Algorytm wyznaczania g-wartosci

Mascot jest systemem identyfikacji opartym na modelu statystycznym wykorzystujacym
empiryczny rozktad czestosci wystepowania jondw fragmentacyjnych o danej masie, pochodzacych
z peptyddéw bedacych wynikiem podziatlu biatek z bazy danych. Podobnie jak wigkszos$¢ systemow
identyfikacji, grupuje on wyniki w hierarchiczng strukturg, u podstawy ktorej leza przypisania
sekwencji do widm fragmentacyjnych (PSM - Peptide Spectrum Match). Pojedynczy peptyd moze
by¢ reprezentowany przez wiele PSM, pochodzacych od jonéw o réznym stopniu natadowania lub
poddanych sekwencjonowaniu w réznych skanach przebiegu LC-MS/MS. Ostatnim poziomem
hierarchii sg biatka zidentyfikowane na podstawie jednego, lub wigkszej liczby peptyddw.

Uzywang przez system Mascot miarg jakoSci przypisania sekwencji do widma
fragmentacyjnego jest prawdopodobienstwo p uzyskania obserwowanego dopasowania widm,
teoretycznego 1 eksperymentalnego, w sposob losowy. Dla wygody wyrazane jest w postaci
logarytmicznej, jako score:

score=—10log(p) .
Przyktadowy rozktad wartosci score zaprezentowany zostat na rysunku 1.a.
Dla kazdego PSM Mascot wyznacza prog istotnosci wartosci score okreslany jako Mascot

Identity Threshold (MIT) i dany zalezno$cia:

- @
MIT = IOIOg(ZON) ,

gdzie o przyjmuje domysSlnie wartos¢ 0,05, a N jest liczbg sekwencji kandydackich, o masach
mieszczacych si¢ w zadanym przedziale tolerancji wokot masy jonu macierzystego. Wystepujacy
we wzorze parametr ¢ ma sens poziomu biedu typu I jedynie przy zatozeniu pelnej losowosci
sekwencji peptydow z bazy danych. Poniewaz zalozenie to w ogdlnym przypadku nie jest
spetnione, podawany jest rowniez drugi prég, nazywany Mascot Homology Threshold (MHT),
bedacy empiryczng miarg odstepstwa score od rozkladu warto§ci wyznaczonego na podstawie
wszystkich sekwencji kandydackich. Niestety, doktadna definicja tego progu nie zostata przez
producenta opublikowana, podobnie zreszta jak 1 wszelkie szczegoty dotyczace stosowanego
modelu statystycznego 1 sposobu obliczania warto$ci score. Oba progi stosowane byty w literaturze
jako wartos$ci odniesienia dla score, cho¢ czesto mozna spotkaé si¢ z uzyciem arbitralnie wybranej

wartosci jako kryterium decydujacego o wyborze zbioru peptydow.
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Rys. 1. Przyktadowe rozklady wartosci: a) miary dopasowania score; b) towarzyszacych mierze score progéw istotnosci
MITi MHT

W programie MScan stosowane sg zmodyfikowane wartosci mscore, okreslone jako:

mscore=score — MMT = score—min(MIT , MHT') ,
gdzie MIT i MHT sa wartosciami progéw Mascota dla PSM o danej warto$ci score. Miarg jakoS$ci
identyfikacji biatka jest mscores, wyznaczane na podstawie wartosci mscore PSM

o warto$ciach pochodzacych z danego biatka:

Ny
mscore = Z mscore,+ MMT

i=1
gdzie N; jest liczbg PSM identyfikujgcych biatko, a MMT $rednig progdéw istotnosci uzytych do
okreslenia warto$ci mscore;.

Wybor progu MMT jako odniesienia dla wartosci score podyktowany jest obserwowanymi
rozktadami wartosci progéw MIT 1 MHT, ktérych przyktady zostaty przestawione na rysunku 1.b.
Wartos¢ progu MIT zalezy jedynie od liczby sekwencji kandydackich, ktora dla znacznej czesci
widm jest zblizona. Skutkuje to waskim rozkladem progow MIT, sugerujacym, ze uzycie ich do
zmodyfikowania score tylko w nieznacznym stopniu bedzie si¢ réznito od odjecia arbitralnie
przyjetej wartosci 1 w efekcie moze nie prowadzi¢ do wzrostu informacji niesionej przez nowa
miare. Empiryczny prog MHT, ktéry jest zalezny zaréwno od widma, jak 1 sekwencji,
charakteryzuje si¢ wicksza specyficznoscia, a rozktad jego wartosci jest zblizony w ksztalcie do
rozktadu score (rysunek 1.a). Z drugiej jednak strony moze on przyjmowac nierealistycznie
wysokie wartosci w szczegdlnych przypadkach widm, dla ktérych mata liczba sekwencji

kandydackich uniemozliwia prawidtowa estymacje rozktadu score.



Miara mscore nie jest wykorzystywana w sposob bezposredni, a shizy jedynie do
uporzadkowania PSM pod wzgledem jakosci identyfikacji w celu przypisania im g-warto$ci.
Pojecie g-wartosci wprowadzone zostalo przez Storey'a i1 Tibshiraniego w konteks$cie analizy
wynikow badan ekspresji gendw przy uzyciu mikromacierzy i jest definiowane jako minimalny
FDR, dla ktérego dana cecha moze zosta¢ uznana za istotng statystycznie. Jest wigc sposobem
przeniesienia wlasciwosci calego zbioru wynikow, jaka jest FDR, na poziom pojedynczych cech.

W przypadku wynikow sekwencjonowania do wyznaczenia g-wartosci mozna wykorzystac
metode przeszukiwania bazy zawierajagcej zarOwno rzeczywiste sekwencje bialek, jak 1 ich
odwrocone wersje (baza target/decoy). Procedura zaczyna si¢ od posortowania zbioru wszystkich
PSM zgodnie z warto§ciami miary mscore. Liczba falszywie pozytywnych identyfikacji zwigzanych
z i-t3 pozycja posortowanego zbioru szacowana jest jako podwojona liczba PSM o odwrdconych
sekwencjach znajdujacych si¢ na pozycjach nie wigkszych od i. Zwiagzany z ta pozycja FDR
wyznaczany jest jako liczba falszywych identyfikacji odniesiona do numeru pozycji. Przy
znajomos$ci warto$ci FDR dla kolejnych pozycji zbioru, okreslenie g-wartosci sprowadza si¢ do
wymuszenia monotonicznosci tych pierwszych:

_[FDR, dla i=N
" |min(FDR,,q,,,) dla i=N—1,....1 °
gdzie N jest liczebnoscig zbioru wszystkich PSM.

Filtracja wynikéw sekwencjonowania odbywa si¢ poprzez odrzucenie wszystkich PSM o
g-wartosciach nie wigkszych od zadanego progu. Dodatkowym warunkiem jest wymog, aby biatka

identyfikowane byty na podstawie co najmniej dwoch peptydowo réznych sekwencjach.



