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P°ehled p°edná²ky

BLAST
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Databáze biologických dat

Mnoºství genomických dat se kaºdých 15 m¥síc· zdvojnásobí.

Rostoucí po£et dotaz· na databáze.

Pot°eba efektivních vyhledávacích metod pro genomická data.
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Databáze biologických dat
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Databáze biologických dat - pouºití

Laborato° odsekvenovala sekvenci nukleotid· nebo aminokyselin
n¥jakého proteinu.

Hledáte sekvenci která má podobnou funkci jako jiná sekvence =>
hledáte podobnou sekvenci.

Zji²t¥ní podobnosti umoº¬uje odvodit strukturu, funkce a evolu£ní
vztahy hledané sekvence.
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Databáze biologických dat - komponenty

T°i hlavní komponenty

Ohodnocovací funkce - ur£ení podobnosti

Vyhledávací algoritmus - nalezení záznamu v databázi

Statistický model - p°i°azení významnosti k nalezenému záznamu

Komponenty berou v potaz p°edev²ím rychlost vykonání dotazu.

Michal Va²inek (V�B-TUO) Algoritmy pro Bioinformatiku 5 / 38



Alignment - lokální vs. globální

Alignment sekvencí nukleotid· £i aminokyselin je vzájemné p°i°azení dvou
sekvencí.

Global FTFTALILLAVAV

F__TAL_LLA_AV

Local FTFTALILLAVAV

__FTAL_LLAAV__
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BLAST

BLAST je nástroj pouºívaný pro porovnávání sekvencí s knihovnou £i
databází sekvencí.

Vyuºívá lokální alignment.

Pouºívá heuristického p°ístupu zaloºeného na statistických metodách.

Hlavní cíl je umoºnit rychlé vyhledávání v databázích.
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BLAST Rozhraní
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BLAST Rozhraní - pojmy

Max Score - skóre alignmentu jednoho z úsek· nalezené sekvence,
který se povedlo namapovat na sekvenci z databáze. V p°ípad¥, ºe je
nalezená sekvence je namapována sekvenci z databáze v celé délce,
hodnota maximálního skóre bude totoºná celkovému skóre(viz. níºe).

Total Score - sou£et skóre v²ech nekontinuálních £ástí lokálních
namapování mezi hledanou a nalezenou sekvencí z databáze.

Query Cover - jaká £ást hledané sekvence je porovnána s nalezenou
sekvencí.
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BLAST Rozhraní - pojmy

E value - kolik krát je moºné v prohledávané databázi o£ekávat
sekvenci se stejným skóre jako má nalezená sekvence v·£i hledanéé.
náhodou. E-hodnota by m¥la být co nejmen²í, ideáln¥ blízko nuly.

Per. Ident. - kolik procent stejných nukleotidových bází/aminokyselin
se nachází v nalezené sekvenci.

Acc. Len - délka sekvence se kterou jsme nalezli shodu.

Accession - identi�kátor sekvence, obvykle odkaz na organismus na
stránky NCBI.
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BLAST Rozhraní
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BLAST Rozhraní
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BLAST Rozhraní
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Historie BLAST algoritm·

1990: algoritmus BLAST1

Velmi rychlý algoritmus k nalezení podobných sekvencí, neumí

pracovat s insercemi a delecemi.

Altschul et al, Basic local alignment search tool. Jeden z nejvíce

citovaných v¥deckých £lánk· v bioinformatice.

1996/1997 návrh algoritmu BLAST2

BLAST2 umoº¬uje zpracování indel·.
Vyvinuty nezávisle dv¥ verze:

1996: WU-BLAST2 (Washington University)
1997: NCBI-BLAST2 (National Center for Biotechnology Information)
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BLAST1 - hlavní my²lenka

Princip

Hlavní my²lenkou v algoritmu BLAST je, ºe homologní(podobné)
sekvence budou s velkou pravd¥podobností obsahovat krátké, velmi
podobné oblasti. Kaºdá taková oblast se pak stane po£átkem od kterého
za£neme roz²i°ovat shodu na ob¥ strany(tzv. Seed and Extend p°ístup).
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BLAST1

Heuristická metoda, která vyhledává lokální podobnosti bez indel·.

V základu £ty°i kroky:

1 P°edzpracování hledané sekvence.

2 Vyhledání sekvence v databázi.

3 Roz²í°ení nalezených výsledk·.

4 Ohodnocení nalezených sekvencí.
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BLAST1 - p°edzpracování hledané sekvence

Pro kaºdou pozici p v hledané sekvenci nalezn¥te sekvenci o délce w,
takovou, ºe její ohodnocení podobnosti je vy²²í nebo rovna mezní
hodnot¥ T .

T¥mto podobným sekvencím se °íká neighbors, sousedé sekvence.

Podobnost sekvencí ur£ujeme pomocí matice BLOSUM nebo PAN.

Pro DNA stanovujeme w = 11.

Pro proteiny stanovujeme w = 3 a T = 13.
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BLOSUM62
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Ohodnocení nukleotidy - BLAST1
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Ohodnocení nukleotidy - BLAST2
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Rozd¥lení proteinové sekvence na seed words

Hledaná sekvence má délku 11.

Pro w = 3 vygenerujeme 9 slov.

YANCLEHKMGS
YAN
ANC
NCL
CLE
LEH
EHK
HKM
KMG
MGS
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BLAST1 - set°izení
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Nalezení p°esné shody s databází

Sekvence v databázi si obvykle p°edzpracováváme.
Lze uloºit do hashovací tabulky nebo vyhledávacího stromu.
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Nalezení p°esné shody s databází

Pro kaºdou sousední sekvenci hledané sekvence, která má ohodnocení
v¥t²í neº T nalezneme v²echny výskyty v databázi.

Michal Va²inek (V�B-TUO) Algoritmy pro Bioinformatiku 24 / 38



Roz²í°ení alignmentu

Pro kaºdou shodu se pokusíme o oboustranné roz²í°ení v·£i sekvenci
z databáze. X je uºivatelem volená hodnota, ur£uje situaci, kdy
zastavujeme roz²irování.
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Maximal segment pairs

Roz²í°ená sekvence, jejíº skóre je vy²²í neº hodnota S je vrácena jako
výsledek.

Tyto sekvence ozna£ujeme anglickým termínem High Scoring
Segment Pair (HSP), dvojice sekvencí s vysokým skóre.

HSP s nejvy²²ím skóre je potom ozna£en jako maximální dvojice
segment· - Maximal segment pair (MSP).
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Maximal segment pairs
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Ur£ení statistické významnosti

Základní otázky

Je skóre dostate£n¥ vysoké abychom mohli usuzovat o homologii
sekvenci?

Jsou skóre získané namapováním s náhodnou sekvencí vy²²í, neº na²e
nalezené skóre?

Jaký je o£ekávávaný po£et náhodných sekvencí z databáze se skóre
vy²²ím neº na²e skóre?
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Intuitivní p°ístup

Otázka

M¥jme nukleotidovou sekvenci s1 o délce n. M¥jme databázi sekvencí s
celkovou délkou m. Pokud budeme p°edpokládat, ºe kaºdý nukleotid se v
databázi vyskytuje nezávisle a stejnou pravd¥podobností, kolikrát bychom
o£ekávali, ºe danou sekvenci najdeme.
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Intuitivní p°ístup

Otázka

M¥jme nukleotidovou sekvenci s1 o délce n. M¥jme databázi sekvencí s
celkovou délkou m. Pokud budeme p°edpokládat, ºe kaºdý nukleotid se v
databázi vyskytuje nezávisle a stejnou pravd¥podobností, kolikrát bychom
o£ekávali, ºe danou sekvenci najdeme.

p(s1) = (
1

4
)n =

1

4n

E(s1) = p(s1)×m
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Intuitivní p°ístup

Otázka

M¥jme nukleotidovou sekvenci s1 o délce n. Pokud budeme p°edpokládat,
ºe kaºdý nukleotid se v databázi vyskytuje nezávisle a stejnou
pravd¥podobností, jak velkou databázi pot°ebujeme abychom m¥li
o£ekávaný po£et sekvencí roven 1?
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Intuitivní p°ístup

Otázka

M¥jme nukleotidovou sekvenci s1 o délce n. Pokud budeme p°edpokládat,
ºe kaºdý nukleotid se v databázi vyskytuje nezávisle a stejnou
pravd¥podobností, jak velkou databázi pot°ebujeme abychom m¥li
o£ekávaný po£et sekvencí roven 1?

m =
1

p(s1)
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E-Value

E-Value

Po£et MSP s podobným nebo vy²²ím skóre, který bychom o£ekávali, ºe
nalezeneme na základ¥ pravd¥podobnosti, kdyº procházíme databázi
ur£ité velikosti.

Nap°íklad: pokud je E-Value rovna 1 pro ur£itou MSP se skóre S, m·ºeme
°íci, ºe v databázi o ur£ité velikosti bychom o£ekávali, ºe nalezneme 1
shodu s podobným skóre.
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Základní vlastnosti

Pokud známe statistické rozd¥lení hodnot skóre vzájemn¥
nesouvisejících sekvencí, pak budeme schopni vyhodnotit statickou
významnost.

P°edpoklady

Ohodnocovací tabulka musí být zkostruována tak, aby náhodn¥
namapované sekvence m¥ly záporné skóre.

Délky mapovaných sekvencí jsou dostate£n¥ veliké

Rozd¥lení nukleotid·/aminokyselin v sekvenci a databázi je shodné

Musí být moºné obdrºet kladné skóre. Alespo¬ jeden prvek v
ohodnocovací tabulce musí být kladný.
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E-Value výpo£et - bit score

S′ =
λS − log (K)

log (2)

S - skóre z alignmentu.

λ, K - hodnoty závislé na ohodnocovacím schématu a konkrétních
sekvencí v databázi.

log (2) ve jmenovateli rovnice p°evádí výslednou hodnotu na
logaritmus o základu 2. Tedy veli£ina se m¥°í v bitech.

Lze interpretovat, jako pot°ebnou velikost databáze, ve které jsme schopni
najít shodu s hledanou sekvencí na základ¥ náhody. Pokud je databáze
dosti velká, pak danou sekvenci s vysokou pravd¥podobností najdeme. S
kaºdým nár·stem velikosti bitového skóre se pot°ebná velikost databáze
zdvojnásobí. Bit skóre je porovnatelné mezi r·znými dotazy i nad jinými
databázemi.
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E-Value výpo£et

EV ≈ mn2−S′
= m

n

2S′

S′ - bit score.

m - délka vstupní sekvence.

n - sou£et délek v²ech sekvencí v databázi.

Michal Va²inek (V�B-TUO) Algoritmy pro Bioinformatiku 37 / 38



E-Value interpretace

Hodnoty E-Value men²í neº 10−4 zna£í významnou podobnost.

Hodnoty E-Value v¥t²í neº 10−4 by m¥ly být ru£n¥ p°ekontrolovány.
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