Wydziat Informatyki PB

Wprowadzenie do
Informatyki Biomedycznej

Wykitad 3:

Wyszukiwanie w bazach sekwenciji
Przewidywanie genow

Marek Kretowski

pokdj 206

e-mail: m.kretowski@pb.edu.pl
http://aragorn.pb.bialystok.pl/~mkret

Wersja 1.05

Wyszukiwanie podobnych sekwencji w
bazach danych

+ Ogromne projekty, w ktorych cate genomy organizmdw sg
sekwencjonowane, pozwolity upowszechni¢ informacje genomiczng

- przyktady: bacteria Escherichia coli, drozdze Saccharomyces cerevisiag, itd. czy
najbardziej spektakularny projekt dotyczacy Homo sapiens

- intensywna analiza biologiczna tych modelowych organizméw pozwala odkrywaé
funkcje gendw i zakodowanych biatek
* Tworzenie baz danych sekwenciji i ich przeszukiwanie jest jednym z
najistotniejszych zadan bioinformatyki:
- wykrywanie podobienstwa nowych analizowanych sekwencji do zgromadzonych i

rozpoznanych sekwencji umozliwia np. przewidywanie funkcji genéw u zblizonych
gatunkow

- alternatywnie, sekwencja o znanej funkcji moze by¢ wykorzystana do
przeszukiwania genomu konkretnego organizmu w celu wskazania gendw
mogacych petic¢ analogiczne funkcje
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Wyszukiwanie w sekwencji nukleotydow
czy aminokwasow?

*  Sekwencje DNA sktadajg sie z 4 nukleotyddw, podczas gdy sekwencje
biatek wykorzystujg 20 aminokwasow
- w zwigzku z pieciokrotnie wigksza réznorodnoscig znakow w sekwenciji, wykrycie
podobienstwa pomiedzy sekwencjami biatek niz DNA jest znacznie fatwiejsze
* Zasada przy przeszukiwaniu baz jest poprzedzenie wyszukiwania
przettumaczeniem sekwencji DNA na sekwencje aminokwasow
- udowodniono, ze prowadzi to do daleko bardziej znaczacych dopasowan
- w wiekszo$¢ narzedzi wyszukiwania wbudowano narzedzia dokonujace
niezbednych tlumaczen
— odstepstwo od powyzszej zasady, ma jedynie uzasadnienie, gdy poréwnujemy
sekwencje nukleotydow tego samego organizmu w celu wykrycia pozostatych
wpisow tej samej sekwencji
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Czutosc¢ i selektywnosc

* Pordwnujac metody przeszukiwania baz biatek nalezy bra¢ pod uwage
zarowno czutos$¢ (ang. sensitivity) jak i selektywnos$¢ (ang. selectivity)

¢ Czuto$¢ - odnosi sie do zdolnosci metody do wyszukiwania wigkszosci
czlonkow rodziny biatek reprezentowanej przez sekwencje z zapytania

+ Selektywno$¢ - odnosi sie natomiast do zdolnosci metody do nie
odszukiwania przedstawicieli innych rodzin biatek - btedne rozpoznanie,
klasyfikacja (ang. false positive)

* W idealnym przypadku zaréwno czuto$¢ jak i selektywno$¢ powinny by¢
jak najwyzsze

*  Wygodnym sposobem opisywania obu cech jest podawanie poziomu
pokrycia rodziny biatek przy danym poziomie btednej klasyfikacji
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Wyszukiwanie przy wykorzystaniu FASTA

¢ Zamiast porownywania pojedynczych znakéw w sekwencji, FASTA
wyszukuje dopasowane wzorce lub stowa
— stowa lub krotki (ang. k-tuples) obejmujg dopasowanie k kolejnych znakéw

* Nastepnie program prébuje stworzy¢ lokalne ustawienie bazujac na
dopasowaniu stéw

» FASTAS3 - aktualna wersja programu jest rezultatem catej serii
usprawnien (zarowno dopasowanie sekwencji jak i wyliczanie
statystycznego ich znaczenia), ktére pozwolity m.in. poprawi¢ znaczaco
wykrywanie stabo spokrewnionych sekwencji

- przyjmuije sig, Ze dla fragmentéw sekwencji FASTA jest rownie skuteczny jak
algorytm Smith-Waterman (p.dynam.)

— w przypadku przeszukiwania sekwencji DNA, FASTA moze by¢ nawet szybszy niz
BLASTN w wyszukiwaniu dopasowan, gdyz dopuszcza krétsze stowa
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Dziatanie FASTA (1)

A 100

* (A)10 najlepiej dopasowanych obszarow w kazdej parze B

sekwenciji jest lokalizowanych poprzez szybki przeglad \
- najpierw wszystkie dopasowania o dtugosci k sa odnajdywane I%\ \ \\ >
(sekwencje DNA: k jest zwykle 4-6, biatka: 1-2) \\ \_\_ S
- nastepnie dopasowane fragmenty w pewnej odlegtosci (biatka | \‘ . . W
32 dla k=1, 16 dla k=2) sq taczone w diuzsze dopasowane ™ \? Moo o]
fragmenty bez przerw i obszary z najwyzszym dopasowaniem N
sq Wyznaczane

- obliczenia sg zblizone do metodg kropkowej, ale jest ich mnigj B I B
- odcinki uko$ne reprezentujg odnalezione wspolne odcinki |
* (B) najbardziej dopasowane obszary wyznaczonew \

poprzednim kroku sg oceniane przy uzyciu macierzy N
zastepstw (aminokwaséw - PAM lub BLOSUM)

100
- najwyzej ocenione, nazywane najlepszymi poczatkowymi B .
obszarami (INIT1) sg wykorzystywane dalej | N
Informatyka Biomedyczna Wyk. 3 Slajd 6z 19

Dziatanie FASTA (2)

50 100

* (C) dtuzsze obszary (INITN) sq tworzone poprzez P
taczenie poczatkowych obszardéw z wynikami
wyzszymi niz zatozony prog P \
- wynik odpowiadajacy INITN jest suma wynikdw tworzacych
go regiondw minus state kary za kazdg wprowadzong |
przerwe "l x

- najnowsze wersje FASTA zawieraja krok optymalizacyjny: | ™
gdy wynik INITN osigga pewien prog wowczas peine lokalne
dopasowanie jest wykonywane przy wykorzystaniu
programowania dynamicznego (Smith-Waterman)

- pozwala to na poprawienie wyniku (zwieksza czutosé, ale
zmniejsza selektywnosc)
* (D) Optymalne lokalne dopasowanie pomiedzy
wejsciowq sekwencjg a najlepszg znaleziong
sekwencjq jest wykonywane (alg. Smith-Waterman)
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Wykorzystanie haszowania w FASTA

* Tablica zawierajgca potozenie kazdego wystapienia stowa o dtugosci k
jest tworzona dla kazdej sekwencji; nastepnie wzgledne potozenie
kazdego stowa jest wyliczane poprzez odjecie pozycji

* Stowa, ktére majq takie Samo  pusivion 123456 780 10 1
przesuniecie sa w fazie i ujaw- V" TR Ao

. e . position 1 23 45 6 7 8 8 10 11
niajg obszary dopasowania E— ces 3 bk
* Przy wykorzystaniu haszowania position in offset
. , , .. .. amino acid protein A protein B pos A - posB
liczba poréwnan rosnie liniowo A S crT S
wraz z Srednig diugo$cig : 2 i 5
sekwencji n L -
p 4 9 5
* W przypadku biatek oraz k=2 . Y ;
t 5 =

liczba rozpatrywanych krotek ¢S <
wynosi 20x20=400 protein 1 n
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BLAST - Basic Local Alignment Search
Tool

W zatozeniu miat by¢ szybszy niz FASTA przy tej samej czutoSci

— opracowany przez S. Altschula w 1990 r.

— wykorzystywany bardzo intensywnie m.in. w NCBI, National Library of Medicine
¢ Podobnie jak FASTA wyszukuje najpierw wspoine stowa:

- przy czym w przeciwienstwie do FASTA, ktory poszukuje wszystkich mozliwych
stow zadanej dtugosci, BLAST ogranicza sie tylko do najbardziej znaczacych stow

- w przypadku biatek znaczenie jest wyznaczane przy wykorzystaniu np. BLOSUM62
* Dtlugos¢ stowa jest ustalona na 3 (biatka) lub 11 (DNA)

— dhugosc ta jest minimum niezbednym do uzyskania oceny dopasowania
wystarczajacej wysokiego aby uznane zostato za znaczace, ale nie zbyt diugie aby
pomina¢ krotkie, ale znaczace wzorce

* Wersja BLAST2 pozwala filtrowa¢ odcinki o niskiej ztozonosci zaréwno w
sekwencjach DNA jak i biatkach
- odcinki takie moga prowadzi¢ do zawyzonych ocen dopasowania
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Szkic algorytmu BLAST

Eliminacja/maskowanie regionéw o
niskiej ztozonosci (LCR- Low-
Complexity Region)

* Dla kazdej wysoko ocenionej pary
HSP (High Scoring Segment Pair)
nastepuje préba rozszerzenia

przyréwnania w obu kierunkach, z
jednoczesnym wyliczaniem oceny
- do momentu gdy ocena nie spadnie
ponizej ustalonego progu

Podawane sg wszystkie

przyréwnania o odpowiednio

wysokiej ocenie i weryfikowane jest

ich statystyczne znaczenie

* Mozna prébowac potaczy¢ dopaso-
wanie dwoch (lub wiecej) HSP

* Nowsza wersja BLAST dopuszcza
tez przerwy
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— obszary w sekwencji z wielokrotnie
powtdrzong niewielka liczba elem.

- ok. 15 % zawarto$ci baz

- powodujg tworzenie nieprawdziwych
dopasowan iflub sztucznego zawyzania .
ocen

+  Stworzenie listy stéw (ustalonej
dtugo$ci) na podstawie sekwencji
poszukiwanej

*  Wybranie tylko wysoko ocenianych
podobnych stoéw

- ocena przy uzyciu macierzy zastepstw

Przewidywanie genéw
(ang. gene prediction)

* Obejmuje przewidywanie potozenia genow kodujacych biatka oraz
identyfikacje sekwencii (takich jak promotory), ktére regulujg aktywno$¢
tych gendw

* ORF (Open Reading Frame) - odcinek DNA zawierajacy zbior przylegtych
kodonow, z ktérych kazdy okresla jeden aminokwas

+ W kazdej sekwenciji jest 6 sposobow odczytu informacji (ang. reading
frames) - ram:

- rozpoczynajace sie od pozycji 1, 2 lub 3 w kierunku od 5" do 3’ oraz w przeciwnym
kierunku w komplementarnej sekwenc;i

* W genomie prokariotow, DNA kodujace biatka jest przepisywane na
mRNA i zwykle mRNA jest thumaczone na biatko bez istotnych zmian

- w takiej sytuacji najdiuzszy ORF ciagnacy sie od pierwszego dostepnego kodonu
MET do nastepnego kodonu oznaczajgcego koniec (TER) moze by¢ z duzym
prawdopodobienstwem rozpoznany jako obszar kodujacy biatko
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Predykcja genow prokariotow

* rama odczytu, ktéra nie koduje biatka posiada krotkie ORF w zwigzku z
wystepowaniem duzej liczby kodondw konczacych

*+ wystepowanie wielu genéw oraz mozliwos¢ pokrywania sie gendw (dwa
rézne biatka sg zakodowane na réznych ramach tego samego mRNA, na
tym samym albo komplementarnym taricuchu DNA)

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
2 Ll 3
mil| :
E. coli 1 Il 1
lac 4 T‘[ \ | e
= 1 1l | ! A iE
3 i lald oy 1 um L2

|F| |||[f|| Ill]llll’ T ] rrr‘llT1

1000 2000 3000 4000 5000 5000 7000

AUG (poczatek) - potowa pionowej linii, TER (koniec) - |
gen /acZ - ORF od pozycji 1284 do 4355 w ramie 3
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Predykcja genow eukariotow

¢ Generalnie przewidywanie gendw jest znacznie trudniejszym zadaniem

* Po transkrypciji obszaréw kodujacych biatka (rozpoczynajacych sie od
specyficznych sekwencji promotora) nastepuje usuniecie niekodujacych
sekwencji (intronéw) z pre-mRNA przy wykorzystaniu mechanizmu
sklejania, pozostawiajac jedynie kodujace eksony

- zaktadajac, ze introny zostaty usuniete oraz po pewnych dodatkowych

modyfikacjach dojrzatego RNA moze nastapic translacja zwykle od pierwszego
kodonu startu do pierwszego stopu

¢ Trzy elementy dotyczace fazy po transkrypcji majg ponadto wptyw na

translacje i w konsekwencji jako$¢ predykcji genow
- kod genetyczny konkretnego organizmu moze rézni¢ si¢ od uniwersalnego

- poszczegolna tkanka moze wykorzystywac rézne mechanizmy sklejania, tworzac
podobne, ale rézne mRNA kodujace powigzane ale réznigce sie biatka

- mRNA moze by¢ edytowane, zmieniajac sekwencje
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Uniwersalny kod genetyczny

UUU-Phe F UCU-Ser 5 UAU-Tyr Y UGU-Cys C
UUCPhe F UCC.Ser 5 LTACTyr ¥ TGC.Cys C
UUALen L UCASer S |Uaa-  TER[[uca-  TERH
UUG-Len L UCG-Ser 5 LUAG-  TER| UGG--Trp W
CUU-Len L CCU-Pre P CAU-His H CGU-Arg R
CUC-Lewm L CCC-Pro P CAC-His H CGC-Arg R
CUA-Lew L CCA-Pro P CAAGIn O CGA-Arg R
CUG-Len L CCG-Pro P CAG-GIn Q CGG-Arg R
AUUTle T ACU-Thr T AAUAsn N AGU-Ser §
AUC-Tle I ACC-Thr T AAC-Asn N AGC-Ser §

] I ACA-Thr T AAALys K AGA-Arg R
M ACG.Thr T AAGLys K AGG-Arg R
GUU-Val ¥V GCU-Ala A GAU-Asp D GGUGly G
GUC-Val ¥V GCC-Ala A GAC-Asp D GGC-Gly G
GUA-Val ¥V GCA-Ala A GAA-Gu E GGAGy G
GUG-Val ¥V GCG-Ala A GAG-Glu E GGG-Gly G
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Sprawdzanie poprawnosci predykcji

Sekwencje DNA, ktére koduja biatka nie sg losowymi tancuchami dostepnych
kodondw, ale raczej uporzadkowanymi listami okreslonych kodondw, ktore
odzwierciedlajg ewolucyjne pochodzenie genu oraz ograniczenia zwigzane z
ekspresjq genu

- ten brak losowo$ci moze by¢ wykorzystany podczas predykcji

- kazdy gatunek ma charakterystyczne wzorce wykorzystania rownoznacznych
kodondw, dodatkowo te wzorce moga sie rézni¢ pomiedzy silnie i stabo wyrazonymi
genami

Zaproponowano 3 testy pozwalajgce utwierdzi¢ sie w przekonaniu, ze rozpoznany
ORF koduje rzeczywiscie biatko

— pierwszy opiera si¢ na obserwaciji, ze w ORF kazda trzecia baza jest czesto taka
sama (duzo czesciej niz losowo); wiasnos¢ ta jest niezalezna od gatunku

- analiza poréwnawcza kodondw wykorzystywanych w innych genach tego organizmu
- poréwnywanie wynikowej sekwencji aminokwaséw z rozpoznanymi wezesniej
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Predykcja genow prokariotow

OMA DATTERNS IN THE B, coli JsxA GENE

*  Predykcja genow jest P— e —
tatwiejsza, poniewaz
nie ma intronéw oraz

wystepuje kilka

1 GRATTCEATARATCTCTGS

Wysoce 121 escucmmemmnmnn:ccrﬂmhanr
151 CCAGACAGGT COGCCEACGCATECGERAATC GCGCAG

201 CITTTGGEGTTCOC :T"' SCCARME GCGAC TEAMIARCATC

zakonserwowanych S A o raeiess

291 CGECGECATCAC
321 GAAGGITTGECC

T l"'J:G'l"‘} i—.\uk.ﬁuhu;\ﬁ

wzorcow w obszarze
promotora i wokot
miejsca startu
transkrypcji

* Na prZyk*adZie de; ! GRCTGGCTETAACATATCTCIG TAA
. 721 AGACCGCGATECCGECTSGCATCGCAGTTTETITTICATC
Obszary -10i-35 761 TCTC TICATCAGSC TIFIC TECATGSCATTCCTCACTIC A
(26tte) oznaczajg,

201 TCTGATARAGCACTCTGAEC ATCTC GCCTTACCCATGATTT
obszary interakcji z
Ehown ars 'mt:]m

841 TCTCCAATATCROCGTTCC GTDGC TEGEACTEATCAATAC
polimerazg RNA repressor (71

401 CEATCOTICCOTTATTC.
441 CGCC AGC AEIRTTTIC TIRARGATATCGSCATTATEG
481 ATGGTAACTTECTGECASTECATAARACTCAGGATETACG
T \,U\-?T‘:'R FEFIOGTIETC GCACGTATTSATGAC GAAITT
&

881 GACEFTAATTIETC ATCTTIATAGCCCESTITATTTSSEC
221 G40GTEICGETTIECECAACEECEEACCAGET

relative to t.he

binding site on the wANA {GEAS3), and the open reading Erame

HECAS) , the J.& and -35 promoter regions

(RT3 TAR). Only the second two of the predicted DexA binding sites

actually bind the repressor.
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381 CRCTTCTGECGCAACAGCATATIGARGITCATTATCAGST DFEN READING FRAME

ap'pzc)unat-e consensus binding sites for Lexh

t of the mEMA (173 and ), the ribosemal
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Wykorzystanie ukrytych modeli Markowa

(ang. hidden Markov model)

61 CODON MODELS

Wysoce zakonserwowane cechy gendw
narzucajg mozliwos¢ ich identyfikacii \ /

Na rysunku przedstawiony jest model
genomu bakterii, w ktorym geny sa gesto / O \
upakowane z relatywnie krotkimi obszarami [ alc]— [Goaces_]— [2izis]

pomiedzy i brakiem introndw 34T conil _ sTaR? copons
Model czyta sekwencje o nieznanej Wprowadzenie modelu kodonu

kompozycji gendw i znajduje geny (serie
kodonéw pomiedzy kodonami startu i stopu),
ktore najbardziej sg zblizone do znanych
sekwencji gendéw wykorzystywanych do
uczenia modelu

Poniewaz wykorzystanie kodonéw i

—’-—-» — —= IEND
obejmowanie sekwencji rézni si¢ pomiedzy . . .

genomami, model wytrenowany na danym | 2| a i c |
organizmie nie musi pracowac dla innego Model pojedynczego kodonu

Match

Insert

Delete
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Predykcja genow eukariotow

* Najprostsza metoda odkrywania gendw kodujgcych biatka polega na
translacji sekwencji na 6 sposobdw i probie przeszukania bazy sekwencji
przy uzyciu BLASTX lub FASTX

* Inng mozliwoscig jest wykorzystanie metod klasyfikacji do rozpoznawania
eksonow (odrdznienie eksondw od sekwencji niekodujacych — metody ab
initio)

- w pierwszym kroku musi zosta¢ stworzony (nauczony) klasyfikator na podstawie

zbioru uczacego zawierajacego charakterystyki znanych eksonow (wykorzystywane
sq gtéwnie cechy zwigzane z sygnatami i sktadem genu)

- do sygnatéw zaliczamy miejsca start i stop genu oraz przypuszczalne miejsca
splicingowe, charakterystyczne sekwencje konsensusowe

- skfad genu odnosi sie do statystyk kodowania (np. nielosowy rozktad nukleotyddw i
aminokwasow czy czestos¢ wystepowania heksamerdw)
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Fss

————— liniowa

Wykorzystanie analizy dyskryminacyjnej
i sztucznych sieci neuronowych

score of Bmers in candidate region Q

Markov model score

flanking region GC composition
candidate region GC composition
score for splicing acceptor site
score for splicing acceptor site O
length of region

3'ss

Input layer

Funkcja dyskryminacyjna:  GRAIL (Gene Recognition and Assembly Internet Link):
sieC zostata wytrenowana przy uzyciu wielu cech

(m. in. miejsca splicingowe, kodony start i stop,

sekwencje promotorowe, ...); skanuje sekwencje wejsciowag,
oknem o zadanej dtugosci i ocenia p-wo, e fragment jest

kodujacy => efektem jest zestaw potencjalnych eksonow

kwadratowa
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