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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva analyzou genomickych dat s vyuzitim algoritmu BLAST.
V teoretické Casti popisuje genetické informace, jejich vyznam a strukturu. Dale zde naleznete popis
algoritmu BLAST, Smith-Waterman a Needleman-Wunsch a s algoritmem BLAST spojenou Karlin-
Altschul statistiku. Tato prace také pojednava o typech databazi jako prostorové, deduktivni a rela¢ni,
které ukladaji genomické informace. Druha cast se zabyva navrhem a implementaci aplikace, ktera
vyuziva zminén¢ algoritmy a databazi Oracle 10g R2. Soucasti prace je i testovani ¢i srovnani

vystupu algoritmu.
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Abstract

This bachelor thesis describes analysis of genomic data with assistance of algorithm BLAST. In
theoretic part, it describes genomes, their importance and structure. In this thesis, you can find a
description of algorithm BLAST, Smith-Waterman and Needleman-Wunsch and with algorithm
BLAST connected Karlin-Altschul statistics. This thesis is discussing types of databases such as
spatial, deductive and relational which store genomic data. Second part is concerned with design and
implementation of application which use mentioned algorithm and database Oracle 10g R2. Testing

and confrontation output of algorithm is also a part of this work.
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Uvod

Tato bakalarska prace se zabyva genomickymi daty, coz jsou genetické informace na molekularni
urovni. Zakladnimi molekulami jsou DNA a protein. Analyza téchto dat nam napomaha ke sledovani
genetickych odchylek a mutaci, coz muze byt pfi¢inou lidské predispozice k vadam a nemocem,
kterym by se mohlo v budoucnu predejit. Stejné¢ tak i pokrok, ktery je zaznamenan v klonovani
organi a dalSich casti lidského téla, vedouci ke zlepSeni zdravotniho stavu populace, vyuziva
genetické informace na molekularni tirovni.

Prvni kapitola popisuje tfi zakladni molekuly DNA, protein a RNA, zabyva se jejich stavbou,
strukturou a vznikem. V této ¢asti bych chtéla, abyste pochopili, jak spolu tyto tfi molekuly souvisi a
jak jsou dale DNA a protein vyjadieny formou sekvenci pismen, které vyjadiuji u DNA nukleotidy a
u proteinli aminokyseliny.

Genomické informace mohou byt ulozeny v ruznych formach. Nejcastéji se k uchovani
genomickych informaci pouzivaji databaze a soubory, v tomto pfipadé jde o specialni soubory fasta.
Jak jiz bylo zminéno, lze data uchovavat v databazich. Ve druh¢ ¢asti se muzete docist o databazich
prostorovych, deduktivnich a rela¢nich, které se pravé pouzivaji k ukladani té¢chto dat.

Jednim z algoritmil, ktery nam pfispiva k analyze genomickych dat, je algoritmus BLAST.
Tento algoritmus porovnava vstupni sekvenci se sekvencemi ulozenymi v databazi. Dalsi algoritmy,
které se mohou pro tento ucel pouzit, jsou mimo jiné algoritmy Smith-Waterman a Needleman-
Wunsch. Algoritmus Smith-Waterman porovnava sekvence na lokalni urovni jako algoritmus BLAST
a algoritmus Needleman-Wunsch porovnava sekvence na globalni rovni. Popis téchto algoritmu
naleznete ve treti ¢asti. Tato cast vysvétluje princip porovnavani jednotlivych algoritma. A dale
poukazuje na principy a rozdily substitu¢nich matic BLOSUM a PAM.

Pro uréeni vyznamnosti nalezené podobné sekvence za pouziti algoritmu BLAST nam slouzi
Karlin-Altschul statistika. Popis této statistiky je soucasti ctvrté c¢asti. Vysvétluje pocitani
jednotlivych skore a pravdépodobnosti vyskytu nalezenych podsekvenci. Tato kapitola obsahuje
nastinéni historie porovnavani sekvenci, coz popsala Margaret Dayhoff v 60., 70. letech.

Algoritmus BLAST je implementovan v databazich Oracle 10g ve form¢ funkci. Vystupem
této prace je pravé aplikace, ktera implementované funkce v databazich Oracle 10g vyuziva. V této
aplikaci jsou také implementovany algoritmy Smith-Waterman a Needleman-Wunsch. Cilem aplikace
je porovnavani vstupni sekvence se sekvencemi umisténymi v databazi v tabulkach, tedy nalezeni
nejpodobnéjsich sekvenci umisténych v databazi vuci zadané vstupni sekvenci. Vystupem této
aplikace jsou nalezené, podobné sekvence a Ciselné ¢i procentualni vyjadieni jejich podobnosti. Popis
analyzy, implementace aplikace a jednotlivych algoritmi naleznete v paté casti, kde se doctete i o

testovani a srovnani jednotlivych algoritmi.

W



1 Genetika

Tato kapitola popisuje genetiku, zabyva se pfedev§im genetikou na molekularni urovni. Pojednava o

jednotlivych molekulach, jejich vzniku, struktufe a vyznamu.

1.1  Uvod do genetiky

Genetika se zabyva dédic¢nosti a proménlivosti organismu, sleduje rozdilnost genetickych znaki pii
prenosu z rodi¢e na potomka. Geneticka informace urcuje budouci fyziologickou stavbu organismu.
Dale ma velké misto pfi pohlavnim a nepohlavnim rozmnoZovani (klonovani).

Genetika nyni pomaha védcim pii klonovani dalezitych lidskych buné¢k, jejich zkoumani a
vyskyt. Toto napomaha k predurcovani lidské predispozice k uritym nemocem. Uplatiiuje se pfi
1é€bé a studiu rakoviny. Dale genctika ma obrovsky podil k usvédCovani pachatelt dle jejich

genetické informace.

Genetika ma Ctyfi arovné, dle toho co zkouma|2]:
1. Grover organismu — pienos gent a vloh z rodi¢l na potomka
2. uroven bunky — studuje ¢asti buiky, na n€z je vazan prenos genetické informace
3. uroven molekularni — zkouma organické latky, na které jsou vazany procesy dédic¢nosti
4

uroven populaci — zavislost vyskytu nékterych znakt v populaci

Tato prace se bude zabyvat genctikou na trovni molekularni. Molekularni biologie studuje

vvvvvv

DNA, RNA, proteiny.

1.2 DNA

DNA neboli kyselina deoxyribonukleova patii mezi nukleové kyseliny a je nositelkou genii. DNA je
dvousroubovice tvorena ze [2]:

1. zbytku kyseliny fosforecné (H;PO,)

2. deoxyribozy - cukr

3. dusikatych bazi[l]: Purinové baze: Adenin A, Guanin G, Pirimidinové baze: Cytozin C,

Thymin T



Zakladem nukleovych kyselin, tedy i DNA, jsou nukleotidy, které jsou tvofeny z dusikatych bazi a
deoxyribozy. Nukleotidy jsou usporadany v fad¢é za sebou a jsou spojeny fosfatovymi zbytky, které

spojuji uhlik 3'" jedné deoxyribozy s uhlikem 5'* druhé deoxyribozy.

Purinové baze[1]:

Adenin A Guanin G

HoN

o

NfN N‘ﬁ\NH

(N \ N/) QN \ N/)\NH2
H H

Pyrimidinové baze[1]:

Cytozin C Thymin T
NH, (@)

f* N \fk NH
S o

Princip komplementarity:

Princip komplementarity nam urcuje spojeni dusikatych bazich ve dvouSroubovici, to znamena, ze
napt. dusikatd baze Adenin v prvnim vlakné se muze spojit pouze s bazi Thymin v druhém vlakné
dvousroubovice. Viz tabulka ¢ 1- Princip komplementarity

DNA DNA

=l O @ »
i n
> Ql Ol 4

tabulka €.1: Princip
komplementarity DNA — DNA

Jednotlivé baze, které se spojuji dle principu komplementarity, drzi pfi sobé diky vodikovym
mustkim®. Tyto vodikové mustky také drzi dvousroubovici DNA pohromadé [4]. Princip

komplementarity se pouziva pfti replikaci DNA.

' Konec 3’ - DNA kon¢i skupinou OH
? konec 5° - DNA kon¢i skupinou s uhlikem, tedy skupinou HOCH,, na kterou se navazuje fosfatova skupina

3 . . . . , , o . . . . r . I
Mezi Adeninem a Thyminem jsou 2 vodikové mistky a mezi Guaninem a Cytozinem jsou 3 vodikové mistky



Sugar
Phosphate
Backbone

— Adenine

— Thymine

Nitrogenous
bases
— Guanine

L Cytosine ——2=

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.

obrazek ¢.1: DvousSroubovice DNA se spojenymi
nukleotidy vodikovymi mistky dle principu
komplementarity [8]

1.2.1  Urovné struktury DNA

Strukturu DNA lze rozdélit dle jejiho prostorového usporadani. Zakladni strukturou je primarni
struktura, kterou dale vyuzijeme pfi vyhledavani za pouziti algoritmu BLAST, Smith-Waterman a

Needleman-Wunch.

1. Primarni struktura [6]

je dana poradim nukleotidu, jejich sekvenci. Tato struktura uréuje genetickou informaci. Lze ji
znazornit jako poradi pismen, které¢ znaci dusikaté baze.

2. Sekundarni struktura [7]

je ve formé dvou vlaken stoéenych do dvousrobovice, nicméné existuje nékolik forem stodeni®, kde

vétsina DNA je v B formé. Druh formy stoceni ma vliv na funkei.

* Forma A — pravotocCiva, 10 parti bazi na otacku, Forma B — pravotoCiva, 11 para bazi na otaCku, Forma C —

levotociva, 12 part na otaCku



3. VysSiuroven struktury [7]
Jsou to struktury dané dlouhou DNA, kdy se DNA nejenze staci napt. do dvousroubovice, ale i dale

se sklada a naviji, cemuz se fika nadSroubovicové vinuti.

1.2.2  Replikace DNA

Replikace DNA znamena, ze se DNA podle principu komplementarity sama zdvoji. Toto zdvojeni

slouzi napfiklad k pfedavani informaci dcefinnym burikam.

Faze:
1. Iniciace
misté zvaném také lokus OriC’ [4]. V této fazi

se vlakna molekuly zacnou rozplétat a

vzdalovat vlivem enzymu helikazy.
2. Elongace — spravné navazani
nukleotidi

Dale se vytvori kratky usek RNA, ktery je dle

principu komplementarity navazan na vlakno P .|||||| o
DNA. A 6
Na tento usek se zacnou navazovat nukleotidy I: “‘_T“ 'Illj
dle principu komplementarity viz tabulka ¢. 1: ]]:l ||]|i|||]
Princip komplementarity DNA — DNA. Pri _l‘-:.l: NEW
navazovani nukleotidui mohou  vznikat i |]'.'*?l : I

Okaziho fragmenty® [4], které jsou viak obrizek &.2: Replikace DNA — vjroba

nasledné pospojovany enzymem DNA - deefinnych DNA [9]

ligaza. DNA - polymeraza poté opravuje své chyby, kontroluje spravné parovani napojenych

nukleotidu [4]. Timto je replikace kompletni, vznikly 2 nové identické DNA.

Replikace DNA jakozto kazdy jiny proces potiebuje energii. Tuto energii jim dodavaji trifosfaty
ATP, GTP, CTP, TTP [4]

* Bakteridlni buitka ma misto lokus Oric pouze jedno, kdeZto eukariotni buiiky maji téchto mist mnoho.
® Okaziho fragmenty — opozdujici se fetézce syntetizovany jako série segmentii, vznikaji z davodi, Ze DNA -

polymeraza muze syntetizovat pouze ve sméru 3° — 5’



1.3 RNA

RNA neboli ribonukleova kyselina se podili na procesech, kterymi je geneticka informace
realizovana. RNA je jednoSroubovice tvorena ze [3]:

1. zbytku kyseliny fosforecné

2. r1ibdzy - cukr

3. dusikatych bazi: Purinové baze: Adenin A, Guanin G, Pirimidinové baze: Cytozin C, Uracil U

RNA je jako DNA také nukleova kyselina, to znamena, ze vytvafi nukleotidy zribozy a
dusikatych bazi. Rozdil je pouze v tom, z¢ RNA nema dusikatou bazi Thymin, ale namisto Thyminu

obsahuje Uracil, ktery se vaze na Adenin. Viz tabulka ¢ 2 Princip komplementarity

Pyrimidinova baze[1]:
Uracil

0
| NH
-
Struktura ostatnich bazi: Adenin, Guanin, Cytozin je stejna jako u DNA

Princip komplementarity:

Princip komplementarity nam urcuje spojeni dusikatych bazich pii vytvareni RNA transkripci.

DNA RNA
A = U
G = C
C = G
T = A

tabulka €.2: Princip
komplementarity DNA — RNA

U RNA se princip komplementarity pouziva pii ¢ranskripci.



1.3.1  Transkripce

Transkripce je proces, ktery prepiSe DNA do mRNA. Nepotiebuje primer ke startu jako tomu bylo u
replikace DNA.

Faze:
1. Iniciace Elongadon Non-template
strand of DNA
Transkripce zacina v misté, kde RNA - _ 2 RNA nucleotides
polymeraza nalezne promotor’. RNA

polymerase

2. Elongace
RNA - polymeraza rozpléta DNA a vytvari
nukleotidy® a dale pre-mRNA dle principu 3
komplementarity viz tabulka ¢2: Princip
komplementarity DNA — RNA |5].

5
3. Terminace
Elongace pokratuje dokud RNA - __ 0
polymeraza nenarazi na terminacni sekvenci s Direction of transcription "\
) ) . ™ (“downstream”) " Tem

, , “r : plate
v DNA. Vtéto fazi transkripce konéi a je S e strand of DNA
vytvofena pre-mRNA [5]. :

Newly made

RMNA

Pre-mRNA obsahuje segmenty zvané introny, i
! £ ty Y obrazek ¢€.3: Transkripce [10]
které dale prerusuji sekvence kodujici

aminokyseliny — exony. Proto jsou introny v jadfe vystfizeny a tim vznikd mRNA [5].

Typy RNA[3]:

1. mRNA - mediatorova — jeden fetézec, ve kterém jsou obsazeny dusikaté baze, slouzi jako
matice, podle které se budou spojovat aminokyseliny pfi tvorbé bilkovin, je vytvofena
transkripci

2. tRNA - transferova — RNA slouzi jako dopravce vhodné aminokyseliny pii sestavovani
retézce

3. 1RNA - ribozomova — podili se na stavbé ribozému, coZ je misto pro vyrobu bilkovin

7 promotor - sekvence nukleotidi, kterd uréuje pocatek transkripce.

¥ vytvaieni nukleotidi je ve sméru 5° ke konci 3°



1.4

Aminokyseliny

Dulezitou soucasti organismu jsou bilkoviny, coZ jsou fetézce aminokyselin - polypeptidy spojené

peptidovou vazbou’. Bilkoviny se vyrabi translaci — pepsanim fetézce nukleotida mRNA do fetdzce

aminokyselin bilkovin viz 1.4.2 Translace.

Aminokyseliny
Jsou zakladnimi prvky proteint. Sekvence je kddovana genetickym kodem tripleti DNA, dé€li se
na[3]:
hydrofilni hydrofobni zasadité kyselé
Cystein Cys (C) Alanin Ala (A) Histidin His (H) | Kyselina asparagova Asp (D)
Glycin Gly (G) | Fenylalanin Phe (F) | Lysin Lys (K) Kyselina glutamova Glu (E)
Asparagin Asn (N) Isoleucin Ile (I) Arginin Arg (R)
Glutamin Gln (Q) Leucin Leu (L)
Serin Ser (S) Methionin Met (M)
Threonin Thr (T) Prolin Pro (P)
Tyrozin Tyr (Y) Valin Val (V)
Tryptofan Trp (W)

Tabulka ¢.3: Seznam aminokyselin

Jedna aminokyselina mize byt kddovana vice triplety, coz zajistuje veétsi stabilitu viici mutaci.

Kédovani aminokyselin[3]:

AGA UUA

AGG uuG
GCA CGA GGA CUA
GCC CGC GGC AUA CuC
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG
Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His e Leu Lys Met
A R D N C E Q G H I L K M

’ Peptidova vazba je tvofena mezi karboxylovou skupinou (CO) jedné aminokyseliny a amino skupinou (NH)

druhé aminokyseliny odstépenim vody.
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AGC AGU

CCA UCA ACA GUA
CCC UucCC ACC GUC UAA
UuC CCG UCG ACG UAC GUG UAG

UUA CCU UCU ACU UGG UAU GUU UGA

Phe  Pro Ser Thr Trp  Tyr  Val stop

Kodony UAA, UAG, UGA signalizuji konec sekvence a kodon AUG je startovaci kodon.

1.4.1  Struktura proteint

JakoZ tomu bylo u DNA 1 proteiny mohou mit jiné prostorové usporadani, neboli strukturu. V dalSich

fazich se bude pracovat s primarni strukturou.

1. Primarni struktura [6, 16]

peptidovy fetézec — aminokyseliny spojeny peptidovou vazbou

2. Sekundarni struktura [6, 16]

symetrické prostorové uspofadani polypeptidového fetdzce

3. Tercialni struktura [6, 16]

asymetrické prostorové usporadani polypeptidového fetézce spojeni sekundarni struktury s néjakymi
ostatnimi

4. Kvartérni struktura [6, 16]

usporadani jednotlivych polypetidovych fetézct v molekule proteinu

1.4.2 Translace

Translace probiha na ribozoémech, které v sobé obsahuji nékolik ¢asti: A — aminoacylové misto tRNA,
P - peptidové misto, E — exit. Dale se ribozomy sestavaji ze dvou podjednotek, které obsahuji rRNA
a proteiny [5].

Faze:
1. Iniciace

Inicia¢ni komplex se sestava z obou ribozomalnich jednotek, mRNA a tRNA [5]

' Vyskytuji se jako Alfa — helix — pravoto¢iva sroubovice a Beta — struktura — jednotlivé fetézce jsou poloZeny

vedle sebe a spojeny H-mustky
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2. Elongace
Samotna translace probiha tak, ze ribozomem prochdazi mRNA, kde jsou rozpoznany jednotlivé
kodony mRNA pomoci tRNA. tRNA pfinese pfisluSnou aminokyselinu, ktera je vclenéna do
polypeptidového fetézce [5].

3. Terminace
Translace kon¢i nalezenim stop kodonu u mRNA. Nov¢ vznikly polypeptid se uvolni od tRNA. tRNA

se uvolni od ribozomu a ob¢ ribozomalni podjednotky se uvolni od mRNA [5].

1.5 Shrnuti

Jak jiz bylo v predchozich kapitolach uvedeno, DNA je dvousroubovice a je nositelkou genu. Kopii
tohoto genu, ¢i dcefinnou DNA Ize ziskat replikaci — okopirovanim DNA. Dale se z DNA muze
vytvofit mRNA, coZ je jednoSroubovice, transkripci - vznik mRNA z DNA, ktera nam slouzi
predevs§im k vyrobé proteinu translaci[1]. Dalsi slozky RNA jako tRNA a rRNA tomuto procesu

napomahaji. Viz obrazek ¢.4

Reverzni Transkripce

transkripce |

el N

Y

Protein @

Obrazek ¢.4: Prib¢h vyroby proteintl, dcefinych DNA a RNA [11]
Pro porovnavani sekvenci algoritmem BLAST, ale i jinymi algoritmy jako Smith-Waterman a

Needleman-Wunsch se pouziva DNA ¢i protein ve form¢ sekvenci pismen, které vyjadruji nukleotidy

(dusikaté baze) u DNA a aminokyseliny u proteinti.
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2 Ulozeni genomickych informaci

v databazi

Genetické informace se nejcastéji ukladaji v databazi. Nicmén¢, v jakych typech databazi tyto udaje
ukladame, zaleZi na dalSim vyuziti téchto dat. Prvni typ databazi, kde s mohou ukladat genetické
informace jako DNA a proteinové sekvence, genova funkéni data ¢i dokonce obrazova data, jsou

prostorové databaze.

2.1 Prostorové databaze

Prostorové databaze nabizi ukladani genomickych dat jako vicedimenzionalni obrazce, nejméné vSak
ve 2D. Genomicka data se mohou ukladat ve formé 3D, kdy povrch je tvofen trojithelniky, viz. bod 1.

Nebo forma uloZeni informaci miiZze byt podobna GIS, viz bod 2.

1. Napriklad u proteinové prostorové databaze kazdy protein ma trojuhelnikovy povrch s 3D
body. Dale se pocita prostorovy uhel, ktery udava konkavnost, konvexnost ¢i rovinu v bodech
povrchu dané¢ho proteinu. RozliSeni konkavnosti, konvexnosti a neutralnosti je dle fuzzy

systému [13]:

] konvexni neutralni konkavni

Obrazek €.5: Fuzzy systém pro odvozeni konvexnosti a konkavnosti

vrcholi trojuhelniki tvotici 3D objekt

2. UloZeni genomickych informaci v databazich podobnych GIS je ve formé interaktivni
genomické mapy. Rysy genetickych informaci a jejich atributy jsou implementovany jako
prostorové objekty a datové vrstvy, které mohou byt zobrazeny uzivateli. Napfiklad vrstvy
mohou obsahovat vzdy jednu z nékterych dulezitych casti ukladané informace. Napriklad
chromozom se sklada z nékolika dualezitych ¢asti jako strukturalni informace, fidici prvky a

genomicka sekvence. To znamena, Ze potom jedna vrstva bude obsahovat strukturalni
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informace, druha vrstva zase fidici prvky a tfeti genomickou sekvenci, viz obrdzek ¢.6.
S pomoci dalSich systémi a nastroju 1ze data z prostorovych databazi zobrazit, dotazovat se a

vyhledavat ¢asti sekvence a nasledné tyto data analyzovat [14].

Structural infermatien

L Regulatery
- elements
—— Gene coding
e sequences

Chromesome

Obrazek ¢.6: Rozlozeni ¢asti chromozomu do vrstev a jejich navaznost na GIS [14]

2.2 Deduktivni databaze

Deduktivni databaze jsou =zaloZzeny na technologii, ktera poskytuje objektové orientovany
konceptualni model, deklarativni pravidla jazyka (napfiklad Prolog) a proceduralni jazyk. Takovato
kombinace nam poskytuje vétsi verifikaci dat, automatickou detekcei a konzistentni udrzbu.

Objektove orientovany konceptualni model nam poskytuje informaci, jak je dana struktura
sloZzena. Datové modely se seskupuji do tfid a podtrid, které sdili vlastnosti dédicnosti.

Deduktivni pravidla poskytuji logicky dusledek. Toto je pravé dobie vyuzitelné v molekularni
biologii za pouziti jazyka Prolog, ktery je dobfe kombinovatelny s objektové orientovanou databazi.

[12]

2.3 Relacni databaze

Relaéni databaze jsou takové, které vyhovuji relaénimu modelu dat a rela¢ni algebfe. Databazi lze
ovladat pomoci jazyka SQL pomoci dotazi nad tabulkami a dal§imi prikazy.
Tyto databaze se budou vyuzivat pfi tvorbé aplikace, kde sekvence proteinu a nukleotidu,

budou ulozeny v tabulkach. Samotna reprezentace proteinu v databazich je tvorfena formou fetézce
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pismen, ktera nim znadi, z jakych aminokyselin se dany protein sklada. Popis pismen, ktera nam
oznacuji aminokyseliny, naleznete vySe viz 1.3 Aminokyseliny.
V nékterych tabulkach muze byt 1 informace o typu proteinu, ¢i jeho zaloZeni. AvSak nejcasté)i

takovéto databaze obsahuji identifikator sekvence a samotny fetézec sekvence.
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3 Algoritmus BLAST

Vysvétleni pouzitych vyrazi v nasledujicim textu:
zarovndni — dv¢ upravené, podobné sekvence, které jsou vysledkem nékterého z algoritmu
Smith-Waterman algoritmus — algoritmus, ktery vyhledava podobné sekvence na urovni lokalni, to
znamena, z¢ vysledkem porovnavani jsou podobné ¢asti sekvenci
Needleman-Wunsch algoritmus — algoritmus, ktery vyhledava podobné sekvence na trovni globalni,
to znamena, ze porovnava celou délku vstupnich sekvenci a ve vysledku je zobrazena cela délka
sekvenci
podsekvence — Cast dotazované nebo databazové sekvence
Cdst dotazované sekvence — podsekvence vytvorena v 1. kroku algoritmu BLAST o délce w
list sousedii —seznam, ktery obsahuje rizné variace vSech pismen (jde o variaci s opakovanim) o
délce slova w (parametr algoritmu BLAST) se skorem vétsi nez je prah T (parametr algoritmu
BLAST)
soused — prvek v listu sousedul
skore — bodové ohodnoceni (Cislo) podobnosti dvou znakii nebo dvou sekvenci, vétsi skore — veEtsi
podobnost
uspéch (hit)— nalezena podobna podsekvence sekvence umisténé v databazi
HSP — Hight Scoring Segment Pair - HSP je lokalni zarovnani, které neobsahuje mezery a zaroven
dosahuje nejvétsich skor v daném vyhledavani [18]
MSP - Maximal Segment Pair — HSP, které ma nejlepsi skore
Parametry algoritmu BLAST[15]:

délka "slova" w — parametr pouzity pfi vytvareni listu sousedu, jde o pocet pismen v
podsekvenci

prah T — napt. pii zvolen¢ délce "slova" 3 se vytvoii list sousedii, dale se berou v tvahu
pouze podsekvence, které maji skore ziskané ze substitucni matice nebo ze skorového systému vetsi
nez je tento prah

X - dropoff — hodnota, ktera se pouziva u roz§ifeni nalezenych podsekvenci, kdy vysledné
skore nesmi klesnout o tuto hodnotu

8§ - skore — minimalni skore, pod které se algoritmus nesmi dostat pii rozsifeni nalezené
podsekvence

A — distance — vzdalenost 2 podsekvenci, tento parametr se pouziva pri rozsifeni nalezenych
podsekvenci, pokud dva sousedé — prvky z listu sousedil jsou od sebe vzdaleny maximalné o A a

neprekryvaji se
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3.1  Princip porovnavani

Sekvence nukleotidu a proteinu, které jsou vyjadieny formou pismen se mohou porovnavat riznymi
bioinformatickymi nastroji ¢i algoritmy. V této praci jsou uvedeny a popsany pouze algoritmy
BLAST, Smith-Waterman a Needleman-Wunsch.

Porovnavani sekvenci (fetézcu pismen) si muzeme piedstavit jako porovnavani jednotlivych
znakt. To nam slouzi k uréeni podobnosti dotazované sekvence vici cilovym sekvencim (téchto
sekvenci muze byt vice — napf. mohou byt uloZeny v databazi).

Porovnani se provadi na zaklad¢ dan¢ho systému, ktery je zavisly na zvoleném algoritmu ¢i
jeho implementaci. Tento systém nam vraci jednotliva ohodnoceni (Cisla) dle podobnosti znakt.
Ohodnoceni se mohou lisit v zavislosti na pouzitém systému, kdy naptiklad ohodnoceni poditané ze
substituéni matice, viz. 3.3.2.1 Substitucni matice, zahmuje moznost mutace proteinu na jiny. Tedy
n¢které pary pismen jsou ohodnoceny kladné (jsou si podobné), ale pritom nejsou stejné.

Jednim z vysledkii porovnani je skore (Cislo), které nam uréuje podobnost nalezenych sekvenci.
V tomto skore jsou zapogitana ohodnoceni z vyse uvedeného systému. Cim je toto &islo vétsi, tim si
jsou nalezené sekvence podobn¢jsi. DalSim statistickym udajem, ktery nam jiz vraci funkce
predstavujici implementaci vySe uvedenych algoritmu, je procentudlni identita, tedy vyjadfeni

poméru mezi kladné ohodnocenymi pary a celkovou délkou sekvence v procentech.

3.2  Uvodem k algoritmu BLAST

BLAST, Basic Local Alignment Search Tool je algoritmus pro porovnavani dotazované sekvence
aminokyselin nebo nukleotida vic¢i sekvenci umisténé v databazi. Tento algoritmus byl uveden
v roce 1990 panem S. Altschul. Vzniklo mnoho variaci tohoto algoritmu pro porovnani nukleotida a
proteina. Algoritmus vyuziva pfi porovnani sekvenci matici PAM nebo BLOSUM.

Algoritmus BLAST vychazi ze Smith — Waterman algoritmu, ktery se vyuziva pro lokalni
porovnavani, jehoz vysledkem je zarovnani mezi podsekvenci A a podsekvenci B. Dale jesté existuje
globalni porovnavani — vysledné zarovnani obsahuje celou délku sekvenci A a B. Globalnim
porovnavanim se zabyva algoritmus Needleman-Wunsch. [17]

BLAST je rychlejsi, ale méné citlivy, pouziva dynamicky pfistup. Pokousi se omezit pouziti na
sekvence, které se zdaji byt zajimavé. Heuristicka cast algoritmu se snazi vytvofit odhad, ktera

sekvence muze produkovat zajimavé zarovnani

Algoritmus BLAST je implementovan do databaze Oracle ve formé funkei:
e BLASTN - porovnava nukleotidovou sekvenci s nukleotidovou databazi (tabulkou)

e BLASTP - porovnava proteinovou sekvenci s proteinovou databazi (tabulkou)
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e BLASTX - preklada nukleotidovou sekvenci na proteinovou a nasledné ji porovnava oproti
proteinové databazi (tabulce)

e TBLASTN - porovnava proteinovou sekvenci oproti nukletidové databazi (tabulce) preloZené
na proteinovou

e TBLASTX - prevadi nukleotidovou sekvenci na proteinovou a porovnava oproti nukleotidoveé

prelozené databazi (tabulce)

Pozn. & 1: Algoritmus implementovany do databazi Oracle je velice blizky NCBI — BLAST 2.0, coz je
verze algoritmu BLAST.

3.3  Algoritmus vyhledani

Samotné porovnavani sekvenci lze rozd¢lit na né€kolik kroku:

V prvnim kroku dochazi k predzpracovani dotazii — rozd€leni dotazované sekvence dle délky,
kterou jsme zvolili pro délku slova, a vytvofeni listu sousedu.

Ve druhém kroku se pocita vysledné skore na zaklad¢€ zvolené substitu¢ni matice u proteinu
nebo dle skdrového systému u porovnavani nukleotida a generuji se uspéchy (hits).

Ve tretim kroku dochazi k rozsifeni nalezeného uspéchu (hit) a nasledné pocitani skore.

3.3.1 Predzpracovani dotazu

Prvni ¢ast algoritmu BLAST (pfedzpracovani dotazu) vytvari list sousedu ke kazdé ¢asti dotazované
sekvence. Postup je nasledujici:

Nejprve si zvolime délku “slova*“ w. Délka slova w znamena, ze dotazovana sekvence
(sekvence, kterou chceme nalézt) se rozdéli na Casti o délce w. Napriklad ze sekvence o délce 10
vznikne 8 ¢asti s délkou 3. Kazdou takovou ¢ast nazvéme &dst dotazované sekvence. Pro kazdou ¢ast

dotazované sekvence je vytvoren list sousedit "' [15].

Piiklad ¢.1:
Zaddame délku slova 3, tedy w = 3, dotazujeme se na sekvenci ATCGACT, vytvorte viechna casti

dotazované sekvence.

' list sousedii — veskera mozn4 slova — véechny mozné variace odpovidajicich pismen dle toho, zda jde o

nukleotidy €i aminokyseliny
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Reseni piikladu &.1:

Ze sekvence ATCGACT vzniknou tyto cdsti dotazované sekvence:

AT C G A CT

A T C

r C G
C G

G

SN

C
cC T

Jak jiz bylo naznaceno vyse, kazda cast dotazované sekvence je spojena s listem sousedi, ze kterych
se nakonec vybiraji ti sousedi (prvky v listu sousedi), ktefi maji skore z porovnani s ¢asti dotazované

sekvence vétsi nez zadany prah viz 3.3.2 List sousedii a generovani uspéchii (hits).

Piiklad ¢.2:
Pokud vyhleddavam aminokyseliny (pocet aminokyselin je 20) s délkou w = 2, bude generovano
20%*20, tedy 400 zarovnani

3.3.2 List sousedii a generovani uspéchi (hits)

Druha ¢ast algoritmu nazvana List sousedu a generovani tispéchu (hits) navazuje na prvni ¢ast, kde se
vytvoril list sousedi. V ném dale tato druha ¢ast ponechava pouze ty sousedy, jejichz skore spliiuji
podminku prahu T, a generuje uspéchy (hits) nalezenych podobnych slov v databazi a spolu s jejich
pozici je zaznamenava. Postup:

Casti dotazované sekvence se porovnavaji s piislugnym listem sousedi a generuje se skore .
Pokud je nastaven prdh T, v listu sousedu jsou obsazeni pouze ti sousedi, jejichz skore z porovnani
s ¢asti dotazované sekvence je vEtsi nebo rovno zadanému prahu T.

Vtéto fazi je kazda cast dotazované sekvence reprezentovana listem sousedi. Samotné
porovnani mezi dotazovanou sekvenci a sekvenci umisténou v databazi je reprezentovano
porovnavanim jednotlivych sousedi z listu sousedu skazdym slovem (podsekvence o délce w)
sekvence umisténé v databazi. V kazdém porovnavani je pocitano skore. Skore se ziskavaji ze
substituéni matice (viz. 3.3.2.1 Substitucni matice) u proteini nebo formou skorového systému (viz.
3.3.2.2 Skorovy systém) u nukleotidi.

Za uspéch (hit) je povaZovano takové porovnani mezi sousedy a slovy v cilové sekvenci
(sekvenci umisténé v databazi), které si odpovida — soused je stejny se slovem v cilové sekvenci.

Tento tspéch (hit) spolu s jeho pozici v obou sekvencich je zaznamenam. [15]

12 skére se pocita dle substitu¢ni matice — viz 3.3.2.1 Substituéni matice nebo podle skérového systému — viz

3.3.2.2. Skérovy systém
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3.3.2.1 Substituéni matice

Substitu¢ni matice obsahuje ohodnoceni jednotlivych podobnosti proteini. Ohodnoceni bere v ivahu
moznost zmény nékteré¢ aminokyseliny na jinou. Je to z divodu, ze béhem evoluce se zjedné
generace na druhou mohou sekvence pozménit nebo zmutovat.
Piiklad ¢.4:
ALEIRYILRD
miiZe zmutovat na:

ALEINYLRD

Substitu¢ni matice vyjadiuje pravdépodobnost transformace se skorem:

pi >X<]\4i J
S, =log — =log =
; p* p; p, Ocekavanalrekvence

M., PozorovanaFrekvence

kde M, je pravdépodobnost amino-kyseliny 7 se zménit na amino-kyselinu ;j a p; je frekvence amino-

kyseliny i.

Substitu¢ni matice[18]:
1. PAM
Tato matice byla vytvorena jako silné teoreticka a je v ni obsazeno velice malo evolucnich
pfedpokladi, byla pocitana sledovanim odlisnosti u blizce souvisejicich proteini. Matice
PAMI byla vytvofena se sadou proteint, které si byly identické z 85% a vice. Matice PAM1
je zakladem pro pocitani ostatnich matic spolu s oSetfenim opakovanych mutaci. Nyni se
nejvice pouziva matice PAM30 a PAM70.
2. BLOSUM
Metoda, ktera se vyuziva u matice PAM, nepracuje prili§ dobfe u odchylujicich se sekvenci
bchem evoluce. Zmény v sekvenci béhem delsi evolucni doby se piili§ nepiiblizuji tomu,
pokud bychom skladali jednotlivé zmény za kratsi casové useky. Matice BLOSUM fesi tento
problém. Tato matice je vice empirickda a vytvofena po zkoumani velkého poctu dat.
K vytvoreni této matice bylo vyuZito rozmanitych usporadani proteind, které se b&hem
evoluce odchylovaly. Pravdépodobnost pouzita v matici je pocitana s ohledem na bloky
zachovanych sekvenci nalezenych v usporadani. Pro algoritmus BLAST je standardné

vyuzivana matice BLOSUMG62

20



Substitu¢ni matice BLOSUM 62 [19]:

cls|]Tt][P]A]JG]N][DJE]JQ|H|[R][K[M[I[L][V]F]Y][W
clol-t][-1]3lol3]3]3l4a[3][3]-3l3[-1]-1]-11-1]2]2]-=
SlT-1{altl-1]1Jol1fofoJol-t]-1]ol-1]2]2]202]-2]-3
Ti-1|1 4111 ]oltfolofol-t]Jol-1]212]2[20-21=3
pl3|-1[1 7121111221211 ]2]313]2[4]3]=4
Alofol-t]-1]afol-t]2]1]-1l2]a]1l-11]a]207=21-2]-3
Gl3[tl1[2]oflel2]-1]2]212]2]213[4]4]o(-3][3]=2
N[3Jolo]-1]-1T=2]6e[1Jolo]-1Jolo|-2]3]313][3[2]~4
pl3Jol1]-1]2T-1]1]el2lo]-1]21-1]3][3]4l3]3[3]~4
El4lofo-1]-1l2]o0o2Ts5]2]ofol1[2]3]313][3][2]-3
Ql3[-1Tof-1]1]=2T0fo2]s5lo]1[tTo[3]2]2013[-1]=2
H|3[-1]ol2]2]20-1]-1]oJols]o[-1[2]3]3]20-1]2]=2
R[3Jo[-1]2]-11=2f0]2Jol1]osl2]-1]3]213]3[—2]-3
K[3]-1]ol-t]-1]2lo0f-1]t]tl-1]2]s5-1[3]2]-3[3[-2]-3
M[-1l2]-1]2]-1T3]2]3T2f0o]2]-11-1][s]tl212]0]-1]-1
1122314331333 3[3[t[a4l2]1]0]-1]=3
Ll-1l2]2]31-114]3]4l3]2]3]212[2201413[0[-1]=
vial2121212T03]3]312]2]-313[2]1]314]-1]-1]-3
Fl2[2]214l2]3]-3133]3]-113][3][ofolo]-1]6]31]1
y[2[212]3]2013]2]3]21-1]220=21-1]a]1-113]7]2
wWl2[3]3T4als3]2]4alal3]2]213]3]-113]2]3]1(2n1

Jak si u této matice muzete vSimnout, skore u nékterych para pismen je vEétsi nez u jinych, je to
dano predevsim tim, Zze substitucni matice je vytvorena tak, ze bere v uvahu chemickou strukturu

danych aminokyselin a tudiz i moZnost mutace, ktera by neohrozila samotnou strukturu proteinu.

Piiklad ¢.5:
mdme dveé sekvence AGC a CGC, které porovndvame, vysledné body spocitame s BLOSUM 62 matice

a nasledné je mozno jej porovnavat s prahem T'

E G C
4 +6 +9 = 1]
c G C
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Vysledné skore je 11.

Vztah mezi maticemi BLOSUM a PAM [19]:

BLOSUM 80 BLOSUM 62 BLOSUM 45
PAM 1 PAM 120 PAM 250
Mén¢ odchylujicise < »  Vice odchylujici se

3.3.2.2 Skérovy systém

Skorovy systém se pouziva pii pocitani skore u porovnavani nukleotidi. Lze si zvolit pocet bodu,
které se budou do kone¢ného skore pricitat pii shodnych pismenech, pocet bodu, které se budou od
konec¢ného skore odecitat pii neshodnych pismenech a pocet bodi, které se budou odeditat pri
zacinajici a roz§ifujici se mezete [17]. U programu blastn je standardné nastaveno -3 pfi odliSnych

pismenech a +1 pfi stejnych pismenech.

Piiklad ¢.6:
Meéjme protein tvoren aminokyselinami: AGFRCD, vytvorte listy sousedu, které budou mit prah T =
13 s délkou slovaw = 3 za pouZiti substitucni matice BLOSUMG2.

Reseni piikladu &.6:
Sekvenci AGFRCD na veSkeré mozné casti, které budou mit délku slova 3

A G F R C D
A G F
G F

F

= = l- |

C
C D

Ddle pro v§echny tyto cdasti se vytvori list sousedii (veSkerd moznd spojeni pismen aminokyselin)

Z tohoto listu se vyberou pouze ty sekvence, které maji skore z porovnani s danymi castmi dotazované

sekvence vétsi nez zadany prih T.
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AGF Skore GFR Skore FRC Skore RCD Skore

AGF 16 GFR 17 FRC 20 RCD 20
SGF 13 GFK 14 FKC 17 KCD 18
AGY 13 GYR 14 YRC 17 RCE 17
CGF 12 GFQ 13 FOC 16 oCD 16
GGF 12 GFN 12 FNC 15 RCE 15
SGY 10 GFE 12 FEC 15 NCD 15

sGw 8 GFH 12 . . .
STF 8 GMR 11 YOC 13 KCE 13
WKC 12 KCT 12

Ddle se pouZivaji pouze ty sekvence, které maji skore vétsi nez nas zadany prah T = 13

3.3.3 Rozsireni generovanych uspéchi (hits)

Treti Cast rozSifuje nalezené uspéchy (hits), které byly spolu s jejich pozici zaznamenany ve druhé
¢asti algoritmu. Tento krok zabira asi 90% celkového Casu. Postup:

Kazdy generovany uspéch (hit) je rozsifen"® v obou smérech, rozsifovani je zastaveno, jakmile
skore rozsifené¢ho uspéchu (hit) poklesne o X, kde X je parametr algoritmu. Kazdy takovy rozsifeny
segment, jehoZ skore je rovno ¢i vétsi nez S, kde § je také parametr algoritmu, je nazvan HSP —
Hight Scoring Segment Pair. HSP je podsekvence, ktera neobsahuje mezery a zaroven dosahuje
nejvetsiho skore v daném porovnavani. Nejlepsi skore HSP se nazyva MSP - Maximal Segment
Pair|18].

Tato metoda je zakladni. Verze NCBI-BLAST?2, kterou vyuziva databaze Oracle 10g je
zaloZzena na tom, ze pri 1. ¢asti, kde se vytvari list sousedu, se zvoli niz§i prah T. To zapficini, Zze
bude vice sousedu v listu sousedu.

Nizsi prah se voli z divodu pouzivani dalsiho parametru A, coz je maximalni vzdalenost 2
nalezenych uspécht (hits). Parametr A se pouziva pfi poslednim kroku — rozSifeni generovanych
uspéchu (hits). V pripadé¢ ze dva nalezené uspéchy (hits) maji vzdalenost mensi nez parametr A,
uspéch (hit) je rozsifen. Vzdalenosti se mysli vzdalenost, kdy dany uspéch lezi na stejné diagonale

jako ten druhy a ma vzdalenost A. Nicmén¢ tato metoda vede k mensi citlivosti algoritmu.[ 18]

Pozn. &2: Pri rozSifovani nalezeného segmentu miize byt do skore zapocitdna penalta, coz jsou

zdporné body, za ,,otevieni* nebo , rozSireni " mezery, takové skore se nazyva radkové.

3 nalezeny tispéch (hit) v sekvenci umisténé v databazi je rozsiten — napt. k pivodnimu uspéchu o délce slova
w =3 se pfidaji dva okrajové znaky, takze rozSifeny uspéch (hit) bude mit délku slova w = 5, tento rozSifeny

uspéch (hit) se ddle porovnava se vstupni sekvenci



3.4  Srovnani s ostatnimi algoritmy

Jak jiz bylo uvedeno v ivodu, algoritmus BLAST byl odvozen od jiz existujicich algoritmu jako
Needleman-Wunsch a Smith-Waterman. Tato kapitola by méla popsat algoritmy Needleman-Wunsch

a Smith-Waterman a nastinit rozdily mezi témito algoritmy a algoritmem BLAST.

3.4.1 Needleman-Wunsch algoritmus

Needleman-Wunsch algoritmus je algoritmus vyhledavajici a porovnavajici sekvence na globalni
urovni. Princip tohoto algoritmu spociva ve vytvofeni matice, kde prvni homi fadek obsahuje
pismena prvni sekvence a prvni levy sloupec obsahuje pismena druhé sekvence. Matice se vypliuje
tim zpusobem, Ze se pocita skore podobnosti jednotlivych paru pismen. [20]

Pro zvoleni nejlepsiho - nejpodobnéjsiho zarovnani je zvolen systém S(x, y), jimZz mize byt i
substituéni matice. Pokud nejde o substituéni matice, muze se jednat o skérovy systém, kde se voli
ohodnoceni pro shodna pismena(kladné ohodnoceni), neshodna(zaporné ohodnoceni) na indexu x

prvni sekvence a indexu y druhé sekvence.

Skore v jednotlivych burikach je pocitano nasledovné:

M|x-1, y-1] + S(x, y)
MIx, y] = max MI[x-1, y] + gap (1)

M[x, y-1] + gap

kde S(x, y) je systém pro vypocet jednotlivych skoére a gap je penalta (zaporné Cislo) za otevreni Ci

roz§ifeni mezery.

Pii pocitani skore se zaznamenava, ze kterého sméru bylo skore vypocéitano. Toto nam pomuze
pfi hledani a zpétném prochazeni matice pro urceni nejlepSich zarovnani. Prochazeni matice zacina
od bunky v pravém dolnim rohu matice a dale pokracuje dle Sipek, dokud se neskonci v levém

hornim rohu matice.[20]

Piiklad ¢.7:
mdame porovnat 2 sekvence GA-TTA a GAATTC se skorovym systémem uvedenym vySe, to znamend:
shodna pismena => +2

mezera => -2
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Spatnd pismena => -1

Reseni piikladu &.7:

vysledna matice a priichod vypadd nasledovne:

|GATTA

G A -TTA Vysledné zarovndni obsahuje veskerd vstupni pismena obou sekvenci.
| | Je zde vioZena jedna mezera, Ctyri pismena se shoduji a jedno se
GAATTC neshoduje, vyslednd délka zarovndni je 6 a skore je 5.

Vysledné zarovndni obsahuje veskerd vstupni pismena obou sekvenci.
Je zde vioZena jedna mezera, Ctyri pismena se shoduji a jedno se
| ] neshoduje, vyslednd délka zarovnani je 6 a skore je 5. Rozdil od
predchoziho zarovnani je v pozici mezery.

3.4.2 Smith-Waterman algoritmus

Smith-Waterman algoritmus vznikl modifikaci Needleman-Wunsch algoritmu. Slouzi pro
vyhledavani a porovnavani sekvenci na tirovni lokalni. To znamena, ze vysledkem porovnavani jsou
podsekvence sekvenci. Odlisnosti od Needleman-Wunsch algoritmu jsou [20]:
1. vrchni a levé buriky skorové matice obsahuji 0
2. algoritmus nikdy neklesne pod hodnotu 0
3. nejpodobnéjsi zarovnani je nalezeno prichodem vzniklé matice od buiiky, ktera obsahuje
nejvetsi skore k burice obsahujici 0

Jednotliva skore v burikach matice jsou pocitany nasledovné:
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M|x-1, y-1] + S(x, y) (2)
M[x-1, y] + gap

M[x, y] = max
MIx, y-1] + gap

Systém S(x, v) je obdobny systému, ktery pouziva algoritmus Needleman-Wunsch, opét je zde
moznost pouzit skorovy systému nebo substitucni matici, gap je penalta za mezeru.
Jak jiz bylo napsano vyse, je princip tohoto algoritmu podobny algoritmu Needleman-Wunsch.

Takeé se do matice zaznamenava skore a smér odkud bylo vypocitano viz Priklad ¢.8.

Piiklad ¢.8:
méjme porovnat dvé sekvence GATTA a GAATTC (jako jsme méli u algoritmu Needleman-Wunsch)
pomoci algoritmu Smith-Waterman se skorovym systémem S(x, y):

shodna pismena => +2

rozdilna pismena => -1

mezera => -2

minimadlnim skorem =>5

Reseni piikladu &.8:

vysledna matice je ndsledujici

G la |r|r la
olol ololo 0
®|
G | o olololo
A 0 240 | 0
w_®
A 01 o 37 N2
r Tolol o 54 3
LN

r Tolol ol 2 4
clolol]lol'ollsd s

a zarovnané sekvence jsou 17, prvni dvé predstavuji v matici cervend policka (rozdil je pouze v pozici

mezery) a tieti predstavuje modrd policka:

G - ATT Prvni sekvence zacina na prvnim pismenu a konci na ctvrtém pismenu. Druhd

| L sekvence zacind také na prvnim pismenu a konci na pdatém pismenu. Délka
G AATT nalezeného zarovnani je pét a je v ni obsazena jedna mezera, ctyri pismena se
shoduji. Skore je 6.
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G A - TT Prvni sekvence zacina na prvnim pismenu a konci na ctvrtém pismenu. Druhd
sekvence zacind také na prvnim pismenu a konci na pdatém pismenu. Délka
(|} A A ”|F ”|F nalezeného zarovnani je pét a je v ni obsazena jedna mezera, ctyri pismena se
shoduji. Skore je 6.
Prvni sekvence zacina na prvnim pismenu a konci na ctvrtém pismenu. Druhd
GATT sekvence zacina také na prvnim pismenu a konci na ctvrtém pismenu. Délka
| | nalezeného zarovnani je Ctyri, t¥i pismena se shoduji a jedno se neshoduje.
G A AT Skore je 5
jes.

3.43 Zavér

Algoritmus Smith-Waternan porovnava sekvence na urovni lokalni. To znamena, Ze porovnava celou
délku sekvence, ale vysledkem muze byt zarovnani obsahujici pouze podsekvence sekvenci.
Algoritmus Needleman-Wunsch porovnava sekvence na urovni globalni, to znamena, Ze vysledna
délka nalezenych podobnych sekvenci bude minimalné maximum z délky obou porovnavanych
sekvenci. Algoritmus BLAST porovnava sekvence opét na trovni lokalni, jak tomu bylo u algoritmu
Smith-Waterman.

Vsechny algoritmy jsou presné, co se tyCe geneticka mutace, selekce a odchylky, jelikoz u
algoritmu Smith-Waterman a Needleman-Wunsch lze zvolit substitu¢ni matici pro pocitani skore. To
znamena, ze v piipadé této volby se nezanedbava zminéna mutace, selekce a odchylka, jak by tomu
mohlo byt pfi volbé skérového systému. Nicméné je zde podstatny rozdil v rychlosti algoritmu, kde
algoritmus BLAST je heuristicky na rozdil od algoritmu Smith-Waterman a Needleman-Wunsch, kde
se musi porovnavat kazdé pismeno. Algoritmus BLAST je mnohem rychlejsi nicméng je také v tomto

sméru mén¢ presny, to znamena, Ze nemusi najit veskeré podobné podsekvence.
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4 Podobnost sekvenci

Abychom mohli fict, jak si jsou nalezené sekvence podobné, tak k tomu potfebujeme teorii, kterou
podlozime spravnost vypocitaného skore. Skore nam tika, jak moc si jsou sekvence podobné. U
algoritmu BLAST se pouziva statistika Karlin-Altschul. Nicméné si ukazeme 1 starSi teorie jakou

m¢la napf. Margaret Dayhoff z toho divodu, Ze castecné se vyuziva ve statistikach Karlin-Altschul.

4.1 Teorie Margaret Dayhoff

V podobnosti aminokyselin nejdiive Margaret Dayhoff propagovala techniku pro méfeni podobnosti
aminokyselin. Pouzivala sekvence, které¢ byly vten Cas dostupné(60., 70. Iéta), a konstruovala
zarovnani ze souvisejicich si proteini. Jak ocekavala, byly tam jisté odliSnosti, které se odvijely od

chemické struktury proteint [21] viz obrdzek ¢.7.

Alphatic

Hydrophohic Hydraphilic

NH;

Pisitiye Hegative {hanged

obrazek ¢.7: Chemicky vztah aminokyselin [21]

Dale prezentovala podobnost mezi aminokyselinami jako log, ,.pravdépodobnostni (odds)
koeficient znam také jako ,,lod* skore.

Sy =log, (g, /p,p;) (€))

kde qjj je frekvence parovani aminokyselin i a j a p; a p; je pravdépodobnost jejich frekvence,

pozitivni skére znamena, Ze par pismen je bézny, kdezto negativni skore znamena, Ze parovani neni

v poradku [21].
Piiklad ¢.9 [21]:

Meéjme porovnat aminokyseliny M a L. Aminokyselina M se vyskytuje s pravdépodobnosti frekvenci
0,01 a L s pravdépodobnosti 0,1. Jejich frekvence pdrovani je 1/500.
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Vysledné skore je poté
b
500

— )

o010 0g2=1

S =log,

Tento vysledek znamend, Ze lod skore je 1 a jelikoz to je kladné skore, znamena to, Ze parovani je

mozné.

4.2 Karlin-Altschul statistika

Algoritmus BLAST je zalozen na Karlin-Altschul statistice. Nicmén¢ pro jeho pochopeni je nutno
porozumét A, coz je parametr Karlin-Altschul statistiky.

Hlavni proménné, které nam vyjadfuji vyznamnost skoére, nalezen¢ho zarovnani je E (E-
hodnota) a P-hodnota, kde E-hodnota nam udava oc¢ekavanou hodnotu vyskytu zarovnani v databazi

a P-hodnota pravdépodobnost vyskytu zarovnani.

4.2.1 Lambda

Radkové skore miaze byt nespravné kvantity. Kdezto normalizované skore koresponduje
k originalnimu lod skore, nicméné¢ pozaduje konstantu A, ktera je vSak odhadovana ¢i odvozovana

[21].

Odvozeni

Plati

224, =1 )

i=l j=1

kde g je frekvence parovani aminokyseliniaj

dale plati
A5, =log.(q,/p,p)) (5)
coz je odvozeno od takzvan¢ho lod skore, kde plati rovnice S, =log(q, /p,p,) viz 4.1 Teorie

Margaret Dayhoff, vzorec (3)

Z vyse uvedené rovnice vyplyva:

q,=ppe” (6)

29



L je odhadovana ¢i odvozovana a je pouzivana pro podcitani ocekavaného skore kazdého HSP

v algoritmu BLAST .[21]

4.2.2 Statistika

Jak jiz bylo psano vyse Karlin-Altschul statistika je zakladem pro vyjadfeni podobnosti nalezenych
sekvenci algoritmem BLAST. Karlin-Altschul statistika je statistika lokalniho zarovnani. Je zalozena

na péti centralnich predpokladech [21]:

e pozitivni skore musi byt mozné

e ocekavané skore musi byt zaporné

e pismena sekvence jsou nezavisla a shodné rozmisténa
e sckvence jsou nekonecné dlouhé

e vysledné zarovnani neobsahuje mezery

Prvni dva body jsou pravdivé pro kazdou skorovou matici zalozenou na realnych datech.
Posledni tfi body jsou problematické, protoze biologicka sekvence ma zavislosti, neni nekonecné
dlouha a obsahuje mezery [21].

Zakladnimi hodnotami jsou E-hodnota, ktera je vyjadiena jako vstupni parametr funkei, které
pouzivaji algoritmus BLAST a P-hodnota, kterou 1ze z E-hodnoty vyjadrit [21].

4.2.2.1 E-hodnota

je ocekavana hodnota vyskytu podobné sekvence v databazi majici skore S nebo lepsi. E — hodnota
exponencialn¢ klesa, jak Sroste. E — hodnota udava statistické skore, odrazi velikost databaze a
pouzity skorovy systém. Standardni hodnota pro E — hodnotu u blastn, blastp, blastx a tblast je 10.
Pokud tuto hodnotu navys§ime, muzeme ocekavat nalezeni vétSiho poctu podobnych sekvenci. Stejné

tak 1 naopak plati: nizsi E — hodnota znamena vice vyznamn¢ zarovnani [ 18].

E - hodnota se vypocita nasledn¢:
E = Kmne™ @)
E - je oéekavana hodnota frekvence vyskytu HSP majici skore S nebo vétsi
K — proménna zavisla na pouzité matici, casto ma hodnotu kolem 0,1
) — parametr, ve kterém je vyjadfena vaha pro skorovy systém
m — délka dotazované sekvence

n — délka sekvence v databazi



S — fadkové(raw) skore — skore ze substituénich matic + skore za mezemé penalty

Jak lze vidét, vztah mezi skérem S a E-hodnotou je exponencialni, to znamena, ze i malé

zmény ve skore S mohou vyustit ve velké zmény v E-hodnote¢.

Priklad ¢.10:

FE — hodnota = 0,5 znamend, ze podobnost ma 5 z 100 moznosti

4.2.2.2 P - hodnota
P — hodnota udava pravdépodobnost vyskytu jednoho nebo vice spojeni se skorem vétsim nez S. Pro

hodnoty E mensi nez e je Gasto akceptovana aproximace k P — hodnotg [18]. Jinak pro pievod mezi

P — hodnotou a E — hodnotou plati nasledujici vzorec:

Vypocet E-hodnoty a P-hodnoty

Raw score (5)
A5=Inlk)
'
Normalized score (5 or ‘nat score’

$ s In(2) ke

Bit score e ™ M

2 ¥ i

r
-_E_.

1P H et

P

obrazek ¢€.8: Vypocet E-hodnoty, P-hodnoty

4.2.2.3 Skore

Raw score (fadkové skore) S — je skore zarovnani, vypocitané jako suma skore ze substitucniho

skore a ze skore mezer [15].

. r r ' r r . r 4 r 14 W .
Normalizované skére O nats - skore, ve kterém je zahmut skorovy systém, to nam umoziuje

porovnavat vysledky, které byly vypocitany s riznym skérovym systémem [21]
S =A5-InK (8)

nats
E-hodnota se z normalizovan¢ho skore vypocita:

S!

E — mne_ nats (9)
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Bit skore S pits - j€ odvozeno od tadkového skore S, kde je zapocitano skore ze substitu¢niho skore a

ze skore penalt. Jelikoz bit skore bylo normalizovano a je v ném zahrnut pouzivany skorovy systém,

toto skore se muze pouzivat i pro porovnani uspofadani z riznych vyhledavani[ 18]

. S AS—-InK
Shis =7 = (10)
In2 In2
E-hodnota se z bit skore vypocita nasledovné:
N
E = mn2 (11)

Pievod mezi E-hodnotou a P-hodnotou:
Jelikoz funkce, které¢ implementuji algoritmus Blast vraci E-hodnotu, pro vétsi predstavu, kdy P-
hodnota nam udava pravdépodobnost vyskytu néjaké podsekvence se skorem vétsim nez S, mizeme

si E — hodnotu pfevést na P-hodnotu a obracené dle téchto vzorcu [18]:
P = l — e_E (12)
E=—-In(1-P) (13)



S Aplikace

Hlavnim ukolem bylo vytvofit aplikaci, ktera bude srovnavat zadanou sekvenci nukleotidii nebo
proteinu s nukleotidy ¢i proteiny ulozenymi v tabulkach v databazi. Takové porovnani nam dava
informace o podobnosti porovnavanych sekvenci, délce vyhledanych porovnanych sekvenci a dalsi
informace popsan¢ v nasledujicich kapitolach.

Aplikace bude vyuzivat jiz zminéné algoritmy BLAST, Smith-Waterman a Needleman-
Wunsch, které nam vrati vysledky o procentualni podobnosti, délce nalezenych podobnych
podsekvenci, zafatek a konec podsekvenci, skore, informace o mezerach (jejich umisténi v
podsekvencich)

Aplikace pracuje s databazi Oracle 10g R2, protoze je v této databazi algoritmus BLAST jiz
implementovan. Nicméngé dalsi dva uvedené algoritmy v databazi Oracle jiz implementovany nejsou,
proto databaze je vtomto pripadé pouzivana pouze pro vybér sekvenci, oproti kterym je zadana

sekvence porovnavana.

5.1  Analyza

Ukolem je vytvofit aplikaci, ktera bude porovnavat zadanou sekvenci se sekvencemi v databazi. Bude
se jednat o WinForms aplikaci. V této aplikaci muzeme zadavat vstupni sekvenci a porovnavat ji se
sekvencemi umisténymi v tabulkach v databazi. Porovnavani je na zaklad€ vybraného algoritmu:
BLAST - slouzi pro lokalni vyhledavani
Smith-Waterman — slouzi pro lokalni vyhledavani
Needleman-Wunsch — slouzi pro globalni vyhledavani
se zadanymi vstupnimi parametry. Vystupem je graficky znazoméno zarovnani sekvence a dale se

zvolené podobné sekvence mohou ulozit do formatu XML.

5.1.1  Technologie

Implementace samotn¢ aplikace je v jazyce C# na platformé NET Framework 2.0 pod Visual
Studiem 2005. Za vyhody platformy .NET 2.0 a jazyka C# 1ze povaZovat:
e Platforma NET Framework i jazyk C# je zaloZzen na objektové orientovanych principech
e Vtechnologii .NET se vSechny jazyky (Visual Basic, C#, J#, C++) kompiluji do
spole¢ného jazyka — Intermediate Language. Umoziiuje to jazykovou
nezavislost(jednotlivé jazyky mohou lépe spolupracovat) a nezavislost na platformé

e Dobry pristup k datim uloZenych v databazi pomoci komponent ADO.NET

(98]
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e podpora XML

e sdileni kodu mezi aplikacemi pomoci assembly — nahrazuji DLL knihovny

Tato aplikace také vyuziva databaze Oracle 10g Release 2, kde jsou v tabulkach uloZeny
genomické informace, se kterymi se bude porovnavat dotazovana sekvence. Oracle 10g obsahuje
funkce, které za pouziti algoritmu BLAST toto porovnavani umoziuji.

V pripad€, Ze chcete vyuzit databaze — tabulky s genomickymi informace napf. databaze
swissprot, muzete si z internetu tyto data stahnout ve formatu *.dat a pomoci Perl skriptu a SQL *

Loaderu nahrat do vami vytvofené tabulky. Postup naleznete v Priloze ¢.7.

5.1.2  Vstupni parametry

Vstupnimi parametry aplikace je vstupni sekvence a vstupni parametry samotnych algoritmu (skore

za shodna pismena, za rizna pismena, mezeru ,... )

5.1.2.1 Vstupni sekvence

Vstupni sekvence se zadava ze souboru * fasta, tedy tato sekvence je ve formatu fasta, nebo samotnou
sekvenci lze vepsat do textového pole. Sekvence ve fasta formatu zacind fadkem s popisem a
nasledné samotnou sekvenci, ktera je jiz na dal§im fadku. Radek, kde je sekvence popsana, zadina
znakem “>". Kazdy soubor fasta obsahuje pravé jednu sekvenci.

Aminokyseliny, které¢ se mohou pouzit ve vstupni sekvenci, jsou popsany v tabulce ¢.3. Soubor

ve fasta formatu s aminokyselinami maze vypadat nasledovng:

>SEQUENCE_1

MTEITAAMVKELRESTGAGMMDCKNALSETNGDEFDKAVQLLREKGLGKAAKKADRLAAEG
LVSVKVSDDFTIAAMRPSYLSYEDLDMTFVENEYKALVAELEKENEERRRLKDPNKPEHK
IPQFASRKQLSDAILKEAEEKIKEELKAQGKPEKIWDNITIPGKMNSFIADNSQLDSKLTL

Nukleotidy, které se mohou pouzit ve vstupni sekvenci, jsou vyjadreny:

A Adenin
U Uracil

T Thymin
G Guanin
C Cytozin

Soubor ve fasta formatu muze vypadat nasledovng:
>SEQUENCE_2

ADGCDAAGDCGDACGCDGCACGACDGCDGCACGACGDACGCDGCACGACGACDGCDG



5.1.2.2 Parametry algoritmu
Parametry algoritma se li§i od toho, ktery algoritmus pouZijeme. Je to ztoho duvodu, Ze pfi
porovnavani proteini a nukleotidi algoritmem BLAST se lisi systém, ktery se pouzije pro

vypocitavani skore, tedy 1 nejpodobnéjsiho zarovnani.

Vstupni parametry pro porovnavani protein — protein (véetné prelozenych nukleotidi na protein)
algoritmem BLAST

matrix — pouzita substitucni matice (BLOSUM62, BLOSUMS0, PAM70)

expect — prah pro hlaseni podobnosti

open cost gap — penalta za otevieni mezery

extend cost gap — penalta za roz§ifeni mezery

word — délka slova

final x drop off —konecny pokles o final x drop off — parametr X

Vstupni parametry pro porovnavani nukleotid — nukleotid algoritmem BLAST:
expect — prah pro hlaseni podobnosti

open cost gap — penalta za otevieni mezery

extend cost gap — penalta za roz§ifeni mezery

mismatch - skore za neshodna pismena

match - skore za shodna pismena

word — délka slova

final x drop off —konecny pokles o final x drop off — parametr X

Vstupni parametry pro porovnavani sekvenci algoritmy Needleman-Wunsch a Smith-Waterman:
match — skore za shodna pismena

mismatch — skore za neshodna pismena (zaporné)

gap — skore za mezeru (zaporné)

skére — minimalni hodnota pro skore nalezené podobné sekvence

5.1.3 BLAST

Algoritmus BLAST je implementovan v Oracle 10g ve formé funkei, kterych lze vyuzit pii
vyhledavani podobnych sekvenci.
Algoritmy které vyuziva databaze Oracle 10g:

e BLASTN - porovnava nukleotidovou sekvenci s nukleotidovou databazi (tabulkou)

e BLASTP - porovnava proteinovou sekvenci s proteinovou databazi (tabulkou)



BLASTX - preklada nukleotidovou sekvenci (RNA) na proteinovou ve vSech 6 moznych
variantach a nasledné ji porovnava oproti proteinové databazi (tabulce)

TBLASTN - porovnava proteinovou sekvenci oproti nukletidové (RNA) databazi (tabulce)
pieloZené na proteinovou

TBLASTX - prevadi nukleotidovou sekvenci (RNA) na proteinovou a porovnava oproti

nukleotidové (RNA) pielozené databazi (tabulce)

Algoritmus BLAST je v Oraclu 10g implementovan ve form¢ tabulkovych funkeich [23]:

BLASTN_ MATCH - vyuziva algoritmus BLASTN pro porovnavani nukleotidd, pouziva
skorovy systém'*. Funkce vraci tabulku — 5.7.3.1 Ndvratovd tabulka funkci xxx_match(),
podrobny popis této funkce naleznete v Priloze ¢ 1

BLASTP_MATCH - vyuziva algoritmus BLASTP pro porovnavani proteind, pro pocitani
skore pouziva substituéni matice" . Funkce vraci tabulku — 5.1.3.1 Navratova tabulka funkct
xxx_match(), podrobny popis funkce naleznete v Priloze ¢.2

TBLAST MATCH - vyuziva algoritmy BLASTX, TBLASTN, TBLASTX, kde dotazovana
sekvence nebo sekvence obsazena v databazi je prekladana z RNA na proteiny. Algoritmus,
ktery bude pouzit, se zadava jako vstupni parametr této funkce. Ostatni vstupni parametry jsou
stejné jako u funkce BLASTP MATCH - porovnavani proteinu. Podrobné informace o této
funkci naleznete v Priloze ¢.3

BLASTN_ALIGN - vyuziva algoritmus BLASTN, tato funkce je velice podobna funkei
BLASTN MATCH, veskeré vstupni parametry jsou stejné jako u této funkce. Rozdil je pouze
v navratové tabulce - viz. 5.1.3.2 Navratova tabulka funkci xxx_aling(), podrobné informace o
této funkci naleznete v Priloze ¢ 4

BLASTP_ALIGN - vyuziva algoritmus BLASTP, podobna funkci BLASTP MATCH
pfedevsim ve vstupnich parametrii. Funkce vraci tabulku - 5.7.3.2 Ndvratova tabulka funkci
xxx_aling(), podrobné informace o této funkci naleznete v Priloze ¢.5

TBLAST ALIGN - wvyuziva algoritmus TBLAST, je velice podobna funkci
TBLAST MATCH v podob¢ vstupnich parametru, tedy se pro pocitani skére pouziva
substituéni matice a zadava se zde typ algoritmu, ktery se pouZzije, jde o algoritmy, kde se
dotazovana sekvence nebo sekvence v databazi preklada na proteiny, tedy typy algoritmu jsou
blastx, tblastn, tblastx. Funkce vraci tabulku - 5./.3.2 Navratova tabulka funkci xxx_aling().

Vraci pouze informace o puvodnich sekvenci, tedy pocatek a konec podsekvenci znaci

" skorovy systém — jako vstupni parametry se zaddva ohodnoceni pfi stejnych pismenech a ohodnoceni pii

riuznych pismenech.
3y Oracle jsou implementovany pouze substituéni matice BLOSUMG62, BLOSUMS80 a PAM70



v pripad¢ nukleotidu start a konec podsekvence v sekvenci nukleotidi, podrobngjsi informace

o této funkci naleznete v Priloze ¢. 6

5.1.3.1 Navratova tabulka funkci xxx_match() algoritmu BLAST

Funkce blastp match(), blastn_match() a tblast match() nam vraci tabulku, ktera obsahuje skore,

oc¢ekavanou hodnotu a identifikator sekvence.

5.1.3.2 Navratova tabulka funkci xxx_aling() algortimu BLAST

Funkce blastp align(), blastn align() a tblast align() vraci tabulku, ktera obsahuje informace o
pocatku a konci nalezenych podsekvenci, jejich délce, skore, expect hodnoté, procentualni identité,
identifikatoru sekvence ulozené v databazi, poétu pismen s kladnym a zapornym ohodnocenim a o
tabulce gap list, ktera nam urCuje pozici a délka mezer. Diky témto informacim lze vytvofit

zarovnani sekvenci.

5.14 Smith-Waterman

Algoritmus Smith-Waterman porovnava sekvence na lokalni urovni viz 3.3.2 Smith-Waterman
algoritmus. Tento algoritmus jiz v databazi Oracle 10g implementovan neni, proto implementace
tohoto algoritmu bude soucasti vytvarené aplikace. Tento algoritmus je implementovan dle popisu
v Casti 3.3.2 Smith-Waterman algoritmus.

Pro samotnou implementaci budou potfeba dvé pole, jedno pro uchovavani vypocitan¢ho skore
a druhé pro zaznamenani ukazatelt na bunky, ze kterych skére bylo vypocitano a zvoleno jako
maximalni skore. Vice informaci o samotné¢ implementaci tohoto algoritmu se dozvite v ¢asti 5.2
Implementace.

Vstupnimi parametry jsou dotazovana sekvence, ohodnoceni za stejné pismeno, ohodnoceni za
ruzné pismeno, ohodnoceni za mezeru a nakonec skore, které nam urcuje, ze budou vybrany pouze ty
podsekvence, které¢ maji maximalni skore vétsi nez zadané.

Vystup tohoto algoritmu je formou tabulky, ktera obsahuje dotazovanou sekvenci, podobnou
sekvenci nalezenou v databazi, podsekvenci z prvni sekvence, ktera dle tohoto algoritmu odpovida
podobné podsekvenci z druhé sekvence z databaze. Ob¢ tyto sekvence, pokud je to nutné, jiz obsahuji
mezery a jsou stejné dlouh¢é. Dale tato tabulka bude obsahovat skore nalezenych zarovnani a

procentudlni identitu.

5.1.5 Needleman-Wunsch

Algoritmus Needleman-Wunsch je algoritmus, ktery porovnava sekvence na globalni urovni viz 3.3./

Needleman-Wunsch algoritmus. Tento algoritmus také neni v databazi Oracle 10g implementovan.



Proto implementace je obsahem vytvarené¢ aplikace. Implementovany algoritmus je dle popsané¢ho
algoritmu Needleman-Wunsch v ¢asti 3.3./ Needleman-Wunsch algoritmus. Podoba se algoritmu
Smith-Waterman. Pro implementaci budou pouzity dvé pole pro uloZeni skore a pro ulozeni ukazatelu
na buriky, odkud bylo maximalni skore vypocitano.

Vstupnimi parametry jsou dotazovana sekvence, ohodnoceni pfi shodnych pismenech,
ohodnoceni pfi riznych pismenech, ohodnoceni za mezeru a minimalni skore. Rozdil mezi
Needleman-Wunsch algoritmem a Smith-Waterman algoritmem je ten, Ze u Needleman-Wunsch
algoritmu se bere maximalni skoére z pozice burky, ktera je v pravém, dolnim rohu, kdezto u Smith-
Waterman algoritmu, muiize byt nékolik stejnych maximalnich skor na riznych pozicich.

Vystupni parametry jsou stejné jako u Smith-Waterman algoritmu, tedy je vracena tabulka s
dotazovanou sekvenci, nalezenou podobnou sekvenci, upravenymi sekvencemi s pfipadnymi

mezerami, dale skore a index pocatku a konce nalezenych sekvenci v sekvencich.

5.1.6  Vystup aplikace

Vystupem aplikace jsou nalezené sekvence, které se vykresluji do okna formulare. Jsou to predevsim
ob¢é puvodni sekvence (vstupni a cilova) celé délky, zarovnané sekvence, které mohou obsahovat
mezery, a vypocitané skore. V okné bude vykreslen i ¢as, ktery byl potfeba pro prohledavani tabulek
zvolenymi algoritmy.

Vybrané nalezené nebo veskeré¢ podobné sekvence se mohou ulozit do formatu XML. Do
tohoto souboru se ukladaji ob¢é puvodni sekvence a obé sekvence, které jsou jiz upraveny dle
vystupnich parametri algoritmu BLAST nebo pfimo vraceny algoritmem Smith-Waterman ¢i

Needleman-Wunsch. Do souboru XML se uklada i vypocitané skore.

5.2 Implementace

Aplikace je implementovana v jazyce C#, coZz je objektové orientovany jazyk. Jedna se o MDI
(Multiple Document Interface) aplikaci, to znamena, ze aplikace mize zobrazovat n€kolik instanci
stejn¢ho typu formulare. Ty nam dale slouzi pro samotné zadavani vstupni sekvence, parametru a

vyhledavani dle zvoleného algoritmu.

5.2.1 Navrh trid

Jazyk C# je objektové orientovany. To znamena, Zze hlavnimi stavebnimi bloky jsou objekty a tridy.

Tridy implementovany v aplikaci



5.2.2

Program - obsahuje metodu main, spousti a zobrazuje hlavni okno - MainWindow
MainWindow : Form - hlavni okno aplikace, dédi od tfidy Form, viz. 5.2.2.1 T¥ida
MainWindows — hlavni okno aplikace

BLASTNP : Form - dcefinné okno hlavniho okna, dédi od Form, ureno pro
porovnavani protein — protein, nukleotid — nukleotid, viz. 5.2.2.2 TFida BLASTNP

TBLAST : Form - dcefinné okno hlavniho okna, dédi od Form, uréeno pro porovnavani:
pielozeny nukleotid — protein, protein — prelozeny nukleotid, pfeloZeny nukleotid —
preloZzeny nukleotid, viz. 5.2.2.3 T¥ida TBLAST

Vysledky : Form - dcefinné okno hlavniho okna, zobrazuje vysledky vyhledavani,
dédi od Form, viz. 5.2.2.7 TFida Vysledky - Zobrazovdni vysledkil

Algoritmy — tfida obsahujici funkce, které jsou dale zdédény tfidou
Needleman_Wunsch a Smith_Waterman, tyto funkce které algoritmy pouzivaji jsou pro
oba algoritmy shodné

Needleman_Wunsch : Algoritmy - tfida pro porovnavani dvou sekvenci pomoci
algoritmu Needleman-Wunsch, dédi nékteré funkce od tfidy Algoritmy, viz. 5.2.2.5
Trida Needleman Wunsch

Smith_Waterman : Algortimy - tfida pro porovnavani dvou sekvenci pomoci
algoritmu Smith-Waterman, dédi nékteré funkce od tfidy Algoritmy, viz. 5.2.2.6 TFida
Smith Waterman

Data - tfida vyuzivajici technologic ADO.NET, slouzi pro pristup do databaze,
viz.5.2.2.4 TFida Data - Pristup k databdzi

Sekvence - pomocna tfida pro tfidy Smith_Waterman, Needleman Wunsch a Data,
obsahuje statistiky a informace o porovnavanych sekvenci zminénymi tfidami

Vyjimky - tfida pro vyjimky, dle kodu vyjimky urCuje jaka zprava bude uzivateli
vypsana, obsahuje pret¢Zovanou statickou metodu pro rozpoznani vyjimky s parametrem
OracleException a Exception

XMLAmino - tfida, kterou vyuZziva pouze tfida vysledky, pouziva se pfii prekladu
nukleotidové sekvence na protein, kodony jsou vyjadfeny v souboru Amino.xml, a pro
ulozeni urcenych sekvenci do souboru * .xml

10 - tfida zajist'ujici naditani vstupni sekvence

Trida MainWindows — hlavni okno aplikace

Trida MainWindow dédi od tfidy Form, ktera obsahuje ovladaci prvky(button, textBox, ..) a jejich

metody a vlastnosti. Tato tfida je velice rozsahla, vesmés slouzi k vytvoteni uzivatelského rozhranni

aplikace.
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Tedy tfida MainWindow slouzi pro zobrazeni hlavniho okna aplikace (okna MDI Parent).
Obsahuje nabidky, dle kterych se vytvari a zobrazuji dal$i okna (dcefinnd), ty jsou vyjadreny ve tridé

BLASTNP a TBLAST.

5.2.3 Trida BLASTNP

Trida BLASTNP opét dédi od tfidy Form, to znamend, ze slouzi pro zobrazeni uzivatelského rozhranni.
Tato tfida se vytvari, pokud uzivatel chce porovnavat sekvence typu protein — protein nebo nukleotid
— nukleotid. Obsahuje ovladaci prvky pro zadavani vstupni sekvence, ktera se muze zadavat 1 ze
souboru — vyuzitim tfidy 10. Dale obsahuje prvky pro zadavani vstupnich parametru, vybéru tabulky,
ve kterych jsou umistény cilové sekvence, a moznost prepnuti algoritmu, ktery chceme pro porovnani
pouzit (Blast, Smith-Waterman, Needleman-Wunsch). Pii zmacknuti tladitka vyhledat se dale

volaji metody ze tfidy Data.

5.24  Trida TBLAST

Trida TBLAST slouzi pro zobrazeni uzivatelského rozhranni. Dédi od tfidy Form. Tfida TBLAST se
vytvari, pokud uzivatel chce porovnavat sekvence typu prelozeny nukleotid — protein, protein-
prelozeny nukleotid nebo prelozeny nukleotid — prelozeny nukleotid. Obsahuje ovladaci prvky pro
zadavani vstupni sekvence, ktera se muze zadavat i ze souboru — vyuzitim tfidy 10. Dale obsahuje
prvky pro zadavani vstupnich parametru, vybéru tabulky, kde jsou umistény cilové sekvence, a
moznost prepnuti algoritmu, dle toho co chceme porovnavat (BLASTX, TBLASTN, TBLASTX). Pri

zmacknuti tlacitka vyhledat se dale volaji metody ze tfidy Data.

5.2.5 Trida Data - Pristup k databazi

Pro pristup do databaze se pouziva technologic ADO.NET. Jeji vyhodou je pouzitelnost v odpojenych
aplikacich a dale pristup k datim v riznych datovych zdrojich. ADO.NET je vlastné soubor typu(tfid,
vycéta, ...), které mizeme pouzit pro piistup k datum.

Tyto typy se nachazeji ve jmennych prostorech System.Data, ktery nam poskytuje pfistup
k datim ve form¢ DataSet a DataTable. V naSem pfipad¢ jeSt¢ potfebujeme jmenny prostor
Oracle.DataAccess.Client, ktery nam poskytuje tfidy jako OracleConnection,

OracleDataAdapter, OracleException a dalSi.

Pristup k databazi je mozny dvéma zpusoby, kazdy ma své vyhody a nevyhody, nicméné¢ v naSem

pripad¢ budeme pouzivat pristup, kdy se pracuje v offline reZzimu.
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Pristupy:
e pripojena aplikace k databazi
aplikace ma s danou databazi vzdy aktivni pfipojeni, vyuziva se to predevsim v pripadech, kdy
se data v databazi rychle méni a my potfebujeme v aplikaci aktualni verzi dat
e odpojena aplikace od databaze
V tomto pripad¢ aplikace ziska data a uloZi si je do lokalni cache klienta, to nam umozni
rozhranni OracleDataAdapter a Dataset, dale se od databaze muzeme odpojit. Samotny
Dataset predstavuje tfida, kam se data z databaze ukladaji. Do jednoho DataSetu muzeme
ulozit i nékolik tabulek (Tables). Toto ma velkou vyhodu v tom, Ze sit’ je minimalné zatizena,
nicmén¢ tento pristup ma také velkou nevyhodu a tim jsou konflikty mezi uzivateli, kdy jeden

uzivatel chce smazat fadek, ktery jiz byl smazan jinym uZzivatelem

Nase aplikace pfistupuje k databazi pouze ve formé vybéru fadka pomoci piikazu select, neni
zde mozné data do databaze vkladat ¢i je upravovat. Proto ztohoto divodu a dle popisu rezimu
uvedenych vysSe jasné vyplyva, ze v nasSem pfipad¢ je lepsi pouzit rezim, kdy se bude pracovat s daty

v offline rezimu, tedy kdy aplikace nebude pfipojena k databazi.

Pro ziskavani dat z databaze se pouzivaji tyto tfidy:
OracleConnection — zaji§tuje spojeni s databazi, v této tfid¢ se uvadi ConnectionString,

coz je jméno, heslo a data source, vlastni spojeni se otevie metodou Open a zavie metodou Close
OracleCommand — tfida pro zapis SQL dotazu, lze vyuzit parametrizované dotazy
OracleDataAdapter — tiida piedstavujici spojeni do databaze formou &tyf piikaza', ze
kterych aplikace pouziva pouze SelectCommand, dale tato tfida ma metodu Fill (), ktera
naplni Dataset fadky zdatabaze pomoci OracleCommand, kde je uloZen pfislusny SQL
dotaz

DatasSet — tfida, ktera poskytuje lokalni zpracovani dat

5.2.5.1 SQL dotazy

P1i pouziti vytvofenych algoritmi Smith-Waterman a Needleman-Wunsch se pouze vybiraji v§echny
zaznamy ze zvolen¢ tabulky. Pro kazdy zaznam — sekvenci se nasledn¢ vola tfida Smith_Waterman
¢i Needleman_Wunsch, kterd nam reprezentuje porovnavani sekvenci a poskytuje nejlepsi zarovnani
dle zvolen¢ho skore a dalsi statisticke udaje.

Nicméngé néco jiného je to u algoritmu Blast, ktery je jiz v databazi Oracle 10g implementovan.

Protoze funkce, které reprezentuji algoritmus Blast, nam vraci tabulku, ktera v sobé obsahuje dalsi

16 selectCommand — vybrani fadki z databaze, UpdateCommand — uloZeni zmén, Delet eCommand — smazani

fadki, InsertCommand — vloZeni novych fadku
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vnofenou tabulku, je nutné veskeré udaje ziskat pomoci dvou prikazu. Jeden nam slouzi pro vybrani
fadku, které obsahuji normalni datové typy a druhy nam slouzi pro vybrani veskerych radku, které

jsou ve vSech vnofenych tabulkach.

Priklad SQL dotazu:
1. SQL dotaz, ktery nam vybere vSechny radky vracejici funkce BLASTP ALIGN, které¢ obsahuji
sloupce s obvyklymi datovymi typy

select t_seq_id, query_string, seq_data,
pct_identity,alignment_length,mismatches, positives, gap_openings,
q_seq_start, g_frame, g_seqg_end, t_seqg start, t_seqg_end, t_frame, score
from

TABLE (BLASTP_ALIGN (

(select sequence from query_db where sequence_id = 1),

CURSOR (SELECT seqg_id, seq_data FROM zkusebniP )))tl ,

(select sequence query_string from query_db where sequence_id = 1),
zkusebniP t2

where t2.seq _id=tl.t_seqg _id AND tl.score > 25;

2. SQL dotaz, ktery nam vybere veskeré fadky vSech vnofenych tabulek gap list, které nam vraci

funkce BLASTP_ALIGN

select t2.* from TABLE

(BLASTP_ALIGN (

(select sequence from query_db where sequence_id = 1),
CURSOR (SELECT seq_id, seqg_data FROM zkusebniP)))tl,
TABLE (tl.gap_list)t2 where tl.score > 25;

Jelikoz tyto tabulky nejsou provazany, jak by tomu bylo pfi pouziti tabulek obsahujici primarni
a cizi kli¢, je nutné toto propojeni dodélat. 1. SQL dotaz nam vraci pocet otevienych mezer
(gap_openings) z toho lze odvodit, kolik fadka ztabulky, kterou nam vraci 2. SQL dotaz, patfi
k tadku 1. tabulky, kde je informace o daném poctu mezer. Tedy 1. tabulce se pridaji indexy, které
budou unikatni, tudiz je zde jista podobnost s primarnim klicem. A 2. tabulce se prida sloupec s Cisly,
které odkazuji na indexy 1. tabulky, opét si pod timto muzeme predstavit cizi kli¢. Veskera prace
s databazi je obsazena ve tfid€ Data. Veskeré metody obsaZzeny v této tfide jsou statické, to znamena,

ze je lze volat, 1 kdyZ neexistuje Zadny objekt tfidy Data — nepracujeme s konkrétni instanci tfidy.

5.2.6 Trida Needleman_ Wunsch

Algoritmus Needleman-Wunsch je algortimus, ktery prohledava sekvence a vytvaii nejpodobnéjsi
zarovnani na urovni globalni. To znamena, Ze kdyZ si zvolime néjaké minimalni skore, tak vysledné
podobné sekvence budou mit skore vSechny stejné a to takove, které je vétsi nebo rovné zvolenému

minimalnimu skore.
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Tento algoritmus je vyjadfen ve tfidé Needleman Wunsch. Zakladem tohoto algoritmu jsou
dvé matice. V prvni je vyjadieno skore a ve druhé je vyjadieno, ze kterych sousednich bunek(leva,
horni nebo levo-horni burika) se skore vypocitalo. Pocitani skore je uvedeno ve vzorci (1) (Vypocet
skore pro algoritmus Needleman-Wunsch)
metody tfidy Needleman_ Wunsch(pouze metoda Inicializace() je obsazena ve tfidé

Algoritmy) a to na:

5.2.6.1 Metoda Inicializace()

V této metod¢ se v prvni matici, kam se zadava skore, inicializuje prvni fadek a prvni sloupec, kde
kazdé dalsi skore v rfadku se podita takto: M[x-1, 0] + gap a ve sloupci takto: M|O, y-1] + gap,
hodnota M[0,0] je 0.

Druha matice N, kde se ukladaji ukazatele na buriky, odkud bylo skore vypocitano, se
inicializuje nasledovné: prvni fadek - do bunék se ulozi fetézec "--1", prvni sloupec — do bunck se
ulozi "-u-", burika N[0,0] ="---"".

Pokud je skore v buiice vypocitano znékterého sméru, je pismeno, které toto znaéi, obsazeno
v fetézcei, jinak je zde "-". Pro buriku, ktera se nachazi §ikmo — vlevo nahofte, je oznaceni pismenem

"d", pro buriku nalevo je to "I" a pro buriku nahofe je to "u"

5.2.6.2 Metoda Naplneni()

V této metod¢ dochazi k pocitani skore dle vzorecku, ktery je uveden ve vzorci (1) (Vypocet skore
pro algoritmus Needleman-Wunsch) a zaroven je naplnéna druha matice pointerii. Dale se zde
zaznamenava skore, coz je skore levé, dolni buriky. Pokud je toto skore mensSi nez uzivatelem
zvolené, tak funkce vrati hodnotu false, jinak vrati hodnotu true. Navracena hodnota false
znamena, ze metoda, ktera by nasledovala — Prochazeni () se neprovede a aplikace vypise

upozornéni, ze nebyly vybrany zadné radky.

5.2.6.3 Metoda Prochazeni()

Tato metoda je volana po naplnéni obou matic a ovéfeni, zda skore vyhovuje zadanému skore
uzivatelem. JelikoZ pfedem nevime, kolik podobnosti sekvenci nam vyjde z obou matic, fesi se to tim
zpusobem, ze po kazdém posunu se obé zpracované sekvence ulozi do ArrayListu (pole, do
kterého se mohou ukladat objekty) i s hodnotami soufadnic, kde se skoncilo.

Kam se pfi zpatecnim pruchodu posuneme, fesi druha matice s fetézci reprezentujici ukazatele.
To znamena, Ze pokud jedna burika obsahuje hodnotu "d-u", pivodni rozpracované sekvence se
zdvoji, kdy jedna se posune ve sméru nahoru a druha ve sméru nahoru doleva. Pro ukladani je

vytvofena nova tfida Sekvence, ktera obsahuje rozpracované sekvence a soufadnice x a'y.



Tato tfida je dale ukladana do ArrayListu. Odkud je neustale nacitana, dokud hodnoty x a y
nebudou rovny 0. To znamena, ze konec pruchodu je v levém hormim rohu. A zacatek pruchodu je
v pravém dolnim rohu. Hodnota v této burice je brana i jako skore, které se porovnava se zadanym
skorem.

Dale se jesté pouziva metoda, ktera nam vysledné podobné sekvence zpracuje tak, ze ulozi
informace napt. o délce sekvenci, podobnosti (v procentech), kolik je otevienych mezer, stejnych

pismen, riznych pismen a dalsi a ty dale preda tfid¢ Data.

5.2.7 Trida Smith_Waterman

Algoritmus Smith-Waterman je algoritmus, ktery porovnava sekvence na tirovni lokalni, to znamena,
ze vysledkem je zarovnani obsahujici pouze ¢asti sekvenci. Pokud si zvolime minimalni skore, budou
vyhledany vSechny podsekvence, které¢ maji maximalni skore vEétsi nebo rovno nez nami zadané.

Tento algoritmus je vyjadfen ve tfidé¢ Smith_Waterman. Vyuzivaji se zde dvé matice. Jedna je
pro uchovani skoére a druha pro vyjadreni, ze kterého sméru se skore vypocitalo. Tento algoritmus je
velice podobny algoritmu Needleman-Wunsch, tudiZ stejn¢ jako u tohoto algoritmu se pouziva pro
vyjadreni, ze kterého sméru se dané skore vypocitalo, fetézec tii znaki: "d" (leva homi burika), "1"
(leva burika), "u" (horni burika), pokud z n¢kterého z uvedenych sméri skére nebylo vypoditano, je
toto pismeno nahrazeno znakem "-". Skore se pocita dle vzorce (2): Vypocet skore pro algoritmus
Smith-Waterman

Tato tfida obsahuje dvé zakladni metody: Naplneni() a Prochazeni (), metoda

Inicializace () je ve tfidé Algoritmy.

5.2.7.1 Metoda Inicializace()

V této funkci se v prvni matici, ktera obsahuje skore, nastavi hodnoty prvniho fadku a prvniho
sloupce na 0, coz také odpovida vzorci (2): Vypocet skore pro algoritmus Smith-Waterman. Tedy
maximum ze vSech moznosti je nula.

Ve druhé matici, ktera obsahuje fetézce, jenz plni funkce ukazatele, ze které buriky bylo dané
skore vypocitano, se prvni sloupec a prvni fadek vypliiovat nemusi. Je to z duvodu, Ze pfi zpétném

prochazeni, samotné prochazeni kon¢i, pokud se narazi na buriku, kterd ma skore 0.

5.2.7.2 Metoda Naplneni()

V této funkei dochazi k pocitani skore, dle vzorce (2): Vypocet skore pro algoritmus Smith-Waterman
a vypliiovani obou matic. Do prvni matice se vyplni samotné skore a do druhé fetézec pismen, které
oznacuji, ze kterého sméru bylo dané skore vypocitano. Do pomocné tfidy se také zaznamenavaji
veskera skore, ktera jsou maximalni a zarover jsou vétsi nez uzivatelem zadang, a soufadnice x a 'y

bunky, kde se tyto skore nachaze;ji.
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5.2.7.3 Metoda Prochazeni()

Tato metoda je velice podobna metod¢ Prochazeni () ve tfidé Needleman_Wunsch. To znamena,
ze se op&t prochazi matici, ve které jsou pismena reprezentujici ukazatel na bunku, ze které bylo
skore vypocitano. Diléi podsekvence (pismene, pozdéji fetézce) se ukladaji do pomocné tridy i se
souradnicemi, kde se skoncilo.

Rozdil v této metodé a metod¢ Prochazeni () ve tfidé Needleman_Wunsch je takovy, Ze
prochazeni zacina u buriky, ktera ma skore maximalni ze vSech skor a je zaroven vEtsi nez uzivatelem
zadan¢. Toto skore je ulozeno do pomocné tfidy, coz bylo provedeno v metod¢ Naplneni (). Tato
trida obsahuje soufadnice, kde se skore nachazi a jeho hodnotu. Prochazeni matici konéi ve chvili,
kdy se narazi na bunky, jejichz skore je nula. Toto prochazeni matici se déje pro vSechny buriky

(skore, souradnice x ay), které byly uloZeny do pomocné tfidy v metodé Naplneni ().

5.2.8 Trida Vysledky - Zobrazovani vysledki

Trida vysledky dédi od tiidy Form viz popis u 5.2.2.1 Trida MainWindow. Vysledky se zobrazuji
pfimo ve WinForms okné. Veskeré udaje jakozto skore, délka sekvenci, pocet otevienych mezer a
dalsi jsou zobrazeny pomoci komponenty DataGridview. Pfi posunu na dalsi fadek se nam pod
touto tabulkou vykresli zarovnané sekvence a zarover i cela dotazovana sekvence se sekvenci, vuci
které byla porovnavana.

Funguje to tim zpusobem, Ze je vytvorfen pfetizeny konstruktor, ktery ma vstupni parametry
DataSet, ten obsahuje vysledna data a string, ktery nam oznacuje jaky algoritmus byl pouzit. Dale se
dle dat — zacatek sekvence, konec sekvence a pocet otevienych mezer (u algoritmu Blast se pouziva
tabulka gap list, ktera oznacuje kde mezera zaCina a jak je dlouhd), pocita vysledné zarovnané
zobrazeni sekvenci.

Jak bylo napsano vyse, pfi posunu v DataGridview na dalsi fadek se vykresli dalsi sekvence.
Toto je oSetfeno tim zpusobem, ze veskeré vykreslovani nalezi metod¢€ onPaint (). Tato metoda se
vola pfi kazdé zméné velikosti okna, pfi posunuti scrollbarem.... Nicmén¢ jiz zminéné posunuti na
dalsi fadek v DataGridview, je oSetfeno tak, ze volanim odpovidajici metody se plocha zneplatni.

To znamena, Ze se zavola funkce Invalidate () ata zapfiCini vyvolani metody OnPaint ().

5.2.8.1 Uprava sekvenci

Jak jiz bylo naznaéeno vyse, tfida Vysledky dostava informace: prvni sekvence, druha sekvence,
zacatek a konec prvni sekvence a druhé sekvence (podobna ¢ast), tabulku s mezerami, délku podobné
sekvence, t frame, q frame — vystupni parametry funkci Blast

Vysledna zarovnana sekvence se vytvari nasledovné
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e vlozenim mezer na pozice dle tabulky s mezerami
e oriznutim sekvence dle informaci o pocatku a konce, pokud je q_frame(prvni sekvence)
nebo t_frame(druha sekvence) zapomy, sekvence se prevraci

e porovnanim jednotlivych pismen pro spravné vykresleni shodnosti pismen

Pokud se pouziva funkce TBLAST, coZ znamena, z¢ alespon jedna sekvence se musi prekladat,
délka podobné sekvence je myslena jako délka koneéné proteinové podobné sekvence. To znamena,
ze délka nukleotidové sekvence je 3x del§i. Dale pro lepsi predstavu nalezenych sekvenci timto
algoritmem je vytvofena tfida XMLAmino, ktera preklada jednotlivé kodony na aminokyseliny. A

nasledn¢ jednotlivé aminokyseliny jsou vykresleny a porovnany s druhou proteinovou sekvenci.

5.3 Testovani

V této cCasti naleznete testy algoritmii, jejich vstupnich parametra a porovnani vysledku. Testovany
zde budou algoritmy ¢i funkce Blast (funkce BlastP_align, BlastN align, TBlast_align), dale Smith-

Waterman a Needleman-Wunsch

5.3.1 BLASTP (protein - protein)

Pri testovani tohoto algoritmu, tedy za pouziti funkce blastp align(), vytvofenou aplikaci bylo
zjisténo, ze databaze Oracle ma implementovany pouze substitu¢ni matice BLOSUMG62, BLOSUMS80

a PAM70. A pro tyto substitu¢ni matice jsou mozn¢ pouze nasledujici vstupni parametry:

BLOSUMG62 BLOSUMS80 PAM70
wordsize 0, 2 nebo 3 0, 2 nebo 3 0, 2 nebo 3
open cost gap 0 nebo 9 - 13 Onebo9-11 0 nebo 9 -11
extend cost gap 0-2 0-1 0-1

Pii zadani jinych parametru nez vySe popsanych vznikne vyjimka: neplatny vstupni parametr. Dale
pri délce slova (wordsize) 2 musi byt sekvence dlouha alespon 4 a pfi délce slova 3 musi byt délka
vstupni sekvence minimaln¢ 6. Opét pfi zadani vstupni sekvence, ktera nespliiuje minimalni délku,

vznikne vyjimka.

5.3.1.1 Piiklad

porovnejme sekvence GHADGHADGHGAD a GHADFRADGFRHGAD, kde prvni sekvence je

dotazovana a druha sekvence je umisténa v databazi, jako vstupni parametry méjme:
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wordsize = 3
open cost gap =11

extend cost gap =1

funkce blastp align() nalezla pouze jedno zarovnani pii vSech zminénych substitu¢nich matic

zadanych jako parametr funkce:

GHADGHADG H G AD
o o I
GHADTFRADGTFRHGAD

procentualni identita je 73,333%, coz je pomér mezi poctem stejnych (odpovidajicich si) pismen a

celkové délky zarovnani

BLOSUMG62 BLOSUMS0 PAM70

skore 48 50 47

Skore u matice BLOSUMSG62 je vypocitano jako soucet hodnot z dané substitu¢ni matice u pismen,
dale se vysledné skore pocita:
S = skoreZeSubstitucniMatice — pocetMezer * openCostGap

pocetMezer

— Z delkaMezery[i]* extendCostGap

i=1
v naSem piipad¢ je skore nasledujici:

S=61-1*11—(2*1)=48

Hodnota expect se¢ méni podle sekvenci, které jsou ulozeny v databazi a jsou podobné dotazované
sekvenci. Pokud v databazi byla obsazena pouze jedna sekvence, ktera byla podobna dotazované,
expect hodnota byla fadové 0,00002, coz znamena Ze sekvence je velice vyznamna (E — hodnota je
nizka), pfi prevodu na P-hodnotu to je 0,00002 (P-hodnota udava pravdépodobnost vyskytu dané
sekvence) viz 4.2.2 Statistika

Pii vyskytu vice sekvenci v databazi, které¢ byly podobné dotazované sekvenci, E-hodnota se
zvétsila (fadové pii pridani 3 sekvenci se E-hodnota zvétSila 10x), coz znamend, Ze nalezena

sekvence jiz neni tolik vyznamna.
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5.3.2 BLASTN (nukleotid-nukleotid)

Pii testovani funkce blastn align() bylo zjisténo, ze vstupni parametry funkce mohou byt pouze
nasledujici:

expect: v¢tsi jak 0

open, extend cost gap, match, x dropoff: nesmi byt zapomé Cislo

mismatch: musi byt zaporn¢ Cislo

wordsize: vétsi jak 7

P1i zadani jinych parametrii, nez vyse popsanych vznikne vyjimka, ktera nam hlasi ¢iselné preteceni
(v pripad¢ zaporného open, extend cost gap, match nebo x dropoff), ¢i dalsi, které jiz pfimo popisuji

vzniklou vyjimku.

5.3.2.1 Piiklad ¢.1

méjme porovnat dvé sekvence TGATACGCTAAATCCGGGATAGAGCGCATGGCCAC a
ATGTTACGCTAGATCCGGACGATAGAGCGCAATTGGCCAC, prvni sekvence je dotazovana a

druha sekvence je umisténa v databazi

porovnavame se vstupnimi parametry:
wordsize: 7
open cost gap: 3
extend cost gap: 1
mismatch: -1
match: 1

score: 0

vysledné zarovnani je nasledujici:

TGATACGC CTAAATCCGG - -GATAGA
| R A R R O O [ U A I
TGTTACGC CTAGATC CCGGACGATAGA
GCGCA--TGGT CTCAGC
I S N S T S R
GCGCAATTGGT CTCAGC

procentudlni identita je 84,6154%, coz je pomér mezi poctem shodnych pismen a celkové délky
(33/39*%100),
dale skore je 21, z Cehoz plyne, Ze skore S se pocita nasledovneé:

S = pocetShodnychPismen* match — pocetMezer * openCostGap

pocetMezer

- Z delkaMezery[i]* extendCostGap — pocetNeshodnychPismen * mismatch

i=1
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v nasem pripad¢ se S pocita nasledovné:
§=33*1-2*%3-(2*14+2*1)—-2*1=21

E-hodnota je nyni fadove 0,00000004, coz znamena, Ze nalezena zarovnana sekvence je vyznamna.

5.3.2.2 Piiklad ¢.2

Funkce blastn_align() porovnava nukleotidy i dle principu komplementarity. Porovnejme napf. tyto
sekvence: TACGACGACACGCGAC a GTCGCGTGACGTCGTACGTCACGTCACCACCAAGT
Vstupni parametry:

mismatch: -3

match: 1

wordsize: 7

Vysledné zarovnani je nasledujici:
C AGCGCACAGCAGCAT

N N N A AN A N A
G TCGCGTGACGTTCGT A

Vystupni parametry:
procentualni identita: 93,75 pozitives: 15
mismatches: 1

skore: 12

q_frame: -1

t frame: 1

Jelikoz q frame je zapomé dotazovana sekvence se otaci a zarovnava se dle principu

komplementarity. Skore se pocita obdobné jako u 5.3.2.1 Priklad ¢. 1 BLASTN

53.3 TBLAST

V databazi Oracle je implementovana funkce tblast align(), ktera dle zadan¢ho parametru type
(blastx, tblastn, tblastx) porovnava pielozeny nukleotid na protein s proteinem nebo s prelozenym
nukleotidem na protein viz. 5./.2 Blast. Proto vétSina vstupnich parametra je shodnych s funkei
blastp align().

V Oraclu jsou obsaZeny pouze substituéni matice BLOSUM62, BLOSUMS80, PAM70. A pro tyto

matice jsou mozn¢ pouze tyto parametry:

BLOSUMG62 BLOSUMS80 PAM70
wordsize 0, 2 nebo 3 0, 2 nebo 3 0, 2 nebo 3
open cost gap 0 nebo 9 - 13 Onebo9-11 0 nebo 9 -11
extend cost gap 0-2 0-1 0-1
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Pri zadani jinych vstupnich parametri se vyvola vyjimka.

5.3.3.1 Piiklad ¢.1 - BLASTX

Porovnejme algoritmem blastx tyto sekvence:
GGACACGCAAACGCAGCAAACCACGGAGGACACGCAAACGGACACGGA
a GHANGANHGGHANGANHG, kde prvni sekvence je sekvence nukleotidu a druha je sekvence
proteind. Vstupni parametry jsou:
open cost gap: 9
extend cost gap: 1
word: 3
Funkce nam vratila tyto informace:
e zacatek nalezené podobné sekvence je 1 a konec 48, to znamena, Zze nalezena podobna
sekvence je cela vstupni sekvence
o zacatek cilové sekvence je 1 a konec je 18, coz je také cela sekvence
e t frame a q frame jsou kladné — sekvence se nebudou otacet
e gap openings = 1 — byla nalezena jedna mezera
e pozitives = 15 — shodnych pismen, jejichz skore ze substituéni matice je vétsi jak 0, je 15
e mismatches =2 - pocet neshodnych pismen (skore ze substituéni matice je mensi nebo
rovno 0) + poéet mezer, kromé pocatecni mezery, ktera tisek mezer otevira

e pct_identity = 83,333, coz je pomér pozitives/délka podobné sekvence (15/18*100)

Vstupni sekvence se musi pfekladat, to znamena, ze se postupné pieklada trojice pismen na

aminokyselinu dle popisu pro kédovani aminokyselin viz. 1.4 Aminokyseliny

Vysledné zarovnani:

5.3.3.2 Piiklad ¢.2 —- TBLASTX

Porovnejme tyto sekvence nukleotidit pomoci algoritmu tblastx, ktery nukleotidy preklada na
proteiny:
GGACACGCAAACGGAGCAAACCACGGAGGACACGCAAACGGAGCAAACCACGGA a
GGACACGCAAACGGAGCAAACCACGGAGGACACGCAAACGGAGCAAACCACGGA

Vysledkem je mnoho uspésnych porovnani, kde z nejvétsim skorem nam vyslo toto zarovnani:
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e (_seq_start: 53 — zacatek prvni porovnavané sekvence

e t seq start: 53 — zaCatek druhé porovnavané sekvence

e  _seq end: 3 — konec prvni porovnavan¢ sekvence

e t seq end: 3 — konec druhé porovnavané sekvence

e ( frame: -2 — ramec, urcujici posunuti pocatku porovnavani a smér, u dotazované sekvence

e t frame: -2 - ramec, urcujici posunuti poc¢atku porovnavani a smér, u cilové sekvence

Zapomé q_frame t frame znamena, Ze se sekvence budou otacet, tedy sekvence, které se dale
prekladaji na proteiny jsou:
GGCACCAAACGAGGCAAACGCACAGGAGGCACCAAACGAGGCAAACGCACA
GGCACCAAACGAGGCAAACGCACAGGAGGCACCAAACGAGGCAAACGCACA

Vysledné zarovnani s prelozenymi sekvencemi:

G TKRGIKIRTGGTI KRG GI KT RT
I e e e e e e

G TKRGIKIRTGGTI KRG GI KT RT

Vysledné skore za pouziti matice BLOSUMG62 je 115. Toto skore neodpovida souctu jednotlivych
skor part pismen, jak tomu bylo u funkce blastp align(). Soucet jednotlivych skor para pismen je:

6+4+5+5+6+5+5+4+6+6+4+5+5+6+5+5+4=86

534 Smith-Waterman

Algoritmus Smith-Waterman je implementovan pfimo v aplikaci. Idealni vstupni parametry jsou:
match: kladné Cislo
mismatch: zaporng Cislo
gap: zapomg ¢islo
skore: vétsi nez 1
pri hodnotach jinych nez vyse doporucenych nevznikne vyjimka, ale je mozné, Ze vypocet bude

dlouho trvat.

5.3.4.1 Piiklad ¢. 1
Porovnejme sekvence GTGCGTATACCTGA a GTACGTATATGCCTGA, kde prvni sekvence je

vstupni sekvence a druha sekvence je umisténa v databazi
vstupni parametry jsou:

match: 1

mismatch: -1

gap: -2

vysledné zarovnani je nasledujici:
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G TGCGTATAS- - CCTGA

| I A T A
GTACGTATATGC CCTGA

vysledné skore je 8
V tomto pripad¢ je skore S pocitano nasledovngé:

S = pocetShodnychPismen* match + pocetNeshodnychPismen * mismatch + pocetMezer * gap
tedy vysledné skore vychazi:

§S=13*1-1*%1-2*2=8

5.34.2 Piiklad ¢. 2

porovnejte tyto seckvence GTGCGTATACCTGA a GTACGTATATGCCTGA algoritmem Smith-
Waterman a Blastp_align()

Vysledné zarovnani Smith-Watermanem je:

G TGCGTATAS- - CCTGA

| I A L
GTACGTATATGC CCTGA

a funkci Blastp_align():

G TGCGTAT - - ACCTGA

| S T R L
GTACGTATATGC CCTGA

Jak jiz bylo napsano v kapitole 3.3.3, ktera popisovala algoritmy Smith-Waterman a Blast, i tento
priklad nam potvrzuje, ze algoritmus Smith-Waterman je vice citlivy a presny. Sice v tomto pripadé
algoritmus Blast pouZziva substitu¢ni matici a algoritmus Smith-Waterman skorovy systém, nicméné
by tento fakt nemé¢l mit vliv na vysledné zarovnani. Zvlasté pokud podobnost pismen A-G je
ohodnocena 0 a podobnost pismen A-A je ohodnocena 4 (pfi pouziti matic BLOSUMG62). Pri zméné
matice na BLOSUMS80 nebo PAM70 se vysledné zarovnani nezmeéni.

5.3.5 Needleman-Wunsch

Algoritmus Needleman-Wunsch je také implementovan v aplikaci, proto doporucené vstupni hodnoty
jsou:

match: kladné Cislo

mismatch: zaporng Cislo

gap: zapomg ¢islo

pri hodnotach jinych nez vyse doporucenych se muze stat, ze vypocet bude dlouho trvat.
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5.3.5.1 Piiklad

méjme vstupni sekvence GTGCGTATACCTGA a GTACGTATATGCCTGA a vstupni parametry:
match: 2

mismatch: -2

gap: -1

score: 5

vysledna zarovnani se skorem 22 je nasledujici:

G TGCGTATAS- - CCTGA

| I A |
GTACGTATATGC CCTGA

s procentualni identitou 81,25%

G T - GCGTATAS- - CCTGA
| I A L
G TA - CGTATATGTZ COC CTGA
s procentualni identitou 76,4706%
G TG - CGTATAS- - CCTGA
| I A L
G T - ACGTATATGT CTC CTGA
s procentualni identitou 76,4706%
dale vyzkousejme zménit vstupni parametry na:

match: 2 — zistava

mismatch: -1

gap: -2
pri této zmeéné bude vysledné pouze jedno zarovnani a to:
G TGCGTATAS- - CCTGA

| [ T A I T A
GTACGTATATGC CCTGA

se skorem 21 a procentualni identitou 81,25

Skore je pocitano jako u algoritmu Smith-Waterman tedy:
S = pocetShodnychPismen * match + pocetNeshodnychPismen * mismatch + pocetMezer* gap

v poslednim pfipadé to vychazi



§S=13*%2-1*1-2*2=21

5.3.6 Chybové stavy

Jde o stavy, kdy pii zadani chybné vstupni sekvence se ocekava, ze prislusna funkce algoritmu

BLAST vrati vyjimku (chybu), ale vrati chybné udaje.

5.3.6.1 Piiklad
M¢jme vstupni sekvence aminokyselin. GHADGHADOGHGAD a GHADFRADGFRHGAD, kde

evidentné¢ ve vstupni sekvenci je chybny znak O. Nicméné¢ vysledky, které nam vrati funkce

blastp align() jsou nasledujici:

mismatches: 3 q_seq_id: 1
pozitives: 10 q_seq_end: 12
pet_identity: 71,429 % t_seq_start: 1
gap_openings: 1 t seq end: 14

Zarovnana sekvence:

GHAD GHADO O - - GHG

o o
GHADTFRADGTFRHG A

Dle zarovnané sekvence by hodnoty mismatches a pozitives mély byt nasledujici'’:

mismatches: 7

pozitives: 6

pct_identity: 42,857 %
nebo by prislusna funkce méla vratit chybu (vyjimku), protoze pismeno O neni obsazeno v substitucni
matici, ktera se pouziva pro uréovani jednotlivych skor para pismen.

Vyjimka se vyvola pouze pokud vstupni sekvence je sestavena pouze z pismen, ktera nejsou
obsaZzeny v substitucni matici (napf. OOOXXX). Pokud vstupni sekvence obsahuje alesponi jeden

spravny znak, vyjimka se nevyvola.

'7 do pozitives se zapoitavaji pouze pary pismen, které maji ohodnoceni vétsi jak 0, stejné tak se zapoditavaji i

do mismatches. V tomto piipad¢ neni zadny pdr zapocitan zdroveni v mismatches a pozitives.
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6 Z.aver

Cilem této prace bylo seznameni se soblasti biologie, ktera pracuje s genomickymi daty, jejich
analyzou pomoci algoritmu BLAST a nasledné zhodnoceni vysledkui.

Aplikace, ktera byla k analyze téchto dat vytvorena, slouzi i pro testovani samotnych
ulozenych funkci algoritmu BLAST. Je to dano tim zptisobem, Ze vstupni parametry funkci nejsou
prisné¢ omezeny. Samoziejmé datové typy se kontroluji. Toto mélo za nasledek zji§téni, Ze pri zadani
vstupni sekvence, ktera obsahovala neplatné pismeno (pismeno, které neni obsazeno v substitucni
matici), pfi porovnavani proteini vuci proteinum, funkce nevratila chybu ¢i vyjimku, jak by se
ocekavalo, ale vratila chybné informace o podobnosti sekvenci.

V aplikaci je také implementovan algoritmus Smith-Waterman a Needleman-Wunsch, ktery
slouzi pro porovnavani sekvenci. S vysledky zimplementovanych algoritmii Smith-Waterman a
Needleman-Wunsch muzeme porovnavat vysledky funkci algoritmu BLAST. V tomto sméru je
zajimavé, ze pfi porovnavani dvou sekvenci algoritmem Smith-Waterman a funkci blastp align(), se
ukazal algoritmus Smith-Waterman presnéjsi, respektive je mozné, ze funkce blastp align()
nevyhledava podobné sekvence zcela presné viz 5.3.4.2 Priklad ¢.2 algoritmu Smith-Waterman. Toto
nam potvrzuje predpoklad uvedeny v popisu jednotlivych algoritma, ze pravé na rozdil od algoritmu
Smith-Waterman a Needleman-Wunsch algoritmus BLAST nevyhleda veskeré podobné a ne vzdy
optimalni sekvence. Nicméné pii porovnavani vuci databazi, kde je umistén velky pocet sekvenci, je
tento algoritmus velice rychly.

Je to dano tim, Ze pii porovnavani jedné sekvence s druhou sekvenci jesté nemusi byt rychlost
algoritmu BLAST patrna, ale pokud se porovnava jedna sekvence vuci tisicim sekvenci v databazi, je
jiz rozdil v rychlosti velmi znatelny, protoZe se nemusi porovnavat se vSemi sekvencemi, ale pouze s
vhodnymi sekvencemi vybranymi v prvnich krocich. Narozdil od algoritmu BLAST jsou techniky
dynamického programovani (Smith-Waterman a Needleman-Wunsch) odkazané porovnavat jednu
sekvenci za druhou, coz je velmi Casov€ narocné a neni to mnohdy vubec realizovatelné, i kdyz vime,
ze bychom po skonceni porovnavani dostali optimalni vysledek.

Za dalsi vyvoj této prace bych povazovala vylepseni aplikace, kde jako vstupni parametr
algoritmti Smith-Waterman a Needleman-Wunsch by byla penalta za otevieni mezery, penalta za
roz§ifeni mezery a implementace substituénich matic, které by se pouzivaly pfi porovnavani proteini
vuéi proteinim umisténych v databazich (v tabulkach). Také by mohlo byt zajimavé implementovat
tyto zminéné algoritmy jako uloZené funkce v databazi, coz by zna¢né mohlo urychlit porovnavani.
Se samotnou implementaci substitu¢nich matic by souviselo vykreslovani zarovnanych sekvenci, kde
by aminokyseliny, které si jsou podobné (maji kladné¢ skore ze substituéni matice), byly oznaceny

||+||
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Zajimavé mné také prisly Karlin-Altschul statistiky, které v této praci zaujimaji pfili§ malou
¢ast na podrobné vysvétleni. Nicméngé tato ¢ast by po strance rozsahu a naro¢nosti byla jako velice

zajimav¢ hlavni téma néjaké prace.
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Priloha ¢. 1

Funkce BLASTN_MATCH

function BLASTN_MATCH (
query_seq CLOB,
seqdb_cursor REF CURSOR,
subsequence_from NUMBER default 1,
subsequence_to NUMBER default -1,
filter low_complexity BOOLEAN default false,
mask_lower_case BOOLEAN default false,
expect_value NUMBER default 10,
open_gap_cost NUMBER default 5,
extend_gap_cost NUMBER default 2,
mismatch_cost NUMBER default -3,
match_reward NUMBER default 1,
word_size NUMBER default 11,
xdropoff NUMBER default 30,
final _x_dropoff NUMBER default 50)
return table of row (t_seq_id VARCHAR2, score NUMBER, expect NUMBER);

Parametry:

e query_seq — dotazovana sekvence k porovnani

e seqdb_cursor — je charakterizovan nejcastéji SQL dotazem pro vybrani casti nukleotidové
tabulky, SQL dotaz musi vracet pouze identifikator sekvence a dany fetézec sekvence

e subsequence from — oznaceni pocatecni pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

e subsequence to — oznaceni koncové pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

o filter low_complexity — pokud je true, vyhledavaci maska n¢kter¢ho segmentu dotazu, které
maji mensi kompoziéni sloZitost. Filtrovani muize eliminovat statisticky vyznamnou ale
biologicky jiz nevyznamnou oblast.

e mask lower complexity — pokud je true, mizeme specifikovat sekvenci s velkymi pismeny
jako dotazovanou a oznadit ¢ast pro odfiltrovani ¢asti s malymi pismeny

e cxpect value — statisticky vyznamovy prah pro hlaseni nalezeni podobnosti oproti databazi

e open_cost gap — cena za otevieni mezery

e cxtend cost gap — cena za roz§ifeni mezery

e mismatch_cast — penalta za nukleotidovou neshodu

e match reward — odména za nukleotidovou shodu

e word_size — velikost slova, pouZziva se pfi rozdélni sekvence na casti o dané délce word _size

e xdropoff — pokles pro BLAST roz§ifeni v bitech

e final x dropoff — konec¢ny pokles o final x dropoff — parametr X
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Vystupni parametry:
e t seq id — identifikator nalezené sekvence
e score — skore nalezené sekvence

e expect — oéekavana hodnota nalezené sekvence
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Priloha ¢. 2

Funkce BLASTP_MATCH

function BLASTP_MATCH (
query_seq CLOB,
seqdb_cursor REF CURSOR,
subsequence_from NUMBER default 1,
subsequence_to NUMBER default -1,
filter low_complexity BOOLEAN default false,
mask_lower_case BOOLEAN default false,
sub_matrix VARCHAR2 default 'BLOSUM62',
expect_value NUMBER default 10,
open_gap_cost NUMBER default 11,
extend_gap_cost NUMBER default 1,
word_size NUMBER default 3,
x_dropoff NUMBER default 15,
final_x_dropoff NUMBER default 25)
return table of row (t_seq_id VARCHAR2, score NUMBER, expect NUMBER);

Parametry:

e query_seq — dotazovana sekvence k porovnani

e seqdb_cursor — je charakterizovan nejcastéji SQL dotazem pro vybrani ¢asti nukleotidové
tabulky, SQL dotaz musi vracet pouze identifikator sekvence a dany fetézec sekvence

e subsequence from — oznaceni pocatecni pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

e subsequence to — oznaceni koncové pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

o filter low_complexity — pokud je true, vyhledavaci maska n¢kter¢ho segmentu dotazu, které
maji mensi kompoziéni sloZitost. Filtrovani muize eliminovat statisticky vyznamnou ale
biologicky jiz nevyznamnou oblast.

e mask lower complexity — pokud je true, mizeme specifikovat sekvenci s velkymi pismeny
jako dotazovanou a oznadit ¢ast pro odfiltrovani ¢asti s malymi pismeny

e sub matrix — pouzita substitu¢ni matice

e cxpect value — statisticky vyznamovy prah pro hlaseni nalezeni podobnosti oproti databazi

e open_cost gap — cena za otevieni mezery

e cxtend cost gap — cena za roz§ifeni mezery

e word_size — velikost slova, pouZziva se pfi rozdélni sekvence na casti o dané délce word _size

e xdropoff — pokles pro BLAST roz§ifeni v bitech

e final x dropoff — konec¢ny pokles o final x dropoff — parametr X
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Vystupni parametry:
e t seq id — identifikator nalezené sekvence
e score — skore nalezené sekvence

e expect — oéekavana hodnota nalezené sekvence



Priloha ¢. 3
Funkce TBLAST MATCH

function TBLAST_MATCH (
query_seq CLOB,
seqdb_cursor REF CURSOR,
subsequence_from NUMBER default 1,
subsequence_to NUMBER default -1,
translation_type VARCHAR2 default 'BLASTX',
genetic_code NUMBER default 1,
filter low_complexity BOOLEAN default false,
mask_lower_case BOOLEAN default false,
sub_matrix VARCHAR2 default 'BLOSUM62',
expect_value NUMBER default 10,
open_gap_cost NUMBER default 11,
extend_gap_cost NUMBER default 1,
word_size NUMBER default 3,
x_dropoff NUMBER default 15,
final_x_dropoff NUMBER default 25)
return table of row (t_seq_id VARCHAR2, score NUMBER, expect NUMBER);

Parametry:
e query_seq — dotazovana sekvence k porovnani

e seqdb_cursor — je charakterizovan nejcastéji SQL dotazem pro vybrani ¢asti nukleotidové
tabulky, SQL dotaz musi vracet pouze identifikator sekvence a dany fetézec sekvence

e subsequence from — oznaceni pocatecni pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

e subsequence to — oznaceni koncové pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

e translation_type — druh zahrnuté translace — prekladu, moznosti jsou BLASTX, BLASTP,
TBLASTX. Standardni je BLASTX

e genetic_code — uzito pii translaci z nukleotidi na amino-kyseliny, genetic_code je druh
mapovaci tabulky, ¢islo — genetic _code udava jejich jméno

o filter low_complexity — pokud je true, vyhledavaci maska n¢kter¢ho segmentu dotazu, které
maji mensi kompoziéni sloZitost. Filtrovani muize eliminovat statisticky vyznamnou ale
biologicky jiz nevyznamnou oblast.

e mask lower complexity — pokud je true, mizeme specifikovat sekvenci s velkymi pismeny
jako dotazovanou a oznadit ¢ast pro odfiltrovani ¢asti s malymi pismeny

e sub matrix — pouzita substitu¢ni matice

e cxpect value — statisticky vyznamovy prah pro hlaseni nalezeni podobnosti oproti databazi

e open_cost gap — cena za otevieni mezery

e cxtend cost gap — cena za roz§ifeni mezery

e word_size — velikost slova, pouZziva se pfi rozdélni sekvence na casti o dan¢ délce word _size
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e xdropoff — pokles pro BLAST rozs§ifeni v bitech

e final x dropoff — kone¢ny pokles o final x dropoff — parametr X

Vystupni parametry:
e t seq id — identifikator nalezen¢ sekvence
e score — skore nalezené sekvence

e cxpect — ocekavana hodnota nalezené sekvence
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Priloha ¢. 4

Funkce BLASTN_ALIGN

function BLASTN_ALIGN (

query_seq CLOB,
seqdb_cursor REF CURSOR,
subsequence_from NUMBER default 1,
subsequence_to NUMBER default -1,
filter_low_complexity BOOLEAN default false,
mask_lower_case BOOLEAN default false,
expect_value NUMBER default 10,
open_gap_cost NUMBER default 5,
extend_gap_cost NUMBER default 2,
mismatch_cost NUMBER default -3,
match_reward NUMBER default 1,
word_size NUMBER default 11,
xdropoff NUMBER default 30,
final x_dropoff NUMBER default 50)
return table of row (

t_seq_id VARCHAR2,

pct_identity NUMBER,

alignment_length NUMBER,

mismatches NUMBER,

positives NUMBER,

gap_openings NUMBER,

gap_list [Table of NUMBER],

g_seq_start NUMBER,

g_seq_end NUMRBER,

gq_frame NUMRBER,

g_seq_end NUMBER,

t_seq_start NUMBER,

t_seq_end NUMBER,

t_frame NUMBER,

score NUMBER,

expect NUMBER) ;

Parametry:

e query_seq — dotazovana sekvence k porovnani

e seqdb_cursor — je charakterizovan nejéastéji SQL dotazem pro vybrani ¢asti nukleotidové
tabulky, SQL dotaz musi vracet pouze identifikator sekvence a dany fetézec sekvence

e subsequence_from — oznaceni pocatecni pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

e subsequence_to — oznaceni koncové pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

e filter low_complexity — pokud je true, vyhledavaci maska n¢kterého segmentu dotazu, které
maji mensi kompozicni slozitost. Filtrovani muze eliminovat statisticky vyznamnou ale
biologicky jiz nevyznamnou oblast.

e mask_lower_complexity — pokud je true, muzeme specifikovat sekvenci s velkymi pismeny

Jako dotazovanou a oznacit ¢ast pro odfiltrovani ¢asti s malymi pismeny
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expect_value — statisticky vyznamovy prah pro hlaseni nalezeni podobnosti oproti databazi
open_cost_gap — cena za otevieni mezery

extend_cost_gap — cena za roz§ifeni mezery

mismatch_cast — penalta za nukleotidovou neshodu

match_reward — odména za nukleotidovou shodu

word_size — velikost slova, pouziva se pii rozdélni sekvence na ¢asti o dané délce word_size
xdropoff — pokles pro BLAST rozSifeni v bitech

final x dropoff — koneény pokles o final x_dropoff — parametr X

Vystupni parametry:

t seq_id — identifikator nalezené sekvence
pct_identity — procentualni identita porovnavanych sekvenci
alignment_length — délka usporadani
mismatches — pocéet part s negativnim skorem véetné 0
positives — pocet part s pozitivnim skorem
gap_openings — pocet otevienych mezer
gap_list — tabulka, ktera obsahuje informace o mezerach
= gap start — Cislo, které udava pocatek vlozené mezery v sekvenci, je typu NUMBER
= gap type — Cislo, které udava, ve které sekvenci se mezera nachazi, je typu NUMBER
o 0-nachazi se v dotazované sekvenci
o 1 -nachazi se v sekvenci obsazené v databazi
= gap length — Cislo, udava délku mezery, je typu NUMBER
q_seq_start, q_seq_end — indikace Casti dotazované sekvence, ktera je nalezena jako podobna
q_frame — translace Cisla ramu na dotaz (hodnoty jsou v rozsahu -3 az +3, zapomné ¢islo znaci,
ze se sekvence porovnava od konce)
t seq start,t seq end — indikace ¢asti cilové sekvence, ktera byla nalezena jako podobna
t_frame — translace Cisla ramu na cilovou sekvenci (hodnoty jsou v rozsahu -3 az +3, zaporné
¢islo znadi, ze se sekvence porovnava od konce)
score — skore nalezené sekvence

expect — ocekavana hodnota nalezené sekvence
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Funkce BLASTP_ALIGN

function BLASTP_ALIGN (
query_seq CLOB,
seqdb_cursor REF CURSOR,
subsequence_from NUMBER default 1,
subsequence_to NUMBER default -1,

filter low_complexity BOOLEAN default false,
mask_lower_case BOOLEAN default false,
sub_matrix VARCHAR2 default 'BLOSUM62',

expect_value NUMBER default 10,
open_gap_cost NUMBER default 11,
extend_gap_cost NUMBER default 1,
word_size NUMBER default 3,
X_dropoff NUMBER default 15,
final x_dropoff NUMBER default 25)
return table of row (
t_seqg_id VARCHAR2,
pct_identity NUMBER,
alignment_length NUMBER,
mismatches NUMBER,
positives NUMBER,
gap_openings NUMBER,
gap_list [Table of NUMBER],
g_seq_start NUMBER,
g_seqg_end NUMBER,
g_frame NUMRBER,
g_seqg_end NUMBER,
t_seqg_start NUMBER,
t_seg_end NUMBER,
t_frame NUMBER,
score NUMBER,
expect NUMBER) ;

Parametry:

e query_seq — dotazovana sekvence k porovnani

Priloha ¢. 5

e seqdb_cursor — je charakterizovan nejéastéji SQL dotazem pro vybrani ¢asti nukleotidové

tabulky, SQL dotaz musi vracet pouze identifikator sekvence a dany fetézec sekvence

e subsequence_from — oznaceni pocatecni pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro

vyhledani

e subsequence_to — oznaceni koncové pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro

vyhledani

e filter low_complexity — pokud je true, vyhledavaci maska nékterého segmentu dotazu, které

maji mensi kompozicni slozitost. Filtrovani muze eliminovat statisticky vyznamnou ale

biologicky jiz nevyznamnou oblast.

e mask_lower_complexity — pokud je true, mizeme specifikovat sekvenci s velkymi pismeny

jako dotazovanou a oznacit ¢ast pro odfiltrovani ¢asti s malymi pismeny

e sub matrix — pouZita substitu¢ni matice
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e cxpect value — statisticky vyznamovy prah pro hlaseni nalezeni podobnosti oproti databazi
e open_cost gap — cena za otevieni mezery

e cxtend cost gap — cena za roz§ifeni mezery

e word_size — velikost slova, pouZziva se pfi rozdélni sekvence na casti o dané délce word _size
e xdropoff — pokles pro BLAST rozs§ifeni v bitech

e final x dropoff — kone¢ny pokles o final x dropoff — parametr X

Vystupni parametry:

e t seq id — identifikator nalezen¢ sekvence
e pct_identity — procentualni identita porovnavanych sekvenci
e alignment length — délka usporadani
e mismatches — pocet part neshodnych pismen
e positives — pocet pard s pozitivnim skorem
e gap openings — pocet otevienych mezer
e gap list —tabulka, ktera obsahuje informace o mezerach

= gap start — Cislo, které udava pocatek vlozené mezery v sekvenci, je typu NUMBER

= gap type — Cislo, které udava, ve které sekvenci se mezera nachazi, je typu NUMBER

o 0-nachazi se v dotazované sekvenci
o 1 -nachazi se v sekvenci obsazené v databazi

= gap length — Cislo, udava délku mezery, je typu NUMBER
e (_seq_start, q seq end — indikace ¢asti dotazované sekvence, ktera je nalezena jako podobna
e _frame — translace ¢isla ramu na dotaz (hodnoty jsou v rozsahu -3 az +3, zaporné Cislo znaci,

ze se sekvence porovnava od konce)
e t seq start,t seq end — indikace Casti cilové sekvence, ktera byla nalezena jako podobna
e t frame — translace Cisla ramu na cilovou sekvenci (hodnoty jsou v rozsahu -3 az +3, zaporné
¢islo znadi, ze se sekvence porovnava od konce)

e score — skore nalezené sekvence

e cxpect — ocekavana hodnota nalezené sekvence
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Priloha ¢. 6

Funkce TBLAST ALIGN

function TBLAST_ALIGN (
query_seq CLOB,
seqdb_cursor REF CURSOR,
subsequence_from NUMBER default 1,
subsequence_to NUMBER default O,
translation_type VARCHAR2 default 'BLASTX',
genetic_code NUMBER default 1,
filter_low_complexity BOOLEAN default false,
mask_lower_case BOOLEAN default false,
sub_matrix VARCHAR2 default 'BLOSUMG62',
expect_value NUMBER default 10,
open_gap_cost NUMBER default 11,
extend_gap_cost NUMBER default 1,
word_size NUMBER default 3,
x_dropoff NUMBER default 15,
final x_dropoff NUMBER default 25)
return table of row (
t_seq_id VARCHAR2,
pct_identity NUMBER,
alignment_length NUMBER,
mismatches NUMBER,
positives NUMBER,
gap_openings NUMBER,
gap_list [Table of NUMBER],
gq_seqg_start NUMBER,
g_frame NUMBER,
g_seqg_end NUMBER,
t_seqg_start NUMBER,
t_seg_end NUMBER,
t_frame NUMBER,
score NUMBER,
expect NUMBER) ;

Parametry:
e query_seq — dotazovana sckvence k porovnani

e seqdb_cursor — je charakterizovan nejéastéji SQL dotazem pro vybrani ¢asti nukleotidové
tabulky, SQL dotaz musi vracet pouze identifikator sekvence a dany fetézec sekvence

e subsequence_from — oznaceni pocatecni pozice dotazované sekvence, ktera bude pouZita pro
vyhledani

e subsequence_to — oznaceni koncové pozice dotazované sekvence, ktera bude pouzita pro
vyhledani

e translation_type — druh zahruté translace — piekladu, moznosti jsou BLASTX, TBLASTN,
TBLASTX. Standardni je BLASTX

e genetic_code — uzito pfi translaci z nukleotidu na amino-kyseliny, genetic_code je druh

mapovaci tabulky, ¢islo — genetic_code udava jejich jméno
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e filter low_complexity — pokud je true, vyhledavaci maska nékter¢ho segmentu dotazu, které
maji mensi kompoziéni sloZitost. Filtrovani muize eliminovat statisticky vyznamnou ale
biologicky jiz nevyznamnou oblast.

e mask lower complexity — pokud je true, mizeme specifikovat sekvenci s velkymi pismeny
jako dotazovanou a oznacit ¢ast pro odfiltrovani ¢asti s malymi pismeny

e sub_ matrix — pouZita substitu¢ni matice

e cxpect value — statisticky vyznamovy prah pro hlaseni nalezeni podobnosti oproti databazi

e open_cost gap — cena za otevieni mezery

e cxtend cost gap — cena za roz§ifeni mezery

e word_size — velikost slova, pouZziva se pfi rozdélni sekvence na casti o dané délce word _size

e xdropoff — pokles pro BLAST roz§ifeni v bitech

e final x dropoff — konec¢ny pokles o final x dropoff — parametr X

Vystupni parametry:

e t seq id — identifikator nalezen¢ sekvence
e pct_identity — procentualni identita porovnavanych sekvenci
e alignment length — délka usporadani
e mismatches — pocet part neshodnych pismen
e positives — pocet pard s pozitivnim skorem
e gap openings — pocet otevienych mezer
e gap list —tabulka, ktera obsahuje informace o mezerach

= gap start — Cislo, které udava pocatek vlozené mezery v sekvenci, je typu NUMBER

= gap type — Cislo, které udava, ve které sekvenci se mezera nachazi, je typu NUMBER

o 0-nachazi se v dotazované sekvenci
o 1 -nachazi se v sekvenci obsazené v databazi

= gap length — Cislo, udava délku mezery, je typu NUMBER
e (_seq_start, q seq end — indikace ¢asti dotazované sekvence, ktera je nalezena jako podobna
e _frame — translace ¢isla ramu na dotaz (hodnoty jsou v rozsahu -3 az +3, zaporné Cislo znaci,

ze se sekvence porovnava od konce)
e t seq start,t seq end — indikace Casti cilové sekvence, ktera byla nalezena jako podobna
e t frame — translace Cisla ramu na cilovou sekvenci (hodnoty jsou v rozsahu -3 az +3, zaporné
¢islo znadi, ze se sekvence porovnava od konce)

e score — skore nalezené sekvence

e cxpect — ocekavana hodnota nalezené sekvence
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Priloha ¢.7

Postup pro nacteni dat do databaze

e stahnete si data *.dat
e pouzijete Perl skript(viz. Priloha ¢ 8) a vyexportujete data do * .txt, kde jiz budou
formatovana

swissprot.pl xxx.dat > yyy.txt

e dale vytvorite tabulku, kam budou tyto data nahrany

create table swissprot (
SEQ_ID VARCHAR2 (32),
CREATION_DATE VARCHARZ2 (32),
ORGANISM VARCHARZ2 (256),
SEQ_DATA CLOB

)

e vytvorite soubor sprot.ctl, ktery bude obsahovat nasleduyjici:

LOAD DATA

INFILE yyy.txt

INTO TABLE swissprot
REPLACE

FIELDS TERMINATED BY '|'
TRAILING NULLCOLS

(

seq_id,
creation_date,
organism,

seqg_data char (100000)
)

e A nakonec nahrajete data pomoci SQL * Loader z yyy.txt do tabulky swissprot

sqlldr userid=<user_name>/<passwd> control=sprot.ctl
log=sprot.log
direct=TRUE data=yyy.txt
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Priloha ¢. 8

Perl skript

#!/bin/perl

#swissprot.pl < input > output

#Input: protein db as provided by SWISSPROT
#

my $string = "";

my S$indicator = "";

$sq = 0;

Sac = 0;

while (<>)
{
#chop;
if ( /AN\/N\// ) A
print "\n";
$sqg = 0;
Sac = 0;
next;
}
if ($sqg == 1) {
@Qwords = split;
foreach S$word (Qwords) {
print "Sword";
}
next;
}
if( /AAC(\s+) (\w+);/ ) |
if (Sac == 0) {
$indicator = $2;
print "$indicator|";

$sq = 0;
sdt = 0;
Sac = 1;
next;

}

if ( /*0S(\s+) (.*)\./ ) {
Sorganism = $2;
print "$organism|";
next;

}

if ( /"DT(\s+) (\S+)/ ) {

if ($dt == 0) {
print "$2|";
sdt = 1;

}

if ( /"SsQ(\s+)/ ) {
$Sq — "1",.
next;
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