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1. Ivadas

Baltymai yra ilgi amino riig§¢iu polimerai. IS viso yra 20 skirtingy amino riig§¢iy (a. r.).
Amino riig8¢iy iSsidéstymas baltymo polimere néra atsitiktinis, ir jy konkretus derinys
lemia trimacia baltymo struktiira. Kuriami ivairiis homologinés (genealogiskai susijusiy
seku) paieSkos algoritmai, kurie naudojami baltymy tretinei struktirai prognozuoti, bal-
tymy ir ju segmenty klasifikavimui, naujy baltymy savybiy tyrimui. Kadangi baltymy
duomeny baziy apimtys yra didelés, iSvedami euristiniai algoritmai, kuriuose optimizuo-
jamas spartumo ir tikslumo santykis.

Siame straipsnyje aptarsime PSI-BLAST (position-specific iterated Basic Local
Alignment Search Tool) euristinio algoritmo ypatumus bei jo modifikacijos aspektus. Tai-
kysime modifikuota algoritma baltymy paieskai, aptarsime rezultatus.

2. PSI-BLAST algoritmas

ISlyginimo (alignment) algoritme PSI-BLAST ivesta aukSto iverCio segmenty poros
(HSP) savoka, reiskianti lokaliai optimalius lango dydZio w pory segmentus, kuriy ivertis
negali biiti padidintas. Tokiy HSP sekoje gali buti keletas, ir, jei ivertis didesnis uZ nuro-
dyta slenkstini parametra 7' (vadinsime kir¢iu), pradedamas plétimo procesas. Plétimas
stabdomas, kuomet poruy segmenty ivertis sumazéja per leistino pokycio dydi X. Galu-
tiniam iverciui vir§ijant uzduota reik§me S, seka laikoma panasi i uzklausa (baltyminé
seka, pagal kuria atliekamas i8lyginimas), ir rezultatas i§saugojamas.

Sekos plétimo Zingsnis, skaiciuojant ivercius, yra brangus, nes sudaro >90% BLAST
skai¢iavimo laiko, o jo atlikimy skai¢ius priklauso nuo parametry 7" ir X reikSmiy. PSI-
BLAST patobulino BLAST algoritma: (1) ,,dvieju kiréiu* (two-hit) metodo pritaikymu,
kuris ivercio skaiCiavimo plétima pradeda, jei toje pacioje matricos (kur eilutés ir stul-
peliai atspindi dvi lygiuojamas sekas) istriZainéje du nepersidengianciy lango dydzio
segmenty iverciai yra ne maZesni nei 7', o segmentai vienas nuo kito nutolg per nuo-
toli, A; (2) naudojamas su tarpeliais (gapped) algoritmas, kur uZtenka rasti viena islygi-
nima (HSP) vietoje jy eilés, tai Zymiai padidina algoritmo spartuma, o tikimybé, kad bus
prarandamas reikSmingas i§lyginimas, sumazéja; (3) paieSka gali bati iteruojama naudo-
jant ankstesnéje iteracijoje sugeneruota nuo pozicijy priklausoma iver¢iy matrica; tokie
paieskos metodai yra jautresni nei lyginimo poromis metodai [2].
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Segmenty jvertis skai¢iuojamas S" = 3 i PiPjsijs ¢ia P; a. r. pasirodymo tikimybé
1-0je pozicijoje, s;; — dviejy skirtingy seky a. r. panaSumo ijvertinimas pagal a. r. pana-
Sumo lenteles (PAM, BLOSUM) [3]. Du empiriSkai (lyginant nesusijusias sekas) nusta-
tomi parametrai A ir K naudojami nominalaus HSP iverCio S’ normalizavimui (bitais):

AS —InK
S=——7—. 1
In2 M
Seku segmenty, kuriy ivertis didesnis uz .S, skaiCiaus z pasiskirstymas yra puasoninis
su vidurkiu g (S) = Kmne %, ¢ia mn duomeny bazés paieskos apimtis (7r. Zemiau).
Tuomet taikant ekstremaliy reikSmiy pasiskirstyma (EVD) [4], tikimybé rasti ¢ ar daugiau
skirtingy HSP, kuriy jvertis didesnis ar lygus S:

c—1 k
P(z = ¢) :1—6_”(5)214%'). (2)
k=0 '

Pageidautina, kad vidurkis ¢ bty Zymiai maZesnis uz 1, ir parametrai A ir K pa-
renkami tenkinantys §ia salyga. PSI-BLAST algoritme jverciy statistinio reik§mingumo
ivertinimui parinkta ¢ = 1. Parametrai, i§lyginimo algoritmui su tarpeliais, nustatomi
generuojant atsitiktines sekas. Nustatyta, kad §iy parametry svyravimas nevirSija 2% ri-
bos [2].

Esmini vaidmeni, algoritmo skai¢iavimuose vaidina E' reikSmé, kuri nusako tikétina
skirtingy HSP, kuriy normalizuoti iveréiai ne maZesni nei .S, skai¢iy m ir n ilgio seku
palyginimui:

E = N/2%, 3)

¢ia N = mn yra paieSkos erdvés apimtis; bendru atveju n galima laikyti a. r. kieki
duomeny bazéje. Algoritmas naudoja pasirinkta E reik§Sme¢ normalizuotam slenkstiniam
iverciui apskaiCiuoti. Plétimas pradedamas, jei seku poros segmenty ivertis S yra didesnis
uz slenkstini, ir pradedamas nuo rasto maksimalaus iver¢io pozicijos.

PSI-BLAST jautrumas pagerintas, naudojant iverciy pagal pozicijas matricas (mo-
tyvus). Tikimybés motyvuose priklauso nuo konkrecios pozicijos, todél iveriu sistema
tampa jautresné. Sudétinis (multiple) iSlyginimas M, reikalingas sudaryti jautresni mo-
tyva, atliekamas surenkant visus paieSkos seku segmentus, kurie buvo iSlyginti pagal uz-
klausa su E reikSme, maZesne uZ slenksting. Taip pat ivertinamas nepriklausomy islygi-
nimo M seku segmenty santykinis skai¢ius N¢.

Motyvo iverciai iSreiSkiami logaritmo pavidalu log (Q;/F;), ¢ia Q; — tikimybé, kad
4-0ji a. r. bus randama kaZkuriame stulpelyje:

afi-f-ﬁgi_

Qi = a+f3

“4)

PSI-BLAST svorius parenka empiriskai: « = N¢g — 1, f = 10. Formulé (4) re-
miasi pseudo-daznumy g; ivertinimais ir i§lyginime M apskaiCiuotais a. r. daZznumais f;.
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DaZnumy ivertinimui turi bati panaudojamas a priori skirstinys (pvz., Dirichlet). PSI-
BLAST naudoja Tatusov [5] priklausomiems duomenims pasiskirstyma. Tuomet pseudo-
daZnumai stulpeliui iSreiSkiami

0= Fa )
J

Cia ¢ ir j a. r. pasirodymo (i8lyginimo) tikimybé g¢;;, iSreiSkiama per panaSumo lentelés
reikSmes s;;:

qij = Pin exp()\sij). (6)

3. Algoritmo realizacijos modifikacija

Mes modifikavome NCBI (National Center for Biotechnology Information) PSI-BLAST
kompiutering programa blastpgp v 6.104 2001 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST), praplésdami lango dydinuo 3 iki 5. Modifikavimo tikslas, prapleciant skenavimo
langa,— padidinti algoritmo selektyvuma spartumo kaina. Statistinei analizei buvo pasi-
rinkta citozino-5 metiltransferazés fermenty Seima. SWISS-PROT duomeny bazé (DB,
http://us.expasy.org/sprot), kurioje buvo atliekama iy fermenty panasumo pa-
ieSka, buvo papildyta Siomis fermenty Seimomis: (1) citozino-5 metiltransferazés Seima
(336 nariai); (2-4) amino-metiltransferazés alfa, beta ir gama Seimomis (175, 251, 343
nariai atitinkamai); (5) visi kiti Zinomi metiltransferaziy fermentai (233 nariai). Bendras
metiltransferaziy, papildZiusiy DB, skai¢ius — 1338.

4. Statistiné analizé

Skai¢iavimo priemoniu aplinka, kurioje atlikome tyrimus, apibréZiama tokiomis para-
metry reik§mémis: a. r. panasumy lentelé — BLOSUMG62; bendras seky skaic¢ius DB
(iskaitant papildyma) — 125 802; parametras 7" = 11; parametras A = 40.

Statisting analize atlikome taikydami paieSkos algoritma kiekvienam citozino-5 me-
tiltransferazés Seimos fermentui, keiciant lango dydi w nuo 3 iki 5. Bendras rasty bal-
tyminiy seky skaicius kiekvienam i§ atveju matomas la pav. Matyti, kad didéjant lango
dydziui, rezultate atsiranda naujy homologiju (genealogiskai susijusiuy seku). Kai w = 5,
beveik kiekvienam fermentui atrandama po kelis ar daugiau panasiy seky nei ieSkant, kai
w = 3.

Fermentui 245 PgiAORF6P (1b pav.) paieSka su w = 5 surado 173 homologijomis
maziau nei paieska su w = 3 (911 pries 1084). Siam fermentui skai¢iavimo laikai (kai
w = 3 ir w = b) skiriasi per pusg, taciau nevirSija 7 min. Padidéjes kirCiu skaicius
(387 805 136, w = 5; 203 715 261, w = 3) paaiskinamas tuo, kad skai¢iavimams
nebuvo pakeista slenkstinio parametro 7' reik§Smé. Tokiu biidu orientavomés daugiau i
algoritmo jautruma nei i spartuma. Suprastéjusio selektyvumo prieZastys Siam fermentui
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gali buti aiSkinamos tik analizuojant atrinkty baltyminiu seku biologini artuma. Vidutinis
paieSky skaiciaus skirtumas yra aiskiai teigiamas. DidZiausias teigiamas skirtumas (483
pries 368) gautas fermentui 248 PhiHIBP (kir¢iy skaicius — 705 211 395, plétimy skaiéius
28 046 776, kai w = 5).

Bendras vidutinis rasty seky skaicius vienam MF neZymiai didé¢ja, didéjant lango dy-
dZiui: 504,76 (w = 3), 513,62 (w = 4) ir 516,25 (w = 5). Tadiau tarp Siy paieSkos
rezultaty vidutinis rastas skirtingy MF iS ju Seimy aibés, prijungtos prie duomeny bazeés,
skaiCius yra bemaz vienodas — 345,03 (w = 3), 345,49 (w = 4) ir 345,22 (w = 5).

Paieskos radimy skirtumas metiltransferazés fermentams (MF), kai w = 5 irw = 3,
matomas 2a pav. Galime teigti, kad didZiausias neigiamas skirtumas matomas 1b pav., yra
salygojamas MF radimy skai¢iaus skirtumo. PSI-BLAST fermentui 245 PgiAORFG6P, kai
w = 3, surado 141 daugiau MF nei esant w = 5. Sis skirtumas labiausiai itakoja vidutinj
radimy skaiCiy. Tas pats rezultatas stebimas ir fermentui 248 PhiHIBP, kuriam algoritmas
surado 54 MF seky daugiau lango dydZiui 5 nei lango dydZiui 3. Taip pat galima pastebéti
(2a pav.), kad fermentui 196 NgoAXAP rezultatai iSsiskiria savo selektyvumu (kirciy
skaiCius — 858 424 454, plétimy skaicius — 31 690 567, kai w = 5).

Didelius skirtumo nuokrypius stebime tik keliems MF, o neigiama skirtuma nedau-
geliui; kitiems bendra tendencija yra atrasti daugiau homologiju didéjant lango dydZiui.
Tai galéty biiti aiSkinama parametry A ir K euristiniu parinkimu, kuris kai kurioms se-
koms gali i§Saukti minétus nelauktus pokyCius. Taip pat atlikti eksperimentai parode,
kad sékmingy plétimy ir HSP skaiCiu pasiskirstymai yra proporcingi (tie skaiciai auga
didéjant w). Tai rodo, kad sékmingi plétimai priklauso nuo HSP skaiciaus. Be to didelis
HSP skaicius tenkantis vienai duomenuy bazés sekai nereiskia, kad bus surasta daugiausia
skirtingy baltyminiy seky.

PSI-BLAST algoritmo vykdymo laikai pavaizduoti 2b pav. Pagal grafikus matyti, kad
skirtingiems langams paieSkos pagal kai kuriuos MF laikai skiriasi net per eil¢. Tokiy MF
pavyzdziai — 252 PliMCI, 329 XmaXhl; jy ilgiai dideli: ~ 1500 a. r. — ir jy homologinés
paieskos laikas, didéjant lango dydZiui, smarkiai iSauga. Kaip jau buvo minéta, tyrimams
slenkstinio parametro 7" reik§mé nebuvo keiciama. Padidinus Sia reik§me, skai¢iavimo
laikas turéty sumaZzéti. Vidutiniai laikai, tenkantys vienam MF — 1301 s (w = 5), 458 s
(w=4),310s (w = 3).

5. ISvados

Tyrimuose prapléstas lango dydis nuo w = 3 iki w = 5 salygojo vidutiniSkai 12 at-
rastomis biologisSkai panasiomis sekomis daugiau vienam metiltransferazés fermentui.
Visiems w vidutinis rastas MF kiekis yra artimas ~ 345. Tacdiau, kai w = 3, vidu-
tiniam reikSmés skaiciavimui didZiausia itaka turéjo vienintelis uzklausos MF. Bendra
tendencija atrasti daugiau panasiy seky metiltransferazéms didinant lango dydi, nors ir
nezymiai, iSlieka.

Vidutinis laikas vienam MF, skaiciuojant su w = 5, gautas 1301 s; suw = 3 -310s.
Skaiciavimo laikai gali biiti mazinami, didinant slenkstiniy parametry 7 ir A reik§mes.



M. Margelevicius, A. Timinskas

536

‘G DI ¢ onu BIURy| M 16y ‘sewrk)sipysised hyjre] owApyAa ounu
-03[e (q ‘¢ J1 ¢ sweliZpAp oJue] sewnnys hyas JN sey (8 ‘aed g

@Q
9o ow Mo oMo Mo o o L o
R =N = - R R N O A A I
00+3001
S 9LLL°0L € 4 N WeUSIA SBY[E| *PIA 1g=M
S €€2Y'8G Y 4 N WeusIA seye| " PIA p=m
S 6.2 0€L 4N WeUsIA Se)e| "PIA G=M 10+3001
20+3007
7]
(]
~
—‘. _ | €0+3001
i _ — v+3001
(areys Sop) reyre|
G0+3001
(e
.
oe-
o~
1]
o X
7]
o€

€=M I1 C=m TeY ‘SBWNLIDYS + 05
hjeynzaa soygared JA

“(sowrrag hl g1 BjuswIoy honjuoy elfonyynuopr reLLUNU
nowAzns 2s1osqe) mizpAp oSue[ juejury Ieje)nzal soysored ‘Aed |

(C]
002-
0sl-
00L-
05- N
S hmBEe a2 R S e e
= S 2o hN o9 @ R
E;ﬁ.}g o @
| ] .
. T 00l
€=M 1 =M IBY ‘SBmn)In|s
hyeynzau soysareq
o1 Lo
(e
[ O T B T
S 23883822 EMNEeds4YT
0
€ sIpAp obe|
sIpAp ofiLe
G sIpAp ofe| 00z
¥ s1pAp obue|
oovm
(]
x
009"

— —— _ 008

000

snigieys hyes hyses seipuag___|




Psi blast algoritmo efektyvumas priklausomybéje nuo skenavimo lango dydZio 537
Literatiira

[1] S.F. Altschul, W. Gish, W. Miller, E.-W. Myers, D.J. Lipman, Basic local alignment search tool, J. Mol. Biol.,
215, 403-410 (1990).

[2] S. Henikoff, J.G. Henikoff, Amino acid substitution matrices from protein blocks, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89, 10915-10919 (1992).

[3] S.F. Altschul, T.L. Madden, A.A. Schiffer, J. Zhang, Z. Zhang, W. Miller, D.J. Lipman, Gapped BLAST
and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs, Nucleic Acids Research, 25(17),
3389-3402 (1997).

[4] R. Durbin, S. Eddy, A. Krogh, G. Mitchison, Biological Sequence Analysis. Probabilistic Models of Proteins
and Nucleic Acids, University Press, Cambridge (2001).

[5] R.L. Tatusov, S.F. Altschul, E.V. Koonin, Detection of conserved segments in proteins: iterative scanning of
sequence databases with alignment blocks, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91(25), 12091-12095 (1994).

Effectiveness of the PSI BLAST algorithm in dependence on scanning
word size

M. Margelevicius, A. Timinskas

The alignment searching algorithms for biomolecular sequences PSI-BLAST are reviewed in
the article. We asses the feasibility to modify NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) PSI-BLAST implementation. We modify the implementation of the iterative algorithm
by increasing scanning word size. We also accomplish statistical analysis for each enzyme of the
cytosine-5 methyltransferase family after we apply alignment searching for the biologically related
protein sequences.



