Narzedzie do analizy sekwencji - BLAST

(Rozdziat 16)

Streszczenie
Pordwnanie sekwencji nukleotyddw lub biatek tych samych lub réznych organizméw jest bardzo
poteznym narzedziem w biologii molekularnej. Poprzez znalezienie podobienstw miedzy
sekwencjami, naukowcy mogg poznawaé funkcje nowo zsekwencjonowanych gendéw, nowe
rodziny gendéw, bada¢ powigzania ewolucyjne. Aktualnie, kiedy caty genom jest
zsekwencjonowany, wyszukiwanie podobiedstw moze by¢ uzyte do przewidywania lokalizacji i

funkcji kodu biatkowego oraz regulacji regionéw transkrypcyjnych w genomowym DNA

Basic Local Alignment Search Tool (Blast) (1, 2) jest narzedziem najczesciej wykorzystywanym do
obliczania podobieistwa sekwencji. BLAST wchodzi w wariacje w roznych kolejnosciach
zapytania w stosunku do roznych baz danych. Wszystkie funkcje BLAST, jak réwniez informacje,
jak uzywad Blast oraz innych dokumenty pomocnicze, s3 wymienione na stronie gtéwnej Blast.
W tym rozdziale skupiono sie bardziej na tym, jak dziata BLAST, jego wydajnosci, oraz jak to

moze by¢ wykorzystywane, a nie jak korzystac czy interpretowac wyniki w Blast.

Wstep
Sposdb, w jaki wiekszos¢ ludzi uzywa BLAST jest wpisanie sekwencji nukleotydowych lub
biatkowych zapytanie wobec wszystkich (lub jej czesci) publicznych sekwencyjnych baz
danych, wklejanie sekwencji w polu tekstowym na jednej ze stron internetowych Blast. Ten
wysyta zapytanie przez Internet, wyszukiwanie odbywa sie w bazach danych i serwerach
NCBI, a wyniki s3 wysytane z powrotem do osoby szukajgcej w wybranym formacie ekranu.
Jednak wiele przedsiebiorstw biotechnologicznych, naukowcéw genetycznych oraz osoby
zajmujgce sie bioinformatyka moze uzy¢ "stand-alone" Blast czyli zapytanie wtasne, lokalne
bazy danych lub jesli chcg dostosowac BLAST, aby lepiej odpowiadat ich potrzebom. Stand-
alone BLAST wystepuje w dwdch formach: pliki wykonywalne, ktére mogg byé uruchamiane
z linii polecen lub Standalone WWW BLAST Server, ktéra pozwala uzytkownikom tworzyé

wtasne w wersji domowej stron internetowych BLAST.

Istnieje wiele réznych dostepnych odmian BLAST wykorzystywanych do poréwnywania
réznych sekwencji, np. zapytanie o DNA bazy danych DNA, zapytanie o biatka biatkowej
bazy danych i zapytanie o DNA, przettumaczona na wszystkie szes¢ ramek odczytu, do bazy
danych sekwencji biatkowych. Inne modyfikacje BLAST, takich jak PSI-BLAST (do
wyszukiwania powtarzajgcych sie podobienstw sekwencji biatka przy uzyciu poszczegdlnych
pozycji macierzy) i RPS-BLAST (do wyszukiwania domen biatka w Conserved Domains

Database, rozdziat 3) wykonywanie poréwnan w zaleznosci od profilu sekwencji.
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Ten rozdziat po raz pierwszy opisze architekture BLAST - jak to dziata na stronie NCBI —
a nastepnie przejdzie do opisu rdoznych wyjs¢ Blast. Najlepiej poznany jest wyswietlanie
domyslne ze stron internetowych BLAST, tak zwanych "tradycyjnych raportow". Tak jak
otrzymanie tradycyjnych raportéw, wyniki mogg by¢ réwniez dostarczone w formie
wyjsciowej, takich jak hit table (patrz ponizej), XML lub ASN.1. Optymalny wybor formatu
wyjsciowego zalezy od aplikacji. W koricowej czesci omdwiono rozdziat stand-alone BLAST
i mozliwosci jego dostosowania. Istnieje wiele interfejsow do BLAST, ktdre czesto nie s3
wykorzystywane przez uzytkownikdéw, ale mogg prowadzi¢ do wnioskéw bardziej
wydajnych i niezawodnych.

Jak dziata BLAST: Podstawy

Algorytm BLAST jest programem heurystycznym, co oznacza, iz opiera sie on na pewnych
inteligentnych skrétach, ktérych zadaniem jest przeprowadzenie szybszego wyszukiwania.
BLAST dokonuje ,lokalnego” uporzadkowania. Wiekszo$¢ ztozonych biatek wystepujgcych
w naturze ma ztozony charakter, funkcjonalne domeny sg czesto powtarzane w tym samym
biatku, jak réwniez wsréd biatek pochodzgcych od réznych gatunkdéw. Algorytm BLAST
pozwala znalezé¢ te domeny lub krétsze odcinki podobienstwa sekwencji. Lokalne
uporzadkowanie sugeruje réwniez, iz mRNA moze zosta¢ uporzadkowane facznie z czescig
genomowego DNA, co czesto jest wymagane przy sktadaniu i analizie genomu. Jesli zamiast
uzycia BLAST rozpoczniemy od préby uporzadkowania dwéch sekwencji wzdtuz ich catych
dtugosci (znanych jako globalne uporzadkowanie), kilka podobiedstw moze zostac

wykrytych, szczegdlnie w odniesieniu do domen i wzordéw.

Kiedy kwerenda jest poddawana obrébce przy uzyciu jednej ze stron internetowych BLAST,
sekwencja, tacznie z kazdg dodatkowa wprowadzong informacja, takg jak np. nazwa bazy
danych, ktéra ma zosta¢ przeszukana, wielkoscig stowa, przewidywang wartoscia, itp.
Zostaje dostarczona do algorytmu znajdujgcego sie na serwerze BLAST. BLAST przeszukuje
najpierw tabele zawierajgcg wszystkie ,stowa” (krdtkie sekwencje, ktdre dla biatek
domyslnie posiadajg trzy litery) oraz ,stowa sgsiadujgce”, czyli stowa podobne do
wystepujacych w sekwencji kwerendy. Baza danych sekwencji jest nastepnie skanowana
w poszukiwaniu wymaganych sekwencji. Kiedy pordwnanie jest zidentyfikowane, zostaje

ono uzyte do zainicjowania wydtuzen pozbawionych lub posiadajgcych luki ,,stow”.

BLAST nie przeszukuje bazy GenBank ztozonej z oddzielnych plikéw (ani innych podzbioréw
bazy GenBank sktadajgcych sie z oddzielnych plikéw) bezposrednio. Raczej to sekwencje sg
stworzone dla bazy danych BLAST. Kazda pozycja jest podzielona, tworzone sg dwa pliki,
w ktérych pierwszy zawiera jedynie gtéwne informacje, a drugi informacje dotyczace
sekwencji. Sg to dane wykorzystywane przez algorytm. Jezeli BLAST uzywany jest w trybie
,samotnym”, plik z danymi moze sktadaé sie z lokalnych, prywatnych danych pobranych
z baz NCBI BLAST lub potgczenia obu.
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Po tym, jak algorytm przeszukat wszystkie mozliwe ,stowa” zawarte w sekwencji kwerendy
i maksymalnie je rozszerzyt, konstruuje on najlepsze uporzadkowanie dla kazdej kwerendy -
pary sekwencji i zapisuje te informacje do struktury danych SeqAlign (w ASN.1; uzywanej
takze przez Sequin, zobacz: Rozdziat 12.). Struktura SegAlign sama w sobie nie zawiera
informacji o sekwencji; raczej odwotuje sie zawartych w bazie danych BLAST.
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Jak wyniki BLAST stron internetowych s3 montowane

System QBLAST znajduje sie na serwerze BLAST dokonuje wyszukiwania, pisze informacji
o dostosowaniu sekwencji ASN.1. Wyniki mogg by¢ sformatowane przy wymianie ASN.1
(pobranie ASN.1) i pobieraniu sekwencji (kolejnos¢ pobran) z bazy danych BLAST. Poniewaz
realizacja algorytmu wyszukiwania jest oddzielona od formatowania wynikéw mogg by¢
one dostarczane w rdinych formatach bez koniecznosci ponownego uruchamiania
wyszukiwania. BLAST formatujacy, ktory znajduje sie na serwerze BLAST, moze korzystaé
z informacji w SeqAlign znalez¢ i pobra¢ podobne sekwencje oraz wyswietli¢ je w rézny
sposdb. Gdy jedno zapytanie zostanie zakoriczone, wyniki mogg by¢ przeksztatcone bez
koniecznosci ponownego wykonania wyszukiwania. Jest to mozliwe ze wzgledu na system
QBLAST.

Wyniki BLAST i statystyKki

Gdy BLAST znalazt podobne sekwencje na zapytanie w bazie danych, warto mie¢ jakis
pomyst na to, czy wyrdwnanie jest "dobre" i czy przedstawia mozliwe biologiczne zwigzki,
czy tez zauwazy¢ podobienstwo wynikajgce z szansy. BLAST wykorzystuje teorie
statystyczne do wynalezienia wyniku i oczekiwanej wartosci (E-value) dla kazdej pary

dostosowanie (zapytanie do trafienia).
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Wynik wskazuje, jak dobra jest dostosowanie; im wyzszy wynik, tym lepiej wyrdwnania.
Ogdlnie rzecz biorgc, wynik ten jest obliczany z wzoru uwzgledniajgcego dostosowanie
pozostatosci podobne lub identyczne, jak réwniez wszelkie luki wprowadzone w celu
dostosowania sekwencji. Kluczowym elementem w tej kalkulacji jest "macierz substytucji",
ktora przypisuje ocene na dostosowanie ewentualnych pare pozostatosci. Macierz
BLOSUMG62 jest domysing wartoscig dla wiekszosci programéw BLAST, wyjatkami sg blastn
i MegaBLAST (programy, ktére wykonujg porédwnanie nukleotyd — nukleotyd, wiec nie
trzeba uzywac specyficznego biatka macierzy). Ocene Bit sg znormalizowane, co oznacza, ze
wyniki z réznych linii trasowania mozna poréwnywac, nawet jesli rézne matryce punktacji
zostaty wykorzystane.

E-wartos¢ daje wskaznik istotnosci statystycznej danego dostosowania parami
i odzwierciedla rozmiar bazy danych i stosowany system punktacji. Nizsze E-wartos¢,
wiekszy hit. Dopasowanie sekwencji, ktére e-wartosé 0,05 oznacza, ze podobienstwo 5, 100
(1 na 20) mozliwos¢ wystgpienia przez przypadek sam.

Dane wyjsciowe BLAST: 1 Tradycyjny raport
Wiekszos¢ uzytkownikdéw Blast jest zaznajomiona z tzw. ,tradycyjnym” raportem. Raport
sktada sie z trzech gtéwnych sekcji; (1) nagtéwek, ktéry zawiera informacje o sekwencji
kwerendy znalezionej w bazie danych (rysunek 1).W sieci jest rowniez przeglad graficzny
(rysunek 2); (2) liniowy opis kazdej znalezionej w bazie danych sekwencji pasujgcych do
kwerendy, to pozwala szybko przejrze¢ dysk (rysunek 4); (3) ustawienie dla kazdej pasujacej

sekwencji (rysunek 5) (moze by¢ wiecej niz jedno ustawienie dla sekwencji, ktéra pasuje).

“ NCBI cesuzes of BLAST

BLASTP 2.2.1 [Apr-13-2001|

Reference:
Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandre A. Schatfer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman {1%97},

BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

23", Nucleic Acids Resa. 25:3 3402.

RID: 100%580302-26840-4362

Query- RAE protein
(6536 letters)

Database: Non-redundant SwissProt segquences

102,387 segquencesa; 37,

If you have any problems or guestions with the results of this search
pleasge refer to the BLAST FAQs

Taxonomy reporkts
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Nagtéwek raportu BLAST

Goérna linia informuje o typie programu ( w tym przypadku BLASTP), wersja (2.2.1.).
Analizowany artykut, ktéry Blast opisuje jest wymieniony, na zadanie ID, definicja sekwencji
kwerendy oraz podsumowanie sprawdzonych baz danych. Raport taksonomiczny
z gtéwnymi informacjami znajduje sie w taksonomicznej bazie danych (rozdziat 4).

Distribution of 41 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments

Color Key for Alignment Scores
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Graficzny przeglad wynikéw

Sekwencja kwerendy jest reprezentowana przez numerowanq czerwonq linie na gdrze
rysunku. Trafienie pokazuje ustawienie do kwerendy ponizej czerwonej linii. Ustawienie
pokazuje sekwencje najbardziej podobne do kwerendy. W tym przypadku s3 trzy najwyzej
punktowane, ktdére najbardziej pasujg do kwerendy. Nastepne dwanascie linii reprezentujg
nizej punktowane kwerendy pasujgce w dwodch regionach, od okoto 3-60 i 220-500.
Zakreskowane skosnie czesci linii wskazujg, ze dwa podobne regiony to sg te same biatka ale
to pokazuje, ze te regiony nie pasujg. Reszta linii ukazuje najnizej punktowane ustawienia.

Najechanie na linii myszkg pokaze opis linii, ktéry bedzie widoczny w oknie nad grafika.
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Score E
Sequences producing significant alignments: {bits) Valus
(a) (b) fe)  (d)
gi|11e3eh|ap |P2E374 |RAEZ HUMAN Rab proteins geranylgeranylt... 1216 0.0
gi 21431807 |ap|P24386 | RAE]l HUMAN Rab proteins geranylgsrany. .. B74 ]
gi | 585775 | sp |PAT727 |RAEL BAT ERab proteins geranylgeranyltra... Ed6
gi| 13626886 | ap | Q61596 |GDIC MOUSE RAB GDF dizsociation inhihb. .. 127
g'i | 725 -EE-F:IHE:IIF.'-I-'-" 58 |G0I1 YEAST SECRETORY PATHWARY GDF DISSOD. .. 127
gi| 13626813 |ap |097556 | GDIE CANFRA Rab GDP dissociation inhib. .. 126
gi | 13638228 | ap | P50397 |GDIB MOUSE RAB GDP diszsociation inhib. .. 125
gi 1707888 |=p| PS0O39S |GDIA RAT RAB GDP dissociation inhibito... 124
gi 121108 (sp |P21856 |GDIA BOVIN Rab GDP dissociation imhibit. .. 124
gi | 21903424 |ap | P50396 | GDIA MOUSE Rab GDP dizsociation inhib. .. 124
gi | 13626812 |ap |097555 |GDIA CANFRA RAB GDP dissociation inhib. .. 124
gi | 1707886 |ap|P31150 | GDIA HUMAN Rab GDP dissociation inhibi. .. 123
gi 13638226 | sp | P50 GDIE HUMAN Rab GDP dizsociation inhib... 122
gi | 1707891 |ap|P50399 |GDIE RAT RAR GDP DISSOCIATION INHIEBITO. .. 121
gi | 1723467 |ap| 210305 | ¥D4aC SCHPO Putative secretory pathway ... 120
gi| 585776 | sp |P325 3T BAE proteins geranylgeranylt. .. 97
gi | 10720243 |ap | 0938231 |RAEF CANAL RAB proteins geranylgerany. .. T4
gi | 2498411 |ap| Q49 i | GLF MYCGE UDP-galactopyranose mutase a5
gl 11135401 |ap | Q9XBEQS | STHA AZIOV soluble pyridine pucleotid. .. 34 l.
gi | 11135075 | ap 005133 | STHA PS soluble pyridine nucleotid. .. X} 1.3
gi | 51595 |ap|P57112 | STHA PSEAE Secluble pyridine nucleotid. .. 13 1.8
gi | 22257022 |ap | Q8TEJE |RLAD PYRFU Acidic ribosomal protein P... a3 2.1
gi| 3915516 |2p | P24488 | ¥YHAJ BACST Hypothetical symporter ynad 32 3.4
gi | 231788 [ap |P2R055%9 |CHS2 USTMA CHITIN SYNTHASE 2 (CHITIN-UD. .. 32 3.7
gi | 2498412 |ap|P75499 | GLF MYCPH UDP-galactopyrancze mutase 32 4.2
gi | 547451 |sp |PAE225 |MAPL BOVIN Microtubule-associated prote... 32 4.2
gl |h8e602 ([ ap |P3T7T747 |GLF ECOLI UDP=galactopyranoge mutase 32 4.6

Liniowe opisy w raporcie

Kazda linia sktada sie z czterech pdl: (a) liczba gi opisuje baze danych, numer akcesyjny
i nazwe miejsca pasujacej sekwencji oddzielong pionowymi liniami (Appendix I); (b) krotki
opis sekwenciji, definicje. Zawiera réwniez informacje o organizmie, z ktérego sekwencja
pochodzi, typ sekwencji (np. mMRNA albo DNA) oraz informacje o funkcjonowaniu badz
fenotypie. Definicja jest czesto okrojona w jednej linii by widok byt czytelny; (c) wynik
ustawienia jest ukazany w bitach. Wysoko punktowane wyniki sg umieszczone na szczycie
listy; (d) wartosé E oszacowuje statystyczne znaczenie. Dla pierwszego wyniku z listu liczba
gi wynosi 116365, opis bazy danych sp (dla SWISS-PROT), numer akcesji P26374, nazwa
miejsca (locus) RAE2_HUMAN, definicja Rab biatka, wynik to 1216 oraz wartos¢ E wynosi
0.0. Siedemnascie pierwszych wynikéw ma matg wartos¢ E i sg albo RAB biatkami albo GDP
inhibitorami dysocjacji. Pozostate pasujgce dane majg znacznie wyzszg wartos¢ E 0.5

i wiecej co oznacza, ze te sekwencje mogty by¢ dopasowane przypadkiem.
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AN Rab proteins geranylgeranyltransferase component A
(Choroideraemia-like protein)

(Rab escort

MADNLP++FDV
MADNLPSDFD

LPEESQLS YFNSDEMPAK
P + S E+PA+
PTAVEFLEMGECEIPAE

XX EXKLTVEDKADE
VAD
AKS G = omren TEEPSENVFEVODNTETPXEN

Query: 177 ERERYCGDKTCMHTV

I R YN
PNMRDESDISRDCYNDLP

Sbjct:

Pairwise alignment sekwencji aminokwasowych w raporcie BLAST.

Alignment jest poprzedzony identyfikatorem sekwencji, nazwg okreslonej sekwencji (biatka)
oraz wartoscig dtugosci sekwencji aminokwasowej. Nastepnie wystepuje wynik korcowy
(surowy wynik wystepuje w nawiasach), a po niej wartos¢ E. Nastepna linijka zawiera
informacje o liczbie identycznych reszt aminokwasowych w szeregu pordwnawczym
(Identities), liczbe konserwatywnych substytucji (Positives) oraz jesli wystepujg - liczbe luk
w szeregu. Pod powyzszymi danymi wystepuje szereg, w ktérym pordwnane sg 2 sekwencje
- u gory sekwencja podana w zapytaniu (query), na dole sekwencja z bazy danych BLASTA
(subject), ktorg z nig porédwnano. Liczby z prawej i lewej strony sekwencji to odnosniki do
okreslonej lokacji aminokwaséw w sekwencji peptydu. Myslniki w sekwencji wskazujg
insercje badz delecje. Reszty aminokwasowe, ktére zostaty zamaskowane z powodu matej
kompleksowosci zostaty oznaczone literg X (patrz linijka 4 i ostatnia). Linijka pomiedzy
dwoma sekwencjami ukazuje podobienstwa pomiedzy tymi dwoma sekwencjami. Jesli obie
sekwencje w okreslonym miejscu majg identyczne reszty aminokwasowe to sg one ukazane
odpowiednio w linijce miedzy nimi. Konserwatywne substytucje definiowane przez macierz
substytucji oznaczone sg symbolem "+". Raport z narzedzia BLAST zostat tak opracowany,
aby by¢ jak najbardziej przyjaznym czytelnikowi w przeciwienstwie do analiz
komputerowych, ktdre bywajg zawite. Przyktadem moze by¢ pierwsza linijka opisowa dajaca

szybka przegladowg informacje na temat wynikow wyszukiwania - jest ona jednak znacznie
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skrécona ze wzgledu na matg ilos¢ miejsca w raporcie. Rdwniez dla wygody informacje,
ktore mozna odczyta¢ z szeregu porédwnan sekwencji s3 podane w okreslonej linijce na
poczatku raportu (wartosci E, wyniki, opisy), co upraszcza sprawe czytelnikowi, ktdry nie
musi szuka¢ tych informacji, przegladajgc caty raport. Do raportu mozna tez dodad
okreslone funkcje, np. linki do rekordéw z bazy Entrez Gene (rozdziat 19), co skutkuje
zmiang formatu pliku. Utatwia to uzytkownikowi znalei¢ i wykorzystaé okreslong

informacje, uzywajac narzedzi, ktére odczytujg format BLAST a.

Domyslnie, maksimum wyswietlanych sekwencji wynosi 500, jednak opcje tg mozina
dostosowaé¢ do wilasnych potrzeb w opcjach zaawansowanych narzedzia BLAST w sekcji
"Alignment options". Wiele komponentéw z raportu wynikéw BLAST'a wyswietlanego
w Internecie jest potgczonych z tym samym typem informacji z réznych miejsc ze strony,
m.in. z dodatkowymi informacjami, wtgczajgc pomoc narzedzia BLAST, rekordy sekwencji
ENTREZ, pasujace do poréwnywanych sekwencji w BLAST. Rekordy te zapewniajg wiecej
informacji o danej sekwencji, wiaczajagc w to wyszukiwanie dotyczacych ich abstraktow
z bazy PubMed.

Wynik BLAST’a: 2. Tabela wynikow.

Chociaz tradycyjny raport BLAST a jest idealny dla przesledzenia opisu jednego genu czy
biatka, naukowcy czesto z okreslonej przyczyny czy potrzeby dokonujg wiele poréwnan za
pomoca narzedzia BLAST i potrzebujg jedynie matego podzbioru informacji zawartego
w tradycyjnym raporcie BLAST. Ponadto w przypadkach gdy dane wyjsciowe BLAST a
zostang dalej przeksztatcone, wydaje sie nieprawdopodobnym zanalizowaé tradycyjny
raport. Raport tradycyjny jest jedynie formatem wyswietlanym bez specjalnie formalnej
struktury czy zasad, poprawki do raportu mozna wprowadzié¢, zmieniajgc komendy HTML

w zrédle pliku. Format tabeli wynikdw zapewnia prostg alternatywe (rysunek 6.).
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§ BLASTK 2.2.1 [Aug-1-2001]
4 Database: acoli
K- @i | 4730899 |dbj |APOODL30. 1
AF : Quary id, Subjact id,
gi147308599 | db] I.u-n-"ujn.lu.k' )01
gi| 4730899 |db]j |APDODL30. 1| AFDDOL
gil|4730899 | db] |APDODL30. 1| AFD
@i14720899|dE] |AFOCDL30. 1| AP,
gi1473085991db] |APDODL30.
gi|473083591db] |APOODLIO.
gi| 4730089 | db] |APOODLIO.
gi14730099 | dbg 0
‘ﬁll Y0099 | dby o0
114730099 | dbj |APOD -JLJII )
i | 47300549 | dbg |APOOOLED. 1) ARGOHL 30

1 .u:z‘l GART and AML, f£43D11-11588 segion, segment 5/10.
th, mlssatchas, gap cpanings, 4. start, q. --.I. 4. ataret, a. end, e-vilua, bit
€ =l=|'.:|2 AEQDO133. Llﬂ...ﬂt.'ll 3 100.00 1198 o 54110 10543
9515 | gh | AEDDOEZT LILUCJG..- 100.00 1198 54107 23a7
AEQDO40L.1 |AZ0DC040 100.00 1198 €037

| AEQDOZ294 . 1 IRF.!'chi'?'d 100.00 1198 5700
AEDDO231.1 |AZD0O231 100.00 1198 414as

gl| 1786875 | gb J\.E‘."UC'I"" 1 |AZDOOLTD 100.00 1198 2321

«1 |AZ0CO160 100.00 1158 0 9113
99.9%2 11598 1 11740
99.83 1198 2 2000
59,58 1198 5

Trr T

gi|17806741 |gb
g1 1788508 | gb
gl 2367181 Igb
gl | 1788250 | gb | ABOD O . a
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BLAST format outputowy tabeli trafien.

Przedstawione sg wyniki przeszukania bazach danych E.coli z uzyciem ludzkiej sekwencji
jako kwerendy. Linijka zaczynajaca sie znakiem # powinna by¢ rozwazna i zignorowana. The
last comment line — pole w tabeli.

Klasyfikowanie nowych sekwencji cztowieka Expressed Sequence Tags (ESTs)
kontaminowanych z wektorem E.coli jest dobrym przyktadem, kiedy bardziej pozadane jest
uzycie outputowych tabeli trafied niz tradycyjnych raportéw. W tym okienku doktadna
wysokos¢ E- wartosci progu powinna by¢ stosowana do rdznic pomiedzy kontaminacjg
sekwencji E.coli i ludzkiej sekwencji. Ludzka ESTs znaleziona blisko sekwencji E.coli i ich
potgczenie moze by¢ zbyteczne bez wczesniejszego zbadania. ( Graniczne okienka
wymagajg wczesniejszego zbadania przez naukowcow).

W tym celu outputowa tablica trafien jest bardziej uzyteczna niz tradycyjny raport; zawiera
tylko odpowiednie informacje w bardziej formalnej strukturze. Outputowa tablica trafien
nie zawiera linii sekwencji ani definicji, ale dla innych sekwencji dopasowania, liste
zidentyfikowanych sekwencji, start i stop punkty przytaczenia sekwencji podobnej, procent

zidentyfikowanych potaczen i E- wartos¢.

BLAST Output: 3. Struktura outputowa.

Jest kilka przeszkdd w procedurze tworzenia raportu BLASTa i prostszej tablicy trafief. Nie
ma innej drogi do automatycznego sprawdzenia skréconych lub inaczej uszkodzonych
outputéw w okienku jak duzy numer sekwencji, ktéra bedzie klasyfikowana. (Tak sie dzieje,
gdy dysk jest petny).Nie ma rygorystycznego sprawdzania zmian sktadni w outpucie, tak
samo jak nowych rys, ktore mogg by¢ tworzone fatszywie. Struktura outputowa poprzez
automatyczne i rygorystyczne nakresla btedy skfadni i zmiany. Obydwie XML i ASN.1 sg
przyktadem struktury outputowej, w ktérej srodku sg budowane kreski do naprawy
i skompletowania sktadni i struktury. (W okienku od XMLla, przyktadowo, to jest
zapewnienie niezbedne do tgczenia identyfikatorow i DTD). W raportach tekstowych czesto

nie ma zapewnienia, ale by¢ moze (niekompletny) opis pliku bedzie dopisany pdzniej.
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ASN.1 jest uzywany jako BLAST Serwer

Tak samo dobrze jak tablica trafien i tradycyjny raport pokazany w HTMLu, tak wyniki
BLASTa mogg byc¢ zapisane w XML i ASN.1 (Rysunek 7) i co wiecej, format, ktéry daje BLAST

moze by¢ zmieniany bez ponownego wyszukiwania.

hit-table

Query-anchored

pair-wise
BLAST report

BLAST report

TaxBlast
report

Rézne formaty, ktére mogqg by¢ tworzone z ASN.1
Zauwazmy, ze niektére wezty moga by¢ wyswietlane zaréwno jako HTML i tekst. XML jest
réwniez tworzony jest rowniez tak zorganizowanym formatem, ktéry moze by¢ wytworzony

z ASN.1 poniewaz zawiera rownoznaczne informacje.

Zmiana taka jest mozliwa, poniewaz kiedy badacz przeglada strone w sieci Web z wynikiem
BLAST w NCBI to wtasnie HTML sprawia, ze strona zostata stworzona z ASN.1 (ryc. 7).
Chociaz sformatowane wyniki s3 wymagane na serwerze , to informacje na temat
dopasowania sg pobrane z dyskdow w ASN.1, gdzie s3 odpowiednie sekwencje z bazy danych
BLAST (rys. 1). Formatowanie przy uzyciu serwera BLAST nie zestawia tych wynikéw razem
jako sprawozdanie BLAST. Szukanie w BLAST zostato odtgczone od sposobu w jaki
formatowane sg wyniki, dzieki czemu mozemy uzyska¢ rézne formaty wyjsciowe z tego
samego wyszukiwania. Sciste wewnetrzne zatwierdzenie w ASN.1 zapewnia, ze formaty

wyjsciowe mozna sporzadzi¢ w sposéb zawsze wiarygodny.

Informacje o ustawieniach zawarte sg w SeqAlign

SegAlign jest obiektem ASN.1 zawierajgcym informacje na temat dostosowania
wyszukiwania BLAST. SegAlign nie zawiera rzeczywistych sekwencji, ktore znajdowaty sie
w dopasowaniu ale zawiera start, stop oraz luki informacyjne, jak réwniez punkty,

E-wartosci, identyfikatory sekwencji oraz czes¢ informacji (DNA).



XML
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Jak wyzej wspomniano, rzeczywiste sekwencje bazy danych BLAST sg pobierane, gdy zajdzie
taka potrzeba. Oznacza to, ze identyfikator musi jednoznacznie zidentyfikowac kolejnos¢
w bazie danych. Ponadto =zapytana sekwencja nie moze mieé¢ takiego samego
identyfikatora, jak ktérykolwiek inny w bazie danych, chyba, ze zapytania te znajdujg sie
w wyzej wymienione] bazie. Jezeli ktos samodzielnie korzysta z niestandardowych baz
danych BLAST to mozliwe jest okreslenie aby kazda sekwencja byta identyfikowana przy
pomocy opcji -0 z formatdb (program, ktéry konwertuje pliki FASTA w formacie bazy
BLAST). To réwniez spis wpisow identyfikatora. Podobnie opcja —J (niestandardowa)
w programach blastall, blastpgp, megablast, albo rpsblast zapewniajg, ze zapytanie nie
korzysta juz z identyfikatora bazy danych poszczegdlnych sekwencji. Jezeli opcja =0 i =J nie
sg wykorzystywane to BLAST przypisuje unikalne identyfikatory (dla danej serii) do
wszystkich sekwencji uzytkownika.

Baza danych BLAST lub plik FASTA z sieci NCBI, ktéra zawiera juz numery gi spetfnia
kryterium niepowtarzalnosci. Unikalne identyfikatory s normalnie problemem tylko wtedy,
gdy wytworzenie i ostroznosc baz danych klienta nie wymaga przydzielania identyfikatoréw.
Identyfikator dla zapisu FASTA to pierwszy leksem (chodzi o litery az do pierwszej spacji) po
znaku > w linijce definicji. Najprostszym przypadkiem jest zwyczajny unikalny leksem (np. 1,
2 itd.), ale mozliwe jest zbudowanie bardziej skomplikowanych identyfikatoréw, ktére
moga, np., opisywac zrddto danych. Dla identyfikatora FASTA, aby sktadnia zostata poddana

wiarygodnej analizie, konieczne jest nasladowanie okreslonej syntax (patrz Aneks 1).

Wiecej informacji na temat SeqAlign stworzong przez BLAST moze by¢ znalezione tutaj lub
Sciggniete w formie prezentacji PowerPoint, jak réwniez podrecznika NCBI Toolkit Software

Developer’s (oprogramowanie zestawu narzedzi producenta).

XML i ASN.1 S3 to zbudowane jezyki i mogg wyrazac te same informacje, dlatego mozliwe
jest przedstawienie SegAlign w XML. Niektérzy uzytkownicy nie znajdujg dogodnie
informacji w formacie SeqgAlign, poniewaz nie zawiera aktualnych informacji o sekwencjach,
i kiedy sekwencja jest fadowana do pamieci z bazy danych BLAST, pakowane sg 2 lub 4 bazy
na bajt. Typowo, Ci uzytkownicy sg zaznajomieni ze sprawozdaniem BLAST i chcg czego$
podobnego, ale w formacie, ktdry moze sktadnie poddaé¢ wiarygodnej analizie. XML
stworzony przez BLAST spetnia te wymagania, zawierajgc zapytanie i baze danych
sekwencji, linijki definicji sekwencji, pozycje start i stop w ustawieniach (jedno
przesuniecie), jak réwniez rezultaty, E-wartosci, i procent dopasowania. Jest tam publiczny
DTD dla przesytanych danych XML.



Strona |12

Kod BLAST

Kod BLAST jest czescig zestawu narzedzi (Toolkit) NCBI, ktéra ma duzo nieskomplikowanych
funkcji, co czyni platforme samodzielng; Zestaw narzedzi jest wspierany dziataniem Linux
i duzymi wyborami w UNIX, NT i MacOS. Aby uzy¢ Zestawu narzedzi (Toolkit), nalezy wpisac
funkcje ,,Main” (gtéwne), ktéra w Zestawie Narzedzi réwniez jest nazwana ,main”. Kod

BLAST jest zawarty gtéwnie w katalogu narzedzi (zobacz Aneks 2 dla przyktadu).

Kod BLAST ma zamyst modutowy. Na przyktad, Aplikacja programowania interfejsu
(Application Programming Interface — APl) dla odzyskania baz danych BLAST jest
niezaleznym silnikiem obliczeniowym. Silnik obliczeniowy jest niezalezny od formatowania;
dlatego mozliwe jest (jak wymieniono powyzej) liczenie rezultatéw raz, ale przegladanie ich

w wielu réznych formach.

Readdb API

Readdb APl moze by¢ uzywany do fatwiejszego wyciagania informacji z baz danych BLAST.
Wsrdod dostepnych danych sg data wytworzenia bazy danych, tytut, liczba liter, liczba
sekwencji, i najdtuzsza sekwencja. Takze dostepna jest sekwencja i opis wpisu. Najnowsza
wersja baz danych BLAST zawiera rdéwniez taxid (liczbe catkowitg niektérych
wyszczegdlnionych terminali drzewa taksonomicznego NCBI; patrz rozdziat 4). Uzytkownicy
zdecydowanie zachecajg do stosowania raczej readdb API niz czytania plikdw zwigzanych
z baza danych, poniewaz s to pliki z zastrzezeniem zmiany. API, z drugiej strony, wspiera
najnowszg wersje, i bedzie to zamach na produkowanie starszych wersji. Zobacz Aneks 2
zuwagi na przykfad prostego programu (db2fasta.c) ktdry demonstruje zastosowanie
readdb API.

Wykonanie wyszukiwania narzedziem BLAST z zawotlaniami funkcji C
Tylko kilka zapytan funkcyjnych jest potrzebnych do wykonania wyszukiwania BLAST. Aneks
3 przedstawia wyjatek w programie demonstracyjnym doblast.c.

Formatowanie SeqAllign

MySeqAlignPrint (przywotany w przyktadzie w Aneksie 3) jest prostg funkcjg do drukowania
podgladu SeqAlign (patrz Aneks 4).

Aneks 1. Identyfikatory FASTA

Sktadnia (syntax) linii definicji FASTA uzywanej w bazach danych NCBI BLAST jest zalezna
od bazy danych z ktérej otrzymano kazdg sekwencje (patrz Rozdziat 1 w ,, GenBank”).

Tabela 1 przedstawia jak sg identyfikowane bazy danych bedace zrédtami sekwencji.



Tabela 1

Identyfikatory baz danych w liniach definicji FASTA

Nazwa bazy danych

Identyfikator syntax

GenBank

gb|accession|locus

EMBL Data Library

emb |accession|locus

DDBJ, DNA Database of Japan

dbj|accession|locus

NBRF PIR

pir| |entry

Protein Research Foundation

prf| |name

SWISS-PROT

sp|accession|entry name

Brookhaven Protein Data Bank

pdb|entry|chain

Patents

pat|country|number

GenlInfo Backbone Id

bbs|number

General database identifier®

gnl|database|identifier

NCBI Reference Sequence

ref|accession |locus

Local Sequence identifier

Icl|identifier
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®anl pozwala bazom danych, nie wymienionym w tym zestawieniu, na uzywanie tej samej syntax identyfikujacej. Jest uzywane dla sekwencji

w $ledzacych bazach danych, np. gnl|ti|53185177. Kombinacja pdl: drugiego i trzeciego powinna by¢ unikatowa.

Na przyktad, jesli identyfikatorem sekwencji w wyniku BLAST jest gb|M73307 | AGMA13GT,
to znacznik gb wskazuje, ze sekwencja pochodzi z bazy GenBank, M73307 jest numerem

dostepu (GenBank Accession), a AGMA13GT jest umiejscowieniem w GenBank (tzw. locus).

Znak ,,|” oddziela rézne pola. W pewnych przypadkach pole jest pozostawione puste, mimo
ze oryginalna specyfikacja wotata o wtgczenie tego pola. Aby te identyfikatory byty
kompatybilne wstecz, ze starszymi parserami (analizatorami sktadniowymi), puste pole jest

oznaczane dodatkowym znakiem ,,|” (|]).

Identyfikator gi jest przypisany do kazdej sekwencji w bazach danych NCBI. Jesli sekwencja
pochodzi z bazy danych NCBI, to numer gi pojawia sie na poczatku identyfikatora. Na
przyktad: gi| 16760827 |ref| NP._456444.1 wskazuje sekwencje referencyjng z numerem gi
16760827 i numerem dostepu (Accession) NP_456444.1. (W autonomicznym BLAST, lub

wtedy, gdy BLAST dziata z wiersza polecen, do wyswietlenia numeru gi nalezy uzy¢ opcji —1.)
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Powodem dodawania identyfikatora gi jest ustanowienie jednolitej, statej konwencji
oznaczania. Jesli nukleotydowa lub proteinowa sekwencja zmienia sie (np. jesli jest
edytowana przez osobe, ktdra jg zamiescita), to jest przydzielany nowy numer gi, ale numer
dostepu (Accession) tego rekordu pozostaje niezmienny. W ten sposéb identyfikator gi
zapewnia mechanizm do identyfikacji wtasciwej sekwencji, ktdra byta uzyta lub uzyskana w
danych badaniach. Jest réwniez pomocny przy tworzeniu powigzan krzyzowych miedzy
réznymi bazami danych Entrez (Rozdziat 15).

Aneks 2. Readdb API
Prosty program (db2fasta.c) demonstrujacy uzycie readdb API.

Int2 Main (void)
{
BioseqPtr bsp;

Boolean is_prot;

ReadDBFILEPtr rdfp;
FILE *fp;
Int4 index;

if (! GetArgs ("db2fasta", NUMARG, myargs))

{
return (1);
}
if (myargs[1].intvalue)
is_prot = TRUE;
else

is_prot = FALSE;

fp = FileOpen("stdout", "w");

rdfp = readdb_new(myargs[0].strvalue, is_prot);
index = readdb_acc2fasta(rdfp, myargs[2].strvalue);
bsp =readdb_get_bioseq(rdfp, index);
BioseqRawToFasta(bsp, fp, lis_prot);

bsp = BioseqFree(bsp);

rdfp = readdb_destruct(rdfp);
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return O;

Zauwaz:

1. Przydzielniki obiektéw Readdb _new do czytania dla bazy danych

2. Readdb_acc2fasta podaje zwykty numer (zero offsetowy) z rekordu danego
z identyfikatora FASTA (np.: GB | AAH06776.1 | AAH0676)

3. Readdb_get bioseq podaje BioseqPtr (ktéry zawiera sekwencje, rodzaj
i identyfikator) dla tych rekordéw

4. BioseqRawToFasta sktada sekwencje jak FASTA

Aneks 3. Demonstracyjny fragment formularza programu doblast.c

/* Get default options. */
options = BLASTOptionNew(blast_program, TRUE);
if (options == NULL)

return 5;
options->expect_value = (NIm_FloatHi) myargs [3].floatvalue;
/* Perform the actual search. */
seqalign = BioseqBlastEngine(query_bsp, blast_program, blast_database,
options,

NULL, NULL, NULL);

/* Do something with the SeqgAlign... */

MySeqAlignPrint(seqalign, outfp);

/* clean up. */
seqalign = SegAlignSetFree(seqalign);

options = BLASTOptionDelete(options);



sep = SeqEntryFree(sep);
FileClose(infp);

FileClose(outfp);

Gtéwne kroki to:
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1. BLASTOptionNew przydzielniki BLASTOptionBlk z brakiem wartosci dla specyficznego

programu (np.: blastp); argument boolowski okresla szukanie.

2. Expect_value (warto$¢ oczekiwana) z BLASTOptionBlk jest zmieniona na okreslong

niedomysing wartos¢ (command-line) polecenia

3. BioseqgBlastEngine spetnia role wyszukiwania w BioseqPtr (query_bsp). BioseqPtr

uzyskuje z bazy danych BLAST, Entrez lub z FASTA uzywajac funkcji FastaToSeqEntry.

Struktura BLASTOptionBlk zawiera duze numery elementéw zbiorowych. Najbardziej

uzyteczne opcje dla kazdego znajduja sie w tabeli 2.

Tabela 2
NajczesSciej uzywane opcje BLAST w BLASToptionBlk
Typ element Opis
NIm_FloatHi expect_value Spodziewana odcieta wartosé
Int2 wordsize Liczba oznaczen uzytych do przygotowania stéw dla znalezienia tabeli
Int2 penalty Strata rozbieznosci (tylko dla blastn i MegaBLAST)
Int2 reward Dopasowanie satysfakcjonujgcych (tylko dla blastn i MegaBLAST)
CharPtr matrix Matryca uzyta dla poréwnywania (nie dla blastn lub MegaBLAST)
Int4 gap_open Cena istnienia luki
Int4 gap_extend Cena rozbudowania luki na wieksze ilosci oznaczen
CharPtr filter_string Opcje filtrowania (np.: L, mL)
Int4 histlist_size Liczba sekwencji bazy do zapisania
Int2 number_of cups | Liczba CPU do uzycia
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Aneks 4. Funkcje do wydruku widoku SeqAlign: MySeqAlign Print

#define BUFFER_LEN 50

/*
Print a report on hits with start/stop. Zero-offset is used.
*/
static void MySegAlignPrint(SeqAlignPtr seqalign, FILE *outfp)
{
Char query_id_buf[BUFFER_LEN+1], target_id_buf[BUFFER_LEN+1];
SeqldPtr query_id, target_id;
while (seqalign)
{
query_id = SegAlignld(seqalign, 0);
SeqldWrite(query_id, query_id_buf, PRINTID_FASTA_LONG, BUFFER_LEN);
target_id = SeqAlignld(seqalign, 1);
SeqldWrite(target_id, target_id_buf, PRINTID_FASTA_LONG, BUFFER_LEN);
fprintf(outfp, "%s:%ld-%ld\t%s:%ld-%Id\n",
query_id_buf, (long) SeqAlignStart(seqalign, 0), (long) SegAlignStop (seqalign, 0),
target_id_buf, (long) SeqAlignStart(seqalign, 1), (long) SeqAlignStop(seqalign, 1));
seqalign = seqgalign->next;
}
return;
}
Zauwaz:

1. SeqAlignld dostaje identyfikator sekwencji dla zerowych identyfikatorow (zero

offsetowych). Aktualnie jest to struktura C.

2. Format informacji SeqldWrite pyta w query_id w identyfikatorze FASTA, oraz ich

miejsca w query_buf.
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3. Powrdt SeqAlignStart oraz SeqgAlignStop do startowych wartosci zerowych

i pierwszych (lub pierwszych i drugich) sekwencji.

Wszystkie te funkcje znajdujg sie na poziomie funkcji zaawansowanych i nie jest istotne, aby
je zapisywac w funkcjach mniej zaawansowanych do przeprowadzenia ASN.1.
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