
BLAST (basic local alignment search tool)

Vyhledává podobné sekvence v databázích.

Stal se nástrojem pro všechno.

Ur itou dobu kolektiv autor  držel krok s č ů
pot ebami uživatel  úpravami kódu ř ů
(BLAST1.0 – BLAST2.0 – PSI­BLAST – 
MEGABLAST – BLASTZ).

V sou asnosti se zdá, že lepších výsledk  č ů
m žeme mnohdy dosáhnout použitím nových ů
postup  šitých na míru daného problému.ů



Suboptimální nasazení programu BLAST

Použití:

B žné vyhledávání.ě

Problém:

Blast nevyužívá pln  možnosti zpracovat si ě
p edem databázy novými zp soby indexování ř ů

ešení:Ř

Použití program , které používají asociativní ů
pole nebo stromové struktury pro indexaci 
databázových sekvencí (SSAHA, MUMER, QUASAR)



Indexy a stromy

INDEX TYPU POLE
(vhodný pro “bohatý” index, fixní délku,  asov  č ě
kritické aplikace)

AAAA  12   325  65987  124589
AAAC  13  4278  23001
AAAG 326  9989  44032  199235
...

INDEX TYPU STROM
(vhodný pro “d ravý” index, variabilní délku, ě
je flexibilní)

    |=== AAAC
    |
AAA |=== AAAG
    |
    |=== AAAA



Suboptimální nasazení programu BLAST

Použití:

B žné vyhledávání.ě

Problém:

Blast nepracuje s optimání strukturou slova,
ím trpí pom r citlivost/rychlost.č ě

ešení:Ř

Použití programu PATTERN HUNTER



Pattern Hunter

PATTERN HUNTER BLAST

MODEL SLOVA
110100110010101111 11111111111

ZÁVISLOST POZIC P EKRYVŘ
110100110010101111 11111111111
 110100110010101111  11111111111 5 10
  110100110010101111   11111111111 5  9   
   110100110010101111    11111111111 5  8
    110100110010101111     11111111111 4  7   



Pattern Hunter



Pattern Hunter



Pattern Hunter



Pattern Hunter



Suboptimální nasazení programu BLAST

Použití:

Hledání primer  pro sekvenování a PCR (10­40bp) ů
nebo oligonukleotid  pro microarray (25­100bp)ů

Problém:

BLAST prohledává DNA se slovy o velikosti 7 a 
víc. P i použití extrémn  krátkých slov nalézá ř ě
p íliš velký po et irelevantních podobností  a ř č
jejich spracování trvá neúnosn  dlouho. Bez ě
p edpo ítaného indexu je hledání velkého po tu ř č č
podobností pomalé.

ešení:Ř

Použití programu PRIMEX



INDEX

FILTRACE

DP (N­W)

4w+ n ­> 150Mbp (w=12) ­> 167M (~650MB) 

ACGAGATGACGATGACGATGCGAT

Probíhá na omezeném vzorku sekvencí

Primex



ATAGTAGGTCCGTCGATA 18 bp -> 3 slova po 6bp

nastavením m1=1 chyby na slovo 
nalezneme spolehliv  v nejhorším 

GTATTAGGTACGTTGACA i et zec s 5 chybami

Sekvence se 6 chybami už nemusí být nalezena:

GTATTAGATACGTTGACA nenalezena

GTATTAGGTACGTTGACG nalezena

Rozdělení vyhledávacího řetězce na menší segmenty urychlí výpočty 
tím, že u kratších lze efektivně využít rychlého indexu celé genomové 
databázy.

Primex



Výkony vybraných vyhledávacích programů při hledání výskytu sekvence oligonukleotidu 
AAAAAATGATCAATTTACAT v genomu Arabidopsis thaliana (cca 100Mbp). Příponou 
 ­O jsou označeny programy, které byly nastaveny s nejmenší citlivostí. Přípona ­S 
označuje programy, které v momentě dotazu běžely jako server.

MISMATCHES
PROGRAM           TOTAL   0      1      2     3     4   5     6     SEARCH TIME

BLAST   162 1      0  12 s
BLAST-O     2 1    5 s
FASTA    72 1      0      4    13    23    17    12 53 s
FASTA-O     1 1 19 s
BLAT     0 0 80 s
SSAHA     0 0 71 s
SSAHA-O     3 1 10 s
CGC FP-O     1 1 10 s
EMBOSS   983 1      0      5    104   86     8 18 s
EMBOSS-O     1 1 14 s
TACG     1 1 49 s
AGREP  1204 1      0      5    100  779  3632 34 s
AGREP     1    1  2 s
PRIMEX   214 1      0     14    199 56 s
PRIMEX-S (2,5) 12140 1      0     14    199 1686 10240  19 s
PRIMEX-S (2,4)  1900 1      0     14    199 1686  4 s
PRIMEX-S (2,3)   214 1      0     14    199   1 s
PRIMEX-S (2,2)    15 1      0     14           < 1 s
PRIMEX-S (2,1)     1 1      0          << 1 s
PRIMEX-SO (0,0)     1 1        << 1 s

Primex



Vyhledané oligonukleotidy lze 
použít pro simulaci PCR reakce

VPCR Virtual PCR

Primex + Virtual PCR



Suboptimální nasazení programu BLAST

Použití:

Hledání pozice intron  a exon  (srovnávání mRNA ů ů
s genomovou DNA) nebo vyhledávání domén 
proteinů

Problém:

BLAST vyhodnocuje p íliš mnoho podobností, i ř
když nás zajímají jenom ty, které jsou typické 
pro RNA/DNA. Pokud to ošet íme zvýšením ř
parametr  X a S, stratíme krátké podobnosti. ů
Nesnaží se ur it p esnou hranici intron  a č ř ů
exon  nebo domén.ů

ešení:Ř

Použití programu BLAT, SIM4



BLAT

P1 = MK

T = int(H/K)

P  = 1 – (1­P1)T

P  = 1 – (1­MK)T

F = (Q­K+1)*(G/K)*(1/A)K

P1 – pravdepodonost shody s k­merem
P – pravdepodobnost existence aspon jedne takove shody
F – pravdepodobnost nahodneho vyskytu shody mezi H a Q
K – délka k­meru
H – délka úseku podobnosti (n kolik 100 bp)ě
M – zhoda mezi sekvencemi (%identity/100)
G – velikost databázy
Q – velikost vyhledávací sekvence
A – velikost abecedy

K

H

Q
P1 PF



BLAT



BLAT



BLAT



Suboptimální nasazení programu BLAST

Použití:

Hledání podobnosti mezi extrémn  dlouhými ě
sekvencemi

Problém:

BLAST jde rovnou na v c a hledá všechny HSPě

ešení:Ř

Použití program  s indexy, které p istupují k ů ř
analýze hierarchicky, nejprve rychle 
vyhledávají s nízkou citlivostí, pozd ji ě
dpo ítávají detaily (SSAHA, BLAT, MUMER)č



Suboptimální nasazení programu BLAST

Použití:

Hledání podobnosti mezi vzdálenými proteinovými 
sekvencemi

Problém:

Proteiny jsou t írozm rné a jejich struktura a ř ě
funkce  asto závisí na prostorov  se č ě
dopl ujících motivech sekvence a ne na ň
existenci dlouhého lineárního  et zce ř ě
aminokyselin

ešení:Ř

Použití program , které nepracují s podobností ů
na bázi Smith­Waterman, ale analyzují nap . ř
výskyt krátkých slov (PSST)



PSST

Struktura sekvence znázorn na vektorem p ítomnosti ě ř
jednotlivých “slov” v=(1,0,0,1,....,1), kde každá pozice 
odpovídá určitému “slovu”. pi je normalizovaná frekvence 
výskytu daného slova a podobnost

S(q,t) = suma (qi *ti*1/pi)

Vektory protein  bez jakékoliv společné podsekvence na dané ů
úrovni jsou ortogonální, S(q,t)=0.

Pro identické proteiny S(q,q)= suma(1/pi). Pokud by všechny 
slova m la stejnou pravd podobnost výskytu, pak by to byloě ě

N*(1/N) = 1

kde N je počet sledovaných nebo existujících slov.


