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Jak se ¢tou genomy: bioinformatika
jakoZto obor na pomezi biologie
a exaktnich veéd

Fatima Curckovd, Praha

1. O ¢em je bioinformatika

V roce 2006 uplynulo jiz ctyficet let od rozlusténi genetického kédu, tedy vztahu
mezi pofadim bézi nukleotidovych monomeri (,pismenek) v fetézci DNA a pofa-
dim aminokyselin v molekule bilkoviny, kterd je prislusnym tsekem DNA kddovéana
([19], [22]; viz téz [18]). Znalost kédu pochopitelné pfinesla motivaci pro vyvoj postupt
umoziiujicich experimentélné zjistovat potradi (sekvenci) bazi v DNA, a to pokud
mozno ve velkém — tak, abychom mohli ,precist® i kompletni sekvenci ,,genetického
receptu® (genomu) zkoumaného organismu. Prvni genom zivé builky, totiz bakterie
Haemophilus influenzae, byl pfecten pred vice nez 10 lety [12] a postupem doby pfibyla
fada dalsich, mikrobidlnich, rostlinngch i Zivo¢isngch (véetné genomt nékolika desitek
druhi bakterii, pivni kvasinky [15], huseni¢ku Thalova [26], ¢lovéka [27], [28], my$i [21],
ryze [14], [29], a neddvno i Simpanze [6]). Pravem tedy lze dnes hovofit o tom, Ze Zijeme
v postgenomové dobé.

Naléhavou se ovSem stava otazka po smyslu precteného. Nema-li byt zjisténa sek-
vence béazi pouze pomnikem nasi technické dovednosti (pfiznejme, Ze impozantnim:
140 milionim part bazi genomu skromného plevele husenicku by odpovidalo zhruba
78000 standardnich strojopisnych stran pokrytych vyhradné znaky A, C, G a T
zastupujicimi baze adenin, cytosin, guanin a thymin), musime se v ni umét néjak
vyznat a pochopit, co kterd ¢ast predlouhého fetézce znakt znamend. Na sekvenci
genomu se muzeme divat jako na text napsany sice zndmou abecedou, ale v neznamém
jazyce. Vime, jak prepisovat jednotlivd pismena do latinky, obcéas rozlustime slovo
a misty chapeme i zakonitosti toho, jak se slova skladaji do vét, ale obsah celého
textu sotva zacindme tusit. Rozlusténi genetického kédu znamenalo ,,pouze“ odhaleni
pravidel, podle nichz buiika v procesu translace (,pfekladu®) odvozuje posloupnost
aminokyselin v proteinu z posloupnosti bazi DNA postupem, ktery by bylo mozno
formalné popsat jako mnohozna¢né zobrazeni. Kéd sam vsak nic nevypovida o tom,
které tiseky DNA budou slouzit jako zapis pofadi aminokyselin a které budou hrat
tfeba regulacni nebo strukturni lohu, a uz viibec ne o tom, jaka bude biologické funkce
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gaacgcgaatgcctctctctectttecgatgggtatgeccaattgtccacattcactegtgtt
gcctcctetttgeccaacacgcaagacaccagaaacgcgtcaaccaaagagaaaaagacgce
cgacaacgggcagcactcgcgagagacaaaggttatcgegttgtgttattatacattege
atccgggtcaactttagtccgttgaacatgcttcttgaaaacctagttctcttaaaataa
cgttttagaagttttggtcttcagATGTCTGATTCGCTAAATCATCCATCGAGTTCTACG

Obr. 1. Priklady motivi, které lze bioinformatickymi metodami vyhledavat v sekvencich
DNA. Nahote: schéma ¢4sti chromozému s centromerou (specializovanou oblasti, ktera zajis-
tuje ¥izenou distribuci chromozému pfi bunééném déleni, CEN) a ¢tyfmi geny (A, B, C, D).
Opakované sekvence — pfimé opakovani (repetice, R) a obracené opakovani (invertovana
repetice, IR) jsou zvyraznény, Sipky udévaji smér ¢teni opakované sekvence. Nalez takovych
opakovani je dulezitym zdrojem informaci pro rekonstrukci evolucni historie genomt. Upro-
stted: detail genu D. Cerné regula¢ni oblasti, sipka (RNA) oznaduje tsek piepisovany do
RNA, kterd je vSsak posléze buiikou upravovana, takze nakonec se do proteinu prelozi pouze
stinovand ¢ast. Dole: sekvence odpovidajici oblasti v rAmecku na prostfednim obrazku, tsek
prekladany do proteinu velkymi pismeny.

kédovanych proteintt (obr. 1). Z experimentalnich vysledkt ziskanych béhem ctyt
desetileti, ktera od rozlusténi kédu uplynula, vSak bylo jiz mozno vyvodit zakonitosti,
které dovoluji odhadovat funkci jednotlivych tiseki genomu nebo sekvencénich motivia
v proteinech.!)

Praveé teoretické zkoumani sekvenci biologickych makromolekul je jednim z tstred-
nich témat bioinformatiky — oboru na pomezi biologie a informatiky, ktery se za-
byva predevsim zpracovavanim, prohledavanim a analyzou dat o sekvenci a struktufe
biologickych makromolekul, zejména nukleovych kyselin (DNA a RNA) a proteint,
samoziejmé za pomoci vypodetni techniky [8].2) Typickymi tilohami bioinformatiky

vy

1y Zajemce o podrobnéjsi vyklad biologickych souvislosti odkazuji na kteroukoli moderni
u¢ebnici molekularni biologie; k analogii sekvence DNA a textu viz téz [20].

2) Takto chapana bioinformatika se nékdy oznacuje jako ,klasicka“. Néktefi autori vsak
bioinformatiku vymezuji jako jakékoli ,vyuziti pocita¢t k hledani odpovédi na biologické
otédzky“ [3]. To by ale zahrnovalo i statistické zpracovani fyziologickych, klinickych nebo
dokonce ekologickych dat, tedy oblast, kterd je od studia sekvenci a struktur makromolekul
velmi vzdéalend jak obsahové, tak i metodicky. Pfesné formulovana konsensudlni definice
bioinformatiky snad ani neexistuje, za ,bioinformatiky“ se s odkazem na ,defini¢ni tfidéni
ruskych védct® povazuji dokonce i éesti parapsychologové [23]. Dluzno ovSem poznamenat,
ze odborna bioinformatickd komunita od nich udrzuje pochopitelny odstup.
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jsou vyhledévani funkéné zajimavych sekvenénich motiva (tfeba genti kédujicich pro-
teiny) v celych genomech a jinych velkych souborech sekvenci, katalogizace sekvenci
gend a proteint podle biologicky vyznamnych kritérii (nap¥. evoluéni ptibuznosti nebo
biologické role), vyvoj algoritmi a programil pro automatizované zpracovani a analyzu
sekvencnich dat a srovnavaci analjzy celjch genomi ¢i vybranych skupin vzéjemné
pribuznych gent s cilem rekonstruovat evoluéni historii (fylogenezi) zdrojovych orga-
nismi@ nebo genovych funkei (viz napi. [4], [9], [11]).

Interpretace genomovych sekvenci je bez bioinformatickych metod nemyslitelna.
Proto miZeme bioinformatiku povazovat za podstatnou soucast genomiky — od-
vétvi molekuldrni biologie, které se vénuje analyze genomu. S trochou nadsazky
bychom mohli spolu s jednim z nejvyznamnéjsich molekularnich biologli posled-
nich desetilet! Sydneym Brennerem [5] konstatovat, Ze jednim z cild genomiky je
nalézt tfeba ten prisloveény gen, ktery mtze za to, Ze my mluvime, kdezto Sim-
panzi ne®). Realistictéjsi piedstavu o obsahu genomického badani ovsem poskytne
nahlédnuti do kterékoli z vySe citovanych genomovych publikaci, jejichz jadrem je
obvykle komentovany katalog genti a sekven¢nich motiv nalezenych v sekvenovaném
genomu.

Bioinformatika se vSak nezabyva pouze sekvencemi. Dnes jsou jiz k dispozici
metody, které dovoluji soubézné sledovat aktivitu az desitek tisic rdznych gent
stanovenim hladin p¥islusnych RNA transkripti. Analyza zaplavy dat, kterd tako-
véto experimenty produkuji, se opét neobejde bez slozitych vypocetnich postupnt.
Prislusnd oblast molekuldrni biologie, bézné oznacovana jako transkriptomika, si
tudiz vyzadala vznik specifického odvétvi bioinformatiky. Podobné i proteomika,
obor, ktery se zabyva studiem proteinového slozeni bunék a jeho promén v nej-
rtznéjsich biologicky zajimavych situacich, jako je tfeba embryogeneze nebo nado-
rové zvrhnuti (transformace), se nemize obejit bez bioinformatickych metod analyzy
dat.

Zejména v posledni dobé nabyva na vyznamu také teoretické studium prostorovych
struktur biologickych molekul, pfedevsim proteinti (tzv. strukturni bioinformatika).
Tato oblast se stala ohniskem zajmu farmakologi, kteri vyuzivaji znalosti o struktufe
bunéénych regulacnich proteini k navrhu specifickych 1é¢iv, a lze ji v jistém ohledu jiz
povazovat za specialni odvétvi teoretické chemie.

3y ... Kdysi jsem si predstavoval, Ze bychom méli sekvenovat oba genomy — lidsky
i Simpanzi — a odecist je od sebe. Nasli bychom tak gen pro Tec, protoZe tato schopnost
nds od Simpanze odlisuje dost vyznamné. Ale nebylo by tak uplné jasné, u kterého druhu
bychom ten gen nasli. MuZe chybét u Simpanzu a byt pritomen v nds — pak by se takovy
gen specificky pro cloveéka mohl nazgvat » Chomského genem«. Anebo naopak bychom ho
postradali my, protoZe co kdyzZ Simpanzi nahlédli, Ze lepsi bude byt zticha? Pak bychom ho
nazvali » Chimpského gen« ... ([5], pfeklad A. Markos). S. Brenner je nositelem Nobelovy
ceny za biologii a lékafstvi z r. 2002 za vyznamny piispévek k pochopeni vyvoje (ontogeneze)
mnohobunéénych organismt, zejména za zavedeni a charakterizaci hlistice Caenorhabditis
elegans jakozto modelového organismu.
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2. Biologie neni matematika

Na bioinformatiku miZeme pravem pohlizet jako na odvétvi, v némz se stykaji dva
svéty se zasadné odlisnou tradici: svét exaktnich obori — matematiky a informatiky
— a svét praktického prirodozpytu. Zvyk ¢lenit védni obory po angloamerickém vzoru
na ,piirodovédné“ (sciences) a ,humanitni“ (humanities), pfiemz matematika jaksi
samoziejmé zapada do pfirodovédné krabicky, nas mutze svadét k tomu, abychom vy-
znam propastného rozdilu mezi matematickym a biologickym pohledem podcenovali.
Pripomenme si vSak, ze uvedené ¢lenéni neni jediné mozné — tak tfeba na univerzité
ve Vidni se obory, které jsme si zvykli chapat jako prirodovédné, péstuji na fakulté
yformdlnich a pfirodnich véd“ (Formal- und Naturwissenschaftliche Fakultdt).

Setkavani rozdilnych oblasti védy a s nim spojena nezbytnost komunikace odvétvi,
ktera se po staleti vyvijela oddélené, a tudiz si kazdé z nich vybudovalo sviij vlastni
jazyk, tradici a kulturu toho, co se v odborném textu slusi a co ne, ovSem neni prosté
tskali. Podle vyznamného biologa a popularizatora matematiky 1. poloviny 20. stoleti
Lancelota Hogbena hovoii matematika ,feci veli¢innou“ ¢i ,fe¢i popisujici miru véci®
na rozdil od ,,obycejnych feéi, jimiz popisujeme druh véci ve svété* [16]. Biolog, zvykly
zabyvat se pravé pozorovanim druhu véci ve svété, ¢lanku napsanému matematikem
¢asto nerozumi z divodi v podstaté jazykovych, a nékdy ani nepochopi, pro¢ by ho
téma vibec mélo zajimat, a asi i naopak. Je proto snad na misté pokusit se — ovSem
v duchu biologické, nikoli matematické tradice! — vymezit nejnapadnéjsi rysy, které
jiz na prvni pohled odlisuji obvykly styl vykladu v jazyce matematickém (tak, jak jsou
na néj ¢tenafi tohoto ¢asopisu zvykli), od zptisobu bézného v biologii.

Prvni, co pravdépodobné nematematika pti srovnani biologického a matematického
textu upouta, je absence ,,tvrdych® definic a formalizované struktury vykladu v biolo-
gii. V biologickych oborech prakticky neni vét a dikazi a snad veskera tvrzeni, zaveéry,
vyvody, zékonitosti, a dokonce i definice provazi néjaké to ,,obycCejné*, ,vétSinou*
¢ ,zpravidla“. Biologicky vyklad je (odhlédneme-li od specifického slovniku, dnes
Casto bohatého na zkratky upominajici pry na vojenskou terminologii) veden mékkym
jazykem blizkym kazdodenni feci.

Biologie dospiva k zavérim zobecnovanim dil¢ich pozorovani, tedy induktivné. Ex-
trapolace se vSemi nebezpecimi, ktera z ni plynou, je pfijiména jako veskrze legitimni
postup. Biolog se vSak ne vzdy stara zvlasté o vymezeni oboru platnosti svych tvrzeni
a peclivé urceni jeho hranic. Meze mohou byt dokonce mapovany az ex post, ve chvili,
kdy pojmeme podezieni, Ze jsme se jim nebezpecné priblizili nebo je prekrocili. Tak
naptiklad fada nasich soucasnych predstav o pochodech, které pohénéji evoluci, vzesla
ze zobecnéni zakonitosti odvozenych ze studia pohlavné se rozmnozujicich zivocicht
(viz napt. [30]). Uvahy a diskuse o tom, nakolik se od zavedeného schématu lii jiné
organismy, napiiklad mikrobi nebo nepohlavné se mnozici rostliny, navazuji az posléze,
tak, jak jsou postupné nalézany dalsi a dalsi divody moznych odchylek.

Biologie, véetné , biologické* vétve bioinformatiky, navic zaujima vi¢i matematice
postoj, ktery by se snad dal oznacit jako inzenyrsky, nebo mozna dokonce i kutilsky.
Neni to pfitom minéno nijak urézlivé: metafora ,kuténi“ (bricolage, tinkering) hraje
v molekularné biologickém uvazovani dosti vyznamnou tlohu. Véfime totiz, ze nové
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biologické funkce (a molekuldrni aparat, ktery je zajistuje) vznikaji jako vysledek
kombinovani a modifikaci stavajiciho ,vybaveni® organismu metodou pokusu a omylu.
Bakterie experimentuje se svymi geny podobné jako kutil s obsahem bezednych
prihradek ve své dilné, programéator s jiz fungujicimi procedurami a moduly nebo
bioinformatik s arzendlem dostupnych vypocetnich postupi, dokud se nedopracuje
néceho pouzitelného, byt i ne nutné elegantniho ([17], viz téz [7]).

Pokud tedy matematika biologa viibec néjak oslovuje (coz v kontextu genomiky
a bioinformatiky musime pfedpokladat), chape ji pfedev§im jako nastroj, ktery mize
pfi vhodném pouzivani napomoci v interpretaci udaji ziskanych pozorovanim c¢i
experimentalnim studiem hmotného svéta. Biologa neupouta tfeba moznost vyjadfeni
genetického kédu pomoci monoidu [18], pokud neni zfejmé, na jaké konkrétni biolo-
gické otazky takovy popis miize pomoci odpovédét.?) Vztah biologa k matematice
je tedy podobny pohledu technika. Neni dulezité, jaky teoreticky postup byl pouzit
k vypoctu potiebné tloustky vyztuze mostniho oblouku, a nezalezi ani na tom, zda
vypocet byl exaktni nebo ptiblizny, elegantni nebo upachtény. Dilezité je pouze dvoji:
aby most bylo mozno prakticky postavit a aby nespadl. Pokusim se to ilustrovat
na prikladu toho, jak bioinformatik uvazuje, kdyz fesi pomérné obvykly problém
vyhledavani vzajemné pribuznych sekvenci. To, ze nadale diskutované postupy mozna
(aspoti pro nékoho) nejsou prosté uréitého druhu krésy, je sice pfijemné, avsak zdaleka
ne zakonité.

3. Digitalni a télesné

Dosud probirané rozdily v pfistupu biologa a matematika k pfedmétu jeho badéani
se sice mohou jevit jako podstatné, avsak jsou pouhymi dtsledky rozdilu jiného,
zcela zasadniho. Zatimco biologie se zabyva hmotnymi (a dokonce Zivymi) objekty
z naSeho télesného svéta, pro jejichz chovani mizeme pouze vice ¢i méné Uspésné
vyvozovat pravidla na zakladé pozorovani a experimentti, matematika ptisobi ve svété
(¢i spiSe zasvéti) virtualnich myslenkovych konstruktu, pro néz lze zakonitosti stanovit
predem.®) Matematické modelovani i jiné vyuziti matematiky v biologii zavisi na
moznosti nalézt takové konstrukty, které se v néjaké dtlezité vlastnosti shoduji se
zkoumanym objektem, a pfitom se s nimi soucasné ve virtualnim zasveéti dobte pracuje.

V pripadé té ¢asti bioinformatiky, ktera se zabyva ,¢tenim“ genomt, pak vhodnym
modelem jsou digitdlni sekvence znakl z predem definované mnoziny, kterd v pripadé

4) Stoji zde za to citovat in extenso vystizny vhled jiz zminovaného L. Hogbena, jednoho
z prukopnikt aplikace matematickych a statistickych metod v genetice: ,,Na kazZdém déjinném
stupni védy musime rozlisovat dvoji stanovisko, kterému se 7ikd védecke. Jedno zahrnuje soud
o Tddu prirodnim zaloZeny ma pozorovani. Druhé se sklddd z matematickiych predstav nebo
obrazu podnicenych pocetnimi ndvody nebo pouzitych k tomu, aby podnitily pocetni ndvody,
kterych se pouzivd k prdci s nimi. Proni jsou trvalymi kameny védecké stavby. Druhé jsou
docasnym lesenim, kterého se pouZije a které se strhne podle toho, jak stavba pokracuje.“
([16], s. 523)

5) Zajemce o hlubsi rozbor této problematiky odkazuji na prace Z. Neubauera, P. Vopénky
a Z. Kratochvila.
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poradi bazi v molekule DNA

A\
.. .ATGTCTGAATTCGCTAAATCATCCATICGAGTTCTACG. . .

populace fragmentu v reakcich

AATTCGCTAAATCATCCATCGAGTTCTACG
AATTCGCTAAATCATCCATCGAG
AATTCGCTAAATCATCCATCG

(o

AATTCGCTAAATCATCCATCGAGTTCTA
AATTCGCTAAATCATCCATCGA
AATTCGCTAAATCATCCA

( »

AATTCGCTAAATCATCCATCGAGTTCT
AATTCGCTAAATCATCCATCGAGTT
AATTCGCTAAATCATCCATCGAGT
AATTCGCTAAATCATCCAT
AATTCGCTAAATCAT

( -

AATTCGCTAAATCATCCATCGAGTTCTAC
AATTCGCTAAATCATCCATCGAGTTC
AATTCGCTAAATCATCCATC
AATTCGCTAAATCATCC
AATTCGCTAAATCATC

(o

elektroforéza

reakce G
reakce A
reakce T
reakce C

s i s R s ] s |

smeér ¢tenf ——»

Obr. 2. Postup, kterym Ize od télesné molekuly DNA dospét k digitalni sekvenci znaki,
ilustruje schéma klasické Sangerovy metody sekvenovani DNA, od niZ je odvozena vétsina
dnes pouzivanych technik. Prvnim krokem je vytvofeni ¢tyf soubori definovanych kratkych
fragmenttt DNA v rozmezi od nékolika malo desitek po nékolik stovek bazi, které sdileji
spole¢ny zacatek. Timto zac¢adtkem muze byt napiiklad oblast DNA rozpoznavana specifickym
bakteridlnim enzymem (tfeba restrikéni endonukledzou, ktera $tépi trojrozmérnou strukturu
molekuly odpovidajici podtrzené sekvenci v misté Sipky). Ve ¢tyfech chemickych reakcich
katalyzovanych izolovanymi enzymy bakteridlniho ptavodu vznikaji fragmenty, které vidy
konéi v pozici odpovidajici ur¢ité bazi (kurzivou). Nésleduje elektroforetické déleni populaci
molekul podle velikosti s pfesnosti, kterd umozinuje odlisit fragmenty, které se délkou lisi
o jediny nukleotid (vétsi fragmenty putuji pomaleji, na obrazku tedy elektroforéza postupuje
zprava doleva). Z polohy skvrn po vizualizaci fragment lze pak piimo odecist sekvenci
(na obrazku je ¢teny usek tucné). Chovani fragmentt p¥i elektroforéze vSak odrazi nejen
jejich velikost, ale i tvar (hlavné sklon k vytvéareni stabilnich sekundérnich struktur) a velké
populace molekul se chovaji do jisté miry nahodile. Proto je vysledny obraz nutné mirné
rozmyty a v principu nikoli digitdlni, ale analogovy. Jeho digitalizace nemusi byt vzdy
trividlnim tkolem (viz oblast elektroforetogramu vyznacend hranatou zévorkou, odpovidajici
sekvenci v ramecku).

sekvenci DNA zahrnuje minimalné ¢tyfi symboly (A, C, G, T) zastupujici ¢tyfi béze,
v pfipadé proteint pak minimalné 20 symbolt pro dvacet standardnich aminokyselin.
Neékdy ale pracujeme i se $irsim souborem znakt, aby bylo mozno zapisovat sekvence
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s nejednoznaénymi pozicemi (tak napf. Y znamend podle standardizované tabulky
Mezindrodni unie pro ¢istou a aplikovanou chemii IUPAC ,bud C, nebo T“, N znamené
libovolnou bézi). Divodem nejednoznacnosti mize byt budto potfeba zaznamenat sou-
casné sekvenci nékolika variant zkoumané molekuly, nebo to, Ze se ndm experimentalné
nepodarilo jednoznacné zjistit poradi bazi ve studovaném tuseku sekvence. Protoze
genomika pracuje nejcastéji s molekulami DNA, zaméfime se v néasledujicim vykladu
pravé na tento pripad; mnohé vsak plati obdobné i pro RNA, pripadné proteiny.

Jakym zplisobem vibec mizeme prevést strukturu slozité molekuly na sekvenci
digitalnich znaku? Na molekulu DNA lze pohlizet jako na nosi¢, na kterém je zapsana
digitélni, ,nehmotnd“ sekvence [30]. Soucasné vSak DNA je hmotnou, télesnou mo-
lekulou, jejiz praktické zkouméni, vcéetné ,Cteni“ sekvence, je zaloZeno na postupech
mokré (a leckdy nelibovonné) chemie a biochemie.®) Interpretace vysledki analyzy,
jejiz soucasti je i netrivialni digitalizace analogového vystupu, nemusi byt vzdy zcela
piimocaré (obr. 2). V idedlnim pfipadé bychom sice méli ziskat autentickou sekvenci,
avsak ve skutecnosti se vZdy musime spokojit s nejlepsi moznou, i kdyz ne nutné zcela
spravnou variantou ¢teni analogového zadznamu.

Jednim z centréalnich postupt praktické bioinformatiky je porovnavani dvou ¢i vice
sekvenci a zjistovani miry jejich vzéjemné podobnosti. Zastavme se proto u otazky, jak
viilbec podobnost chédpeme a jak miZeme stanovovat kvantitativni miru podobnosti
dvou sekvenci.

Samo vymezeni toho, co vlastné znamena podobnost ve svété digitalnich sekvenci,
pritom neni samoziejmé. Snadno nahlédneme, Ze pokud nepiijmeme néjaké dalsi
predpoklady, mohou dva fetézce digitalnich znakt byt bud totozné, nebo nestejné:
shoduji-li se ve vSech znacich, jsou totozné, lisi-li se byt i jen v jediném znaku, uz jsou
to ruzné Fetézce.

V bioinformatickém kontextu vsak digitalni znaky vystupuji jakozto symboly, za-
stupujici télesné objekty, naptiklad nukleotidy ¢i aminokyseliny nebo jejich fetézce.
Proto méa smysl hovofit zde i o podobnosti v tom smyslu, jak ji chdpeme v bézném
zivoté (viz [10]). V télesném svété totiz typicky nalézame (a dobfe rozpoznivime)
nikoli vztahy totoznosti (identity) a nestejnosti, ale viceméné odstupiiovanou ,,podob-
nost“. I takzvané identickd (jednovajecna) dvojcata se sobé navzajem pouze podobaji
a nejsou totozna. Co je pro posuzovani podobnosti relevantni, pfitom musi rozhodnout
rozuméjici (a rovnéz télesny) pozorovatel. Podobnost ma vZdy smysl pouze v konkrét-
nim kontextu, ktery uréuje, na éem zalez{ a na ¢em ne.”)

%) Nesmime také zapomenout, ze vzorek, ktery zkoumame, a dokonce i mnohé reagencie
v experimentech pouzivané jsou odvozeny z zivych organismi (tak naptiklad jako velmi
specificka analyticka ¢inidla se v molekularni biologii vyuzivaji enzymy, zpravidla ziskavané
z bakterii — viz obr. 2 a 3). I laik si asi dovede predstavit, jak vazna byva napiiklad hrozba
mikrobidlni zkézy reagencii.

™y V jistém smyslu to plati i pro zdanlivé bezkontextovou podobnost geometrickou (napft.
podobnost trojuhelniki). Tam totiz kontextem je sama geometrie — muzeme si piedstavit
i situaci, kdy trojihelniky v tradiénim geometrickém smyslu nepodobné vystupuji jako
podobné (napf. mame-li vybrat ,vzdjemné podobné obrazce“ z mnoziny, kterd obsahuje
trojuhelniky a étyfuhelniky).
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V nasem konkrétnim pripadé, kde digitalni znaky zastupuji jednotlivé baze v fetézci
DNA ¢&i aminokyseliny v molekule proteinu, miZeme pro libovolnou dvojici sekvenci
vzajemné shodné délky urcit miru podobnosti nasledujicim postupem:

e Sekvence prilozime k sobé po celé délce, to znamena zapiseme je do dvou pod sebou
umisténych fadka tak, aby sobé odpovidajici pozice lezely pod sebou a vytvorily
tedy dvojici (takovy zapis oznacujeme jako pfifazeni — alignment).

e Kazdé dvojici znakt, kterd se v prifazeni mitize vyskytnout, pfifadime konkrétni
¢iselnou hodnotu, ktera vyjadiuje vzajemnou podobnost aminokyselin ¢i nukleotidii,
které tyto znaky zastupuji. V nejjednodussim pripadé mtzeme jakékoli identické
dvojici pozic (paru) pfidélit hodnotu 1 a jakékoli neidentické dvojici (nepéru)
hodnotu 0.

e Celkovou hodnotu podobnosti stanovime jako soucet hodnot podobnosti vsech jed-
notlivych pozic pfifazeni. Chceme-li vzajemné porovnavat miru podobnosti rtzné
dlouhych dvojic sekvenci, normalizujeme takto zjisténou hodnotu podobnosti vydeé-
lenim poctem pozic v prifazeni.

Uvedeny zakladni postup pfifazuje identickym sekvencim maximalni podobnost
(pfi uvedenych hodnotéch parametrtt by normalizovand hodnota podobnosti byla 1),
avSak i dvéma ndhodné vybranym nahodnym sekvencim odpovida nenulova hodnota
podobnosti (v takovém pfipadé bychom nap¥. pro DNA pii rovnocenném zastoupeni
vSech bazi odekdvali primérnou normalizovanou podobnost 0,25). Z toho plyne, Ze
bude nutné stanovit rovnéz kritéria pro to, jakou miru podobnosti lze jesté pokladat
a obecnéjsi varianty, pouzitelné i pro redlné situace, kde napt. vétSinou pracujeme se
sekvencemi rizné délky:

e Lisi-li se porovnavané sekvence délkou, zaviadime do jedné ¢i obou sekvenci mezery
tak, abychom pokud mozno maximalizovali vyslednou miru podobnosti. Ptfitom je
rozumné predpokladat, Ze sim akt zavedeni mezery i jeji prodluzovani miru podob-
nosti snizuje; pro vypocet tohoto sniZeni (,ceny za mezeru“) zavidime empirické
parametry.

e Vzhledem k télesné povaze aminokyselin a nukleotidi nemusime povazovat vsechny
nepary za rovnocenné. Dvojicim, které jsou si vzajemné podobné tvarem, velikosti
a nadbojem molekuly, mizeme pfisoudit vyssi (,,podobnéjsi“) miru podobnosti nez
dvojicim diametralné odlisnym. Pravé tak muzeme brat v vahu i frekvenci vyskytu
jednotlivych aminokyselin v empiricky zjisténych sekvencich a prifazovat shodé
vzacnych znakt vétsi vahu nez tém hojnym. Oboji lze vyjadfit prostfednictvim
substituéni matice — tedy tabulky, ktera kazdé mozné dvojici symbold pritazuje
konkrétni ¢iselnou hodnotu podobnosti.

Ani cenu za mezeru, ani substitu¢ni matici nelze odvodit teoreticky z néjakych vy-
chozich predpokladi. Tyto parametry je nutno odvodit empiricky na zakladé analyzy
realnych sekvenci, které se 1isi jen velmi méalo. Predpokladame totiz, ze takové velmi
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podobné sekvence prakticky mohly vzniknout jen pomérné nedédvnou evoluéni diver-
genci ze spole¢ného piedka, a proto je jejich podobnost zfejmé biologicky vyznamn4.®)

4. Jak se neutopit v datech

Vzajemné porovnavani sekvenci a stanovovani miry jejich vzdjemné podobnosti je
jadrem celé fady tloh, kterymi se bioinformatikové zabyvaji. Prakticky kazdy, kdo
nékdy sekvenoval kousek DNA, se totiz zajima o to, ¢emu jiz zndmému se jeho nova
sekvence podobé, to jest zda mé néjaké pribuzné ve vefejné dostupnych databazich.
Od takového zjisténi se totiz pak odviji planovani dalsich experimentt, otvira se cesta
k porovnavani vlastnosti zkoumaného tseku s geny znamé funkce a podobné. (Také
identifikaci opakovanych tsekd v rdmci genomi lze v zasadé prevést na vyhleddvani
na zakladé podobnosti.)

Zaklady bioinformatiky byly nastésti poloZzeny v dobé, kdy méfitkem kvality vy-
zkumu byly publikace spi$ nez patenty a volné sdileni primarnich dat se stalo samo-
zfejmosti, od niz snad jiz nelze ustoupit. Lepsi odborné casopisy dodnes vyzaduji,
aby autofi, ktefi publikuji nové sekvence, tato data vlozili do nékteré z vefejnych
databazi. Nukleotidové sekvence spravuje a zpfistupnuje zejména konzorcium spo-
jujici americkou databézi GenBank, evropskou EMBL (European Molecular Biology
Laboratory Data Library) a japonskou DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Tyto tfi
databédze udrzuji spoleény standard identifikace jednotlivych zdznamu, prubézné si
vyménuji data a jejich obsah je az na prirtstky z poslednich nékolika hodin totozny.
V soucasnosti obsahuje ,velkd trojka“ databazi konzorcia desitky miliond zadznamt
thrnné délky zhruba sta miliard bazi, a dat neustale piibyva.?)

Uz sama udrzba tak velkych databazi je tctyhodnym tkolem, protoze software
i hardware musi stale drZzet krok s dramatickym rtistem objemu dat, a o vyhledavani
v nich to plati v mife jesté vétsi. Podle vystizného priméru z prednasky amerického
ekologa Barryho Rocka, ktery se sice nezabyva bioinformatikou, avSak s podobné
velkymi databazemi ma bohaté zkusenosti, jde o kol srovnatelny s pitim z vysokotlaké
pozarni hadice (,,drinking from the firchose*).

Tlustrovat to mizeme prikladem bézné tlohy: jak v databazi najit vSechny sekvence
vyznamné podobné nami zadané sekvenci, kterou budeme dale oznacovat jako dotaz
(query). Mohli bychom postupovat tfeba takto:

e Pro kazdou sekvenci z databaze sestrojime pfifazeni vici dotazu. Protoze sekvence
z databaze a dotaz se v obecném ptipadeé 1isi délkou, musime pfitazeni optimalizovat

8) I v ramci standardniho myslenkového ramce moderni molekularni biologie si lze pred-
stavit alternativni vysvétleni, totiz evolu¢ni konvergenci sekvenci odlisného ptivodu smérem
k vzajemné podobnosti napt. pisobenim selekéniho tlaku. Vznik rozsihlejsich oblasti podob-
nosti touto cestou je vSak krajné nepravdépodobny.

9) Aktudlni stav lze nalézt bud na webovych strankich zminénych databazi (napf.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov pro GenBank), nebo v kazdoro¢nim zvlastnim ,databézo-
vém“ Cisle ¢asopisu Nucleic Acids Research.

296 Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, ro¢nik 51 (2006), ¢. 4



a zvolit to, které mé co nejvyssi celkovou (nenormalizovanou) hodnotu podobnosti
s dotazem; tuto hodnotu vzdy zaznamename.

e Sekvence z databaze sefadime podle hodnot podobnosti s dotazem. (Uz vime, kterd
sekvence v databazi je dotazu nejblizsi, avSak nevime, zda je dost blizka na to, aby
§lo o nendhodnou podobnost).

e Sestrojime histogram rozdéleni hodnot podobnosti dotazu s jednotlivymi sekven-
cemi z databaze a zjistime, pro které sekvence z databaze lezi hodnoty podobnosti
vyrazné mimo kfivku nahodilé distribuce. Pro tyto sekvence je mira shody s dotazem
zjevné vétsi nez nahodilé.

Uvedeny znacné zjednoduseny algoritmus mé jednu zasadni nevyhodu: prohledava
sice databazi zpisobem skutecné vycCerpavajicim, avSak zejména prvni krok — se-
stavovani a optimalizace pfifazeni pro vSechny sekvence v databazi — je mimotradné
naroény na c¢as i vypocetni kapacity. Proto se v praxi takovéto ,presné“ algoritmy
pouzivaji jen ziidka, a Castéji se setkavame s postupy heuristickymi, které prohleddvani
vyrazné zrychluji, byt i za cenu mozné Gjmy na presnosti.

V nasem prikladu byla jednim z nejpomalejsich krokt konstrukce a optimalizace
prifazeni mezi dotazem a databazovymi sekvencemi. Pfitom pro mnohé sekvence by
se tento krok dal vynechat, kdybychom uméli miru podobnosti s dotazem zhruba
odhadnout a hned vyloucit ty sekvence, které pravdépodobné ani po dikladném ladéni
pfitazeni nedoséhnou vysokych hodnot podobnosti. Jen pro zbyvajici , kandidaty“ pak
pfitazeni vypracujeme skutecné peclivé. Na podobném principu jsou skuteéné zalozeny
v soucasnosti bézné pouzivané algoritmy pro prohledavani velkych databéazi, na nichz
jsou zaloZeny programy, jako je FASTA [25], zrychlujici prohleddvani databazi oproti
pfesnym algoritmim o vice nez 2 fady, nebo novéjsi a jesté rychlejsi BLAST. Princip
algoritmu pouzivaného programem BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) si
mizeme predstavit ptiblizné takto (viz [1], [2], [13], [24]):

e Program nejprve vytvoii ,slovnik“ vyskytu vSech pfitomnych kombinaci symbola
(,slov*) pfedem zvolené délky v sekvenci dotazu (obvykle se pouzivd empiricky
osvédéend délka 2-3 aminokyseliny nebo 10-11 nukleotidit). Pro kazdé slovo (word)
ze slovniku pak za pouziti zvolené substituéni matice zjisti hodnotu podobnosti se
sebou samym a se vSemi jeho derivaty vzniklymi zdménou jediného symbolu. Ze
slovniku pak vypusti vSechna slova, jejichZ hodnota podobnosti je nizsi nez predem
zvolend mezni hodnota T (threshold).

e V dalsim kroku program pro kazdou sekvenci v databazi stanovi vyskyt slov ze
slovniku, a déle se zabyva pouze témi sekvencemi, které obsahuji minimalné dvé
slovnikové slova (hits) oddélena vzdalenosti mensi ¢i rovnou, nez je pfedem stano-
vend ,délka okna® A.

e Kazda takto nalezenad dvojice sousedicich slovnikovych slov poslouzi jako ,,jadro®
pro konstrukci prifazeni, které program rozsifuje obéma smeéry tak dlouho, dokud
hodnota podobnosti (score) nezacne klesat. Pokud je takto ziskand hodnota podob-
nosti niz$l nez predem zvolend mezni hodnota (cutoff), program pfifazeni opusti;
v opafném piipadé je zaznamend jako tzv. HSP (high scoring pair).
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e Pro kazdou sekvenci obsahujici HSP program stanovi thrnnou normalizovanou
hodnotu podobnosti ze vsech HSP a tu pak pouzije pro statistické hodnoceni.
Vystup programu obsahuje seznam sekvenci s nejlepsimi HSP spolu s hodnotami
odekéavatelnosti E (expectance), které udavaji oéekdvany pocet sekvenci stejné nebo
lepsi podobnosti s dotazem ve stejné velké databazi slozené z ndhodnych sekvenci.

v

V pfipadé proteint lze za prikazné zpravidla povazovat hodnoty E nizsi nez 0,001.

Hlavnim zdrojem zrychleni proti pfesnym algoritmtim je prvni krok, ktery by se dal
prirovnat k odfiltrovani mélo informativnich slov, jako jsou tifeba spojky a ukazovaci
zédjmena, v textovych vyhledavaéich, jako je tieba Google. Program BLAST je natolik
rychly a relativné nenaro¢ny, Ze miize byt provozovan i na serverech samotnych
databéazi jako volné dostupnd vyhledavaci sluzba.

Heuristické postupy se vsSak uplatnuji i v fadé jinych situaci, nez je vyhledavani
vzajemné podobnych sekvenci v databazi. Nenahraditelnou tlohu dnes hraji na-
piiklad také pii sestavovani delSi souvislé sekvence DNA z piimych vystupi sek-
venovani. Jedna sekvenovaci reakce totiz v typickém pfipadé pfecte ,jen“ nékolik
stovek nukleotid, coz je pouze zlomek délky typického genu, natoz pak genomu. Az
do poloviny 90. let minulého stoleti proto jediny mozny postup stanoveni sekvence
genomu vyzadoval peclivé rozdéleni genomu do dukladné zmapovanych fragmenti
znamé pozice; vlastni sekvenovani predstavovalo vlastné jen zlomek celkového po-
tfebného usili (obr. 3). Zasadni metodicky pfelom v8ak pfineslo sekvenovani genomu
bakterie Haemophilus influenzae v laboratori Craiga Ventera, zakladatele soukromého
Ustavu pro vyzkum genomu (The Institute for Genome Research). Tito autofi totiz
vymysleli zptsob, jak obejit naroéné a pracné mapovani fragmenti na genom: staci
totiz osekvenovat dostateéné mnozstvi ndhodné zvolenych fragmenttt DNA a jejich
nasledné zmapovani svérit specializovanému programu, ktery pro kazdy fragment
stanovi oblasti pfekryvu s jinymi a ptrekryvajici se fragmenty pospojuje [12]. Praveé
vytvofeni dostatec¢né rychlého a spolehlivého heuristického algoritmu pro sestavovani
genomové sekvence z kratkych fragmenti bylo zcela klicovym krokem, ktery umoznil,
aby se ze sekvenovani genomt mohla stat dnes jiz témér rutinni zalezitost.

Posledni uvedeny priklad také velice pékné ilustruje obecny trend poslednich
desetileti vyvoje molekularni biologie, kdy postupné nartdstd vyznam casto velice
rafinovanych postupu analyzy dat in silico, tedy ve virtudlnim svété teoretickych
pocitacovych modeli!?), nékdy i na tkor tradi¢nich postupt biologickych (in vivo)
a biochemickych (in vitro). Staromilci v8ak nemusi mit obavy — zanik experimentalni
biologie rozhodné nehrozi. Naopak: studium sekvenci DNA a proteind otvira zcela
zasadnim zpusobem prostor pro formulaci otazek, na néz lze hledat odpovédi pouze
v dalsi experimentalni praci.

10y Z jazykového hlediska by bylo spravné pouzivat obrat in silicio, protoze kiemik je
silicium, nikoli silicum; ujalo se vsak in silico podle vzoru in vivo a in vitro. Sydney Brenner
v jednom ze svych uvodniki v ¢asopise Current Biology navrhuje termin ,perverzni genetika“:
v klasické genetice postupujeme od znaku ke genu, v genetice reverzni od genu ke znaku, a v té
perverzni uz za nas vsechno délé pocitac.
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Obr. 3. Klasicka strategie sekvenovani dlouhé molekuly DNA (a) a moderni postup vyuzivajici
zasadnim zpusobem bioinformatické metody (b). Znacky na mapé predstavuji oblasti rozpo-
zndvané restrikénimi endonukledzami (viz legenda k obr. 2), vodorovné Sipky pozici tseku
odpovidajicich digitalni sekvenci ziskané napf. metodou podle obr. 2. Kroky v ramecku se ode-
hravaji ve virtudlnim svété (in silico); preskrtnuté Sipky znamenaji ,nadbyteéné“ sekvence,
které nebyly vyuzity pfi sestavovani dlouhého useku (i kdyZz mohou byt v dalsim kroku pou-
Zity k ovéfeni nebo zpfesnéni sekvence). Schéma klasické metody je ponékud zjednodusené,
protoze ve skutecnosti by se mélo dbat na to, aby kazdy tsek byl sekvenovan v obou smérech.

Podékovani. Bioinformaticky zaméfeny vyzkum v laboratofi autorky je podporovéan z pro-
stfedkit Vyzkumného centra MSMT LC06004 ,Integrovany vyzkum rostlinného genomu“.
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