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Abstrakt

Tato prace ma nékolik cili. Jednim z nich je sezndmit s problematikou genového inZenyrstvi,
zejména pak s fragmentaci DNA, makromolekulou DNA, metodami pro purifikaci a separaci
nukleovych kyselin, enzymy pouZivanymi k dpravam té€chto kyselin, amplifikaci a také seznamit se
shlukovou a gradientovou analyzou. Dal§im cilem je pak prostudovat existujici ndstroj a srovnat ho
s navrhem vlastni aplikace, coZ si klade jako cil tfeti. S navrhem tzce souvisi posledni z cilu. Je jim
samotnd implementace a zdpis, jak byla aplikace otestovdna s redlnymi daty. Ziskané vysledky budou

diskutovény, stejn¢ jako moZnosti dalsiho rozsifeni.
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PCoA, ADO.NET, DataSet.

Abstract

This master’s thesis has a few objectives. One of them is to acquaint with the problems of genome
engineering, especially with fragmentation of DNA, the macromolecule DNA, the methods for
purification and separation of the nucleic acids, the enzymes used for modification of these acids,
amplification and get to know with cluster and gradient analysis as well. The next aim is to peruse the
existed application and compare it to the layout of the proposed application, that is the third aim. The
last one from the objectives is the implementation and the report how was the application tested by

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

Genové inZenyrstvi je jednou z velmi zajimavych oblasti lidského badadni. Jako kaZda jind védni
disciplina se neobejde bez pouziti pocitaCovych aplikaci, které ji pomdhaji najit feSeni rtznych
vypocetnich problémii. Jde predevsim o ziskdvani a analyzu genomickych dat, coZ jsou v naSem
pripad¢€ sekvence nukleovych kyselin (mohly by to byt sekvence bilkovin apod.), uklddéni, praktické
uchovavéni a grafické zobrazeni téchto dat.

V nésledujicich kapitolach se budeme soustredit na elektrolyzu a amplifikaci nukleovych
kyselin, manipulaci s nukleovymi kyselinami, shlukovou a gradientovou analyzu, existujici néstroje,
zanalyzovani a navrZeni aplikace poskytujici feSeni ncékterych vybranych numerickych metod, jeji
implementaci a testy.

V prvni kapitole se sezndmime s makromolekulou DNA, kterd je nositelkou genetické
informace vSech bunéénych organismii. Obecné si DNA popiSeme, podivime se na jeji strukturu,
vlastnosti, vyznam a jeji ziskdvani z organismu.

Druh4 kapitola popisuje elektroforézu, kterd patfi v molekuldrni biologii k nejpouZivanéj$im
separa¢nim technikdm pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Zejména puijde o gelovou
elektroforézu.

Treti kapitola poddva popis manipulace s nukleovymi kyselinami. Jsou zde zminény enzymy,
které se pouZivaji k ipravdm nukleovych kyselin. Rozdélime si enzymy podle substritové specifity a
podle typu reakci.

Dalsi kapitola rozebere vyznam polymerdzové retézové reakce (PCR), kterd zastupuje
nejvyznamnéji amplifikaci nukleovych kyselin.

V paté kapitole si ukdZeme shlukovou a gradientovou analyzu, koeficienty statistickych
metod, dle kterych se vyhodnocuji miry podobnosti zZivo¢iSnych druhd, ¢i nejzakladngjsi
aglomerativni algoritmy.

Dalsi kapitola uvede existujici pocitaCové ndstroje pouZivané pii zkoumanych metodach. Jde
pfedevsim o program Syntax, jenZ ma v oblasti genového inZenyrstvi hojné uplatnéni.

V sedmé kapitole zanalyzujeme a navrhneme desktopovou aplikaci, kterd bude poskytovat
feSeni t¢ch numerickych metod, které jsou pro nds vyznamné.

Osméd kapitola pojedndvd o samotné implementaci. Je zde obsaZeno, v jakém prostedi byla
aplikace vytvorena a za pomoci jakych ndstroju a technik. V této souvislosti budou ¢tenafi priblizeny
hlavni pojmy spojené s vytvafenim desktopovych aplikaci pracujicich s databdzovymi daty.

Devata kapitola uvadi vybrané testy. Tyto testy vérn¢ simuluji redlné prostfedi a béZn4 data,
kterd budou botaniky pouZivéna.

V zévéru price shrneme doposud prostudovanou problematiku a nastinime dal$i moZny vyvoj

aplikace.



2 DNA

Celou tuto kapitolu budeme vénovat DNA. Objasnime si pojem DNA, kde se s nim miZeme setkat,
ddle si popiSeme strukturu DNA, jeji vlastnosti a vyznam. Na z4vér kapitoly si vysvétlime, jak se

ziskava DNA z organismd.

2.1  Obecny popis DNA

DNA [1] je nositelkou genetické informace vSech organismil. Je pro Zivot nezbytnou latkou, ktera
ve své struktufe kdduje program Zivota. Jsou zde kédovany pldny pro syntézu nukleovych kyselin a
kompletné vlastnosti celého organismu.

~Mezi jedinci jednoho Zivocisného Ci rostlinného druhu nalezneme v DNA sekvenci rozdily.
Na druhou stranu prakticky vSechny buriky, bez ohledu na to, 7 jaké cdsti organismu pochdzeji, nesou
tiplnou dédicnou informaci pro vyvoj celého organismu — vSechny maji stejnou DNA. Nicméné jen
urcitd cdst této informace je v konkrétni burice realizovdna. Tim se od sebe buriiky navzdjem
v pritbéhu ristu diferencuji. Bunky lidského téla tak tvori riizné tkdné, napriklad jdtra, kizi, svaly
apod. Pro kaZdou konkrétni buiiku je DNA urcitou kucharkou, podle niZ realizuje sviij specificky
program.“[1, str.12]

DNA f1idi a udrzuje pfi Zivoté cely organismus vyddvanim pokyni buiice pro vytvafeni
zakladnich molekul bilkovin. Bilkoviny maji velmi riznorodé vlastnosti a funkce. Zmifime napf.
bilkoviny stavebni (kosti, svaly) nebo regulaéni (enzymy). Usek sekvence DNA [1] pro kédovani
jedné bilkoviny se nazyva gen. Kazdy gen miZe mit jednu nebo nékolik forem - alel.
U prokaryotnich organismu (bakterie) se genetickd informace nachazi na tzv. prokaryotnim

chromozomu a v plazmidech.

2.2 Struktura DNA

»DNA je biologickd makromolekula sklddajici se ze dvou dlouhych Fetézcii zkroucenych do dvojité
Sroubovice tvorici krouceny Zebvik (obr. 2.1). V kazZdém 7etézci se stridd pétiuhlikovy cukr
deoxyriboza se zbytkem kyseliny fosforecné (tzv. fosfdatem). Na deoxyribozu je zvnitini strany
dvojsroubovice pripojena heterocyklickd sloucenina, tzv. bdze. Na misté bdze se mohou v DNA
vyskytnout Ctyri riizné heterocyklické slouceniny. Dvé z nich jsou odvozeny od struktury purinu a dvé
od struktury pyrimidinu. Mezi purinové bdze pat¥i Adenin (A) a Guanin (G), mezi pyrimidinové patii

Tymim (T) a Cytosin (C). Bdze do sebe specificky zapadaji a tvoii tak vazebné pdry, které p¥i sobé



drzi pomoci vodikovych miistkit a spojuji tak oba fFetézce molekuly DNA do dvojsroubovice.*

[1, str.12]

1 tum = 10 base pairs = 3.4 nanometers
minor groove

major groove

Obr. 2.1 Dvojsroubovice DNA [3]

Dvojietézcovd struktura [1] DNA je vyhodnd pro uchovini genetické informace a lépe
odoldva vnéj$Simu poSkozeni. Genetickd informace je v DNA zapsdna v poradi bdzi. Tyto baze se
mohou pojit pouze nasledujicim zptisobem: A se poji s T a C se poji s G (obr. 2.2).

~Irojice deoxyriboza + zbytek kyseliny fosforecné + bdze, tzv. nukleotid, tvori zdkladni
stavebni jednotku (monomer) molekuly DNA. ProtoZe na misté bdze se mohou vyskytovat ctyri riizné
molekuly, odvozujeme pro nukleotid ctyvi riizné ndzvy podle obsaZené bdze: deoxyadenosinfosfit,
deoxytymidinfosfat, deoxyguanosinfosfdt a deoxycytidinfosfdat. Pokud z trojice ldtek, ze kterych je
sloZen nukleotid, odebereme zbytek kyseliny fosforecné, dostaneme tzv. nukleosid.

Pro zopakovdni jesté uvedme, Ze hibet dvojsroubovice je tedy tvoren cukrem a fosfdtem a
vnitfek nukleovou kyselinou (nukleovymi bdzemi).

- Bdze: adenin (A), tymin (T), guanin (G), cytosin (C)
- Nukleosid: bdaze + cukr (deoxyribosa)

- Nukleotid: bdze + cukr + zbytek kyseliny fosforecné“ [1, str.13]
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Obr. 2.2 Vazby mezi bidzemi [3]

V nukleotidu m4 kazdy atom své &islo. Uhlik v cukerné sloZce, na némzZ je navdzin zbytek
kyseliny fosforecné, mé ¢islo 57, uhlik, na némz je navdzdna skupina OH, m4 cislo 3°. Kazdé vldkno,
fet¢zec, ma podle konvence 3’-hydroxylovy a 5’-fosfitovy konec. V dvojSroubovici maji vldkna
opacny smér, tj. jedno vlakno je orientovdno z konce 3” ke konci 5 a druhé vldkno z konce 5°
ke konci 3”. Ob¢ vldkna ve dvojSroubovici DNA jsou tedy vii¢i sobé komplementarni, ale také opacné

orientovana (obr. 2.3).
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Obr. 2.3 Chemicka struktura DNA [3]

~Podivame-li se pozorné na schéma dvojietézové molekuly DNA, miiZeme si vSimnout, Ze
deoxyribozy jsou v protéjsich fetézcich orientovdny opacnymi sméry. Sméiuje-li v hornim 7etézci

kyslik ve vrcholu pétiuhlikového cyklu deoxyribozy vidy doleva, pak v dolnim Fetézci sméfuje vidy



doprava. KaZdy z retézcii tedy md sviij smér. Toho prdvé pr¥i cteni genetické informace vyuzivd enzym
RNA polymerdza. Kviili této orientaci vidken se RNA polymerdza miiZe po konkrétnim vetézci vydat
pouze jednim smérem, ktery je ddn orientaci 5 - a 3°- konce.* [1, str.14]

Z tohoto faktu vychazi i zakladni konvence, kterou se fidi zdpisy jakékoli sekvence bazi
v nukleovych kyselindch v uéebnicich a védeckych textech — uvddéné poradi vZdy predstavuje sled
nukleotidi od 5 konce vldkna ke 3” konci vldkna.

»INyni se jeSté podivejme na moziné nahliZeni na strukturu DNA. U nukleovych kyselin

rozliSujeme primdrni, sekunddrni, a tercidlni strukturu.

Primdrni struktura

Primdrni struktura je ddna poradim nukleotidii v sekvenci. Nese v sobé genetickou informaci.

Sekundadrni struktura

Forma stoceni dvojsroubovice. Vidkna DNA se prirozené staci do dvojsroubovice, avsak forma
stoceni neni vZdy za vSech podminek stejnd. MiiZe se vyskytovat v nékolika formdch, které maji viiv
na reaktivitu molekuly:

- ds forma A — Pravotocivd, 10 pdrii bdzi na otdcku; primér vidkna je 2,3 nm

- ds forma B — Pravotocivd, 11 pdrii bdzi na otdcku; primér vidkna je 1,9 nm

- ds forma Z — Levotocivd, 12 pdrit bdzi na otdcku; priimér vidkna je 1,8 nm

Tercidlni struktura
Velmi dlouhd molekula DNA neni jen neusporddanym klubkem ndhodné zamotaného vidkna. Celd
molekula se velmi peclivé nékolikandsobné naviji a sklddad.

Pro lepsi predstavu o velikosti makromolekuly DNA si uvedme priklad. Pokud by se ndm
podarilo rozmotat a natdhnout celou molekulu DNA z jedné lidské buriky, mé¥ila by témév dva metry.

A kdybychom ji zvétsili do tloustky niti, byla by dlouhd asi 300 kilometri. [1, str.14-15]



2.3  Vlastnosti a vyznam DNA

Zékladni vlastni ilohou DNA je uchovédvat a déle preddvat do dalSich generaci genetickou informaci,
kterd je zapsand v jeji primdrni struktufe. Tato informace se pfendsi (d€di) z generace na generaci.
Clovek obdrzi od kazdého rodice 23 chromozomi. Prvnim a zdsadnim krokem pfi uchovavani

dédicné informace a pfi jejim prenosu z rodicii na potomky je jeji zdvojeni.

2.3.1 Replikace DNA

wZdkladni mechanismus replikace, tedy zdvojeni deoxyribonukleové kyseliny je zndm jiz od objevu
struktury jeji molekuly zacdtkem padesdtych let. Vidkna DNA jsou sloZitym pochodem za pomoci Fady
proteinit  rozplétdna a k uvolnénym vidkniim jsou prostiednictvim enzymii dosyntetizovdny
komplementdrni protéjsky (obr. 2.4). Tak z jedné dvojvidknové molekuly DNA vznikaji dvé identické
dvojvldknové molekuly. Pri déleni bunky pak kaZdd z nich prechdzi do jedné bunky dceriné. Tento
proces musi probéhnout p¥i kazdém déleni buriky.“ [1, str.15]

Vlastni syntézu vldkna [1] DNA fidi enzym DNA-polymeriza, ktery katalyzuje prenos
nukleotidi na rostouci fet¢zec. ProtoZe je bytostn¢ dulezité, aby kopie byly dokonale stejné, ma
DNA-polymerdza schopnost odstranit pfipojeny nukleotid, pokud neni pfipojen komplementarng.

Tento proces se pak oznacuje jako reparace DNA.

Obr. 2.4 Replikace DNA [3]



2.4  Ziskavani DNA z organismii

Objasnéme si, jak se DNA ziskdava z organismu a jaké kroky je nutné ud¢lat, aby se geneticka
informace uloZend v podob¢ sekvence nukleotidu prevedla do podoby textové sekvence zapsané

kombinaci Ctyf pismen.

Izolace nukleovych Kkyselin

~Podstatou izolace nukleovych kyselin je oddéleni téchto kyselin od ostatniho biologického materidlu,
kterym jsou nukleové kyseliny obklopeny. Po izolaci nukleovych kyselin je nutné jesté oddélit od sebe
jednotlivé nukleové kyseliny. Pokud je napfiklad cilem izolovat molekulu DNA, musime jesté
z nukleovych kyselin, které si jsou svoji chemickou stavbou velmi podobné, vybrat pouze a prdvé

molekulu DNA.* [1, str.18]

Stipani molekuly DNA

»Pokud je DNA izolovdna 7 bunék Setrné, pak je predstavovdna celymi chromozomy, tedy mimovddné
dlouhymi molekulami. Pro mnoho molekuldrné-genetickych technik je proto nejdrive nutné takové
molekuly rozstipat na mensi iilomky, se kterymi lze sndze pracovat.

Mechanicky lze molekulu DNA ,,poldmat* velmi ticinné ultrazvukem, ktery rozkmitd dlouhé
molekuly. Ty se pak v mistech nejvétsiho mechanického namdhdni v priitbéhu kmitdni ldmou. Mista
zlomu jsou ovsSem zcela nezdvisld na konkrétni sekvenci DNA, jsou ndhodnd, takZe v kaZdém
experimentu i v kaZdé molekule dochdzi k ldmdni v jinych mistech.

Nukleové kyseliny lze biochemicky Stipat pomoci enzymii nukledz. Revoluci v prdci
s nukleovymi kyselinami p¥inesl objev tzv. restrikcnich endonukledz II. typu, které rozpozndvaji
v molekule DNA krdtké specifické sekvence a v misté vyskytu této sekvence molekulu stépi.
Revolucnost Stépeni restrikcnimi endonukledzami neni jen vtom, Ze jsme schopni Stépit
reprodukovatelné, tj. ve stejném misté (pokud pouZijeme stejnou endonukledzu), ale také v tom, Ze
rozstépené molekuly miizeme znovu spojit.* [1, str.18]

Vétsinou $tépime vEtsi mnoZstvi molekul genomové DNA, takZe ve vysledné smési je kazdy
specificky fragment zastoupen v mnoha kopiich, odpovidajicich poc¢tu vstupnich molekul DNA.
Takovou sm¢s nemd smysl znovu spojovat, nebot’ bychom dostali mnoho nahodnych spojeni mezi
ruznymi fragmenty v rizné¢ prehdzeném pofadi. Aby mélo Stipani molekul DNA smysl, musime mit
mozZnost ve smési rozpoznat a izolovat ur€ity fragment, obsahujici napiiklad gen nebo uréitou

sekvenci, kterd nds zajima4.



Klonovani DNA

~Klonovanim DNA se mysli mnoZeni urcitého iiseku DNA. V molekuldrni genetice se ke klonovdni
DNA s vyhodou vyuZivaji enzymatické systémy Zivych bunék, které jsou schopny konkrétni DNA
kopirovat a klonovat prakticky bezchybné a s nizkymi ndklady. Prakticky technika klonovdni
znamend, Ze je tfeba primét urcité bunky, aby kopirovaly tisek cizi DNA, ktery jsme ptedtim p7ipravili
néjakou jinou molekuldrné-genetickou metodou a ktery po namnoZeni (klonovdni) v Zivych buvikdch

zase ziskdame zpét.“ [1, str.18]

Sekvenovani DNA
»Termin sekvenovdni DNA znamend urceni sekvence nukleotidil (resp. bdazi) v jednom z Fetézcit DNA.
Divodii pro Zjistovdni sekvence je mnoho. Pokud md napriklad néjakd choroba geneticky zdklad, pak
Jje jeji konkrétni pricinou zména zdravé alely genu v chorobnou alelu. Podkladem této zmény je prdavé
konkrétni zména sekvence DNA. Podari-li se takovou zménu po srovndni sekvenci zdravych a
nemocnych jedincii identifikovat, miiZe to slouZit k vyvoji diagnostického postupu, ktery bude tuto
zménu namisto sekvenovdni identifikovat nékterou jednodussi a méné ndkladnou molekuldrné-
genetickou metodou. Znalost zmény sekvence, kterd je pricinou choroby, také otevird cestu k budouci
cilené lécbé genovou terapii (ndhradou ,,chorobné* alely ,,zdravou* alelou). [1, str.19]

Znidme dv¢ metody — chemickd Maxam-Gilbertova a biochemickd Sangerova [1]. Druhd
z nich dnes jednoznaéné¢ prevlddd. VyZaduje jednovldknovou DNA, kterd slouZi jako vzor (templét)
pro syntézu komplementdrniho fetézce. Syntézu zprostfedkuje enzymem polymerdza a reakce je
upravena takovym zpusobem, Ze v urcitych mistech dochdzi v zavislosti na sekvenci templatového
vldkna k ukonéeni (terminaci) syntézy. Reakce funguje tak, Ze k ukonceni reakce dojde v okamZiku,
kdy se vtempldtovém vldkné piecte urcity nukleotid. Délka nedokonéeného tseku, zjiSténd
elektroforézou v gelu, pak odpovidd vzdalenosti od zacdtku vldkna, ve které se vyskytl urcity
nukleotid.

Na zdklad¢ tohoto ukonceni se tedy identifikuje jedna ze ¢tyf bdzi. Pokud b&Zi téchto reakci
v jeden okamZik paralelné vice na n&kolika dalSich vldknech, je moZné urcit mnoho dalSich bazi,
které se pak podle této délky komplementarniho retézce (ktery polymerdza stacila nasyntetizovat, nez

se zastavila) pfesn¢ zafadi pomoci pocitaCového programu do rekonstruované sekvence DNA.



3 Elektroforéza nukleovych kyselin

Nyni si predstavime elektroforézu nukleovych kyselin. ,,Elektroforéza patvi v molekuldrni biologii
k nejpouivanéjsim separacnim technikdm p¥i purifikaci, izolaci a analyze nukleovych kyselin a
bilkovin. Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim
nositelem ndboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfdtové skupiny, a proto se nukleové

kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opacné nabité elektrodé — anodé.* [2, str.13]

3.1 Gelova elektroforéza

»Z praktickych ditvodii se elektroforéza neprovddi piimo v roztoku, ale ve vhodném nosici. Tim byvd
obvykle gel. Elektroforetické gely pouZivané pro separaci nukleovych kyselin jsou nejcastéji tvoreny
polyakrylamidem nebo agardzou, které vytvdreji sloZitou sitovou strukturu polymernich molekul
s pory, jejich? velikost lze ovlivnit sloZenim roztoku a koncentraci polymeru. Agarozové gely jsou
vhodné pro separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti od 100 bp aZ po zhruba 50 kb,
polyakrylamidové gely se pouZivaji pro separaci mensich molekul (10 aZ 1000 bp). Podle polohy gelu
v elektroforetické aparatuie rozlisujeme horizontdlni a vertikdlni gelovou elektroforézu, které maji
deskové usporddadni,a ddle kapildrni elektroforézu, u niz je gel uvniti kapildry. [2, str.13]

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu oznafovand jako elektroforetickd pohyblivost [2] je
nepfimo umérnd logaritmu jejich velikosti. Pfi posuzovani elektroforetické pohyblivosti dané
molekuly DNA neni tfeba brat v dvahu velikost ndboje, protoZe nukleové kyseliny maji néboj
rovnom¢rné rozloZen a jeho velikost je na jednotku délky molekuly stejnd. Velikost molekuly DNA
nebo jejtho fragmentu o nezndmé velikosti l1ze proto stanovit srovndnim jejich elektroforetické
pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivosti molekul nebo fragmenttit DNA o znamé velikosti, které
se oznacuji jako standardy velikosti nebo hmotnostni standardy. Témi byvaji vétSinou restrikéni
fragmenty plazmidovych molekul nebo geonomu bakteriofdgu, jejichZ pfesna velikost byla stanovena
sekvencovanim DNA.

Po dokonceni elektroforézy je tieba identifikovat polohy separovanych molekul, které nejsou
pouhym okem viditelné. Molekuly DNA lze snadno zviditelnit obarvenim vhodnym barvivem.
Nejcastéji je pouZivan etidiumbromid, ktery se vmezetuje mezi sousedni pary bazi v DNA a vytvaii
s ni komplex, ktery po osvétleni ultrafialovym svétlem Cervené fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné
velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouzky, jejichZ intenzita je umérnd koncentraci DNA.
Etidiumbromid lze pouZit rovnéZ pro barveni RNA, intenzita jejtho zbarveni je vSak niZ§i. Namisto
etidiumbromidu miize byt pro barveni nukleovych kyselin pouzita také skupina fluorescencnich
kyaninovych barviv s komerénim oznac¢enim SYBR. Pro detekci molekul DNA separovanych

v polyakrylamidovych gelech se rovnéZ pouZivd barveni stifbrem. Pokud jsou molekuly nukleovych
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kyselin raioaktivn¢ oznaéeny, znazorni se polohy prouzka na gelu autoradiograficky. K detekci poloh
fragmentii DNA lze vyuZit rovnéZ hybridizace se znacenou sondou.

»Gelovd elektroforéza muiZe byt vyuZita rovné? pro separaci a studium molekul DNA
nachdzejicich se v riiznych molekuldrnich typech (konformacich). Lze tak odlisit kovalentné uzavicené
kruZnicové molekuly DNA od molekul linedrnich nebo od otevienych kruznic. Nadsroubovicovd
(superhelikdlni) forma, oteviend kruhovd forma a linedrni forma DNA téZe molekulové hmotnosti se
pohybuje agarozovym gelem riiznou rychlosti. Relativni pohyblivost téchto i forem zdvisi
na podminkdch elektroforézy.” [2, str.14]

Gelova elektroforéza, probihajici v apardtu k tomu uréeném (obr. 3.1), je rovnéZ vhodnym
prostfedkem pro studium interakci mezi nukleovymi kyselinami a proteiny, zejména tc¢mi, které se
vaZou na specifické sekvence DNA (transkripcni faktory, represory apod.). Metoda se oznacuje jako
gelova zpomalovaci analyza (retardacni analyza, EMSA). Vychazi z poznatku, Ze elektroforetickd

pohyblivost DNA se po vazb¢ proteind sniZuje.

Obr. 3.1 Aparit pro gelovou elektroforézu

3.2  Elektroforéza nukleovych kyselin pro

stanoveni jejich sekvence

Jednoretézcové oligonukleotidy o délce nékolika desitek az stovek bdzi, které jsou vysledkem reakci
pouzivanych pri sekvencovdni DNA, lze iucinné separovat v denaturacnich polyakrylamidovych
gelech. Podminky elektroforézy musi byt takové, aby pohyblivost zdvisela pouze na délce
Jjednovldknovych fragmentii DNA, tedy je tieba zabrdnit vytvdreni lokdlnich dvojretézcovych struktur,
Jjejich? pritomnost by mohla ovlivnit pohyblivost fragmentii a znemoznit presné stanoveni jejich
velikosti. Proto se pouzivaji gely s vysokou koncentraci denaturujicich ldtek (nap¥. mocoviny) a
elektroforéza se provddi pri teploté 50-60 °C. Kombinace téchto dvou faktorii znemoZiuje

renaturaci.” [2, str.16]
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4 Enzymy pouzivané k apravam
nukleovych kyselin

Manipulaci s purifikovanymi nukleovymi kyselinami podstatné usnadiuje existence enzymil, které

umoZni specificky zdsah do jejich struktury.

Rozdéleni enzymii podle substratové specifity

VétSina metod molekuldrni biologie je zavisla na vyuziti enzymd, jejichZ substratem jsou nukleové
kyseliny. Prednosti enzymovych reakci je jejich prisnd specificnost a moZnost pracovat s velmi
malym mnoZstvim materidlu. Enzymy pouZivané pri analyze a upraviach nukleovych kyselin Ize
klasifikovat podle n€kolika kritérii. Podle substrdtové specifity se tyto enzymy déli na dvé zakladni

skupiny:

® enzymy, jejichZ substrdtem je DNA

® enzymy, jejichZ substrdtem je RNA

Substriatova specifita je obvykle absolutni, i kdyZ rozliSeni mezi obéma druhy nukleovych

kyselin je podminéno pouze pritomnosti nebo absenci 2°-OH skupiny ribdzy.

Rozdéleni enzymii podle typu reakci

Podle typu reakci, které katalyzuji, Ize enzymy obou vySe uvedenych skupin déle d¢lit na:
® enzymy syntetizujici nukleové kyseliny (polymerézy)
¢ enzymy modifikujici nukleové kyseliny (fosfity, metyldzy, kindzy)
® enzymy spojujici nukleotidové retézce (ligdzy)

* enzymy odbourdvajici nukleové kyseliny (nukleazy)

Podle substritové specifity se enzymy jednotlivych skupin ddle déli, napf. na DNA-

polymerazy, RNA-polymerdzy atd., coZ uz ddle nebude v této préci rozebirdno.
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5 Amplifikace nukleovych Kyselin

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Zavedeni polymerdzové rtetézové reakce [2] vroce 1985 Kary B. Mullisem znamenalo
pro molekuldrni biologii stejny piinos jako objev restrikénich endonukledz nebo zavedeni
sekvencovdni DNA. Vyhodou PCR je zejména to, Ze umoZiuje ziskat poZadovanou a specifickou
sekvenci genomové DNA bez jejiho predchoziho klonovani ve vektorech. Princip PCR je zaloZen
na replikaci nukleovych kyselin, kterd je zdkladnim molekularnim procesem vSech Zivych organismt.
Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcu vybranych useku
dvojfetézcové DNA ve sméru 5° -> 3° prostfednictvim DNA-polymerdzy. Studovany usek
nukleotidové sekvence je vymezen pfipojenim dvou primeru, které se vdZou na protilehlé fetézce
DNA tak, Ze jejich 3‘-konce sméruji proti sobé. Po pridini DNA-polymerdzy a nukleotidi pak

probiha syntéza novych vldken na obou matricovych fetézcich protismérné.

K syntéze DNA se pouZivaji termostabilni polymerdzy, coZ umoZiuje, aby syntéza DNA
probihala opakovan¢ formou cykli. PCR je proces, pfi némZ se v zavislosti na teploté reakéni smési
pravideln¢ stfidaji tfi kroky, béhem nichz probihaji tfi odlisné d¢je s odliSnymi ndroky na teplotu:

e denaturace dvojfetézcovych molekul DNA (94 °C)
e pripojeni primert k oddélenym fetézcim DNA (30-65 °C)

e gsyntéza novych fetézci DNA prostiednictvim DNA-polymerazy (65-75 °C)

To ndm k amplifikaci nukleovych kyselin bude stacit.
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6 Shlukova a gradientova analyza

Tato kapitola Cerpd z [5, 6, 7].

Shluk (cluster)

,Je to skupina objektii, které uvniti néjaké vétsi skupiny nemaji ani nahodily ani rovnomérny vyskyt a
Jjejich vzdjemnd vzddlenost, resp. nepodobnost je mensi nez vzddlenost, resp. nepodobnost s objekty,

které patii do jinych shlukii. [5, str.1]

Shlukovani
Nemdme 74dné informace o existenci skupin a chceme klasifikovat vSechny sledované objekty

(chceme vytvofit shluky). Nejsou predem zndmé vlastnosti tfid (uéeni bez ucitele).

Shlukova analyza

wPostup formulovany jako procedura, pomoci ni7 objektivné seskupujeme jedince do skupin

na zdkladé jejich podobnosti a odlisnosti (zkrdcené R. C. Tryon, 1939).“ [6, str.2]

PouZitelné k ziskani informace o rozd€leni dat, pro dalsi zpracovédni - napiiklad:
e krozpoznavani obrazi (vzoru)
e kdatové analyze

® kvyzkumu trhu

Obecné poznamky ke shlukovacim metodam

~Pokud data nemaji zcela jednoznacnou a zietelnou strukturu (jednd se viceméné o ndhodné
rozptylené objekty), je pravdépodobné, Ze pouliti riiznych shlukovacich technik piinese odlisné
vysledky.

Pokud riizné shlukovaci techniky prindSeji z téhoZ souboru dat shodné, resp. podobné vysledky, je to
do jisté miry potvrzeni struktury obsaZené v datech (ackoliv shlukovaci metody patri k postupiim

produkujicim hypotézy a nejsou urceny k jejich testovdni).

Mnohé shlukovaci techniky jsou citlivé na pritomnost odlehlych objektii (outliers, vyrazné atypickych
pripadit). Pred samotnou shlukovou analyzou je proto vhodné pouZit nékterou 7 metod na jejich

detekci. Vyrazné odlehlé objekty se zpravidla z dalsich analyz vylucuji.

Shlukové analyzy obecné nejsou vhodné pro data, kterd popisuji klindlni variabilitu znakii (cline =

variabilita znaku zdvisld na gradientu prostiedi).” [5, str.19]
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Typy dat pii shlukové analyze
Predpoklddejme do datové matice (relacni tabulky) uspofddanych

® nobjektd

e majicich p atributi X1 Xip objekt 1,
(tzv. NxP matice) D=

X1 .. Xnp objekt ¢,
Lze vyjédfit i matici rozdilnosti [0 di2,1) d(1,n) ]
(vzdalenosti) objekta A= d2,1) 0

dnl) ... 0

kde (dissimilarity) d(i, j) je mirou vzdalenosti (nepodobnosti) objektu s indexy i a j.

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

Kvalitativni znaky
¢ Nomindlni (profese, typ Skoly)
¢  Ordinélni (hodnoceni vyrobku)
e Binarni (0/1):
Kontingentni (kontingenéni, asociaéni) 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 bindrnich znaki

a pocet proménnych rovnych 1 u obou objekti
d pocet proménnych rovnych 0 u obou objekti
c pocet proménnych rovnych 1 pro object A, ale 0 pro B
d pocet proménnych rovnych 0 pro object A, ale 1 pro B

Uzivaji se zejména tyto koeficienty:

Jaccarduv koeficient: J=a/(a+ b + ¢)

Sorensenuv koeficient: S = 2a/(2a + b + ¢)

Euklidovsky koeficient: E =+/b+ ¢



Kvantitativni znaky

Intervalové (hodnota ve stupnich Celsia)

Pomérové (pocet ¢lenti domacnosti)

Uziva se euklidovska vzdalenost, manhattanska metrika, t€tivova vzdalenost.

Taxonomie shlukovacich metod

Nehierarchické metody (partitioning methods)

Rozkladaji data.

k-means - kaZdy shluk je reprezentovan stfedni hodnotou objekti ve shluku. Casova naroénost je
O(t kn), kde t je pocet iteraci

k-medoids - kazdy shluk je reprezentovan jednim z objektd, umisténym blizko stiedu shluku
neuronové sit¢, Kohonenovy sité¢ (mapy)

metody zaloZené na hustoté (shluk narustd, pokud pocet objektu v sousedstvi prekracuje zadanou
mez)

Mov

metody zaloZzené na miizkach (prostor objektu rozparceluji miizkou a shluky hledaji na bunkach

v

miizky)

Hierarchické metody

Vytvaii stromovou strukturu — dendrogram (obr. 6.1)

s s~ . 2 . .
Prostorova ndrocnost je O(n”) — matice rozdilnosti

- 2 2 ~ . 2 v 2 ~ . .
Casova narocnost je O(kn”) — pro kaZzdou uroven dendrogramu jedna iterace

aglomerativni (bottom-up)

na pocétku kazdy objekt je shlukem, postupné se shluky sdruZuji, dokud neni splnéna ukoncovaci
podminka

divisivni (top-down)

na zacdtku jsou vSechny objekty v jednom shluku a postupné jsou shluky $t€peny na mensi
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Obr. 6.1 Ptiklad aglomerativniho (vlevo) a divizniho dendrogramu (vpravo)

Aglomerativni algoritmy:

»Vstup:
D={t,t,,..,t,} mnoZina objekti
A matice vzddlenosti (nepodobnosti), pFedp. hodnoty 0, 1, 2, ...
Vystup:
DE dendrogram tvaru <d, k, K>, kde d je prahovd vzddlenost,
k je pocCet shlukii, K je mnoZina shlukii
Postup:
d = 0, na zacdtku je kaZdy objekt shlukem, vzddlenost objektu je O
k =n;
K={{t:},{t2}, .., {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 U <d, k, K>, pFiddni novych shlukii k dendrogramu
until k = 1;
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Riizné aglomerativni algoritmy se lisi procedurou NewCluster. Lisi se i zpiisobem urcovdni
vzddlenosti shlukii: single link, complete link, average link, apod. (viz niZe). Pro rozsdhlé databdze se
prilis nehodi - velkd ndrocnost pamétovd i casovd (sloZity vypocet novych shlukii v iteraci).

Neschopnost pracovat inkrementdlné. Pri zméné prvku nutno prepocitat celé.* [7, str.7]

Metoda nejblizsiho souseda (jednospojna metoda, metoda jediné vazby, single linkage, the nearest
neighbor method, obr. 6.2). Vzdalenost mezi dvéma shluky je minimem ze vSech vzddlenosti mezi

objekty.
A B

Obr. 6.2 Metoda nejblizsiho souseda [5]

Metoda nejvzdalenéjSiho souseda (vSespojnd metoda, metoda dplné vazby, complete linkage, the
furthest neighbor method, obr. 6.3). Vzdalenost mezi dvéma shluky je maximem ze vSech

vzdalenosti.

Xt

Obr. 6.3 Metoda nejvzdalenéjsiho souseda [5]

Metoda primérné vzdalenosti (stfedospojnd metoda, metoda prumémé vazby, average linkage,
UPGMA — unweighted pair-group method using arithmetic averages, obr. 6.4). Vzdilenost mezi

dvéma shluky je primérem ze vSech vzdalenosti mezi jejich objekty.

A B

Obr. 6.4 Metoda prumérné vzddlenosti [3]
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N¢které z dalSich metod jsou:

Centroidni metoda (Gowerova metoda, centroid method, UPGMC — unweighted pair-group method
using centroids)

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

weighted centroid clustering)

Ordina¢ni metody

»Objekty charakterizované p znaky je moZné si predstavit jako body v p rozmérném prostoru, kde
kazdy z rozmérii predstavuje hodnoty jednoho znaku. Pokud pracujeme pouze se dvéma nebo tiemi
znaky, je mozné bez problémii sledovat na dvoj- pripadné trojrozmérném grafu vztahy mezi objekty,
Jjejich vzddlenosti a seskupeni. Vétsi pocet znakii vyZaduje nutnost redukce jejich poctu s co nejmensi

ztrdtou informace. |5, str.24]
Analyza hlavnich komponent (PCA - principal component(s) analysis)

~INahrazuje piivodni soubor pozorovanych znakii souborem novych (hypotetickych), vzdjemné
nekorelovanych znakii tak, Ze prvni novd osa (prvni hlavni komponenta, PCI, prvni novy znak) je
vedena ve sméru nejvétsi variability mezi objekty, druhd osa (druhd hlavni komponenta, PC2,

druhy novy znak) je vedena ve sméru nejvétsi variability, ktery je kolmy na smér prvni komponenty,

atd. (viz obr. 6.5) [5, str.26]

PCA2 X2
30 F N
. PCA1
L L ] &
20 = - * [ ) -
gk g X1
.. L
L] L
10 } .
L ]
0 10 20 30 40 50

Obr. 6.5 Princip PCA [5]

Je zaloZena na vlastni analyze (eigenanalysis) symetrickych matic (korelaéni, kovariancni
matice). Cilem PCA je urceni thli mezi plivodnimi a novymi osami soufadnicové soustavy,
soutfadnice objektti v novém systému souradnic (obr. 6.6). Jde tedy o nalezeni vlastnich vektora

kovarian¢ni nebo korelaéni matice.

19



A \ ¢
X
2 X
R --?-o---- QP
2P Xop| T 3
- (N A
///’ ;_)
i
\
«
iz' \*1 >
4 lx !
: 1P X-l
X, Xip Xy

Obr. 6.6 UrCeni nového systému soufadnic [5]

~Pocet objektii pri PCA musi byt alesponi o jeden vétsi neZ je pocet analyzovanych znakii.
Obvykle se vsak doporucuje, aby se pocet objektii bliZil druhé mocniné poctu znakii (souvisi s poctem
stupnii volnosti). V pripadé, Ze n < p (kde n je pocet objektii a p pocet znakii), vyslednd matice
(korelacni nebo kovariancni) Fddu p md jen n — 1 nezdvislych rdadkii nebo sloupcii. V takovém pripadé
prislusnd matice md p — (n — 1) nulovych vlastnich Cisel (na umistnéni n objektii podle jejich
vzdjemnych vzddlenosti je zapotiebi jen n — 1 rozmérit). Pokud jsou napv. dvé zdkladni skupiny
(oddélené podél prvni osy) uvniti clenéné komplikovanéjsim zpitsobem, byvaji druhd, tieti a dalsi osy
Jistym kompromisem mezi strukturou v obou zdkladnich skupindch, je tedy vhodné kaZdou skupinu
(oddélenou podle prvni osy) analyzovat v dalsich krocich samostatné. Ackoliv byla technika PCA
pivodné navrZena pro kvantitativni znaky, miiZe se pouZit také pro znaky bindrni a semikvantitativn.
Bindrni data vsak ve zvySené miie zpiisobuji tzv. ,,podkovovy efekt” (horseshoe effect), kdy jsou
objekty v plose definované prvnimi dvéma komponentami usporddané do tvaru podkovy. Toto
zakriveni odstranuji tzv. detrendované techniky, v taxonomickych aplikacich se vSak podobnd

¢

»harovndni*“ zpravidla nepouzivaji.* |5, str.32, str.33, str.34] Piiklad vysledku této metody je moZno

vidét na obr. 6.7.
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Obr. 6.7 Piiklad vysledku PCA

Analyza hlavnich koordinat (PCoA) (metrické mnohorozmérné skdlovani, PCoA - principal

coordinate(s) analysis, metric multidimensional scaling, classical scaling)

wJednd se o rozmisténi souboru objektii v novém prostoru definovaném hlavnimi koordindty
(novymi osami). Vzdjemné (euklidovské) vzddlenosti objektit odrdZeji vztahy mezi piivodnimi objekty
mérené libovolnym koeficientem podobnosti nebo vzddlenosti. Znaky mohou byt bindrni, vicestavové

kvalitativni &i smiSend data.* |5, str.45]

Postup analyzy:

(1) Primérni matice dat, sekunddrni matice vzdélenosti, symetrickd matice (ekvivalentni korelacni
nebo kovarian¢ni matici pouZivané v PCA).

(2) Vypocet vlastnich ¢isel, vlastnich vektorti a komponentnich skoére.
Souradnice v prostoru urceném hlavnimi koordindtami nejsou linedrné z4vislé na hodnotach

puvodnich znaki. Lze vhodné pouzit také tehdy, pokud pocet znaku prevySuje pocet objektu

(napf. u molekularnich dat).
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7 Existujici nastroje

Pfi zkoumanych metodach se béZné pouzivd program Syntax 2000 [4]. Je to program pro analyzu dat
v oblasti ekologie a taxonomie (tfidéni organismu podle puvodu). Pracuje v prostiedi opera¢niho
systému Windows. Prvni vydani programu se sklada ze tfi modult. Je to modul pro hierarchické

metody (obr. 7.1), ordindlni metody a nehierarchické metody. BliZe si uvedeme prvni dva jmenované.

SYN-TAX 2000 - Hierarchical Classification - beta release !E‘E

File Method Coefficient Standardization  Graphice  Utiities  Help

s i i D Il 2| E

Diata; 32 rows and 8 columns. File 545N TR 20004 sampdatatl niof48]. dat

- Classification of

& Colurns

1 Rows

~Resolutionof ies ————
9 i

£

I~ Sirgle link:

1 Subophimal fusicr

1
2
3
4
5
6
7
3
3
<

Analyze
Title
|L|ni|:| shell morphometric data SUHINTAny Drawiree
iGru:uup average [UPGMA] Euclidean distance |Nu-_stanl:|ardizaticrr'|

Obr. 7.1 Program Syntax 2000 — modul pro hierarchické metody [4]

Moduly jsou si velmi podobné, jediny rozdil spo¢iva v odliSné nabidce metod, dle kterych se
matice podobnosti bude zpracovdvat. Oba moduly tedy umi otevfit jak syrova data, tak jiz distancni
matici. Po otevieni syrovych dat Ize navic zvolit koeficient podobnosti pro kvalitativni, kvantitativn{
¢i mixovand data. Vystupem modulu pro hierarchické metody je dendrogram (obr. 7.2) a vystupem

pro ordindlni metody je scattergram (také nazyvany scatter plot, obr. 7.3).

Pro naSe dcely se zam¢fime na piipad, kde vstupni format musi byt soubor *.dat (program zde
ocekava zadand data ve formatu: prvni fadek popis, druhy fadek obsahuje pocet rfadku a sloupcu
matice oddéleny mezerou, nisledujicim fddkem pocinaje pak samotnd matice). Soubory *.xls se daji
prevést do poZadovaného formdtu pomoci podprogramu Syntax Converter (obr. 7.4). Nés nejvice
zajimaji bindrni data. U nepfitomnosti vzorku v matici (prdzdné misto) ov§em sdm nepriradi O,

u pritomnosti vzorku (libovolné Cislo) 1ze jeho hodnotu zménit na 1, ale pouze pomoci utility Data
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Standardization - Binarization v zdloZce Ultilities. Tyto nedostatky a nepodpora jinych vstupnich
souboru bez predchozich prevodu jsou zapory, které vedou uZivatele k potfebé jiného programu.
Muze jit o jednodussi aplikaci, ale takovou, kterd umi dé¢lat presné to, co je potieba, bez dalsSich

zasahli automaticky.

Tree diagram

Bleadoner 1
Muleadinar 4

Obr. 7.2 Piiklad dendrogramu dvaceti vzorku programu Syntax 2000 [4]

Scattergram.

Obr. 7.3 Piiklad scattergramu Ctyi vzorkii o dvou osdch programu Syntax 2000 [4]

23



Fr SYMN-TAX DAT-XLS Converter
File Edit

3 3

Obr. 7.4 Podprogram Syntax Converter [4]

Dals$im programem je Statistica [8]. Podporuje mnoho odvétvi v€etné analyzy dat (obr. 7.5).
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Obr. 7.5 Ukazkovy piiklad programu Statistica 3.5.0 [8]
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8 Analyza a navrh aplikace

V této kapitole navrhneme desktopovou aplikaci, ktera bude odpovidat poZadavkiim zadavatele.

8.1  Neformalni specifikace

Zadavatel pozaduje vytvoreni aplikace feSici vypocetni problémy z oblasti genového inZenyrstvi. Jde
predev§im o metody fragmentaéni analyzy DNA. DNA vzorku se zpracuje (vySe popsanymi
metodami) na fragmenty ruzné délky a razného poctu. Ty budou vkladdny pomoci desktopové
aplikace do centrdlni databdze (pfipojeni do databize pres login a heslo, tim je ddno zabezpeceni),
odkud si je budou moci uZivatelé touto aplikaci vybrat ke srovnani. Vznikne tim neupravend matice,
kde se v jednotlivych radcich nachdzeji vzorky se svymi fragmenty. Nyni je potfeba upravit matici
tak, aby podobné fragmenty vzorku byly ve stejnych sloupcich dle néjakého zvoleného rozsahu.
Algoritmem z neupravené matice vznikne upravena matice. Ddle se z upravené matice vytvori matice
pritomnosti a nepfitomnosti jednotlivych tdaju na pozici v matici, a to tak, Ze je-li fragment pfitomen,
uloZi se na jeho pozici 1, a je-li nepfitomen, uloZi se na jeho pozici 0. Takto upravend data do bindrni
podoby jsou vstupnimi ddaji pro matici podobnosti. Zvoli se koeficient (viz kapitola Cislo 6 —
Shlukovd a gradientova analyza), dle n¢j se vypocitaji podobnosti vzorkii a vznikne matice
podobnosti. Matice podobnosti je tedy cilem. Muzeme ji pak podrobit bud’ analyze dle shlukovych

metod, nebo analyze dle ordinacnich metod a vysledek si nechat zobrazit na grafu rozptyleni.

Centralni databaze

Jde o databazi druha rostlin. Kazdy druh byl zpracovdan dvéma enzymy (enzyml, enzym2 — jsou to
zkratky, napr.: EcoRI, omezeny pocet zkratek, nelze zadat jakoukoliv, mélo by byt formou vybéru).
Daéle tam hraje roli, jakymi primery a jejich extenzemi byl vzorek zpracovavan, pfi¢emZ nutné bude si
zfejm¢ pamatovat pouze extenze. Tyto extenze jsou tedy dv¢ pro preselekci a dvé pro selekci. Druh
byl rozkapan néjakou specifickou barvou (opét jako u enzymu — zkratky, napf.: Joe, Fam, Ned..,
omezeny pocet zkratek, mélo by byt formou vyberu) né€kolikrét. Tyto pokusy jsou zndmy jako vzorky
(zkratka vzorku bude obsahovat k jakému druhu se vdZe a kolikdty je to pokus u vzorku), které maji
urcity pocet fragmentu (priblizné 50 - 1000). Fragmenty mohou byt délky 20 az 500 (béZn¢ Cisla jako
55,5; 43,28; 174,9 atd.).

Zadani nového druhu:

- ndzev, komentéf, enzyml, enzym2, extenzel, extenze2, extenzel, extenze2
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Zadani nového vzorku:
- druh (k jakému druhu vzorek patii)
- barva (jakou byl vzorek rozkapén)
- pole fragmentii (napf.: 1000 Cisel v rozsahu 20-500) obsahujici v prvnim sloupci oznaceni

vzorku

Struktura je tedy ndsledujici:

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

i i i

| | |

| | |

| | |

| | |

| | |

¥ Y ¥
Barva Wzorek n Pole fragmentu vzorku n

Vzorky 1-3 byly napiiklad zpracovany barvou Fam, dal$i vzorky barvou Joe.

Klient p¥i srovnavani dvou vzorki bude postupovat takto:

Nechd si vypsat druhy, které jsou v databazi s tim, jakymi barvami byly jednotlivé druhy zpracovany.
Najde napftiklad:

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

Srovnéni druhu A a B:

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

3. selekce: extenzel i extenze2 musi odpovidat

4. barva by mé¢la odpovidat, ale nemusi

UZivatel si tedy vybérem zvoli, které barvy téchto dvou druhu bude srovndvat. Priklad zvolen:

A: Joe,Fam B: Joe,Fam

Vystupem této faze je vypsani vSech vzorki (a jejich fragment) z databéze, které maji piislusné

barvy pfisluSnych druhi.
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8.2

ER diagram
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8.3

8.3.1

8.3.2

Pozadavky

Funkéni pozadavky

Aplikace mé zobrazovat jednotlivé kroky dpravy matic od neupravené matice pres upravenou
matici a matici pfitomnosti a nepfitomnosti fragmentt aZ po matici podobnosti.

Musi byt umoZnéno zaddvat pfesnost, s jakou m4 byt upravend matice vytvorena.

Vybérem pujde volit koeficient, podle kterého se vypocitaji podobnosti vzorka .

Matice podobnosti musi byt snadno sloZitelnd do formétu, ktery bude moZno vidét
na diagramech pfibuznosti.

VyZaduje se pouze jeden typ uZivatele (jedna role), ktery bude obsluhovat aplikaci.

Nefunkéni pozadavky

Aplikace musi béZet dostate¢n¢ rychle na béZném kanceldfském pocitaci.

Meéilo by byt zajisténo intuitivni a jednoduché ovlddani (existuje moZnost zaSkoleni).
Aplikace by méla byt snadno rozsifitelnd a odolna vici chybam.

Pro uZivatele bude vytvofena dokumentace pro prici se systémem.

Aplikace ma byt vytvorena cca do poloviny kvétna roku 2008.
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8.4  Stavovy diagram celého procesu

/upravena mati ce

matice pritomnosti
a nepritomnosti
/natlce p@d@bnost

(Qraf pri buznost%

8.5 Diagram navaznosti jednotlivych krokii

s volbou parametru

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

udaje v radcich

matice pritomnosti e
B s J D{mance podobncjsn)
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8.6  Navrh prvki a jejich rozlozeni v oknech
aplikace

zakladni menu aplikace

-

-

&

zobrazeni dostupnych druhu z databaze
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barvami
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zobrazeni samotne matice
(neupravene, upravene, pritomnosti a
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8.7 Piehledovy diagram interakce

?

spusteni aplikace

vaolba funkce

[Nacti 1] [Nacti 3]

X
l o l

srovnani nekolika druhu nowy druh nove vzorky

else

[Konec]

8.8  Navrzeny algoritmus na dpravu matice

1. Projdi postupné vSechny sloupce matice (sloupce mohou v prabéhu algoritmu dynamicky
vznikat, na zac¢atku tedy nevime, kolik sloupct bude po skonceni algoritmu matice mit)

2. Pro kazdy sloupec najdi minimdlni{ &islo, které obsahuje
Projdi vSechna ¢isla ve sloupci a porovnej je s minimem

4. Pokud je cislo v rozsahu s minimem (tolerance presnosti), tak ho ve sloupci ponechej, jinak
vloZ nulovou hodnotu na pozici v matici (a tim se také hodnoty v inkriminovaném fadku

posunou doprava)
Kli¢ové je dét si pozor na spravné vyhleddni minima ve sloupci, zvlasté kdyZ jsou fadky

nestejné¢ dlouhé. Dynamickym pifidavanim sloupcu urcitych rfadku se nesmi porusit chod algoritmu.

Bude tedy nutné najit takovy datovy typ, ktery bude pro naSe icely vhodny.
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9 Implementace

Programovaci jazyk C#
e objektove orientovany jazyk odvozeny z jazyka C++, nicmén¢ podporuje vSechny konstrukce
procedurélniho jazyka
e byly eliminovdny nebezpecné rysy jazyka C/C++ (ukazatelé, piimé adresovdni paméti,
doplnéna typova kontrola prom&nnych)
¢ byla dopln¢na automatickd sprava paméti (garbage collection)

¢ je postaven nad platformou .NET a miize vyuZivat jeji bohatou knihovnu funkci

Platforma .NET
potfebuje pro vyvoj i spousténi pfeloZenych programi mit tuto platformu nainstalovanou jesté
pres MS Windows. Proto je tfeba mit k dispozici tato baleni platformy .NET :

- MS NET Framework verze 1.1 - jako runtime na pocitaCe, na kterych pob&zi vytvorené a
preloZené programy v C#. BaliCek ma velikost ca 23MB a je pfistupny ke staZeni pres SluZbu StaZeni
softwaru spole¢nosti Microsoft pod ozna¢enim "Bali¢ek k optovné distribuci rozhrani Microsoft®
.NET Framework verze 1.1".

-NET Framework SDK jako zéklad vyvojového prostfedi na pocitaCi, na kterém budou
programy vyvijeny. Balicek md velikost ca 128MB a je pfistupny ke staZeni pfes Microsoft .NET
Framework Developer Center. 1 na tomto vyvojovém pocitaci je tfeba mit pfedem nainstalovany jiz
zminény - MS NET Framework verze 1.1.

SDK obsahuje pouze rddkové programy pro pieklad, takZe je dobré pouZit produktivngjsiho
néstroje. VyuZil jsem vyvojové prostiedi Microsoft Visual Studio 2005 (které je pro studenty VUT

zdarma k dispozici).

Prace s databazi

ADO.NET

“Je potiebné pristupovat k datiim uloZenym v néjakém datovém zdroji, kterym casto byvd relacni
databdzovy systém, ale mohou to byt i jiné. Cestou, jak k témto datiim pristupovat, je v prostiedi
.NET jeho soucdst, nebo jinymi slovy komponenta, ADO.NET. Tato komponenta je ndslednikem
technologie spolecnosti Microsoft s ndzvem ADO. Oproti této verzi, kterd byla urcena pro prdci
z nefizeného kodu, byla velkd cdst architektury pristupu k datium prepracovdna a nyni je jeji hlavni
vyuZiti z kodu Fizeného. Oproti starsimu ADO je jiZ technologie ADO.NET mimo jiné p¥ipravena
na pouZiti v odpojenych aplikacich (bude upiesnéno niZe) a také na nasazeni ve vicevrstvych

aplikacich, které jsou v dnesni dobé ndsledniky aplikaci s architekturou klient-server. Jednou
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z dalsich diileZitych viastnosti komponenty ADO.NET je, Ze je mozné standardizovanym zpiisobem
pFistupovat k datiim v riiznych datovych zdrojich. MiiZeme tedy ¥ici, Ze ADO.NET je soubor typii (t7id,
rozhranni, vycti...), které miiZeme pouZit pro pristup k datiim v riznych datovych zdrojich z aplikact
pro .NET framework. Typy spojené s komponentou ADO.NET (obr. 9.1) se nachdzeji ve jmennych
prostorech rozSitujici jmenny prostor System.Data (System.Data.Common, System.Data.SqlClient,

System.Data.Odbc apod.). “ [10]

Pouziti ruznych datovych zdroju

Moznost pfistupu k datiim v riznych datovych zdrojich je v technologii ADO.NET [10] zajist¢éna tak,
Ze jsou predepsana urcitd rozhrani (IDbConnection, IDbCommand, IDataReader, IDataAdapter
apod.). Tato rozhrani predepisuji funkénost, kterou musi spliiovat jednotlivi zprostfedkovatelé
pfistupu ke konkrétnimu datovému zdroji, pro ncjZz je zprostfedkovatel implementovan. Tito
zprostifedkovatelé jsou oficidlné nazyvdni ADO.NET data providers. PouZitim pfistupu pomoci
rozhrani je dosaZeno toho, Ze je mozné psét takovy kdéd, ktery bude fungovat pro jakykoli datovy
zdroj. To znamend, Ze pokud se zméni datovy zdroj naSi aplikace (napf. databdze MS SQL
na databézi Oracle) a naSe aplikace je napsédna s pouZitim piistupu pres zmin€nd obecnd rozhrani
ADO.NET, chod aplikace zustane stejny. Zakladni knihovna tifid .NET frameworku obsahuje n¢kolik
zakladnich ADO.NET data provideru, které obsahuji tfidy implementujici vySe zmin¢na rozhrani, a to
pro nésledujici konkrétni datové zdroje:

e Databdze Microsoft SQL Server (7.0 nebo vy$si) — jmenny prostor System.Data.SqlClient

e ODBC datové zdroje — jmenny prostor System.Data.Odbc

e OLE DB datové zdroje — jmenny prostor System.Data.OleDb

e Databdze Oracle — jmenny prostor System.Data.Oracle
J4 pouZivim ve své implementaci ODBC datovy zdroj, tedy jmenny prostor
Systém.Data.Odbc. Vzhledem k tomu, Ze aplikaci bylo nutno zkouSet na néjaké konkrétni datab4zi,

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

Online a offline aplikace

-Ke komunikaci aplikace s néjakym datovym zdrojem miiZeme pouZit dva scéndie pro pristup
k datiim, a to scéndr, kdy je aplikace takzvané pripojena k datovému zdroji (online), nebo naopak je
od datového zdroje vétsinu casu odpojena (offline). Komponenta ADO.NET je navrZena tak, aby bylo

mozné ji pouZit v obou téchto scéndrich a jd také oba scéndre ve své implementaci potiebuji.* [10]
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Managed clients

: QOLE DB .NET [.NET SQL Server Oracle .NET ODBC .NET Data :
| Data Provider Data Provider Data Provider Provider |
| OleDbConnection SglConnection OracleConnaction ODBCConnection |
| OleDbCommand SqlCommand OracleCommand ODBCCommand |
I || OleDbDatatsdapter Sql Dataddapter OraceDataddapter ODBCDataddapter | | |
| OleDbDataReadar SqlDataReadear OraclkeDataReadsr ODBCDataReader :
|

Unamanaged dlients

SOl
T0a

OLE DB OLE DB Provider pro ODBC Driver
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Obr. 9.1 Komponenta ADO.NET [15]

Online aplikace

Tento typ aplikace m4 vZdy pfi manipulaci se souvisejicim datovym zdrojem aktivni pfipojeni [10].
To je vhodné v pripadech, kdy potfebujeme pristupovat k datim, kterd jsou ¢asto ménéna. Na druhou
stranu to muZe predstavovat nevyhodu v podobé zvySené komunikace mezi aplika¢ni vrstvou a
vrstvou datovou (tedy mezi aplikaci a napfiklad databizi). V pfipad¢ ADO.NET jsou tyto scéndfe
feSeny pomoci kombinace jednotlivych implementaci rozhrani IDbConnection, IDbCommand
(v ptipad¢ potfeby v souvislosti s implementaci rozhrani IDbParameter) a IDataReader pro konkrétni

datovy zdroj.

Offline aplikace

Druhym zptuisobem je pouziti odpojeného datového zdroje. V tomto piipadé jsou data z tohoto
datového zdroje ziskdna do aplikace a poté je spojeni s datovym zdrojem ukonéeno. Od chvile
odpojeni od datového zdroje aplikace manipuluje s obrazem ziskanych dat, ktery je uloZen v pamgti.

Po dokonéeni potfebnych modifikaci dat na drovni aplikacni logiky je opét vytvofeno aktivni spojeni
k datovému zdroji, zjiSt€ny rozdily mezi daty z aplikace a daty v datovém zdroji a poté jsou tyto
rozdily promitnuty do piisluSného datového zdroje. Technologie ADO.NET méd pro toto feSeni

vybornou podporu, a to v podobé¢ tfidy DataSet (obr. 9.2), kterd predstavuje onen obraz ziskanych
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dat v pamcti. Instance této tfidy je naplnéna daty pomoci konkrétni implementace rozhrani
IDataAdapter, ktery vyuZzivad implementace rozhrani IDbConnection a IDbCommand. K tomu, aby
mohl DataSet vystupovat jako ndhrazka databdze, disponuje schopnostmi uchovévat obrazy jedné
nebo vice tabulek. Je moZné pro jednotlivé tabulky definovat riznd omezeni (constraints), nebo také
ruzné relace mezi jednotlivymi tabulkami v DataSetu, coZ ve vysledku pfinasi opravdu velmi dobrou
podporu pro vytvoreni obrazu databédze pro préci offline. Narozdil od implementace online aplikaci
v ADO.NET, kde se pro ¢teni dat z datového zdroje pouZivaly implementace rozhrani IDataReader,
pfi jejichZ pouZivani je moZné Cist data pouze jednim smérem, je v piipadé vyuZiti tiidy DataSet a

s nim spojenych tfid mozno ¢ist data bez jakychkoli takovychto omezeni.

,»OvSem pri implementaci pristupu k datiim pouZitim tiidy DataSet nejsme omezeni pouze
na cteni dat, ale je mozné s daty provddet i zmény, které jsou ndsledné p¥i p¥ipojeni k datovému zdroji
do néj promitmuty. Také na rozdil od drive probiraného pripojeného scéndre je mozné, aby DataSet
obsahoval reprezentaci dat z riiznych datovych zdrojii, tedy Ze néjaké tabulky budou 7z jednoho
datového zdroje a dalsi tabulky zase z jiného datového zdroje. K reprezentaci databdzové tabulky
v instanci tridy DataSet slouZi tFida DataTable (obr. 9.3), jejiz instance se nachdzeji v kolekci
DataTableCollection, predstavovanou vlastnosti Tables daného DataSetu. K vyjddreni relaci mezi
objekty typu DataTable je k dispozici tFida DataRelation a jeji instance jsou obsaZeny v kolekci typu

DataRelationCollection, kterého je vilastnost Relations tiidy DataSet.” [10]

|DataSet |

DataRelationCollection

DataTableCollectian
|-|Dar|aTable |

|BataRowCollection i

DataRow |

- DataView |

ibataﬂolum nCaollection I

ExtendedProperties I] |.|D-a|3i‘.‘.ulumn |

-PrimaryKey |

L‘Eﬂend edProperties I

Obr. 9.2 Schéma objektu DataSet [10]
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Tabulka ze zdroje je tedy v paméti reprezentovdna objekty typu DataTable. Stejné jako
v databdzi, tak i reprezentace tabulky v podobé objektu DataTable obsahuje sloupce ruznych
datovych typu. Jednotlivé sloupce jsou reprezentovany objekty typu DataColumn. Tyto reprezentace
sloupct jsou obsaZeny v kolekci DataColumnCollection. Tuto kolekci ma kazdy objekt DataTable
pristupnou skrze svou vlastnost Columns. Tak jako sloupce jsou i jednotlivé fadky v tabulce,
predstavujici zdznamy, reprezentovdny objekty. Tyto objekty jsou typu DataRow a nachdzeji se

v kolekci DataRowCollection, pfistupnou pomoci vlastnosti Rows objektu DataTable.

DataColumn

DataTable DataRow

DataRelation Constraints

Obr. 9.3 Schéma objektu DataTable [10]

Ulohu prostiednika mezi objektem DataSet a vlastnim datovym zdrojem maji instance tifd
implementujicich rozhrani IdataAdapter (obr. 9.4). Toto rozhrani je stejné¢ jako naptiklad v pripadé
rozhrani IDbConnection implementoviano na urovni jednotlivych ADO.NET data provideru a
umoZiuje naplnit DataSet daty z datového zdroje a také promitnout zmény, které se provedly s daty
v objektu DataSet, zp&t do datového zdroje. Konkrétni implementace typu IDataAdapter ma
asociované spojeni k datovému zdroji a toto spojeni vyuZiva k ziskdvani ¢i dpravé dat. To, jakd data
jsou ziskana nebo jaky zdznam je pridan/upraven/odebran, je dano definici jednotlivych piikazu, které

jsou predstavovany typem IDbCommand.
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DataSet

DataAdapter
| SelectCommand ||Updatl¢nmrnnnd|| InsertCommand “ DeleteCommand J

== B

Command | Command | Command | Command

4 2 @ e
Connection

L 4 4 L 4

Obr. 9.4 Funkce datového adaptéru [10]

Nacteni dat

Nekteré udaje pozdéji vkladané do databaze jsou nacitiny piimo v prubéhu béhu aplikace, nékteré je
ovSem nutno nacist ze souboru. Jsou to jednotlivé ndzvy vzorkd sjejich fragmenty. Vzhledem
k tomu, Ze jsou data tabulkového formdtu, vyskytuji se vyhradn¢ ve formatu Microsoft Office Excel
(*.xlIs). Je dulezité najit cestu, jak data tohoto formatu nacist do nasi aplikace. Zvolil jsem format
XML (Extensible Markup Language) pro jeho univerzdlnost a jasnou strukturu, ze které se daji data
koneénym automatem zpracovat. Microsoft Office Excel jiZ obsahuje utilitu na uloZeni zobrazenych

dat ve formatu XML.

Zobrazeni dat

Velmi dulezitou c¢asti implementace je vyfteSit, jak budou data z databaze (potazmo z DataSetu)
zobrazena. K tomuto dcel jsem uzil DataGridView. ,,Ovlddaci prvek DataGrid, ktery je k dispozici
od prvni verze platformy .NET, byl sice funkcni, ale neumoznioval mimo jiné zobrazit obrdzky ci
rozeviraci ovlddaci prvky nebo uzamknout sloupce. Na platformé 2.0 a vySe je kdispozici
DataGridView, ktery 7esi mnoho nedostatkii piivodniho oviddaciho prvku.* [11] Je ovSem nutné
vyporadat se se skutecnosti, Ze pocet sloupcti této komponenty je omezen. Vyhledal jsem na foru
spole¢nosti Microsoft, Ze neoptimalizovali tuto komponentu pro vice neZ 100 sloupcu. Dal$im
hledanim a zkouSenim v aplikaci jsem zjistil, Ze maximdlni podporovany pocet sloupcu komponenty
DataGridView je 750, pficemZ zobrazeni nemusi fadn¢ fungovat pro vice neZ 300 sloupcu. Proto

s tim v implementaci aplikace musime pocitat a dovolit zobrazeni pouze 300 sloupcu.
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Prace s matici

Matice nemuze byt tvofena staticky, jelikoZ je nutné do ni prvky vkladat i z ni odebirat v prib&hu
vypoétu. Datovy typ dvojrozmérné pole je tedy nevyhovujici. VyuZil jsem nabizenych typu v C# a
naimplementoval jsem matici jako seznam seznamu, ptfesncji List ArrayListii. ArrayList vychazi
z datového typu Array (pole), ale ma dynamicky charakter, takZe poskytuje metody pro vklddani a
mazani prvki na jakékoli pozici. Navic ma ArrayList izkou vazbu s komponentou DataGridView,
takZe z matice mohou byt pfipravena jednoduseji k zobrazeni. Je tu ovSem problém se zobrazenim
spravnych hodnot (typt) dat v objektu DataGridView. ,,Misto Fetézcii definovanych v poli se v mriZce
zobrazi délka téchto Fetézcu. Je to zpiisobeno tim, Ze p¥i pouZiti pole jako zdroje dat pro ovlddaci
prvek typu DataGridView mrizka vyhledd prvni veiejnou vlastnost objektu — v nasem pripadé pole — a
zobrazi misto Fetézcové hodnoty tuto verejnou vlastnost. Jeden ze zpiisobii, jak vyresit problém
zobrazeni fetézcii v DataGridView, spocivd ve vytvoreni obalové tiidy.” [11] Upravil jsem obalovou

tfidu z CodeProject [12], kterd umoZiiuje spravné zobrazeni 2-dimenziondlniho pole.

Vysledky

Po provedeni vSech potfebnych kroku a ziskdni matice podobnosti je dosazeno cile. Matice
podobnosti se uklddd do souboru *.dis (distance matrix) ve formatu pfipraveném pro zpracovani
programem Syntax 2000. ZvédZena byla moZnost zobrazit vysledné dendrogramy ¢i scattergramy
piimo v aplikaci, ale kviili nedostupnosti knihoven a prostfedki zdarma byla tato moZnost zamitnuta.
Nekterymi z produkti, které nabizeji knihovny pro zobrazeni dendrogramu a scattergramd, jsou balik

IMSL od Visual Numerics[13] a ArcGIS od ESRI[14].
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10  Testy

V této ¢asti ukaZzeme, jaké vysledky aplikace vyhodnotila na rizné zadany rozsah pfesnosti (tolerance
blizkosti) a razné koeficienty. Testy samotného chovani aplikace zde nebudou zapsany, chovani

aplikace je popsano v uZivatelské prirucce.

Budeme vychazet ze souboru péti druht, které jsou v databazi uloZeny (jsou oznaceny jako:
A, M, O, S a V). Kazdy z druhu byl rozkapan tfemi barvami — B, G a Y. Do databaze jsou v poradku
naCteny fragmenty kjednotlivym druhiim. Soubory XML se vzorky obsahujici fragmenty
k jednotlivym druhtim (rozkapanymi jednotlivymi barvami) jsou doddvany spole¢né s aplikaci jako

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

Test 1:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Jaccard; Pro vykresleni uZita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrogram

=
)—’_‘
|
I

0 5 4 § 2251822302427262023 161721 18204041444245 474846433133 30363835 3 0 1334101132371410 71512 &
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Test 2:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y

Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Sorensen; Pro vykresleni uZita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrogram

1546 2252822302427262320161721 18204041 44424547484643313330363835 3 ©1334101132371419 71512 8

Test 3:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Euklidovsky; Pro vykresleni uZita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrogram
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Test 4:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y
Tolerance blizkosti: 1.0; Koeficient: Jaccard; Pro vykresleni uZita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dendrogram

Digsimilarity

0 56 2 42831333036383516172118202

5]
%]
&
s}
W
b
1
b
=}
=
&
£
i
Fa
iy
da

54041444245474846 0 13101134433712141932 315 T &

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

Tolerance blizkosti: 1.0; Koeficient: Sorensen; Pro vykresleni uZita metoda: Single Linkage

Tree diagram

Dendrogram

0.15
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1 5 61617211822262427302023254041444247484546204331333036353812141932 © 1334 428 21011373157 8




Test 6:
Srovnéni: S: Y V:Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Euklidovsky; Pro vykresleni uZita metoda: Single Linkage

Tree diagram

Dendrogram

e
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Dissimilarity
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L
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Test 6:
Srovnani: A: B,G,Y M: B,G,Y O: B,G,Y S:B,G,Y V:B,G)Y
Tolerance blizkosti: 0.65; Koeficient: Jaccard; Pro vykresleni uZita metoda: UPGMA

Tree diagram

Dissimilarity
=

=




11 Zavér

Ve vySe uvedenych kapitoldch jsme se postupné sezndmili s genovym inZenyrstvim, makromolekulou
DNA, metodami pro purifikaci a separaci nukleovych kyselin, enzymy pouZivanymi k dpravdm
téchto kyselin a amplifikaci. Zabyvali jsme se také teoretickou €asti shlukové a gradientové analyzy
véetn¢ koeficientti statistickych metod, existujicimi ndstroji pro tuto oblast, navrhli jsme vlastni
aplikaci a naimplementovali jsme ji v objektovém programovacim ndstroji Microsoft Visual Studio
2005. V predposledni kapitole jsme si ukdzaly vybrané testy, které byly zkonzultoviny se
zadavatelem projektu Mgr. FrantiSkem Zedkem z Piirodovédecké fakulty Masarykovy university
Brno. Aplikace byla zadavatelem vyhodnocena jako dsp&$nd. Byl projedndn dal$i moZny vyvoj, a to
zejména mozZnost vytvofit aplikaci jako webovou. TaktéZ by bylo vhodné, aby aplikace uméla

zobrazit vysledné dendrogramy a scattergramy.
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Priloha I — Uzivatelska prirucka

Uvod

Tento program byl vytvofen jako soucdst diplomové prace. Jednd se o aplikaci srovnavajici razné
druhy rostlin. Déje se tak na zdklad¢ vzorki jednotlivych druhu uloZenych v databazi. UZivatel ma

mozZnost nové vzorky do databdze uloZit i z ni vybrat ty, které chce srovnat.

Instalace potrebnych soucasti

Aplikace je vytvorend na platform¢ .NET, tudiZ je ke sprdvné funkci programu potfeba nainstalovat
Microsoft .NET Framework verze 2.0 i vyssi. Je volné ke staZeni na internetu (napiiklad pfimo
na strankdch firmy Microsoft). Framework neni tfeba instalovat, pokud jste si jiZ dfive nainstalovali

.NET Framework SDK ¢&i Microsoft Visual Studio .NET.

K databdzi bude aplikace pfistupovat pies rozhrani ODBC. Potfeba je tedy nainstalovat
ODBC driver (ovladag). Instalace ODBC driveru pro pristup k databdzim MySQL Serveru je

doddvéna spolecné s touto aplikaci na priloZeném CD.

Prace s programem

Po dspésné instalaci potfebnych soucdsti systému spustte pro start programu soubor ,,Botanic.exe®.
Aplikace spusti prihlaSovaci formulédf, kde je nutné vyplnit login, heslo a adresu databazového
serveru.

Po zadani prihlasovacich ddaju se aplikace ihned zkusi spojit s databdzi a v pripad¢€, Ze se
nepodarilo spojeni navdzat, objevi se ndpis varujici, Ze se nepodafilo pfipojit k databdzi a je nutno
zadat pfihlaSovaci udaje znovu.

Pokud se podafilo spojeni s databdzi navazat, zobrazi se hlavni okno aplikace obsahujici
tabulku s dostupnymi druhy v databdzi. Jsou platnd vSechna tlacitka a aplikace je pfipravena na dals{
akci (obr. 3.1).

Menu aplikace obsahuje pouze dvé polozky. V poloZce Ndpovéda je dostupnd volba

O aplikaci a v poloZce Aplikace volbou Konec se program ukon¢i.
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ki d Botanicka aplikace

i Whér Druh Homentar Enzym Enzym2 F Btenzel P Bdtenze?
O = [ kementar_A EcoRl EcoRl A
F M lcomentar_M EcoRl EcoRl A
O 0 komentar_O EcoRl EcoRl A
Fl 5 komentar k drubu.. | BcaRI EcoRl A
| v lomentar k dnuhu... | EcoRl EcoRl A

E Srovnani ] ’_ Nowy druh J [NWé “20'1{3_"J

Obr. 3.1 Hlavni okno aplikace po pfihlaseni

Pridani nového druhu

JestliZe uzivatel spusti tladitko Novy druh, otevie se formular (obr. 3.2) pro zadan{ jednotlivych ddaju

onovém druhu. Jde o ndzev druhu, komentaf, volbu dvou enzymu, zaddni extenzi v preselekci

i v selekci. Potvrzeni priddni nového druhu se déje tladitkem Pridat druh. Tlacitkem Storno zrusime

zadavani druhu.

Pridani novych vzorki

Po spusténi tlacitka Nové vzorky se otevie novy prazdny formuldf s platnym tlaéitkem Nacist vzorky.

Po spusténi tlaéitka Nacist vzorky je umoZnéno uZivateli vybrat soubor ve formatu XML, ve kterém

maji byt vzorky uloZeny. Po spravném nacteni vzorka ze souboru formatu XML se zneplatni tlacitko

Nacist vzorky a na formuldfi se objevi moZnosti Volba druhu a Volba barvy spolecné s tlaé¢itkem

Pridat (obr. 3.3). Zvolime tedy druh a barvu, zkontrolujeme nactend data (ndzev vzorku v prvnim

sloupci nasledovany délkami fragmentu v ostatnich sloupcich) a potvrdime zminénym tlacitkem

Pridat. Po této akci se nahraji nové data do databéze a jsou pfipravena k pouZiti.
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k4 Pridani nového druhu

Druh Ovata |

Komerta® | Komentar k drubu Ovata

Enym1 | Msell v |
Enzym2 | CAEEVM v |

P extenze 1

A
Stomo

Obr. 3.2 Pfidani nového druhu

k 4 Pridani vzorkii do databaze

[0 [ (2 [F (4 5 (B |5 (8 e (a0 B

a3 (6338 (6528 [6899 (9644 |101.91 10527 15969

A5 [6869 (6922 |7000 |7296 7874 (8041 |81.04 [8209 |B303 8430

A52  |6512 |69.11 |6987 |7309 (8033 |2087 |2409 (8479 |9178 |9571 -
A53  |5521 |57.25 (6904 |7205 |7308 |S008 (8423 |16415 |20031 |427.90
61 [5327 |5681 (6432 (8349 |13279 19728 |

A62  [5514 (6518 |7302 (8219 |101.69 |147.26 |155.95 | 16410 |286.11 |315.13

E-fl..l'_"".l iI'_"J"._l‘l-'. i ER R4 i.l'.".l'.""'l-ﬂ ..I’."E o '.I'_“D. aF | =31 i_-":l no | 77 RE il:ln o4 ;llll"}"}l:i- ~_,
< | >|
Volba cruru [ ~ |
Yolba barvy |.J|:|e v | [ Pridat ] [ Cancel ]

Obr. 3.3 Piidani vzorka do databaze



Srovnani vzorku

Pro srovnani vzorka druht musi uZivatel oznacit v hlavnim okn¢ druhy, které chce srovndvat. Pak
spusti tlacitkem Srovndni nové okno, kde se mu zobrazi oznafené druhy navic s jim prislusejicimi
barvami, kterymi byly rozkapdny a jejichZ vzorky jsou zaddny v databdzi (obr. 3.4). Tam tedy
uZzivatel oznadi, které vzorky bude chtit srovndvat, a potvrdi tladitkem Srovndni. Objevi se nové okno
s neupravenou matici tvofenou jednotlivymi vzorky (skladajici se z fragmenti, obr. 3.5). UZivatel
zada toleranci blizkosti fragmentu a tla¢itkem Dalsi (coZ znaci dalsi krok) prejde okno do stavu
zobrazeni upravené matice (obr. 3.6). Implicitné¢ je nastavena tolerance blizkosti 0.65. Dal$im
pouzitim tlaéitka Dalsi se provede Uprava upravené matice na matici pfitomnosti a nepfitomnosti
fragmentt (obr. 3.7). Nyni Ize zvolit koeficient podobnosti (nepodobnosti). Implicitné je zvoleny
Jaccarduv koeficient. Opétovnym pouZzitim tladitka Dalsi se vypocitd a zobrazi matice podobnosti,
coZ je vysledek (obr. 3.8). V této chvili je doporuceno pouZitim tlacitka UloZit vyslednou matici

uloZit na disk, odkud bude moci byt koeficient vyvoldn napiiklad programem Syntax 2000 a zobrazen

P Vybér pro srovnani

Srovnani

Obr. 3.4 Vyb¢r druhii a barev pro srovnani
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E] Neupravena matice

4+ - 2 3+ 4 5 5 s (s [ A
3 5583 |5766 (6595 (6663 (7355 (7425 |7526 (7909 (8761 (8846 |1065
12 |5248 (5531 |57.15 |6573 (6659 (7318 (7416 7891 (8111 (8198 |86.24
$13 (5583 (6677 (7351 |7431 |7905 [8131 (8224 (8627 (9279 |9546 |97.09)
s le3z o |0 o (o [0 fo Jo o o '
S22 [5254 (5756 |5875 |6D42 6516 |6662 7343 |7455 |7902 |8217 |856
23 |60.43 (6595 6668 (7904 (8228 |87.95 10061 10862 [109.35 |14656 [1618
S31 (5258 |79.01 (8231 |104.96 |161.74 [45856 |0 o 0 |0 0

532 |5754 |659 (6654 |7348 |7464 |7909 (812 8619 |8784 (8843 9273

533 |5576 (5758 |6261 |6584 |6648 |7339 |7415 |7895 (8073 8214 |8556
V1 |8575 |5718 |5809 (5881 (5978 |6162 |626 |6663 |6943 |722  |7459
V13 [5582 (5715 (5882 |6167 (6252 (6679 |[7561 (7311 |80.13 |8141 8855
V21 [5181 [5579 |5722 (5885 (5992 |6275 (668 |6951 |7224 |747 7903
<l I | ¥

Tolerance blizkosti | | [ Net | [ cancel |

Obr. 3.5 Neupravend matice

- -1- -2- -3 -4- -5- -£- -7- -8- -5- -10- -11-
[ 2 h 0 0 583 (0 5766 |0 0 1] 0 0
512 1] 5248 |5531 |0 5715 |0 0 1] 0 0
513 1] 0 5683 (0 1] 0 0 1] 0 0
53 1] 0 1] 0 1] 0 1] 6037 |0 0 0 =
532 1] h254 |0 0 5756 |0 K75 |6042 |D 0 0 ]
523 0 0 0 0 0 0 0 0 6043 (0 0
Ry 1] h258 |0 0 1] 0 1] 0 1] 0 0
532 1] 0 1] 0 5754 (0 1] 0 1] 0 0 N
513 1] 0 576 |0 5753 (0 1] 0 1] 0 6281
V11 0 0 575 |0 5718 |5309 |5881 (5973 |0 6162 62.6
V13 1] 0 5682 (0 5715 |0 5882 (0 1] 6167 6252
V21 5181 [0 579 (0 572 |0 5885 (5992 |0 0 6275w
<3| (| ¥
[ Nex ] [ Cancel

Obr. 3.6 Upravend matice
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&k d Matice pritomnosti a nepfitomnosti fragmentii

- -1- -2- -3 -4- -5- -£- -7- -3- -5- -10- -11-
ﬁhu RE RE o [0 [o [0 o 0
512 1] 1 1 0 1 0 1] 0 1] 0 0
513 1] 0 1 0 1] 0 1] 0 1] 0 0
53 1] 0 1] 0 1] 0 1] 1 1] 0 0 o
522 1] 1 1] 0 1 0 1 1 1] 0 0 ]
523 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 1 0 0
53 1] 1 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 0
53z 1] 0 1] 0 1 0 1] 0 1] 0 0 |
533 1] 0 1 0 1 0 1] 0 1] 0 1
V11 1] 0 1 0 1 1 1 1 1] 1 1
V13 1] 0 1 0 1 0 1 0 1] 1 1
W21 1 0 1 0 1 0 1 1 1] 0 1 w
<5 | ¥
st o) (oo
Jaccard b
SDmns;n
Euldidovshyr

Obr. 3.7 Matice piitomnosti a nepfitomnosti fragmentu

ki d Matice podobnosti

|s11  [s12 513 |s21 (S22 |s23 (S} (S:@ (S® | VilA
i [EEET o7 |o7s2 (o932 |oes5  |oess |07
si2 (o7t |0 lo7ss |1 o711 |osis |092 (0672 |063 |08
s3  lo Jomme o 1 0761 [o7m [os6 [os3 [07m |03
521 1 R 1 0 093 |1 1 1 1 0.98
s22 |0718 (0711|0761 |0983 |0 0812|0917 |06%6 (D644 (075 _
523 (D792 (0818|0794 |1 log1z |0 lo8s  |0718 |D806  |0.9%
s3t  jos: [0:2 |06 |1 l0s17 Joss |0 |06 (0838|097
532 0655 (0672 |0643 |1 |0686 (0718 0346 |0 0609 |0.79
s33 (0649 (063 [075 |1 /0644 (0806 (0938 (0609 [D 073
Vi1 0786 (08 (0826 (0988 [0757 (0914 (0977 (0794 (0733 (D
via (o741 (0846 (0786 |1 g2 [0 |osks (0723 [osi6 |0
V21 0761 (0753 |0D805 |0985 |0.743 (0882 (0972 (0753 (D703 |043g
< | »
.

Obr. 3.8 Matice podobnosti
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