Przeszukiwanie baz danych I

Jest duzo baz danych specjalizujacych sie w roznych
aspektach zwiazanych z sekwencjami naturalnie
pojawiajacymi sie w biologii. Dla sekwencji DNA gtowne
bazy danych to: GenBank (USA), EMBL (Europa), DDBJ
(Japonia). Natomiast dla biatek gtowna bazg danych jest
Swiss-Prot. Przeszukiwanie baz danych jest jedna z
gtownych metod pracy wspotczesnego biologa. Ponizej
omowimy Kkilka zagadnien zwigzanych z praktycznymi
aspektami przeszukiwania baz.



2.1 Heurystyczne algorytmy

Omowimy dwa najbardziej popularne heurystyczne
algorytmy uzywane do obliczania przyblizonej wartosci
lokalnego uliniowienia. Algorytmy te stanowig
standardowe narzedzie do przeszukiwania baz danych w
procesie wyszukiwania podobienstw pomiedzy
sekwencjami.

211 FASTA

Jest to heurystyczny algorytm (Lipman, Pearson, 1985)
stuzacy do przyblizonego obliczania lokalnego
uliniowienia danego wzorca () wzgledem tekstowe]j
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sekwencji T' wzietej z bazy danych. Zwykle stosuje sie go
do kolejnych sekwencji z bazy danych. Na poczatku
uzytkownik wybiera liczbowy parametr, zwany ktup.
Standardowo sugerowane wartosci dla ktup to 6 dla
sekwencji DNA oraz 2 dla biatek. Przyjmijmy, ze k jest
wartoscia parametru ktup. Przez k-stowo bedziemy
rozumieC dowolne stowo dtugosci k. Niech n = |(Q)| oraz
m = |T'|. Dziatanie algorytmu mozna przedstawic w
nastepujacych czterech krokach.



1. Dla1l <17 <n,1<j <malgorytm znajduje pary
(z,7), takie ze k-stowo zaczynajace sie w (Q W pozycji i
jest identyczne z k-stowem zaczynajacym sie w 1" w
pozycji j. Kazda taka para (i, j) nazywa sie goracym
migjscem. Operacje te mozna wykonac efektywnie
sporzadzajac na poczatku tablice haszujaca dla (), lub
(rzadziej) dla wszystkich stow T' z bazy danych.



2. Kazde gorace miejsce (7, 7) mozna traktowac jako
odcinek dtugosci k lezacy na przekatnej o numerze?
(2 — j) w tablicy V' (otrzymanej metoda dynamicznego
programowania — V' oczywiscie nie mamy). Algorytm
przypisuje pewne wartosci dodatnie gorgcym
miejscom oraz wartosci ujemne przerwom pomiedzy
takimi miejscami (im dtuzsza przerwa, tym mniejsza
wartosc). Dla kazdej przekatnej zawierajacej gorgce
miejsce, algorytm wybiera fragment pomiedzy
goracymi miejscami o maksymalnej wartosci. W ten
sposob zostaje wybranych 10 przekatnych (i
zawartych w nich fragmentow) o maksymalnej

aGtowna przekatna ma numer 0, przekatne o numerach dodatnich leza nad gtowna
przekatng, a o numerach ujemnych pod gtéwng przekatna.




wartosci. Dla kazdego z tych fragmentow algorytm
znajduje czesc takiego fragmentu (podstowo) o
maksymalnej wartosci uliniowienia bez spacji (do
obliczania tej wartosci stosuje sie tablice PAM lub
BLOSUM) Taka czesc fragmentu nazwiemy
poduliniowieniem. Niech initl bedzie najlepszym
poduliniowieniem.



3. Wybrane sg poduliniowienia, ktdrych wartosc
przekracza pewna z gory ustalong granice. Z tych
dobrych poduliniowiehn probuje sie utozyc uliniowienie
o maksymalnej wartosci. W tym celu buduje sie
nastepujacy graf poduliniowien. Wierzchotkami sg

poduliniowienia. Kazdemu wierzchotkowi jest

przypisana liczba bedaca wartoscia tego
poduliniowienia. Jesli u i v sa poduliniowieniami,

takimi ze u zaczyna sie w pozycji (¢, 7) i konczy w

pozycji (i + d, j + d), a v zaczyna sie w pozycji (i, j'),

to tworzymy krawedz od « do v, gdy ¢’ > ¢ + d oraz

5" > 4+ d, tzn gdy wiersz (kolumna) w ktorym

zaczyna sie v jest ponizej wiersza (na prawo od

kolumny), w ktorym kohczy sie u. Krawedzi tej
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przypisujemy pewna wage zalezaca od liczby spacji
jakie trzeba wprowadzic we fragmencie lokalnego
uliniowienia, w ktorym poduliniowienie v wystepuje
po poduliniowieniu «. Im wieksza liczba spacji tym
waga takiej krawedzi jest mniejsza. Nastepnie
algorytm znajduje droge o maksymalnej wartosci w
wyzej opisanym grafie. Taka droga wyznacza lokalne
uliniowienie pomiedzy dwoma stowami. To nie musi
byc optymalne lokalne uliniowienie pomiedzy () oraz
T'. Oznaczmy to uliniowienie przez initn.



4. Algorytm wraca do poduliniowienia initl z kroku 2 |
znajduje najlepsze lokalne uliniowienie wokot
przekatnej zawierajacej initl w pasie [—8, 8] (dla
biatek) oraz w pasie |[—16, 16| (dla DNA). Niech opt
bedzie takim uliniowieniem.

W ten sposob () jest porownywane z kolejnymi stowami T
Z bazy danych. Biorac pod uwage opt lub initnh wyznacza
sie maia liczbe stow T', najbardziej obiecujacych z punktu
widzenia uliniowienia z ). Dla kazdego z nich wykonuje
sie petny algorytm Smitha-Watermana obliczajacy
optymalne uliniowienia.



212 BLAST

Algorytm BLAST podaje jako wynik cate spektrum
rozwigzan (uliniowien) wraz z oszacowaniem
statystycznej istotnosci znalezionego rozwiazania (czyli
prawdopodobienstwa tego, ze znaleziona wartosc, lub
wartosc od niej wieksza mogta sie pojawic przypadkiem
(z losowe] sekwencji)).

BLAST porownuje wzorzec () z kazda sekwencja z bazy
danych, starajac sie zidentyfikowac te sekwencje T, dla
ktorych MSP (maximal segment pair, czyli para podstow
rownej dtugosci maksymalizujgca wartosc uliniowienia
bez spacji?) jest wieksze od pewnej z gory ustalonej

4Przy uzyciu pewnej macierzy substytucyjnej.
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wartosci C. W ten sposob wybiera sie pewne stowa T
“podejrzane” o pewne podobienstwo z ().

Jak sie szuka takich T, dla ktorych MSP jest wieksze od
C'? Ustala sie dtugoSc w oraz wartos¢ graniczna t.
Nastepnie BLAST znajduje wszystkie w-podstowa w T,
dla ktorych istnieje w-podstowo w () 0 wartosci
uliniowienia (bez spacji) wiekszej od ¢. Kazde takie
miejsce jest rozszerzane w celu znalezienia wartosci
uliniowienia wiekszej od C'. Jesli w trakcie rozszerzania
wartosc uliniowienia (ktora moze rosnac lub malec z
kazdym krokiem rozszerzenia) spadnie ponizej pewnej
wartosci progowej, to poszukiwania dla takiego miejsca
sg przerywane.
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Dobor wartosci C', w oraz ¢t ma kluczowe znaczenie dla
jakosci znajdowanych wynikow. Na przykiad, dla
porownywania biatek w jest przyjmowane pomiedzy 3 a
5, natomiast dla DNA jest zwykle rowne okoto 12.
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2.2 Macierze substytucyjne

Zacznijmy od paru ogolnych uwag. Zatozmy, ze dla liter
a,b € X, qqp jest prawdopodobienstwem tego, ze
aminokwasy a oraz b pochodza od wspolnego
aminokwasu (przodka) w drodze punktowej mutacji.
Mamy danedwastowaz = x1...z,0razy =y ... Y.
Chcemy obliczyc jakie jest prawdopodobienstwo tego ze x
oraz y pochodza od wspolnego przodka w wyniku
punktowych zmian. Dla dowolnej litery a, niech p,
oznacza prawdopodobienstwo wystgpienia litery a w
stowie. Woweczas prawdopodobienstwo pojawienia sie
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stow x oraz y to

H Pz, - H Py, -
1=1 =1

Natomiast prawdopodobienstwo tego, ze = i y pochodza
od wspolnego przodka jest rowne [, gz, ,,. lloraz tych
dwoch wartosci

ﬁ Qos,ui

i=1 pxz ) pyi
nazywa sie odds ratio. Im wieksza jest ta wartosc tym
bardziej dane dwa stowa x, y nie sg catkowicie losowe

(niezalezne), ale pochodza od wspo6lnego przodka.
Poniewaz duzo wygodniej jest pracowac z addytywna
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miara podobienstwa, to przechodzimy do logarytmu:

liczba

jest kara/nagroda za zamiane a na b.
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221 PAM

Macierze PAM (percent accepted mutations) zostaty
zaproponawane przez M. Dayhoff i jej
wspotpracownikow okoto 1978r. Sg to tzw. macierze
substytucyjne dla aminokwasow i jako takie reprezentuja
funkcje podobienstwa. PAM rowniez uzywa sie jako
jednostki miary opisujacej ewolucyjna rozbieznosc
pomiedzy dwoma ciaggami aminokwasow. Powiemy, ze
dwa stowa S i S5 roznia sie o jedna jednoske PAM, jesli
S, mozna otrzymac z S; w ciggu akceptowalnych
punktowych mutacji, tak ze Srednia liczba
akceptowalnych mutacji na 100 aminokwasow wynosi 1.
Akceptowalna punktowa mutacja to taka, ktora albo nie
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zmienita funkcji biatka, lub byta korzystna dla organizmu
(co najmniej nie spowodowata Smierci organizmu).
Zwrocmy uwage, roznica 1PAM pomiedzy S; 1 S nie
0zhacza, ze stowa te roznia sie pomiedzy soba o 1%o.
Liczba mutacji na pewnej pozycji w stowach moze byc
wieksza od jedynki, a nawet w wyniku tych mutacji ta
pozycja nie musi sie zmienic.

Jako podstawe do budowy macierzy PAM wzieto pewna
rodzine bardzo podobnych biatek (kazde dwa nie roznity
sie 0 wiecej niz 15%) I recznie sporzadzono globalne
uliniowienia dla tej rodziny. Nastepnie stworzono tablice
A, taka ze dla aminokwasow a, b, A(a, b) jest liczba
wystapien ulinowienia pary (a, b) w wyzej wymienionych
uliniowieniach. Woweczas prawdopodobiehstwo mutacji z
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a na b jest rowne
A(a,b)
Qa,b — .
Zc A(CL, C)
Niech p, bedzie prawdopodobienstwem wystagpienia litery

a W w/w biatkach. Wowczas wartosc oczekiwana (Srednia)
liczby zamian w losowej parze stow dtugosci m wynosi

m - Zpa "Pb  Ga,b-
a,b

Poniewaz macierz 1PAM to taka, dla ktorej powyzsza
wartosc oczekiwana wynosi 1 dla m = 100, to musimy tak
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przeskalowac g, na ¢, , aby zachodzito
Zpa Db+ oy = 0.01.
a,b

Wystarczy stosownie dobrac stata d i wzigc:

/ d- Qap dla a # b,
“ \d g+ (1—d) dlaa=0b.

W ten sposob otrzymujemy 1PAM macierz. Oznaczmy ja
przez S(1). Tak wiec (w przyblizeniu) S(1)(a, b) jest
prawdopodobienstwem zamiany a na b w jednej umownej
jednostce czasu. Macierz S(1) przedstawia pewien
tahcuch Markowa. Prawdopodobienstwo zamiany a na b
w n jednostkach czasu to S(1)"(a, b), gdzie S(1)™ jest
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n-kKrotnym iloczynem macierzy S(1) przez siebie.
Macierze S(1)™ nazywaja sie nPAM macierzami.
WartoSci do prawdziwej macierzy nPAM sa brane z
S(1)™ przez stosowanie logarytmu, skalowanie i
zaokraglanie. Bardzo popularne sag 250PAM macierze.
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2.2.2 BLOSUM

Macierze substytucyjne BLOSUM (blocks substitution
matrix) zostaty zaproponawane przez S. oraz J. Heinkoff
w 1991r. jako efekt krytyki tego, ze macierze nPAM dla

n >> 1 nie oddaja dobrze wptywu czasu na zmiany
sekwencji kodujacych biatka. Macierze BLOSUM zostaty
oparte na biatkowej bazie danych BLOCKS w
nastepujacy sposob. Niech 0 < L < 100. Opiszemy sposob
budowania macierzy BLOSUML. Biatka z bazy danych
sa dzielone na grupy. Do jednej grupy sa zaliczane dwa
biatka jeSli mozna przejsc od jednego biatka do drugiego,
uzywajac biatek poSrednich wzietych z bazy danych,
takich ze kazde dwa kolejne biatka maja sktad identyczny
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w co najmniej L%. Biatka w bazie danych BLOCKS sa
uliniowione w tzw. blokach. Tworzymy macierz A.
Wybierzmy dwie grupy g, ¢’. Dla aminokwasow a, b,
iczba A99 (a,b) jest czestoscia z jaka aminokwas a
pochodzacy z grupy g jest uliniowiony z aminokwasem b
pochodzacym z grupy ¢’ (liczba ta jest podzielona przez
n - n', gdzie n jest liczebnosScia grupy g, an’ jest
liczebnoscia grupy ¢’). A(a,b) otrzymuje sie przez
sumowanie A99 (a, b) po wszystkich parach grup g, ¢'.
Majac A mozemy obliczy¢ prawdopodobienstwo
wystapienia aminokwasu a:

Dy = ZbA(avb)
’ Zc,dA(Cv d)
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oraz prawdopodobienstwo zamiany a na b:
A(a,b)
da,b — .
2 Alc,d)

Wowczas

5(a,b) = log(-=2-),

Najczesciej uzywane L to L = 50 oraz L = 62.
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