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Powtdrzenie

» globalne (algorytm
Needlemana-Wunscha)

» lokalne (algorytm Smitha-Watermana)
» z afiniczng funkcja kary

Podobienstwo:

» macierze PAM

» macierze BLOSUM

e(si, ti) = |0g(ﬂ) gdzie

si F'ti

Macierz podobienstwa:

pPa estymowane prawdopodobienstwo wystepowania symbolu a

Jab estymowane prawd. wystepowania symbolu a na jednej nici
i symbolu b na drugiej nici
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Bazy danych
Badanie podobienstw

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych

Bazy danych sekwencji
biologicznych
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych E -
P J y Y Badanie podobienstw

Bazy danych sekwencji biologicznych

11111

» GenBank (USA) 1

» EMBL (European Molecular i =
Biology Laboratory) o peg

» DDBJ (DNA Data Bank of L
Japan)

uuuuuu
uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

» INSD (International Nucleotide Sequence Database) -
synchronizuje GenBank, EMBL i DDBJ

» Swiss-Prot sekwencje biatek

» PSD (Protein Sequence Database) - sekwencje biatek
» PDB (Protein Data Bank) struktura przestrzenna biatek
» ... wiele innych
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych E -
P J y Y Badanie podobienstw

Prawo Moore'a dla sekwencji genomdéw

» liczba poznawanych

genoméW pOdwaja Sl@ co Number of Human Genomes Sequenced
15 miesi(;cy 100,000

> wielkos¢ oo //
sekwencjonowanych 1000 /
genoméw podwaja sie co 100
18 miesiecy 10 /

» koszty sekwencjonowania ' —

2006 2007 2008 2009 2010 2011

(na bp) zmniejszaja sie
dwukrotnie co 18 miesiecy
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych E -
P J y Y Badanie podobienstw

Format danych GenBank - GenBank Flat File(GBFF)

LOCUS E01306 229 bp DNA linear PAT 04-NOV-2005

DEFINITION DNA encoding human insulin-like growth factor I(IGF-I).
ACCESSION EO01306

VERSION E01306.1 GI:2169565

KEYWORDS  JP 1987190088-A/1.

SOURCE synthetic construct

ORGANISM  synthetic construct, other sequences, artificial sequences.
REFERENCE 1 (bases 1 to 229)

AUTHORS Raasu,A., Toomasu,M., Berun,N. and Majiasu,U.

JOURNAL Patent: JP 1987190088-A 1 20-AUG-1987;

ORIGIN
1 gaattctaac ggtcccgaaa ctctgtgegg tgctgaactg gttgacgetc tgecagtttgt
61 ttgcggtgac cgtggttttt attttaacaa acccactggt tatggttctt cttctcgteg
121 tgctccccag actggtattg ttgacgaatg ctgetttcgt tcttgegace tgegtegtet

181 ggaaatgtat tgcgctcccc tgaaacccgec taaatctget tagaagcett
//
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych E -
P J y Y Badanie podobienstw

Opis sekwencji DNA i RNA

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)

A | adenine || R | G A (purine)
C | cytosine | Y | T C (pyrimidine)
G | guanine | K | G T (keto)
T | thymine || M | A C (amino)
U | uracil S|GC
WIAT
BIGTC N AGCT (any)
DIGAT
HIACT
V|GCA
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I . Bazy danych
Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych y cany -
Badanie podobienstw

Format danych FASTA, FASTQ

FASTA: nagtéwek (1 linia), sekwencja (po 70 znakéw)

>AB000263 |acc=AB000263|descr=Homo sapiens mRNA for ...|len=368

ACAAGATGCCATTGTCCCCCGGCCTCCTGCTGCTGCTGCTCTCCGGGGCCACGGCCACCGCTGCCCTGCC
CCTGGAGGGTGGCCCCACCGGCCGAGACAGCGAGCATATGCAGGAAGCGGCAGGAATAAGGAAAAGCAGC
CTCCTGACTTTCCTCGCTTGGTGGTTTGAGTGGACCTCCCAGGCCAGTGCCGGGCCCCTCATAGGAGAGG
AAGCTCGGGAGGTGGCCAGGCGGCAGGAAGGCGCACCCCCCCAGCAATCCGCGCGCCGGGACAGAATGCC
CTGCAGGAACTTCTTCTGGAAGACCTTCTCCTCCTGCAAATAAAACCTCACCCATGAATGCTCACGCAAG

TTTAATTACAGACCTGAA

FASTQ: nagtéwek (1 linia), sekwencja (po 70 znakéw), jakosé
kazdego symbolu

@SEQID description
GGGTGATGGCCGCTGCCGATGGCGTCAAATCCCACC

+SEQID description
ITIIIIIIIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIOIGOIC

ABS - Fasta, BLAST 8/37



Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych E -
P J y Y Badanie podobienstw

Format FASTQ, jakos¢

Jako$¢ (Phred quality score) obliczana na podstawie
prawdopodobienstwa, ze symbol jest btedny (e):

Q = —10log;p e
zapisywana jako znak ASCII o kodzie X = Q + 64, kod 64 to @

Q e doktadno$é znak ASCII
10 0.1 90% J

20 0.01 99% T

30 0.001 99.9% "

50 0.00001  99.999%

40 0.0001  99.99% h
r
I

60 0.000001 99.9999%
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Bazy danych
Badanie podobienstw

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych

Dopasowanie podobnych
sekwencji
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I - Bazy danych
Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Heurystyczne metody wyznaczania dopasowan

Algorytmy programowania dynamicznego: ztozono$¢ O(n?)
» niepraktyczne dla bardzo dtugich sekwencji (np.
wyszukiwanie genu w genomie)
» mato wydajne przy przeszukiwaniu duzych zbioréw
sekwencji (baz danych)

Algorytmy dla sekwencji podobnych:
» pomijaja niektére przypadki
» ztozono$¢ O(n)

Algorytmy heurystyczne:
» przyblizone badanie podobienstw
» bardzo wydajne
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Poréwnywanie podobnych sekwencji

» bez uwzgledniania przerw: algorytm KMP (patrz wyktad
1)

» z uwzglednieniem przerw, zatozenie — sekwencje nie réznia
sie maksymalnie na k pozycjach

I O

CIC I » obliczamy wartosci dla
N O pasa <-k,k> wokéot
N o przekatnej

N I | | O |

CI e » ztozono$¢ czasowa
N O | O (| O(k*N)

N O | O (|
N |
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Heurystyczne metody wyznaczania dopasowan

Typowa strategi wyszukiwania informacji
1. zawezi¢ zbidr interesujacych sekwencji za pomoca
algorytmu heurystycznego

2. sprawdzi¢ te sekwencje doktadnym algorytmem
programowania dynamicznego

Algorytmy heurystyczne:
» FASTA (FAST Alignment)
» BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

‘ FASTA ‘ BLAST
czas obliczen dtuzszy krétszy
przerwy uwzglednia nie uwzglednia
rodzaj sekwencji | DNA, RNA biatka
czutosé bardziej czuty | mniej czuty
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Algorytm FASTA, Pearson i Lipman, 1988

Heurystyka - najlepsze potaczenie zawiera identyczne fragmenty J

Etapy:

1. inicjacja: wyszukuje fragmenty o dtugosci ktup (= 6 dla
DNA) identycznych z fragmentami poszukiwane;
sekwencji (nazywane 'goracymi miejscami’) wykorzystujac
tablice indeksujaca do wybrania rekordéw w bazie

2. ciagi diagonalne: znajduje 'gorace miejsca’ potozone blisko
siebie

3. faczenie: bada, ktére fragmenty ciggdw diagonalnych
moga by¢ ze soba potaczone

4. algorytm Smitha-Watermana: dla sekwencji zajmujacych
czotowe miejsca dopasowanie metoda programowania
dynamicznego

ABS - Fasta, BLAST 14/37



Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

FASTA - krok 1, znajdowanie 'goracych miejsc’

Przyktad ktup = 2, alfabet { A, C, T }

tablica indeksujaca dla stowa AACACTTTTCAAT
AA|AC |AT |CA|CC|CT|TA|TC | TT

1 2 |12 | 3 5 9 6
11 | 4 10 7
8

zatézmy, ze poszukujemy stowa ACTTATCA
AA |AC| AT |CA|CC|CT|TA|TC|TT

1 5 | 7 2 | 4] 6 3
ocena:
AA|AC | AT |CA|CC|CT|TA|TC|TT
1 7 | -4 3 3 3
3 3 4
5

Dla tej sekwencji mamy 5 trafien dla offsetu = 3
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

FASTA - krok 2, ciaggi diagonalne - ocena

» 'gorace miejsce’: dopasowanie dwdch sekwencji
» maksymalny numer zgodnych stéw ktup
» minimalna odlegto$¢ pomiedzy offsetami dla zgodnych stéw
» taczy blisko potozone 'gorace miegjsca’
» stosuje sie macierz substytucji do oceny fragmentéw
(PAM, BLOSUM)

> gorace miejsca - wartosci dodatnie
P przerwy - wartosci ujemne

NN

znajduje 10 ciggbéw diagonal- \

nych o najwyzszej ocenie \\
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

FASTA - krok 3, taczenie

» buduje graf ciggdw diagonalnych z fragmentéw ciggédw
diagonalnych
» wierzchotki: fragmenty, krawedzie: przerwy
» fragmenty nie pokrywaj3 sie
» rozwazane fragmenty o najwyzszych funkcjach oceny

zwracana $ciezka o najwyz- \_

szej ocenie, ocena to suma \
> . L. . %
ocen wierzchotkéw i krawedzi .

(policzonych wczesniej) \‘\
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

FASTA - krok 4, ocena najlepszego rozwiazania

Algorytm Smitha-Watermana dla
pasa <-k,+k> wokdt najlepszego
rozwigzania

FASTA - zakohczenie

» przeglada wszystkie rekordy w bazie danych dostarczajac
te, ktére maja najwyzsza funkcje oceny
» dla wybranych rekordéw petny algorytm dopasowania
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Algorytm BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Myers, Altschul, Gish, Lipman i Miller, 1990

Heurystyka - najlepsze potaczenie zawiera identyczne fragmenty |

Etapy:
1. inicjacja: podziat analizowanej sekwencji na fragmenty o
dtugosci W (= 11 dla DNA)

2. wyszukiwanie: wyszukiwanie w bazie danych rekordéw,
ktére zawieraja te sfowa o ocenie wyzszej niz T (parametr
algorytmu)

3. rozszerzanie

4. ocena: algorytm doktadny (Shmita-Watermana)
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

BLAST - krok 1, 2, inicjacja, wyszukiwanie i ocena

» inicjacja: podziat szukanej sekwencji na fragmenty (stowa)

» przyktad: zatézmy, ze poszukujemy stowa ACTTATCA, wszystkie
stowa o dtugosci W=b5 dla sekwencji ACTTATCA: ACTTA,
CTTAT, TTATC, TATCA
» wyszukiwanie: wybieranie z bazy rekordéw posiadajacych
dane stowo o ocenie (warto$¢ uliniowienia bez spacji)
wigkszej niz T,
» ocena: macierz BLOSUM lub PAM
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

BLAST - krok 3, rozszerzanie

rozszerza znalezione dopasowania (bez uwzgledniania przerw)

» rozszerzanie znalezionych obszaréw
(w lewo lub w prawo) 9

» nie uwzglednia przerw

» az warto$¢ dopasowania spadnie
ponizej C

Parametry algorytmu BLAST:

W - dtugosc¢ stowa

T - warto$¢ dopasowania przy wyszukiwaniu
C - warto$¢ dopasowania przy rozszerzaniu
macierz podobienstwa
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Odmiany programu BLAST

» BLASTN - baza DNA za pomoca sekwencji DNA
» BLASTP - baza biatek za pomoca sekwencji biatek

» BLASTX - transluje sekwencje DNA we wszystkich 6
ramkach odczytu, uzyskane sekwencje biatkowe sa
przeszukiwane w bazach biatek

» TBLASTN - przeszukuje baze DNA uzywajac sekwencji
biatka, rekordy z bazy sg analizowane we wszystkich 6
ramkach odczytu

» TBLASTX - sekwencja DNA translowana na sekwencje
biatka (6 ramek), baza DNA analizowana we wszystkich 6
ramkach odczytu
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Bazy danych
Badanie podobienstw

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych

Dopasowanie wielu

sekwencj
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Dopasowanie wielu sekwencji

Jednoczesna analiza wielu sekwencji w poréwnaniu z analizg
poszczegblnych par pozwala:

> tatwiej dostrzec istotne fragmenty
» tatwiej dostrzec podobienstwa i réznice

AAGT - - TAT
Przyktad: - G T C G T - T

AT TCGTAT
Problemy:

» algorytmy doktadne — zbyt wolne
» stosuje sie algorytmy heurystyczne
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Algorytm doktadny - programowanie dynamiczne

O(N™)

Dla m sekwencji dtugosci N ztozono$¢ pamieciowa (i czasowa)J

Przyktad: dopasowanie 3 sekwencji, macierz 3 wymiarowa
@
\“e(\c,\
oF
2

sekwencjal

sekwencja2
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Programowanie dynamiczne - dopasowanie 3 sekwencji

F(i—1,j—1,k—1)+e(s;, t;, u

F(i—1,j—1,k)+e(si, tj,—)
‘ - .\. ‘ F(I 1./7 _1)+e(sl7_’ k)
oo F(
F(i.J

F(ivjak):max I = >./7 )+€(S,,—,—)

“Lk— 1)+ e(- b )
F(i,j—1,k) +e(—t,-)
F(i7.j7 k — 1) + e(_7 I Uk)
Macierz kar i nagréd (uwzglednia przerwy)

I
\>§/
é » uwzglednia przerwy
G » 125 liczb (dla DNA), ale sporo symetrii
ACGT-
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Bazy danych
Badanie podobienstw

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych

Miara podobienstwa - suma réznych par

e(st,...,sk) = . > e(ss)

gdzies; € {A,C,G, T,—} oraz e(—,—) =0

sekwencjal

sekwencja2

EAF N

sekwencja3

Przyktad - dla 3 sekwencji:
e(sh tjv Uk) — e(S,', tj) + 6(5,'7 Uk) + e(tja Uk)
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Dopasowanie 3 sekwencji - przyktad

Sekwencje:
AAB,

AA,

BAA
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Dopasowanie 3 sekwencji - przyktad (2)
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Dopasowanie wielu sekwencji - profile

sekwencial |A T G T - A C C G A
sekwencja2 |A - - T A G C - - -
sekwencja3 | T T G - A A C C G A
sekwenciad |A G G T A A C C G A
sekwencjab5| - T G T A - C G G G
: Shoisk(i) ==a
P S s 2T
Al075 0 0 0 1 075 0 0 0 0.75
Profil: c| o O 000 O 1 075 0 O
1G] 0 025 1 0 0 025 0 025 1 0.25
T/02 075 0 1 0 0 O O O O
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Dopasowania dla profili

Algorytmy programowania dynamicznego, ocena

e(s;, ty) Zp/a*eat)

acx

Ztozonos¢: O(N x M x |¥|)

PSrzB((ktad

ekwencje :

ACG ACT 1 2 3
ACG ACT . Al09 0 0
ACG ACT Profi: C|0.1 1 O
ACG ACT G| 0 005
ACC CoT Tl 0o 0 05
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Bazy danych
Badanie podobienstw

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych

2

AT09 0 0 A10[-1]-3]-4

Profil: C|01 1 0 G|-1|7]-5|-3

G| 0O 0 05 C|3[5]/9]0

T/ 0 0 05 T|-4[3]0]8
d=-5

G A A T
1| 0| [-5 ] [-10] [-15] [-20]

-5
2
-10
3
-15
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Bazy danych
Badanie podobienstw

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych

L o 3 A[G[C|T

A T00 00 A|10|-1|3 4

Profil:- C|01 1 0 G|-1]7|-5]|3

Gl 0o 0 05 C|-3/-5/9]0

T/ 0 0 05 T 4]3/0]8
d=5

G A A T
L Ol[-5][-10][-15][-20]
1 3\

-5(|-1.4
2
-10
3
-15
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Bazy danych
Badanie podobienstw

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych

L o 3 A[G[C|T
A T00 00 A|10|-1|3 4
Profil:- C|01 1 0 G|-1]7|-5]|3
Gl 0o 0 05 C|-3/-5/9]0
T/ 0 0 05 T 4]3/0]8
d=5

G A A T
[ Of[-5][-10][-15][-20 |
1 Y ) X )
-5([-1.4]13.7||-1.3||-18.6

2 ¥ L2} 3\
-10 |-6.4 || -1.7{ | 0.7 | |-1.3
3 L) v X 3\

-15(| -8 | [-6.7||-3.7| | 3.2
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Bazy danych

Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Dopasowanie wielu sekwencji - metoda progresywna

Heurystyczny algorytm dopasowania wielu sekwencji, stopniowe
sktadanie przyréwnania wykorzystujac profile. J

Etapy:
> utworzenia macierzy odlegtosci (przyréwnanie sekwengji
parami)
» obliczanie drzewa naprowadzajacego

» oddzielne przyréwnanie najblizszych sekwencji
(programowanie dynamiczne)

» tworzenie sekwencji konsensusowej - profil

ABS - Fasta, BLAST 35/37



I - Bazy danych
Dopasowanie wielu sekwencji, bazy danych Badanie podobieistw

Dopasowanie wielu sekwencji - metoda progresywna (2)

» Obliczanie podobienstwa (wszystkie pary), np.

A|B|C|D
Al -130|20]20
B - | 10|10
C - 140
D -

» Najblizsza para {C,D}, pézniej {A,B}

» obliczenie dopasowania C do D, utworzenie profilu

» obliczenie dopasowania A do B, utworzenie profilu

AB CD » obliczenie dopasowania profilu CD do AB
Zastosowanie: program Clustal
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