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Abstrakt

Ke spravnému pochopeni vlastnosti a ucelu biologickych sekvenci je nezbytné nutné mit
moznost je mezi s sebou porovnavat a ze ziskanych informaci vyvozovat jejich vlastnosti, ucel a
evolu¢ni historii. K roz$ifeni jiz existujici baze znalosti mohou velkou mirou piispét metody pro
vicenasobné zarovnavani sekvenci, které umoziuji nahliZet na jiz znama fakta ve zcela novém
svétle dosud neznamych informaci o vztazich mezi casto na prvni pohled nepodobnymi
sekvencemi. Pro provadéni této analyzy proto bylo navrzeno néckolik algoritmt, na jejichz
zakladé nasledn¢ vznikly programy umoznujici komplexni analyzu obsahlych dat. Jednim z nich
je algoritmus progresivniho zarovnani, ktery je v rdmci této prace implementovan.

Klicova slova
Matlab, objektové programovani, vicendsobné zarovnani, parové zarovnani, ClustalW, ClustalX,
T-Coffee, Progresivni zarovnani

Abstract

To be able to understand characteristics and purpose of biological sequences correctly, it is
crucial to have a possibility to sort and compare them. Because of this need and to extend
existing knowledge pool, numerous methods were proposed. Especially in field of multiple
sequences alignment. Methods for multiple sequences alignment may provide various valuable
information about sequences which failed to show enough similarity in pairwise alignment.
According to this, several algorithms were implemented in various computer applications which
provide a way to analyse huge sets of data. One of those, the progressive alignment algorithm, is
implemented as a part of this thesis

Key words
Matlab, Object oriented programming, Multiple sequences alignment, Pairwise alignment,
Clustalw, ClustalX, T-Coffee, Progressive alignment algorithm
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1 Uvod

V poslednich desetiletich dochazi k rozmachu pomémé nového védniho oboru znamého jako
bioinformatika nebo diive také vypocetni biologie. V soucasnosti se jedna jiz o dvé samostatné
discipliny, které se vSak mohou v nékterych oblastech do jisté miry piekryvat. Za faktem, Ze
bioinformatika nabyva stale vice a vice na dulezitosti, stoji masivni rozsifeni snadno dostupnych
a lehce osvojitelnych metod pro ziskavani informaci o biologickych sekvencich. Tento vyvoj je
jesté umocnén masivnim sniZzenim nakladi na dostateéné vykonnd vypocetni zatizeni, kterd se
zaroven stala snadno dostupnd. Na jedné stran¢ tu tedy mame dostatek dat cekajicich na
prozkoumani a klasifikaci a na stran¢ druhé prostiedky, které umoznuji téméf libovolny druh
analyzy v realném case. Proto se do popiedi zajmu dostavaji metody pracujici s obsahlymi
soubory dat o objemu desitek az stovek sekvenci. Pro zpracovani takovychto souboru se jiz neni
mozné spokojit s klasickym parovym zarovnanim. Proto se na scéné objevuji postupy pro
zpracovani sad o vice nez tfech sekvencich. Tyto metody jsou souhrnné oznafovany jako
vicenasobné zarovnani, ackoliv jejich ptistup k dané problematice se muze vyznamné lisit. Ve
vSech piipadech je spoleénym znakemsnaha vyrovnat se s vysokymi ndroky na vypocetni
operace. S kazdou sekvenci, ktera je zarovnavana, tmérn¢ vzrista potfeba vypocetniho vykonu.
Nicméné jeden rys maji spoleény, a to je schopnost odhalit skryté podobnosti v souboru
sekvenci, které by pfi klasickém parovém zarovnani zlstaly bez pov§imnuti.



2 Bioinformatické minimum

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) predstavuje zakladni kamen v procesu pfenosu genetické
informace v organismech. Ugelem DNA je kédovani informace pro vyvoj bunék, organt a
celého organismu. DNA byla poprvé pozorovana roku 1869 Friedrichem Miescherem. Po jejim
objevu nasledovalo obdobi zkoumani vlastnosti a sloZzeni DNA, které bylo zavrSeno roku 1953
piedstavenim jeji prostorové struktury Jamesem D. Watsonem a Francisem Crickem.

.y

Ackoliv je DNA spole¢na vSem Zijicim organismum, nenachazi se stale na stejném misté.
Obecné vSak muzeme fici, Ze v piipadé eukaryotickych organismi je DNA lokalizovana
Vbunééném jadru a v men$im mnozstvi také v mitochondriich a chloroplastech. Zatimco
Vv ptipad¢ prokaryotickych organismt je volné v cytoplasmé. Uvnitt bunék je organizovéana
V podobé chromozomi. Pfi bunééném déleni jsou chromozomy v pribéhu procesu replikace
DNA duplikovany, ¢imz ziska kazda bufika svou plnohodnotnou sadu DNA.

Samotnd DNA se sklada z fetézce jednotlivych nukleotidu, které jsou slozeny z deoxyribdzy,
fosfatu a dusikaté baze. Pravé dusikaté baze maji zasadni vyznam pro informaci, kterou DNA
nese. Dusikaté baze délime na purinové (adenin, guanin) a pyrimidinové (thymin, cytosin).

Pro strukturu DNA je zasadni vicevlaknova struktura neboli dvousroubovice. Jedna se o fetézce
DNA spojené vodikovymi mustky. Vyznamnou roli v jejim prostorovém uspoiadani hraji pravé
dusikaté baze, které spojuji jednotliva vlakna podle komplementarity bazi. Tedy adenin (A) se
paruje s thyminem (T) a guanin (G) s cytosinem (C). Pary jsou spojeny vodikovymi vazbami,
jejichz pocet je specificky pro kazdy z nich. Adenin s thyminem jsou spojeny dvéma vodikovymi
vazbami a guanin s cytosinem tfemi vodikovymi vazbami. [22][23][24][25]

“ Par bazi
Adenin
Dusikata
Thymin haze
Guanin
Cytosin

Obrazek 1- Struktura DNA
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Obrazek 3 - Adenin a thymin

2.1 Syntéza proteini

Ucelem DNA je pienos informace pro tvorbu proteintl. I kdyz miize DNA fetézec obsahovat
velké mnozstvi nukleotidli, na samotném procesu tvorby proteinu se podili pouze zlomkové
mnozstvi z celkového poctu. Takovéto useky jsou nazyvany exony, zatimco nekddujici useky
jsou introny. Proces tvorby proteint se déli na dveé stézejni fdze — transkripci a translaci. [24][25]

2.1.1 TransKkripce

Prvni fazi prekladu genetické informace je takzvany ptepis (transkripce). V tomto procesu za
pomoci enzymu zndmého jako RNA polymerdza dochazi k piepisu DNA do podoby RNA.
Zacatkem je nasednuti RNA polymerazy na zacatek genu. Tento usek genu je nazyvan promotor.
Nasleduje iniciace, kdy je dvouSroubovice DNA rozpletena. V dal$im kroku je fetézec DNA za
pomoci RNA polymerazy komplementarné dopliiovan nukleotidy, které jsou témeéf totozné
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stémi v DNA, ale thymin je nahrazen uracilem. Poslednim krokem je terminace, kdy je
transkripce ukoncena a dochazi k uvolnéni fetézce RNA.[24][25]

2.1.2 Translace

Translace piedstavuje druhou fazi procesu syntézy proteinu. V této fazi je sestavena primarni
struktura proteinu podle fetézce RNA ziskaného v pribéhu transkripce. Translace probiha
V ribozomech, kdy se ribozom posouva po fetézci RNA. V priib¢hu translace je RNA piekladana
na aminokyseliny. O jakou aminokyselinu se jedna, rozhoduje kombinace tfi po sob& jdoucich

.....

kodonem a kon¢i v misté, kde se nachazi stop kodon.[13][24][25]

2.2 Databaze dat

V piipad¢ analyzy biologickych dat ¢i v nasem pfipadé nukleotidovych sekvenci, pokud
nechceme zkoumat konkrétni sadu sekvenci, je vhodné si experimentdlni data opatfit
prostiednictvim databazi. V piipadé DNA se jedna piedevs§im o databaze GenBank, EMBL-Bank
(European Molecular Biology Laboratory Bank) a DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Ve vsech
tiech pfipadech se jedna o moderované databaze, kdy jsou data zvefejiiovana jen, pokud vyhovi
stanovenym pozadavkliim, jako je zvefejnéni v recenzovaném casopise. Z predchoziho je ziejmé,
ze data sekvenci nachazejicich se v téchto databazich je mozné témér bez obav pouzit
k experimentim. Vysledky je pak mozné kdykoliv reprodukovat, jelikoz jsou data vefejné
ptistupna.[26]

Vétsina databazi se v8ak neomezuje na pouhé skladovani dat. Zaroven s obrovskym objemem
sekvenci je nutné poskytovat i kvalitni a robustni nastroje pro jejich vyhledavani a tfidéni podle
Siroké palety kritérii. Asi nejznaméjSim a nejvyznamnéj$im rozhranim pro vyhledavani je Entrez.
Tento systém zastfeSuje nejen vyhledavani, ale 1 portalové aplikace, tudiZ umoziiuje pohodiné
prochédzeni dat prostfednictvim internetu a jejich fazeni vetné nasledné podpory stahovani
sekvenci v rozsifenych bioinformatickych formatech jako je FASTA. Entrez je integralni
soucasti NCBI (National Center for Biotechnology Information). Pod hlavickou NCBI se pak
nachazi i GenBank. Kromé vyhledavani vétSina databazi umoziuje provadét piimo online, vice
¢i méné komplexni, analyzu vybranych dat. Jako ptiklad mohou poslouzit webové mutace
programu ClustalW a ClustalX.[23][26]
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2.3 Zarovnavani biologickych sekvenci

Parové zarovnani predstavuje zaklad pro bioinformatickou analyzu dvou genetickych sekvenci.
Zarovnani dvou sekvenci je reprezentovano shodou dvou znakii na stejné pozici v obou
porovnavanych sekvencich. Sestavené zarovnani potom miize poukazovat na piibuznost téchto
sekvenci nebo také jejich podobnou funkci.[12][23]

2.3.1 Prirazeni

Nejjednodussim zplisobem zarovnani je piifazeni. Porovnavané sekvence jsou pfilozeny pod
sebe tak, aby byly jejich zaCatky na stejné pozici. Kvalitu takového postupu potom uréuje
vypoctené skore, kdy kazdému paru piifadime piedem stanovenou hodnotu pro shodu (match)
nebo neshodu (mismatch). Celkové skdre je potom sumou takto ziskanych hodnot. Zasadni
omezeni této metody je, Ze ji nelze pouzit, kdyz mame nestejné dlouhé sekvence.[12]

2.3.2 Globalni a lokalni zarovnani

Pro ptipady, kdy je potfeba zarovnat nestejné dlouhé sekvence, 1ze pouzit dvé odlisné metody —
globalni a lokalni zarovnani. Obé metody maji ale své nevyhody. V ptipadé globalniho
zarovnani se jedna o vkladani mezer (gap) piedstavujici deleci, ke které mohlo dojit v prib&éhu
odlisného vyvoje porovndvanych sekvenci. A lokalni zarovnani se omezuje na pfifazeni krat$iho
Useku, ktery vykazuje podobnost a tam, kde se sekvence pfilis i, S pfitazenim kon¢i. [12]

M¢éjme tedy par sekvenci A a B:
A — ACTCAGCTAAACGATCAGACT

B - ATCATACTATCATTT.

AGCTARRCGATCR

1 1010 111
ATC-ATACTATCH

Obrazek 4 - Lokalni zarovnani sekvenci A a B

ACTCAGCTARACGATCAGACT
N R N B R R
B-TCR--T--ACTATCA-TTT

Obrazek 5 -Globalni zarovnani sekvenci A a B
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2.4 Vicenasobné zarovnavani sekvenci

V piedchozich odstavcich byla naznacena vyznamnost porovnavani biologickych sekvenci mezi
sebou. OvSem ne vzdy lze odhalit pfibuznost porovnanim pouze dvou sekvenci, resp. ze
samotného parového zarovnani nemusi byt ziejma podobnost. Proto bylo navrhnuto mnozstvi
postupii pro zarovnani vice nez dvou sekvenci. Tim ov§em proces analyzy nekon¢i. Je nutné si
stanovit kritéria pro zhodnoceni kvality vysledného zarovnani, a proto je definovano skore, které
umoziuje rozhodnout o kvalité provedeného zarovnani. Soucasné zarovnani n€kolika sekvenci
tak predstavuje velmi vyznamnou soucast bioinformatiky a tim s sebou nese 1 zvySené naroky na
feSeni jeho problematiky. Jeho tcelem je nalézt biologickou podobnost nebo piibuznost mezi
souborem sekvenci. Tento pfistup mize byt pouzit pro urovani konzervativnich regionti, genové
regulace a evoluéni piibuznosti gentl nebo proteinti. Skala vyuziti takto ziskanych informaci se
neomezuje jen na uréovani piibuznosti, je mozné je vyuzit i pro navrh primert pro PCR nebo pro
stanoveni homolognich usekt mezi sekvencemi, piipadné mezi jiz znAmymi skupinami sekvenci.
Rychlost, sjakou se objevuji nova sekven¢ni data vhodna pro analyzu, si vyzaduje stalé
vylepSovani soucasnych analytickych metod, a to nejen v oblasti rychlosti analyzy dat, ale také
Vv ptesnosti vysledného zpracovani. Vicenasobné zarovnavani stavi na zakladech ptedstavenych
postupy pro zarovnani dvou sekvenci. Zarovnani dvou sekvenci piedstavuje shodu znaki na
stejné pozici zarovnavanych sekvenci. Spravné zarovnani nukleotidi nebo aminokyselin v
sekvencich reprezentuje jejich evolu¢ni pfibuznost. Pro uréeni podobnosti analyzovanych
sekvenci jsou tyto pfiloZzeny pod sebe tak, aby obé mély stejné umistény zacatek. Tento postup je
nazyvan prifazenim. Nasledné je urCena (vypocétena) celkova hodnota podobnosti tzv. skore
(score). A to pro kazdou dvojici vzniklou pfifazenim zvlast. Tyto hodnoty se odvijeji od pfedem
danych pravidel. Pti nejjednodussim stanoveni skore mohou nastat dvé varianty — shoda (match)
a neshoda (mismatch).[1][4][8][15]

V piipadé, ze algoritmus vyuziva ptistupu dynamického programovani je vysledkem optimalni
zarovnani. Optimalni zarovnani je takové, které ma v souctu nejmensi hodnotu vloZzenych mezer
a inzerci a deleci. Pfi zpracovavani nukleotidovych sekvenci je vhodné pro pfifazeni hodnoty
v§em parum (piifazuje kladnou hodnotu) pouzit nékterou z dostupnym skoérovacich matic jako je
NUC44 a neparim (zaporna nebo nulova hodnota). Pii zarovnani proteinti je problematika
naro¢néjsi a pro piifazovani hodnot existuje n¢kolik typli matic, jakou je naptiklad matice PAM
(Point accepted mutation). Hodnoty v téchto maticich reflektuji frekvence jednotlivych zamén
aminokyselin. Casto zmifovanym zastupcem této skupiny matic je PAM 250, ktera odpovida
250 mutacim na 100 aminokyselin. Druhou rodinu matic pak zastupuji matice typu
BLOSUM.[4]

Kazdy sloupec zarovnani je nazyvan zarovnanym parem. Obecné je potieba, aby sloupec
neobsahoval dvé mezery ve sloupci, pro takovy ptfipad existuje termin nulty sloupec. Pokud se
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rozhodneme docasné akceptovat existenci nultych sloupcti, pak takové zarovnani nazyvame
kvazi-zarovnani.[1][3]

Piedpokladejme, 7e¢ mame zadano S; Sj,..., Sy, Sekvence, které se skladaji z pismen.
Vicendsobnym zarovnanim téchto sekvenci ziskame soubor pismen a mezer o rozmérech m x n,
ktery spliuje podminku, ze zadny sloupec neobsahuje pouze pomlcky. A pokud je odstranime
z tadku i, tak ziskame sekvenci S; o rozmérech 1 < i < m. Pro kazdy par sekvenci, naptiklad S;
a S; rtadky i a j skladaji z paroveho kvazi-zarovnani. Odstranénim vSech nultych sloupct
ziskame parové zarovnani téchto sekvenci. Jednim z ¢asto pouZzivanych ptistupt pro vicenasobné
zarovnani sekvenci je ptistup zaloZzeny na algoritmu Needleman-Wunsch. Ackoliv byl puvodné
urCen Cisté pro zarovnavani dvou sekvenci, je mozné jej s né€kolika zménami aplikovat na
libovolné mnozstvi sekvenci, coz vyasti v matici 0 N-rozmérech. Bohuzel tento jednoduchy
zpusob s sebou nese zvysené pozadavky na vypocetni ¢as, které jsou pfimo umérné poctu a délce
sekvenci, a tim i celkovému poctu provadénych operaci. Vzhledem k naro¢nosti simultannich
vypocti je tento pristup pro soucasné zarovnani vSech sekvenci pouzivan jen ztidka. Misto toho
je mozné vypocitat pro vSechny zarovnavané sekvence parové zarovnani a az na zaklad¢ téchto
mezi vypoctu sestavit vysledné vicendsobné zarovnani.[1]

2.5 Role vicenasobného zarovnani ve fylogenetické analyze

Vicendsobné zarovnani nemusi nutné piedstavovat kone¢ny vysledek v analyze sekvenci.
Naopak jeho vystupy mohou slouzit jako podklady pro dal$i zkoumani zpracovavaného vzorku
dat. Jednou z takovych moznosti je jeho vyuziti ve fylogenetické analyze. Jeden ze stéZejnich
problému fylogenetiky ptedstavuje otazka, jaky je spravny piistup pro analyzu dat. Proto je
velmi zadouci mit k dispozici co nejvice informaci o porovnavanych sekvencich. Veskeré
metody pro analyzu vztahi mezi daty jsou od zdkladu zaloZeny na zarovnani. Postupem casu
bylo zjisténo, ze vysledek fylogenetické analyzy je vice zavisly na metod¢ zvolené k zarovnani
zkoumanych sekvenci, nezZ na konkrétnim postupu fylogenetické rekonstrukce. Pii celkovém
pohledu na problematiku toto tvrzeni dava smysl, jelikoz data, kterd se analyzuji, nejsou pouhé
shluky znakt bez vétSich souvislosti, ale jsou vystupem zvolené metody zarovnani, ktera tak
muze vyznamné ovlivnit celkovy vysledek.[2][3]

Prvnim krokem ve fylogenetické analyze je stanoveni homolognich ¢asti analyzovanych dat. A
pravé v tomto okamziku je vhodné pouzit nékterou z metod pro zarovnani sekvenci nukleotid
nebo aminokyselin. Spravné zvolené zarovnani umozni identifikovat potencialni homologni
useky zkoumanych sekvenci a tim pfispét k potenciondlné spravnému vystupu naptiklad ve
formé fylogenetického stromu. Tento prvni krok je obvykle realizovan vypoctem parového
zarovnani. Nasledné je mozné tyto domnélé homologni sekvence podrobit nékteré metode ze
skaly fylogenetickych analyz. V rdmci Uspornosti (parsimony) lezi zodpovédnost za rozhodnuti,
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zda se jedna o spravné uréené homologni ¢asti na kladistické podobnosti znakt z analyzovanych
sekvenci. Shodnost prvka nam fika, ze ze vSech moZnych zpusobi, jakymi miZzeme sekvence
interpretovat, je spravny ten, ktery obsahuje nejvétsi podil shodnych znaki. Stupeni shodnosti
znaki v souboru dat je potom dan jeho fylogenetickou topologii. Je tedy spravné predpokladat,
7ze nejuspornéjsi kladogram sestaveny z piedchoziho zarovnani by mél vychazet z kritérii
pouzitych pro vytvoreni tohoto zarovnani. Pokud bychom toto nerespektovali, vysledek by byl
zalozen na odlisSnych predpokladech nez soubor dat, ktery k nému vedl. Z ptedchoziho dale
vyplyva, Ze nejlepsi zarovnani sekvenci je to, které vede k nejuspornéjsimu kladogramu. [2][3]

Zékladnim kamenem zarovnani, jak uz bylo v pfedchozim zminéno, jsou mezery (gaps), které
reprezentuji evoluc¢ni udalosti, kterymi mohou byt inzerce nebo delece. Vkladani mezer se nelze
vyhnout, jestlize soubor dat, kterd jsou ur¢ena k analyze, obsahuje sekvence o riznych délkach.
Tento postup je nutny pro urceni variaci v sekvencich. Postup pro pfifazeni mezery pii zarovnani
by mél byt zohlednén i v nasledné fylogenetické analyze zalozené na tomto zarovnani. Proto by
mél byt znak pro mezeru povazovan za paty znak v souboru znaka (v ptipadé nukleotidovych
sekvenci). V ptipad¢, ze pii zarovnavani byla mezefe pfifazena né&jaka hodnota, tak by tato
hodnota méla byt brana v potaz i pfi nasledné konstrukci kladogramu vychazejici z tohoto
zarovnani. Je tedy vhodné zminit, ze piifazeni vhodné hodnoty penalizace podstatné ovliviiuje
samotné zarovnani a vyslednou fylogenetickou analyzu. Pocate¢ni parametry (match, mismatch,
gap) je nutné stanovit pfed samotnou analyzou a tyto disledné dodrzovat vzhledem k tomu, Ze
fylogenetické ohodnoceni je také zavislé na téchto hodnotach. Tento poznatek vychazi
Z mnozstvi riznych kombinaci analyz, které mély za ukol zjistit, jak velky vliv ma volba hodnot
parametru na vysledek (Wheeler, 1995). [2][3]

U témét kazdé metody pro porovnani sekvenci je inicialnim krokem parové zarovnani. VétSina
postupll pro zarovnani sekvenci se snazi aplikovat kritérium (mefitko) podobnosti. Jak jiz bylo
zminéno vyse, existuji dvé zakladni metody pro stanoveni podobnosti, a to lokalni a globalni
zarovnani. Velmi dobfe se uplatiuji naptiklad pti prohledavani databazi (BLAST), ale zde se
pracuje s predpokladem, ze vyhledavame sekvence s uréitym stupném podobnosti, které mohou,
ale nemusi byt homologni. Ve fylogenetické analyze se pfedpoklada, ze zkoumané sekvence
vykazuji jistou podobnost, resp. jsou pfibuzné. Aby tomuto ptedpokladu bylo u¢inéno zadost, je
vhodné mit co nejvice informaci o zkoumanych sekvencich jiZ pfed samotnou analyzou, pro
tento Ukol je globalni zarovnani volbou ¢islo jedna. Vychdzime z toho, Ze globalni zarovnani
provadi porovnani po celé délce sekvenci, tedy kazdy prvek sekvence A porovnava s kazdym
prvkem sekvence B. K dosazeni maximalni podobnosti mezi sekvencemi je nutné minimalizovat
jejich vzajemnou vzdalenost. Vzdalenost znamena pocet vSech zmén, jako jsou substituce,
inzerce a delece, které jsou nezbytné pro piifazeni sekvence A sekvenci B. [2][3]
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2.6 Skorovani vicenasobného zarovnani

Pro jakékoliv dvé sekvence existuje mnozstvi zpusobt, jak je zarovnat. Je tedy potieba stanovit
si podminky, podle kterych uréime, které zarovnani je lepsi nez ty zbyvajici. Hodnotu, ktera ndm
predstavuje kvalitu zarovnani, oznaujeme jako score. Obecné miizeme fici, ze ¢im vySsi score
je, tim lepsi je nase zarovnani. Ale je nutné mit na mysli, Ze pouze score nemulze popisovat
kvalitu zarovnani, je nutné jej doplnit o dalsi ukazatele.

Jako prvni krok vypocteme score a(x,y) pro kazdy zarovnany par sekvenci (f/ ) V ptipadé, ze x

nebo y je mezera, potom o(x,y) = —B. Score o zavisi pouze na obsahu aktudlniho
zarovnaného paru, nikoliv jejich pozici v sekvenci. Nicméné mohou nastat situace, kdy je
vhodné pouzit score, které zohlednuje pozici paru v sekvencich.

Dulezitou soucasti skérovani parového zarovnani je penalizace za otevieni mezery, znacend jako
a, ktera je piifazena kazdé mezefe v zarovndni — mezera je definovana jako misto v fadku
zarovnani, znacené zvolenym symbolem, které je ukoncCeno jinym znakem nebo koncem
sekvence. Vzhledem ke konstantni penalizaci za otevieni mezery se preferuje jedna mezera
0 kone¢né délce misto n€kolika osamocenych mezer. Tomuto postupu se dava piednost z toho
divodu, ze mezera miize predstavovat evolucni udalost, ke které¢ doslo v pribéhu vyvoje
sekvence. Score zarovnani je tedy sumou hodnot ¢ minus a krat pocet mezer.

Vybér vhodného skorovani, resp. parametri o a a je dullezity pro spravnost zarovnani.
V idealnim piipadé je zarovnani sestaveno takovym zplusobem, ze regiony na sekvencich, které
nemaji zadnou (nebo jen malou) funkci a tedy jejich vyvoj probihd volné, nejsou zarovnany.
Naopak tuseky sekvenci, které jsou dileZzité, si zachovaji dostate¢né odliSeni, aby byly pii
zarovnani zohlednény. Zvoleny postup pro skérovani tedy ovliviiuje, které useky jsou oznaceny
jako nezarovnavané a jaké vztahy budou pfiftknuty zarovnanym usekiim. Zvoleni parametri
score zavisi na nckolika faktorech, mezi které fadime naptiklad evolucni pifibuznost druht,
jejichz sekvence porovnavame.[1][22]

2.7 Skorovaci matice

Aminokyselinové substitu¢ni matice predstavuji v bioinformatice evolu¢ni modely, které maji za
ukol popsat mutace aminokyselin. V praxi to znamena, Ze kazda substituéni matice obsahuje
hodnoceni pro mutaci jedné aminokyseliny na druhou, které je relativni ke stavu, kdy mutace
neprobéhne. Mezi ty nejznaméjsi patii matice PAM a BLOSUM, které vznikly na zakladé
podkladii ziskanych z vicendsobnych zarovnani. Ptfi¢emZ se vychazi ze statistickych metod
pouzitych pro stanoveni frekvence vSech myslitelnych mutaci a vSech skute¢né probéhnuvsich
mutaci.
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Prvnim zastupcem substitu¢nich matic byla pravé PAM, ktera se objevila v sedmdesatych letech
minulého stoleti. Zakladni matice viadé PAMI symbolizuje jednu mutaci na sto
aminokyselinovych zbytkt.[23]
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2.8 Dostupné programy pro vicenasobné zarovnani

Ackoliv existuje mnozstvi algoritmli a programli pro sestaveni vicenasobného zarovnani,
vSechny vyuzivaji pouze omezeného poctu pristupti, jak zarovnani sestavit. Nicméné dva znaky
by mély vSechny metody sdilet. Jedna se o snahu o co nejvétsi biologickou piesnost a co nejvetsi
usporu prostiedk, které jsou k dosazeni prvniho potiebné. Pravé potieba vypocetnich prostiedkt
je pfimo umérna narastu objemu dat v dostupnych databazich. A i kdyz jsou k dispozici stale
vykonngjsi pocitace, tak objem dat, ktery dokazi zpracovat, neni neomezeny, resp. dat je vzdy
vice, nez je mozné v rozumném Case zpracovat. Sestrojeni biologicky piesného zarovnani tak
predstavuje svého druhu urCitou vyzvu, pii které cas od Casu selze kazdd metoda. Proto se
setkavdme s rozlicnymi pfistupy k zarovnavani biologickych sekvenci. Jak jiz bylo feceno,
jednim z nejpouzivanégjsich postupt je heuristicky, ktery vyuziva parového zarovnani. Jeho
nespornou piednosti je jednoduchd implementace, ale narocnost na vypocet je pfimo imérna
po¢tu prvki v zarovnavanych sekvencich.

Druhym hlavnim proudem jsou stochastické a pravdépodobnostni metody. Jejich zastupcem je
napiiklad vyuziti Skrytych Markovovych modeld. Piistup s vyuzitim Skrytych Markovovych
modell nahlizi na problematiku vicendsobného zarovnani jako na pravdépodobnostni modely,
které vSem kombinacim shody, neshody a mezery pfifadi hodnotu pravdépodobnosti. Nasledné
na zaklad¢ téchto hodnot algoritmus vybere nejpravdépodobnéjsi vicendsobné zarovnéni. Jasnou
vyhodou Markovovych modelt je rychlost zpracovani porovnavanych sekvenci, ale nevyhodou,
kterou ssebou piinasi stochasticky pfistup, je nemoznost dosazeni stejného vysledku pii
opakovani. Na druhou stranu pfedstavuji stochastické metody novy piistup k problematice
zarovnani a da se ocekdvat, Ze do budoucna bude jejich dilezitost nariistat. Kazdy piistup
k vicendsobnému zarovnani ma sva pro a proti, nicméné analyza sekvenci neni omezena
jednostrannym pfistupem a existuji ptipady, kdy je pouziti nékteré¢ho z programii vyhodnéjsi, nez
pouziti ostatnich.[5][22]
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2.8.1 Clustalw

Softwarovy balik Clustal ptfedstavuje jeden z nejstarSich (1980) a zfejmé i nejpouzivangjSich
nastroju pro analyzu biologickych sekvenci. Poprvé se objevil v podobé programu napsaného
Vv jazyku Fortran na platformé opera¢niho systému MS-DOS. Myslenkou, ktera stala za vznikem
tohoto programu, bylo vytvofeni multiplatformniho nastroje, ktery bude poskytovat piesné
zarovnani v akceptovatelném cCase. Toho se podafilo dosdhnout predev§im diky spolupraci
biologii a informatik. [7][8]

Clustal s oznac¢enim W je vyvojovou vétvi z rodiny programii, ktera zahrnuje skorovaci systém
zohlednujici pozici prvka v zarovnani a také vahy (odtud oznaceni ,,W* z anglického weights)
reprezentujici skupiny sekvenci. V druhé poloviné let 90-tych byly Clustal W a Clustal X(verze
s grafickym uZzivatelskym prostfedim) nejrozsitenéjsi nastroje pro vicendsobné zarovnani. Jejich
prednosti byla schopnost zarovnavat stfedné velké soubory dat v pfijatelném Case a zaroven byl
vystup dostatecné kvalitni, aby nebylo potieba jej rucné upravovat. V pribéhu let se vSak
objevily programy, které poskytovaly ptesnéjsi vysledky a byly schopny se lépe vyporadat

s velkymi soubory dat. Nicméné tézisté pouziti programt Clustal se zacalo postupné piesouvat
na internet, kde je mozné je pouzit pro online porovnani dat.[5][8][9]

Vyznamnym skokem ve vyvoji byla implementace grafického rozhrani, které umoziuje
jednoduse prochéazet zarovnané sekvence a nasledné provadét zmény parametrt a analyzu piimo
Vjednom okné¢. Pro lepsi vizudlni kontrolu jsou sloupce, které si zachovaly pozici, barevné
zvyraznény stejné jako potencialné Spatné zarovnané tseky.[10]

Z&kladni vzorec programu Clustal pro zarovnani sekvenci spociva v provedeni téi nezbytnych
krokli. Prvnim je parové zarovnani vSech sekvenci, na jehoz zéklad¢ je vypoctena distan¢ni
matice, ktera urCuje rozdilnost pro kazdy par sekvenci. Tato faze je nasledovana sestavenim do
vudc¢iho stromu (guide tree) z distan¢ni matice, postup pro vypocet se opira o metodu Neighbor-
Joining (NJ). Sekvence jsou nasledné progresivné zarovnany podle jejich pozice v guide tree,
resp. v zavislosti na jeho vétvich. V ptipad¢ sestaveni guide tree doSlo ke zméné metody
pouzivané pro jeho tvorbu, Neighbor-Joining(byla pouzivana zhruba deset let) byl v nejnovéjsich
verzich nahrazen metodou UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
K tomuto kroku vedla pfedevs§im rychlost, se kterou je UPGMA schopna guide tree sestavit. Oba
algoritmy, jak UPGMA, tak NJ, maji naro¢nost na vypo&et O(N?), jasna pievaha UPGMA se
projevi az pti vyssi hodnoté N, feknéme 10000 sekvenci. S timto souborem dat se algoritmus
UPGMA vypoiada zhruba za minutu, zatimco NJ by obdobny vypocet provedl za dobu
presahujici hodinu. Jednou z moZnosti, jak snizit ¢asovou naro¢nost zarovnani, je pouziti
paralelnich vypoctl, které vyuzivaji pro zarovnani vice procesoru. [5] [7] [8] [9]

Vstupni sekvence, které maji byt zarovnany, by mély byt v podobé nékterého z vSeobecné
pouzivanych formati pro biologicka data (FASTA, GenBank, EMBL/Swiss-Prot). Vysledné
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zarovnani je potom mozné, krom¢ zobrazeni v okné¢, ulozit do souboru v riznych formatech
(Clustal, PHYLIP, GDE, NEXUS).[7]

2.8.2 MATLAB Multiple sequences alignment

Jedna se o integrovanou funkci vyvojového prostiedi MATLAB, konkrétné bioinformatics
toolbox. Tato utilita implementuje algoritmus pro progresivni vicenasobné zarovnéni, které
provadi na zadané mnoziné vstupnich sekvenci. Prvnim krokem vicendsobného zarovnani je
vypocet parového zarovnani vSech sekvenci. Pro defaultni vypocet skore je pouzita Gonnetova
skorovaci matice, dalSimi moznymi volbami jsou BLOSUMG62 nebo PAM250. Nasledné je
metodou Neighbor-joining vypocten vedouci (guide) strom, podle kterého jsou odvozeny
vysledné variace a evolu¢ni zmény v sekvencich.[15]

2.8.3 MUSCLE

MUSCLE je dal§im ztady vyznamnych programli pro vicenasobné zarovnani sekvenci.
Hlavnimi rysy algoritmu je sestaveni guide tree, ndsledované piipravou profilu parového
zarovnani. Profil parového zarovnani je nejdiive pouZit pro progresivni zarovnani a nasledné pro
jeho dals$i apravy. Prvnim krokem k sestaveni guide tree je uréeni vzdalenosti mezi jednotlivymi
pary zarovnavanych sekvenci. MUSCLE implementuje dvé metody pro uréovani vzdalenosti.
Prvni je metoda vzdalenosti k-merd, ktera se pouziva pro nezarovnané pary a druhou je
Kimurova vzdalenost pro zarovnané pary. K-mer je pfilehla podsekvence o délce k. Jiné ndzvy
pro k-mer jsou word nebo k-tice. Metoda k-mert pracuje s piedpokladem, Ze pfibuzné sekvence
vykazuji zvySeny vyskyt identickych k-merii. Tento postup nevyzaduje zarovnani sekvenci, a
proto je mozné jej provadét velmi rychle bez velkych vypocetnich naroka. V ptipade, Ze
sekvence jsou parové zarovnané, uréime jejich vzdalenost s Kimurovou korekci pro vicenasobné
substituce nachazejici se pohromadé. Kone¢nym krokem této faze je sestaveni guide tree
metodou UPGMA z dat distan¢ni matice ziskané v pfedchozich krocich.[20][21]

2.8.3.1 Algoritmus
Algoritmus MUSCLE ma tfi faze. Prvni je hrubé progresivni zarovnani. Druhd je optimalizované
progresivni zarovnani a tieti fazi jsou upravy zarovnani.

Prvni faze: Na zéklad¢ guide tree je sestaveno progresivni zarovnani. Pro kazdy isek guide tree
je sestaven profil na zakladé vstupni sekvence. Postup po jednotlivych uzlech se provadi
Vv prefixovém potadi (tedy nejdiive potomek a az pak rodi¢). Pro kazdy uzel je nésledné

21



vytvofeno parové zarovnani dvou profili potomki, ¢imz vznikne novy profil. Tento novy profil
je pfitazen zpracovavanému uzlu. Timto zpusobem je sestaveno celé vicendsobné zarovnani.[20]

Druha faze: Pouziti vzdalenosti k-merti mize vést k jistym nepiesnostem pii sestaveni guide tree,
jak se ostatné u aproximacéni metody da predpokladat. Proto je potieba piehodnotit plivodni tree
za pouziti Kimurovy vzdalenosti. Nevyhodou tohoto pfistupu je nutnost mit sekvence zarovnané,
tudiz vzrista vypocetni naro¢nost. Kimurova vzdalenost je vypocitana na podkladech ziskanych
z vicenasobného zarovnani v prvni fazi. Vysledkem je nova distanéni matice. Z ni se opét
metodou UPGMA sestavi guide tree. Na zakladé nového guide tree se provadi progresivni
zarovnani. Ale zménou je, ze se zarovnavaji pouze sekvence, jejichz vétve se zménily oproti
prvnimu guide tree.[20]

Faze tii: Upravy zarovnani za¢inaji od hrany druhého guide tree. Guide tree je pak odstranénim
této hrany rozdélen na dva podstromy. Pro ¢ast vicenasobného zarovnani, nachdzejiciho se v
obou téchto podstromech, je vypoéten profil. Zarovnanim takto vzniklych profili je sestaveno
nové vicenasobné zarovnani. V piipadé, Ze toto zarovnani poskytuje leps$i skore, tak je
ponechano. V opa¢ném piipadé se na né&j nebere ohled. Tyto kroky jsou opakovany, dokud se
nedosahne stanovené¢ho zlepSeni skoére, anebo neni dosazeno piednastaveného poctu
cykla.[20][21]

2.8.4 T-Coffee

T-Coffee (Tree based consistency objective function for alignment Evaluation) je dalsim balikem
programu pro vicenasobné zarovnani sekvenci. Umoziiuje zarovnavat sekvence protein, DNA a
RNA. Krom¢ samotného zarovnavéni je T-Coffee schopen spojovat vystupy z jinych programi,
jako je Clustal, Muscle a dalsi. Postup T-Coffee pii zarovnavani sekvenci je do znacné miry
zaloZen na progresivnim algoritmu zarovnani. AvSak algoritmus zarovnani byl upraven, aby se
ptedeslo tzv. greedy problémim, kdy dochazi k chybnému oznac¢eni nahodnych usekt sekvence
jako podobnych. Algoritmus postupuje ve tiech krocich. Prvnim je pfedzpracovani dat —
vytvofeni knihovny, druhym je parové zarovnani a kone¢nym krokem je uprava knihovny
(souboru dat). Knihovna dat obsahuje globalni a lokalni zarovnani, které jsou pouzivany ke
zjisténi vzdalenosti mezi piroveé zarovnanymi sekvencemi. Takto upravend knihovna pak slouzi
k progresivnimu zarovnani zpracovavanych sekvenci.[5][6]

2.8.4.1 Algoritmus T-Coffee

Prakticky se jedna o cyklus vytvofeni vicenasobného zarovnani a jeho naslednou optimalizaci.
Proces sestaveni vicenasobného zarovnani mé jako vstup globalni a lokalni zarovnani a
vystupem jsou vicendsobnd zarovnani, kterd se dale optimalizuji. Optimalizani postup
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predstavuje vytvoreni vicenasobnych zarovnani, ktera nejvice odpovidaji knihovné vstupnich
dat. Tento krok je realizovan za pouziti progresivni metody. Modelovym ptikladem muze byt
zarovnani n sekvenci. Pro kazdy par je vypoéteno globalni parové zarovnani programem Clustal
W, tento krok je pak proveden i programem Lalign(implementace programu Sim v baliku
FASTA), ¢imz ziskame soubor lokalnich parovych zarovnani. Takto je vytvofena zakladni
knihovna zarovnani, ktera obsahuje informace o vSech parovych zarovnani (jejich pocet je
n(n — 1)/2). Data ulozena v knihovné jsou reprezentovana jako skupina sparovanych rezidui.
Ovsem ne vSechna tato rezidua jsou rovnocena, néktera z nich jsou vysledkem zarovnani, ktera
pii sestavovani vysledného vicenasobného zarovnéni, kdy je dana ptednost vice
pravdépodobnym reziduim. Stanoveni, kterd rezidua maji pfednost, je provadéno podle
vahového schématu. [5][6]

2.8.5 MSA

MSA je skupinou nastroji pro vicenasobne zarovnani biologickych sekvenci, dostupné na webu
NCBI. Pavodni verze byla vyvinuta Stephenem Altschulem, Johnem Kececiogluem a Davidem
Lipmanem. Uéelem tohoto nastroje je vicendsobné zarovnavani sekvenci, které je kardinalni pro
zisk informaci o procesech probihajicich pfi molekularni evoluci, skladani RNA, genové regulaci
nebo vztahu mezi strukturou a funkci proteint. Jak jiz bylo zminéno v predeslém textu, je vétSina
metod pro vicendsobné zarovnani sekvenci zalozena na parovém zarovnani jednotlivych
sekvenci z datového souboru ur¢eného pro analyzu. Tento pfistup, pokud se rozhodneme jej
roz§ifit na vice nez dvé sekvence, s sebou nese nevyhnutelné problémy, jakymi jsou vahy pro
ptifazovani hodnot jednotlivym prvkiim nebo naptiklad penalizace za vlozeni mezery.[11][22]

Ovsem nejvétsim problémem byla, je a zUstdva vypocetni narocnost vicenasobného zarovnani.
Pii potykdni se stouto piekaZkou alternativni metody pro vypocet zarovnani pouZivaji
heuristicky pfistup, nebo se snazi minimalizovat hodnoty pro pfifazené usekiim sekvenci, které
pifimo nesouvisi s pouzitym modelem molekuldrni evoluce. Takovéto zjednoduSeni ale
nevyhnutelné vede k nemoznosti jasné stanovit kvalitu celkového zarovnani produkovaného
témito metodami.[11][22]
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2.8.6 Carrillo-Lipman

Pouziti dynamického programovani pro zarovnani n sekvenci vyzaduje pevné stanoveny pocet
operaci pro kazdou bunku ve vzniklé matici o n-rozmérech. Pocet takovychto bun¢k je zavisly
na délce sekvenci. Vzhledem k praimérné délce sekvenci je takovyto postup nevhodny pro vice
nez tfi sekvence. Nicméné se naSel zptisob (MSA jej implementuje), jak vyrazné snizit zatéz na
vypocet. Algoritmus Carrillo-Lipman tak omezuje mnozstvi bun¢k, které je nutné prozkoumat
pro sestaveni zarovnani. Tato metoda nahlizi na vicenasobné zarovnani, kdy hledame zarovnani
(cestu) v matici 0 n-rozmérech slozenou z parovych zarovnani, jako na cestu promitanou na
dvourozmérny graf. Je tedy mozné vypocist horni hranici pro ohodnoceni projekce optimalniho
paroveho zarovnani na konkrétni par sekvenci. Tato horni hranice ohodnoceni pak omezuje
pocet bodl, kterymi mize projekce cesty prochazet v ptislusném dvourozmérném grafu. A timto
dochézi i k omezeni bodd, kterymi muze prochazet optimalni zarovnani. Kazda projekce tak
vytvari podmnozinu prvki z ptivodni matice, kterd obsahuje v§echny mozné kombinace cest pro
optimalni zarovnani. Prinik téchto podmnozin stale obsahuje v§echny tyto cesty. A pravé tento
prunik je oblasti, kterou by mél algoritmus prohledavat k nalezeni optimalniho zarovnani.
V realném pouziti to znamena takovou redukci pozic, které je potfeba prohledat, ze je mozné
efektivné zarovnat v kKratkém case az Sest sekvenci.[5][11][17]

2.8.6.1 Omezeni shora

Program MSA umoziuje uzivateli stanovit pozadované omezeni shora pro hodnotu zarovnani
kazdého paru sekvenci. Pro kazdy par pak program spocte, které €asti pifislusného grafu cesty
mohou byt pouzity pro zarovnani tak, aby nedoslo k piekroceni definovaného omezeni. Timto
zpiisobem v dal§im kroku MSA bere v potaz pouze ty ¢asti n-rozmérné matice, na které je mozné
vztdhnout ty Casti vSech grafii cesty, které vyhové€ly stanovené podmince. Vysledkem tohoto
postupu jsou zarovnani s minimalni hodnotou a zaroven jejich graf cesty v prohledavané oblasti.
V praxi jsou zvolena omezeni téméf vzdy vétsi, nez je nezbytné. V takovém piipadé MSA na
zaklad¢ vlastni analyzy zvoli vhodna omezeni. [11][17]

2.8.6.2 Penalizace mezer

Obecné¢ plati, ze pokud chceme nalézt z biologického hlediska ptijatelné zarovnani, je potieba
penalizovat vkladani mezer. Pro sumu part (Sum of Pairs) je tato penalizace rovna souctu vSech
hodnot vSech mezer vlozenych do dané¢ho parového zarovnani. Ale dalSim zkouménim se doslo
ke zjisténi, ze striktni dodrZzovani tohoto piistupu vede ke komplikacim v implementaci. Program
MSA pouziva penalizaci odvozenou od piirozené penalizace. Rozdilem je, Ze v né€kterych
ptipadech se cena za vlozeni mezery adaptabilné méni.[5][11]
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2.8.6.3 Vdhy pdrii

Ohodnoceni vicendsobného zarovnani zalozené na SP (suma pard) v nékterych piipadech
vykazuje nezadouci vlastnosti. Mize nastat piipad, kdy se v souboru zarovnavanych sekvenci
objevi nékolik sekvenci, které jsou si velmi podobné. Pokud by méla vSechna péarova zarovnani
stejnou vahu, doslo by k situaci, Ze piili§ podobna zarovnani by ovlivnila vysledné vicenasobné
zarovnani a zbyla parova zarovnani by ustoupila do pozadi. Proto je potieba zajistit, aby byly
identické informace zohlednény pi#i dal$im postupu, resp. byly vypofadany tak, aby
neovliviiovaly negativné vysledné zarovnani. MSA vyuziva dvé metody pro pfidélovani vah
parovym zarovnanim. Ob¢ tyto metody zavisi na evolu¢nim stromu sestaveném pro zarovnavané
sekvence. Evolu¢ni strom je sestaven metodou Neighbor-Joining. Kone¢né slovo ma vSak
uzivatel, ktery rozhoduje, zda zarovnavané pary budou mit stejnou vahu nebo ne.[11]
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3 Implementace algoritmi vicenasobného zarovnani

3.1 Vicenasobné zarovnani tri sekvenci
Zarovnani tii sekvenci je zalozeno na modelu parového zarovnani. Mé&me sekvence A =

a,a, ...ay1, B= byb,..by; a C = c1Cy ...Cpq. A predpokladejme, Ze score X(x,y) je urCeno
X

pro kazdy zarovnany par ( ) Score zarovnaného sloupce <y

) je definovéano jako @(x,y,z) a je
Z

mozné jej vypocitat jako sumu X(x,y), X(x,z) a X(y, z).

S[i,j, k] ptedstavuje score optiméalniho zarovnani a,a, ...dp;, biby ...by; @ €1Cy ...Cpp. P
korektni incializaci S[i,j, k] pro 1<i<n;, 1<j<n, a 1<k<n; mize byt score
vypocitano pro nasledujici ptipady:

( S[li—1,j,k]l+ 6(a;,—, —)
S[i,j — 1kl + &(—,b;,—)
Sli,j k =11+ 8(= =, ¢cx)
S[i,j,k] = max{ S[i,j—1k—1]1+ &8(=bj cx)
Sli—1,j,k—1]+ 6(a;,—, cx)
S[i—1,j—1,k] + 8(a;, b;,—)
S[i—1,j— 1L,k —11+ 8(ay bj, cx)

(3.1.1)[5]

Hodnota S[n,,n,, n3] je potom score optimalniho vicenasobného zarovnani sekvenci A,B a C.
Sestavend trojrozmérna matice obsahuje O(nq,n,,n;) zaznamiu. Kazdy ztéchto zaznamu
predstavuje maximalni hodnotu ze 7 pozic, které danou pozici obklopuji.[1][5]

Soucasti této prace je samostatny program pro vicendsobné zarovnani. Program je
implementovan v prostiedi Matlab. Na vstupu této aplikace jsou tfi nukleotidové sekvence a
skorovaci parametry, vystupem je pak vicenasobné zarovnani a celkové score. Program je
limitovan vykonem pocita¢e, na némz je spoustén. Pfi kapacit€¢ operacni paméti 8GB a
predpokladu vyuziti 64 - bitového operacniho systému a runtime prostiedi Matlab se hranice
délky sekvenci, které je mozné zarovnat, se pohybuji kolem 800 bp. Tento limit je dan postupem
pouzitého algoritmu pro zarovnani. Tento sestavuje 3D matici, tudiz s délkou sekvenci
vyznamné nartstaji naroky na dostupné systémové prostiedky.[5]
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3.1.1 Algoritmus

Pouzity algoritmus nejprve aplikuje na zadané sekvence postup pro globdlni zarovnani.
Piedpokladejme, ze mame vstupni sekvence A, B a C. Kazda sekvence je porovnana s kazdou
podle klice A — B. A — C, B - C. Hodnoty pro shodu, neshodu a mezeru ziskdme ze zadanych
skorovacich parametrd. Timto postupem ziskdme hodnoty okrajovych bunék 3D matice
ohodnoceni. Zaroven s tim je nutné ve druhé 3D matici cesty uchovavat informace o tom, z které
ze sousednich bun€k dand hodnota na aktualni pozici pfisla. Kodovani pro urCeni cesty
obstaravaji tfi Cislice, kdy 1 pfedstavuje posun o -1 v daném sméru, 0 pak zadny posun.

Druhym krokem je vypocet hodnot vnitinich ¢asti 3D matice ohodnoceni. Zde postupujeme
podle vzorce

Pti vypoctu je potieba zohlednovat nutné prednosti pro mapovani cesty, které jsou v tomto
poradi: 111, 110, 101, 011, 100, 010, 001.

Tietim krokem je potom samotné zarovnani, které zac¢ind v bodé S[i, j, k] a podle matice cesty
postupujeme az do bodu S[1,1,1]. Interpretace zarovnani pro aktualni sloupec zarovnani podle
indexu cesty je nasledujici:[5]

111 ... pouziti aktualnich znaki A, B, C
110 ... pouziti znakl A, B a mezera na pozici C
101 ... pouziti znakl A, C a mezera na pozici B
011 ...pouziti znakl B, C a mezera na pozici A
100 ... pouziti znaku A, a mezery na pozici B, C
010 ... pouziti znaku B, a mezery na pozici A, C
001 ... pouziti znaku C,a mezery na pozici A, B

(3.1.2)[5]

3.1.2 Koncepce programu

Jak jiz bylo zminéno vyse, program pro jednoduché zarovnani je realizovan v programovém
prostfedi Matlab. Primarni ¢ast tvoii hlavni obsluzna funkce, ktera provadi inicializaci
proménnych a vypocet hodnot spojenych se zarovnanim sekvenci. Druha funkce, volana
Z predchozi, se stard o pfipraveni matic potiebnych pro sestaveni vicendsobného zarovnani. A
treti funkce, volana nakonec, provadi zarovnani sekvenci do findlni vystupni podoby
vicenasobneho zarovnani.
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3.1.3 Navrh reSeni algoritmus vicenasobného zarovnani tri sekvenci
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3.2 Progresivni vicenasobné zarovnani

Z ptedchoziho je ziejmé, Ze postup, ktery byl pouzit pro sestaveni vicenasobného zarovnani, neni
mozné pouzit pro vice nez tfi sekvence. Pouzity algoritmus by v pfipad¢ vice sekvenci vyzadoval
piilis velkou miru abstrakce (ziskali bychom matici o n rozmérech, kde n > 3), kterou je obtizné
dynamickym programovanim obsahnout. Kazda sekvence navic by neimérn¢ zvysSovala objem
kodu potiebny pro jeji zpracovani. Bylo tedy potfeba pouzit jiny, vhodnéjsi algoritmus.

Jako vhodny kandidat pro tento Ukol se jevi metoda progresivniho zarovnani. Tento postup je
snadno implementovatelny a v rdmci mezi i dostate¢né rychly pro zpracovani velkych objemu
sekvenci. Progresivni pfistup pracuje s jednoduchym piedpokladem, kdy je prvné zarovnan
nejpodobnéjsi par sekvenci, a dalsi jsou pfidavany, az se dostaneme k nejméné podobnému.

3.2.1 Algoritmus pro progresivni zarovnani

Prvnim krokem progresivniho zarovnani je sestaveni guide tree. Pro sestaveni guide tree je
potieba si ptipravit data. Jako zdklad nam poslouzi distan¢éni matice. Pro urceni vzdalenosti mezi
sekvencemi je tyto potfeba paroveé zarovnat a na zaklad¢ zarovnani stanovit jejich vzdélenost.
Vzdalenost mezi parové zarovnanymi Sekvencemi se urCuje jako pocet shod déleno délkou
zarovnanych sekvenci.[18][19]

A -

B 0.85 -

C 0.51 0.66 -
A B C

Obréazek 7 - Distanéni matice

Guide tree je sestaven na zakladé ziskané distan¢ni matice, kdy se za nejpodobnéjsi sekvence
povazuji ty, jejichz vzdalenost ma nejvyssi hodnotu. Guide tree jako takovy nema Zadny
fylogeneticky vyznam, tudiZ jej neni mozné pouzit pro dalsi analyzu nebo hledani evolu¢nich
piibuznosti.[18][19]
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A 0.85

0.66
C

Obrazek 8 - Guide tree

Na zékladé guide tree je mozné zacCit zarovnavat sekvence. Nejdiive se zacne se sekvencemi,
které si jsou nejblizsi. V naSem ptipadé se jedna o sekvence A a B. Jako dalsi v pofadi je
sekvence C. Provadime parové zarovnani, kdy pfedchozi, jiz zarovnané, sekvence reprezentuje
konsensualni sekvence. Pro vysledné zarovnani je vypocteno celkové score. Jako metoda pro
jeho vypocet byla pouzita Sum of Pairs.[18][19]

3.3 Koncepce programu

Pro aplikaci provadgjici vicenasobné zarovnani tii a vice sekvenci byla zvolena odli$na strategie,
nez tomu bylo u programu pro vicenasobné zarovnani tfi sekvenci. Mimo pouziti algoritmu
progresivniho zarovnani, je hlavnim krokem vpited pouziti zdsad objektového programovani.
Tento pfistup umoziluje pro zarovnavané sekvence vytvofit objekt, ktery obsahuje vSechny
atributy a metody potfebné pro provadéni akci nezbytnych k vicendsobnému zarovnani.
Nespornou vyhodou je znuvupouzitelnost jednotlivych metod a jejich pokud mozno generické
rozhrani, takze je mozné je volat v libovolném potadi, ptipadné upravovat jejich logiku bez
ovlivnéni funkcnosti celku jako takového.
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3.3.1 Pseudokod progresivniho vicenasobného zarovnani

Pseudokdd predstavuje formu zdpisu postupu algoritmu, kterd vSak neni vdzana na jeden
konkrétni programovaci jazyk a je zaroven Citelna lidskym operatorem. V ukdzce pseudokdodu

vvvvvv

progresivni zarovnani. Pseudokddy vSsech metod jsou soucasti priloh.

3.3.1.1 Pseudokoéd metody multiple_alignment
MULTIPLE_ALIGN (alignment)

alignment.orig_distance_matrix <- alignment.distance_matrix
for i <- 1 to alignment.seq_number - 1
alignment <- GET_SEQ_TO_ALIGN(alignment)

check <- kontrola zda je proménna alignment.consensus_seq prazdna

if check je prazdna

alignment.consensus_seq <- alignment.seq_to_align_01

alignment.seq01 <- alignment.consensus_seq
alignment.seq02 <- alignment.seq_to_align_02
alignment <- INITIALIZE_PAIRWISE(alignment)
alignment <- PAIRWISE_ALIGNMENT (alignment)

ifi=1
alignment.multiple_seq_alignment; <- alignment.temporary_pair_aligns konec

alignment.multiple_seq_alignment, <- alignment.temporary_pair_alignz konec

else
alignment <- ADJUST_MULT_ALIGN(alignment)
alignment.multiple_seq_alignment.; <- alignment.temporary_pair_align konec

alignment = CREATE_CONSENSUS_SEQ(alignment)

Obrazek 9 - Pseudok6d metody multiple_align
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3.3.1.2 Pseudokod metody pairwise_alignment
PAIRWISE_ALIGNMENT (alignment)

n <-délka alignment.seq01 + 1

m <-délka alignment.seq02 + 1

score_matrix <- matice nul o rozmérech m an
direction_matrix <- matice nul o rozmérech m an
direction_matrixy, konec <- alignment.insert_symbol
direction_matrixyonec 1 <- alignment.delete_symbol
direction_matrix; 1 <- 0

pom<-0

fori<-1ton
score_matrixs i <- pom

pom <- pom + alignment.gap

pom <-0

fori<-1tom
score_matrix; 1 <- pom

pom <- pom + alignment.gap

fori<-2tom
if alignment.seq02;; = A
sub_seq2<-1
elseif alignment.seq02;., = C
sub_seq2 <-2

elseif alignment.seq02;., = G
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sub_seq2 <-3
elseif alignment.seq02;., =T
sub_seq2 <-4
forj<-2ton
if alignment.seq01j, = A
sub_seql<-1
elseif alignment.seq01;.;, = C
sub_seql <-2
elseif alignment.seq01j.1 = G
sub_seql <-3
elseif alignment.seq01;.4 =T

sub_seql <-4

if score_matrixi1j1 + alignment.scoring_matriXsup seqisub seqz > SCOre_matrixij, +
alignment.gap a zaroven score_matrixj.1j, + alignment.scoring_matriXsun seqisub_seqz >

score_matrixi-1,j + alignment.gap

score_matrix;j <- score_matrix;., j.1 + alignment.scoring_matriXsun_seqt,sub_seq2
direction_matrix;j <-alignment.match_symbol

elseif score_matrix; ;.1 + alignment.gap > score_matrixi.1; + alignment.gap
score_matrix;j <- score_matrix; .1 + alignment.gap
direction_matrix;j <-alignment.insert_symbol

else
score_matrix;; <- score_matrix;. j + alignment.gap

direction_matrix;; <-alignment.delete_symbol

alignment.score_matrix <- score_matrix
alignment.direction_matrix <- direction_matrix

alignment <- PAIRWISE_TRACEBACK (alignment)

Obrazek 10 - Pseudokdd metody pairwise_align
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3.3.1.3 Pseudokod metody create_consensus_seq
CREATE_CONSENSUS_SEQ(alignment)

for i <- 1 to délka alignment.multiple_seq_alignment; ;

for j <- 1 to délka alignment.multiple_seq_alignment
temp_array <- alignment.multiple_seq_alignment;

nucleotides <- zietéz nucleotides a temp_array;

num_a <- suma kolik je v proménné nucleotides znak A
num_c <- suma kolik je v proménné nucleotides znak C
num_t <- suma kolik je v proménné nucleotides znak T

num_g <- suma kolik je v proménné nucleotides znak G

value_set <- vytvor vector z proménnych num_a num_c num_g num_t

value, position <- najdi hodnotu a pozici maxima vektoru value_set

switch position

case 1

consensus_seq <- zietéz consensus_seq a A
case 2

consensus_seq <- zietéz consensus_seq a C
case 3

consensus_seq <- zietéz consensus_seq a G
case 4

consensus_seq <- zietéz consensus_seq a T

alignment.consensus_seq <- CONsensus_seq

Obrazek 10 - Pseudokdd metody create_consensus_seq
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3.3.1.4 Trida progresivniho vicendsobného zarovnani

Jadro celého programu predstavuje definice
tiidy (multiple_alignment), majici za ukol

vytvofeni instance objektu, ktery obsahuje Atributy

vsechno potiebné pro vicenasobné zarovnani
nukleotidovych sekvenci. Definice tfidy na
zacatku deklaruje atributy dostupné po celou
dobu existence objektu. Tyto atributy
(aktualn¢ zarovnavané sekvence, sekvence
uréené k zarovnani, symboly pro substituce,
distanéni matice atd.) umoziuji uchovavat
rizné informace, Knimz se pfistupuje pii
volani jednotlivych metod. Diky jejich
deklaraci v definici tfidy se jedna o globalni
atributy. Globalni atributy na rozdil od téch
lokélnich, které se vyskytuji v jednotlivych
metodach, nejsou vymazany poté, co dana
metoda provede sviij zdrojovy kod. Pocet
globalnich atributd je vhodné omezit na
nejmenSi nutné mnozstvi, protoZze jsou
udrzovany v paméti po celou dobu béhu
aplikace. Nicméné  pokud chceme
snékterymi  daty pracovat i v jinych
metodach, tak se jejich pouZiti nevyhneme.
Proto je také vhodné, pokud je to mozné, v co
nejveétsi mife pouZivat lokalni proménné,
diky kterym mizeme vyznamné sniZit
naronost  programu  na  systémové
prostredky.

Druhou ¢ast definice tiidy tvofi deklarace
jednotlivych metod. Metody jsou objekty
(samostatné tuseky kodu), které maji jasné
definované vstupy a vystupy. Je mozné je

seq_number

seqgs

seq0l

seq02

main_seq

current seq

seq _to _align 01

seq to align 02
distance

gap

gap_symbol

match symbol

delete symbol

insert symbol
scoring matrix

score matrix
distance matrix

orig distance matrix
direction matrix
temporary pair align
consensus_seq
aligned seq flag tab
seq_aligned count
multiple seq alignment
log table

Metody

multiple alignment (seqgs)
initialize global (alignment)
pairwise (alignment)

initialize pairwise (alignment)
pairwise alignment (alignment)
initialize constants (alignment)
pairwise traceback(alignment)
calculate distance(alignment)
get align order (alignment)

get seqg to align(alignment)
create consensus_seq(alignment)
multiple align(alignment)
adjust mult align(alignment)

Obrazek 12 - Struktura objektu pro vicenasobné zarovnani
libovolné¢ kombinovat, protoze jejich

interface je uniformni. Kazda z nich ma na

vstupu a vystupu instanci objektu, coZ jim umoziiuje mit okamzity piistup ke vSem atributim a
metoddm dané instance. Celé zarovnani je realizovano prostiednictvim volani jednotlivych
metod, pficemz jsou ne€které z nich pouzity opakované.
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3.3.2 Navrh reSeni - algoritmus progresivniho zarovnani
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Obrazek 13 - Algoritmus progresivniho zarovnani



3.3.3 Vyvojové diagramy a popisy metod progresivniho vicenasobného zarovnani
Nasledujici c¢ast obsahuje podrobny popis postupti a operaci provadénych metodami
implementovaného progresivniho zarovnani. Vyjimkou je metoda pairwise, ktera obsahuje i
pfilozeny vyvojovy diagram pro ilustraci. Podrobné vyvojové diagramy vSech
implementovanych metod se nachazeji v pfilohach.

3.3.3.1 Metoda konstruktoru multiple_alignment

Prvni metoda, ktera se vola v prib&hu aplikace vicenasobného progresivniho zarovnani, je
konstruktorem tfidy. Jejim tkolem je vytvofit instanci tfidy vicenasobné zarovnani — objekt.
V ramci konstruktoru je naplnén globalni atribut, ktery uchovava sekvence uréené k zarovnani.
A daéle jsou volany dvé metody obsluhujici inicializaci atributi nezbytnych pro spravny béh
programu. Jedna se o metody initialize_constants a initialize_global. Jak napovida nazev prvni
metody, tato provadi ptipravu konstant. Tyto atributy jsou neménné po celou dobu existence
objektu. Druha metoda potom pfipravuje zakladni atributy, jako jsou countery a logovaci
tabulky.

3.3.3.2 Metoda initialize constants

Metoda initialize constants obstarava naplnéni globalnich atributd — konstant. Jedna se o
proménné, které jsou v prub&hu celé aplikace neménné a pouzivané na nékolika mistech, proto je
vyhodné je deklarovat globalng, aby k nim mély piistup veskeré metody tfidy. Jde predevsim o
konstanty penalizace mezery, skorovaci matice, symbolt pro shodu, deleci, inzerci a mezeru.

3.3.3.3 Metoda initialize_global

Initialize_global je metodou pro vytvoteni globalnich atributd, které jsou po dobu béhu aplikace
hojné pouzivany a je vyhodné je v ramci jednorazového ukonu predpfipravit jiz v ramci volani
konstruktoru. Jde ptfedev§im o vypocet poctu sekvenci ke zpracovani a logovaci tabulku pro
urceni, které sekvence jiz byly zpracovany. Tyto globalni atributy se mohou v pribéhu
zpracovani ménit.

3.3.3.4 Metoda calculate_distance

Dalsi v fadé metod je metoda pro vypocet podobnosti sekvenci. Na zakladé pravé zarovnaného
paru sekvenci je urCena délka zarovnani. Nasleduje pfedani zarovnaného paru do lokalnich
proménnych. Tyto lokdlni proménné jsou porovnany vuci sobé. Vysledkem je pocet shod
v zarovnani. Tento pocet je podélen celkovou délkou zarovnani, ¢imz je ziskdna podobnost. Tato
hodnota je ve finalnim kroku pfedana do globalniho atributu.
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3.3.3.5 Metoda get_align_order

Dalsi pomocna metoda, ktera na zékladé globalniho atributu pro vypoctenou podobnost
zarovnaného paru sekvenci aktualizuje distan¢ni matici. Distanéni matice je aktualizovana na
pozici odpovidajici sekvencim, které byly ptedlohou pro parové zarovnani. Timto zpiisobem je
pii dalsi praci s distancni matici mozné dohledat hodnotu podobnosti pro kazdy par sekvenci.

3.3.3.6 Metoda mult_align

Pro sestaveni vicenasobného progresivniho zarovnani byla implementovana fidici metoda. Tato
se stara o volani konstruktoru multiple alignment, metody pro urceni podobnosti pairwise a
metody pro vicenasobné zarovnani multiple_align a jako posledni provadi zobrazeni vysledného
zarovnani.

3.3.3.7 Metoda sum_of pairs

Po dokonceni vicenasobného zarovnavani sekvenci je potieba tyto ohodnotit. Jednim z Kritérii
pro takové hodnoceni je praveé score. Jeho vypocet probihd metodou sum of pairs. Kdy je pro
kazdy sloupec vysledného zarovnani vypoctena jeho celkovd hodnota, a to vypoctem pro
v§echny pary nachazejici se v daném sloupci. Hodnoty jsou vzaty ze skorovaci matice a hodnoty
pro penalizaci mezery. Cyklus metody prochazi vSechny sloupce a jeho vysledkem je celkové
score, pro vysledné vicendsobné zarovnani.

3.3.3.8 Metoda initialize_pairwise

Pted samotnym parovym zarovnanim je potieba pfipravit globalni atributy instance objektu pro
dalsi zpracovani. Jedna se o inicializaci matice hodnot, kterou je nutné vzdy aktualizovat podle
délky aktualné zarovnavaného paru sekvenci. Stejné tak je inicializovana matice cesty, ktera
slouzi ke zpétnému trasovani zarovnani. Nasleduji dva po sobé jdouci cykly, které plni nulty
sloupec a nulty tadek pocate¢nimi hodnotami. V piipadé matice hodnot jsou to hodnoty
odvozené od penalizace mezery a u matice cesty se jedna o symboly pro to, odkud hodnota
nachazejici se na stejné pozici v hodnotové matici pfisla.

3.3.3.9 Metoda pairwise_alignment

Metoda pairwise allignment je integralni ¢asti useku programu, ktery ma na starosti parové
zarovnani. V ramci této metody dochazi k porovnavani jednotlivych sekvenci vuéi sobg,
nukleotid po nukleotidu. Nejprve jsou inicializovany nezbytné lokalni proménné, jako jsou
matice hodnot a cesty. Nasleduje cyklus prochazejici prvni sekvenci vzdy po jednom znaku. Pro
danou pozici se stanovi, jaky nukleotid se na ni nachazi. Podle takto ur¢eného nukleotidu je do
lokalni proménné piitazena soufadnice, ktera odpovida pozici daneho znaku ve skérovaci matici.
Po tomto useku wvnitini logiky je provadén vnoteny cyklus, ktery provede totéz pro druhou
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zarovnavanou sekvenci. Pohybujeme se tedy ve skorovaci matici po sloupcich. Dalsi zpracovani
nadiazeného cyklu provadi vybér maximalni hodnoty pro danou pozici vzhledem k tomu, zda se
jedna o hodnotu zleva (inzerce), shora (delece) anebo diagonalni (shoda/neshoda). V piipade, ze
se jedna o shodu, tak vzdy upfednostnime pravé tuto hodnotu. Vysledek rozhodovani je ulozen
na aktualni pozici v hodnotové matici a symbol znaéici, jakym zpiisobem byla hodnota vybrana,
je uloZen do matice cesty. Nasledné jsou aktualizovany piislusné atributy objektu z lokalnich
proménnych pro matice hodnot a cesty. Poslednim krokem je volani metody pairwise traceback,
ktera na zaklad¢ ziskanych hodnot provede zpétné trasovani priachodu matici hodnot a dokonci
tak parové zarovnani.

3.3.3.10Metoda pariwise_traceback

Posledni metodou vztahujici se pfimo k parovému zarovnani je pairwise_traceback. Ulohou této
metody je zpétn¢ trasovat prichod matici hodnot a na tomto zdklad¢é vytvofit finalni parové
zarovnani. Prvni ¢ast logiky opét inicializuje lokalni proménné, aby nebylo zasahovano do
globalnich atributi objektu. Je vypoctena délka zarovnavanych sekvenci, na jejich zakladé se
vytvoii array, do n¢hoz bude zapisovano vysledné zarovnani. Délka array je stanovena jako
délka té nejdelsi ze zarovnavanych sekvenci. Nasleduje krok inicializace pomocnych
proménnych, které umoziuji stanovit pohyb po matici hodnot a cesty. Dal$i ¢asti je samotné
jadro metody, které tvoii while cyklus. V jeho rdmci je podminkou vyhodnocena aktudlni
hodnota na pozici v matici cesty. Jsou mozné tii vysledky. Prvnim je, Ze hodnota na pozici pfisla
diagonalné. V tomto ptipadé se v nésledujicim pribéhu cyklu posuneme v matici cesty opét
diagonaln¢ a do proménné pro zarovnani zapiSeme nukleotidy z kazdé sekvence, odpovidajici
této pozici. Pokud hodnota v matici cesty odpovidd znaku pro inzerci, tak do prvniho fadku
proménné zarovnani vloZime znak pro inzerci a do druhého pfisluSny nukleotid. V dalSim
pribéhu cyklu se posuneme smérem doleva o jednu pozici. Posledni moznost predstavuje
hodnota, ktera ptisla shora, tedy delece. Postup je analogicky k inzerci, jen do prvniho Fadku
proménné zarovnani zapiSeme nukleotid a do druhého symbol mezery. Cely cyklus je provadeén,
dokud se nedosahne levého horniho rohu matice cesty, coz znamend, ze se ocitame na pocatku
sekvence a mizeme cyklus ukoncit. Takto ziskané zarovnani zapiSeme do globalniho atributu
instance objektu.

3.3.3.11 Metoda multiple_align

Samotné vicendsobné zarovnani je realizovano prostfednictvim obsluzné metody, kterd provadi
v8echny ukony s tim spojené. Vyuziva znovu pouZitelnosti objektovych metod v podobé procest
parového zarovnani, které je zdkladem zarovnani vicendsobného a zaroven integruje
funkcionalitu exkluzivni pouze pro vicenasobné zarovnani. Stejné jako je tomu u piedchozich
metod jsou nejdiive inicializovany lokalni proménné a zalohovéana originalni distan¢ni matice,
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protoze v prubéhu zpracovani bude upravovana. V dalsim kroku je zavoldna metoda, ktera na
zakladé distan¢ni matice urci sekvence k zarovnani. Déale je zkontrolovano, zda je atribut pro
konsenzualni sekvenci prazdny. Pokud je prazdny, je naplnén znaky prvni sekvence urcené
k zarovnani. Globalni atribut objektu je poté naplnén znaky z proménné pro konsenzualni
sekvenci. Dalsim krokem je zavolani metody pro inicializaci parového zarovnani, ktera je
nasledovana metodou pro parové zarovnani. Pokud se jedna o prvni béh cyklu, tak jsou do
globalniho atributu pro uchovani vicenasobného zarovnani uloZeny ob& parové zarovnavané
sekvence, Vv ostatnich ptipadech jsou jiz zarovnané sekvence upraveny podle mezer vloZenych do
zarovnané konsenzualni sekvence. Uprava zarovnanych sekvenci se provadi prostiednictvim
metody adjust_mult_align. Po tomto kroku je k souboru zarovnanych sekvenci pfidana v potadi
druha sekvence parového zarovnani. Finalnim krokem celé logiky a cyklu je volani metody pro
vytvofeni konsenzualni sekvence, kterd bude pouzita v ptistim behu cyklu.

3.3.3.12Metoda get_seq_to_align

Pro ziskani sekvenci, které budou zarovnavany je implementovana metoda get seq to align.
Prvnim krokem je naplnéni lokalni proménné z globalniho atributu pro distancni matici. Zaroven
je inicializovana proménnd pro prichod while cyklem. Na zacatku cyklu je stanovena maximalni
hodnota v distan¢éni matici. Poté je pro tuto maximalni hodnotu zjisténa jeji pozice v sekvenci.
Ziskané indexy oznacuji, kterym sekvencim tato hodnota nalezi. Timto zptisobem jsou ziskany
sekvence s nejvétsi podobnosti. Vzhledem k tomu, ze sekvence jsou jiz zaznamenany, je mozné
tuto hodnotu nahradit nulou, takze pii dal§im volani metody nejsou znovu vybrany. V dalsi ¢asti
je prohledana logovaci tabulka, zda uz nékterd ze ziskanych sekvenci byla n¢kdy predana
k vicendsobnému zarovnani. Pokud tomu tak bylo, jsou obé sekvence piedany do globalnich
atributli objektu. Zaznam v logovaci tabulce je pro pfislusnou sekvenci doplnén o ptfiznak
zpracovani.

3.3.3.13Metoda create_consensus_seq

K sestaveni konsenzuélni sekvence byla implementovana metoda create_consensus_seq. Jeji
hlavni ¢asti je cyklus prochazejici jiz vytvofené docasné vicendsobné zarovnani a to pravé
tolikrat, kolik jiz bylo zarovnano sekvenci. Prvnim krokem cyklu je inicializace proménné, do
které jsou ulozeny vSechny nukleotidy, nalezici pravé zpracovavanému sloupci zarovnani. Tato
proménna je plnéna v prubéhu vnotfené¢ho cyklu. Poté nasleduje secteni vyskytu jednotlivych
nukleotidl ve sloupci. Na zakladé téchto souctil je vybran nukleotid, ktery se vyskytuje nejcastéji
(v pripad¢ shodného poctu jsou véhy jednotlivych nukleotidii v tomto potadi: A, C, G, T). Po
ziskani potfebné hodnoty je na zékladé¢ podminky switch doplnén nukleotid s nejcastéjSim
vyskytem na patficnou pozici do lokalni proménné, kterd obsahuje konsenzudlni sekvenci.
Poslednim ukonem metody je aktualizace globalniho atributu pravé z této lokalni proménné.
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3.3.3.14Metoda adjust_mult_align

Pti sestavovani vicendsobného zarovnani je potfeba kontrolovat a pribézné upravovat jiz
zarovnané sekvence. Tento postup je nutny vzhledem k tomu, Ze do konsenzualni sekvence
mohou byt zanaSeny mezery. Tudiz je nutné zpétn¢ ovéfit, zda se nezmenila délka zarovnani a v
ptipadé potieby tento problém reflektovat. Metoda, kterd implementuje tuto logiku, nejdfive
presune zarovnanou konsenzudlni sekvenci do lokalni proménné. Nasledné je urcena pozice
mezer v konsenzualni sekvenci. V dalsim kroku se kontroluje, zda viibec byly néjaké mezery do
konsenzudlni sekvence vlozeny. Pokud nebyly, tak se ukonc¢i zpracovani metody. V opacném
ptipadé jsou inicializovany lokalni proménné pro pfipadné rozdéleni sekvence na dvé Casti, aby
mezi n¢ mohla byt vloZzena mezera, reflektujici zmény, které prob&hly v sekvenci konsenzudlni.
Nasleduje cyklus prochazejici jiz zarovnané sekvence. Kazda sekvence urena pro Upravu je
nactena do lokalni proménné. Vnoteny cyklus pak prochazi vektor, ve kterém jsou uloZzeny
pozice vlozenych mezer. Pro jistotu, ze vSe prob&hne, tak jak ma, jsou vyprazdnény promeénné
pro rozdélenou sekvenci. Dal$im krokem zpracovani je podminka, kterd musi feSit tfi moznosti:
mezera se nachazi na pocatku sekvence, mezera se nachdzi na konci sekvence a mezera se
nachdzi mezi dvéma useky sekvence. V prvnim ptipadé je cela sekvence posunuta o jeden znak a
mezera je vlozena na zacatek. V ptipadé druhém je sekvence rozdélena a mezera je vlozena mezi
prvni usek a posledni znak sekvence. Ve tfetim piipadé je sekvence rozdé€lena na dvé Casti a
mezera je vlozena mezi né€. Takto upravena sekvence je poté vlozena na svou pozici v globalnim
atributu objektu.
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3.3.3.15Vyvojovy diagram metody pairwise
Prvnim  krokem nutnym pro vicendsobné
progresivni  zarovnani sekvenci je péarove
zarovnani kazdé sekvence s kazdou, aby bylo
mozné vypocist jejich podobnost. Pro tento ukol
byla vytvofena metoda pairwise, kterd provadi
vSechny akce spojené se zarovnanim. Po kazdém
parovém zarovnani je vypoctena podobnost mezi
sekvencemi a uloZzena do pribézné vytvarené
distanéni matice. V praxi to znamena stanovit,
kolik béht cyklu vnitini logiky metody bude
potieba. Tento daj je stanoven na zakladeé poctu
nukleotidovych sekvenci uréenych k zarovnani.
Procez je aktualni sekvence v pritbé¢hu vnotreného
cyklu zarovnana se zbyvajicimi sekvencemi
z datového souboru. Na konci kazdého prichodu
vnofenym cyklem je spoctena podobnost
zarovnaného paru a aktualizovana distan¢ni
matice instance objektu o novy udaj.

alignment .
_number

Obrazek 14 - Vyvojovy diagram metody pairwise
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3.3.4 PouZity programovaci jazyk

Jako programovaci jazyk pro implementaci algoritmi vicendsobného zarovnani byl zvolen
Matlab (Matrix Laboratory). Jedna se o skriptovaci jazyk ¢tvrté generace, jehoz pfedobrazem byl
programovaci jazyk FORTRAN. Matlab a jeho vyvojové prostiedi je vhodné pro operace
S maticemi a Cislicové zpracovani, coz vzhledem k pfevazné praci implementovanych algoritmt
S maticemi zna¢né usnadiuje implementaci. Dal§im faktorem pro zvoleni Matlabu je Skala jeho
roz§iteni (toolboxes), ktera dale zvysuji jeho vyuzitelnost. V ramci této prace je nejvice cenénym
roz$ifenim Bioinformaticky toolbox, ktery implementuje fadu algoritmii a postupt pouzivanych
v bioinformatice. A Vv neposledni fadé pfedstavuje piinos moznost pouzivat zasady objektového
programovani, které umoziuji rychle vytvaiet robustni kod. Nedochdzi tak k situaci klasického
proceduralniho programovani, kdy pii vét§im mnozstvi koédu se tento stava rychle nepiehlednym
a obtizn¢ udrzovatelnym, nemluvé pak o dal$im rozSifovani a upravach. V rdmci objektového
ptistupu se vysledny program sklada z jednotlivych objektt, které jsou libovolné kombinovatelné
diky uniformnimu interface. Neni pak problémem ptidat dal$i metodu pro zpracovani dat, aniz
by to negativné ovlivnilo celek jako takovy.

Nicméné Matlab neoplyva jen vyhodami. Mezi neduhy je mozné ftadit problematickou praci
s ptidélovanim paméti, kdy po vycerpani pfidélenych prostfedki RAM dochazi k padu aplikace
vnimat absenci schopného debuggeru, ktery by umozioval komfortné ladit program. V praxi se
setkdvame s neohrabanym pfistupem k aktualné pouzivanym proménnym, velmi omezenymi
moznostmi pfechodu mezi volanymi metodami nebo nemoznosti skoku k instrukci. Posledni
jmenovany problém, tak uZivatele nuti stdle znovu prochazet debuggovacim reZimem od zacatku
spusténi aplikace misto toho, aby bylo mozné jeden krok opakovat vicekrat v rdmci jednoho

rezimu.
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4 Ovéreni funkc¢nosti implementovanych algoritmii a vybranych
programiu

4.1 Sady sekvenci pro testovani

Pro vicenasobné zarovnani byly vybrany tii sady dat, prvni dvé po tiech sekvencich. Tieti sada
pak obsahuje sekvenci sedm a je na ni demonstrovan algoritmus pro progresivni vicenasobné
zarovnani. Prvni sada obsahuje dvé lidské sekvence a jednu z mysi domaci. Druha sada potom
Obsahuje sekvenci lidskou, gorili a sekvenci makaka. Tteti sada obsahuje tii sekvence mysi
doméci, dvé sekvence lidské a po jedné sekvenci od gorily a viru Zloutenky typu B. VSechny
sekvence byly  ziskany  z volné dostupné  nukleotidové databaze =~ NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.1.1 Prvnisada

Tabulka 1 - Piehled prvni sady sekvenci

Nazev Délka sekvence[bp] Kéd NCBI

Mus musculus DNA-directed
RNA polymerases I, 11, and |11

subunit RPABCA 177 XM_003689219.1
Homo sapiens microRNA 203 110 NR_029620.1
Homo sapiens mitochondrial
DNA polymerase gamma 114 AY377897 1

(POLG) gene
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4.1.2 Druha sada

Tabulka 2 - Piehled druhé sady sekvenci

Néazev Délka sekvence[bp] Kod NCBI
Macaca mulatta DNA for 111 X59792.1
amylin
Human apolipoprotein B 111 U72890.1
MRNA editing enzyme
complex-1
Gorilla apolipoprotein B gene 159 M59320.1
4.1.3 Tretisada
Tabulka 3 - Pi‘ehled tieti sady sekvenci
Nazev Délka sekvence[bp] Kéd NCBI
D15Roc9 Mus musculus
NFS/N-sld Genomic DNA 175 BV725426.1
Tnfsg6 Miscellaneous mouse
cDNA sequences 178 G73539.1
Dppa3 Miscellaneous mouse
cDNA sequences 149 G73534.1
Gorilla gorilla gorilla whole
genome shotgun sequence 300 FN579877.1
assembly
Homo sapiens CBFB gene 200 AB473218.1
Hepatitis B virus ASC1036
nonfunctional core antigen 150 AF528225.1
precursor
Homo sapiens OPA1 gene 180 AF416919.1
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4.2 SKkorovaci parametry algoritmii

Skorovaci parametry pro jednotlivé programy odpovidaji jejich defaultnimu nastaveni

Tabulka 4 - Skérovaci parametry testovanych algoritmi

Match/Skérovaci
Algoritmus/Program matice Mismatch | Gap
Implementovany algoritmus pro zarovnani tfi 4 D) 3
sekvenci
Implementovany algoritmus progresivniho zarovnani jednotkova matice -4
Matlab Multialign Gonnetova matice defaultni
Clustal W IUB 10
T-Coffee IUB 0
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4.3 Vysledky zarovnani - Prvni sada dat

4.3.1 Implementovany algoritmus pro tri sekvence
Cas zarovnani: 14,7494 s

Score: 320

ATGGAC G TCAGAAAGATGTTC AR C AT CAR A ARG A AT ATATATATTTGTGGAGAGTGTCACACCGARRL
————— - C-CAGCGA-—-COGEC AGCGECGGC oo TG AG-CA——GC - - GC A ——— GO AG—CA—— G- CA-GCAG——CL
GTGTT-G————G-G-GAC—-TC-GC-GC-GCTG—-GG——-TCCAGTGT-T-C——TT-—-2A-ACAGT-T—-C————RAACL

TeAGAT A AL G T CAGGGATC AT AGA TG AGAGA L TG TAGATAC AGAATAA TG TACALGARARGGAC TALAAGATT G
—GC-A-ACAG——-CA——G———CC-TCAGCAGCCG-CAL-GT-5——-C———-T-L--TCCT————— CGEG————AG-GGCG5E
-——G-T-—--TC—-TG—-T---bA———GC-GC——b——AT-T-G-T——-GAA-A-TGTT-TAGGRACC——ACTA-GA-CCCH

GTGETTTTTGATGCTCGATGL
GCAG-CTGHCG——GCACAAC——
GCGEGC—GOEEC G- ACAGCGL

Obrazek 11 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 1 - implementovany program

4.3.2 Implementovany algoritmus pro progresivni zarovnani
Cas zarovnani: 0.73524 s

Score: 12

——————————— GT--GITGGGGACTCGCG-CGCTGEGT-CCA--GT-GGT-TCTTA-—-ACAG——-TT--C--AACA-GT -
—-————-C-C-CAGC--GACGGGCAGCEECEECEECEECA-GCA--GC-AGC-AGC-A——-GCAG——--CAG-C--AGCA-GC-
ATGEEACGCTCAGALAGATGTTCARCCACCARRGCAGCAGCCARTGATATATATTTGTGEAGAGTGTCACACCGARRAT GAG

T--CTG-T-AGCG--CA-A-TTGT----GA-A4—-T-GITT-AGGACCACT -4 --GACCCGG-CEEEC-GC--GGCGAC-
B-RCAG-C-AGCC-TCA-G-CAGC--C-GC-AL-GT-GCT--AT--CCTCG————- GAG--GG-CGGGCAGC--TGECGEC-
ATRRAGTCCAGGGAT CCCATCAGATGCAGAGRATGTAGATACAGRARATARTGTACALGE GEACTARRRAGATTGETGGTT

-———A-GCG-—A-—-
-—-——-A--CR--AC--

TTTGATGCTCGATGR

Obréazek 12 - Vicenasobné zarovnani, implementovany program progresivni zarovnani
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4.3.3 Matlab Multialign
Cas zarovnani: 0,0719 s

Score:

iT-————————— GEACGCTCAGARAGATGTTCAACCACC A— R GC AGC MG CAATG— A TATATATTTG-TGGAGAGTGTCACLCC G
CCCAGCGACGEGCAGCGGCGECGECGECAGCAGCAGC RGCAGC AGCAGCAGCAGCALCAGC AGCCTCAGCLAG———————————————— CCG
GT————————— GTTGGEACTCG - —— GoGCTEEGETCCAGTG-GTTC TTAACAGTTCAACAGTTCTGTAGC G

Obréazek 13 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 1 - MATLAB multialign
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4.3.4 C(Clustal W
Cas zarovnani: 0,0510 s

Score: 715

CLUSTAL 2.1 multiple sedquence alignment

gl | 377337259 | ref [XI_0036539219.

gl | 262206272 | ref [NF_029620.1
gi| 39980565 | gh [AY377897.1|

gl | 377337259 | ref [XI_0036539219.

gl | 262206272 | ref [NF_029620.1
gi| 39980565 | gh [AY377897.1|

gl | 377337259 | ref [XI_0036539219.

gl | 262206272 | ref [NF_029620.1
gi| 39980565 |gb [A¥3TTE27.1]

gl | 377337259 | ref [XI_0036539219.

gl | 262206272 | ref [NF_029620.1
gi| 39980565 | gh [AY377897.1|

ATGGACGCTCAGALAGATGTTCAACCACCAAAGCAGCAGCCALTGATATL

-———-GTGTTGEGGA-———-— CTCG--CGC----GCTGGGTCCAGTGETTCT
CCCAGCFACGGGCAG------ CGGCGGC---GoCEECAGC-AGCAGCLA-
* ' o* * * wF % * %

TATTTGTGAG-AGTGTCACACC GALLATAGATARAGTCCAGGFATCCC
TabaCAGTTCAACAGTTCTGTAGC GCAATTTGA-AATGTTTAGGA---CC
CAGCAGC--AGCAGCAGCA-ACAGCAGCCTCAGCAGCCGCAAGT---CT

* * * & * *O* * & *

ATCAGATGCAGAGAAT - -TAGATACAGAATALTCTACALGALARGFACT
ACTAGACCCGGCGLGLG--CoGCFACAG-—— - -~~~ ———

ATC---CTCGEAGGGCGEECAGC TG — - - e
* * % % * * & &

AbALGATTGETGETTTTTGATGCTCGATEA 177

———————————————————————— CGA--- 110
———————————————————————— CAAC-- 114
O+

Obrazek 14 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 1 - ClustalW

50
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39

23
gl
g3
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4.3.5 T-Coffee
Cas zarovnani: 0,0435 s

Score: 37

T-COFFEE, Yersion 9.03.rl1318 (2012-07-12 19:05:45 - Revision 1318 - Build 366)
Caedric Notredame

SCORE=37

E 3

BAD VG GOOD

E 3

gl | 377837259 re L i

i | 39986565 |ab| ;36

i | 262206272 | re 39

Cons 37

gl 377837259 re 1 ACGCTCAGAAAGATGTTCAACCACCAAAGCAGT TTGT-AG 63
3998@565% 1 GCGA - CGGGECAGLG- -GC--- - - - GGac G-CAG------- CAG 45
262206272 re 1 T----- TGGEGGACTC--GC------- G-CGCTGGGTCCAGTGETTCTTAA------- CAG 41

cons N B By | N ‘- s

gi| 377837259 re 64 126

gi| 39980565 |gb| 45 82

gl | 262206272 re 42 73

Cons G4 126

gi| 377837258 re 127 177

gi| 39980565 gb| 83 ----TATCCTCG----------- Gﬂ«GGGC ﬂ--- 114

gl | 262206272 re Jd - ----ITAGG------ ICCAC-AC GGC 116

cons 127 N . 178

Obrazek 15 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 1 - T-Coffee



4.4 Vysledky zarovnani - Druha sada dat

4.4.1 Implementovany algoritmus pro tri sekvence
Cas zarovnani: 13,6057 s

Score: 435

ARATGCAACA-CTGCCACG-TGT-GCAACGCL-GCG——C-C TG AAATTTTT--T-AGTTCGTTCCA-GCA-A—-C—— 0BT~
——ATG—— A TTCTG—— A= GAR-AGGAGALGA A T-CGAACCCTGG G- A——GTTTGA-C - G-TC-TTCTATG-ACCCCAGLGL-R
TTCCCCCACCTTG G CAG ARG TG T AL TG TAAC A TALGARCCAGRAAGATCAGATGGALAR A TGARGTCCGEATTCR

TT-T-55--—-T-——-A-CCAT-T----CTCT-CATCTACCAR——-CGTGGGAT-CC——GATL-—-C———AT-AT——
——CT——-TCGT-AAAGAG—-—-G-CCTG-TCTGC-TCTA-C——Gh—————— A-bA——TC—-A-AGTG-GGG——CATGL
TTCT GG ETCT T T CAGAG AT GTCGAGC TT T CAA TG AC CARAGRA A AGGCACACCTTGACATTGCAGGATCCTTA

Obrazek 16 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 2 - implementovany program

4.4.2 Implementovany algoritmus pro progresivni zarovnani
Cas zarovnani: 0.68326 s

Score: 214

TTCCCCCACCTTGECCAGRRAAGTGECCCTGAATGCTARCACTARGARCCAGRAGATCAGATGGARRRATGARGT CCGGATT
ATGEACTT-C-T-G———-AGRARAGGAGRR--GAAT-CERAACCCTGEEAGTTTGACG-TCTICT ——A———-TGEACC-CCAGAGR
BRRRTGECARCACTG-CCRAC-—-G—————- TG-—-TGC-AACGC-A-GCGCCTG—-G—-CRARATTTTTTAGTTCGTTCCAGCAR

CATTCIGGGICTITCCAGRGCCAT GT CGAGCTTTCCARTGACCARGRARARGGCACACCTTGACATTGCAGGATCCTTAR
—A--CT---TCGTAL-AGAGGCCIGICT-GCT--C-—-T-4C---GARRAT--CA-AG-T-G-———--G—-GG—-CATGA
CAR-CTTTG—-GTACCATT-C--TCTC-ATCTA-CCAACGT—---G——---GG-AT-CC--GATA---CA-—--T-AT-—-

Obrazek 17 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 2 - implementovany program progresivni zarovnani

51



4.4.3 Matlab Multialign
Cas zarovnani: 0,0418 s

Score:

ARAATGCALCA-CTGCCACG-TGT-GCALCGCA-GUG——C—CTGGCRAAATTTTT——T-AGTTCGTTCCA-GCA-A—C——0—-AC-TT
——ATG——ACTTCT G- A-GAL- AGEAGAAGART-CGAACCCTGGG- A—-GTTTGA-C-G-TC-TTCTATG-ACCCCAGAGRA - A——
TTCCCCCACCTTG G CAGGALG TG TGARTGC TAACAC TAAGAAC CAGAAGATCAGATGGALRARTGALGTCCGFATTCATT

-T-5G-—-——--T-——Ab-CCAT-T-———-CTCT-CATCTACCAL-—-CGTGGGAT-CC——GATA——-C———AT-AT-—
CT——-TCGT-AAAGAG———=G-CCTG-TCTGC-TCTA-C—=Gh—————— B=A——TC-A-AGTG-GGG——CATGA
CTGGETCTT T CAGAGC CATGTCGAGC TTTC CAATGAC CAAGA AR MGG C AC ACC TTGACATTGCAGGATCCTTA

Obrazek 18 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 2 -MATLAB multialign

4.4.4 C(Clustal W
Cas zarovnani: 0,01 s

Score: 660

CLUSTAL 2.1 multiple secuence aligmment

gi| 38083 |enb| X59792.1
oi| 177042 | gh| M52320. 1| GORAPOE
gi| 4097985 | gb| U72890. 1| HSUT289

i) 38083 | enb| X59792.1
gi| 177042 | gb|M59320. 1| GORLPOB
ori] 40979685 gb| U72690. 1| HSU7289

gi| 38083 | enb|X55792.1
i) 177042 | gb | 58320, 1| GORLFOE
gi| 4097985 gb| U72890. 1| HSU7289

oi| 38083 | endb | X59792.1
gil 177042 | gb| M59320. 1| GORLPOE
il 4097985 gb| UT2890. 1| HSUT259

————————————————————— ATG-—————ACTTCTGAGARAGGAGALGA

wE W & * I

GCAGCGC e ———TGGCAAATT-——-TTTTAGTTCGTTCCAGCAACLACTTT
AGAAGATCAGATGGAALAATGARGTCCGFATTCATTCTGG—-GTCTTTCC

ATCGARCC——CTGGGAGTTTGAC GTCTTCTATGACCCCAGAGALCTTCGT
* LR AR * * * L

G——GTACCAT-————- TCTCTCATCTACCAR———————————— CETEGGR

A——GAGCCATGTCGAGC TTTCCAATGACCAAGAARAGGCACACCTTGACA 145
ARAGAGGCCTGTCTGCTCTACGAA——ATCARG——————————— TGGEGCL 108

* * W W wOFETE * W

TCC-——GATACATAT 111
TTGCAGGATCCTTA- 159
T Ghm—m———m 111

Obrazek 19 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 2 -ClustalW

Z6
49
Z3

69
o7
71

99
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4.4.5 T-Coffee
Cas zarovnani: 0,0319 s

Score: 41

T-COFFEE, Version 9.03.r1318 (2012-07-12 19:05:45 - Revision 1318 - Build 366)

Cedric MNotredame
SCORE=41
E 3

BAD AVGIE00D

0138083 | emb | X5
ai 4097985 ab|U
ail| 177042 ab M5
cons

38083 | emb | X5
4997985 | gb | U
177042 | gb| M5

gl
gi
gi

Cons

g1 (38083 | emb | X5
gi 4897985 | gb|U
gi|177042| gb M5

cons
gi 38@83éemb|x5

gi (4897985 | gb|U
9i|177042| gb M5

cons

GCAA-CACTGCCACG------ TGTGC = 51
A-CTT-CTGA AG —————— AGAA seo 49
CCCACCTTGE AAGTGGE 62

]_-I* I* *** **I** * * 53

o0 EEA------------ lGlGGG&TC——CGﬁT 111
93 GAM------------ CAA-GT - - -BGGE 111
124 G&IA_&C.C.TG»&.&.GCAGG& 159

127 = N ' 62

Obrazek 20 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 2 -T-Coffee
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4.5 Vysledky zarovnani - Treti sada dat

4.5.1 Implementovany algoritmus pro progresivni zarovnani
Cas zarovnani: 5.8775 s

Score: 1592

GET-CCITATTCCTACAT T CTCAGGT TTIGT -GAGTCTCAGRACATTT-CTGAC-CTTT-AG—-TTAGT T-AG-ATAGATAGR
CITTCCCRAGAGARGGGT C-CGCACTTIGT-T-GTCGET G- C-TEA-AAGAC-CCT—-A——-T-AGC--A—--A-AGAT-GA
CITIGITIGCTICATTICI GTTARAT TTTAC-ATTTCTATITCCCCT-TTITGC-TGAT-TT--TITCAC--AG-GTC-ACARR
-TGETGEEAAGAGG-CTCACGGAT GEEGAT TCARGARCEECATCTTTCATAACTCCAT -4 —-TG-GCT-TG-A-ACRA-AGC.
-TGG--TATGGEG--CTGICTGGAGT TTGAT GAGEAGCEAGCCCAGETAGEETAACATCAGGCTTTATTGAGCATGETCCCT
GATT---AGGTTAMAGGT CT———-TIGTA-CTAG——-GAGGC-TGT -AGG-CATAAATTGG-T——-CTGCGCAC———-CAGC
CITTCCCRAGAGAAGGGT CCGCACTITGIT——-GTCGET G- C-TEARA-GAC-CC-T-A——-T-4GC--A—--A-AGAT-GA

TGAGAGAGAGAGAG-AGAGAGH - GAG-AGL—-GAGAGAGAGAGAGAG-AGAGRA-GAG-AL-TCA-ACACTT-T——-G-TG-.
—GRA-AGRCTT-GIT-CG-GATT-GAGCAGA—-GACARAAR-AG-GCT-CEA-A-G-G-AR——-A-TGAGTT-T—-—-G———-.
ITGETTAGTGA-AG-TCATAG—-GAGCTTC-TGACCTACTICTCTTG-TTAGGT GT GT AR -ACAGACATTT-T-T-GCTG—.
AGCEEECET-ATACCACAGAGALGCTCGEGCT GGCAGATACA-AGCTCACCTACGCCGAL -GCCARGECCG-TAT-G-TG-
TTAGTCCCIAATCTTGCCT T TGCCY GEGGACCTATTTTACCCARTTTTTAAGAGTALGTATAGARAGTATTGT GTTGARGC
-—-ACC-A-TGEC-A—-ACTTTTIC-ACCT--CTGCCT-AATCATCICTIT-GIT-C-ATG--TCCTA-—-CT-GT-TCRR-GC
—GRA-AGRCTT-GITCG--GATT-GAGCAGA—-GACARAAR-AG-GCTC-GA-AGGA--ALTG-A—-GT-TTGAL-CGG-G-.

ARC-TT-AATAAATACTTITCAGRAAR -AC-CTG-TETGET--GG5
ARC-GG-GACAGTGAGC--CATTCAG-A-—--TG-TCTC-T--GCA
ACC-TT-ARCAT-GCCTITTARATGC-TT-CTAATARACT-AGTT
ART-TTGAAGGTGGTCGT-CTCGCAL—-C-CT-ACRA-RA——--GCA
ARTATTGAGGA-ATCCTGARARTGTTGATACTCARATTCTGATC-
—-—-C-TC---CA-AG-CTGIGCCTTIGGGIGGCT —-T-TAG-G-GC-
A-CAGTGA-———--G- C——-CATTCA-GA---TG-TCT-CIG--CA4

Obrazek 21 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 3, Algoritmus pro progresivni vicenasobné zarovnani
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4.5.2 Matlab Multialign
Cas zarovnani ; 0.18642 s

Score:

GGICCIATICCTACA—-—-—-———————————— TTICTCAGGITIIGIGAGICTCAGACA———————————————————— ITTICTIGA-——-——————
CECAAT AT AT A A TGTGT AL T TATATAGR T AT CTAAT AT GARCTTATATGTALRTGTATGACATTATGTATAATCTATATTATAALCTAARTATG
GATTAGGTITARAGGT—--—-—-——————— CITIGTACTAGGAGEGCTGTAGGC - -———————— e
IGGTAIGEEGCIGICT-—-———————————— GGAGTTIGAT GAGGAGCGAGCCCAGGTAGG——————— GTALCATCAGGCTIIT-——-ATTIGAGCATG
CITIGITIGCICATT-———————————— IcrzrraaaryrT---———————————— — —— ——— ——— ITTACATTICIATIT-——————————
-——-CITICCCARGA———————————————— G——-ALGGGTCCGCACTTIGIIGICG——————————————————— GIGCIGA—————————
————— IGIGGGARAGA———————————————-GGCTCACGGATGGGGATTCAAGRACGGG———-——-—-—-————————-BATCTTTCATRA—————————
———————————— CCTTTAGTTAGTTAGRATRA-——————————-GATAGATGAGRAG——-——-——-——-———-——-—-——"—"—-—"—"———————————AGAGAGAGAGAGAG
TATAT AR A TR AT AT TAGTCTAT AT T AT A TCTGATTTGT T AT AL C A A A GTTTCCCTTTAAGTTTTTCATTTTITTTITTITTTTTTGALAAT
——————————————————————————— LTALATTGGTCTGCGCACCAGCA————-—-CCATGCALCTTTTTCACCTCTGCCTAATCA———————
—————————— GICCCTTITAGTCCC—----TALTCTTGCCTTITGCCYGEGEA—————-—-CCTATT--TTACCCAATTTITALGAG——————————
—————————— CCCCTTITG-—-—-—-—=-—=-—————CTGATTTTICACAGGTCA——————-CRABATTGGTTAGT GAAGT CATAGGAGCTTCTGAC -
——————— LAGARCCCTATAGCARAGRTGAGAAGACTTGTTCGGATTGAGCAGAG—--—-—-———————————— e ————ACALAR A AGGCTCG
———————— LCTCCATATGGCTTGRARACAAGCA———-—-GCGGGCGTATACCACAG-—-——————————— e e e e ————AGLAGCTCGGGCIG
LEA-————————— ————— = GAGL-GAGA-—————————————— GAGAGLGAGAGAGAGAGAGAATCAACACTTTGTGAACTTAATARL
GEAGTCTCACTCTGTIGCCCAGGCT GGAATGCAGTGETACALCCTCC----GITCACTGCAACATCTCCCTCCCAGET —--TCAAGCAGTTCC
—————————— TCICTIGITCATGTICCTACTG--—---TTCAR-—-—-—--————— e e e 30 CTCC === —————-RAAGCTGTGCC
———————— TAAGTATAGAARGTATTGTIGITGAAG—-——--CAATATTG--—--————————————-AGEEAATCC-——————-TGEALADTGT ———
————— CIACTICICTIIGITAGGTGIGTARRCAGA—-—--CATTTTTIG-----————————————-CTGA--CC-—-—————-TTRLCATGCCTT
aaG-———————————————— GARRATGAGT-—————————————— ITGAACGGGACAGTGRAGCCATTCAGRATGICICIGCA————————
- GATARCARGC-——-TCACCTACGCCGRAGCCALGECCETAT GTCARTTTGAAGGTGGICGICTCGCRAAC

ATACTTITCAGRAALLCCTGIGIGEIGGE
CIGCCICAGCCTICCCAAGTRAGCTGGGAT
ITGGET-—————--———— GECTITAGGGEC
————— TGATACTCARR—---TICTGATIC
TTRARRTGCTTCTRATA————-RACTAGTT

Obrazek 22 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 3, Matlab Multialign
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4.5.3 Clustal W
Cas zarovnani: 0.1

Score: 3108

CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment

gi|154937304|gb|BV725426.1] ——-———- GETCCTATICCTAC-————————————-— ATTC-—————————— 18
gi|16225246|gb|AF416919,1|2F41 ——mmommmm- CTTTGTTIGCT - —————m e ATTTC-———————- T 12
gi|274367061gbIE73539.11 mmmmmmmmmmme TGETGEGRAG————— - BEC——— 13
gi|274367011gbIG73534.11 —mmmmmmmeme CTTTCCCRAG—————m— e .Yt NN 13
gi|283133037 |db] |RB4T3215.1] ——TGETATGEGCTGTCTGEAGTTTGAT GAGGRGCEAGCEC————————— 1 39
gi|269816345 |emb | FHST9877.1] CGCAATATATARTGTGTARTT———————m e ATATLGATATGTAAT 34
gi|32811003|gb|AF528225.1]  —mmmmmmmmmmmmmmee 7. R BEET-————— ]
*
gi|154937304 |gb|BVT25426.1] ~TCAGGTT--—-TTGTGAGTCTCAGE————————m—m e - CATTTCTGR 48
gi|16225246|gb|AF416919.1|AF41 GTTARATT----TTACATTTCT ———-RTTTCC—- 42
gi|27436706|gb|573539.1] ~TCACGEA-———TEEEEATT A —————m—m—m—m—m e GAACGGGE 38
gi|27436701 gb|673534.1] ———BBGET-———COGCACTTT———————m e m e e GTTGTCGE 35
gi|283133037 |db] |RB4T3215.1] GETAGGETARCATCAGECTTTAT TG ———m—m—mem e LGCRTGET 72
gi| 269816345 | emb| FN579877.1] ATGRACTTA--TATGTARTGTATGACATTATGTATAATCTATATTATARL 84
gil32811003 | gb|AF528225.1] —TRRRGGTC--TTTGTACTAGGRGGE————————— - TGTAGE 37
*
gil154937304 gk |BVT25426.1] CCT-————————- TTAGTTAGTI-————- AGAT-——A-————— GATAGAT 73
gil16225246|gb|AF416919.1|AF41 CCT-————————- TTTGCTIGATITITCACAGGTCACR-————- LATTGET 76
gil27436706|gb|G73539.1] ATC-—————————- TTTCATARCTC-—————————— CA-————- TATGGECT 61
gi|27436701|gb|G73534.1] GC-—————————- TGRRAGACCCT-—————- ATAGCA-————- 2R--GAT &0
gi|283133037|dbj |AB4T73218.1] CCC—————————— TTTAGTCCCTA-—————- ATCTIG-————- CCITIGC 99
gil269816345 |emk| FHSTIE77.1] CTAARTATGTATATAARATARATATTAGTCTATATTATAATCTGATTIGT 134
gil32811003|gb|AF528225.1] o ATARAT—————————m—mm oo TGETCIGE 52
gil154937304 gk |BVT25426.1] GAGAGAGA--————- GAGAGAGAGAGRGAGAGAGAGA-GAGAGAGAGAGE 115
gil16225246|gb|AF416919.1|AF41 TAGTGARG-—————- TCATAGGAGCTTCTGACCTACT-TCTCITGTTAG- 117
gi|27436706|gb|573539.1] TGRACARG-—————— CAGCGGEECGTATACCACAGAGARGCTCEGECTGEC 104
gi|27436701|gb|E73534.1] GAGARGAC--——---TTGTTCGGATTGAGCAGAGAC GECTCGRR 103
gi|283133037 |db] |RB4T3215.1] CYGGEGRC-—————— CTATT----TTACCCA-—-ATTTTTAAGAGTARGT 135
gi| 269816345 | emb| FN579877.1] TCATGARCARAGTTTCCCTTTARGTTTITCATITITITIITITITITGRAE 184
gi|32811003 | gb|AF528225.1] GCACCAGCR-————— CCATGCARCTTTTTCACCTCTGCCT————————— 1 27
*
gi|154937304 |gb|BVT25426.1] . S GAGAGARTCRAA———————m—m CACTTIG- 135
gi|16225246|gb|AF416919.1|AF41 R GTGTAARCAGA————————————m CATTTITG 138
gi|27436706|gb|573539.1] . R — ATACEAGCT———— e e CACCTACE 12
gi|27436701 gb|673534.1] R BRATGAGTT——————mm——mmmmmmm o 114
gi|283133037 |db] |RB4T3215.1] .y R SN Nco VR —— TTGTG 150
gi| 269816345 | emb| FN579877.1] ATGEAGTCTCACTCTGTTGCCCAGECTGEAATGCAGTGETACRACCTCCG 234
gi|32811003 | gb|AF528225.1] AT-—————- CA-TCTCTTGTTCATGT -~ —m—m e e e CTACTG 112
gil154937304|gk|EVT25426.1] ~TGARCTTAR ————————————m TARATACTTTCAGRRARACCTGT 167
gil16225246|gb|AF416919.1|AF41 CTGACCTTAACATG-——————— CCITTTARATGCTTCTA-ATARACTAGT 179
gil27436706|gb|G73539.1] CCGARGCCARAGEC-——————————- CGTATGTGAATTTGRAAGSIGETCET 161
gil274367011gb(G73534.1] ~TGARCGGGACA-————————————— GTGAGC-CATTCAGATGICTCTGC 148
gil283133037 |db] |RB473218.1] TTGAR~GCARTAT - ———————————— TGAGGARTCCTGARRATGTITGAT 18
gil269816345 |emk| FHSTIE77.1] TTCACTGCAACATCIGCCICCCAGGTTCARGCAGTTCCC-~TGCCTCAGE 282
gi|32811003|gb|AF528225.1| TTCAR—————————- GCCTCC—————— BRAGCTGTGCCT--TGEET-GEC 142
*

gil154937304 gk |BVT25426.1] GTGETGEE—————————— 175

gill16225246|gb|AF416919.1|AF4L R 12

gi|27436706|gb|G73539.1] CTCGCARCCTACAAGCR- 178

gil274367011gb(G73534.1] R —— 149

gi|283133037|db] |RB4732158.1]|
gi|269816345|emb | FNS73877.1|
gi|32811003 |gb|AF528225.1]|

ACTCRRATTCIGATC--- 200
CICCCARGTAGCTGGERT 300
IT---===———- TAGGEC 150

Obrazek 23 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 3, ClustalW
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4.5.4 T-Coffee
Cas zarovnani: 0 s

Score: 18

T-COFFEE, verainn_8.93Thu Aug 5 1B:09:23 CEET ZO010
Cedric Notredame
CPUO TIME:O0 BEC.
SCORE=18

:

Ba nvelEHE

:

Saaeedar
1ls

gi|27436701|gb z 20
H 1lé&
] 15
H 1l8&
gilli!!s!lilghl z 20
z 18

gi|154%37304 |gb
gi|27436706|gb|
gi|27436701|gb|
gi|269816345 |em
gi|=283133037|db
gi|32811003|ghb]|
gi|16225246|gb|

cons

gi|154337304 |gb
gi|27436706|gb|
gi|27436701|gb|
gi|269816345 |em
gi|283133037|db
gi|32811003|gb|
gi|16225246|gb|

cons

gi|154937304 |gb
gi|27436706|gb|
gi|27436701|ghb]|
gi|269816345 |em
gi|=283133037|db
gi|32811003|gb|
gi|16225246|gb|

cons

gi|154937304 |gb
gi|27436706|gb]|
gi|27436701|gb|
gi|269816345 |em
gi|=283133037|db
gi|32811003|gb|
gi|16225246|gb|

cons



gi|154937304|ghb
gi|z27436706|ghb|
gi|27436701|ghb|
gi|269816345|em
gi|283133037|db
gi|3zeilio003|gh|
gi|16225246 |ghb|

cone

i|154937304|gb
27436706 |gb|
ZT436701|gb|

gil]
gi|
gi|
gi|269816345|em
gil]
gi|
gi|

i|283133037|db
32811003 |ghb|
16225246 |gb|

gi|154937304|ghb
gi|27436706 |gb|
gi|27436701|ghb]|
gi|262B816345|em
gi |
gil]
gil]

283133037 |db

32811003 |ghb|
16225246 |gb|

cCone

gi|154937304|gb
gi|27436706 |gb|
gi|27436701|ghb]|
gi|269B816345|em
gi|z83133037|db
gi|32811003 |ghb|
gil]

16225246 |gb|

cone

gi|154937304|ghb
gi|27436706|gb]|
gi|27436701 |gb|
gi|269B816345|em
gil]
gil]
gi |

283133037 |db
32811003 |ghb|
16225246 |ghb|

cone

_____________ g - - - GnGn———EnEIGHG

A--gmeR@- - - - ____. acra

-PeccerEE- - - - - - - CACAT
B------ TTGAG- - - --------~---- CAGAG
T N e

Y, - - AOO - - oo T

1 oo o -
CT-T---CTGAC----------~~——~—~-- CTA-

acgacacall- - - Pe------ aclllacacaar- -
ACAAGCTC- -- -lCC-- - -TACG-CCG-AAG- -
ACARARAAR----BEC--------- TCG-RAG- -

gaacTcrcllcrTdiillrc clacecTe -Gaar- -

--TTTT- - - -Tnnai---p.'r

TCA-TCTC- - -TT@- -~ --- - - - TC-ATGT- -
-cr-Jlll- - -Trer-- - -TAGeTGTGTARA- -

-CA-A----C--ACTTTGT-GAACTTAATAY- -
CCA-A- - -BE8 - CeTATET - GAATE - - - - - - - -
GEN -7 - - -E-B-RATT - -§-BAREE- - - - - - - -
#GGTE*CTECGTTCHETGEHHCAT-
-- - -rrererrcall - NN~
-EERE - - --B- - - - - - -------- B - - -
-CABA----CH-TTTTTECTEACCTTARCA- - -

A-GAATC CTEAAARARTGETTEA- - - - - - - -
A-BCCTOO------- AAGCTETGECCTTIEE - - - -
ji-gBecTTT- - -- - -- FAAARTGETTOT -B- - - - -
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gi|154937304|gb ncETG---Iﬂ-TG--G

gi|27436706 |gb]| --CTCECARCCTACH-
gi|z7426701|gb]| - -TTCABAT-3TCTC-
gi|269816345 |em GCCTCCCAARGTAGCTE
gi|283133037|db - -FACTCARR -TTCT -
gi|3zsi1i003|gb|  ----- GTEEC-TTTA-
gi|i16z225246|gb]  ----- ATARA- - -ACT -

Obrazek 24 - Vicenasobné zarovnani, sada dat 3, T-Coffee
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5 Srovnani

Pti zarovnavani sekvenci bylo celkem pouzito 5 programi, ackoliv program pro zarovnani tii
sekvenci se omezuje pouze na prvni dvé sady dat. Kazdy z programti postupuje pfi zarovnavani
jinak, 1 kdyz metody pro progresivni zarovnani jako je implementovany program pro progresivni
zarovnani a Clustal W sdileji podobny pfistup k problematice. Mimo fadu pak stoji T-Coffee,
ktery pro inicidlni zarovnani pouziva vstupy vytvofené algoritmem Clustal a na nich provadi
vlastni analyzu. Prvni tfi metody, tedy implementovany algoritmus pro zarovnani tii sekvenci,
algoritmus pro progresivni zarovnani popsany v této praci a integrovana utilita pro vicenasobneé
zarovnani sekvenci programu MATLAB byly spoustény lokaln¢ na PC. Naopak druhé dva
programy (Clustal W - Omega a T-Coffee) byly spoustény jako server based aplikace. Coz
znamend, 7e pro jejich nasazeni bylo vyuZito vypocetnich clusteri voln€ dostupnych na
internetu. Vzhledem k aktualnosti pouzitych programi byl misto Clustal W pouzit program
Clustal Omega, ktery predstavuje dalsi krok ve vyvoji pfinasejici vysSi presnost pii zarovnani
sekvenci.

Prvnim kritériem pro srovnani zarovnani bylo vysledné score. Bohuzel pro defaultni funkci
MATLAB Multiple sequence alignment neexistuje moznost, jak jej implicitné zobrazit. Druhym
kritériem pak byl ¢as béhu programu, ktery je dulezitym métitkem pro jeho pouzitelnost v praxi,
kdy je potieba zarovnavat velké soubory sekvenci o mnoha znacich.

5.1 Score

Z vyslednych score ziskanych vicenasobnymi zarovnanimi je ziejmé, ze prvni sada sekvenci
obsahuje méné si podobna data, ackoliv ClustalW produkuje score vys§i nez ve srovnani
s druhou sadou sekvenci. Tento vykyv je mozZné pfipo€ist rozdilnému zpisobu sestavovani
zarovnéni oproti ostatnim metoddm. Celkovy vysledek potom ovliviiuje zatazeni sekvence
zmy$i domaci, ktera s ostatnimi lidskymi sekvencemi nesdili pfilisnou podobnost, a tedy
vyrazné ovliviiuje celkovy vysledek.

Druha sada sekvenci oproti prvni obsahuje pouze sekvence primatl, které jsou si geneticky
podobnéjsi nez predchozi sada. Tomu odpovidéd jak vyssi score zarovnani, tak i celkoveé vétsi
podil konzervativnich regionu, jak je ziejmé z vysledki ClustalW, T-Coffee a algoritmu pro
progresivni zarovnani.

Tteti sada sekvenci zahrnuje riznorodou kombinaci sekvenci, ale pfedevS§im z celkového poctu
sedmi sekvenci tfi patii mysi domaci. Implementovany algoritmus pro progresivni zarovnani sice
vypocetl pomérné vysoké score, ale pii bliz§Sim zkoumaéni je zietelné, ze prvni tfi sekvence jsou
si velmi podobné. Jedna se praveé o sekvence mus muscullus, na kterych se projevuje jev popsany
v podkapitole vénované algoritmu Carillo-Lipman. Pokud se v baliku sekvenci vyskytne vétsi
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pocet evolucné si pribuznych sekvenci, tak mize dojit k jevu, kdy tyto negativné ovlivni dalsi
zarovnani. Je jasné vidét, Ze zarovnani téchto sekvenci upozad’uje zbylé pary. Implementovany
algoritmus progresivniho zarovnani vSak nepouziva zadny mechanismus, ktery by tento
nezadouci jev potlacoval. Zde lze urcit¢ spatfovat prostor pro budouci vylepSeni. Zbylé
algoritmy si pii zarovnani vedou lépe, piedev§im pro to, Ze v riznych podobach zohlediuji
vyskyt velmi podobnych sekvenci a jejich vliv na celkové zarovnani. Pro posledni sadu sekvenci
nebylo mozné pouzit algoritmus pro zarovnani tii sekvenci, protoze jeho ¢innost je omezena na
pouhé tfi sekvence.

5.2 Casova naro¢nost

Uvedené vysledné Casy vSech zarovnani poukazuji na rozdilnost v naro¢nosti vSech metod.
Vyrazné vyssi doba zarovnani je u implementovaného algoritmu v prostiedi Matlab, coz je dano
predevsim opakujicimi se cykly priichodu sestavenymi 3D maticemi, jejichz udrzba je naro¢na
na opera¢ni pamét. Toto misto tak pfedstavuje prostor pro dalsi optimalizaci zdrojového kodu.
Naproti tomu druhy implementovany algoritmus pro progresivni zarovnani naplno vyuziva své
vyhody. Neni zavisly na provadéni vypocetnich operaci a hledani cesty skrze tfi rozmérnou
matici. Misto toho provadi rekurzivné, na zéklad¢ guide tree, parové zarovnani, které je mnohem

rychlejsi a vypocetné jednodussi.

Jako nejslibnéjsi v oblasti ¢asové narocnosti se jevi programy ClustalW a T-Coffee. Naro¢nost,
resp. nenaroc¢nost vychazi z jejich spousténi na systémech clusterti, které maji nesrovnatelné
vétsi vykon oproti klasickym stolnim pocitacim. Druhym faktorem pro rychlost téchto metod
zarovnani jsou pouzité algoritmy, které nevyzaduji udrzovani narocnych 3D matic pro pribeh
vypoctl zarovnani.
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6 Zavér

Tato prace si kladla za kol shromazdit a popsat dostupné algoritmy pro vicendsobné
zarovnavani biologickych sekvenci. Ziskané informace jsou rozélenény do nékolika zakladnich
bloki, které hloubéji rozebiraji danou problematiku. Nejprve byly stanoveny obecné principy a
postupy, na nichz stavi nejcastéji pouzivané metody pro vicenasobné zarovnani sekvenci, véetné
jejich postupu a metody urcovani kvality takto sestavenych zarovnani. Dalsi oddil se zabyva
popisem a implementaci vybrané metody pro vicenasobné zarovnani v programovém prostiedi
MATLAB. Ze skaly dostupnych feSeni pro vicendsobné zarovnani byla vybrana néktera z nich,
jmenovité ClustalW, MUSCLE, Carillo-Lipman, Matlab Multiple sequence alignment a T-
Coffee, ktera byla dale podrobné&ji popsana. Tii z takto popsanych algoritma byly poté spolu
s implementovanymi algoritmy pouzity pro zarovnani vybraného souboru nukleotidovych
sekvenci. Za zminku také stoji koncepce pouzitého algoritmu pro vicenasobné progresivni
zarovnani, jehoz objektové pojeti znaéné zjednoduSilo implementaci, piedevs§im diky
znovupouzitelnosti jednotlivych komponent na riznych mistech kodu.

Pouzit¢ sekvence byly ziskdny zvolné ptistupné databaze NCBI. Vysledky pak byly
zdokumentovany a doplnény o zobrazeni vyslednych zarovnani. Nasledné byly vysledky
porovnany podle stanovenych kritérii pro kvalitu zarovnani a celkovou narocnost pouziti
implementovanych a zkoumanych algoritmt. Ze vSech pouzitych algoritmi vykazuje pravé
Clustal W nejvétsi score zarovnani, které je schopen sestavit v relativné kratkém case. Coz z néj
¢ini schopny nastroj pro porovnavani sekvenci. Popsané vlastnosti jsou vysledkem pouzitého
pristupu algoritmu, na némz je Clustal W postaven a také to, Ze se jednad o jeden z nejstarSich
nastrojii pro vicendsobné zarovnani sekvenci. Pravé dlouhd doba jeho vyvoje umoznila velké
mnozstvi vylepSeni a optimalizaci tohoto robustniho nastroje. T-Coffee stavi na vysledcich
ziskanych pfedbéZnym zarovnanim Clustal W. Nicméné hodnota score je velmi nizka, coZ je
zpusobeno pouzitim odliSnych skoérovacich parametrii. Implementované algoritmy dosahuji
rovnéz vysokych hodnot score. A i kdyz oba zarovnavaji sekvence rozdilnym postupem,
muzeme vysledovat naptiklad na prvni sad¢ sekvenci, kde oba zachovavaji stejné konzervativni
Useky. Ale v piipadé¢ srovnani Casové naro¢nosti je algoritmus progresivniho zarovnani
nesrovnatelné vykonnéjsi. Samotné zarovnani je souborem relativné nenarocnych vypocetnich
operaci, které je tak mozné provadét s minimalnimi prostiedky. Navic jeho koncepce rozdéleni
na mensi vypocetni celky umoZiiuje upravovat zpiisob, jakym algoritmus zarovnani sestavuje.

Vicenasobné zarovnani nukleotidovych sekvenci vsak neptedstavuje pouhy finalni produkt
porovnani souboru sekvenci, ale je také dilezitym piipravnym krokem pro fylogenetickou
analyzu. Bez kvalitn€ provedené pfipravy vstupnich dat neni myslitelné, Ze by bylo mozné
dosahnout biologicky a evoluéné piesnych vysledki. Vzhledem k rozsahlosti problematiky
vicendsobného zarovnani a jeji aktualnosti pro soucasny smér vyvoje zkoumani biologickych
sekvenci je tak zcela jasné, Ze tato oblast bioinformatiky bude nabyvat na stale vét§im vyznamu.
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