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RESUM

La recerca en biologia no es pot entendre avui sense la computacid. A causa, sobretot,
del desenvolupament de les tecnologies genomiques, la biologia ha passat en molt poc
temps, de ser una ciéncia en la qual 'esfor¢ huma s‘orientava principalment envers l'obten-
ci6 d'unes poques dades, a ser una ciencia que genera un volum enorme de dades sense
practicament intervencié humana. Lesfor¢ de I'investigador s’ha desplagat, en conseqiien-
cia, de la producci6 a I'analisi de les dades. I és en aquest desplacament en que els metodes
informatics tenen un paper essencial, tant en la planificacié dels experiments com en la
seva execucio i, sobretot, en l'emmagatzematge i analisi dels resultats. Aquests metodes
configuren una nova disciplina cientifica, que anomenem bioinformatica. En aquest article
repassarem, des d'una perspectiva historica, els fonaments d’aquesta disciplina, que s’arti-
culen al voltant del concepte, entes de manera molt generica, de alineament i similitud entre
seqiiencies.

Paraules clau: bioinformatica, computacié, seqiiencies, alineament, similitud.
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SUMMARY

Nowadays, research in biology can not be understood without computation. Due to the
development of the genomic technologies, biology has been transformed in a very short
period of time, from being a science in which the human effort was mainly oriented to-
wards data gathering to being a science that generates a huge volume of data with little
(or no) human intervention. The effort of researchers has, consequently, moved away from
data production towards data analysis. Computational methods play an essential role to
cope with this transformation: in the planning of the experiments, as well as in their execu-
tion, and, especially, in the storage and analysis of their results. These methods configure
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a new scientific discipline named bioinformatics. In this article we review from a historical
perspective the foundations of this discipline, which articulate around the generic concept

of sequence alignment and similarity.

Key words: bioinformatics, computation, sequences, alignments, similarity.

INTRODUCCIO

La bioinformatica és una disciplina en
la interseccio entre la biologia i les ciencies
de la computacidé que tracta del desenvolu-
pament i aplicacié de metodes computaci-
onals per a l'obtenci6, 'emmagatzematge,
l'analisi i la interpretacio de dades biolo-
giques. Tot i que es tracta duna discipli-
na recent, (Medline, la base de dades que
compila la literatura cientifica en biologia i
medicina, no inclou cap article en el qual
aparegui el terme bioinformatics abans de
I'any 1990), s’ha introduit en un periode
de temps curtissim en moltes de les arees
tradicionals de la biologia. A finals de I'any
2007, el nombre d’articles de Medline que
inclouen el terme bioinformatics s’apropa a
vint mil, i aixo testimonia l'explosi6 insoli-
ta d'una disciplina cientifica, possiblement
sense precedents en la historia de la cien-
cia. Es tracta, en qualsevol cas, d'una dis-
ciplina jove i, per tant, encara sense siste-
matitzar. En un sentit molt ampli qualsevol
aplicaciéo de la computacié en la biologia
(i de la biologia en la computacid) pot ser
inclosa dins la bioinformatica. En aquest
article, pero, entendrem la bioinformatica,
en un sentit més restringit, com la discipli-
na que tracta de l'analisi computacional de
seqliencies biologiques (DNA o proteines).
De fet, s’atribueix normalment al desenvo-
lupament de les tecnologies de la genomica
el paper clau que la bioinformatica té avui
dia en la investigacid en biologia. En efec-
te, les tecnologies de la genomica generen
un volum de dades sobre els fenomens de
la vida d'una magnitud sense precedents

en biologia. Aquestes dades son majorita-
riament, perd no Unicament, seqiiencies de
DNA dels genomes (ceHulars, individuals,
especifics o poblacionals) i seqiiencies de
RNA cellulars, I'abundancia relativa de les
quals, mesurada directament a partir del
nombre de molecules seqiienciades o a par-
tir dels senyals d’hibridacié obtinguts mit-
jancant experiments amb matrius de DNA
(els microxips de DNA), reflecteix l'activitat
del genoma en una determinada condici6
cellular. Els experiments amb microxips
son particularment illustratius de I'enorme
volum de dades que produeix la recerca en
biologia. Mitjangant els microxips, el su-
port fisic dels quals tot just supera uns pocs
centimetres quadrats, és possible obtenir
en poques hores dades sobre el comporta-
ment simultani de milers de gens sota unes
condicions determinades. Milers d’expe-
riments amb matrius de DNA es porten a
terme diariament en tot el mon, molts de
manera gairebé automatica. Fa només una
decada, tanmateix, l'obtencié d’aquestes
mateixes dades sobre un tinic gen era el re-
sultat del treball continuat d'un investiga-
dor (0 d'un equip d’investigadors) durant
mesos, sovint durant anys. La biologia ha
passat, doncs, en molt poc temps, de ser una
ciencia en la qual l'esfor¢ huma s’orientava
principalment envers I'obtencid de (poques)
dades, a ser una ciéncia que genera un vo-
Ium literalment vertiginds de dades sense
practicament intervencié humana. Lesforg
de l'investigador s’ha desplagat, en conse-
qliencia, des de la produccio cap a l'analisi
de les dades. I és en aquest desplagament
en queé els metodes informatics tenen un



paper essencial, tant en la planificaci6 dels
experiments com en la seva execucio, i, so-
bretot, en I'emmagatzematge i analisi dels
resultats.

Leclosi6 recent de la bioinformatica,
amb el desenvolupament de la genomica,
no sorgeix, pero, del no-res. La historia de
la biologia molecular i de la informatica,
després de la Segona Guerra Mundial és,
de fet, la historia d'una interdependencia
creixent. Sempre és dificil posar una da-
ta exacta al naixement d'una determinada
disciplina cientifica, pero en el cas de la in-
formatica i la biologia molecular podriem
dir que s'originen gairebé al mateix temps.
Si, per posar alguna data, la biologia mole-
cular neix l'any 1953, amb el desxiframent
de l'estructura del DNA per part de Watson
i Crick, i amb la determinacié per primer
cop, el mateix any, de la seqiiéncia d’ami-
noacids d'una proteina per part de Sanger,
la informatica podriem dir que neix pocs
anys abans, amb el desenvolupament dels
primers ordinadors digitals programables
en memoria, és a dir, els ordinadors tal com
els entenem avui dia.
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LES PRIMERES COELECCIONS
DE SEQUENCIES.

LA MODELITZACIO

DE ’EVOLUCIO MOLECULAR

Haurien de passar gairebé vint anys, pero,
perque, gracies a la progressiva miniaturit-
zaci6 dels seus components, els ordinadors
esdevinguessin suficientment petits, rapids
ieconomics perque el seu s pogués genera-
litzar-se i estendre’s a les universitats i cen-
tres de recerca. Uns anys durant els quals,
d’altra banda, va augmentar de manera
considerable el nombre de proteines de les
quals, seguint I'exemple de Sanger, s’havia
aconseguit desxifrar la seqiiencia d'amino-
acids. A mitjan decada dels seixanta, Mar-
garet Dayhoff i els seus collaboradors van
comengar a compilar aquestes seqiiéncies
d’aminoacids. Aquestes compilacions van
ser donades a coneixer als altres investiga-
dors mitjangant els anomenats Atlas of pro-
tein sequence and structure. En la seva quarta
edicio, a finals dels seixanta, I’Atlas contenia
prop de tres-centes seqiiencies de protei-
nes. Aquests atles, encara llibres impresos
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Ficura 1. Alineament de les seqiiencies del citocrom Cl en diferents organismes: Homo sapiens, Bos taurus (vaca),
Euglena gracilis (una alga unicellular) i Neurospora crassa (un fong). Alguns residus estan completament conservats
(identificats amb un asterisc), en uns altres observem substitucions relacionades (identificades amb un punt), mentre
que altres posicions son completament variables. En general, les posicions conservades en un alineament corresponen
als aminoacids més importants per al manteniment de la funcié comuna en les proteines alineades. Per altra banda, la
seqiiencia del citocrom C1 és molt més semblant entre els dos organismes mamifers, que entre aquests i les algues o els
fongs. La similitud de seqiiéncia constitueix, de fet, una bona indicaci6 de proximitat filogenética.
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en paper, constitueixen possiblement les
primeres bases de dades biomoleculars.
Dayhoff i els seus collaboradors, pero, no
es van limitar a colleccionar les seqiiencies,
sind que les van organitzar en families i su-
perfamilies relacionades funcionalment, i
d’acord amb el grau de semblanca que pre-
sentaven. Per a cada familia construiren el
que s'anomena un alineament miiltiple (vegeu
la figura 1). Un alineament multiple és una
organitzacié matricial d'una collecci6 de se-
qliencies, en la qual cada fila es correspon
amb una seqiiencia diferent (per exemple,
la seqiiencia de la mateixa proteina en es-
pécies diferents) i cada columna correspon
a una posicié «equivalent» en les seqiienci-
es. Si les seqiiencies que es comparen son
forca similars, l'alineament multiple es pot

construir a ma sense gaire dificultat. De
fet, Dayhoff va construir alineaments per a
grups de proteines que compartien almenys
el 85 % de la seva seqiiencia (Dayhoff et al.,
1978).

A partir d’aquests alineaments és pos-
sible investigar fins a quin punt determi-
nades substitucions d’aminoacids son to-
lerades per l'evolucio. En efecte, Dayhoff
assumia que els aminoacids en una mateixa
columna d'un alineament tenien el mateix
origen evolutiu, és a dir, provenien dun
aminoacid en una proteina ancestral que
havia mutat eventualment de manera di-
ferent en les diferents proteines alineades.
Sota aquesta assumpcio, intercanvis entre
aminoacids que sén observats sovint en la
mateixa columna dels alineaments serien
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FiGura 2. Matriu de substitucio PAM 250 construida per Dayhoff. Vegeu el text per a una explicacié del signi-

ficat.



tolerats (acceptats, en la terminologia uti-
litzada per Dayhoff) per l'evolucié, mentre
que l'intercanvi entre aminoacids que s‘ob-
serven rarament en una mateixa columna
dels alineaments serien penalitzats per
I'evolucid. Dayhoff va anar més lluny, i va
quantificar aquesta tolerancia a l'intercan-
vi d’aminoacids durant l'evolucio. A partir
dels alineaments multiples va construir les
anomenades matrius de substitucid. El va-
lor dels coeficients d’aquestes matrius esta
relacionat amb la probabilitat d’observar
durant un determinat periode evolutiu la
substitucié d'un determinat aminoacid per
un altre. A la figura 2 hi ha representada
una d’aquestes matrius. El valor zero és el
valor neutral, és a dir, el valor que indica
que la substitucié d'un aminoacid per l'al-
tre en els alineaments multiples ocorre amb
la freqiiéncia que esperariem a l'atzar. Els
valors positius (com ara, per exemple, el va-
lor +2 entre arginina (Arg) i histidina (His))
indiquen que l'intercanvi entre aquests dos
aminoacids és observat amb una freqtien-
cia més elevada que l'esperada (i que, per
tant, és un intercanvi favorable des del punt
de vista evolutiu), mentre que els valors ne-
gatius (com, per exemple, el valor -7 entre
glicina (Gly) i triptofan (Trp)) indiquen que
I'intercanvi entre els dos aminoacids es
produeix amb menys freqiiencia que l'es-
perada (i que es tracta, en conseqiiencia,
d'un intercanvi penalitzat per l'evolucio).
La matriu de la figura 2 és la matriu anome-
nada PAM250, perque les freqiiencies espe-
rades de canvi es calculen durant un peri-
ode evolutiu en el qual s’han produit una
mitjana de 2,5 canvis en cada posicio de la
seqliencia de les proteines comparades. Les
matrius de substitucié han estat calculades
per a diferents distancies evolutives amb
metodes diferents, i es troben al nucli dels
programes de recerca de semblanca de se-
qliencia més usats avui dia.
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L'ALINEAMENT DE SEQUENCIES

A mesura que el nombre de seqiienci-
es de proteines augmentava, augmentava
també l'intereés per obtenir alineaments de
seqliencies cada cop més allunyades filoge-
neticament. Perd, mentre que alinear dues
seqliencies molt similars és relativament
simple, alinear dues seqiiencies allunyades
és més complicat. Per exemple, suposem
que volem alinear les seqiiencies ARNDCQ
i ARDCK. Sembla que existiria consens en
el fet que l'alineament

ARNDCQ
AR-DCK

és aquell que reflecteix millor la relacié evo-
lutiva entre els aminoacids de les dues se-
qliencies. (En aquest alineament, el caracter
«», que es llegeix com a gap, indica la inser-
ci6 d'un aminoacid en una de les seqiienci-
es 0 la seva delecio en l'altra.) Pero que ocor-
re si les dues seqiiéncies que volem alinear
son ARNDCQ i SKEAE? En aquest cas no
és tan senzill fer una hipotesi sobre 'aline-
ament que reflecteix millor la seva historia
evolutiva comuna. Quin d’aquests tres ali-
neaments, per exemple, és aquell que la re-
flecteix millor? Quin és el més versemblant
des del punt de vista evolutiu?

ARNDCOQ
SK-EAE

ARNDCOQ
-SKEAE

—-—ARNDCQ-
SKEA---E

O, més concretament, i fixant-nos només
en els dos primers alineaments, quins es-
deveniments sén més probables durant el
procés evolutiu, la substitucié de A per S,
de R per K i la insercid/delecié de N, com
en l'alineament primer, o la insercié/delecio
d’A, la substitucio de R per Sila de N per K,
com en el segon alineament? (la segona part
de I'alineament és idéntica en els dos casos).
Per respondre aquesta qiiestié6 podem uti-
litzar les matrius de substitucié construides
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per Dayhoff, les quals quantifiquen preci-
sament la tolerancia de l'evoluci6 als inter-
canvis entre aminoacids. Aixi l'intercanvi
entre una A i una S rep, d’acord amb la ma-
triu PAM250 (vegeu la figura 2), una puntu-
acio s(A, S) = 1. De la mateixa manera tenim,
s(R, K) = 3, mentre que s(R, S) = 0 i s(N, K)
= 1. Si suposem que la probabilitat d'una
insercid/deleci6 és independent de I'amino-
acid inserit/delecionat, comprovem que les
substitucions implicites en el primer aline-
ament (A < SiR < K) sén més probables
que les substitucions implicites en el segon
alineament (R < Si N < K), ja que tenen
globalment valors positius més grans en la
matriu de Dayhoff. Per tant, el primer ali-
neament és més versemblant des del punt
de vista evolutiu que no pas el segon. De
fet, podem atorgar a cada alineament una
puntuacio, la qual és simplement la suma
de les puntuacions, d’acord amb la matriu
de Dayhoff, de les substitucions entre ami-
noacids observades en cada posicid. Aixi, la
puntuaci6é dels dos alineaments anteriors
(suposant que l'alineament amb un gap tin-
gui una puntuacio de 1) seria:

A RNDCQ
S K- EAE
+143-1+3-2+2=6

ARNDCOQ
- SKEAE
-1+0+1+3-2+2=3

El primer alineament té, efectivament,
una puntuacié superior al segon. La matriu
de substitucié de Dayhoff ens proporciona,
en conseqiiéncia, un criteri objectiu d’op-
timitzacié per construir l'alineament entre
dues seqiiencies: ateses dues seqiiencies,
l'alineament optim, és a dir, el més ver-
semblant des del punt de vista evolutiu, és
l'alineament que té la puntuacié maxima de
tots els alineaments possibles entre les dues
seqliencies.

Aquest criteri objectiu d’optimitzaci6 ens
proporciona un procediment simple per
computar l'alineament optim entre dues se-
qtiencies. Es tracta simplement de calcular

la puntuacio6 de tots els alineaments possi-
bles entre les dues seqiiencies i escollir-ne
un dels que tingui la puntuacié maxima. El
problema és que el nombre d’alineaments
possibles entre dues seqiiéncies és molt
gran. Per exemple, el nombre d’alineaments
possibles entre dues seqiiencies de cent
aminoacids cadascuna és aproximadament
10®°, un nombre impossible de calcular
en un periode raonable de temps amb cap
ordinador (dels que existeixen avui dia o,
fins i tot, dels que podrien arribar a existir).
Per fer front a aquest problema, Nedleman
i Wunsch (1970) van inventar un algoritme
que permetia trobar l'alineament Optim
entre dues seqiiéncies, i requeria un nom-
bre d'operacions «infinitament» més petit.
Aquest algoritme es basa en una tecnica
informatica coneguda com a programacio
dinamica, d’acord amb la qual, determinats
problemes poden ser resolts molt més efi-
cientment si sén descompostos recursiva-
ment en subproblemes, a partir de la solu-
ci6 dels quals s'obté la solucio del problema
original. En el cas de l'alineament de du-
es seqiiencies, l'algoritme de Nedleman i
Wuncsh es basa en el fet que l'alineament
optim entre dues seqiiencies X i Y (de lon-
gituds n i m) que acaben amb els residus x,
iy, éslalineament millor entre aquest tres
alineaments possibles:

a) Lalineament optim entre X iV, _,
seguit de l'alineament de x, amb y, (on X,
és la subseqtiencia de X que comenca en la
posicio 11 acaba en la posicio j).

b) L'alineament optim entre X iV , se-
guit de I'alineament de x, amb un gap.

¢) Lalineament optim entre X i Y _, se-
guit de l'alineament de y,_amb un gap.

Els alineaments optims entre X, iV ,
X ,iY ,iX iY _ estroben, dela mateixa
manera, descomponent-ne cadascun en tres
(sub)possibilitats, i aixi successivament.
Aquest procés recursiu de descomposicid
acaba quan un gap en una seqiiéncia (és a
dir, la seqiiencia buida X s’alinea amb cada



una de les subseqiiencies de l'altra seqtien-
cia (Y,, ..., Y) i viceversa (Y, amb X, X).
Les puntuacions d’aquests alineaments ini-
cials sén trivials de calcular, atesa la puntu-
aci6 d’alineament amb un gap en la matriu
de substitucions sota la qual es construeix
l'alineament, i a partir d’aquestes es cal-
culen recursivament els alineaments entre
tots els parells de subseqiiencies de X i de
Y. Tot i que inicialment aquest procediment
pot semblar contraintuitiu, és facil veure
que doéna lloc, amb un nombre reduit de
calculs, a l'alineament Optim entre dues
seqliencies. De fet, el nombre d’operacions
necessaries per obtenir l'alineament optim
entre dues seqiiencies utilitzant l'algorit-
me de Needleman-Wunsch és simplement
proporcional al producte de la longitud de
dues seqtiencies (és a dir, en el cas de dues
seqliencies de cent aminoacids, un nombre
d’operacions proporcional a 100 un nom-
bre que és, en la practica, «infinitament»
més petit que 10%°).

Mitjangant l'algoritme de Needleman i
Wunsch es pot obtenir el que sanomena
alineament global entre dues seqiiencies, és a
dir, 'alineament que inclou la totalitat dels
residus de cada una de les dues seqiiencies
comparades. Sovint, pero, quan es compa-
ren dues seqiiencies, només determinades
regions exhibeixen una similitud de se-
qliencia indicativa d'un origen evolutiu o
d'una funcionalitat similar. Per exemple,
quan es comparen dues seqiiencies orto-
logues entre genomes evolutivament allu-
nyats, només les regions codificants exhi-
beixen una similitud de seqiiencia suficient
perque tingui sentit, des del punt de vista
biologic, construir-ne l'alineament. Lany
1981 Smith i Waterman van desenvolupar
una modificacié de l'algoritme de progra-
macidé dinamica per obtenir el millor (0 mi-
llors) alineament local entre dues seqiienci-
es (Smith i Waterman, 1981). La construccio
d’alineaments locals entre una determinada
seqliencia i totes les seqiiéncies emmagat-
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zemades en una base de dades per identifi-
car seqiiencies conegudes que puguin estar
eventualment relacionades evolutivament
o funcional amb la seqiiencia problema ha
estat una de les tecniques més utilitzades
en tota la biologia molecular en la darrera
decada del segle xx (vegeu més avall).

D’alguna manera, podriem dir que amb
les matrius de substitucié de Dayhoff i els
algoritmes de Needleman-Wunsch i Smith-
Waterman d’alineament de seqiiencies s'i-
naugura la disciplina de la bioinformatica:
per primer cop, es desenvolupen tecniques
computacionals especifiques per fer front a
problemes d’origen biologic.

LES BASES DE DADES
DE SEQUENCIES

Malgrat que a finals dels anys seixan-
ta s’havia compilat ja la seqiiencia d’ami-
noacids d’alguns centenars de proteines,
la seqiienciacié d’acids nucleics romania
elusiva. A principis dels setanta, pero, la
situacié canvia i gracies als treballs de Ma-
xam i Gilbert, d'una banda, i de Sanger,
d'una altra, es posen a punt metodes que
permeten finalment la seqiienciacié d’acids
nucleics. Curiosament, aix0 ocorre practica-
ment al mateix temps que el Departament
de Defensa dels Estats Units desenvolupava
ARPANET, una xarxa experimental d’ordi-
nadors, que esdevindria més tard Internet,
I'omnipresent xarxa d’ordinadors que tant
ha modificat les nostres vides. Dos esdeve-
niments que es produeixen de manera to-
talment independent i dels quals només ara
podem veure la relacid: la seqiiencia del ge-
noma seria impossible sense Internet. Que
dificil és anticipar cap a on anira la ciencia!

A principis dels vuitanta, el nombre de
seqiiencies d’acids nucleics havia crescut
de manera espectacular. Era evident que
la distribucio6 de les colleccions de seqtien-
cies en format impres, com ara els atles
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compilats per Dayhoff, no podia continu-
ar per molt més temps. Aixi, I'any 1982 es
creava a Los Alamos National Laboratory
a Nou Mexic la base de dades americana
de seqiiencies d’acids nucleics en format
electronic, GenBank, i al Laboratori Euro-
peu de Biologia Molecular (EMBL) a Hei-
delberg l'equivalent europea. Alguns anys
més tard, al Japd, es crearia el DNA Data
Bank of Japan (DDB]J). La primera versi6 de
la base de dades d’'EMBL, el juny de 1982,
contenia 582 seqiiencies que sumaven poc
menys de 600.000 nucleotids. L'octubre de
I'any 2007 conté més de cent milions de se-
qliencies i prop de dos-cents mil milions de
nucleotids. El seu creixement continua sent
exponencial (vegeu la figura 3). A més, mul-
titud d’altres bases de dades (de seqiiencia

i estructura de proteines, de regions pro-
motores del gens, de processos bioquimics,
d’experiments amb microxips, etc) han
estat creades des d’aleshores (vegeu, per
exemple, l'edici6 especial de la revista Nu-
cleic Acid Research dedicada a les bases de
dades en biologia, que es publica el mes
de gener de cada any (http://nar.oxfordjour-
nals.org/content/vol35/suppl_1/index.dtl).

RECONEIXEMENT DE PATRONS
EN SEQUENCIES

Aviat la seqiienciacié d’acids nucleics
reemplacaria la seqiienciacié de proteines;
fins i tot per obtenir la seqiiencia d"una pro-
teina era més senzill obtenir primer la se-

History of DHA Segquence Databases (Bases)

letll F—71—T1T—TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T35
OISC ¢DMA AL o=
EMEL Regular Relesgesss——
GenBank Regular R@ff€ase
le+id | 4
le+89 |- 4
le+83 |- .

le+B7 |

le+BE [

1AEEAE | | | | | | | | | | |

23 84 85 BE6 8F 88 899 98 91 92 93 94 95 96 IF 98 9% 8 1 2 3% 4 5 &6 F

Sat Oct 13 B3:136:168 2667

Figura 3. Creixement de la base de dades EMBL, que conté informacio sobre les seqiiéncies d’acids nucleics conegudes.
En el moment de la seva fundacid, el 1982, les seqiiencies d’acids nucleics dipositades a dins sumaven al voltant de
500.000 nucleotids. L'octubre de 2007 sumaven al voltant de 200.000 milions.



qtiencia de DNA del gen que la codificai a
partir d’aquesta deduir la seqiiencia d’ami-
noacids de la proteina, que no pas seqtienci-
ar la proteina directament. Pero mentre que
la seqiiencia de les proteines és funcional
en la seva totalitat, no ocorre el mateix amb
la seqliencia del DNA. En realitat, una gran
part del genoma dels organismes eucario-
tes superiors sembla buit de funcié. En par-
ticular, els gens eucariotes no es codifiquen
de manera continua en la seqiiencia de
DNA, sin6 que les regions que codifiquen,
els exons estan separades per regions de
longitud usualment molt major, els introns,
de funcié majoritariament desconeguda.
Senyals (motius, patrons) de seqiiencia de-
limiten les regions funcionals en la seqtien-
cia dels acids nucleics i fan possible el seu
reconeixement per part de la maquinaria
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cellular. El problema del reconeixement
de patrons en seqiiéncies d’acids nucleics
(i també de proteines) comenga a adquirir
rellevancia. Lany 1982, per exemple, Fickett
(1982) desenvolupa un dels primers meto-
des per identificar dominis funcionals en
seqliencies de DNA (regions codificants,
en aquest cas concret). Aquests metodes es
basen en la definiciéd d'un patré de seqiien-
cia (no sempre explicit), i en la implemen-
tacié d'un algoritme per a la localitzacid en
seqliencies problema.

Un patré de seqiiencia és un objecte que
denota un conjunt de seqiiencies en un alfa-
bet determinat (l'alfabet dels quatre nucle-
otids en el cas del DNA, o l'alfabet dels vint
aminoacids en el cas de les proteines). Les
expressions regulars constitueixen un dels
metodes més estesos per definir patrons

-3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6

A 35.1 59.6 8.7 0.0 0.0 50.7 72.1 7.0 15.8

C 34.8 13.3 2.7 0.0 0.0 2.8 7.6 4.7 17.2

G 18.5 13.2 80.9 100.0 0.0 43.9 12.2 83.1 18.8

T 11.6 13.9 7.7 0.0 100.0 2.5 8.1 5.2 48.3

C/A A G G T A A G T

2.0
1.0 G
.0 ——————— e o e —— A

— o M = D O~ OO O —0d M

— o -

FiGura 4. Part superior. Matriu de puntuacions especifica de posicié (position specific scoring matrix, PSSM) cor-
responent als llocs donadors d’empalmament en gens humans. Els llocs donadors d’empalmament son els senyals que
defineixen les fronteres entre les regions codificants (exons) i les no codificants (introns). L'intr6 comenga en la posicio
+1. Com és possible observar, els dos primers nucleotids de I'intrd sén sempre GT. Qualsevol nucleotid pot apareixer en
les altres posicions del senyal; no obstant aixo, alguns nucleotids apareixen amb probabilitats molt distintes en algunes
posicions. Aixi, per exemple, la probabilitat del nucleotid G en la posicio +4 ¢s 0,83, mentre que la del nucleotid C en
aquesta posicio és només 0,05. Part inferior. Representacio grafica en forma de logotip de la matriu de puntuacions. En
cada posicio, els nucleotids apareixen en una grandaria proporcional a la seva probabilitat. La grandaria total de cada
posicid és proporcional al seu contingut informatiu. Com més allunyada de la distribucio6 a I’atzar és la distribuci6 de
probabilitats dels nucleotids en una posicio, més informativa és aquesta posicio.
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de seqiiencia en aquests alfabets. En una
expressio regular, l'alfabet original s'estén
amb simbols addicionals que denoten, per
exemple, la possibilitat de simbols alterna-
tius en una determinada posicid o el fet que
una determinada posicid pot no estar ne-
cessariament present. Aixi el patrd

C.[STA].C[STAJ["PIC

denota les seqiiéncies d'aminoacids consti-
tuides per la seqiiencia: cisteina (C), qualse-
vol aminoacid (), serina, treonina o alanina
([STA]), qualsevol aminoacid (), cisteina
(C), serina, treonina o alanina ([STA]), qual-
sevol aminoacid, llevat de prolina ([*P]) i
cisteina (C). Aquest patro constitueix la sig-
natura especifica de la regié d'unio al ferro
de les proteines que pertanyen a la familia

de les ferredoxines. El patro6 prové, en aquest
cas, de la base de dades PROSITE, una base
de dades de patrons de seqiiencia d’amino-
acids molt usada en biologia molecular.

En ocasions és important especificar la
probabilitat amb la qual els diferents sim-
bols apareixen en cada posicid, ja que pro-
babilitats distintes en una determinada
posicié poden reflectir fenomens biologics
subjacents; per exemple, diferent afinitat en
la interaccio entre la seqiieéncia que conté el
patrd i una altra bioseqiiencia distinta, de-
penent del nucleotid o aminoacid que ocu-
pa aquesta posicio. Aquestes probabilitats
configuren les anomenades matrius de pun-
tuacio especifiques de posicio (position specific
scoring matrices, PSSM) (vegeu la figura 4).
Mitjangant aquestes matrius és possible cal-
cular la probabilitat que una determinada

>sp|P01128|TSIS SMSAV TRANSFORMING PROTEIN P28-SIS
Length = 226

Score = 140 bits (350), Expect = 2e-33

Identities = 75/161 (46%), Positives = 100/161 (61%), Gaps = 11/161 (6%)

Query: 25 IPREVIERLARSQIHSIRDLQRLLEIDSVGSEDSLDTSLRAHGVHATKHVPEKRPLPIRR 84
IP E+ + L+ I S DLQRLL+ DS G ED + L H+ + R
Sbjct: 10 IPEELYKMLSGHSIRSFDDLQRLLQGDS-GKEDGAELDLNMTRSHSGGELESLA----RG 64
Query: 85 KRSI------ EEAVPAVCKTRTVIYEIPRSQVDPTSANFLIWPPCVEVKRCTGCCNTSSV 138
KRS+ E A+ A CKTRT ++EI R +D T+ANFL+WPPCVEV+RC+GCCN +V
Sbjct: 65 KRSLGSLSVAEPAMIAECKTRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNV 124
Query: 139 KCQPSRVHHRSVKVAKVEYVRKKPKLKEVQVRLEEHLECAC 179
+C+P++V R V4V K+E VRKKP K+ V LE+HL C C
Sbjct: 125 QCRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKKATVTLEDHLACKC 165

FiGura 5. Resultat de la comparaci6 de la seqiiéncia del platelet derived growth factor amb totes les seqiiéncies d’amino-
acids en la base de dades amb el programa BLAST. El programa identifica totes les seqiiéncies amb les quals la seqiiéncia
problema exhibeix alguna similitud i mostra el seu alineament local. En la figura es mostra, en concret, I’alineament
entre la seqiiéncia del platelet derived growth factor (query) ila transforming protein P28-SIS (subject), un oncogen. La
seqiiencia intermedia indica el grau de conservacio dels residus alineats. Quan aquests estan conservats, I’aminoacid
conservat apareix en la seqiiéncia intermedia; quan ocorre una substitucié conservada el signe «+» apareix en aquesta
seqiiencia. Si no hi ha conservacio, no apareix cap simbol. Els guions () indiquen gaps en una de les seqiiéncies ali-
neades. El score és la puntuacié global de ’alineament (d’acord amb la matriu de substitucié anomenada BLOSUMG62,
similar a la PAM250). Expect és el nombre d’ocasions en les quals esperem trobar per atzar alineaments amb una puntu-
acio igual o superior a la puntuaci6 en score. En aquest cas, la probabilitat de trobar per atzar un alineament com el de
la figura és extraordinariament baixa. Aixo ens indueix a pensar que les dues seqiiencies estan relacionades funcional-
ment. El descobriment per part de Doolittle d’aquesta semblanca el 1983 va contribuir a millorar la nostra comprensio
dels mecanismes moleculars involucrats en el cancer.



subseqtiiencia pertanyi a un determinat pa-
tré. Poden utilitzar-se metodes més sofisti-
cats quan les posicions al llarg del patré no
son independents. Una tecnica molt potent
per representar patrons la constitueixen els
anomenats models de Markov ocults (hidden
Markov models, HMM). En aquests models
s'assumeix que una determinada seqiiencia
esta constituida per dominis funcionals di-
ferents (per exemple, una seqiiencia genica
esta constituida per la successié d’exons
i introns). El nombre i localitzacié exactes
d’aquests dominis o estats, pero, sén a pri-
ori desconeguts i el problema consisteix a
identificar-los a partir només de la seqiién-
cia observada (de nucleotids en aquest cas).
Es coneixen, pero, les probabilitats de cada
residu caracteristiques de cada domini par-
ticular, les anomenades probabilitats d'emis-
sié (per exemple, els introns son en general
més rics en nucleotids A i T que els exons),
aixi com les probabilitats de transici6 entre
els diferents estats. Per tant, es pot calcular
la probabilitat d'una seqiiéncia observada,
donada una determinada particié de la
seqiiéncia en estats. Existeixen algoritmes
molt eficients per determinar quina és la
particio de la seqiiencia en estats, que fan
que la probabilitat de la seqiiencia observa-
da sigui maxima. Aquesta particié és la que
es considera la solucié del problema.

Seqtiencia problema

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|11 12] 13

WIA]|T S N A N D C R I C K

Taula hash K= 1

A|JCID|[I]|K|[N]R T|W
2198 |11|13)5]10]4]3|1
6 |12 7

FiGura 6. Taula hash k=1 d’una seqiiéncia d’aminoacids.
En aquest cas, la taula hash simplement indica en quines
posicions de la seqiiencia apareixen els diferents nucle-
otids.
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RECERQUES DE SEMBLANCA
EN BASES DE DADES

Lexistencia de compilacions electroni-
ques de seqiiencies va facilitar-ne extraor-
dinariament I'analisi computacional. Va ser
precisament mentre realitzava comparances
entre les seqiiencies emmagatzemades en
les recentment creades bases de dades elec-
troniques que Doolittle va descobrir el 1983
la semblanga entre la seqiiencia d'un onco-
genila seqiiencia d"un factor de creixement
(vegeu la figura 5). Una relacié que havia
passat desapercebuda als investigadors de
Harvard i de Caltech que havien estudiat
aquest gen, i que contribuia a la comprensié
dels mecanismes moleculars involucrats en
el cancer. Aquestialtres resultats semblants,
en els quals la funcié d'un gen era (almenys
parcialment) inferida a partir de la sem-
blanca de la seva seqiiencia amb seqiiencies
de funcié coneguda, van demostrar la im-
portancia de les recerques de semblanga en
les bases de dades. A mesura que augmen-
tava la grandaria de les bases de dades de
seqliencies, pero, els algoritmes de progra-
macié dinamica desenvolupats per Need-
leman i Wunsch, i Smith i Waterman, van
esdevenir massa lents per portar a terme,
de manera eficient, recerques de semblanca
entre una seqiiencia nova i les seqiiencies
préviament emmagatzemades en les bases
de dades. Programes com FASTA (Lipman i
Person, 1988) i BLAST (Altschul et al., 1990)
van resoldre aquest problema mitjancant la
utilitzacio d’algoritmes heuristics que pro-
porcionaven alineaments generalment molt
aproximats a l'alineament oOptim, encara
que no necessariament l'alineament optim,
i que eren molt més rapids.

Aquests algoritmes utilitzen una tecnica
informatica coneguda com a taules hash per
accelerar la comparacié i l'alineament de
seqliencies. Una taula hash de dimensio 1
d'una seqiiéncia és una taula en la qual es
registra la posicid en qué apareix cada un
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dels vint aminoacids (o dels quatre nucle-
otids) en la seqiiencia (vegeu la figura 6).
En una taula hash de dimensio6 2 es registra
l'aparici6 de cada diaminoacid (o dinucleo-
tid), i aixi successivament. Aleshores, dona-
des dues seqiiéncies, es construeix la taula
hash d'una d’aquestes. La segona seqiiencia,
es compara aleshores amb aquesta taula.
Lavantatge és que els ordinadors poden in-
dexar les taules hash pels caracters, en lloc
de fer-ho per les posicions. Es a dir, quan
en la segona seqiiencia trobem el simbol
«A» , un programa d’ordinador pot accedir
directament (en una sola operacio) el regis-
tre de la taula que conté les posicions en les
quals el simbol «A» apareix en la primera
seqliencia. D’aquesta manera és possible
identificar rapidament regions d’alta sem-
blanca entre les dues seqiiencies, les quals
s‘utilitzen d’ancoratge per construir l'aline-
ament, sense necessitat d’explorar totes les
possibilitats que s’exploren implicitament
en els algoritmes de programacié dinami-
ca. El risc, pero, és que l'ancoratge inici-
al porti a la construccié d'un alineament
suboptim (és a dir, amb una puntuacié
inferior, d’acord amb la matriu de substi-
tucio emprada, que la puntuacié maxima).
Com més gran és la dimensio de la taula
hash, més gran és el guany d’eficiencia com-
parat amb l'algoritme de programaci6 dina-
mica, perd més gran és també el risc d’obte-
nir un alineament suboptim.

L'enorme importancia dels algoritmes de
recerca de semblanca en bases de dades en
la investigaci6 en biologia molecular queda
reflectida en el fet que l'article que descriu
el programa BLAST (Altschul et al., 1990) ha
estat el més citat en biologia durant la deca-
da dels noranta.

EL PROJECTE GENOMA H!JMA:
BIOLOGIA I COMPUTACIO

Atesos els avencos en la decada anterior,

quan I'any 1990 comencava «oficialment» el
Projecte Genoma Huma, ja es considerava
indispensable el concurs de la computacio.
Com pot llegir-se en un dels documents
que a principis dels noranta va elaborar el
Departament d’Energia (DOE), l'organis-
me que al costat dels Instituts Nacionals de
Salut (NIH), ha estat responsable als Estats
Units del desenvolupament del Projecte Ge-
noma Huma: «Els sistemes computacionals
tenen un paper essencial en tots els aspectes
de la investigacio genomica, des de 'adqui-
sicié de les dades fins a I'analisi i manipu-
lacié. Sense ordinadors potents i sistemes
apropiats per al tractament de les dades, la
investigacid genomica és impossible.»

Tanmateix, el creixement exponencial de
les bases de dades de seqiiencies durant la
decada dels vuitanta plantejava cada vega-
da problemes més greus de manteniment i
actualitzacio. Elmodel original sobre el qual
es van estructurar aquestes bases de dades
requeria una considerable intervencié hu-
mana, un tipus de recurs que, obviament,
no podia créixer al mateix ritme. També, el
nombre de bases de dades especialitzades
creixia sense parar. No es tracta només de
bases de dades de seqiiéncies, sindé també
de dades de molts altres tipus: mapes fisics
i genetics, estructures de proteines, xarxes
metaboliques, dades funcionals a escales
distintes, etc. Els investigadors necessiten
accedir de manera immediata i transparent
a aquesta informacié. Per exemple, aquells
investigadors interessats en un gen deter-
minat volen conéixer la seqiiéncia, la loca-
litzacié cromosomica, la funcid i l'estructu-
ra de gens similars, els teixits o estadis del
desenvolupament en els quals s’expressa el
gen, gens homolegs en altres organismes,
etc. A principis dels anys noranta aquesta
informacio es trobava dispersa en dotzenes
de bases de dades especialitzades distintes,
cadascuna amb la seva estructura propia i
la seva manera peculiar d’accés.

Va ser precisament en aquells anys que



els cientifics del CERN (Organitzacié Euro-
pea per a I'Energia Nuclear) van inventar
la tecnologia world wide web (WWW) sobre
Internet (la xarxa d’ordinadors desenvolu-
pada als Estats Units gairebé dues decades
abans). WWW era la plataforma adequada
que permetia resoldre molts dels proble-
mes de manteniment, actualitzacid, accés i
integracio de les bases de dades en biologia
molecular. En certa manera, sense Internet
i la tecnologia WWW el Projecte Genoma
Huma no hauria estat possible, almenys,
de la manera com els coneixem avui. De
fet, Internet ha estat, i continua sent, el la-
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boratori virtual en el qual té lloc la recer-
ca genomica. Tres sistemes, en particular,
que utilitzen la tecnologia WWW), faciliten
l'accés de tota la comunitat (i no solament
de la comunitat cientifica) a la informacio
genomica distribuida en multiples bases de
dades: el sistema ENSEMBL (http://www.en-
sembl.org, vegeu la figura 7) a Europa, i el
servidor de NCBI (http:/www.ncbi.nlm.nih.
gov/Genomes/index.html) i el Genome Brow-
ser (http://genome.ucsc.edu/) als Estats Units.

Certament, la quantitat de dades que ge-
nera la recerca genomica fa que no puguem
pensar, avui dia, la biologia sense la infor-
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FiGura 7. Visualitzacio d’una regié del genoma huma a traves del navegador genomic ENSEMBL (www.ensembl.org).
Aquesta representacio diagramatica ens mostra els gens que han estat anotats o predits en una regi6 de cent mil nucleo-

tids del cromosoma 6 huma.
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matica. Pot argumentar-se, tanmateix, que
la generacié massiva de dades no és patri-
moni de la investigacid en biologia, i que el
mateix fenomen té lloc en arees tan diverses
de la ciéncia com l'astronomia, 'economia,
la fisica d’altes energies, la meteorologia,
etc. I que, en totes, els metodes computaci-
onals tenen un paper essencial en el trac-
tament i interpretaci6 de les dades. Es cert.
Pero per que, doncs, com podem comprovar
de nou a Google, existeixen tan pocs docu-
ments a Internet en els quals apareguin ter-
mes com astroinformatics, meteoinformatics,
econoinformatics, o semblants, en contrast
amb les desenes de milions de documents
en els quals apareix el terme bioinformatics?
En la meva opinid, aixo és en part aixi per-
que la relacié entre biologia i computacié
s’estableix a un nivell més intim que no pas
simplement el de la quantitat de les dades,
i té a veure amb la «qualitat» (entesa com
la naturalesa) d’aquestes dades. La vida
comenca quan els nucleotids s'organitzen
en la seqiiéncia del genoma. Per sota de la
seqliencia del genoma hi ha la quimica i la
fisica. I és l'ordre particular dels nucleotids
d’aquesta seqiiencia, més que no pas les
seves caracteristiques fisicoquimiques (el
codi, com tan bé va anticipar Shréedinger

als anys quaranta, que dicta les caracteristi-
ques biologiques dels éssers vius). I la vida,
el desplegament en el mon d'un ésser viu,
és aleshores una computacio, gairebé en un
sentit paradigmatic, sobre la seqiiencia del
genoma. Un dels grans reptes de la biologia
del segle xx1 és, precisament, desxifrar els
multiples codis mitjancant els quals es pro-
dueix aquesta computacio.
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