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Abstrakt

Tato prace ma dkolik cila. Jednim z nich je seznamit s problematikou genmviEZenyrstvi,
zejména pak s fragmentaci DNA, makromolekulou DNhetodami pro purifikaci a separaci
nukleovych kyselin, enzymy pouzivanymi k Gpravamehto kyselin, amplifikaci a také seznamit se
shlukovou a gradientovou analyzou. DalSim cilempgk prostudovat existujici nastroj a srovnat ho
s navrhem vlastni aplikace, coz si klade jakoftetii.tS navrhem Uzce souvisi posledni &.cle jim
samotna implementace a zapis, jak byla aplikacg@téna s realnymi daty. Ziskané vysledky budou

diskutovany, stejhjako moznosti dalSiho rozéni.
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PCoA, ADO.NET, DataSet.

Abstract

This master’s thesis has a few objectives. Ondeftis to acquaint with the problems of genome
engineering, especially with fragmentation of DN#he macromolecule DNA, the methods for
purification and separation of the nucleic acit® €nzymes used for modification of these acids,
amplification and get to know with cluster and desd analysis as well. The next aim is to peruge th
existed application and compare it to the layouhefproposed application, that is the third aitme T
last one from the objectives is the implementatiod the report how was the application tested by

the real data. The results will be discussed akagahe possibilities of the further extension.
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1  Uvod

Genové inZenyrstvi je jednou z velmi zajimavychastil lidského badéani. Jako kazda jirdni
disciplina se neobejde bez pouZiticppatovych aplikaci, které ji pomahaji naji¢Seni #znych
vypoetnich problém. Jde pedevsim o ziskavani a analyzu genomickych dat,jsmZ v naSem
piipadé sekvence nukleovych kyselin (mohly by to byt selogebilkovin apod.), ukladani, praktické
uchovavani a grafické zobraze&thto dat.

V nésledujicich kapitolach se budeme s@att na elektrolyzu a amplifikaci nukleovych
kyselin, manipulaci s nukleovymi kyselinami, shluko a gradientovou analyzu, existujici nastroje,
zanalyzovani a navrzeni aplikace poskytufaSeni gkterych vybranych numerickych metod, jeji
implementaci a testy.

V prvni kapitole se seznamime s makromolekulou DMNefera je nositelkou genetické
informace vSech bwdnych organisri. Obecr si DNA popiSeme, podivame se na jeji strukturu,
vlastnosti, vyznam a jeji ziskavani z organism

Druha kapitola popisuje elektroforézu, kterépatmolekularni biologii k nejpouzivé$im
separanim technikdm §i izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkoviejména jjde o gelovou
elektroforézu.

Treti kapitola podava popis manipulace s nukleovyyseknami. Jsou zde zrndiny enzymy,
které se pouzivaji k upravam nukleovych kyselinzd&kbme si enzymy podle substratové specifity a
podle typu reakci.

DalSi kapitola rozebere vyznam polymerazaefzové reakce (PCR), ktera zastupuje
nejvyznamgji amplifikaci nukleovych kyselin.

V paté kapitole si ukdaZzeme shlukovou a gradienioamalyzu, koeficienty statistickych
metod, dle kterych se vyhodnocuji miry podobnostio&Snych drult, ¢i nejzakladwjsi
aglomerativni algoritmy.

Dal3i kapitola uvede existujici ¢gitacové nastroje pouzivandigkoumanych metodach. Jde
piedevsim o program Syntax, jenZ ma v oblasti germugtenyrstvi hojné uplagni.

V sedmé kapitole zanalyzujeme a navrhneme deskbtapaplikaci, kterd bude poskytovat
reSeni&ch numerickych metod, které jsou pro nas vyznamne.

Osméa kapitola pojednava o samotné implementacddeobsaZzeno, v jakém priasti byla
aplikace vytvéena a za pomoci jakych nastr@ technik. V této souvislosti budéten&i priblizeny
hlavni pojmy spojené s vytiénim desktopovych aplikaci pracujicich s databanbadaty.

Devaté kapitola uvadi vybrané testy. Tyto testsn¥ simuluji reélné prosedi a BZné data,
ktera budou botaniky pouzivana.

V zawru prace shrneme doposud prostudovanou problematilastinime dalSi mozny vyvoj

aplikace.



2 DNA

Celou tuto kapitolu budemesrovat DNA. Objasnime si pojem DNA, kde se s niiiveme setkat,
dale si popiSeme strukturu DNA, jeji vlastnostiygnam. Na z&r kapitoly si vyseétlime, jak se

ziskava DNA z organisin

2.1 Obecny popis DNA

DNA [1] je nositelkou genetické informace vSechamigmi. Je pro Zivot nezbytnou latkou, kterd
ve své struktie koduje program Zzivota. Jsou zde kdédovany plaoysgntézu nukleovych kyselin a
bilkovin, které pak ovliiuji vyvoj a vlastnosti kazdé kly Zijiciho organismu a tim zarove
kompletrg vlastnosti celého organismu.

»Mezi jedinci jednoho Ziv@snéhoci rostlinného druhu nalezneme v DNA sekvenci rgzdil
Na druhou stranu prakticky vSechnyiky, bez ohledu na to, z jakésti organismu pochazeji, nesou
Uplnou @di¢nou informaci pro vyvoj celého organismu — vSecinaji stejnou DNA. Nicménen
urcitad cast této informace je v konkrétni /lme realizovana. Tim se od sebesiby navzijem
v pribehu ristu diferencuji. Biky lidského dla tak tvoi rizné tkad, napfiklad jatra, kizi, svaly
apod. Pro kazdou konkrétni sdw je DNA utitou kuchakou, podle niz realizuje &vspecificky
program? [1, str.12]

DNA fidi a udrzuje  Zivot¢ cely organismus vydavanim pokyrbuice pro vytvéeni
zékladnich molekul bilkovin. Bilkoviny maji velmiiznorodé vlastnosti a funkce. Zmie nap.
bilkoviny stavebni (kosti, svaly) nebo regtiéa (enzymy). Usek sekvence DNA [1] pro kédovani
jedné bilkoviny se nazyva gen. Kazdy geniZzm mit jednu nebo &kolik forem - alel.
U prokaryotnich organistn (bakterie) se genetickd informace nachazi na makaryotnim

chromozomu a v plazmidech.

2.2  Struktura DNA

»DNA je biologickd makromolekula skladajici se zewdlouhychreteza: zkroucenych do dvojité
Sroubovice tvdici krouceny Zettk (obr. 2.1). V kazdémretezci se stida petiuhlikovy cukr
deoxyribéza se zbytkem kyseliny fosfoée (tzv. fosfatem). Na deoxyrib6zu je zMwnitstrany
dvojSroubovice fpojena heterocyklicka sl@enina, tzv. baze. Na misbdze se mohou v DNA
vyskytnouttyri rizné heterocyklické sléeniny. D¥ z nich jsou odvozeny od struktury purinu & dv
od struktury pyrimidinu. Mezi purinové baze fakdenin (A) a Guanin (G), mezi pyrimidinovérpat

Tymim (T) a Cytosin (C). Baze do sebe specifickpdai a tvai tak vazebné pary, kteréipsolky



drzi pomoci vodikovych dstki a spojuji tak obaretézce molekuly DNA do dvojSroubovice
[1, str.12]

1 turn = 10 base pairs = 3.4 nanometers
minor groove

major groove

Obr. 2.1 DvojSroubovice DNA [3]

Dvojietézcova struktura [1] DNA je vyhodna pro uchovani gf@mké informace a lépe
odolava vigjSimu poSkozeni. Genetickd informace je v DNA zapsd pdadi bazi. Tyto baze se
mohou pojit pouze nasledujicimigmbem: A se poji s T a C se poji s G (obr. 2.2).

»Trojice deoxyrib6za + zbytek kyseliny fostoré + béaze, tzv. nukleotid, tiozakladni
stavebni jednotku (monomer) molekuly DNA. Prot@enfst baze se mohou vyskytovatsi riizné
molekuly, odvozujeme pro nukleotity7i rizné ndzvy podle obsazené baze: deoxyadenosinfosfat,
deoxytymidinfosfat, deoxyguanosinfosfat a deoxdiojtisfat. Pokud z trojice latek, ze kterych je
sloZzen nukleotid, odebereme zbytek kyseliny fasférelostaneme tzv. nukleosid.

Pro zopakovani jeStuvei/me, Ze Fbet dvojSroubovice je tedy #em cukrem a fosfatem a
vnitek nukleovou kyselinou (nukleovymi bazemi).

- Béaze: adenin (A), tymin (T), guanin (G), cytosin (C
- Nukleosid: baze + cukr (deoxyribosa)
- Nukleotid: baze + cukr + zbytek kyseliny fostar&" [1, str.13]
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Obr. 2.2 Vazby mezi bazemi [3]

V nukleotidu ma kazdy atom swéslo. Uhlik v cukerné sloZce, n&mz je navazan zbytek
kyseliny fosforéné, mécislo 57, uhlik, na &mz je navazana skupina OH, ®&iélo 3". Kazdé vlakno,
fettzec, ma podle konvence 3'-hydroxylovy a 5 -fosfit&enec. V dvojSroubovici maji vidkna
opa&ny sngr, tj. jedno vidkno je orientovano z konce 3" kenéio5” a druhé vlakno z konce 5
ke konci 3". OB vldkna ve dvojSroubovici DNA jsou tedyidi soke komplementarni, ale také afoet

orientovand (obr. 2.3).

Thymine
Adenine
5'end
3 end
WY;T :
Phosphate- » -.“_,a

denxynbuse

backbone q
a;:'P'\D ?
kﬁ”xﬁg :ﬁq

Fend Gytosme

Guanine = enu

Obr. 2.3 Chemicka struktura DNA [3]

,Podivdme-li se pozognna schéma dvegtezové molekuly DNA, deme si vSimnout, Ze
deoxyribdzy jsou v préich retézcich orientovany ogaymi sndry. Sneruje-li v hornim retezci
kyslik ve vrcholu gtiuhlikového cyklu deoxyribozy vzdy doleva, paklaich retezci sn#ruje vzdy



doprava. Kazdy Zetezai tedy ma sy smer. Toho pray pr cteni genetické informace vyuzivd enzym
RNA polymeréaza. Kdi této orientaci vidken se RNA polymerazazm po konkrétnimetezci vydat
pouze jednim s¢rem, ktery je dan orientaci 5°- a 3"- koridd,, str.14]

Z tohoto faktu vychézi i zakladni konvence, ktesmiiidi z4pisy jakékoli sekvence béazi
v nukleovych kyselinach véebnicich a ¥deckych textech — uvédé pdadi vzdy pedstavuje sled
nukleotidi od 5'konce vldkna ke 3" konci vlidkna.

,Nyni se je#t podivejme na mozné nahlizeni na strukturu DNA. udleovych kyselin

rozliSujeme primarni, sekundarni, a tercialni sturk.

Priméarni struktura

Primarni struktura je dana padim nukleotid v sekvenci. Nese v sopenetickou informaci.

Sekundarni struktura

Forma st@eni dvojSroubovice. Vlakna DNA segirpzere st&i do dvojSroubovice, avSak forma
sta‘eni neni vzdy za v8ech podminek stejn&eMse vyskytovat ¥kolika formach, které maji vliv
na reaktivitu molekuly:

- dsforma A — Pravotiiva; 10 pat: bazi na otéku; primer vidkna je 2,3 nm

- dsforma B — Pravotiiva; 11 pat: bazi na otéku; primer vidkna je 1,9 nm

- dsforma Z — Levotiva; 12 pat: bazi na otéku; primer vidkna je 1,8 nm

Terciélni struktura
Velmi dlouha molekula DNA neni jen neusmanym klubkem nahodrzamotaného vlakna. Cela
molekula se velmi giveé nekolikanasobd naviji a sklada.

Pro lepSi pedstavu o velikosti makromolekuly DNA sidive piklad. Pokud by se nam
podailo rozmotat a natahnout celou molekulu DNA z jeliligké butky, n¥rila by tén#” dva metry.
A kdybychom ji 21Sili do tlougky niti, byla by dlouh& asi 300 kilometf [1, str.14-15]



2.3 Vlastnosti a vyznam DNA

Zakladni vlastni ulohou DNA je uchovéavat a daledavat do dalSich generaci genetickou informaci,
ktera je zapsand v jeji primarni strulduTato informace sef@naSi (ddi) z generace na generaci.
Clovék obdrzi od kazdého rasi 23 chromozof Prvnim a zasadnim krokenti puichovavani

dedicné informace aipjejim prenosu z rodii na potomky je jeji zdvojeni.

2.3.1 Replikace DNA

»Zakladni mechanismus replikace, tedy zdvojeni diémnukleové kyseliny je zndm jiz od objevu
struktury jeji molekuly z@tkem padesétych let. VIdkna DNA jsou slozitym @odem za pomocady
protein: rozplétdna a kuvolmym vldkdm jsou prostdnictvim enzyin dosyntetizovany
komplementarni prejSky (obr. 2.4). Tak z jedné dvojviaknové moleRMA vznikaji d¥ identické
dvojvlidknové molekuly. A deéleni buiky pak kazda z nich/echazi do jedné liky dceiné. Tento
proces musi prathnout pi kazdém deni buiky” [1, str.15]

Vlastni syntézu vlakna [1] DNAidi enzym DNA-polymeraza, ktery katalyzujgepos
nukleotidi na rostoucitettzec. ProtoZe je bytostndilezité, aby kopie byly dokonale stejné, ma
DNA-polymeraza schopnost odstraniipmjeny nukleotid, pokud nenitipojen komplementagn
Tento proces se pak oznge jako reparace DNA.

Obr. 2.4 Replikace DNA [3]



2.4  Ziskavani DNA z organismi

Objasrme si, jak se DNA ziskava z organism jaké kroky je nutné étht, aby se geneticka
informace uloZena v poddébsekvence nukleotid prevedla do podoby textové sekvence zapsané

kombinacictyt pismen.

Izolace nukleovych kyselin

»Podstatou izolace nukleovych kyselin je éelali ttchto kyselin od ostatniho biologického materialu,
kterym jsou nukleové kyseliny obklopeny. Po izalakleovych kyselin je nutné je&tdclit od sebe
jednotlivé nukleové kyseliny. Pokud je fikjad cilem izolovat molekulu DNA, musime gest
z nukleovych kyselin, které si jsou svoji chemicitewrbou velmi podobné, vybrat pouze a grav
molekulu DNA[1, str.18]

Stipani molekuly DNA

»Pokud je DNA izolovana z béinSetrr#, pak je pedstavovana celymi chromozomy, tedy niddo?
dlouhymi molekulami. Pro mnoho molekuléigenetickych technik je proto néjde nutné takové
molekuly rozstipat na mensi tlomky, se kteryngnaee pracovat.

Mechanicky Ize molekulu DNA ,polamat* velmdidine ultrazvukem, ktery rozkmita dlouhé
molekuly. Ty se pak v mistech @&iho mechanického namahani vilpthu kmitani lamou. Mista
zlomu jsou ovSem zcela nezdvisld na konkrétni seku@NA, jsou nahodna, takze v kazdém
experimentu i v kazdé molekule dochazi k laméniyeh) mistech.

Nukleové kyseliny Ize biochemicky Stipat pomodyrah nukledz. Revoluci v préaci
s nukleovymi kyselinamisipes| objev tzv. restriknich endonukleaz Il. typu, které rozpoznavaji
v molekule DNA kratké specifické sekvence a vmigskytu této sekvence molekul@pst
Revolénost Sépeni restriknimi  endonukledzami neni jen vtom, Ze jsme schdpimit
reprodukovateld, tj. ve stejném mist(pokud pouZzijeme stejnou endonukleézu), ale tatkény zZe
roz8epené molekuly fiZeme znovu spojifl, str.18]

VétSinou SEpime &tSi mnoZstvi molekul genomové DNA, takZe ve vystedmgsi je kazdy
specificky fragment zastoupen v mnoha kopiich, edgejicich pdétu vstupnich molekul DNA.
Takovou smis nema smysl znovu spojovat, néllaychom dostali mnoho nahodnych spojeni mezi
raznymi fragmenty vizné piehdzeném gadi. Aby nglo Stipani molekul DNA smysl, musime mit
moznost ve sEsi rozpoznat a izolovat &ty fragment, obsahujici n#éiglad gen nebo ditou

sekvenci, ktera nas zajima.



Klonovani DNA

»Klonovanim DNA se mysli mnoZenéitého Useku DNA. V molekularni genetice se ke kiamio
DNA s vyhodou vyuZivaji enzymatické systémy Zzibyobk, které jsou schopny konkrétni DNA
kopirovat a klonovat prakticky bezchygbm s nizkymi naklady. Prakticky technika klonovani
znamena, Ze jédba pimet urcité buiky, aby kopirovaly Usek cizi DNA, ktery jsmieddim gipravili

nejakou jinou molekular&rgenetickou metodou a ktery po namnozeni (klonpwéhivych brikach

zase ziskame &g’ [1, str.18]

Sekvenovani DNA
» rermin sekvenovani DNA znamenéeni sekvence nukleofidresp. bazi) v jednomreteza: DNA.
Divodi pro zjiFovani sekvence je mnoho. Pokud mé&-iidgd rejakd choroba geneticky zaklad, pak
je jeji konkrétni picinou zn#na zdravé alely genu v chorobnou alelu. Podklad&im znény je prav
konkrétni zha sekvence DNA. Poddi se takovou zému po srovnani sekvenci zdravych a
nemocnych jedincidentifikovat, niZze to slouZzit k vyvoji diagnostického postupu, yktaude tuto
znmenu namisto sekvenovani identifikovatkterou jednodusdi a mémnakladnou molekulae
genetickou metodou. Znalostémy sekvence, ktera jeiginou choroby, také otevira cestu k budouci
cilené I&be genovou terapii (nahradou ,chorobné* alely ,zdrawbalelou).” [1, str.19]

Zndme d¥¢ metody — chemickd Maxam-Gilbertova a biochemickédgerova [1]. Druh&
Z nich dnes jednoziieé prevlada. VyZzaduje jednovliaknovou DNA, kterd slowlg vzor (templat)
pro syntézu komplementarniliettzce. Syntézu zpragtdkuje enzymem polymerdza a reakce je
upravena takovym Zgobem, Ze v ditych mistech dochazi v zavislosti na sekvenci tétopého
vldkna k ukodeni (terminaci) syntézy. Reakce funguje tak, Z&dnteni reakce dojde v okamziku,
kdy se vtemplatovém vlaknprecte ukity nukleotid. Délka nedokamného Useku, zji&ha
elektroforézou v gelu, pak odpovida vzdalenosti zatiatku viakna, ve které se vyskytl city
nukleotid.

Na zéklad tohoto ukoieni se tedy identifikuje jedna &/t bazi. Pokud &i téchto reakci
v jeden okamzik paraleinvice na gkolika dalSich vlidknech, je moznéciirmnoho dalSich bazi,
které se pak podle této délky komplementérréstrce (ktery polymeréza sfiga nasyntetizovat, nez

se zastavila)isré za‘adi pomoci péitatového programu do rekonstruované sekvence DNA.



3 Elektroforéza nukleovych kyselin

Nyni si pedstavime elektroforézu nukleovych kyseliilektroforéza pai v molekularni biologii
k nejpouziva#jSim separénim technikdm # purifikaci, izolaci a analyze nukleovych kysebn
bilkovin. Principem elektroforetické separace jdydm nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim
nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negétivabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové

kyseliny v elektrickém poli pohybuji k @pa nabité elektrod — anod.” [2, str.13]

3.1 Gelova elektroforéza

»Z praktickych dvod: se elektroforéza neprovadfimo v roztoku, ale ve vhodném rosTim byva
obvykle gel. Elektroforetické gely pouzivané pnoasaci nukleovych kyselin jsou dageji tvoreny
polyakrylamidem nebo agar6zou, které vygyiaslozZitou siovou strukturu polymernich molekul
S pory, jejichZz velikost Ize ovlivnit slozenim ozt a koncentraci polymeru. Agar6zové gely jsou
vhodné pro separaci molekul nukleovych kyselin likosti od 100 bp az po zhruba 50 kb,
polyakrylamidové gely se pouZivaji pro separaci$t@nmolekul (10 az 1000 bp). Podle polohy gelu
v elektroforetické aparate rozliSujeme horizontalni a vertikalni gelovoukéieforézu, které maji
deskové usp@adani,a déle kapilarni elektroforézu, u niz je gehit* kapilary: [2, str.13]

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu ozimvana jako elektroforeticka pohyblivost [2] je
ne@imo ungrna logaritmu jejich velikosti. #® posuzovani elektroforetické pohyblivosti dané
molekuly DNA neni iteba brat v Gvahu velikost naboje, protoZze nuklekyseliny maji naboj
rovnhonerné rozloZzen a jeho velikost je na jednotku délky rkalg stejna. Velikost molekuly DNA
nebo jejiho fragmentu o nezndmé velikosti Ize prstanovit srovnanim jejich elektroforetické
pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivosti moiléknebo fragmerit DNA o znamé velikosti, které
se oznauji jako standardy velikosti nebo hmotnostni stadgaTemi byvaji WtSinou restrikni
fragmenty plazmidovych molekul nebo geonomu battédi, jejichZz gesna velikost byla stanovena
sekvencovanim DNA.

Po dokogeni elektroforézy jeftba identifikovat polohy separovanych molekul, &teejsou
pouhym okem viditelné. Molekuly DNA Ize snadno Ztéthit obarvenim vhodnym barvivem.
Nejc¢astji je pouzivan etidiumbromid, ktery se vmézje mezi sousedni pary bazi v DNA a vyiva
s ni komplex, ktery po ostleni ultrafialovym setlem cerverg fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné
velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouzkyicjgl intenzita je umrna koncentraci DNA.
Etidiumbromid Ize pouZzit rowZ pro barveni RNA, intenzita jejiho zbarveni jek/&ZSi. Namisto
etidiumbromidu miZe byt pro barveni nukleovych kyselin pouZita tali@ipina fluorescemich
kyaninovych barviv s koménim ozng&enim SYBR. Pro detekci molekul DNA separovanych

v polyakrylamidovych gelech se rahpouziva barveniidbrem. Pokud jsou molekuly nukleovych
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kyselin raioaktivié ozna&eny, znazorni se polohy prouZka gelu autoradiograficky. K detekci poloh
fragmenti DNA lze vyuZit roviZ hybridizace se z&anou sondou.

,Gelova elektroforéza dwie byt vyuZita row pro separaci a studium molekul DNA
nachazejicich se viznych molekularnich typech (konformacich). LzeotdiSit kovalentd uzavené
kruznicové molekuly DNA od molekul linearnich netab otevenych kruznic. NadSroubovicova
(superhelikélni) forma, otéena kruhova forma a linearni forma DNA téZe moleké&lhmotnosti se
pohybuje agarozovym gelemiznou rychlosti. Relativni pohyblivostchto i forem zavisi
na podminkach elektroforézy2, str.14]

Gelova elektroforéza, probihajici v aparatu k tamteném (obr. 3.1), je ro¥d vhodnym
prostedkem pro studium interakci mezi nukleovymi kysatim a proteiny, zejménani, které se
vazou na specifické sekvence DNA (trans&mipfaktory, represory apod.). Metoda se @zij@ jako
gelova zpomalovaci analyza (retamdiaanalyza, EMSA). Vychazi z poznatku, Ze elektreticka

pohyblivost DNA se po vaproteini sniZuje.

Obr. 3.1 Aparat pro gelovou elektroforézu

3.2 Elektroforéza nukleovych kyselin pro

stanoveni jejich sekvence

»Jedndetezcové oligonukleotidy o délcekolika desitek aZ stovek bazi, které jsou vysledkakti
pouzivanych # sekvencovani DNA, lzeciGneé separovat v denatutaich polyakrylamidovych
gelech. Podminky elektroforézy musi byt takove, pbliyblivost zévisela pouze na délce
jednovldknovych fragmehDNA, tedy je/eba zabranit vytvé@ni lokalnich dvagtezcovych struktur,
jejichz pritomnost by mohla ovlivnit pohyblivost fragmera znemoznit f@sné stanoveni jejich
velikosti. Proto se pouZivaji gely s vysokou kotmeeh denaturujicich latek (na@p ma‘oviny) a
elektroforéza se provadirip teplo# 50-60 °C. Kombinaceéthto dvou faktar znemoiuje

renaturaci: [2, str.16]
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4  Enzymy pouzivane k dpravam

nukleovych kyselin

Manipulaci s purifikovanymi nukleovymi kyselinambgstat®d usnaduje existence enzyim které

umozni specificky zasah do jejich struktury.

Rozdéleni enzymi podle substratové specifity

VétSina metod molekularni biologie je zavisla na \tiugnzymi, jejichz substratem jsou nukleove
kyseliny. Rednosti enzymovych reakci je jejicltignd specifinost a moznost pracovat s velmi
malym mnozstvim materidlu. Enzymy pouzivané gnalyze a upravach nukleovych kyselin lze
klasifikovat podle tkolika kritérii. Podle substratove specifity seotgnzymy dli na dv zakladni

skupiny:

* enzymy, jejichZ substratem je DNA

e enzymy, jejichZ substratem je RNA

Substratova specifita je obvykle absolutni, i kdgzliSeni mezi okma druhy nukleovych

kyselin je podmino pouze fitomnosti nebo absenci 2'-OH skupiny ribozy.

Rozdéleni enzymi podle typu reakci

Podle typu reakci, které katalyzuji, Ize enzymywbgsSe uvedenych skupin dalditina:
« enzymy syntetizujici nukleové kyseliny (polymerazy)
« enzymy modifikujici nukleové kyseliny (fosfaty, mkizy, kinazy)
* enzymy spojujici nukleotidovi@tézce (ligazy)

« enzymy odbouravajici nukleové kyseliny (nukleazy)

Podle substratové specifity se enzymy jednotlivigtupin dale di, nag. na DNA-

polymerazy, RNA-polymerazy atd., coz uz dale nebutigo praci rozebirano.
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5  Amplifikace nukleovych kyselin

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Zavedeni polymerazovéettzové reakce [2] vroce 1985 Kary B. Mullisem znaalen
pro molekularni biologii stejny finos jako objev restrinich endonukledz nebo zavedeni
sekvencovani DNA. Vyhodou PCR je zejména to, Ze aitje ziskat poZzadovanou a specifickou
sekvenci genomové DNA bez jejihdedchoziho klonovani ve vektorech. Princip PCR jeZam
na replikaci nukleovych kyselin, ktera je zakladmimalekularnim procesem vSech Zivych orgariism
Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymovatéam novychiettzci vybranych uUsek
dvojrettzcové DNA vesmru 5° -> 3' prostednictvim DNA-polymerazy. Studovany Usek
nukleotidové sekvence je vymezefippjenim dvou primet, které se vazou na protilehtéttzce
DNA tak, Ze jejich 3'-konce s#tuji proti solg. Po gidani DNA-polymerazy a nukleotidpak

probiha syntéza novych vlidken na obou matricowgeizcich protismrng.

K syntéze DNA se pouZivaji termostabilni polymeraz9Z umo#uje, aby syntéza DNA
probihala opakovanformou cykh. PCR je proces,ipnémz se v zavislosti na teptotealéni snesi
pravidelré stidaji & kroky, béhem nichZ probihajiitodliSné @je s odliSnymi naroky na teplotu:

» denaturace dvigttzcovych molekul DNA (94 °C)
e piipojeni primet k oddElenymietzcaim DNA (30-65 °C)

* syntéza novychetézci DNA prostednictvim DNA-polymerazy (65-75 °C)

To nam k amplifikaci nukleovych kyselin budedsta
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6  Shlukova a gradientova analyza

Tato kapitolaterpa z [5, 6, 7].

Shluk (cluste)

»Je to skupina objekt které uvnit néjaké \etSi skupiny nemaji ani nahodily ani rovnémy vyskyt a
jejich vzajemna vzdalenost, resp. nepodobnost j@&imeeZ vzdalenost, resp. nepodobnost s objekty,
které pati do jinych shlul.” [5, str.1]

Shlukovani
Nemame Zadné informace o existenci skupin a chddamifikovat vSechny sledované objekty

(chceme vytviit shluky). Nejsou fedem znamé viastnostid (ueni bez titele).

Shlukovéa analyza

»Postup formulovany jako procedura, pomoci niZz dbjek seskupujeme jedince do skupin

na zaklad jejich podobnosti a odliSnosti (zkraeeR. C. Tryon, 1939)[6, str.2]

Pouzitelné k ziskani informace o rékhi dat, pro dalSi zpracovani - tiggad:
e krozpoznavani obrézvzori)
* kdatové analyze

e kvyzkumu trhu

Obecné poznamky ke shlukovacim metodam
.Pokud data nemaji zcela jednoZznau a Zetelnou strukturu (jedna se vicerdén nahode
rozptylené objekty), je pravdodobné, Ze pouZitizznych shlukovacich technikipese odliSné

vysledky.

Pokud rizné shlukovaci technikyipaSeji z téhoZ souboru dat shodné, resp. podogsiédky, je to
do jisté miry potvrzeni struktury obsaZzené v dat@ckoliv shlukovaci metody pétk postugm

produkujicim hypotézy a nejsoweny K jejich testovani).

Mnohé shlukovaci techniky jsou citlivé ngt@mnost odlehlych objek{outliers, vyraza atypickych
pripadi). Pred samotnou shlukovou analyzou je proto vhodnéipoeterou z metod na jejich

detekci. Vyraz#iodlehlé objekty se zpravidla z dalSich analyzdujiu

Shlukové analyzy obefmejsou vhodné pro data, kterd popisuiji klinalnfiakilitu znaki (cline =

variabilita znaku zavisla na gradientu présdi). [5, str.19]
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Typy dat pii shlukové analyze

Predpokladejme do datové matice (glatabulky) usptadanych

* nobjekt
* majicich p atribut X11 Xp objektt;
(tzv. NxP matice) D=

X1 %p objektt,
Lze vyjadit i matici rozdilnosti [0 d2,1) d(1,n)]
(vzdalenosti) objekt A= d2,1) O

d(n,1) 0

kde (dissimilarity)d(i, j) je mirou vzdalenosti (nepodobnosti) objektindexyi aj.

Volba miry (ne)podobnosti zavisi na typu pgemych (znak):

Kvalitativni znaky

* Nominalni (profese, typ Skoly)
e Ordinalni (hodnoceni vyrobku)
 Binarni(0/1):
Kontingentni (kontingeni, asociani) tabulka pro 2 objekty (vzorky) (tab. 6.1) [6]:

ve vzorku A
pfitomen | nepfitomen
pfitomen a b
ve vzorku B -
nepfitomen C d

Tab. 6.1 Kontingentni tabulka pro 2 objekty binamznak

potet prongnnych rovnych 1 u obou objekt
pocet prongnnych rovnych O u obou objekt
potet prongnnych rovnych 1 pro object A, ale 0 pro B

o O o 9

patet prongénnych rovnych O pro object A, ale 1 pro B

UZivaji se zejména tyto koeficienty:

Jaccardv koeficient:J=a/(a+b +¢)
Sorenseiv koeficient:S =2a/ (2a+ b + ¢)

Euklidovsky koeficientE =~/b+c



Kvantitativni znaky

* Intervalové (hodnota ve stupnich Celsia)
* Pontrové (pcetcleni doméacnosti)

Uziva se euklidovska vzdalenost, manhattanska kaetktivova vzdalenost.

Taxonomie shlukovacich metod

Nehierarchické metody (partitioning methods)

Rozkladaji data.

« k-means - kazdy shluk je reprezentov&edni hodnotou objektve shlukuCasova narénost je
O(t kn) kdet je pa:et iteraci

* k-medoids - kaZzdy shluk je reprezentovan jednimjektln, umistnym blizko stedu shluku

e neuronové s Kohonenovy sé& (mapy)

* metody zaloZené na hustdshluk nafista, pokud péet objekfi v sousedstviigkratuje zadanou
mez)

* metody zaloZené natfiitkach (prostor objektrozparceluji mizkou a shluky hledaji na hkach

mifzky)

Hierarchické metody

Vytvari stromovou strukturu — dendrogram (obr. 6.1)
Prostorova natmost jeO(rf) — matice rozdilnosti

Casova nargnost jeO(krf) — pro kazdou Urovedendrogramu jedna iterace

» aglomerativni (bottom-up)
na p&atku kazdy objekt je shlukem, postéme shluky sdruZuji, dokud neni sfiia ukortovaci
podminka

e divisivni (top-down)

na z&éatku jsou vSechny objekty v jednom shluku a postypou shluky Stpeny na mensi
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Obr. 6.1 Piklad aglomerativniho (vlevo) a divizniho dendragra(vpravo)

Aglomerativni algoritmy:

» Vstup:
D={tyts, ..., t,} mnoZina objekit
A matice vzdalenosti (nepodobnostigdp. hodnoty 0, 1, 2, ...
Vystup:
DE dendrogram tvarkd, k, K>, kde d je prahova vzdalenost,
k je pa@et shlul, K je mnoZzina shluk
Postup:
d = 0; na za‘atku je kazdy objekt shlukem, vzdalenost objekiu je
k=n;
K={{t:},{tz} ..., {tn}};
DE = {<d, k, K>},

repeat
oldk = k;
d=d+ 1;

A 4= matice s prvky prahové vzdalenosti d;
<k, K> = NewClusters(A 4, D );
if oldk # k then
DE = DE [J <d, k, K>, pridani novych shlukk dendrogramu
until k =1;
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Rizné aglomerativni algoritmy se liSi procedurou Néwsr. LiSi se i zfsobem ufovani
vzdalenosti shluk single link, complete link, average link, apodz(niZze). Pro rozsahlé databaze se
priliS nehodi - velka naemost pamdrova i casova (slozity vypet novych shluk v iteraci).

Neschopnost pracovat inkrement&l®/i zmené prvku nutno pepasitat celé: [7, str.7]

Metoda nejblizSiho souseddjednospojna metoda, metoda jediné vaziygle linkagethe nearest
neighbormethod,obr. 6.2). Vzdalenost mezi &wa shluky je minimem ze vSech vzdalenosti mezi
objekty.

A B

Metoda nejvzdalergjSiho souseda(viespojnd metoda, metoda Uplné vaaztmymplete linkagethe
furthest neighbor method,obr. 6.3). Vzdalenost mezi &wa shluky je maximem ze v3ech

vzdalenosti.

Obr. 6.3 Metoda nejvzdal&siho souseda [5]

Metoda pramérné vzdalenosti (sttedospojna metodanetoda pimérné vazby,average linkage
UPGMA - unweighted pair-group method using arithmetic ages,obr. 6.4). Vzdalenost mezi

dvéma shluky je pkmérem ze vSech vzdalenosti mezi jejich objekty.

A B

Obr. 6.4 Metoda fiimérné vzdalenosti [5]
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Neékteré z dalSich metod jsou:

Centroidni metoda (Gowerova metodasentroid method, UPGME unweighted pair-group method
using centroids

Medianova metoda (median method, WPGME weighted pair-group method using centroids,

weighted centroid clustering

Ordinaéni metody

»Objekty charakterizované p znaky je moznéedgtavit jako body v p rozimém prostoru, kde
kazdy z rozéri predstavuje hodnoty jednoho znaku. Pokud pracujerneepee dima nebo ftemi
znaky, je mozné bez probiésiedovat na dvoj-sipadre trojrozmerném grafu vztahy mezi objekty,
jejich vzdalenosti a seskupenit¥ pa‘et znak vyZzaduje nutnost redukce jejichdaows co nejmensi

ztratou informaceé.[5, str.24]
Analyza hlavnich komponent (PCA —principal component(s) analys)s

»Nahrazuje pgvodni soubor pozorovanych zmalsouborem novych (hypotetickych), vzajémn
nekorelovanych zndktak, Ze prvni nova osa (prvni hlavni komponental,Pprvni novy znak) je
vedena ve s#énu nejwtsi variability mezi objekty, druha osa (druh& makomponenta, PC2,

druhy novy znak) je vedena veesmnej\etSi variability, ktery je kolmy na simprvni komponenty,
atd. (viz obr. 6.5)[5, str.26]

PCA2 X2
30 F .
d PCA1
20 - .« [ ¢ -
L] ) * *. L ] X1
.. *
L ] *
10 b .
L d
0 10 20 30 40 50

Obr. 6.5 Princip PCA [5]

Je zaloZena na vlastni analyze (eigenanalysisetsiakych matic (korekni, kovariagni
matice). Cilem PCA je dgeni uhfi mezi pivodnimi a novymi osami séadnicové soustavy,
soudadnice objekt v novém systému seéadnic (obr. 6.6). Jde tedy o nalezeni vlastnichtorék

kovariaréni nebo koreléeni matice.
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Obr. 6.6 Uteni nového systému s@anic [5]

»Pocet objekfi pfi PCA musi byt alesgoo jeden ¥tSi neZ je péet analyzovanych znak
Obvykle se vSak dopafuje, aby se pet objek# bliZil druhé mocnié pactu znak (souvisi s pdtem
stupii volnosti). V pipad, Ze n< p (kde n je péet objekil a p pa@et znak), vysledna matice
(korelacni nebo kovariathi) 7adu p ma jen n — 1 nezavisly&dki nebo sloupg. V takovém fipad
prislusnd matice ma p — (n — 1) nulovych vlastnéédel (na umisténi n objeké podle jejich
vzajemnych vzdalenosti je zafdti jen n — 1 rozemi). Pokud jsou nap dw zakladni skupiny
(odcklené podél prvni osy) uvhitlenené komplikovagiSim zpisobem, byvaji druhaidti a dalsi osy
jistym kompromisem mezi strukturou v obou zaklddslapinach, je tedy vhodné kaZzdou skupinu
(odctlenou podle prvni osy) analyzovat v dalSich krocdemostaté. Ackoliv byla technika PCA
puvodre navrzena pro kvantitativni znakyibe se pouZzit také pro znaky binarni a semikvaivtitiat
Binarni data vSak ve zvySenérenizpisobuji tzv. ,podkovovy efekt“ (horseshoe effectly fsou
objekty v ploSe definované prvnimiétha komponentami usfimané do tvaru podkovy. Toto
zakiiveni odstrauji tzv. detrendované techniky, v taxonomickychkapich se vSak podobné
Lharovnani* zpravidla nepouZzivaji.[5, str.32, str.33, str.34]ifklad vysledku této metody je mozno

vidét na obr. 6.7.

20



Obr. 6.7 Riklad vysledku PCA

Analyza hlavnich koordinat (PCoA) (metrické mnohoroz#iné Skalovani, PCoA -principal

coordinate(s) analysjsnetric multidimensional scaling, classical scaling

»Jedna se o rozmisti souboru objekit v novém prostoru definovaném hlavnimi koordinaty
(novymi osami). Vzjemné (euklidovské) vzdaleobgtki: odraZeji vztahy meziipodnimi objekty
merené libovolnym koeficientem podobnosti nebo vzdéterZznaky mohou byt binarni, vicestavové
kvalitativnic¢i smiSena data[5, str.45]

Postup analyzy:

(1) Priméarni matice dat, sekundarni matice vzd&gnsymetricka matice (ekvivalentni kor&ia
nebo kovariaéni matici pouzivané v PCA).
(2) Vypoiet vlastnicktisel, vlastnich vektdra komponentnich skore.

Souadnice v prostoru tdeném hlavnimi koordinatami nejsou lineérévislé na hodnotach

pivodnich znak. Lze vhod@ pouzit také tehdy, pokud et znak prevySuje poet objekfi

(nag. u molekularnich dat).
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7 EXxistujici nastroje

Pri zkoumanych metodéach sézm¢ pouziva program Syntax 2000 [4]. Je to programgmayzu dat
v oblasti ekologie a taxonomietiéni organismi podle mivodu). Pracuje v pro&di operaniho
systému Windows. Prvni vydani programu se sklad&izmodufi. Je to modul pro hierarchické

metody (obr. 7.1), ordinalni metody a nehierarchioietody. Blize si uvedeme prvni dva jmenované.

SYHM-TAX 2000 - Hierarchical Clazsification - beta release !ETE

Fie tethod Coefficient Standadization Graphics  Ltilities  Help
= o e I 2| H
Diata: 32 rows and & columnz. File C:NSYMTAX 2000\ zampdataiU niof48). dat s
~ Clazsification of
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Obr. 7.1 Program Syntax 2000 — modul pro hieratghimetody [4]

Moduly jsou si velmi podobné, jediny rozdil $p@ v odliSné nabidce metod, dle kterych se
matice podobnosti bude zpracovavat. Oba moduly tediyotevit jak syrova data, tak jiz distémi
matici. Po otekeni syrovych dat Ize navic zvolit koeficient podosin pro kvalitativni, kvantitativni
¢i mixované data. Vystupem modulu pro hierarchicketady je dendrogram (obr. 7.2) a vystupem
pro ordinalni metody je scattergram (také nazy\soater plot, obr. 7.3).

Pro nase &ely se zandtime na pipad, kde vstupni format musi byt soubor *.dat gpam zde
oéekdva zadana data ve formatu: priédek popis, druhyadek obsahuje get fadki a sloupé
matice oddleny mezerou, nasledujiciradkem peéinaje pak samotna matice). Soubory *.xls se daji
pievést do poZzadovaného formatu pomoci podprogranmsa$yConverter (obr. 7.4). Nas nejvice
zajimaji binéarni data. U n#&pmnosti vzorku v matici (prazdné misto) ovSem sdepriradi O,

u pitomnosti vzorku (libovoln&islo) Ize jeho hodnotu znit na 1, ale pouze pomoci utility Data

22



Standardization - Binarization v zaloZce Utilitiebyto nedostatky a nepodpora jinych vstupnich

soubofi bez pgedchozich pevodi jsou zapory, které vedou uZivatele kipbt jiného programu.

N1

Muze jit o jednodussi aplikaci, ale takovou, kterd diat presré to, co je pdieba, bez dalSich
zasali automaticky.

Tree diagram

Iularch &
Blarch
Dlarch 4
larch

Obr. 7.2 Riklad dendrogramu dvaceti vzdrprogramu Syntax 2000 [4]
Scattergram.

Obr. 7.3 Riklad scattergramutyt vzorkl o dvou osach programu Syntax 2000 [4]
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% SYN-TAX DAT-XLS Converter Ali=1E3
File  Edit

Obr. 7.4 Podprogram Syntax Converter [4]

DalSim programem je Statistica [8]. Podporuje nmot\&tvi véetné analyzy dat (obr. 7.5).
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Obr. 7.5 Ukazkovy ¥iklad programu Statistica 3.5.0 [8]
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8 Analyza a navrh aplikace

V této kapitole navrhneme desktopovou aplikacir&teude odpovidat poZzaddvk zadavatele.

8.1 Neformalni specifikace

Zadavatel pozaduje vytieni aplikacaeSici vypdetni problémy z oblasti genového inZenyrstvi. Jde
piedevSim o metody fragmetitd analyzy DNA. DNA vzorlk se zpracuje (vySe popsanymi
metodami) na fragmentytizné délky a wzného potu. Ty budou vkladany pomoci desktopové
aplikace do centralni databazeifpjeni do databazergs login a heslo, tim je dano zabexrd),
odkud si je budou moci uzivatelé touto aplikacinatlke srovnani. Vznikne tim neupravena matice,
kde se v jednotlivycltddcich nachézeji vzorky se svymi fragmenty. Nynpgéeba upravit matici
tak, aby podobné fragmenty vzérloyly ve stejnych sloupcich dlesjakého zvoleného rozsahu.
Algoritmem z neupravené matice vznikne upravenacmabDale se z upravené matice vyfvmatice
ptitomnosti a nefitomnosti jednotlivych Gdéjna pozici v matici, a to tak, Ze je-li fragmeiitpmen,
uloZi se na jeho pozici 1, a je-li ré@pmen, uloZi se na jeho pozici 0. Takto upravesta do binarni
podoby jsou vstupnimi Gdaji pro matici podobno&voli se koeficient (viz kapitol&islo 6 —
Shlukovd a gradientova analyza), dl¢j e vyp@itaji podobnosti vzork a vznikne matice
podobnosti. Matice podobnosti je tedy cilemiZzdme ji pak podrobit kil analyze dle shlukovych

metod, nebo analyze dle ordénéch metod a vysledek si nechat zobrazit na gi@ptyleni.

Centralni databaze

Jde o databazi dratrostlin. Kazdy druh byl zpracovan &ma enzymy (enzyml, enzym2 — jsou to
zkratky, nap.: EcoRI, omezeny @et zkratek, nelze zadat jakoukolivgim by byt formou vykru).
Déle tam hraje roli, jakymi primery a jejich extema byl vzorek zpracovavaniipemz nutné bude si
ziejmé pamatovat pouze extenze. Tyto extenze jsou tedypoy preselekci a @vpro selekci. Druh
byl rozkapan #akou specifickou barvou (épjako u enzym — zkratky, nap: Joe, Fam, Ned..,
omezeny pdéet zkratek, rdlo by byt formou vykru) nékolikrat. Tyto pokusy jsou znamy jako vzorky
(zkratka vzorku bude obsahovat k jakému druhu Ze @ékolikaty je to pokus u vzorku), které maji
urcity pocet fragmeni (priblizné 50 - 1000). Fragmenty mohou byt délky 20 az 5@irgbcisla jako
55,5; 43,28; 174,9 atd.).

Zadani nového druhu:

- nazev, komentaenzyml, enzym2, extenzel, extenze2, extenzednze@
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Zadani noveho vzorku:
- druh (k jakému druhu vzorek pgt
- barva (jakou byl vzorek rozkapén)
- pole fragment (nag.: 1000¢isel v rozsahu 20-500) obsahujici v prvnim slowgmaeni

vzorku

Struktura je tedy nasledujici:

Barva Vzorek 1 Pole fragmentu vzarku 1
Barva Vzorek 2 Pole fragmentu vzorku 2
Barva Vzorek 3 Pole fragmentu vzorku 3 Druh

I I I

| | |

| | |

| | |

| | |

| | |

Y Y Y
Barva Vzorek n Pole fragmentu vzorku n

Vzorky 1-3 byly napiklad zpracovany barvou Fam, dalSi vzorky barvaa Jo

Klient p ¥ srovnavani dvou vzorki bude postupovat takto:

Necha si vypsat druhy, které jsou v databéazi sjikymi barvami byly jednotlivé druhy zpracovany.
Najde napiklad:

A: Joe,Fam,Ned B: Joe,Fam

Srovnani druhu A a B:

1. oba dva enzymy musi odpovidat (u A i B musirajtiklad kombinace Msel-San3A)
2. preselekce: extenzel i extenze2 musi odpovidat

3. selekce: extenzel i extenze2 musi odpovidat

4. barva by rda odpovidat, ale nemusi

Uzivatel si tedy vybrem zvoli, které barvygthto dvou druh bude srovnavat.ifklad zvoleni:

A: Joe,Fam B: Joe,Fam

Vystupem této faze je vypsani vSech viofk jejich fragmerit) z databaze, které majfiplusné

barvy gislusnych druh.
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8.2 ER diagram

(’ Sam ple _\\
- F |+id_sample  int Nullable = false
: name chan255) Mullable =true includes
[ #Colond_color ot Nuiiable = faise i
| |#kindid_kind it Nuliabie = false G e (@ Color i
| v " — | |+id_color int Nullable = false
' cortains i value chan255) Mullable =true
i
| i :
I \
| [
I ]
| 1
: ( Fragment W\ "‘
i |+id_fragment int Hullable = false Vs
1 = 1]
i length : ﬂastt‘l 0} Nullable =true \ -~ ra -
#Samplkeid sampk it Nullable = false X
“ | |+id_kind int Hullable = false
name chan255) Mullable =true
indudes comment chan255) Mullable =trus
_— t|#Enzymesid enzymel it Nyllable = false
L — b |#Enzymesid enzyme? it Nullable = falss
s B N e P_extension chan255) MNullable =true
_ Pl _* P_extension2 charf255) Mullable =true
SR S Nullable = false |+ S_extension’ char(255) Nullable = true
valle char(235) Nullable = true S_extension? chaf255) Mullable = true
L
8.3 Pozadavky
v Ve 4
8.3.1 Funkéni pozadavky
. Aplikace ma zobrazovat jednotlivé kroky Upravy roatd neupravené maticégs upravenou

matici a matici pitomnosti a nefitomnosti fragmeritaz po matici podobnosti.

. Musi byt umoZino zadavat f@snost, s jakou ma byt upravena matice gna.
. Vybérem pijde volit koeficient, podle kterého se vyi@ji podobnosti vzork.
. Matice podobnosti musi byt snadno slozitelna domé&iu, ktery bude mozno wid

na diagramechifbuznosti.

. VyZaduje se pouze jeden typ uZivatele (jedna réteyy bude obsluhovat aplikaci.

8.3.2 Nefunkéni pozadavky

. Aplikace musi BZet dostatén¢ rychle na BZném kanceigkém pditaci.

. Mélo by byt zajis¢no intuitivni a jednoduché ovladani (existuje matrzaskolenti).
. Aplikace by n¢la byt snadno roz8telnd a odolna&i chybam.

. Pro uZivatele bude vyt¥ena dokumentace pro praci se systémem.

. Aplikace ma byt vytvitena cca do poloviny kina roku 2008.
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8.4  Stavovy diagram celého procesu

Geupravena matic\

matl ce pritomnosti
a nepritomnosti
/natlce podobnos@

(graf pri buznost%

8.5 Diagram navaznosti jednotlivych kroki

s volbou parametni

rozmery matice presnost
fragmenty D@euprauena mati cHupravena mati ce)

udaje v radcich

matice pritomnosti S
e e _) D(matlce podobnosﬂ)
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Navrh prvk a a jejich rozlozeni v oknech

aplikace

zakladni menu aplikace

-

-

&

zobrazeni dostupnych druhu z databaze

17
7~k %
|
|

S
.

‘ ] .
( srovnani - nowy druh nove vZorky

zobrazeni druhu s dostupnymi
barvami

T
¢

¥
!
!
!

( srovnani

zobrazeni samotne matice
(neupravene, upravene, pritomnosti a
nepritomnosti fragmentu nebo podobnosti)

i s S s
AR SR S SR

-

-
.

-

i

- g -
ulozeni matice koeficient rozsah dalsi krok  zruseni akce
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8.7 Prehledovy diagram interakce

?

spusteni aplikace

&

volba funkce

[Nacti 1] /t [MNacti 3]

l s l

srovnani nekolika druhu novy druh nove vzorky

else

[Konec]

8.8 Navrzeny algoritmus na Upravu matice

1. Projdi postupt vSechny sloupce matice (sloupce mohoutbgnu algoritmu dynamicky
vznikat, na z&atku tedy nevime, kolik sloupdude po skafeni algoritmu matice mit)
Pro kazdy sloupec najdi minimal€islo, které obsahuje
Projdi vSechn&isla ve sloupci a porovnej je s minimem
Pokud jecislo v rozsahu s minimem (toleranci@gnosti), tak ho ve sloupci ponechej, jinak
vloZ nulovou hodnotu na pozici v matici (a tim s&é& hodnoty v inkriminovanérrddku

posunou doprava)
Klicové je dat si pozor na spravné vyhledani minimasleapci, zvladt kdyz jsouiadky

nesteji dlouhé. Dynamickym jidavanim sloupk urgitych radki se nesmi porusit chod algoritmu.

Bude tedy nutné najit takovy datovy typ, ktery bpde naSe €ely vhodny.
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9 Implementace

Programovaci jazyk C#
» objektow orientovany jazyk odvozeny z jazyka C++, nicth@odporuje vSechny konstrukce
proceduralniho jazyka
e byly eliminovany nebezgaé rysy jazyka C/C++ (ukazateléfrippé adresovani patti,
doplréna typova kontrola pro&mnych)
* byla doplrgna automaticka sprava péatin(garbage collection)

e je postaven nad platformou .NET d@Ze vyuZivat jeji bohatou knihovnu funkci

Platforma .NET

Jazyk C# je postaveny na platfagrmNET [9], coZ mu sice imaSi mnoho vyhod, na druhé stan
pottebuje pro vyvoj i spou&hi preloZenych prografm mit tuto platformu nainstalovanou j&st
pies MS Windows. Proto jégba mit k dispozici tato baleni platformy .NET :

- MS NET Framework verze 1:ljako runtime na pdtace, na kterych paiZi vytvorené a
pieloZzené programy v C#. Batik ma velikost ca 23MB a jeigtupny ke staZeniigs SluZzbu Stazeni
softwaru spolénosti Microsoft pod ozn#nim "Baltek k ogtovné distribuci rozhrani Microsoft®
.NET Framework verze 1.1".

-NET Framework SDKjako zéaklad vyvojového prasdi na poitati, na kterém budou
programy vyvijeny. Batiek ma velikost ca 128MB a jeiptupny ke staZenii@s Microsoft .NET
Framework Developer Centerna tomto vyvojovém piitadi je tieba mit pedem nainstalovany jiz
zmirény - MS NET Framework verze 1.1.

SDK obsahuje pouz#gadkové programy proipklad, takZze je dobré pouZzit produkgjiho
nastroje. VyuZzil jsem vyvojové prdedi Microsoft Visual Studio 200&teré je pro studenty VUT

zdarma k dispozici).

Prace s databazi

ADO.NET

“Je potebné pistupovat k daim uloZzenym v diakém datovém zdroji, kterydasto byva relani
databazovy systém, ale mohou to byt i jiné. Cesjalk,k ¥mto datm pfistupovat, je v prosedi
.NET jeho sogast, nebo jinymi slovy komponenta, ADO.NET. Tatmganenta je naslednikem
technologie spolsosti Microsoft s ndzvem ADO. Oproti této verzer&tbyla ufena pro préci

z ngfizeného kbdu, byla velkést architektury pistupu k daim pepracovana a nyni je jeji hlavni
vyuziti z kodufizeného. Oproti starSimu ADO je jiz technologieQARET mimo jiné fpravena

na pouZziti v odpojenych aplikacich (budereg®no niZze) a také na nasazeni ve vicevrstvych

aplikacich, které jsou v dnesni d@olmasledniky aplikaci s architekturou klient-servéednou
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z dalSich dlezitych vlastnosti komponenty ADO.NET je, Ze jénéstandardizovanym igobem
pristupovat k daim v riznych datovych zdrojich.:Meme tedyici, Ze ADO.NET je soubor tygt-id,
rozhranni, vyta...), které nizeme pouzit pro/fstup k daim v riznych datovych zdrojich z aplikaci
pro .NET framework. Typy spojené s komponentou NBOD.(obr. 9.1) se nachézeji ve jmennych
prostorech roz$ujici jmenny prostor System.Data (System.Data.ComrB8gstem.Data.SqlClient,
System.Data.Odbc apod.)10]

Pouziti fiznych datovych zdréj

Moznost gistupu k daim v riznych datovych zdrojich je v technologii ADO.NETO[1zajiS€na tak,
Ze jsou pedepsana ditd rozhrani [DbConnection, IDbCommand, IDataReader, IDataAdapte
apod.). Tato rozhraniiedepisuji funknost, kterou musi sfbvat jednotlivi zprogedkovatelé
piistupu ke konkrétnimu datovému zdroji, prejzn je zprostedkovatel implementovan. Tito
zprostedkovatelé jsou oficiath nazyvani ADO.NET data providers. PouZitiniispupu pomoci
rozhrani je dosaZzeno toho, Ze je mozné pséat takddy ktery bude fungovat pro jakykoli datovy
zdroj. To znamend, Ze pokud se émin datovy zdroj naSi aplikace (ffapdatabdze MS SQL
na databazi Oracle) a naSe aplikace je napsanaAtipo gistupu es zmigna obecna rozhrani
ADO.NET, chod aplikacetstane stejny. Zakladni knihovnigdt .NET frameworku obsahujekolik
zékladnich ADO.NET data providerkteré obsahujiidy implementujici vySe zména rozhrani, a to

pro nasledujici konkrétni datové zdroje:

» Databaze Microsoft SQL Server (7.0 nebo vySsi) enny prostoSystem.Data.SqIClient
» ODBC datové zdroje — jmenny pros®ystem.Data.Odbc
e OLE DB datové zdroje — jmenny prosteystem.Data.OleDb

» Databaze Oracle — jmenny prosBystem.Data.Oracle
Ja pouzivam ve své implementaci ODBC datovy zdrgdy jmenny prostor
Systém.Data.Odbd/zhledem k tomu, Ze aplikaci bylo nutno zkousetrijaké konkrétni databazi,

nainstaloval jsem si MySQL ODBC Provider (mysql-nentor-odbc-3.51.12).

Online a offline aplikace

»Ke komunikaci aplikace séjakym datovym zdrojem ibeme pouZit dva scéapro pistup
k datim, a to scénd kdy je aplikace takzvérpripojena k datovému zdroji (online), nebo naopak je
od datového zdrojest8inucasu odpojena (offline). Komponenta ADO.NET je rawvaztak, aby bylo

mozné ji pouZzit v oboddhto scénéich a ja také oba scéngéve své implementaci pebu;ji.‘ [10]
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Fo————

Managead clients

: OLE DB .NET [ .NET SQL Server Oracle .NET ODBC .NET Data :
| | Data Provider Data Provider Data Provider Provider |
| CleDbConnection SglConnection CracleConnaction QDECConnection |
| CleDbCommand SqlCommand OracleCommand ODBCCommand |
I || OleDbDatatdapter Sl Databdaptar OracleDataddapter | || | ODBCDataAdapter | | |
| OleDbDataReadar SglDataReader OraclkaDataReader ODBCDalaReader :
" |
Oracle call inerfaca |
Unamanaged clients
[<Tw' Orada 8
OLE DB OLE DB Provider pro ODBC Driver
Provider OB (e Manager
Microsoit Jet | [OLE DB Provider pro S@L | [ OLE DB Provider pro | MS Accesyl MS ODEESS| ooy savll
OLEDE 4.0 Sarver (SCLOLEDE) Orada (MSDADRA) Drivar pro Crachs

(o [

= = =

Obr. 9.1 Komponenta ADO.NET [15]

Online aplikace

Tento typ aplikace ma vzdyipmanipulaci se souvisejicim datovym zdrojem aktipifipojeni [10].
To je vhodné v fipadech, kdy péebujeme fistupovat k datm, ktera jsowasto nénéna. Na druhou
stranu to mZe pgedstavovat nevyhodu v podblzvySené komunikace mezi apléd vrstvou a
vrstvou datovou (tedy mezi aplikaci a tisfad databéazi). V ifpact ADO.NET jsou tyto scéra
feSeny pomoci kombinace jednotlivych implementacihrani IDbConnection, IDbCommand
(v ptipadt potreby v souvislosti s implementaci rozhrdbbParametey a|IDataReadepro konkrétni

datovy zdroj.

Offline aplikace
Druhym zmisobem je pouZiti odpojeného datového zdroje. V dopitpact jsou data z tohoto

datového zdroje ziskadna do aplikace a poté je spgedatovym zdrojem ukéano. Od chvile
odpojeni od datového zdroje aplikace manipulujprazem ziskanych dat, ktery je uloZen v pam

Po dokoreni potebnych modifikaci dat na Urovni apld logiky je ot vytvoreno aktivni spojeni
k datovému zdroji, zjighy rozdily mezi daty z aplikace a daty v datovémojda poté jsou tyto
rozdily promitnuty do fislusného datového zdroje. Technologie ADO.NET ma foto reSeni

vybornou podporu, a to v podbliidy DataSet(obr. 9.2), kterd fedstavuje onen obraz ziskanych
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dat v paniti. Instance této fidy je naplgna daty pomoci konkrétni implementace rozhrani
IDataAdapter ktery vyuziva implementace rozhrdiibConnectiona IDbCommand K tomu, aby
mohl DataSetvystupovat jako nahrazka databaze, disponuje scstmi uchovavat obrazy jedné
nebo vice tabulek. Je mozné pro jednotlivé tabdifnovat izn4 omezeni (constraints), nebo také
razné relace mezi jednotlivymi tabulkamDataSety coz ve vysledkuinasi opravdu velmi dobrou
podporu pro vytvieni obrazu databaze pro praci offline. Narozdiiroglementace online aplikaci
v ADO.NET, kde se prdéteni dat z datového zdroje pouzivaly implementazbnanilDataReadey

pii jejichZ pouzivani je mozné&st data pouze jednim gnem, je v pipact vyuZiti #idy DataSeta

s nim spojenychiid mozZnatist data bez jakychkoli takovychto omezeni.

,OvSem fi implementaci fistupu k datm pouZzitim fidy DataSet nejsme omezeni pouze
nacteni dat, ale je mozné s daty provtidzmeny, které jsou nasledrpsi pripojeni k datovému zdroji
do regj promitnuty. Také na rozdil odfise probiraného fipojeného scén@ je mozné, aby DataSet
obsahoval reprezentaci dat zZznych datovych zdmj tedy Ze &aké tabulky budou z jednoho
datového zdroje a dalSi tabulky zase z jiného ddtovzdroje. K reprezentaci databazové tabulky
vinstanci fidy DataSet slouzifida DataTable (obr. 9.3), jejiz instance se nacliazekolekci
DataTableCollection, fedstavovanou vlastnosti Tables daného DataSetwjddeni relaci mezi
objekty typu DataTable je k dispozi¢ida DataRelation a jeji instance jsou obsazenylekad typu
DataRelationCollection, kterého je vlastnost Relasi fidy DataSet [10]

|DataSet |

DataRelationCollection

DataTableCollection
I—|Darl3Table |

|DataRowCollection i

DataRow |

- DataView |

‘IChiIdRelaticns i

‘|Paren tRelations i
‘|Con5traints i
IDataColumnCollection I

ExtendedProperties H I.|Dal3Culumn |

—PrimaryKey |

I“]ExtendEdPrﬂper‘ties I
Obr. 9.2 Schéma objektu DataSet [10]
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Tabulka ze zdroje je tedy v pétnreprezentovana objekty typDataTable Stejré jako
v databazi, tak i reprezentace tabulky v padabjektu DataTable obsahuje sloupcetznych
datovych tyj. Jednotlivé sloupce jsou reprezentovany objekpy DataColumn Tyto reprezentace
sloupd jsou obsaZeny v kolekdéataColumnCollectionTuto kolekci mé kazdy objeHdataTable
ptistupnou skrze svou vlastno€olumns Tak jako sloupce jsou i jednotlivadky v tabulce,
piedstavujici zdznamy, reprezentovany objekty. Tyifeldy jsou typuDataRowa nachazeji se
v kolekciDataRowCollectionptistupnou pomoci vlastnogtiowsobjektuDataTable

DataColumn

DataTable DataRow

DataRelation Constraints

Obr. 9.3 Schéma objektu DataTable [10]

Ulohu prostednika mezi objekterDataSeta vlastnim datovym zdrojem maji instanéie t
implementujicich rozhraridataAdapter(obr. 9.4). Toto rozhrani je stgjfjako napiklad v pipad
rozhrani IDbConnection implementovdno na udrovni jednotlivych ADO.NET dapaovidei a
umo#iuje naplnitDataSetdaty z datoveého zdroje a také promitnoutyn které se provedly s daty
v objektu DataSet zpét do datového zdroje. Konkrétni implementace tyRataAdapter ma
asociované spojeni k datovému zdroji a toto spojgaziva k ziskavandi apraw dat. To, jaka data
jsou ziskana nebo jaky zaznam felan/upraven/odebran, je dano definici jednotlivptikazi, které

jsou gredstavovany typetbbCommand
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DataSet

DataAdapter
| SelectCommand ||Updatn{2nmrnand|| InsertCommand |l DeleteCommand |

3= § I 1

Command | Command || Command | Command
A e ar s
Connection

Database

Obr. 9.4 Funkce datového adaptéru [10]

Nacteni dat

Nekteré Udaje pozii vklddané do databaze jsoucitany gimo v piibehu kehu aplikace, ékteré je
ovSem nutno nAst ze souboru. Jsou to jednotlivé nazvy viaoekjejich fragmenty. Vzhledem

k tomu, Ze jsou data tabulkového formatu, vyskysejivyhrads ve formatu Microsoft Office Excel
(*.xIs). Je dilezZité najit cestu, jak data tohoto formatwisado naSi aplikace. Zvolil jsem format
XML (Extensible Markup Language) pro jeho univenzit a jasnou strukturu, ze které se daji data
kongnym automatem zpracovat. Microsoft Office Excelglisahuje utilitu na uloZzeni zobrazenych
dat ve formatu XML.

Zobrazeni dat

Velmi daleZitou ¢asti implementace je i®Sit, jak budou data z databaze (potazmbDataSeti
zobrazena. K tomutocél jsem uZilDataGridView ,Ovladaci prvek DataGrid, ktery je k dispozici
od prvni verze platformy .NET, byl sice famk ale neumoioval mimo jiné zobrazit obraziy
rozeviraci ovladaci prvky nebo uzamknout sloupce. platforne 2.0 a vySe je k dispozici
DataGridView, kteryeSi mnoho nedostatkpivodniho ovladaciho prvKu[11l] Je ovSem nutné
vyporadat se se skuteosti, Ze pdet sloupé této komponenty je omezen. Vyhledal jsem na foru
spolenosti Microsoft, Ze neoptimalizovali tuto komponenpro vice nez 100 sloufoc DalSim
hledanim a zkouSenim v aplikaci jsem zjistil, ZeximeIni podporovany pt sloupé komponenty
DataGridView je 750, ficemz zobrazeni nemugidreé fungovat pro vice nez 300 sloupd’roto

s tim v implementaci aplikace musimejtat a dovolit zobrazeni pouze 300 sloiupc
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Prace s matici

Matice neniZe byt tvdena staticky, jelikoZ je nutné do ni prvky vkladat ni odebirat v gib¢hu
vypocti. Datovy typ dvojrozrrné pole je tedy nevyhovujici. VyuZil jsem nabizemyypi v C# a
naimplementoval jsem matici jako seznam seZpaphesrEji List ArrayListi. ArrayList vychazi
z datového typlArray (pole), ale ma dynamicky charakter, takze poskytuptody pro vkladani a
mazani prvik na jakékoli pozici. Navic mérrayList Uzkou vazbu s komponent@ataGridView
takZze z matice mohou bytipravena jednoduseji k zobrazeni. Je tu ovSem @nolde zobrazenim
spravnych hodnot (typ) dat v objektu DataGridView.Mistoetézai definovanych v poli se viice
zobrazi délkadchto retezai. Je to zpsobeno tim, Ze/ppouZiti pole jako zdroje dat pro ovladaci
prvek typu DataGridView iAvka vyhleda prvni vejnou vlastnost objektu — v naSerppd® pole — a
zobrazi mistofetezcové hodnoty tuto ¥&nou vlastnost. Jeden zeugphi, jak vyeSit problém
zobrazenietezai v DataGridView, spdiva ve vytveéeni obalovérdidy.” [11] Upravil jsem obalovou

téidu z CodeProject [12], ktera unmiage spravné zobrazeni 2-dimenzionalniho pole.

Vysledky

Po provedeni vSech pebnych krok a ziskani matice podobnosti je dosaZeno cile. ddati
podobnosti se uklada do souboru *.dis (distancerixyate formatu pipraveném pro zpracovani
programem Syntax 2000. ZvaZzena byla moZnost zdbvgsledné dendrogramyi scattergramy
piimo v aplikaci, ale kii nedostupnosti knihoven a préstiki zdarma byla tato moznost zamitnuta.
Nekterymi z produki, které nabizeji knihovny pro zobrazeni dendrogranscattergrafh jsou balik
IMSL od Visual Numerics[13] a ArcGIS od ESRI[14].
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10 Testy

V tétocasti ukadzeme, jaké vysledky aplikace vyhodnotilatza¢ zadany rozsahipsnosti (tolerance
blizkosti) a fizné koeficienty. Testy samotného chovani aplikede zebudou zapsény, chovani

aplikace je popsano v uzivatelskérpece.

Budeme vychazet ze souborétipdruhi, které jsou v databazi uloZzeny (jsou c@atay jako:
A, M, O, S aV). Kazdy z druhbyl rozkapaniemi barvami — B, G a Y. Do databaze jsou igodu
nateny fragmenty Kk jednotlivym drdim. Soubory XML se vzorky obsahujici fragmenty
k jednotlivym drulim (rozkapanymi jednotlivymi barvami) jsou dodavapol&né s aplikaci jako

testovaci data (zde u jednotlivych teseuvadny vzhledem k rozsahlosti dat) na CD.

Test 1:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Jaccard; Rykresleni uzita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrogram

LTl

=a
)—’_‘
|
I

15 4 6 23528223024272629023 161721 1820 4041444245474846433133 39363835 3 ©1334101132371419 71512 &
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Test 2:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Srenserg Pykresleni uzita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrogram

Digsimilarity

=
=3
s
=
£
=)
%
=1
i
=)
[}
i
[}
|
b
3,
[}

6132016172118204041 44424547484643313330363835 3 01354101132571410 71512 &

Test 3:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Euklidovskro vykresleni uzita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrozram

[igsimilarity

- L
I

M

s

52 3 B12151011143732 71034 4 £3825433515323202818 §20315333036461721223026272416 40414445474842
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Test 4:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y
Tolerance blizkosti: 1.0; Koeficient: Jaccard; Ry&resleni uzZita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrogram

Dissimilarity

156 2 428313339363835161721182022262427302923254041 444245474846 0 13101134433712141932 3157 8

Test 5:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y

Tolerance blizkosti: 1.0; Koeficient: Sérensen; Pykresleni uZita metoda: Single Linkage

Tree diagram

Dendrogram

0.85

03

0.75

071 .
I

0.651 J I

06 |

0.559

=
n

O;‘
= &

[issimilarity

0.35 ]
0.3
0.25
0.2
0.154
0.1
0,05

5 6 161721182226242730202325 4041 44424748 4546204331 353036353812141032 01334 428 21011373157 &




Test 6:
Srovnani:S:Y V.Y

Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Euklidovsiro vykresleni uzZita metoda: Single Linkage

Tree diagram

Dendrogram
I
6_
j_
=
Z 41
&
E
o2
2.
l_
Lk 1 4 6 B 11 2 10 I 1 18 1 1 14

Test 6:
Srovnani: A: B,G,Y M:B,G,Y O:B,G,Y S:B,G,Y :\B,G,Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Jaccard; Rykresleni uzita metoda: UPGMA

Tree diagram

[issimilarity
=
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11 Zavér

Ve vySe uvedenych kapitolach jsme se postiggznamili s genovym inZzenyrstvim, makromolekulou
DNA, metodami pro purifikaci a separaci nukleovykyselin, enzymy pouzivanymi k Gpravam
téchto kyselin a amplifikaci. Zabyvali jsme se takéretickoucasti shlukové a gradientové analyzy
véetrg koeficienti statistickych metod, existujicimi nastroji proaubblast, navrhli jsme vlastni
aplikaci a naimplementovali jsme ji v objektovénogmramovacim ndastroji Microsoft Visual Studio
2005. V pgedposledni kapitole jsme si ukazaly vybrané testgré byly zkonzultovany se
zadavatelem projektu Mgr. FrantiSkem ZedkemriroEowdecké fakulty Masarykovy university
Brno. Aplikace byla zadavatelem vyhodnocena jak@$rsa. Byl projednan dalSi mozny vyvoj, a to
zejména moznost vytvid aplikaci jako webovou. TaktéZz by bylo vhodné,yaplikace unila

zobrazit vysledné dendrogramy a scattergramy.
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Priloha | — Uzivatelska Firu ¢ka

Uvod

Tento program byl vytv@n jako sodast diplomové prace. Jedna se o aplikaci srovr@dwdijiné
druhy rostlin. Fje se tak na zakl&dvzorki jednotlivych druli uloZenych v databazi. UZivatel ma

moznost nové vzorky do databaze uloZzit i z ni vijbyrakteré chce srovnat.

Instalace potebnych sowkasti

Aplikace je vytvdena na platforg .NET, tudiZ je ke spravné funkci programuipbf nainstalovat
Microsoft .NET Framework verze 20 vy3Si Je volg ke staZzeni na internetu (fégad primo
na strankach firmy Microsoft). Framework nefdlta instalovat, pokud jste si jiZide nainstalovali
.NET Framework SDKi Microsoft Visual Studio .NET

K databazi bude aplikacefigtupovat pes rozhrani ODBC. Paba je tedy nainstalovat
ODBC driver (ovlad&). InstalaceODBC driveru pro gistup k databazinMySQL Serveruje

dodavana spote¢ s touto aplikaci naijozeném CD.

Prace s programem

Po Uspsné instalaci péeébnych sotasti systému sptie pro start programu soubor ,Botanic.exe".
Aplikace spusti phlaSovaci formul kde je nutné vyplnit login, heslo a adresu datalého
serveru.

Po zadani fthlaSovacich udéj se aplikace ihned zkusi spojit s databazi aipegk, Ze se
nepoddilo spojeni navazat, objevi se napis varujici, geepodilo piipojit k databazi a je nutno
zadat pihlaSovaci Udaje znovu.

Pokud se pod#do spojeni s databazi navazat, zobrazi se hlaknd @aplikace obsahujici
tabulku s dostupnymi druhy v databazi. Jsou plafekhna tléitka a aplikace jefpravena na dalsi
akci (obr. 3.1).

Menu aplikace obsahuje pouzeédpolozky. V poloZzceNapowda je dostupna volba

O aplikacia v poloZceéAplikacevolbou Konecse program ukati.
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k4 Botanicka plikace |Z|[E|rz]
!“ e Iﬁ ’E i. o

i ybér Dinuh Komentar Enzym Enzym2 P Bdenzel P Bxenze?
= komentar_A EcoRl EcoR A
F M komentar_M EcoRl EcoRlI A
Fl Q komentar_O EcoRl EcoRl A
F 5 komertar k druhu... | EcoRI EcoRl A
| W komentar k druhu.. | BcoRl EcoRl A

L Srovnani ] l_ Nowy druh J [N‘Wé vzoﬂ{:_,'J

Obr. 3.1 Hlavni okno aplikace pdgilplaSeni

Pridani nového druhu

Jestlize uzivatel spusti dtko Novy druh otewe se formulé(obr. 3.2) pro zadani jednotlivych Gdaj
o novém druhu. Jde o nazev druhu, komgnté@lbu dvou enzyin zadani extenzi v preselekci
i v selekci. Potvrzenifdani nového druhu seijé tlacitkem Pridat druh Tlatitkem StornozruSime

zadavani druhu.

Pridani novych vzorki

Po spudni tlatitka Nové vzorkyse oteve novy prazdny formutés platnym tlaitkem Nacist vzorky
Po spudni tlatitka Nacist vzorkyje umozrno uzivateli vybrat soubor ve formatu XML, ve které
maji byt vzorky uloZzeny. Po spravnémitemi vzorki ze souboru formatu XML se zneplatnicttho
Nacist vzorkya na formulé se objevi moznost/olba druhua Volba barvyspol&né s tlatitkem
Pridat (obr. 3.3). Zvolime tedy druh a barvu, zkontrotoge n&tend data (ndzev vzorku v prvnim
sloupci nasledovany délkami fragméng ostatnich sloupcich) a potvrdime zgmym tlatitkem
Pridat. Po této akci se nahraji nova data do databéeugiipravena k pouZiti.
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k4 Pridani nového druhu

Druh Ovata |

Komentd® | Komentar k druhu Ovata

Enzym1 | Msell v |

ez |G
P extenze 1

Seuenze 1 (A
S extenze 2 Stomo

Obr. 3.2 Ridani nového druhu

k4 Pridani vzorkii do databaze

e |3 (2 [3F |4 |5 |6 [F |8 |5 |0 B

443 (6338 (6528 |6B99 |9644 |10191 10527 15969

A51  [6869 [6922 |7000 (7296 |7874 (8041 8104 (8209 |8303 |8430

A5z |65.18 |69.11 |69.87 |7309 |80.33 |80.87 |84.09 |8479 |9178 |9571 -
a53 [5521 (5725 |94 |7205 |7308 (8008 8423 | 16415 |200.31 42790
61 [5327 |5681 6432 (8349 |13279 19728 |

A62  [5514 (6518 |7302 (8218 |10169 |14726 |15595 16410 28611 31513

:I'I..I'_"'.l iI'_‘J".Tl: i CR RA i.l'_‘.l'_""'l-ﬂ | oG o i.I'_‘i:l.llll: | R S b | i7':ln|:| | 77 RC il:lnl:l..ﬂ El.Zl"}"'}I:l-‘_,
£ hlf | >|
Voba druru S ~
Yolba barwy |.J.:.e ?| [ Pridat ] [ Cancel ]

Obr. 3.3 Ridani vzorki do databaze



Srovnani vzorkua

Pro srovnani vzork druhi musi uZivatel ozridt v hlavnim okr druhy, které chce srovnavat. Pak
spusti tl&itkem Srovnaninové okno, kde se mu zobrazi ozw@é druhy navic s jimifsluSejicimi
barvami, kterymi byly rozkapany a jejichZz vzorkyoys zadany v databazi (obr. 3.4). Tam tedy
uzivatel ozndi, které vzorky bude chtit srovnavat, a potvrdiitklem Srovnani Objevi se nové okno

S neupravenou matici tkenou jednotlivymi vzorky (skladajici se z fragmenobr. 3.5). UZivatel
zada toleranci blizkosti fragmént tlatitkem DalSi (coz zndi dalSi krok) pejde okno do stavu
zobrazeni upravené matice (obr. 3.6). Implicije nastavena tolerance blizkosti 0.65. DalSim
pouzitim tl&itka DalSi se provede Uprava upravené matice na matitbmpnosti a nefftomnosti
fragmenti (obr. 3.7). Nyni Ize zvolit koeficient podobnosgtiepodobnosti). Implicith je zvoleny
Jaccardv koeficient. Ogtovnym pouzitim tlaitka DalSi se vyp@ita a zobrazi matice podobnosti,
coz je vysledek (obr. 3.8). V této chvili je dopteno pouzitim tléitka Ulozit vyslednou matici
ulozit na disk, odkud bude moci byt koeficient viaronagiklad programem Syntax 2000 a zobrazen
vysledek formou grafu rozptyleni. \figéjSich krocich Upravy matice Ize matici sarf@a také

ukladat. Vzdy je taktézifiomné tl&itko Stornopro zruSeni dané akce.

P Vybér pro srovnani

Srovnani

Obr. 3.4 Vykér druhi a barev pro srovnani
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ﬂ Neupravena matice

» BBl 5766 (6595 |ssea [7355 [7a25 [7526 |7909 [e761 [8845 |1065
'S12 |5248 |5531 |57.15 6573 |6659 |7318 |74.16 7891 |8111 (8188 |86.24
513 |5583 |6677 |7351 |7431 |7905 (8131 (8224 8627 (9279 (9546 |97.09
R R
522 [5254 |5756 |5875 (6042 (6516 |6662 7343 |7455 |7902 8217 856
523 (6043 |6595 |6668 |79.04 (8228 |87.85 |100.61 |108.62 |109.33 | 14656 | 1618
's31  |5258 (7901 |8231 |10496 |16174 (45896 (0 |0 |o |0 |0
532 [575¢ [659 [6654¢ |7348 |7464 |7909 (812 8619 (8784 (8843 9273
533 [5576 |5758 |6261 (6584 |6648 |7333 7415 |7895 |8073 (8214 (8556
V11 |5575 [57.18 |58.09 |58.81 |59.78 |6162 |626 |6669 |6943 |722 | 7459
Vi3 |s582 (5715 |58.82 |6167 |6252 |6673 |7561 |73.11 |80.13 |8141 |8855
V21 [s181 [s579 [5722 [sess [se92 [6275 [es8 |e9m1 |72 (M7 (7909w

< | 5

Tolerance blizkosti | [ Mex | [ cancel |

[ e (28 e A S s =R @ e (dHee 9

Obr. 3.5 Neupravena matice

P Upravena matice

L [ |2 |3 |4 |5 |& |7 & |98 [ |- »
> 0 0 5583 |0 5766 |0 0 0 0 0 0

s12 |0 5248 5531 |0 57.15 |0 0 0 0 0 0

513 |0 0 5583 |0 0 0 0 0 0 0 0

s21 |0 0 0 0 0 0 0 6037 |0 0 0

s2 |0 5254 |0 0 5756 |0 5375 |60.42 |0 0 0

s23 |0 0 0 0 0 0 0 0 5043 |0 0

531 |0 5258 |0 0 0 0 0 0 0 0 0

532 |0 0 0 0 5754 |0 0 0 0 0 0

513 |0 0 5576 |0 5758 |0 0 0 0 0 52,61

vil o 0 5575 |0 5718 5809 |5881 (5978 |0 6162 |626
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Obr. 3.6 Upravena matice
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& d Matice pritomnosti a nepiitomnosti fragmentu
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Obr. 3.7 Matice fitomnosti a nefitomnosti fragmerit
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Obr. 3.8 Matice podobnosti
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