme nékolika
metodami. Jak vystizné formuloval J. Felsenstein v manudalu k softwarovému baliku PHYLIP
(1989), dvakrat nezavisle ziskana bootstrapova podpora 51 % se pfili§ neli§i od dvakrat
nezavisle ziskanych 49 %, za kterymi by nam nestalo za to se ohliZet.
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Obr.10.3. Princip konstrukce a hodnoceni dendrogramu s vyuzitim bootstrappingu.

Kromé¢ testovani robustnosti dendrogramu vzorkovacimi metodami zejména u heuristickych
postupt stoji za to vyzkouset, jak struktura stromu reaguje na permutaci (zménu potradi)
OTU v zaddvaném piifazeni. Nékteré programy dovoluji permutaci sekvenci (jumble) jiz pti
vlastnim vypoctu s tim, ze vysledny konsensualni strom zahrnuje jak bootstrapové vzorky, tak
1 permutace poradi druhi.

10.4. Prakticka konstrukce dendrogramu

Soustfed'me se nyni na typickou situaci molekularniho biologa, ktery si chce ,,udé€lat poradek*
v pocetné genové rodin€, u niz zna zastupce z n€kolika modelovych organismut. Nevi vsak,
kolik z téchto zastupct predstavuje davné paralogni linie, jejichz funkce se hluboce riizni, a
které jsou ,,pouze* produkty pomérné¢ neddvnych genovych duplikaci. Dobrou cestou
k ziskani odpovédi na tyto otdzky je konstrukce stromu; prakticky tedy jde o to, jak vytvofit
dendrogram pro né€kolik desitek nepftili§ dlouhych sekvenci proteinil.

Prvni, co vzdy stoji za to spocitat, je NJ strom s vysokym poctem cykli bootstrapového
vzorkovani. Pro jistotu bychom se vSak méli pokusit i o jiné postupy — jisté ML, dovoluje-li
to velikost souboru, a pokud z NJ nevychazeji ptili§ dlouhé vétve, také ptipadné 1 MP.

10.4.1. Piiprava vychozich dat

Zasadnim pravidlem, které ma témef povahu zakona (a takovych v biologii moc neni), je ze
kvalita dendrogramu je podminéna kvalitou prifazeni a ta zase kvalitou vstupnich
sekven¢nich dat.** N43 strom nemtize byt lepsi neZ data, na kterych je zalozen, a proto si na
datech musime dat zaleZet. Samoziejmym predpokladem je, Ze sekvence, jimiZz se zabyvame,
jsou pokud mozno spravné (u proteinovych sekvenci odvozenych z genomu by vzdy méla byt
provedena revize struktury genu — viz 9. kapitola) a ze jsme z nich mnohocetné pfifazeni
sestrojili s nalezitou peclivosti (8. kapitola).
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Mnohocetné pfifazeni, jakkoli optimalizované, v§ak obvykle nemtzeme pouzit ke konstrukci
dendrogramu bez dalSich Gprav. PredevS§im pfi pouziti znakovych metod totiz vétSinou tiSe
predpokladame, ze se sekvence vyvijely prostiednictvim bodovych mutaci. Dokonce i u
nc¢kterych metod vzdéalenostnich je zachdzeni sjinymi nez substituénimi mutacemi
problematické. Zatimco pro vypocet vzdalenosti sekvenci, které hromadily pouze bodové
mutace, mizeme pouzit nékterou ze standardnich substitu¢nich matic (5.3.), uz s cenou za
otevieni a prodlouzeni mezery mohou nastat potize, zejména jestlize pracujeme
s bootstrapovymi vzorky. Uz vilbec si pak neumime poradit se situaci, kdy ncktera ze
studovanych sekvenci podlehla rozséhlejSim prestavbam, tieba vlozeni transpozonu ¢i ztraté
nebo naopak zisku exonu.

Proto je nezbytnym krokem selekce (,.filtrace®) dat — musime ru¢né vybrat jen ty oblasti
pfifazeni, které uvedeny ptfedpoklad spliiuji (Brinkman a Leipe 2001). Zejména musime
ofezat ty useky, v nichz se ndm sekvence bud’ nepodafilo pfifadit, nebo piifazeni vypada
podeziele — napiiklad obsahuje vicero kratkych mezer. Zbude-li nam dostatek pozic pro
analyzu, neuskodi, kdyz vypustime dokonce vSechny pozice, v nichz aspon jedna ze sekvenci
pfifazeni obsahuje mezery (delece ¢i inzerce nckolika maélo znakli vSak nekdy musime
tolerovat — kdybychom je vyloucili, nic by ndm z dat nezbylo). Zbyvajici dobfe ptifazené
useky, které zpravidla odpovidaji konzervativnim doméndm, pak prosté pospojujeme. Takovy
zdsah do dat mlze na prvni pohled vypadat jako nezdivodnitelnd svévole, avSak opak je
pravdou. Kdybychom totiz v datovém souboru nechali useky, které nevyhovuji
ptedpokladanému modelu evoluce (hromadéni bodovych mutaci), pracovali bychom
s kontaminovanymi daty, coz by zfejm¢ zkreslilo vysledky. Naopak vyhodime-li
nedopatfenim néco, co mélo zistat (tfeba proto, Ze jsme pftili§ divétovali CLUSTALu a
nechali jsme si do pfifazeni zanést vic mezer, nez bylo zdravo), nestane se zase tak velké
nestésti, pokud nam jeSté zbyl dostatek dat — pravdépodobné nanejvySs o néco poklesne
prikaznost vysledku. Ostatné pii bootstrapové analyze vlastné také nahodile vybranou ¢ast
dat zdmérné vylu€ujeme, a sledujeme, nakolik to strom ovlivni; Ize ocekavat, ze pfinejmensim
vétve s vysokou bootstrapovou podporou neohrozi ztrata nevelké Casti dat, o nichz mame
pochybnosti.*

10.4.2. Metoda NJ (neighbor-joining)

Ke konstrukci dendrogramu metodou NJ mizeme vyuzit nékolik volné dostupnych programd.
My se zde zaméfime piedev§im na postup vyuzivajici ndstroji z dnes jiz klasické
Felsensteinovy sady programti PHYLIP. Dotkneme se vSak i dvou modernéjsich, rychlejsich,
z hlediska obsluhy jednodussich, ale zato méné nazornych metod vypoctu NJ dendrogram?.
Softwarovy balicek PHYLIP (Phylogeny Inferrence Package;, Felsenstein, 1989;
Felsenstein, 1996) obsahuje nékolik desitek programi, urcenych ke konstrukei a
vyhodnocovani fylogenetickych stromt na zdkladé dat nejrtiznéjsiho typu. Programy pro praci
se sekvencemi DNA a proteint jsou pouze zlomkem celé nabidky. Celou sadu programi,
kterd predstavuje vskutku klasické dilo molekuldrni fylogenetiky, a pfitom jeji vyvoj
pokracuje dodnes, lze ziskat zdarma z autorovych stranek
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) 1 s velice
dikladnou a ptehledn¢ napsanou dokumentaci. Registrace se sice vyzaduje, ale je spis§
slusnosti nez nezbytnosti.

Jistou nevyhodou je uzivatelské rozhrani a vibec cely zpisob prace s programy sady
PHYLIP, ktery je dédictvim dob z hlediska vyvoje vypocetni techniky dosti ddvnych, a
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u nezvyklého uzivatele, zhyckané¢ho praci ve Windows XP, mutze vyvolavat husi kizi.
Naopak uzivatel, ktery rad vidi ,,tocit kolecka* a ve kterém vyvolévaji nostalgické roznéznéni
mechanické Sici stroje, Warburglv respirometr nebo tieba technické finesy sptahel tramvaji,
bude potéSen, mimo jiné i proto, Ze soucasti distribuce PHYLIPu je plné znéni zdrojového
kédu vjazyce C! Nemusime si znéj nasStésti sami kompilovat spustitelné programové
soubory, protoze ty jiz jsou pfipraveny ke stazeni, dokonce ve verzich pro rizné operacni
systtmy (Unix, Linux, Windows, Mac OS). Instalace je na dneSni poméry nebyvale
jednoduchd, a vlastné ani neni instalaci v pravém slova smyslu — staci rozbalit vSechny
stazené programové soubory do jednoho adresare, do kterého mame pravo zapisu a ve kterém
budeme (proti dnes béznym zvyklostem) drzet pospolu programy i data.

VSechny programy, které ke konstrukci NJ stromu budeme potiebovat, béZzi v okné
ptikazového tadku (command prompt, emulace MS-DOS), pouzivaji velmi podobné
negrafické uZivatelské rozhrani, umoziujici ovlddani pomoci vybéru z menu
prostfednictvim jednopismenovych ptikazti (Obr.10.4.), a dodrzuji konvencni nazvy
vstupnich a vystupnich soubor. Vstupni data se vzdy nachdzeji v souboru nazvaném
infile (krom¢ stromii ve formatu Newick, které sidli v souboru intree); vystupni
soubory se jmenuji outfile (textové soubory jiné nez stromy), outtree (stromy),
popiipadé plotfile (grafické soubory).84

Vlastni konstrukce NJ stromu pro sadu proteinovych sekvenci probiha takto:

e Piipravime vstupni data (,ofezané“ mnohocetné piifazeni) v podob¢ textového
souboru ve formatu PHYLIP(i) (viz 8.1.). Tento soubor zkopirujeme do adresaie
s programy sady PHYLIP a pfejmenujeme na infile (bez piipony).

e Ze vstupnich dat odvodime sadu bootstrapovych vzorka (nejlépe aspon 500) za
pouziti programu SEQBOOT, ktery spustime poklepanim na jeho ikonu. Parametry
muzeme nastavit podle legendy Obr.10.4.; vyznam dalSich volitelnych nastaveni
tohoto 1 ostatnich programt je dikladné popsan v dokumentaci. Program ndm vytvofti
soubor outfile. Nyni zadresafe odstranime (piejmenujeme ¢i piestéhujeme)
puvodni infile apak outfile pfejmenujeme na infile. VeSkeré meziprodukty
stoji za to néjakou dobu uchovévat — tytéz bootstrapové vzorky mizeme pouzit i pro
konstrukci dendrogramu jinou metodou.

e Pro vSechny vzorky spocitime matici vzdalenosti programem PROTDIST; musime
pritom pouzit volbu ,,multiple data sets* a znovu zadat pocet vzork. Mizeme si také
vybrat substitu¢ni matici. Tento krok je nejpomalejsi, jeho trvani roste s druhou
mocninou poctu sekvenci. Pii konstrukci dendrogramu ze sekvenci DNA bychom
postupovali obdobn¢, ale pouzili bychom program DNADIST; po skoncéeni opét
odstranime infile a pak pfejmenujeme outfilena infile.

e Pomoci programu NEIGHBOR vypoéteme NJ stromy pro kazdy vzorek. Opét
musime zadat pocet vzorkl jako v ptfedchozim kroku; navic miizeme specifikovat, zda
se ma permutovat poradi sekvenci (implicitni nastaveni, doporuc¢eno) a zda strom ma
byt zakotfenény (pokud ne, program bere prvni sekvenci jakozto formalni ,,outgroup®).
Mohli bychom také namisto metody NJ zvolit UPGMA, ale uz vime, ze chceme-li
ziskat fylogram a ne fenogram, neni to radno. Vystupem jsou tentokrat dva soubory —
outfile a outtree. Odstranime outfile a pfejmenujeme outtree na
intree.

e Konecny konsensualni strom a hodnoty bootstrapové podpory ziskdme pomoci
programu CONSENSE (méli bychom nastavit kofen ¢i ,,nezakofenénost stromu
stejné€ jako v predchozim kroku). Vystupni soubor out £ile obsahuje vysledny strom
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vcetné hodnot podpory v textovém formatu; v souboru outtree je strom ve formatu

Newick.
Pokud NJ stromy konstruujeme casto, stoji za to cely postup automatizovat pomoci
davkového souboru MS-DOS (MS-DOS batch file), ktery postupné vyvolava uvedené
procedury a provadi veSkeré nutné manipulace se soubory (Obr.10.5). Davkovy soubor
napiSeme v textovém editoru, umistime do adresaie s programy PHYLIP a daty a opatiime
pfiponou *.bat, ¢imZ se stane spustitelnym. Piikazy, které bychom méli zadavat
interaktivné z klavesnice, musime pro kazdy program zvlast zapsat do textového souboru (s
libovolnou ptiponou — v uvedeném piikladu * . dat) ptesné v tom potadi, v jakém bychom je
zadavali ru¢né.

Bootstrapping algorithm, version 3.6a2.1

Settings for this run:
Sequence, Morph, Rest., Gene Freqs? Molecular sequences
Bootstrap, Jackknife, Permute, Rewrite? Bootstrap
Block size for block-bootstrapping? 1 (regular bootstrap)
How many replicates? 100
Read weights of characters? No
Read categories of sites? No
Write out data sets or just weights? Data sets
Input sequences interleaved? Yes
Terminal type (IBM PC, ANSI, none)? (none)
Print out the data at start of run No
Print indications of progress of run Yes

NFOoOHEHOS®YWLUO

Y to accept these or type the letter for one to change

Obr.10.4. Uzivatelské rozhrani programu ze sady PHYLIP — piiklad programu SEQBOOT, ktery ze
zadané¢ho mnohocetného pfifazeni generuje sadu bootstrapovych vzorkd. Chceme-li napt. zménit pocet vzorkl
na 500, zadame R, na nasledujici otdzku po poctu replikaci zaddme 500 a parametry schvalime zadanim Y.
Program si poté vyzada zadani libovolného lichého ¢isla k odstartovani generatoru ndhodnych ¢isel (random
number seed), zadame tfeba 7.

Davkovy soubor unrooted.bat: Datové soubory se vstupnimi pfikazy:
segboot <Chootin dat >

copy outfile ocutfilel: bootin.dat: 'stin.dat:l

ren infile infile0 i R ;
ren.outfile infile... . 500 1. multiple data sets
protdist < distin.dat Y 2. data, nikoli vahy
copy outfile outfileZ; 7 3. pocdet vzorki
del infile * Yo T

ren outfile infile manipulace || neiin.dat: - matice: PAM
neighbor < neiin.dat| se soubory spustit: yes

ren cutfile ocutfile3 500

copy outtree treed M . — specifikace

del infile Y 5 9 o

ren outtree intree St?l:tge'.le;a\.t’]nil poctu vzorkil
consense < coin.dat nahodnych cise

ren outfile output. txt - - uéténi progsramu beze zmén
copy outtree tree ggfg;gggé Spustenl progr beze eny
del intree Y « prednastavenych parametri

Obr.10.5. Vypis davkového souboru pro automatizaci konstrukce nezakoienéného NJ stromu pomoci
programového baliku PHYLIP postupem uvedenym v textu. Vychozi pfifazeni (ve formatu PHYLIP) se
zadava v souboru infile, vystup se objevi jako output.txt (textovy format) a tree (format Newick).
Posloupnost piikazti v souboru bootin.dat pfesné¢ odpovida postupu z legendy k Obr.10.4.

Grafickou prezentaci stromu mizeme zhotovit nékolika zptisoby. PHYLIP sam nabizi dva
programy na kresleni stromi — DRAWTREE pro nezakofenéné a DRAWGRAM pro
zakotenéné dendrogramy; strom ve formatu Newick do nich zadavame prostiednictvim
souboru intree.® Oba dovedou vyprodukovat vystup (plotfile) vtfad¢é formath vcetné
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,obecného postscriptu, ktery lze importovat do nékterych kreslicich programt (napf.
CorelDraw) pro dalsi grafické upravy. K dispozici jsou také bitmapové formaty *.pcx a
*.bmp o omezeném rozliSeni a stard verze ,,scén“ pro PoVRay (viz 8.3.), ktery vytvari
obrazy sice graficky puisobivé, ale pro pouziti v publikaci mozna az pfili§ extravagantni.®® Pro
malé dendrogramy moznad vibec nejjednodussi, i kdyz nepftili§ elegantni, je obkreslit
v n¢jakém grafickém editoru (jako je tfeba CorelDraw, nebo prinejhor§im i kreslici funkce
MS Wordu) textovy strom ze souboru outfile. Hodnoty bootstrapové podpory musime
vSak v kazdém piipad¢ dopsat ruéné podle souboru outfile, poptipad€¢ vyjadiit vhodnymi
symboly na uzlech stromu (viz Obr.11.1 az 11.3). Strom ve formatu Newick lze také pouzit
jako vstup pro mnohé dalsi programy s SirSim vybérem grafickych moznosti; dva z nich
budou diskutovany dale.

Konstrukce NJ stromu pomoci programt sady PHYLIP je velmi nazorna, dovoluje sledovat
vSechny kroky a nastavovat fadu parametrti, avSak je pomérné narofna na ruéni praci
uZivatele i ¢as. Zejména v systému Windows programy zdaleka nevyuzivaji vSech moznosti
pocitace a jsou dosti pomalé (viz Tab.10.2.). Proto zde zminim asponi dva z programu, které
nabizeji rychlejsi a z hlediska obsluhy jednodussi alternativy.

S prvnim znich jsme se jiz setkali v kapitole 8.2.1. — jednoduché¢, avsak velmi vykonné
nastroje pro konstrukci NJ stromu totiz obsahuje Clustal X (Thompson et al., 1997). Metoda
CLUSTAL vytvaii mnohocetné pfifazeni na zaklad¢ ,,vad¢iho stromu‘ ziskaného praveé
metodou NJ, takze dendrogram touto metodou spocitat dovede. Ke konstrukci dendrogramu
mizeme vyuzit jak pfifazeni Cerstvé vytvorené metodou CLUSTAL v samotém programu
Clustal X, tak i pfifazeni vytvofené jinym programem a importované ve formatu *.aln ¢i
FASTA (viz 8.1.). Nemusime se zabyvat ani odstrafiovanim mezer, protoze program pro
vypocet dendrogramu dovede ignorovat vSechny pozice s mezerami (pfepina¢ v menu Trees —
Exclude positions with gaps). Sama konstrukce stromu je velmi jednoducha — staci vybrat
ptikaz Trees — Bootstrap N-J tree a zvolit poCet bootstrapovych vzorki a libovolné liché ¢islo
pro odstartovani generatoru nahodnych cisel. Ostatni parametry (napf. substitu¢ni matici)
nastavujeme pies nabidku Alignment — Alignment parameters. Vystupem je soubor s ptiponou
* .phb, ktery obsahuje dendrogram v rozsitené verzi formatu Newick, pfipoustéjici 1 zapis
hodnot bootstrapové podpory (v hranatych zavorkach u kazdé vétve).®” Konstrukce stromu
programem Clustal X je velice rychld (Tab.10.2.), nevyhodou je pomérné mald moznost
zmény piednastavenych parametrii a nepfili§ podrobnd dokumentace (asponi ve srovnani
s PHYLIPem). Nelze se napt. snadno dopatrat toho, zda program permutuje poradi sekvenci
v bootstrapovych vzorcich a zdali si vypocet nezjednodusuje heuristicky, jak by rychlost
naznacovala.

Distribuce programu Clustal X obsahuje i dva samostatné programy pro vizualizaci
dendrogramii ve standardnim newickovském formétu i v jeho rozsifené verzi s hodnotami
bootstrapové podpory; jsou tedy vhodné i pro prezentaci stroml vytvorenych tfeba pomoci
sady PHYLIP. Oba programy dovedou zapisovat grafické soubory ve formatu Postscript
(*.ps), ktery lze dale editovat béznymi komerc¢nimi grafickymi programy. Program
UNROOTED vytvafi nepfili§ pohledné hvézdicovité stromy podobné tém z programu
DRAWTREE (v¢etné toho, Ze neumi vypsat hodnoty podpory jednotlivych vétvi). Program
NJPLOT vsak poskytuje mnohem vic moznosti — nejen ze do obrazku piSe i hodnoty
bootstrapové podpory, ale dovoluje i1 ,,prestavbu® stromu otd€enim vétvi (Obr.10.2.) a
interaktivni zménu outgroup (ptikazy Swap nodes a New outgroup).
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Zajimavy kompromis mezi bohatymi moznostmi uzivatelského nastaveni sady PHYLIP a
rychlosti a ptijemnym grafickym rozhranim programu Clustal X poskytuje Treecon (Van de
Peer a De Wachter, 1994). Piijima vstupni data v n¢kolika formatech (vetné obou verzi
formatu PHYLIP) a navic obsahuje uzitecny ndstroj na konverzi forméati mnohocetného
ptitazeni ForCon (viz 8.1.). Postup prace s programem prakticky sleduje pofadi tlacitek
v interaktivnim grafickém menu:

e Vprvnim kroku (Distance estimation) vytvorime bootstrapové vzorky a spocteme
matice vzdalenosti. Je nutné specifikovat typ dat a format souboru, vybrat ze
vstupniho pfifazeni sekvence, které budou zahrnuty do analyzy (obvykle vSechny) a
v dal$im kroku vyvolat nabidku ,,Bootstrap analysis — Yes®, ktera otevie dialogové
okno k vybéru poctu bootstrapovych vzorkl. Program také dovoluje volit z n¢kolika
riznych postupi vypoctu vzdalenosti, a umoziuje dokonce brat v ivahu mezery
(jist&j$i vSak asi je mezery vypustit).

e Nasledujici krok (Infer tree topology) je piiblizn¢ obdobou programu NEIGHBOR;
op¢t musime urcit pocet bootstrapovych vzorki.

e V dalsim kroku (Root unrooted trees), ktery zhruba odpovida programu CONSENSE,
program vyzaduje opétovné zadani poctu bootstrapovych vzorkd a volbu ,,outgroup®
dokonce i1 pro nezakofenény strom (piipomeiime si, ze i1 PHYLIP zachézi
s nezakofenénymi stromy jako se zakofenénymi, uzivatel vS§ak nema na vybranou —
roli outgroup vzdy hraje prvni sekvence v pfifazeni).

e Poslednim krokem je vizualizace stromu (Draw phylogenetic tree). Nevyhodou
programu Treecon je, ze pouziva vlastni format zapisu stromti * . t rc, nekompatibilni
s formatem Newick. Umi vSak stromy ve formatu Newick cili ,,New Hampshire
bracket format® otvirat a editovat, pfi¢emz poskytuje vice moznosti nez NJPLOT.
Vytvofeny strom otevieme piikazem ,,File — Open — (new) tree® a po piipadné
grafické¢ upravé jej mizeme ulozit ve formatu *.trc. Treecon umi jen posilat
vystupy na tiskdrnu ¢i na obrazovku a kopirovat vystup z obrazovky (o nevalném
rozliSeni) do schranky (Clipboard) ptikazem ,,File — Copy“. Tento nedostatek lze
nepiili§ elegantné obejit tim, Ze na fiktivni port FILE : instalujeme postscriptovou
tiskdrnu, ,,odchytime* do souboru vystup ve formatu PostScript a ten pak importujeme
do vhodného grafického editoru.®

10.4.3. DalSi metody konstrukce dendrogrami

Navzdory jiz zminovanym nevyhoddm nékdy stoji za to pocitat dendrogram také metodou
maximum parsimony (MP), i kdyz neni pfili§ vhodna pro sekvence s proménlivou frekvenci
mutaci jednotlivych pozic (coz je obvyklé u proteintl). Pracujeme-li v§ak s pocetnymi soubory
sekvenci, pro které¢ nelze hledat nejvérohodnéjsi strom (viz nize), je metoda MP prakticky
jedinou jednoduse dostupnou moznosti, jak dospét k dendrogramu jinak neZ algoritmem NJ. I
kdyz je MP pro néktera data vyrazné¢ méné spolehliva nez NJ, lze pfi dobré bootstrapové
podpoie pokladat shodu mezi NJ a MP za dobry doklad spravnosti dendrogramu, i kdyz
ziejm¢e jen pro stromy, které neobsahuji shluky dlouhych vétvi. Naopak tam, kde mame
podezieni, Ze od divergence studovanych sekvenci uplynula dlouhd doba a doslo k mnoha
evoluénim zménam, bychom se méli pouzivani metody MP vyvarovat.

Sada programi PHYLIP obsahuje nastroje na konstrukci MP stromt pro sekvence DNA
(DNAPARS) i proteini (PROTPARS). Pribéh vypoctu je obdobny jako pro NJ dendrogram
(10.4.2.), az na to, Ze stanoveni matic vzdalenosti a naslednd konstrukce dendrogramii
z bootstrapovych vzorki jsou nahrazeny jedinym krokem — vypoctem dendrogrami metodou MP.
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Postupujeme tedy tak, ze vuvedeném poradi aplikujeme programy SEQBOOT (piiprava
bootstrapovych vzorkit), DNAPARS nebo PROTPARS (vypocet MP stromil pro vSechny vzorky)
a CONSENSE (stanoveni konsensuélniho stromu a hodnot bootstrapové podpory). Metodu lze
automatizovat pomoci davkovych soubori podobné jako v pfedchozim pfipadé, a také trvani
vypoctu je srovnatelné s konstrukci dendrogramu metodou NJ (Tab.10.2.).

Tab.10.2. Porovnani vybranych metod konstrukce dendrogramu pro soubor 10 sekvenci aminokyselin
vybranych ¢lend nadrodiny regulatord malych GTPaz REP/GDI (viz téz kap. 8.4.) o délce 365 znakli. Vypocet
probéhl na PC s opera¢nim systémem Windows XP, procesorem Pentium 4 (2,66 GHz), 512 MB RAM, ve vsech
ptipadech byl pouzit bootstrap s 500 cykly vzorkovani. V piipadé oznaceném hvézdickou byla pouzita volitelna
presnéjsi, ale pomalejsi metoda.

Metoda | Program Trvani Konsensualni strom (vétve s podporou nad 80 %
vypoctu tucné, nad 90 % bile na ¢erném pozadi)
NJ PHYLIP/NEIGHBOR | 9 min (TSN A EEN (c.B) . 1), J)
NJ TreeCon 1 min (RSN YY) | .5 (6.H),1),9)
NJ Clustal X ménénez30s | (( (r (G,H)),I),J)
MP PHYLIP/PROTPARS 4 min (( (I!( (lm’ (C,D)),F), u (G,H)),I),J)
ML* PHYLIP/PROML 2h 53 min (((M( )), &, M (6,H),I),J)
ML PHYLIP/PROML 1 h 7 min X ([ (2, B) KB ), (E, F) ﬂ (G,H)),I),J)
ML PHYML 57 min (MY, c, D)), (E,F) ), I),J)

Idedlni je, mizeme-li kromé¢ NJ dendrogramu vypocitat také ,nejvérohodnéjsi“ strom
metodou maximum likelihood (ML). Ne vzdy je to prakticky proveditelné, protoze Casova
naroc¢nost vypoctu dramaticky roste s poctem sekvenci, a mirné€ i s jejich délkou (Tab.10.3.).
U velkych souborti se musime ¢asto smifit s vyrazné niz§im poctem bootstrapovych vzorku,
nez je obvyklych nékolik set, a u hodné velkych soubori Citajicich nékolik set sekvenci ML
dendrogram na bé&zném PC prosté nespocteme. Rozhodné se vzdy vyplati vyzkouset, jak
dlouho trva vypocet pro jednu sadu sekvenci, diiv nez spustime analyzu se sadou

bootstrapovych vzorkd.

Tab.10.3. Porovnani rychlosti vypoc¢tu jednoho ML dendrogramu (bez bootstrapu) pro rizny pocet sekvenci.
Pouzity hardware byl stejny jako pro Tab.10.2., vypocet probihal na pozadi (coz je stejmé divodem promeénlivé
rychlosti). Pfifazeni o délce 118 pozic bylo vybrano z dat pouzitych ke konstrukci dendrogramu FH2 domén v
(Cvrckova et al., 2004b). Ve sloupci oznaceném hvézdickou bylo analyzovano pfifazeni polovi¢ni délky, ziskané
odstfizenim poloviny kazdé ze sekvenci ve vychozim souboru.

Metoda 10 sekvenci 15 sekvenci | 30 sekvenci | 30 sekvenci* | 60 sekvenci

PROML (pomalu, piesn¢) 20 s 45s 7 min 35 s 4 min21s 35min 12 s
PROML (rychle, piiblizZné) 10s 27s Iminls I min2s 4 min 21 s
PHYML 5s 7s 21's 13s 46 s

K praktickému vyhledavani ML dendrogramu miizeme opét pouzit programy ze sady
PHYLIP — DNAML pro DNA a PROML pro proteiny. * Postup jejich pouZiti je stejny jako
v piipadé vySe popsané konstrukce MP stromu, pouze v popsané procedufe pouzijeme
DNAML, popiipadé PROML, namisto DNAPARS ¢i PROTPARS. Oba programy vyuzivaji
heuristickych postupii a umoznuji zvolit bud’ rychlé, ale méné piesné, nebo presné, avsak
pomalejsi provedeni. I pfi pouziti ,,rychlé” metody vSak vypocet trvd vyrazné déle nez u
ostatnich dosud zminénych metod.

Vyraznou usporu ¢asu piindsi heuristicky postup pouzivany programem PHYML (Guindon a

Gascuel, 2003), dostupnym na http://atgc.lirmm.fr/phyml/ dokonce i v online
verzi (viz Tab.10.2 a Tab.10.3.). Program navenek vypada podobné jako ndstroje sady
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PHYLIP a je s nimi kompatibilni; 1ze jej tedy ,,nakrmit* tieba daty vytvofenymi programem
SEQBOOT a z vystupniho souboru vyrobit konsensudlni strom pomoci CONSENSE. Autofi
sami varuji pfed moznymi artefakty pfi analyze sekvenci, které obsahuji oblasti o dramaticky
odlisné evolucni historii (jako piiklad uvadéji ztetézené sekvence nékolika genti, které se
bézné pouzivaji ve fylogenetice organismu, ale totéz riziko hrozi i u sekvenci gent, které
vznikly spojenim nékolika domén).

V praxi je nékdy volba metody politovanihodné snadné: jediné, co stoji za to pocitat pro
hodné¢ divergentni sekvence, je NJ a ML, a jediné, co technicky /ze spocitat pro velkou sadu
dat, je NJ a MP, takZe radi ziistaneme u metody neighbor-joining. Mame-1i $tésti, mizeme
porovnat vSechny tii metody. V tabulce 10.2. je velmi stru¢né shrnut jeden takovy ptipad —
totiz analyza nadrodiny regulatort malych GTPaz REP/GDI (viz téz Zarsky et al., 1997).%
ZjednoduSeny zapis topologie dendrogramu s vyznacenim vétvi s vysokou bootstrapovou
podporou ukazuje na dobrou shodu téméf vSech pouzitych postuptt — s jedinou vyjimkou
(metoda MP, u niz se lze obavat nepiesnosti) je vétveni stromu stejné, 1isi se jen hodnoty
bootstrapové podpory. VSechny metody se také shoduji na velmi vysoké bootstrapoveé
podpote dvou vétvi. Jedna z nich oddé€luje (bereme-li strom jako nezakofenény) skupinu genti
A aZz F od genlt G az J a vymezuje tedy vzajemné rodiny REP a GDI, druh4 spojuje
dohromady sekvence A a B, které ziejm¢ vznikly nedavnou duplikaci genu pro GDI
v Arabidopsis (Obr.10.6.).

D
C HsGDI1
CeGDI1

ScMRS6

ABtGDI3 CyY67D2

J

HsREP2
I

Obr.10.6. Topologie vétsinového konsensualniho stromu z tabulky 10.2. s vyznacenim vétvi, které ziskaly
vice nez 90 % podporu vSemi metodami. Zobrazen je nezakofenény NJ strom sestrojeny pomoci programt sady
PHYLIP.

Uzavieme nyni naSi cestu za fylogenetickym stromem, kterd zacala vlastné jiz ,hratkami‘
s formaty sekvenci a prohledavanim databazi v pocatecnich kapitolach, tfemi konkrétnimi
priklady zna$i laboratofe. VSechny tfi se tykaji ponckud nestandardni aplikace
fylogenetickych metod — totiz jejich vyuziti ke studiu ptibuzenskych vztahii ve velkych
genovych rodinach s fadou vzajemné paralognich ¢lend.
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11. T¥i priklady na zavér

Soustied'me se na zavéer na tii ptiklady bioinformatické analyzy velkych genovych rodin u
krytosemennych rostlin. Pokusime se na nich demonstrovat nejen postup od identifikace genii
az po konstrukci a interpretaci dendrogramu, ale i nékteré¢ biologické problémy, u nichz
mohou bioinformatické piistupy ptispet jak k formulaci feSitelnych otazek, tak i1 k hledani
experimentalnich cest smétujicich k odpovédim.

Prvnim ptikladem je vcelku pfimocard analyza rodiny rostlinnych homologii proteinu Exo70 —
jedné z podjednotek komplexu Exocyst, ktery se u hub a Zivocichli uc€astni konecnych krok
exocytozy a ziejme se podili mj. na uréeni mista v rdmci bunééného povrchu, kde ma dojit k fazi
sekretorickych vackti (Obr.11.1.). Rostlinné homology vsSech podjednotek Exocystu byly
identifikovany v databazich metodou BLAST. Po revizi genové struktury byl zkonstruovan
dendrogram metodou NJ pro vSechny homology z Arabidopsis a dostupnou ¢ast genl z ryze
(Cvrckova et al. 2001, Elias et al., 2003).
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Obr.11.1. Nezakofenény NJ dendrogram rostlinnych prislusniki genové rodiny Exo70 a pribuznych
proteini z hub a Zivo€ichu (podle Elias et al., 2003). Symboly v uzlech stromu vyjadiuji bootstrapovou
podporu v procentech (z 500 vzorkt); At — Arabidopsis thaliana, Os — Oryza sativa, Af — Aspergillus flavus, Nc
— Neurospora crassa, Sc — Saccharomyces cerevisiae, Ca — Candida albicans, Cb — Caenorhabditis briggsae, Ce
— C. elegans, Dm — Drosophila melanogaster, Hs — Homo sapiens, Mm — Mus musculus, Rn — Rattus
norvegicus.

Interpretace vysledkl analyzy rodiny Exo70 je celkem neproblematickd, zejména vzhledem
k tomu ze studovany protein sestava zjediné domény. Piekvapivé a vzrusSujici bylo jen
zjisténi, Ze rostlinné genomy obsahuji celou fadu kopii gent kodujicich proteiny homologni
Ex070, zatimco zivoCichové i houby si vysta¢i sjedinou kopii na genom. Konstrukce
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dendrogramu (Obr.11.1.) pak jasné prokazala, ze série genovych duplikaci u rostlin ziejmée
zapocala dosti ddvno, jesté pred oddélenim jednod€loznych a dvoudé€loznych, protoze lze
identifikovat dobfe podpotfené genové podrodiny obsahujici jak geny z Arabidopsis, tak jejich
protéjsky z ryze. ZmnoZzovani genii vSak pokracovalo i poté, takZze v nékterych podrodinach
nachazime stopy celé série duplikac¢nich udalosti, podobn¢ jako v pfipadé jinych podobné
pocetnych genovych rodin (namétkou miiZeme vybrat tieba rostlinné malé GTPazy tfidy Rop
(Li et al., 1998), nebo nize podrobnéji diskutované fosfolipazy D a forminy). Vysledkem je
stav, kdy sice mizeme jednotlivé geny zatadit do specifickych podrodin, avSak v rdmci téchto
podrodin jiz nelze piimo urcit, které geny riznych druhti jsou vzajemné ortologni.

Podobny obraz poskytuje i pfipad genové rodiny rostlinnych fosfolipaz D (PLD) — enzymt,
které ziejmé& hraji klicovou tlohu v fadé signalnich drah, znichZz nékteré se podileji na
morfogenezi buiky (Elid$ et al., 2002). °' Situace zde viak je slozit&jsi v tom smyslu, Ze
protein obsahuje kromé evolu¢né konzervativni domény charakteristické pro PLD také
sekvencéné variabilni oblasti, ve kterych se mohou nachazet dal$i konzervativni motivy.
Dendrogramy (Obr.11.2.) byly sestrojeny na zaklad¢ té ¢asti sekvence, pro kterou bylo mozno

vytvofit jednoznaéné prifazeni (viz 10.4.1.).
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Obr.11.2. Fylogeneze genové rodiny rostlinnych fosfolipiz D (PLD) a jejich wvztah k
fosfatidylcholinspecifickym PLD (PC-PLD) zivoCicht a hub (podle Elias et al., 2002). Oba stromy jsou
nezakotfenéné, sestrojené metodou NJ, ¢isla uvadéji % bootstrapové hodnoty (z 500 vzork); poloha kofene v
levé casti byla zjisténa konstrukci zakofenéného stromu s bakterialni PLD jakoZto outgroup. Levy strom (A)
obsahuje pouze sekvence z Arabidopsis, ryze a vybranych zivoc¢isnych a houbovych druhti a demonstruje vztah
rostlinnych PLD k zivo¢isSnym a jejich élenéni na dvé skupiny, pravy (B) predstavuje podrobnéjsi analyzu tiidy
C2-PLD, specifické pro rostliny. At — Arabidopsis thaliana, Bo — Brassica oleracea, Ca — Candida albicans, Ce
— Caenorhabditis elegans, Cp — Craterostigma plantagineum, Dm — Drosophila melanogaster, Gh — Gossypium
hirsutum, Hs — Homo sapiens, Hv — Hordeum vulgare, Le — Lycopersicon esculentum, Nt — Nicotiana tabacum,
Os — Oryza sativa, Sc — Saccharomyces cerevisiae, Rc — Ricinus communis, Vu — Vigna unguiculata, Zm — Zea
mays.
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Z analyzy dendrogramu zahrnujiciho PLD z Arabidopsis a ryze a vybrané houbové a
zivo€isné enzymy (Obr.11.2. vlevo) je ziejmé, Ze rostlinné PLD tvoii dvé dobfe oddélené
podrodiny, které se vyznacuji specifickym usporadianim domén. Jedna znich zahrnuje
vSechny doposud experimentalné charakterizované rostlinné proteiny a vyznacuje se
pritomnosti N-koncové C2 domény, ktera vaze fosfolipidy (proto pro né bylo navrzeno
oznaceni C2-PLD). Druhd vétev zahrnuje jak zivoc€isné a houbové proteiny, tak i pomérné
nepocetné a az dosud nepopsané zastupce rostlinné. Vzhledem k ptitomnosti dvou rtiznych
domén vézicich fosfolipidy — PX (phox) a PH (pleckstrin homology) — pro né bylo navrzeno
oznaceni PXPH-PLD.

Podrobnéjsi analyza vétsi, specificky rostlinné rodiny C2-PLD se zahrnutim sekvenci
z dalSich druht (Obr.11.2. vpravo) odhalila stopy vétSiho poctu genovych duplikaci (véetné
nékterych zfejmé pomérné nedavnych). To prakticky vyloucilo identifikaci vzajemné
ortolognich proteinii z rtiznych druhii, podobné jako v pfedchozim piikladu. S vysokou
bootstrapovou podporou (500 z 500 vzorkit) byly vSak urceny dvé podtiidy C2-PLD, jejichz
rozdé€leni zjevné predchazelo rozstépeni rostlinné fiSe na predky dnesSnich jednodéloznych a
dvoudéloznych. Dlouhodobé oddélenou evolu¢ni historii obou skupin pfitom nezavisle
doklada 1 porovnani exon-intronové struktury genii: v jednom piipadé¢ lze strukturu vSech
genu podtiidy odvodit z hypotetického predka s tfemi kédujicimi exony, v druhém pak mél
vychozi (ancestralni) gen exonl osm.

Posledni piiklad — rekonstrukci evolu¢ni historie rostlinnych formini (Cvrckova et al.,
2004b) — zde uvadim také proto, aby se dlouhd tada setkdvani stouto genovou rodinou
v souvislosti s pfedchozimi tématy doc¢kala distojného zakon&eni. > Predstavuje vlastnd
svého druhu souhrn a rekapitulaci témat se kterymi jsme se jiz setkali v pfedchozich dvou
prikladech:

e Forminy jsou proteiny se znacné proménlivou doménovou stavbou. Vsechny sdileji
prakticky jen doménu FH2, proto ke konstrukci fylogenetického stromu pouzita prave
tato doména.

e Dendrogram (Obr.11.3.) ¢leni vSechny rostlinné FH2 domény do dvou evoluéné
starych kompaktnich vétvi (tfidy I a II) s vysokou bootstrapovou podporou. Podobné
dobfe podpofena je i rodina kvasinkovych formind, zatimco nepocetni zdstupci
zivoc¢isnych forminti zatazeni do analyzy jsou roztrouseni po dlouhych vétvich
nejasného postaveni (avSak zjevné vné obou tiid rostlinnych i1 vétve kvasinkové).
Nedavno byla publikovana komplementarni analyza rodiny FH2 domén, soustfedéna
na zivoc¢isné proteiny (Higgs a Peterson, 2005); navzdory ponckud diskutabilni
metodologii a interpretaci také v ni byla nalezena dobie podpofend vétev sdruzujici
kvasinkové FH2 domény.

e Podobné jako u Ex070, i zde Ize v ramci obou hlavnich tfid rostlinnych formint
identifikovat dobre definované podtridy obsahujici zastupce z dvoudé€loznych i
jednodé€loznych rostlin (v obrazku oznaceny malymi pismeny). V ramci podtiid vSak
dochéazelo k dals$im genovym duplikacim, z nichz nékteré jsou pomérné nedavné
(napt. na chromosomu V Arabidopsis byl nalezen shluk Sesti vzijemné blizce
ptibuznych genil). Tyto recentni duplika¢ni udélosti znemoziuji jednoznacnou
identifikaci ortologli nejen mezi jednodéloznymi a dvoud€loznymi rostlinami, ale
dokonce i v rdmci dvoudéloznych (Arabidopsis — tabdk).

e Clenéni rostlinnych forminti na dvé tiidy Ize opét podpofit i porovnanim struktury
genl — zatimco forminy tfidy I jsou kodovany geny s relativné nizkym poctem exonti
(2-6), geny tiidy II sestavaji z minimalné 11, ale az 24 kdédujicich exonil (coz ovsem
vyrazné komplikuje predikci struktury mRNA a proteinu).
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e Dv¢ tfidy rostlinnych formint, identifikované na zaklad¢ analyzy sekvenci FH2
domén, se lisi také celkovou doménovou stavbou: zatimco pro tiidu 1 je
charakteristickd pfitomnost N-termindlni membranové kotvy a transmembranové
domény (nalezena u 22 z 24 analyzovanych zastupcii), forminy tfidy II ¢asto obsahuji
diive nezndmou doménu piibuznou antionkogenu Pten (9 ze 16 =zastupcl; je
pozoruhodné, ze 5 ze 7 formina tiidy II, které tuto doménu nemaji, je ¢leny jiz
zminéného shluku genli na chromozomu V Arabidopsis).

Vsechny tfi ptiklady nas vedou k téze obecné otazce: pro¢ maji (aspon krytosemenné) rostliny
v nékterych genovych rodiniach tolik riiznych paralognich genii, zatimco jiné eukaryotni
organismy (v€etné nds obratlovcil) si vystaci s jednou ¢i nejvySe dvéma kopiemi? Ziejmé to
nebude jen disledek obecné nachylnosti rostlinnych genomi k opakovanym genovym
duplikacim. U mnoha evolu¢né konzervovanych gent totiz i rostliny disponuji pouze jednou ¢i
dvéma variantami, podobné jako ostatni eukaryota. V jedné kopii pfitom u rostlin nachézime i
geny kodujicich proteiny ziejmé uzce funkéné spjaté s koSatymi genovymi rodinami, napiiklad
dalsi podjednotky komplexu Exocyst. Ojedinélé duplikace, vedouci ke vzniku dvou ¢i tfi mirné
divergovanych kopii, bychom snad mohli svddét na nahodu. Pro¢ je ale u rostlin ne-li
preferovano, tedy asponi tolerovano masivni zmnozeni nékterych konkrétnich genti, produkujici
1 vic nez dvé€ desitky variant 1 v pomérné malém genomu Arabidopsis? A proc¢ se tato zdanliva
vyjimka z ptisné darwinovské ekonomie tyka prave téchto gentl, a ne jinych?

Pokud jde o vybér gentl, jednoho z moznych sméri hledani odpovédi jsme se jiz dotkli
v souvislosti s pfedstavou bunky jakoZto sité¢ vzajemné propojenych modula (kap. 10.1.): vice
proménlivosti muzeme ocCekdvat u molekul, které zprostiedkuji komunikaci mezi
jednotlivymi evolu¢né konzervovanymi signalnimi drahami, nez u vnitinich prvki téchto
drah. Vsechny tfi diskutované ptipady by vskutku mohly spadat do této kategorie — Exo70 je
mozné podjednotkou Exocystu zodpovédnou napf. za interakci s cytoskeletem (Wang et al.,
2004), PLD produkuje fosfatidovou kyselinu, na kterou mizeme pohlizet jako na bunééného
,»druhého posla® ovladajicitho napft. také procesy bunécné morfogeneze (i u rostlin — viz
Potocky et al., 2003), forminy zifejmé zprostfedkuji integraci fady regulac¢nich vstupl
ovliviwyjicich nukleaci aktinovych vladken (viz (Cvrckova et al., 2004a).

Nastinény smér uvazovani vSak nevysvétluje, pro¢ ke zmnozZeni prisluSnych geni doslo u
rostlin, ale ne u zivocichii (o zbytku eukaryot toho totiz zatim moc nevime). Nabizeji se
pfinejmensim dveé ponckud spekulativni vysvétleni, kterd propojuje piedstava, Ze zmnoZzeni
kopii genl predstavuje pomérné G¢inny nastroj k zajisténi ,,jemného ladéni, zajistujiciho
optimalizaci funkce v proménlivém prostiedi (Nasmyth et al., 1991):

e Rostliny jakozto prisedlé organismy neschopné lokomoce museji byt schopny
viceméné normalni funkce v daleko §ir§im rozmezi podminek nez organismy, které
dovedou nepiizni prostiedi utéci.

e Podobnou uvahu lze uplatnit i v mikroméfitku. Rostlinné buiiky jsou obklopeny
pevnou bunéénou sténou, kterd je tésné propojena s cytoplazmatickou membranou
prostiednictvim mnoha riznych transmembranovych proteinti; nékteré z nich
zprosttedkuji 1 dalSi propojeni s cytoskeletem. Proto je zejména pohyb molekul
v kortikalnich strukturdch builky omezen ve srovnani s mnohem pohyblivéjSimi
buikami ZivociSnymi. U rostlin 1ze tedy ocekdvat mnohem vétSi heterogenitu
nitrobunééného prostiedi predevsim v kortikdlni vrstvé cytoplasmy, a tedy vétsi
pestrost lokalnich podminek, na né€z jsou jednotlivé izoformy proteinti optimalizovany.
Lze si pfedstavit, Ze zvIast¢ vyznamnou ulohu v rozriizinovani lokéalnich podminek
muze hrat polarni povaha prostfedi v pletivech mnohobunééného organismu, a ze
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zmnozovani gent tedy mohlo jit ruku v ruce s vyvojem mnohobunécnosti rostlinného
typu. Pfipomenime si ostatné, jak vyznamny podil v evoluci mnohobunécnosti
zivoCisné ziejme hrala diverzita molekul bunéénych povrchi.
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Obr.11.3. Nezakoi'enény NJ dendrogram formint, sestrojeny na zikladé sekvenci konzervativni FH2
domény (podle Cvrckova et al., 2004b). At — Arabidopsis thaliana, Ce — Caenorhabditis elegans, Dd —
Dictyostelium discoideum, Dm — Drosophila melanogaster, Fr — Fugu rubripes, Gm — Glycine max, Hs — Homo
sapiens, Hv — Hordeum vulgare, Le — Lycopersicon esculentum, Mm — Mus musculus, Nt — Nicotiana tabacum,
Os — Oryza sativa, Ps — Pisum sativum, Sc — Saccharomyces cerevisiae, Sp — Schizosaccharomyces pombe, St —
Solanum tuberosum. U obou podrodin rostlinych formini je schématicky znazornéno charakteristické usporadani
domén.

Ob¢ hypotézy jsou v principu testovatelné, a to jak standardnimi experimentalnimi postupy
molekulérni biologie, tak 1 pomoci pfistupt, které bychom v ramci pojeti zavedené¢ho v 1.
kapitole tadili do ,,vysoké bioinformatiky“. Zajimavé vysledky piedev§im ve vztahu ke
druhé hypotéze by mohla pfinést napiiklad dikladna transkriptomickd analyza chovani
pocetnych genovych rodin béhem ontogeneze ¢i v Sirokém rozmezi kultiva¢nich podminek;
zatim vSak zfejmé neexistuje software, ktery by umoznil sledovat osud konkrétnich, predem
vybranych gentl v transkriptomickém experimentu!
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Nas jakoZto praktické molekularni biology budou v bezprostfedni budoucnosti zajimat spi$
tradi¢ni ,,mokré“ experimentalni pristupy (ke kterym fadim i metody tak sofistikované,
jako je analyza exprese vybranych genli pomoci kvantitativni RT-PCR). Vysledky
bioinformatickych analyz budou zifejmé hrat nezastupitelnou roli v planovani experimentu, a
to nejen v pomérné trividlnich, avSak dulezitych tkolech, jako je navrh primeri pro PCR a
klonovacich strategii ¢i identifikace dostupnych mutantl ve vefejnych sbirkach. U pocetnych
genovych rodin lze totiz na zékladé¢ fylogenetické analyzy a vefejné dostupnych
transkriptomickych dat provést tieba piedbézny vybér genl, na které se ma soustiedit
experimentalni prace. Kritériem miZe byt tfeba absence recentnich genovych duplikaci
v dané podroding a z toho pramenici niz$i pravdépodobnost redundance se sesterskymi geny,
popfipad¢ uspofadani exprese (je s vyhodou, pokud se nam podafi najit situaci, v niZ je
zkoumany gen jedinym exprimovanym pfisluSnikem rodiny).

Nastroji pro feseni ukoltl pravé zminéného druhu by mél byt ¢tenaf, ktery se dopracoval az
sem, alespoil v principu vybaven; ted’ je uz fada na ném. Na text, ktery jste pravé docetli, se
muzete divat jako na turistickou mapu nepfiili§ podrobného métitka. Muzete se s ni bez obav
pustit do krajiny, jste-li smifeni s tim, Ze vas krajina obcas piekvapi — n¢kdy absenci lavky
pres bahnity potticek nebo plotem piehrazujicim cestu, jindy naopak idylickym zakoutim ¢i
utulnou hosplidkou. Podobné je tomu i s virtualni ,,krajinou* bioinformatickych metod: vede
pres ni mnoho cest, a leccos z toho, co jste nasli zde, se da udélat i jinak. Leckdy jisté i Iépe,
nebo aspon sndze Ci rychleji. Pfeji vam tedy mnoho §tésti v hledani vlastnich cesticek!

Praha a Strakonice, podzim 2004 — leden 2005 Fatima Cvr¢kova

Vytahl jsem si gen z genomové databaze,
analyzoval jsem jeho sekvenci pomoci pocita-
&ového programu, odeslal jsem rukopis po
internetu a ¢lanek mi vySel v online &asopisu.
Cela tahle zku3enost ve mné zanechala
jakysi pocit prazdnoty.
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12. Slovniéek a seznam zkratek

3D-PSSM
accession
alignment
BioEdit
BLAST
BLOSUM
bootstrapping
branch
clade
CLUSTAL
Clustal X
CONSENSE
dendrogram

distan¢ni metody

dotaz

FASTA

ForCon

GenScan
GDI

Gonnet
HMM

IUPAC

JTT
klad
MACAW

ME

ML

MP

NEIGHBOR

metoda vyhledavani trojrozmérnych struktur, jimz by mohla byt piibuzna uzivatelska
sekvence — dotaz (6.4.)

viz pfistupovy kod

viz pfifazeni

program pro manualni konstrukci mnohotného pfifazeni, s moznosti zapracovani
vysledku automatizovaného pfifazeni programem CLUSTAL (8.2.2.)

metoda a program pro vyhledavani lokalnich podobnosti mezi uzivatelsky zadanou
sekvenci — dotazem — a jinou sekvenci ¢i skupinou sekvenci, napt. celou databazi (Basic
local alignment search tool) (6.2.)

viz substitu¢ni matice

v nasi souvislosti nejbézné;jsi metoda statistického zhodnoceni dendrogramd, zaloZzena na
porovnani velké série ,,pseudovzorkli odvozenych od vychozich dat (10.3.)

viz vétev

viz vétev

algoritmus pro automatizovanou konstrukci mnohotného pfifazeni (8.2.1.)

nastroje pro konstrukei a prezentaci dendrogramu metodou NJ (8.2.1., 10.4.2.)

program ze sady PHYLIP, uréeny k vypoctu konsensualniho dendrogramu (10.4.2.)

¢ili strom - schéma, které vyjadiuje ptibuzenské vztahy (v nasi souvislosti mezi
sekvencemi) tak, ze jednotlivé spojnice (vétve) propojuji ptibuzné OTU (zkoumané ¢&i
hypotetické) s uzly, které piedstavuji jejich hypotetické spole¢né predky (10.1.)

metody konstrukce dendrogramu vychazejici z matice vzajemnych vzdalenosti
hodnocenych OTU (napf. sekvenci); kazda OTU vystupuje jakozto celek, ktery je
charakterizovan jen vzdalenostmi vii¢i vSem ostatnim; viz téz znakové metody (10.2.)
query —uzivatelsky zadana sekvence, jejiz ptibuzné hledame v databazi; to, co jsme nasli,
byva oznacovano jako subjekt (subject)

nékdy téz FastA; jednak celkem univerzalni a jednoduchy format pro zapis sekvencnich
dat (3.1.), jednak nyni jiz méné bézn4, avsak stale uzivana metoda vyhledavani sekvenci
v databazich na zakladé podobnosti (6.1.)

program pro konverzi formati mnohocetného pfifazeni, distribuovany v ramci
softwarového balicku TreeCon (10.4.3.)

pomeérné spolehlivy a rychly program pro predikei sestiihu mRNA (9.1.)

GDP Dissociation Inhibitor, kofaktor malych GTPéz evolu¢né piibuzny REP; zminovan
v fadé prikladii na riznych mistech v textu

viz substitu¢ni matice

skryté Markovovské modely (hidden Markov models), teoreticky zaklad nekterych
algoritmt pro analyzu sekvenci (7.2.)

Mezinarodni unie pro ¢istou a aplikovanou chemii (International Union for Pure and
Applied Chemistry); pfenesené téz standardizované zkratky pro zapis sekvenci monomerti
biologickych makromolekul (3.1.), v terminologii programu MACAW také substitu¢ni
matice pouzivana pfi praci se sekvencemi DNA a RNA (viz 5.3.a8.2.2.)

viz substitu¢ni matice

krom trivialniho vyznamu (opak zaporu) téz clade — viz vétev

ponékud zastaraly, avSak uzivatelsky (vétSinou) velmi pfijemny program pro manualni
konstrukci mnohotného pfifazeni s moznosti automatizovaného vyhledavani lokalni
podobnosti sekvenci a statistického zhodnoceni (Multiple alignment construction and
analysis workbench) (8.2.2.)

minimum evolution, distan¢ni metoda konstrukce dendrogramu, ktera se snazi
minimalizovat soucet délky vétvi stromu; je pomérné vypocetné narocna a v praxi byva
misto ni uzivana spise metoda NJ, ktera je jeji dosti dobrou aproximaci (10.2.)
maximum likelihood, znakova metoda hledani ,,nejvérohodnéjsiho* dendrogramu,
povazovana za jeden z nejpresnéjSich dostupnych postupti; jeji pouziti vSak omezuje
velka naro¢nost na strojovy ¢as a vykon pocitaée (10.2.)

maximum parsimony, znakova metoda konstrukce ,,nejuspornéjsiho* dendrogramu
zalozena na minimalizaci po¢tu mutaci nezbytnych k dosazeni pozorovaného stavu; je
velmi rychla, avSak vyuziva pouze ¢ast dat a mnohdy nevynika spolehlivosti (10.2.)
program ze sady PHYLIP, urceny ke konstrukci dendrogramii metodou NJ (10.4.2.)
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NetGene

Newick

NJ
NJPlot

node
OTU

outgroup

PAM
pDRAW32
PHYML
PHYLIP

PROML
PROSITE

PROTDIST

PROTPARS
pfifazeni

pristupovy kod
PSSM

query

REP

Savvy
SEQBOOT

SignalP
SMART
SMS
SPDBV

strom
subject

substitu¢ni matice

TMHMM
TPA

program pro predikci sestfihu mRNA s moznosti manualniho vybéru sestfihovych
alternativ a lehce nepfijemnym vystupnim formatem

standardni format zapisu dendrogramii (nazev podle restaurace, v niz byl vyvinut), nékdy
oznacovan téz jako ,,zavorkovy format New Hampshire” (New Hampshire bracket
format; 10.2.)

neighbor-joining, nejcastéji pouzivana distanéni metoda konstrukce dendrogramt (10.2.,
10.4.2.)

program pro grafickou prezentaci dendrogramtl, ktery je soucasti balicku Clustal X
(10.4.2)

viz uzel

operaéni taxonomicka jednotka (Operational Taxonomic Unit) ¢ili ,,to, co sedi na konci
vétvi dendrogramu, popfipadé i na jeho uzlech®; v tradi¢ni fylogenetice jsou OTU
zpravidla taxony organismtl rizného systematického postaveni, pojem vsak Ize rozsitit
tak, aby zahrnoval i jednotlivé geny bez ohledu na organizmalni ptivod (10.1.)

neboli ,,vnéjsak™ (podle J. Flegra) — OTU evoluéné vzdalena zbytku analyzovaného
souboru, kterd se do analyzy pfibira za tiCelem stanoveni pozice hypotetického
spole¢ného predka ¢ili ,,kofene* stromu (10.1.)

viz substitu¢ni matice

hezky program na grafickou reprezentaci sekvenci (3.2)

program pro konstrukci stromt heuristickou aproximaci metody ML, vyrazné rychlejsi
nez PHYML a kompatibilni se sadou PHYLIP (10.4.3.)

balik programii pro rekonstrukei fylogeneze z dat riznych typt véetné sekvencnich
(Phylogeny inference package; 10.4.2.)

program ze sady PHYLIP, uréeny ke konstrukci stromtt metodou ML (10.4.3.)

jednak databaze konzervovanych motivil v proteinech, jednak standardni format zapisu
sekvencnich motivil, ptivodné zavedeny v této databazi (7.1, 7.2.)

program ze sady PHYLIP, uréeny k vypoctu matice vzdalenosti, kterd mtze byt dale
pouzita ke konstrukci dendrogramu distanénimi metodami, jako je NJ nebo UPGMA
(10.4.2.)

program ze sady PHYLIP, uréeny ke konstrukci dendrogramu metodou MP (10.4.3.)
alignment, zapis, v némz jsou vzajemné podobné sekvence uvedeny v fadkach nad sebou
tak, aby si pozice umisténé bezprostfedné nad sebou pokud mozno odpovidaly (v pfipadé
potteby Ize do sekvenci zavést mezery); je-li sekvenci v piifazeni vice nez dvé, hovofime
o mnohotném pfifazeni (multiple alignment); viz zejména 5.2., 7.1. a 8. kapitola
accession, identifika¢ni kod datového souboru, sdileny mezi databazemi Velké trojky
(4.2.)

pozi¢né specificka substitu¢ni matice vytvofena napi. programem PSI-BLAST (viz 6.2.)
viz dotaz

Rab Escort Protein, kofaktor malych GTPaz evoluéné piibuzny GDI; zminovan v fadé
prikladt na riznych mistech v textu

program pro konstrukci map plazmidu (3.2.)

program ze sady PHYLIP, slouzici ke generovani bootstrapovych vzorki z dané sady dat
(10.3)

program k vyhledavani signalnich peptidi a membranovych kotev (7.4.)

nastroj k vyhledavani konzervativnich domén v proteinovych sekvencich, s moznosti
vyhledavani dal$ich motivi, jako jsou napft. signaly pro membranovou lokalizaci; téz
databaze, na niz tento nastroj pracuje (7.3.)

v nasi souvislosti soustava HTML/Java skriptt pro jednoduchou manipulaci se
sekvencemi - Sequence manipulation suite (3.2.)

program pro vizualizaci trojrozmérnych struktur proteinti, ktery je rovnéz klientem pro
sitovou sluzbu modelovani struktur SwissModel (SwissProt Database Viewer)

viz dendrogram

viz dotaz

tabulka, ktera ptfidéluje hodnoty (score) jednotlivym kombinacim aminokyselin

v pfifazeni pro potieby vypoctu miry podobnosti; pro aminokyselinové sekvence se bézné
pouzivaji matice PAM, JTT, Gonnet a BLOSUM, pro sekvence nukleotidové matice
identity ¢ili IUPAC (5.3.)

nastroj k vyhledavani transmembranovych segmentt proteinu (7.4.)

anotace sekvence v databazi poskytnutd ,.tfeti stranou® — tedy né¢kym, kdo neni ani
puvodni autor, ani spravce databaze (third party annotation)
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TreeCon
UPGMA
uzel
vétev
WebGene

znakové metody

uzivatelsky jednoduchy a rychly program pro konstrukci dendrogramti distanc¢nimi
metodami a jejich grafickou prezentaci (10.4.2.)

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean, nejjednodussi distancni metoda
konstrukce dendrogramu, nevhodna pro sekvence s riiznou rychlosti evoluce (10.2.)
node, bod spojeni vétvi dendrogramu, ktery odpovida hypotetické ancestralni OTU
(10.1.)

budto spojnice dvou uzlt v dendrogramu (branch), nebo ,,vétev vyssiho fadu‘ ¢ili ,,klad*
(clade) zahrnujici vSechny potomky daného uzlu (10.1.)

program k predikci sestfihu mRNA s bohatymi moznostmi a pomérné nepfijemné
strukturovanym vystupem

metody konstrukce dendrogramu, v nichz je kazda OTU charakterizovana souborem
znakd, které povazujeme za nezavislé; tak napt. pfi konstrukcei stromu z

prifazeni sekvenci vystupuje kazda pozice samostatné; viz téz distancni metody (10.2.)
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Ztracené a znovunalezené poznamky pod ¢arou

9y dobé, kdy tento text pisi (prosinec 2004), ma nejnovéjsi verze Cislo 5.0. Aktualni stav Ize zjistit na adrese
http://www.arabidopsis.org.

0 Zmitovany server je pozoruhodny tim, 7e b&zi na masivné paralelnim systému PAPIA (Parallel Protein
Information Analysis), jehoz zakladem je sit’ 64 PC propojenych podobné, jako tomu bylo u historického
systému INSECT (viz pozn. 65).

"' Zajemci o hlubsi vniknuti do problematiky doporu¢uji nékterou specializovanéjsi praci; dobrym vychozim
bodem je napt. Brinkman (2001), velmi podrobnym a vyc€erpavajicim zdrojem pak Felsenstein (2004).

7 Posledni pozadavek je spise vyrazem zbozného piani — je s podivem, jak nekvalitni dendrogramy byvaji obcas
publikovany i ve velmi slusnych €asopisech; vyjimkou neni ani Uiplné absence statistického hodnoceni (viz
10.3.).

3 Za viechny uved'me priklad z nasi laboratote — diikaz ulohy GTP-vazebnych proteinti v ¥izeni polarity pylové
lacky (Elias et al., 2001).

" Ted se dopoustim pratchettovské ,1zi-détem™ (Pratchett et al., 1999/2005): o udalostech horizontalniho
prenosu genetické informace samoziejmé nevime pfedem, pfichdzime na né Casto prave tak, zZe jsou jedinym
moznym vysvétlenim, pro¢ vysledky fylogenetické studie nedavaji smysl. Standardni zptasob, jak si
v takovém pfipadé pomoci, pokud zrovna nechceme studovat horizontdlni prenos, je vyhodit podezielou
sekvenci a v§echno piepocitat.

™ Die Programme [...] liefern immer ein Ergebnis. Der Anwender muf3 selbst entscheiden, ob dieses auch einen
Sinn ergibt. (Hansen, 2001, s. 40.)

% Je chybou nazyvat tento format ,Newickovym formatem*“. Nazev totiz pochdzi od jména restaurace
v Durhamu, NH (proto se nékdy hovofi téz o ,,formatu New Hampshire), kde se 24. ¢ervna 1986 v prib&éhu
jisté konference sesla ,,neformalni komise sedmi molekularnich fylogenetikti“, aby tam pojidajice humra
vymysleli zminény zpisob zapisu dendrogrami (Felsenstein 2004).

" Vzpomenuty piiklad vypoétu vidéiho stromu programem CLUSTAL byl pravé piikladem algoritmické
konstrukce dendrogramu.

" MP metoda mé n&kolik variant, které se 1isi v pfedpokladech — nékteré pripoustéji vratnost mutaci, pop¥ipadé
opakovany vznik evoluénich novinek, a jiné nikoli.

™ Jiné vzorkovaci metody se lisi pravé vtomto kroku — napi. metoda jackknife ,Jlosuje krat§i vzorky bez
opakovani pozic.

% Pokud hledame dendrogram metodou ML pro piifazeni vé&tsiho poétu sekvenci (vic nez 10), musime zpravidla
slevit.

¥ Kédujici sekvence byvaji totiz asto natolik rozriiznéné, e na trovni DNA bychom jen obtizng vyrabéli
vychozi prifazeni.
%2 Anglosasové to dovedou vyjadtit lapidarng: rubbish in, rubbish out (a za ,ubbish* by se dalo dosadit i kratsi

slovo).

% Plyne z toho také jista utdcha pro situace, kdy nejsme schopni spolehlivé piedpovédst strukturu mRNA. Pokud
jsme v né€kterém ze zkoumanych genti zmeskali exon, vznikne v mnohocetném pfifazeni mezera a tu tak jako
tak vyhodime; podobné nevystfizeny intron se projevi jako inzerce — tedy mezera v ostatnich sekvencich
prifazeni — se stejnym disledkem.

84 “ s ;o - , . o s
Konvencnich nazvi je vic, pro konstrukci NJ stromu ze sekvencnich dat ale tyto staci.
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% U obou programii uzivatel musi zadat typ pisma pro popis dendrogramu v souboru fontfile. Pravidelnému
opakovani tohoto tkonu se mizeme vyhnout tim, ze kopii jednoho z nabizenych pisem (fontl az font6)
pfejmenujeme na fontfile.

% Soubor plotfile musime pred otevienim v PovRay opatit priponou *.pov. Nov&jii verze PoVRay dovedou
vystup DRAWTREE a DRAWGRAMu interpretovat jen pokud je pfiméjeme, aby emulovaly verzi 3.1, takze
do souboru musime navic jako prvni fadek ptidat instrukci #version 3.1; (i se stfednikem na konci).

87 Vystup se zapisuje do stejného adresate, ve kterém byla vstupni data, neni tedy dobie spoustét program s daty
na CD ¢i v adresafi, ktery je pouze pro ¢teni.

¥ Windows XP jiZz nenabizeji ovladage pro ,,obecnou postscriptovou tiskarnu®, musime tedy vybrat tiskarnu
konkrétni (osveédcil se napt. HP LaserJet 6P/6MP PostScript).

% Pozor, tyto programy nesmime zaménit s pouze zdanlivé piibuznymi DNAMLK a PROMLK, které hledaji
ML stromy za piedpokladu konstantni rychlosti evoluce vSech vétvi (,,molekularnich hodin“) a jsou vhodné
pouze pro velmi specialni pfipady (napf. analyza nekodujicich sekvenci ve velmi rychle se vyvijejicich
virovych izolatech).

* Uplny datovy soubor je k dispozici na http:/kfrserver.natur.cuni.cz/bioinfo.html (modelové data pro ulohu 10
kursu PfF UK - ru¢né optimalizované piifazeni bez mezer). Zde jsou pro prehlednost misto nazvl sekvenci
pouzity jednopismenné symboly: A (AtGDI1), B (AtGDI3), C (CeGDI1), D (HsGDI1), E (SpGDI1), F
(ScGDI1), G (ScMRS6), H (AtREP1), I (HsREP2), J (CeY67D2). Sekvence A az F patii do podrodiny GDI,
G az J do podrodiny REP.

! Setkdvame se s nim v tomto textu jiz podruhé — v &asti 9.1.1. byla jiz diskutovana pomérn& rozsahla revize
predikované struktury nékterych gentl, ktera konstrukci dendrogrami piedchazela.

%2 P¥islusnici rodiny formind vystupovali mimo jiné v piikladech prohledavacich algoritmii v kap.6.2. a 6.4.,
analyz doménové struktury (7.3., 7.4., 7.5.), i v ptikladech konstrukce a interpretace mnohocetnych piirazeni
v 8. kapitole (8.3., 8.4. a 8.5.). Jeden ze ¢lenl této genové rodiny dodal vybrané zapeklity ptipad revize
genové struktury v ¢asti 9.1.1., a jiny — bez néjakych zvlastnich divodu, prosté proto, Ze byl zrovna po ruce —
,,stoji modelem* v jednom z prvnich piikladt datovych format (Obr.3.2.).
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