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Práce se sekvenčními daty 

Sekvenční data = zápis primární sekvence 
makromolekul, tj. DNA (RNA) a proteinů 

DNA a RNA se zapisují ve směru 5´- 3´ 

Proteiny se zapisují od N-konce k C-konci 

Používají se jednopísmenkové kódy (podle 
IUPAC) 



Zkratky pro nukleové kyseliny 

DNA, RNA 

Kód Báze Kód Báze 

A Adenin K G, T (keto) 

C Cytosin M A, C (amino) 

G Guanin B C, G, T (ne A) 

T Tymin D A, G, T (ne C) 

U Uracil H A, C, T (ne G) 

R A, G (purin) V A, C, G (ne T, U) 

Y C, T (pyrimidin) N cokoli (any) 

S G, C (strong) . 
mezera 

W A, T (weak) - 



Zkratky pro proteiny 

Kód Zkratka Amino 

kyselina 

Kód Zkratka Amino 

kyselina 

A Ala Alanin P Pro Prolin 

C Cys Cystein Q Gln Glutamin 

D Asp Aspartát R Arg Arginin 

E Glu Glutamát S Ser Serin 

F Phe Fenylalanin T Thr Threonin 

G Gly Glycin V Val Valin 

H His Histidin W Trp Tryptofan 

I Ile Izoleucin Y Tyr Tyrosin 

K Lys Lysin X Xxx cokoli 

L Leu Leucin B Asx Asp, Asn 

M Met Methionin Z Glx Glp, Gln 

N Asn Asparagin 



Způsoby zápisu 

Surová data (raw data, raw format) 

 Některé programy je umí přijmout a zpracovat 

 Nejsou ale vhodné pro dlouhodobé uchovávání 

 

 Specializované formáty 

 Základní veřejné databáze je umí převádět 

 

 Jednoduché formáty - FASTA 

 Nejlépe bez mezer a speciálních znaků 

 

 >gi|291219937|ref|NM_001888.3| Homo sapiens crystallin, mu (CRYM), 
transcript variant 1, mRNA 

TTTCAAATGGGGAGTTTCCCTGCACAAGCTTTCTTGTCTGCCACTATGTGAGATATACCTT

TCACCTTCTGCCGTGATTGTGAGGCCTCCTCAGCCACGTGGAACTGTAAAAACTCCTGGAA

GAAAAGATCCTGCAATTT 

 



FASTA a WORD 

Na co si dát pozor 

Uložit ve formátu „pouze text“ 

Nepoužívat tabelátory a jiné cizí znaky 

Vypnout funkce „automatické opravy“ a 

„automatický text“ i funkce „inteligentní 

vyjímání a vkládání“ 

 



Typ písma 

Doporučuji formát písma „Courier New“ 

– každé písmeno zaujímá stejnou 

plochu 

 

 
TTTCAAATGGGGAGTTTCCCTGCACAAGCTTTCTT 

AAAGTTTACCCCTCAAAGGGACGTGTTCGAAAGAA 

TTTCAAATGGGGAGTTTCCCTGCACAAGCTTTCTT 

AAAGTTTACCCCTCAAAGGGACGTGTTCGAAAGAA 

Courier New 24 

Arial 24 



Pozor, zkratky pro NA a proteiny jsou v 

některých případech shodné! 

Vstupní formáty pro počítačové zpracování 

musí být specifikovány, aby program rozpoznal, 

jde-li o NA nebo protein 

 



Molekulárně-biologické databáze 

Evropský institut pro bioinformatiku ve Velké Británii 
(EBI) 

Národní centrum pro biotechnologické informace 
(NCBI) založené v rámci Národní lékařské knihovny 
(NLM) v USA 

Centrum pro inormační biologii (CIB) , jako oddělení 
Národního genetického institutu (NIG) v Japonsku 

www.ebi.ac.uk 

www.ncbi.nlm.nih.gov 

www.cib.nig.ac.jp 

EMBL, 1980 

GenBank, 1982 

DDBJ, 1984 

../Prednasky/05-Farmakogenomika a Internet/European Bioinformatics Institute.mht
../Prednasky/05-Farmakogenomika a Internet/NCBI HomePage.mht
../Prednasky/05-Farmakogenomika a Internet/CIB-DDBJ.mht


GenBank/EMBL/DDBJ 

 Vzájemně si vyměňují si 
informace 

 Volně dostupné 

 Přijímají nové sekvence z 
genomových center a 
pracovišť zabývajících se 
sekvenováním 

Sekvenci v databázích může zveřejnit kdokoli ! 



Databáze sekvencí proteinů 

Databáze SWISS-PROT založená na Univerzitě v 

Ženevě v roce 1986 

Spravuje Švýcarský institut pro bioinformatiku (SIB) 

Databáze PDB (The Protein Databank) 

Archivuje a analyzuje proteinové struktury a 

komplexy informačních biomakromolekul 

Obsahuje automaticky doplňované překlady 
sekvencí z EMBL 

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 

www.expasy.org 

../Prednasky/05-Farmakogenomika a Internet/RCSB Protein Data Bank.mht
../Prednasky/05-Farmakogenomika a Internet/ExPASy Proteomics Server.mht


Práce s databází NCBI 

www.ncbi.nlm.nih.gov 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


Práce s databází NCBI 



Práce s databází NCBI 



Práce s databází NCBI 

Dostali jste se na prohledávač BLAST 



Další zajímavé „Tools“ 

Vyhledávání STS 



Další zajímavé „Tools“ 

Srovnání dvou prokaryotických genomů 



Další zajímavé „Tools“ 

Tabulky genetických kódů 



Další zajímavé „Tools“ 

Navrhování primerů pro PCR 



Primer-BLAST 

Prohlédněme si tuto stránku podrobně 



Navrhněte primery pro identifikaci genu 
pro 16S rRNA Borrelia burgdorferi 
metodou PCR 

 Do zadávacího okénka pro sekvenci zadejte 
Acc. No. sekvence pro 16S rRNA, např. 
HQ433693.1  

 Využijte DEFAULT nastavení nebo měňte 
parametry podle vlastního uvážení 



Ukázka výsledku 



Ukázka výsledku 



Vyhledejte sekvenci HQ433693.1 (16S 
rRNA Borrelia burgdorferi) a vyznačte na 
ní pozici nalezených primerů 

1) Do vyhledávače BLAST zadejte „Borrelia burgdorferi 
16S“ 

2) Najděte sekvenci HQ433693.1 

3) Můžete do vyhledávače zadat taky přímo Acc. No. 

 



Výsledek 

AGCATGCAAGTCAAACGGGATGTAGCAATACATCTAGTGGCGAAC

GGGTGAGTAACGCGTGGATGATCTACCTATGAGATGGGGATAACT

ATTAGAAATAGTAGCTAATACCGAATAAAGTCAATTAATTTGTTA

ATTGATGAAAGGAAGCCTTTAAAGCTTCGCTTGTAGATGAGTCTG

CGTCTTATTAGTTAGTTGGTAGGGTAAATGCCTACCAAGGCGATG

ATAAGTAACCGGCCTGAGAGGGTGAACGGTCACACTGGAACTGAG

ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCG

CAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACACTGCGTGAATGAAGAAG

GTCGAAAGATTGTAAAATTCTTTTATAAATGAGGAATAAGCTTTG

TAGGAAATGACAAAGTGATGACGTTAATTTATGAATAAGCCCCGG

CTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 

 
Forward 322-341 

5´- GCGAAAGCCTGACGGAGCGA - 3´ 

Reverse 478-459 

5´- ATTACCGCGGCTGCTGGCAC - 3´ 



Další zajímavé „Tools“ 

Taxonomie 



Kolik záznamů o sekvencích DNA a kolik 
záznamů o sekvencích proteinů je v databázi 

ohledně druhu Thermus aquaticus? 

Ke konci června 2012 to bylo 338 záznamů 
o DNA a 562 (5 641) záznamů o proteinech 



Práce s databází NCBI 

www.ncbi.nlm.nih.gov 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


Práce s databází NCBI 

www.ncbi.nlm.nih.gov 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


Jak s nástroji pracovat 

uvidíme později 



Porovnání proteinů u dvou genomů 



Návod 

FOR TWO ORGANISMS 
1) Scroll down to find the genome of interest. 

2) Click the NC_ accession link from the RefSeq column. 

3) Click GenePlot (if available) from the BLAST homologs column 

of the resulting table interface. 

4) Select the two organisms of choice and then click "Compare 

Selected Pair". 

 

FOR THREE ORGANISMS 
1) Proceed as in Steps 1 and 2 above. 

2) Select TaxPlot from the BLAST homologs column of the 

resulting table interface. 

3) Select two other organisms from the drop-down menus below 

the selected genome of interest. 

4) Click the "compare" button located just below the graphical plot. 



Jak s nástroji pracovat 



Databáze PubMed 



Databáze PubMed 



Najděte publikace o Deinococcus 
radiodurans 

Kolik review databáze obsahuje? 

1) Ke konci června 2012 jich bylo kolem 962 

2) Z toho review bylo 52 

3) Všimněte si, že jen některé jsou volně dostupné 



Jak s nástroji pracovat 



3D struktury proteinů 



3D struktury proteinů 



Najděte strukturu mykobakteriální 
katalázy  

Kolik záznamů najdete? 

1) Heslo „catalase Mycobacterium“ 

2) Ke konci června 2012 jich bylo 46, všechny získané z 
krystalografických dat prostřednictvím paprsků X, 
žádná NMR 



Jak s nástroji pracovat 



Srovnání sekvence s referenčními 



Srovnání sekvence s referenčními 



Zkopírujte si níže uvedenou sekvenci a 
porovnejte ji s databází referenčních 
sekvencí. Komu patří? 

1) ATGAGTGAAATGAAATGCCCTTATGACCATACCAACTTGACCATGAGTAATGGCGCGCCTGTTATTGACA 

2) ACCAAAATTCAATGACCGCAGGTGCCAGAGGGCCACTGCTTGCCCAAGATTTATGGCTCAATGAAAAATT 

3) AGCCGACTTTGCCCGTGAGGTCATTCCAGAACGCCGCATGCACGCCAAAGGCTCAGGCGCATTTGGCACA 

4) TTCACGGTAACGCACGACATCACCCAATACACCCGTGCTAAGATTTTTAGTGAAGTTGGCAAAAAAACTG 

5) AGATGTTCGCTCGTTTTACCACCGTAGCAGGCGAGCGGGGGGCGGCGGACGCTGAGCGTGATATCCGTGG 

6) TTTTGCCCTAAAATTCTACACCGAAGAGGGTAATTGGGACATGGTGGGTAATAACACGCCTGTTTTCTTT 

7) TTAAGAGACCCAAAAAAATTCCCTGATTTAAATAAAGCGGTCAAACGAGACCCACGCACCAACATGCGTT 

8) CTGCCACCAATAACTGGGATTTTTGGACACTGCTGCCAGAGGCGTTTCATCAGGTGACCATTGTGATGAG 

9) CGACCGTGGCATTCCTAAATCTTACCGTCATATGCACGGCTTTGGCTCGCACACTTATAGCTTTATCAAT 

10) GCTGATAATGAACGCTTTTGGGTCAAATTTCACTTTCGCACCCAACAAGGCATTGAAAATCTAACCGATG 

11) CCGAAGCTGAAATGGTGGTTGGTAAAGACCGTGAGAGCAATCAGCGTGATTTGTTTGATGCCATTGAGCG 

12) TGGCGATTTCCCAAAATGGACAATGTATGTGCAAATCATGCCAGAAACCGATGCCCAAACTGTGCCTTAT 

13) CACCCATTTGATTTAACCAAAGTGTGGCCAAAAGGCGACTATCCGCTCATTGAAGTGGGTGAGTTTGAGT 

14) TAAATAAAAATCCTGAAAACTTCTTTTTAGACGTTGAACAATCCGCTTTTGCCCCAAGCAACCTAGTCCC 

15) GGGCATCAGTGTGTCCCCTGACCGCATGCTCCAAGCACGCCTATTTAACTATGCTGATGCGCAGCGTTAT 

16) CGTTTGGGCGTCAATCGTAACCAAATTCCAGTGAATGCCCCACGCTGTCCTGTGTACTCAAACCAAAGAG 

17) ACGGACAAGGGCGAGTGGGCGATAACTATGGCGGTCGTCCGCACTATGAACCGAACAGTTTTGGACAATG 

18) GCAAGACCAGCCGCATTTGGCTGAACCAGCATTAAAAATTCATGGCGATGCTAAGTTTTGGGATTATCGT 

19) GAGAATGATGATGATTATTTTAGCCAACCCAGAGCCTTGTTTGAGTTGATGAGCGATGAGCAAAAACAGG 

20) CGTTATTTGGTAATACGGCTCGTGCGATGGGCGATGCCCCTGATTTTATTAAATACCGCCATATCCGTAA 

21) TTGCGATAAATGCCACCCTGATTATGCCATGGGTGTGGCCAAAGCGTTAGGCCTTACGGTTGAAGATGCC 

22) AAAAATGCGTATGAGAGCGACCCTGCTCGCCATCTGCCCAGCTTTTTATA 

Mohlo by vám vyjít to, co je na následující 
stránce 





Práce s databází NCBI 

www.ncbi.nlm.nih.gov 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


Pokyny pro vložení vlastních dat 



Posuzování podobnosti 

sekvencí 



Posuzování podobnosti sekvencí 

Hledáme homologické sekvence vzniklé 

v průběhu evoluce 

Úkol: Jsou si podobnější sekvence A a B nebo B a C? 

Výchozí sekvence 

A = ATTGCTCTGT 

B = ATAGCTCGGT 

C = ATTGCACTGTAATGCCATGT 

D = ATTGCTCTGAAATGCCCTGT  



Posuzování podobnosti sekvencí 

Přiložíme sekvence k sobě = přiřazení 

(alignment) 

A = A T T G C T C T G T 

 

B = A T A G C T C G G T 

pár nepár 

C = A T T G C A C T G T A A T G C C A T G T 

 

D = A T T G C T C T G A A A T G C C C T G T  



Posuzování podobnosti sekvencí 

Výpočet normalizované hodnoty podobnosti 

(score) 

A = A T T G C T C T G T 

 

B = A T A G C T C G G T 

počet párů 

(match) 

počet pozic 

SAB = (8 x 1 + 2 x 0)/10 = 0,80 

hodnota páru 

počet nepárů 

(mismatch) 

hodnota nepáru 



Posuzování podobnosti sekvencí 

SCD = (17 x 1 + 3 x 0)/20 = 0,85 

C = A T T G C A C T G T A A T G C C A T G T 

 

D = A T T G C T C T G A A A T G C C C T G T  

0,85 > 0,80  C a D jsou si podobnější 



Globální a lokální přiřazení 

Problém sekvencí odlišné délky nebo velmi 

odlišné sekvence stejné délky 

Global alignment 

Local alignment 

 Sekvence přiřadíme po celé délce i za cenu 

vnášení mezer 

 Vhodné pouze u příbuzných sekvencí 

 Vhodné pro mnohočetná přiřazení 

 Sekvence přiřadíme jen tam, kde jsou velmi podobné, 

ostatní budeme ignorovat 

 Vhodné pro nepříbuzné sekvence 

 U podobných sekvencí odpovídá globálnímu přiřazení 



Globální a lokální přiřazení 

SLAV----------APATNIK-------PIQNYR-I------AKSETQRYMVIE 

SLAVYTYIEFVRANAPATNIKSECVRAAPIQNYRRVEHVRATAKSETQRYMVIE 

Global alignment 

Local alignment 

SLAVYTYIEFVRANAPATNIKSECVRAAPIQNYRRVEHVRATAKSETQRYMVIE 

-------------NAPATNIKSECVRA-PIQNYRRVEHVRA------------- 



Bodový diagram 
Grafická mapa podobností sekvencí, pomůcka pro 

volbu přiřazení 

ATTGATCGGTCTTG 
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Nalezené shody 
Filtrace krátkých 

diagonál 



Výběr algoritmu přiřazení 

Globální přiřazení je možné jen pro dvojici A-B 



Prohledávače 

 Modelový heuristický algoritmus 

 Vytvořený v roce 1988 

 Dnes už se málo používá, jsou výkonnější metody 

FASTA 

BLAST 

 Nejrozšířenější heuristický algoritmus 

 Vytvořený v roce 1990 

 Rychlejší než FASTA asi 6x 



BLAST 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

Tento prohledávací nástroj prochází celou databází a už 

jsme jej několikrát použili 

Basic Local Alignment Search Tool 



BLAST 



Využití variant BLAST 

Program Dotaz Databáze Úroveň 

srovnání 

Použití 

blastn DNA DNA DNA Hledání edentických 

sekvencí DNA 

blastp protein protein protein Hledání homologických 

proteinů 

blastx DNA* protein protein Hledání genů a 

homologických proteinů 

na nové DNA 

tblastn protein DNA* protein Hledání genů u 

necharakterizovaných 

DNA 

tblastx DNA* DNA* protein Studium struktury genů 

* Jsou srovnávány přeložené DNA sekvence ve všech 

čtecích rámcích 



Datové soubory 

Jsou jednotné pro všechny zmíněné databáze 

 Každý záznam má přístupový kód – Accession 

Number – proměnlivý počet písmen a číslic podle 

toho, přes kterou databázi byl přijat – je to jakési 

rodné číslo 

 Publikací v GenBank získá jedinečné číslo GI 

(GenBank Identifier) – číslo občanského průkazu 

 Autoři primárního záznamu jej mohou upravovat a 

vznikají tak verze, první má číslo 1 

 Změnou verze se mění číslo GI 

 Všechny verze se uchovávají 



Hlavička záznamů 

přístupový kód název 

typ záznamu číslo GI verze 

gb = GenBank, emb = EMBL, dbj = DDBJ 



Někdy sekvenuje daný úsek 

nezávisle více různých skupin, pak 

je v databázi v několika podobách s 

různými přístupovými kódy a často i 

pod různými názvy! 



Anatomie databázového záznamu 



Anatomie databázového záznamu 

Mycobacterium avium FR300 

Neisseria gonorrhoeae 

11-Internet/FR300.mht
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF369936.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF369936.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF369936.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF369936.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ835990.2


Program bl2seq 

Porovnání dvou a více sekvencí 



Program bl2seq 



Výsledek porovnání dvou sekvencí 

dotaz 



Dot Matrix View 

Plot of lcl|42899 vs 42901  



Výsledek porovnání dvou sekvencí 

Identities = frakce totožných pozic 



Výsledek porovnání dvou sekvencí 

Score (zjištěná hodnota podobnosti) = pokud dosáhne 

zvolené mezní hodnoty (cutoff) program přiřazení 

zaznamená jako HSP (high scoring pair), jinak je opustí 



Výsledek porovnání dvou sekvencí 

Expectancy, E-value (hodnota očekávatelnosti) = 8e-45 = 

8 x 10-45, průkazné jsou hodnoty pod 0,001 



Něco navíc k procvičení BLAST 



Prohledejte databázi a zjistěte, jakému 
organismu patří následující sekvence 

GCTTTCGCACATGAGCGTCAGTACATTCCCAAGGGGCTGCCTTCGCCTTCGGTATT

CCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCTACCCCTCCCTAAAG

TACTCTAGACTCCCAGTCTGAAATGCAGTTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACA

TCTCACTTAAAAGTCCGCCTGCGTGCCCTTTACGCCCAGTTATTCCGATTAACGCT

CGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGT

AATTAACGTCAATGATGCTATCTATTTAACAACATCCCTTCCTCATTACCGAAAGA

ACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATTCACGCGGCATGGCTGCGTCAGGGTTCCC

CCCATTGCGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCA

GTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGAGATCGCAGGCTTGGTAGG

CCTTTACCCCACCAACTACCTAATCCCACTTGGGCTCATCTTATGGCAGGTGGCCC

TAAGGTCCCACCCTTTCCTCCTCAGAGAATACGCGGTATTAGCTGCAGTTTCCCAC

AGTTATCCCCCTCCATAAGCCAGATTCCCAAGCATTACTCACCCGTCCGCCACTCG

TCAGCAAAGAAAGCAAGCTTTCTTCCTGCTACCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCC

TGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAACNTCTTTCTCCAAA 

 

Měla by to být Pasteurella multocida 



Porovnejte tyto dvě sekvence, patří 
stejnému druhu? 

GCTTTCGCACATGAGCGTCAGTACATTCCCAAGGGGCTGCCTTCGCCTTCGGTATT

CCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCTACCCCTCCCTAAAG

TACTCTAGACTCCCAGTCTGAAATGCAGTTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACA

TCTCACTTAAAAGTCCGCCTGCGTGCCCTTTACGCCCAGTTATTCCGATTAACGCT

CGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGT

AATTAACGTCAATGATGCTATCTATTTAACAACATCCCTTCCTCATTACCGAAAGA

ACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATTCACGCGG 

ANO, shoda 368/371, 99% 

GCTTTCGCGCATGAGCGTCAGTACATTCCCAAGGGGCTGCCTTCGCCTTCGGTATT

CCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCTACCCCTCCCTAAAG

TACTCTAGACTCCCAGTCTGAAAAGCAGTTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACA

TCTCACTTAAAAGTCCGCCTGCGTGCCCTTTACGCGCAGTTATTCCGATTAACGCT

CGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGT

AATTAACGTCAATGATGCTATCTATTTAACAACATCCCTTCCTCATTACCGAAAGA

ACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATTCACGCGG 



Tímto jsme se bavili ve 3. ročníku v 

praktických cvičeních dost a dost 



Mnohočetné přiřazení 

 Jedním z příkladů využití je porovnávání více sekvencí 

současně 

Multiple alignment 

CLUSTAL 

 CLUSTAL W = všeobecně dostupný 

 CLUSTAL X = CLUSTAL W opatřený grafickým 

rozhraním pro Windows 

 CLUSTAL OMEGA = poslední verze 

http://www.clustal.org 
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