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ABSTRACT

The paper introduces heuristic methods for datamining in genomics. It is mainly focused
on pairwise alignment of DNA sequences. In that case, algorithms like Fasta and Blast are
used for alignment of one query sequence of DNA between many database sequences. This
alignment determines matching rate of query sequence with other database sequences.
Based on the result, it is possible to determine many features of query sequence with given
probability.

1. UVOD

Spojeni informatiky a biologie dalo vznik novému v&dnimu oboru - bioinformatice. Jednou
z oblasti biologie, kterou se bioinformatika zabyva je obor genomika. Genomika je rychle
se rozvijejici védni obor, jehoZ snahou je rozlustit kompletni genom Zivych organizmi a
vytézit ztéto znalosti maximum biologicky relevantnich informaci. Pojem genom
souhrnné vyjadfuje veSkerou dédicnou informaci organismi, kterd je ukryta v potadi
nukleotidi (oznacované pismeny A, C, G, T, U) nukleovych kyselin jako je naptiklad
molekula DNA [1]. Genom urcuje primarni rysy organisml a kazda jeho ¢ast urcujici
néjaky rys se oznacuje jako gen.

Rozlusténi genomu spocivd ve stanoveni pfesné¢ho potradi nukleotidii molekuly DNA
piipadné dalSich nukleovych kyselin. Znalost potfadi nukleotid ma obrovsky vyznam pro
pfesné porovnavani riznych genomi nukleotid po nukleotidu. Je tak mozné lépe
vysledovat evoluci a vzdjemné vztahy jednotlivych druhl organismti. Studium geni

vvvvvv

usek DNA, ktery je pfic¢inou dédi¢né choroby, a podobné.

V posledni dobé& dochéazi k dramatickému nariistu genomickych dat. Samotny lidsky
genom obsahuje pfiblizn€ 3,2 miliardy nukleotidi. Je proto nutné pro porovnani sekvenci
takovychto délek vyuzivat vhodné algoritmy, které jsou schopné se s takovym mnozstvim
dat vypotadat v rozumném case. Tento ¢lanek se zaméfuje na algoritmus BLAST [2], ktery
pro porovnavani vyuziva heuristickych postupt. Zaklad tohoto algoritmu bude popsan
v tieti kapitole. Pfed tim budou v druh¢ kapitole vysvétleny zédkladni problémy, které se pii
porovnavani sekvenci mohou objevit. V soucCasnosti existuje nckolik verzi tohoto
algoritmu. Verze, které umoznuji fesit veskeré problémy porovnavani, vSak nemaji vetejné
zdrojové kody. Cilem této prace je proto vytvofit vlastni implementaci algoritmu BLAST
s moznosti fesit veskeré problémy porovnavani sekvenci DNA.



2. POROVNAVANI SEKVENCI

Porovnani dvou sekvenci je jednoduSe porovnani shody mezi jednotlivymi znaky kazdé
sekvence. Aby toto porovnani mélo realnou vypovidajici hodnotu, musi byt sekvence vici
sob¢ optimalné zarovnany. V prubé¢hu evoluce miize v sekvenci nukleotidi kazdého druhu
dochazet k tfem riznym zméndm - mutace (zaména nukleotidu), inserce (vlozeni jednoho
nebo vice novych nukleotidi), delece (odebrani jednoho nebo vice novych nukleotidit).

Protoze k inserci a deleci neexistuje zaddnd homologie, zavadi se pojem mezera, kterd pfi
porovnavani sekvenci reflektuje tyto zmény. Uvazujme dvé sekvence: AATCTATA a AAGATA.
Pokud ptredpokladame, ze v sekvencich nedoSlo kinserci ani deleci, je mozné tyto
sekvence viCi sobé zarovnat praveé tiemi zpusoby. Pro stanoveni optimalniho zarovnani se
zavadi tzv. skorovaci funkce. V ptipad¢ bez inserci a deleci je skorovaci systém realizovan
funkci, ktera urCuje soucet jednotlivych shod a neshod porovnavanych fetézcia. Pokud
vezmeme v uvahu pfipad, Ze v sekvenci nastaly inserce nebo delece, porovnani se vyrazné
zkomplikuje a pocet moznych zarovnani vzroste na hodnotu 28 (piiklad 1).

AATCTATA AATCTATA AATCTATA
AAG-AT-A AA-G-ATA AA--GATA

Priklad 1: t7i z 28 moznych zpiisobii zarovnani sekvenci.

Pti ohodnocovédni zarovnani sekvenci, které mohou obsahovat mezery, je nutné do
skorovaci funkce ptidat hodnotu penalizace za zarovnani znaku jedné sekvence s mezerou
druhé sekvence. Funkce, kde 7 je délka delsi sekvence, pak vypadé nasledovné [1]:

n [ Penalizace za mezeru; jestlize seql; = ‘—* nebo seq2; = ‘-
3 Skore shody; jestlize tu neni mezera a seq1; = seq2;
i=1 | Skore neshody; jestlize tu neni mezera a seq1; # seq2;

Protoze nékteré substituce znakll se vyskytuji v pfirod¢ Castéji nez jiné, musi hodnoty
penalizace odpovidat pravdépodobnosti zmén objevujici se v evoluci. Déle je dilezité vzit
v tvahu ptipad, kdy sekvence obsahuji pouze kratkou (vzhledem k jejich celkové délce)
spole¢nou podsekvenci. V piipadé takovychto lokalnich podobnosti zplsobi okolni
neshody, Ze zarovnani sekvence nema dobré skore, prestoze miize mit vyrazny biologicky
vyznam. Porovnavaci algoritmus tedy musi byt pfipraven na moZnost globalniho nebo
lokalniho porovndni s mezerami nebo bez mezer. Zaroven by mél dokdzat adekvatné
ohodnotit zmény vzniklé evoluci podle jejich pravdépodobnosti vyskytu a biologického
vyznamu.

Zasadnim problémem porovnavéani dvou sekvenci je pocet moznosti jejich vzajemného
zarovnani, ktery s rostouci délkou sekvenci roste ohromnym tempem. Pfi porovnavani
sekvenci o délce 100 a 95 nukleotidli vznikd pfiblizn€¢ 55 miliond moZnosti zarovnani.
Tento problém je mozné tesit tzv. dynamickym programovanim [1]. Tyto metody dovoluji
dosahnout optiméalniho porovnani dvou sekvenci v takovém case, ktery je tmérny délkam
téchto porovnavanych sekvenci. To je relativné dobry vysledek. Ovsem v piipad¢, kdy se
tyto metody aplikuji na celou databdzi sekvenci, je linearni riist casové narocnosti stale
nevhodny. Pro dnesni rozsahlé databaze je proto nutné vyuZit rizné heuristiky, umoZznujici
v rozumném ¢ase porovnat jednu sekvenci proti mnoha jinym sekvencim.

3. BLAST (BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL)

Jeden z predstavitelli algoritml pro porovnavani sekvenci zaloZeného na heuristice se
nazyva BLAST [2]. Jeho princip spociva ve vyfazeni ,,nevhodnych* sekvenci hned na



zacatku porovnavani, kdy se algoritmus snazi co nejrychleji lokalizovat podobné tseky
sekvence bez mezer mezi sekvenci dotazu a sekvencemi databaze. Algoritmus tak ale
riskuje ztratu ur€ité citlivosti. Zaklad algoritmu tvoii tfi kroky.

3.1. PREDZPRACOVANI DOTAZU

Necht' 4 = {A, C, G, T, U} je abeceda znakti sekvenci. Necht’ D je sekvence databaze nad
abecedou 4 a Q je sekvence dotazu nad abecedou A. V prvnim kroku jsou nejdiive
vygenerovana vSechna slova nad abecedou A o stanovené délce w (parametr programu).
Potom se postupné kazdé takové slovo o délce w zarovnava s kazdym podietézcem (také o
délce w) sekvence Q. Kazdé pozice sekvence Q je pak asociovana se seznamem slov, které
pii porovnani s podietézcem sekvence Q ziskaly skoére vétSi nez stanoveny prah T
(parametr programu).

3.2. GENEROVANIi ZASAHU

Po prvnim kroku je O nyni reprezentovand seznamy slov (tzv. seznamy sousedt). Kazda
pozice Q je porovnana s kazdym podietézcem sekvence D, a jestlize jedno ze sousednich
slov na té pozici sekvence Q je identické slovu z D, je zaznamenana shoda tzv. zasah. Tedy
pro kazdé slovo ze seznamu sousedl stanovime vSechny konkrétni zdsahy do sekvence D.

3.3. PRODLOUZENIi ZASAHU

Kazda shoda (zasah), generovana v predeslém kroku, je nyni rozsifovana v obou smérech,
bez mezer, za Gcelem stanovit, zdali tato shoda mtize byt ¢asti vétsiho useku podobnosti.
Rozsifovani je zastaveno, jakmile skore rozSifené shody klesne o vice nez stanovenou
hodnotu X (parametr programu) vici nejvyssi dosazené hodnoté skore daného zasahu.
Kazda rozsitend dvojice, kterd ma skore stejné nebo lepsi nez S (parametr programu) je
uchovana a nazvana jako HSP (High scoring Segment Pair). HSP Ize chapat jako usek
stejné délky dvou sekvenci se skore, které uz nelze zlepSit prodlouzenim. Sekvence
obsahujici HSP mohou byt oznaceny za nejvice podobné sekvence sekvenci Q.

4. ZAVER

Uvedeny algoritmus BLAST umoziiuje vyrazné zrychleni zarovnavani sekvenci DNA.
V zékladni verzi umoznuje pouze lokalni zarovnavani bez mezer. Vysledkem tohoto
projektu bude platformé nezavisla aplikace, umoziujici 1 globalni zarovnani sekvenci s
mezerami. Pro implementaci byl zvolen jazyk Java. Jsou vyuZivany voln€ dostupné
knihovny poskytované v ramci projektu biojava [3]. V soucasné dobé je aplikace ve stavu,
kdy je naimplementovdna zdkladni funkénost okenni aplikace, vzhled a metody
dynamického programovani, které algoritmus BLAST pfi zarovnavani sekvenci vyuZiva.
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