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Razvoj aplikacije za koriS¢enje alata za poravnanje bioloskih sekvenci

Sazetak

U ovom radu opisano je nekoliko alata viSestrukog poravnanja i razvijena aplikacija koja
pruza zajednicki interfejs za njihovo koriS¢enje. Rad se sastoji iz teorijskog uvoda o viSe-
strukom poravnanju sekvenci, detaljnog opisa najpopularnijih alata, opisa kreirane aplikacije
i opisa BAIiIBASE (Benchmark Alignment dataBASE) benchmark-a koji je koris¢en za pore-

denje performansi alata predstavljenih u ovom radu.

Kljucne reci: Visestruko poravnanje sekvenci, Biopython, Clustal W, MUSCLE, BAIiBASE

benchmark
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1. Uvod

Visestruko poravnanje sekvenci (eng. Multiple Sequence Alignment, MSA) je danas jedna od
najzastupljenijih procedura za analizu bioloSkih sekvenci u molekularnoj biologiji. Znacaj
ove procedure se ogleda u tome $to uz pomo¢ visestrukih poravnanja sekvenci biolozi mogu
da utvrde delove sekvenci koji nisu menjani kroz evoluciju, kao i veze izmedu predaka ra-
zli¢itih organizama. Alati viSestrukog poravnanja predstavljaju centralni deo ovog rada i oni
e biti detaljno opisani u glavi 3. Medutim, radi lakSeg shvatanja svih pojmova koji ée se

pominjati u radu, u nastavku sledi detaljniji opis procesa visestrukog poravnanja.

Pod viSestrukim poravnanjem sekvenci podrazumevamo poravnanje tri ili viSe bioloskih
sekvenci. Poravnanje ukljuuje umetanje praznina (simbol “-,,) na odgovarajuée pozicije
tako da se Sto veci broj karaktera iz svake sekvence na istim pozicijama poklapa. Svako
umetanje (tzv. insercija) i brisanje (tzv. delecija) karaktera nazivamo indelom. Jedno viSe-

struko poravnanje sekvenci se moze videti u primeru 1.0.1.

Primer 1.0.1 Sekvence i njihovo visestruko poravnanje
Sekvence

T: GCTGATATAGCT
2: GGGTGATTAGCT
3: GCTATCGC

,: AGCGGAACACCT
Poravnanje sekvenci

- GCTGATATAGCT
GGGTGAT-TAGCT
GCT-AT--CGC - -
AGCGGA-ACACCT

Prilikom ocenjivanja viSestrukog poravnanja treba razmatrati tri osnovna aspekta:

1. Vrednost za poklapanje (eng. match value) — vrednost koja se dodeljuje kada se ka-

rakteri poklapaju



2. Vrednost za nepoklapanje (eng. mismatch value) — vrednost koja se dodeljuje kada se

karakteri ne poklapaju.
3. Kazna za praznine (eng. gap penalty) — vrednost praznina (odnosno “-,, simbola)

U glavi 5 ¢e biti reci o nacinu ocenjivanja viSestrukih poravnanja koji ¢e biti od veli-
kog znacaja za uporedivanje kvaliteta optimalnih poravnanja. Ocena viSestrukog poravnanja
zasnovana je na sumi rezultata svih mogucih parova sekvenci u viSestrukom poravnanju na
osnovu neke matrice ocena (eng. score matrix). Cilj viSestrukog poravnanja je da se maksi-

mizuje sledeca suma:
OcenaVisestrukogPoravnanja = Z ocena(A, B) (1.1)
gde je ocena(A,B) = ocena dvostrukog poravnanja sekvenci A i1 B.

Primer 1.0.2 Ocena visestrukog poravnanja

Vrednost za poklapanje je 1 i vrednost za nepoklapanje je 0
Sek;: A C G

Seky: A C A

Seks: A G G

Kol, = ocena(A, A) + ocena (A, A) + ocena(A,A)=1+1+1=3
Kol = ocena(C, C) + ocena(C, G) + ocena(C, G)=1+0+0=1
Kols = ocena(G, A) + ocena(A, G) + ocena(G, G)=0+0+ 1 =1

Ocena poravnanja = Koly + Kols + Kols =3+ 1+1=5

Kao Sto je ve¢ pomenuto ranije, procedura viSestrukog poravnanja je znacajna iz vise
razloga. Jedna korisna primena je ta Sto se na osnovu viSestrukog poravnanja moze zakljuciti
homologija sekvenci, gde homologija sekvenci ukazuje na zajedni¢ko evolutivno poreklo
izmedu DNK, RNK ili proteinskih sekvenci. Na primer, dva segmenta DNK mogu deliti

poreklo usled jednog od tri fenomena:
— Specijacija, evolutivni proces kojim populacija evoluira do odvojene vrste

— Dupliranje gena (ili dupliranje hromozoma ili amplifikacija gena), glavni mehanizam

kroz koji se generiSe novi genetski materijal tokom molekularne evolucije

— Horizontalni prenos gena (HGT) ili lateralni prenos gena (LGT), kretanje genetskog
materijala izmedu jednocelijskih i/ili viSecelijskih organizama
Na osnovu viSestrukog poravnanja se takode moze izvrsiti filogenetska analiza, kojom

razmatramo razlike u istim proteinskim sekvencama kod razlic¢itih organizama kako bi dobili
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informacije o evolutivnim odnosima organizama.

U poslednjih 25 godina razvijeni su mnogi alati za dvostruko 1 viSestruko poravnanje
1 poznato je da postoji oko 47 alata za dvostruko 1 oko 52 alata za viSestruko poravnanje
sekvenci. Medutim danas jo$ uvek ne postoji alat koji zadovoljava sve kriterijume i koji pre-
dstavlja tzv. savrSen alat. Napredak u oblasti genomike u poslednjih dvadeset godina doveo
je do smanjenja troskova sekvenciranja genoma, ¢ime je povecan obim skoro svih proje-
kata istrazivanja genoma, poput Projekta ljudskog genoma (eng. Human Genome Project,
HGP)[8]. Sa druge strane, jedan od problema alata viSestrukog poravnanja je $to povecanje
broja sekvenci koje treba poravnati usporava kreiranje poravnanja. Zbog toga je ova oblast
bioinformatike veoma aktivna, posebno u pravcu razvoja metoda koje ¢e mo¢i u optimalnom

vremenskom roku da kreiraju optimalno poravnanje od velikog broja dugih sekvenci.

Nakon uvodnog dela o viSestrukom poravnanju u nastavku ¢e se rad, u glavi 2, baviti
vrstama i nacinima izgradnje viSestrukog poravnanja. Nekoliko popularnih alata viSestrukog
poravnanja kao 1 nacin njihovog rada je prikazan u glavi 3, nakon Cega je, u glavi 4, prikazana
razvijena aplikacija 1 opisani su svi pomo¢ni alati koji su doprineli izgledu 1 funkcionalnosti
aplikacije. Nakon opisa aplikacije, rad se bavi uporedivanjem performansi alata i u glavi 5

je opisan koris¢eni benchmark i prikazani su rezultati rada alata predstavljenih u aplikaciji.



2. Vrste i nacini izgradnje visestrukog

poravnanja

2.1. Vrste poravnanja

Razlikujemo dve vrste poravnanja: globalno 1 lokalno poravnanje sekvenci [1]. Globalni
pristup uzima u obzir celu duZinu sekvence i vr$i poravnanje od pocetka do kraja. Kada
se globalno poravnanje konstruise, obi¢no se koriste dodatne metode kako bi se prepoznali
konzervisani (evolutivno sacuvani) ili pouzdani delovi unutar poravnanja.

Jedan od algoritama koji koristi dinamicko programiranje za dobijanje globalnog poravnanja
je algoritam Needleman-Wunsch. Ovaj algoritam su objavili genetiCar Saul B. Needleman i
doktor medicine Christian D. Wunsch 1970. godine za poravnanje dve proteinske sekvence
1 to je bila prva primena dinamickog programiranja u analizi bioloSkih sekvenci. Osnovna
ideja algoritma je da se poravnanje postepeno gradi upotrebom poravnanja manjih podse-
kvenci, odnosno razmatraju se svi moguéi parovi karaktera iz dve sekvence. Algoritam
koristi matricu ocena i matricu povratka (eng. traceback matrix) i sastoji se iz tri koraka:
inicijalizacija matrica, izraCunavanje ocena i popunjavanje matrice povratka i odredivanje
poravnanja na osnovu popunjene matrice povratka. Konstrukcija ovih matrica i detaljan opis

koraka algoritma su opisani u primeru 2.1.1.

Primer 2.1.1 Globalno poravnanje
Posmatrajmo dve sekvence ACGC i GGC za koje ¢emo primenom Needleman-Wunsch-ovog

algoritma pronaci globalno poravnanje. Pre inicijalizacije matrica, potrebno je ustanoviti

AlC|G]|C A C G C

0O |-1]-2]-3]|-4 kraj | levo | levo | levo | levo
G| -1 G | gore
G|-2 G | gore
Cc| -3 C | gore

Tablica 2.1: Inicijalizacija matrica



0O |-1]-2]-3]|-4 kraj | levo | levo | levo | levo
G|-1|0 G | gore | dijag
G| -2 G | gore
C|-3 C | gore

Tablica 2.2: Popunjavanje Celije M(2,2)

A|C|G]|C A C G C
O |-1-2|-3|4 kraj | levo | levo | levo | levo
G|-1{0 |-1|-1]-2 G | gore | dijag | levo | dijag | levo
G|-2]|-1{0 |0 |-1 G | gore | gore | dijag | dijag | dijag
C|(-3|-2/0 [0 |1 C | gore | gore | dijag | dijag | dijag

Tablica 2.3: Putanja

shemu bodovanja. U ovom primeru je koris¢ena najjednostavnija shema, a to je da je vre-
dnost za poklapanja 1, vrednost za nepoklapanja je 0 i kazna za praznine je -1.
Nakon koraka inicijalizacije, nastavljamo dalje sa popunjavanjem matrica, tako Sto kre¢emo

od celije M(2,2) i traZimo maksimum sledecih vrednosti:

Qdijag = M(i-1, j-1) + S(i,j)
CIgore = M(l'],]) + 8
Glevo = M(l’ ]']) +8

gde je S(i, j) ocena za poklapanje ili nepoklapanje karaktera, a g je kazna za praznine.

Vrednost celije M(2,2) se dobija na sledeci nacin:
Gdijag =M(1, 1)+ S(A, G)=0+0=0

Ggore =M(1,2) +(-1)=-1-1=-2

Qrevo =M(2, 1) + (-1)=-1-1=-2

odakle se zakljucuje da je M(2,2) = 0 = qqijag

Nakon popunjavanja matrica, poravnanje pronalazimo tako Sto pronalazimo putanju u ma-
trici povratka koja nas iz celije u donjem desnom uglu vodi do Celije u gornjem levom uglu,
koju smo ovde nazvali "kraj". U ovom primeru je dobijena putanja "dijag, dijag, levo, dijag,

kraj" i poravnanje se dobija tako sto pratimo sledeca pravila:

1. dijag - poravnati karaktere iz date dve sekvence



C

dija
jag C
dii GC
ija
jag GC
CGC
levo
- GC
. ACGC
dijag
G- GC

2. levo - uvodi se praznina u levoj sekvenci

3. gore - uvodi se praznina u gornjoj sekvenci

Sa druge strane, lokalni pristup identifikuje podsekvence koje su sli¢ne. Nepouzdani ili
manje sli¢ni regioni se ili iskljuuju iz poravnanja ili se posebno oznacavaju (mala/velika
slova), kako bi se mogli razlikovati od ostatka poravnanja.

Algoritam lokalnog poravnanja koji je sli¢an Needleman-Wunsch-ovom algoritmu, sa malim
razlikama u procesu bodovanja, je Smith-Waterman-ov algoritam. Profesori Temple Ferris
Smith 1 Michael Spencer Waterman su 1981. godine objavili ovaj algoritam 1 predstavili
primenu dinamickog programiranja za nalaZenje optimalnog lokalnog poravnanja. Koraci
ovog algoritma su isti kao kod prethodno opisanog Needleman-Wunsch-ovog algoritma i

njihov detaljan opis je prikazan u primeru 2.1.2.

Primer 2.1.2 Lokalno poravnanje
MoZe se reci da Smith-Waterman-ov algoritam predstavlja modifikaciju Needleman-Wunsch-
ovog algoritma jer algoritam prati iste korake, s tim sto je proces popunjavanja matrica i

izracunavanja ocena malo promenjen:
1. Elementi prve kolone i prve vrste matrice ocena su postavljeni na 0

2. U poslednjoj vrsti i koloni matrice ocena se ne dodaje kazna za praznine na vrednost

prethodnog elementa poslednje vrste i kolone
3. Ako je vrednost nekog elementa matrice manja od 0, postavlja se 0

4. Putanja, na osnovu koje ¢emo dobiti poravnanje, ne krece od donjeg desnog elementa
ve¢ od maksimalnog elementa i ne ide do gornjeg levog elementa vec¢ do prvog ele-

menta koji je jednak nuli



Tablica 2.6: Popunjena matrica povratka i putanja

T C A C G T A T
0 0 00|00 kraj | levo | levo | levo | levo | levo | levo | levo
CcC|0 C | gore
G|O G | gore
c|O C | gore
AlO A | gore
Tablica 2.4: Inicijalizacija matrica
ClAIC|G|T|A|T
0j0|{O0 0|0 ]O|O O
c|{oj14/0}(1{0}j0|01]O0
G001 ]0[2]0/010
cioj1/0}(2(11}2|11]0
AlO|1T 222 |2]3 |3
Tablica 2.5: Popunjena matrica ocena
C A C G T A T
kraj | levo | levo | levo | levo | levo | levo | levo
C | gore | dijag | d/j/g | dijag | d/j/g | d/j/g | d/jlg | dlj/g
G | gore | d/j/g | dijag | d/j/g | dijag | dfj/g | d/jlg | d/j/g
C | gore | dijag | d/j/g | dijag | Vg | dijag | levo | d/j/g
A | gore | gore | dijag | l/g | dijag | l/g | dijag | levo




Na osnovu putanje dobijamo sledece lokalno poravnanje:

CACGTAT
--CGCA -

2.2. Nadini izgradnje viSestrukog poravnanja

Rucno uporedivanje tri ili viSe sekvenci, koje mogu biti velikih duZina, moZe biti veoma te-
Sko i vremenski zahtevno. Zbog toga se razni algoritmi koriste za automatsko konstruisanje i
analizu viSestrukih poravnanja, ukljucujuéi spore, ali egzaktne algoritme koje koriste metode
poput dinamickog programiranja i brze, ali manje precizne koje koriste heuristicke ili proba-
bilisticke metode. Danas veéina programa visestrukog poravnanja koristi heuristicke metode
umesto egzaktnih metoda globalne optimizacije, jer je prepoznavanje optimalnog poravnanja
racunski skupo. Medutim, treba napomenuti da nije uvek bilo ovako tako da su se koristile i
druge metode, koje i dalje moZemo sresti u pojedinim programima.

Dinamic¢no programiranje (DP) je matemati¢ka i raCunarska metoda koja pojednostavljuje
sloZeni problem tako $to ga deli na manje i jednostavnije komponente. Tehnika dinamickog
programiranja je primenjena na reSavanje problema globalnog poravnanja kroz Needleman-
Wunsch-ov algoritam kao 1 na reSavanje lokalnog poravnanja kroz Smith-Waterman-ov algo-
ritam. Do sredine 1980-ih, tradicionalni algoritmi viSestrukog poravnanja su bili prikladni
za uporedivanje dve sekvence i kada se javila potreba za uporedivanje tri ili viSe sekvenci,
otkriveno je da je ru¢no poravnanje brZe od koris¢enja tradicionalnih algoritama dinamickog
programiranja. Algoritmi dinamickog programiranja se koriste za izraCunavanje dvostrukih
poravnanja, vremenske sloZenosti O(L - n), gde je L duZina sekvence, a n je ukupan broj
sekvenci. U teoriji, ovaj metod se moZe prosiriti tako da vrSi poravnanje za viSe od dve
sekvence, ali je u praksi suviSe spor, stoga stvaranje viSestrukog poravnanja zahteva kori-
S¢enje metoda sofisticiranijih od onih koji se koriste za dvostruko poravnanje. Pronalazenje
optimalnog viSestrukog poravnanja skupa sekvenci moZe se uopSteno definisati kao sloZeni
problem optimizacije. Ovaj problem pripada skupu NP kompletnih problema i reSava se he-
uristickim metodama.

U nastavku rada su opisana dva najpoznatija nacina za izgradnju viSestrukog poravnanja

sekvenci:

— Progresivno viSestruko poravnanje, poCinje sa jednom sekvencom i progresivno

(postepeno) poravnava ostale

— Iterativno visestruko poravnanje, tokom procesa se u svakoj iteraciji ponovo

poravnavaju sekvence



2.2.1. Progresivno viSestruko poravnanje

Najpoznatiju kori§€enu heuristiku, od koje se vecina viSestrukih poravnanja generiSe, razvili
su americki biohemicar Russell Doolittle i profesor Da-Fei Feng, koju su nazvali progresivno
poravnanje. Progresivno poravnanje radi tako Sto se postepeno gradi viSestruko poravnanje.
Prvo se nalaze dvostruka poravnanja koris¢enjem metoda poput Needleman-Wunsch-ovog,
Smith-Waterman-ovog, k-torka ili k-mer algoritma. Potom se sekvence grupiSu, kako bi se
predstavio njihov medusobni odnos, koriS§¢enjem metoda klasterovanja kao Sto su mBed 1 k-
sredina. IzraCunavaju se ocene sli¢nosti koje se zatim pretvaraju u ocene udaljenosti koje se
koriste kako bi se konstruisalo stablo navodenja, pomoc¢u metoda kao §to su NJ (Neighbour-
Joining) 1 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean). Kada se kreira
stablo navodenja, viSestruko poravnanje se konstruiSe tako Sto se sekvence, jedna po jedna,
ubacuju na osnovu tog stabla. Tacnije, najsli¢nije sekvence se prve ubacuju, a zatim se
postepeno ubacuju udaljenije, odnosno manje slicne sekvence. Detaljniji opis progresivnog

poravnanja ukljucuje sledece korake:

2. Izvrsi poravnanje nove sekvence u odnosu na prethodne sekvence
3. Kreiraj matricu udaljenosti za svaki par sekvenci

4. Na osnovu matrice konstruiSi filogenetsko stablo navodenja, tako Sto se sekvence

postavljaju kao listovi
5. KoriS¢enjem stabla navodenja odredi sledecu sekvencu koja ¢e se dodati poravnanju
6. Sacuvaj praznine
7. Vrati se na korak 1.

Progresivno poravnanje je jedan od najbrzih pristupa viSestrukog poravnanja i znacajno je
brzi od procesa prilagodavanja dvostrukih poravnanja viSestrukom poravnanju. NaZalost,
ova heuristika je pohlepne prirode. U jednom trenutku uzima u obzir samo dve sekvence i
ignoriSe preostale podatke 1 samim tim ne moZe garantovati optimalno reSenje. Takode, ako
se u pocetnim fazama poravnanja naprave greske, one se ne mogu popraviti u kasnijim fa-
zama, a greSka ¢e nastaviti da postoji tokom procesa poravnanja i problem ¢e se pogorSavati s
poveéanjem broja sekvenci. Progresivno poravnanje se koristi kao osnovni postupak u neko-
liko algoritama za poravnanje sekvenci kao $to su algoritmi Clustal W[18],Clustal Omegal7],
MAFFTI|11], Kalign[12], Probalign[17], MUSCLE[6], DIALIGN[13], T-Coffee[15], Prob-
Cons[5] 1 MSAProbs|20].



2.2.2. Iterativno viSestruko poravnanje

Unapredena verzija progresivnog poravnanja razvijena je pod nazivom iterativno poravna-
nje. Algoritmi ovog poravnanja rade na slican nacin kao i kod progresivnog poravnanja.
Jedina razlika je ta Sto ovaj pristup viSe puta primenjuje dinamicko programiranje za pora-
vnanje pocetnih sekvenci kako bi se poboljSao kvalitet poravnanja i istovremeno dodaje nove
sekvence rastu¢em viSestrukom poravnanju.

Razlikujemo dva tipa iterativnog poravnanja: stohasticko i nestohasti¢ko iterativno pora-
vnanje. Stohasticki algoritmi koriste neki nivo slucajnosti kako bi dosli do resenja, kreiraju
dobra poravnanja, ali su previSe spori za ogromne skupove podataka. Sa druge strane, raniji
nestohasticki algoritmi su vrSili ponovna poravnanja sekvenci u viSestrukom poravnanju, sve
dok je kvalitet viSestrukog poravnanja mogao da se popravi. Noviji nestohasticki algoritmi
koriste strategiju duple iteracije, tacnije koriste dve petlje. UnutraSnja petlja optimizuje SP
(sum-of-pairs) ocenu, a spoljasnja optimizuje teZine u filogenetskom stablu. Prednost ite-
rativnog konstruisanja viSestrukog poravnanja je ta Sto ispravlja bilo kakve pocetne greske,
¢ime se poboljSava ukupni kvalitet poravnanja. Iterativno poravnanje predstavlja metodu
optimizacije i moZe da koristi pristupe masinskog ucenja, poput genetskih algoritama i skri-
venih Markovljevih modela. Jedina mana je Sto su iterativne metode ogranicene, jer mogu
raditi sa skupovima od samo nekoliko stotina sekvenci. Najpopularniji algoritmi koji koriste
iterativni nacin poravnanja su MUSCLE, Dialign, SAGA[14] i T-Coffee.

Trebalo bi napomenuti da, pored prethodno opisana dva nacina izgradnje viSestrukog
poravnanja, postoje i drugi. Na primer, viSestruka poravnanja se takode mogu konstru-
isati koriS¢enjem veé postojeCe informacije o strukturi proteina. Proces strukturnog po-
ravnanja uspostavlja homologiju izmedu dve ili viSe polimerne strukture i obi¢no se pri-
menjuje nad tercijarnom strukturom proteina', ali se moZe koristiti i za velike RNK mole-
kule. Ovaj pristup se moZe primeniti samo u slucajevima kada su nam poznate informacije o
strukturi. Smatra se da se, zahvaljujuci informacijama o strukturi, finalni kvalitet viSestrukog
poravnanja moZe povecati. Bolji kvalitet se ne dobija zbog boljeg algoritma, ve¢ zbog sta-
bilnosti strukturne evolucije, tj. zbog Cinjenice da strukture evoluiraju sporije od sekvenci.
Algoritmi otkrivanja motiva su jo$ jedna vrsta algoritama viSestrukog poravnanja koji se ko-
riste. Motiv je deo (podsekvenca) proteina ili DNK sekvence koja ima posebnu strukturu i
ima ili se pretpostavlja da ima biolo8ki znacaj. Na primer, kod proteina strukturalni motiv
je motiv koji se sastoji od trodimenzionalnog rasporeda aminokiselina. Metode otkrivanja
motiva se koriste za pronalazenje motiva u dugackim sekvencama. Ovaj proces se posma-
tra kao problem ,.traZenja igle u plastu sena®, zbog Cinjenice da algoritam trazi kratak niz

aminokiselina (motiv) u dugackoj sekvenci. Jedan od najcesce koriS¢enih alata za trazenje

ITrodimenzionalna struktura proteina, definisana atomskim koordinatama
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motiva je PHI-Blast i Gapped Local Alignments of Motif (GLAM?2).
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3. Alati visestrukog poravnanja

Kao §to je ve¢ pomenuto u uvodnom delu rada, oblast bioinformatike koja se bavi postu-
pkom viSestrukog poravnanja sekvenci je veoma aktivna i ve¢ danas imamo mnogobrojne
algoritme viSestrukog poravnanja koji se konstantno unapreduju. Jedan od najpoznatijih
algoritama viSestrukog poravnanja je algoritam ClustalW, dok je nedavno razvijeni algori-
tam Clustal Omega trenutno najprecizniji i najnapredniji algoritam viSestrukog poravnanja.
U nastavku ove glave je dat detaljan opis nekih od najpoznatijih algoritama viSestrukog po-

ravnanja [4].

3.1. Clustal

Clustal serija programa je Siroko koriS¢ena u molekularnoj biologiji za viSestruko poravna-
nje nukleinskih kiselina i proteinskih sekvenci kao i za pripremanje filogenetskih stabala.
Popularnost ovih programa zavisi od raznih faktora, ukljucujuci ne samo kvalitet rezultata
vec 1 robusnost i prenosivost i upravo najcesc¢e koriS¢eni programi za globalno visestruko po-
ravnanje su iz serije Clustal programa. Prvi Clustal program je napisao Des Higgins 1988.
godine i bio je posebno dizajniran da efikasno radi na personalnim racunarima, koji su u
to vreme imali slabu raCunsku mo¢ prema danaSnjim standardima. Predstavljao je kombi-
naciju memorijski efikasnog algoritma dinamickog programiranja i strategiju progresivnog
poravnanja koju su razvili Da-Fei Feng i Russell Doolittle 1 Willie Taylor. ViSestruko po-
ravnanje je izgradeno progresivno serijom dvostrukih poravnanja, prate¢i redosled grananja
u stablu navodenja. Godine 1992. napravljeno je novo izdanje pod nazivom ClustalV, koji
je ukljucio profilna poravnanja (poravnanja postojecih poravnanja). Treca generacija serije
ClustalW, objavljena 1994. godine, donela je niz poboljSanja algoritma poravnanja, poput
pridruzivanja odredenih teZina sekvencama, poziciono odredenih kazni za praznine 1 auto-
matskog izbora odgovarajue matrice uporedivanja u svakoj fazi viSestrukog poravnanja.
ClustalW je podstakao razvoj ostalih Clustal programa, ukljucujuéi i ClustalX (verzija sa
grafickim korisnickim interfejsom). Iako su dobijena poravnanja ista kao i ona koja su dobi-
jena upotrebom alata ClustalW, korisnik moZze bolje proceniti poravnanja u ClustalX-u.

Sve verzije Clustal-a prate tri glavna koraka:
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— Kreiranje dvostrukog poravnanja
— Kreiranje stabla navodenja >

— Upotreba stabla kako bi pronaslo viSestruko poravnanje

3.1.1. ClustalW

ClustalW je predstavljen 1994. godine i1 brzo je postao najpopularnija metoda za kreiranje
viSestrukih poravnanja, jer je zapaZeno drasticno povecanje kvaliteta i brzine poravnanja u
poredenju sa drugim algoritmima. U nazivu ClustalW, “W” predstavlja tezine (eng. weights),

posto je u ovoj verziji Clustal programa uvedeno dodeljivanje teZine sekvencama.

Algoritam

Na samom pocetku algoritam vrsi dvostruko poravnanje svih sekvenci pomocéu metode k-
torka, poznate 1 kao word metoda ili pomocu Needleman-Wunsch-ove metode. Ove metode
izraCunavaju matricu sli¢nosti svakog para sekvenci. Ocene sli¢nosti se pretvaraju u ocene
rastojanja, a zatim algoritam koristi ove ocene kako bi napravio stablo navodenja, koristeci
metod NJ za konstrukciju stabla. Poslednji korak algoritma je konstrukcija viSestrukog po-

ravnanja svih sekvenci koje se konstruiSe progresivnim poravnanjem najbliZih, odnosno na-

.....

Dvostruko poravnanje

Dvostruka poravnanja svih mogucih parova sekvenci se kreiraju kori§¢éenjem metode k-torka,
brze heuristicke metode koja ima posebno dobre performanse kada je broj sekvenci koje treba
poravnati veliki. Prvo se ocene sli¢nosti izracunavaju i kazne za praznine se oduzimaju od tih
ocena. Ocene slicnosti se kasnije pretvaraju u ocene udaljenosti tako Sto se ocena sli¢nosti
deli sa 100 1 oduzima od 1.0. Sve k-torke izmedu dve sekvence se nalaze koriS¢enjem hes ta-
bele. Poslednja faza k-torne metode je pronalazenje potpunog rasporeda svih k-tornih pogo-
daka (poklapanja), stvaranjem optimalnog poravnanja koji je slican Needleman-Wunsch-ovoj

metodi.

Konstrukcija stabla navodenja

ClustalW kreira stablo navodenja u skladu sa metodom NJ, koja se Cesto naziva metodom

dekompozicije. Metoda NJ ne prati tzv. ,,taksonome* (taksonomska kategorija ili grupa, po-

2Sve progresivne metode poravnanja zahtevaju dve etape: prva u kojoj su veze izmedu sekvenci
predstavljene u obliku stabla koji se sa naziva stablo navodenja (eng. quide tree) i druga, u kojoj se vise-
struko poravnanje gradi sekvencijalnim dodavanje sekvenci na osnovu ovog stabla. Inicijalno stablo navodenja

je odredeno metodom klasterovanja, kao sto je NJ ili UPGMA
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Slika 3.1: Koraci algoritma ClustalW

put reda, familije, roda ili vrste) ili klastere ,,taksonoma*®, ve¢ prati ¢vorove u stablu. Ocene
slicnosti se uzimaju iz prethodne k-torne metode i Cuvaju se u matrici, a potom se kreira
modifikovana matrica rastojanja u kojoj je rastojanje izmedu svakog para ¢vorova dobijeno
izraCunavanjem prosecne vrednosti odstupanja u odnosu na ostale ¢vorove. Konstrukcija
stabla pocinje povezivanjem ¢vorova koji su najmanje udaljeni. Kada su dva ¢vora pove-
zana, njihov zajednicki ¢vor predak se dodaje stablu i listovi sa odgovarajuim granama se
uklanjaju iz stabla. U svakoj fazi procesa, dva lista su zamenjena jednim ¢vorom. Proces
se zavrSava kada dva ¢vora ostanu povezana samo jednom granom. Stablo proizvedeno me-
todom NJ je bez korena 1 duZine njegovih grana su proporcionalne razlici duz svake grane.
Koren se postavlja tamo gde se mogu dobiti dva podstabla jednakih duZina. Stablo navode-
nja se zatim koristi za izraCunavanje teZine svake sekvence, gde teZina zavisi od udaljenosti
grane od korena. Ako sekvenca deli granu sa nekom drugom sekvencom, onda ¢ée dve ili
viSe sekvenci deliti teZinu izraCunatu na osnovu te zajednicke grane i duZina sekvence Ce se

sumirati i podeliti sa brojem sekvenci koje dele istu granu.

Progresivno poravnanje

Progresivno poravnanje koristi seriju dvostrukih poravnanja prateci redosled grananja u sta-
blu navodenja. Postupak pocinje od listova stabla i nastavlja prema korenu. U svakom koraku
se koristi algoritam dinamickog programiranja sa matricom tezine (BLOSUM) i vrednostima

za otvarajuce i proSirujuce praznine.
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3.1.2. Clustal Omega

Clustal Omega®, objavljen 2014. godine, je najnoviji algoritam viSestrukog poravnanja iz
Clustal familije 1 trenutno se koristi samo za poravnanje proteinskih sekvenci. Na velikom
skupu Clustal Omega nadmasuje ostale algoritme viSestrukog poravnanja, ako posmatramo
vreme izvrSavanja 1 ukupan kvalitet poravnanja. Na primer, Clustal Omega je sposoban da
konstruiSe viSestruko poravnanje 190 000 sekvenci na jednom procesoru za nekoliko sati.
Ovaj algoritam kreira viSestruko poravnanje tako Sto prvo proizvodi dvostruka poravnanja
koristeci k-tornu metodu. Zatim se sekvence grupiSu pomoc¢u metode mBed, nakon Cega se
primenjuje metoda k-sredina. Nakon konstrukcije stabla navodenja, pomoc¢u metode
UPGMA, viSestruko poravnanje se dobija progresivhim poravnanjem koriSéenjem paketa
HHalign.

Sekvence —
amingkiseline

- Ocene rastojanja

‘l‘ Ocene radtojanja

l Ocane rastojanja
Vitestruko poravnanje

L Ocene rastojanis sekvenci

Progresivno poravnanje N E!:E:mp:.
pomoéu HHalign paketa —— t bl

4L FELAE
EFFFSIRET

Konstrukclja guide stabla
pomodéu UPGMA metode

Slika 3.2: Koraci Clustal Omega algoritma

Shttp://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Dvostruko poravnanje

Dvostruko poravnanje se dobija pomocu metode k-torka, isto kao 1 kod ClustalW.

Klasterovanje

Nakon odredivanja dvostrukih poravnanja, izraCunate su ocene sli¢nosti, odnosno odredena
je matrica slicnosti. Sledeci korak je da na osnovu matrice sli¢nosti izraCunamo matricu
rastojanja. Medutim, izraCunavanje cele matrice rastojanja za N sekvenci ima vremensku
i prostornu sloZenost O(N?), $to predstavlja problem kada je N veliko. Zbog toga Clustal
Omega Koristi algoritam mBed sloZenosti O(N - logN ). Algoritam mBed matricu rastojanja,
dimenzije N x N, redukuje na matricu dimenzije N X logN, tako S$to iz ukupnog skupa
sekvenci slucajnim odabirom uzima M = logN sekvenci (tzv. seed sekvence). Nakon toga se
izraCunavaju rastojanja svih N sekvenci u odnosu na prethodno slu¢ajno odabrane sekvence.
Ova rastojanja se zatim mogu klasterovati pomocu metoda za klasterovanje, poput k-sredine
ili UPGMA.

K-sredine

Clustal Omega pored metoda k-sredina koristi 1 algoritam k-sredine++ (eng. k-means++)
koji vr$i odabir pocetnih vrednosti za k-sredine. K-sredine je jednostavna, brza i Siroko ko-
riS¢ena tehnika klasterovanja koja minimizuje prosecno kvadratno rastojanje izmedu tacaka
u istom klasteru. KoriS¢enjem k-sredine++ uspeSno se prevazilaze problemi definisanja po-

Cetnih klasterskih centara i poboljSava se brzina i preciznost metode k-sredine.

Konstrukcija stabla navodenja

Clustal Omega za konstrukciju stabla navodenja koristi metodu UPGMA, koja je jednostavna
metoda za konstrukciju stabla koja koristi algoritam sekvencijalnog klasterovanja u kojem
je lokalna homologija izmedu operativnih taksonomskih jedinica (tzv. OTJ) identifikovana
po redosledu slicnosti. Stablo se gradi postepeno tako Sto se prvo odreduju parovi OTJ-ova
koji su najsli¢niji i onda se tretiraju kao pojedinacni OTJ. Posle toga, iz nove grupe OTJ-ova,
pronalazi se i grupiSe par sa najvecom slicno$¢u. Ovaj proces se nastavlja sve dok ne ostanu
samo dva OT]J.

Progresivno poravnanje

Kod profilnog poravnanja sekvence su poravnate na osnovu redosleda grananja u stablu na-
vodenja gde se u svakom koraku vrsi poravnanje dva poravnanja. U prvom koraku ovo su

pojedinacne sekvence, ali se one povecavaju tako Sto se dodaju nove sekvence obilaskom
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stabla. Clustal Omega koristi alat HHalign koji se zasniva na skrivenim Markovljevim mo-
delima. Alat HHalign generiSe profil skrivenog Markovljevog modela (eng. Hidden Ma-
rkov Model, HMM) iz datih poravnanja i izraCunava optimalno poravnanje i sva znacajna
nepreklapajuéa podoptimalna poravnanja. Profil skrivenih Markovljevih modela je konacni
automat koji se sastoji iz niza ¢vorova, gde svaki ¢vor odgovara poziciji (koloni) u pora-
vnanju. Ako zanemarimo praznine, svaki ¢vor odgovara ta¢no jednoj koloni u poravnanju i
svaki ¢vor moze imati samo jedno stanje, stanje poklapanja, Sto znaci da Ce se sve pozicije iz
modela poklopiti sa svim pozicijama sekvence. Pored stanja, profili sadrZe i nekoliko tipova

verovatnoce, kao Sto su:
1. Verovatnoca tranzicije - verovatnoca da se iz jednog stanja prede u drugo

2. Verovatnoca prenosa - verovatnoca da se dati karakter nalazi na odredenoj poziciji u

poravnanju

Na pocetku smo zanemarili praznine, medutim u praksi ¢emo ih uvek imati, pa tako razliku-
jemo dva tipa praznine koje se ovde mogu javiti. Prvi tip praznine se javlja kada sekvenca
sadrzi deo koji se ne nalazi u modelu (insercija), a drugi tip se javlja kada postoji deo u
modelu koji se ne nalazi u sekvenci (delecija). Zbog toga su uvedena joS dva stanja tako
da svaki ¢vor profila mora da ima tri stanja: stanje poklapanja M, stanje insercije / i stanje
delecije D.

Poravnanje sekvence i profila se izvr§ava algoritmom dinamic¢kog programiranja koji u mo-
delu pronalazi putanju sa najveCom verovatnocom. Na primer, ako je sekvenca jednaka
konsenzusu originalnog poravnanja, putanja u modelu ¢e se sastojati samo od ¢vorova koji
su u stanju poklapanja i1 bie linearna. Ako sekvenca sadrzi deleciju, putanja ¢e proci kroz
jedno ili viSe stanja delecije pre nego Sto prede na sledeCe stanje poklapanja, a ako sekvenca

sadrzi inserciju, putanja ¢e proci kroz stanje insercije izmedu dva stanja poklapanja.

Skriveni
Markovljev
model

Sekvenca

Slika 3.3: Primer poravnanja sekvence sa skrivenim Markovljevim modelom
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3.2. MUSCLE

MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) je precizniji od T-Coffee
(jedan od najpopularnijih alata za viSestruko poravnanje pomenut u potpoglavlju 2.2.1) i brzi
od ClustalW. Osnovna strategija koju koristi MUSCLE je sli¢na onoj koju koristi MAFFT
(koji ¢e biti opisan u poglavlju 3.3), tj. konstruiSe se progresivno poravnanje na koje se
zatim primenjuje horizontalno preciS€avanje. Radi boljeg razumevanja, u nastavku su prvo

opisani elementi koje MUSCLE Kkoristi u svom algoritmu, a kasnije i sam algoritam.

MQTTIF
LH-IW
LH-IW
LOSEW
H MG
LOSW
L-SF LSF

Slika 3.4: Primer progresivnog poravnanja

3.2.1. Progresivno poravnanje

Progresivno poravnanje se moze predstaviti binarnim stablom u kom je svaka sekvenca do-
deljena listu, a u unutra$njim ¢vorovima se nalaze poravnanja direktnih potomaka. Stablo
se konstruiSe klasterovanjem trougaone matrice koja sadrZzi mere udaljenosti za svaki par
sekvenci. Redosled obilaska stabla je postorder (tj. deca se posecuju pre roditelja). Na sva-
kom unutrasnjem ¢voru, profilno poravnanje (Slika 3.3) se Kkoristi za poravnanje postojecih
poravnanja podstabla i dobijeno poravnanje se dodeljuje tom unutrasnjem ¢voru. Na kraju,

viSestruko poravnanje svih ulaznih sekvenci se dobija u korenu.

3.2.2. Mere slicnosti

MUSCLE Xoristi dve mere sliCnosti: frakcioni identitet D koji se dobija iz globalnog pora-
vnanja dve sekvence i k-mer rastojanje. K-mer je neprekidna podsekvenca duZine k, takode
poznata kao rec ili k-torka. Znacajna je jer srodne sekvence teZe ka tome da imaju vise

zajednickih k-mera, pod uslovom da k nije preveliko
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3.2.3. Mere rastojanja

Na osnovu date vrednosti slicnosti, moZemo proceniti meru rastojanja. Mera rastojanja ra-

cuna d(A, B), udaljenost izmedu dve sekvence A i B:
d(A,B) =d(A,C)+d(C,B) (3.1

gde je C bilo koja treca sekvenca, pod pretprostavkom da su A, B i C povezane.

Idealna mera rastojanja bi bilo rastojanje mutacije koje predstavlja broj mutacija do kojih
je doslo izmedu dve sekvence tokom evolucije, ali je ovo rastojanje najéeS¢e nepoznato.
Frakcioni identitet D Cesto se koristi kao mera sli¢nosti i za blisko povezane sekvence

1 — D je dobra aproksimacija rastojanja mutacije. Kako sekvence divergiraju, postoji velika
verovatnoca viSestrukih mutacija na jednoj lokaciji. Da bismo ovo ispravili koristi se sledeca

procena udaljenosti, tzv. Kimura rastojanje:

AKimura = —ZOQe(l - D — D2/5> 3.2)

3.2.4. Konstrukcija stabla navodenja

Stablo navodenja se konstruiSe metodama klasterovanja na osnovu matrice rastojanja i ovde
se koriste dve metode: NJ i UPGMA. MUSCLE implementira tri varijante metode UPGMA
koje se razlikuju u dodeljivanju rastojanja novom klasteru. Na primer, posmatrajmo dva kla-
stera (podstabla) L i R koji ¢e biti spojeni u jedan novi klaster P, koji nakon spajanja postaje

njihov roditelj u binarnom stablu. Novom klasteru moZemo dodeliti prosecno rastojanje:
dpd = (dre + dre) /2 (3.3)
MozZemo dodeliti minimalno umesto prosecnog rastojanja:
dplt = min[dyc, dRC)| (3.4)
Ili cak kombinaciju minimalnog i prose¢nog rastojanja:
dME = (1 —s) - dMir 4 5. dp (3.5)

gde je parameter s podrazumevano 0.1

3.2.5. Profilno poravnanje

Dva profila (odnosno dva viSestruka poravnanja) X i Y su poravnata tako da su kolone iz X 1
Y sacuvane u rezultujuem poravnanju. Kolone indela (Slika 3.4, siva pozadina) se ubacuju
po potrebi kako bi se kolone mogle pravilno poravnati. Rezultat za poravnanje para kolona
se odreduje profilnom funkcijom, koja dodeljuje vecu ocenu parovima kolona koji sadrze

sli¢ne aminokiseline.
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Slika 3.5: Primer profilnog poravnanja

3.2.6. Algoritam

Postoje tri osnovne faze algoritma: faza 1 (draft progressive), faza 2 (improved progressive)
1 faza 3 (refinement). ViSestruko poravnanje je dostupno na kraju svake faze.

Faza 1, Draft progressive. Cilj prve faze je da se napravi viSestruko poravnanje.

1.1 K-mer rastojanje je izraCunato za svaki par ulaznih sekvenci; dobijamo matricu
rastojanja D1.

1.2 Matrica D1 je klasterovana pomoéu UPGMA metode; dobijamo binarno stablo TREE]
1.3 Progresivno poravnanje se konstruiSe tako Sto se prati redosled grananja u TREEI. Na
svakom listu, profil je konstruisan iz ulazne sekvence. Cvorovi u stablu se obilaze u du-
binu (postorder). Na svakom unutrasnjem ¢voru dvostruko poravnanje dva profila-deteta je
konstruisano, ¢cime dobijamo novi profil koji je dodeljen tom ¢voru. Na kraju dobijamo vi-
Sestruko poravnanje svih ulaznih sekvenci, MSA I, u korenu.

Faza 2, Improved progressive. Glavni izvor greSke u prvoj fazi je priblizno k-mer rastoja-
nje, zbog Cega dobijamo polu-optimalno stablo. MUSCLE stoga ponovo procenjuje stablo
koriste¢i Kimura rastojanje, koje je preciznije, ali zahteva poravnanje.

2.1 Iz MSA1I se izraCunava Kimura rastojanje za svaki par ulaznih sekvenci; na kraju dobi-
jamo matricu rastojanja D2.

2.2 Matrica D2 je klasterovana pomoéu UPGMA metode; dobijamo binarno stablo TREE?2
2.3 Progresivno poravnanje se dobija tako Sto se prati TREE2, gde na kraju dobijamo viSe-
struko poravnanje MSA2. Ovo se optimizuje izraCunavanje poravnanja samo sa podstabla
Ciji se redosled grananja promenio u odnosu na TREE].

Faza 3, Refinement.

3.1 Grana je odabrana iz TREE?.

3.2 TREE? je podeljen na dva podstabla, brisanjem grane. Profil viSestrukog poravnanja u
svakom podstablu se izraCunava.

3.3 Novo visestruko poravnanje se dobija ponovnim poravnanjem dva profila.

3.4 Ako je SP ocena poboljSana, novo poravnanje se zadrZava, inace se odbacuje. Koraci 3.1-

3.4 se ponavljaju do konvergencije ili dok se ne dostigne korisnicki definisano ograni¢enje
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Slika 3.6: Tok MUSCLE algoritma[6]

3.3. MAFFT

Jo$ jedan kvalitetan algoritam viSestrukog poravnanja je algoritam koji se naziva MAFFT
(Multiple Alignment using Fast Fourier Transform). MAFFT Koristi dve nove tehnike, FFT
1 pojednostavljeni sistem bodovanja. Homologne oblasti se identifikuju brzom Furijeovom
transformacijom (FFT), dok uvedeni pojednostavljeni sistem bodovanja smanjuje proceso-
rsko vreme i povecava kvalitet poravnanja. MAFFT takode koristi heuristiku dvostrukog
ciklusa, progresivni metod (FF7-NS-2) i metod iterativnog preciS€avanja (FFT-NS-i). U
FFT-NS-2 metodi, niskokvalitetne, dvostruke udaljenosti se brzo izracunavaju, konstruise se
privremeno viSestruko poravnanje, zatim se preciS¢ena rastojanja izracunavaju iz visestrukog
poravnanja i onda se izvrSava druga metoda, FFT-NS-i, progresivna metoda jednog ciklusa

koja je brza, ali 1 manje precizna od FFT-NS-2.

3.4. Kalign

Kalign je jos jedan visokokvalitetni algoritam viSestrukog poravnanja. Algoritam prati stra-
tegiju koja je vrlo sli¢éna standardnim progresivnim metodama, poput dvostrukog rastojanja
koji se izraCunava najpre pomocu k-torne metode usvojene iz ClustalW. Stablo navodenja se
konstruiSe pomoc¢u UPGMA ili NJ metode, a progresivno poravnanje se izvrSava obilaskom
stabla. Nasuprot postoje¢im metodama, ono Sto €ini ovaj algoritam drugacijim je koriS¢enje
algoritma Wu-Manber za pribliZzno uparivanje niski, gde se rastojanje izmedu dve niske meri

pomocu LevenStajnovog rastojanja.
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3.5. EMBOSS

Paket EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) sadrzi niz aplikacija za
poravnanje sekvenci, brzu pretragu baze podataka, identifikaciju proteinskih motiva (uklju-
cujudi i analizu domena) i joS mnogo toga. EMBOSS paket ukljucuje tzv. water i needle
alate za Smith-Waterman-ov algoritam lokalnog poravnanja i Needleman-Wunsch-ov algori-
tam globalnog poravnanja. Alati dele isti stil interfejsa, tako da je prebacivanje izmedu njih

trivijalno.
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4. Opis aplikacije

U ovom radu razvijena je aplikacija ¢iji je cilj da pruZzi zajednicki interfejs za nekoliko po-
pularnijih alata viSestrukog poravnanja i da uporedi njihove performanse. Napisana je u pro-
gramskom jeziku Python, koristi mnoge njegove pakete i razvijena je na operativnom sistemu
Ubuntu 16.04 LTS. Korisnik zadaje sekvence ulitavanjem datoteka u formatu FASTA* ili
direktno navodenjem sekvenci u polje za unos teksta. Nakon toga, aplikacija prikazuje viSe-
struka poravnanja unetih sekvenci dobijena odabranim alatima kao i njihove ocene. Pored
ocena koje su ve¢ ugradene i podrzane od strane alata, za svako poravnanje se racuna i ko-
nsenzus ocena.

Pre samog opisa aplikacije, sledi detaljan opis svih pomo¢nih komponenti koje su doprinele

razvoju ove aplikacije.

4.1. Pomoc¢ni alati

4.1.1. Biopython

Python je programski jezik visokog nivoa koji je Siroko rasprostranjen i komercijalno i aka-
demski. Njegova sintaksa je laka za ucenje, poseduje objektno-orijentisane osobine progra-
miranja i Sirok spektar biblioteka. Biopython [3] je skup alata napisanih u jeziku Python
koji se moze Koristiti za razliita bioloska izraCunavanja, simulacije i analize. Od uvode-
nja 1999. godine, Biopython je prerastao u veliku kolekciju modula, namenjenu upotrebi
u racunarskoj biologiji. Pored toga Sto sadrZi klase kojima se mogu predstaviti bioloSke
sekvence, Biopython omogudava i pristup raznim online bioloskim bazama podatka, poput

NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Rad sa sekvencama

U biblioteci Biopython osnovna reprezentacija sekvence je predstavljena Seq objektom. Seq
objekat je dosta slican Python niski, s tim $to su dodati alfabet (za deklarisanje tipa sekvence,

npr. DNK ili protein) i neke klju¢ne bioloske metode (complement, reverse_complement,

4Tekstualni format za predstavljanje nukleinskih ili peptidnih sekvenci
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transcribe, translate). Alfabeti se nalaze u modulu Bio.Alphabet koji sadrzi klase za odredi-

vanje tipa Seq objekata:

— Alphabet(), genericki alfabet, klasa koja se koristi kao bazna klasa ostalih tipova
alfabeta

— SingleLetterAlphabet, jednoslovni genericki alfabet

— ProteinAlphabet(), jednoslovni generiCki proteinski alfabet

— NucleotideAlphabet(), jednoslovni genericki nukleotidni alfabet

— DNAAlphabet(), jednoslovni genericki alfabet za DNK

— RNAAlphabet, jednoslovni genericki alfabet za RNK

— SecondaryStructure, alfabet koji opisuje sekundarnu strukturu i dopusta slova: "H’,
ST, C

— ThreeLetterProtein(), troslovni proteinski alfabet koji dopusta sledeca "slova": "Ala",
"Asx", "Cys", "Asp", "Glu", "Phe", "Gly", "His", "lle", "Lys", "Leu", "Met", "Asn",
"Pro", "GlIn", "Arg", "Ser", "Thr", "Sec", "Val", "Trp", "Xaa", "Tyr", "Glx"

Na Slici 4.1 je prikazan Seqg objekat sa generickim alfabetom — Sto znaci da nismo naveli

da li je u pitanju DNK ili proteinska sekvenca i prikazano je koriS¢enje ugradenih bioloskih

metoda Seq objekta.

from Bio.Seq import Seq
my seq = Seq("ACGTACACTGGT")
m

-

y_seq

=> my_seq.complement()

Seq( ' TGCATGTGACCA', Alphabet())

== my_seq.reverse_complement()
Seq( 'ACCAGTGTACGT', Alphabet())

=> my seq.translate()

Seq('TYTG', ExtendedIUPACProtein())
== my_seq.transcribe()

Seq( ' ACGUACACUGGU', RNAAlphabet())

Slika 4.1: Primer afabeta i metoda Seq objekta

Parsiranje datoteta

Rad sa razli¢itim formatima datoteka koje Cuvaju bioloSke podatke je nezaobilazan deo
bioinformatic¢kih analiza i u biblioteci Biopython se mogu naci razni moduli koji podrza-

vaju rad sa razli¢itim formatima datoteka. Na primer, modul Bio.SeqlO pruza jednostavan
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>gil|6273291|gb|AF191665.1|AF191665 Opuntia marenae rplilé gene;
chloroplast gene for chloroplast product, partial intron sequence
TATACATTAAAGGAGGGGGATGCGGATAAATGLAAAGGCGAAAGAAAGARAAAAATGAATCTAAATGATA
TAGGATTCCACTATGTAAGGTCTTTGAATCATATCATAAAAGACAATGTAATAAAGCATGAATACAGATT
CACACATAATTATCTGATATGAATCTATTCATAGAAAAAAGAARAAAAGTAAGAGCCTCCGGCCAATARAG
ACTAAGAGGGTTGGCTCAAGAACAAAGTTCATTAAGAGCTCCATTGTAGAATTCAGACCTAATCATTAAT
CAAGAAGCGATGGGAACGATGTAATCCATGAATACAGAAGATTCAATTGAAAAAGATCCTATGNTCATTG
GAAGGATGGCGGAACGAACCAGAGACCAATTCATCTATTCTGAAAAGTGATAAACTAATCCTATARAACT
AAAATAGATATTGAAAGAGTAAATATTCGCCCGCGAAAATTCCTTTTTTATTAAATTGCTCATATTTTCT
TTTAGCAATGCAATCTAATAAAATATATCTATACAAAAAAACATAGACAAACTATATATATATATATATA
TAATATATTTCAAATTCCCTTATATATCCAAATATAAAAATATCTAATAARATTAGATGAATATCARAGAA
TCTATTGATTTAGTGTATTATTAAATGTATATATTAATTCAATATTATTATTCTATTCATTTTTATTCAT
TTTCAAATTTATAATATATTAATCTATATATTAATTTAGAATTCTATTCTAATTCGAATTCAATTTTTAA
ATATTCATATTCAATTAAAATTGAAATTTTTTCATTCGCGAGGAGCCGGATGAGAAGAAACTCTCATGTC
CGGTTCTOGTAGTAGAGATGGAATTAAGAAAAAACCATCAACTATAACCCCAAAAGAACCAGA

>gl|6273290|gb|AF191664.1|AF191664 Opuntia clavata rplil6 gene;
chloroplast gene for chloroplast product, partial intron sequence
TATACATTAAAGGAGGGGGATGCGGATAAATGLAAAGGCGAAAGAAAGARAAAAATGAATCTAAATGATA
TAGGATTCCACTATGTAAGGTCTTTGAATCATATCATAAAAGACAATGTAATAAAGCATGAATACAGATT
CACACATAATTATCTGATATGAATCTATTCATAGAAAAAAGAARAAAAGTAAGAGCCTCCGGCCAATARAG
ACTAAGAGGGTTGGCTCAAGAACAAAGTTCATTAAGAGCTCCATTGTAGAATTCAGACCTAATCATTAAT
CAAGAAGCGATGGGAACGATGTAATCCATGAATACAGAAGATTCAATTGAAAAAGATCCTAATGNTNCAT
TGGGAAGGATGGCGGAACGAACCAGAGACCAATTCATCTATTCTGAAAAGTGATAAACTAATCCTATAAA
ACTAAAATAGATATTGAAAGAGTAAATATTCGCCCOGCGARAATTCCTTTTTTATTAAATTGCTCATATTT
TCTTTTAGCAATGCAATCTAATAARATATATCTATACAAAAAAACATAGACAAACTATATATATATATAA
TATATTTCAAATTCCCTTATATATCCAAATATARAAATATCTAATAAATTAGATGAATATCAAAGAATCT
ATTGATTTAGTGTATTATTAAATGTATATATTAATTCAATATTATTATTCTATTCATTTTTATTCATTTT
CAAATTTATAATATATTAATCTATATATTAATTTAGAATTCTATTCTAATTCGAATTCAATTTTTAAATA
TTCATATTCAATTAAAATTGAAATTTTTTCATTCGCGAGGAGCCGGATGAGAAGAAACTCTCATGTCCGG
TTCTGTAGTAGAGATGGAATTAAGAAAAAACCATCAACTATAACCCCAARAGAACCAGA

Slika 4.2: Primer jedne datoteke u FASTA formatu ("opuntia.fasta")

interfejs za rad sa bioloskim datotekama i to u raznim formatima, poput FASTA, GenBank,
EMBL, Swiss-Prot, ClustalW, PHYLIP, NEXUS i Stockholm. Bez obzira o kakvom se for-
matu radi, informacije se uvaju kao SeqRecord objekti.

Slika 4.2 prikazuje izgled jedne datoteke u FASTA formatu. Datoteka sadrzi podatke o nu-
kleotidnim sekvencama, svaka pocinje simbolom “>” nakon koga sledi sekvenca.

Na primer, nakon parsiranja datoteke u FASTA formatu (Slika 4.3), dobi¢emo prikaz se-

kvenci 1 dodatne informacije koje smo odabrali prilikom parsiranja (Slika 4.4).
Bio Seql0

handle = open("opuntia.fasta")
seq_record Seql0.parse(handle,

seq_record. id

repr(seq_record.seq)

len(seq record)
handle.close()

Slika 4.3: Parsiranje datoteke u formatu FASTA

Kada je re¢ o datotekama koje sadrZe rezultat viSestrukog poravnanja, Bio.SeqlO ih

intrepretira kao kolekcije sekvenci istih duzina, dok modul Bio.AlignlO direktno radi sa pora-
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016273291 |gb|AF191665.1|AF191665

Seq( ' TATACATTAAAGGAGGGGGATGCGGATAAATGGAAAGGCGAAAGAAAGAARAAA. . .AGA', SingleletterAlphabet())
202

916273290 |gb|AF191664.1|AF191664

Seq( ' TATACATTAAAGGAGGGGGATGCGGATAAATGGAAAGGCGAAAGAAAGAAARAA. . . singleLetterAlphabet())
899

916273289 |gb|AF191663.1|AF191663

Seq( ' TATACATTAAAGGAGGGGGATGCGGATAAATGGAAAGGCGAAAGAAAGAAAAAA. . .AGA', SingleletterAlphabet())
899

016273287 |gb|AF191661.1|AF191661

Seq( ' TATACATTAAAGAAGGGGGATGCGGATAAATGGAAAGGCGAAAGAAAGAAAAAA. . .AGA', SingleletterAlphabet())
895

916273286 |gb|AF191660.1|AF191666

Seq( ' TATACATAAAAGAAGGGGGATGCGGATAAATGGAAAGGCGAAAGAAAGAAAAAA. . . singleLetterAlphabet())
893

g1]6273285|gb|AF191659.1|AF191659

Seq( ' TATACATTAAAGAAGGGGGATGCGGATAAATGGAAAGGCGAAAGAAAGAARAAA . . .AGA', SingleletterAlphabet())
894

916273284 |gb|AF191658.1|AF191658

Seq( ' TATACATTAAAGAAGGGGGATGCGGATAAATGGAAAGGCGAAAGAAAGAAAAAA. . . singleLetterAlphabet())
896

Slika 4.4: Rezultat parsiranja datoteke "opuntia.fasta"

vnanjima, ukljucujudi i datoteke koje sadrze viSe od jednog poravnanja. Biopython takode
podrzava alate za izvrSavanje operacija nad sekvencama, poput translacije, transkripcije i
izraCunavanja tezine. SadrZi 1 module za maSinsko ucenje, kao Sto su Bajesova metoda,

Markovljevi modeli i klasterovanje. NaveS¢emo jo§ nekoliko korisnih modula:

— Modul Bio.Phylo pruza alate za rad 1 prikaz filogenetskih stabala

— Modul GenomeDiagram pruza metode za prikaz sekvenci, gde sekvence mogu biti

prikazane u linearnoj ili cirkularnoj formi.

— Bio.PDB modul moZze da ucita strukture iz PDB i mmCIF datoteka. Structure objekat
je centralni objekat ovog modula, organizuje makromolekularnu strukturu u obliku
hijerarhije. Pomocu ovog modula se moZemo kretati kroz individualne komponente
makromolekularne strukturne datoteke, kao Sto je ispitivanje svakog atoma u prote-
inu.

— Bio.PopGen modul podrzava Genepop, softverski paket za statistiCku analizu popu-

lacione genetike.

— Mnogi moduli Biopython-a sadrze tzv. omotale komandne linije, poput BLAST,
Clustal, PhyML, EMBOSS i SAMtools.

Objekti viSestrukog poravnanja sekvenci

U biblioteci Biopython se visSestruko poravnanje sekvenci posmatra kao kolekcija visestrukih

(1321

sekvenci koje su poravnate, obi¢no umetanjem karaktera “-”, tako da su sve sekvence istih
duZina. MultipleSeqAlignment objekat je taj koji Cuva ove podatke 1 koristi se u kombina-
ciji sa Bio.AlignlO modulom koji se koristi za njihovo ¢itanje 1 pisanje u raznim formatima.

Razlikujemo dve funkcije za Citanje poravnanja: Bio.AlignlO.read(), za Citanje datoteka sa
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dvostrukim poravnanjem i Bio.AlignlO.parse(), za Citanje datoteka sa viSestrukim poravna-

njem. Obe funkcije ocekuju dva argumenta:
1. Ime datoteke ili otvorena datoteka
2. Niska koja precizira format poravnanja

Za pisanje se koristi funkcija Bio.AlignlO.write() koja uzima tri argumenta: MultipleSeqA-

lignment objekte, ime datoteke 1 format sekvence.

Alati za dvostruko i viSestruko poravnanje sekvenci

Biblioteka Biopython se moze koristiti za pozivanje alata za poravnanje iz komandne linije i

to na sledeci nacin:

— Pripremi se ulazna datoteka koja sadrzi sekvence za koje Zelimo izvrSiti poravnanje

— Iz komandne linije se pozove alat koji obraduje ovu datoteku, obi¢no preko omotaca

biblioteke Biopython

— Prodita se izlaz koriS¢enog alata, tj. poravnanje, pomocéu Bio.AlignlO.

>sequencelD-001 description
AAGTAGGAATAATATCTTATCATTATAGATAAAAACCTTCTGAATTTGCTTAGTGTGTAT
ACGACTAGACATATATCAGCTCGCCGATTATTTGGATTATTCCCTG

>sequencelD-002 description
CAGTAAAGAGTGGATGTAAGAACCGTCCGATCTACCAGATGTGATAGAGGTTGCCAGTAC
AAAAATTGCATAATAATTGATTAATCCTTTAATATTGTTTAGAATATATCCGTCAGATAA
TCCTAAAAATAACGATATGATGGCGGAAATCGTC

>sequencelD-003 description
CTTCAATTACCCTGCTGACGCGAGATACCTTATGCATCGAAGGTAAAGCGATGAATTTAT
CCAAGGTTTTAATTTG

Slika 4.5: Sadrzaj datoteke "test.fasta"

Za potrebe aplikacije su koriS¢ena dva popularna alata za viSestruko poravnanje: ClustalW
i MUSCLE. Pored alata viSestrukog poravnanja dodati su i alati dvostrukog poravnanja:
modul biblioteke Biopython pairwise2 1 alati water (Smith-Waterman algoritam) 1 needle
(Needleman-Wunsch algoritam) za lokalno 1 globalno poravnanje, koji su deo EMBOSS pa-
keta.

Alat Clustal W podrazumevano vraéa poravnanje i datoteku sa opisom stabla navodenja,
koju moZemo parsirati pomocu Bio.Phylo kako bismo dobili formatirani prikaz stabla. Na
primer, za ulaznu datoteku "test.fasta" (Slika 4.3) u kojoj se nalaze sekvence koje treba pora-

vnati, ClustalW Ce generisati dve datoteke: "test.aln" (Slika 4.4) u kojoj se nalazi viSestruko
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

sequenceID-001 AAGTAGGAA
sequenceID-002 CAGTAAAGAGTGGATGTAAGAACCGTCCGATCTACCAGATGTGATAGAGGTTGCCAGTAC
sequencelD-003

sequenceID-001 TAATATCTTATCATTATAGATAAAAACCTTCTGAATTTGCTTAGTGTGTATA- CGACTAG
sequencelD-002 AAAAATTGCATAATAATTGATTAA- -TCCTTTAATATTGTTTAGAATATATC-CG-TCAG
sequencelD-003 CTTCAATTAC- -CCTGCTGACGCGAGATACCTTATGCATCGAAGGT

* ** * * * * *% * * *%

sequencelD-001 ACATATATCAGCTCGCCGATTATTTGGATTATTCCCTG
sequencelD-002 ATAATCCTAAAAATAACGATATGATGGCGGAAATCGTC
sequencelD-003 AAAGCGATGAATTTATCCAAGG AATTTG

*

* ¥ * ok * ¥

Slika 4.6: Sadriaj datoteke "test.aln"

{
sequencelD-001:0.26812,
sequencelD-002:0.37339,

sequencelID-003:0.50819);

Slika 4.7: Sadrzaj datoteke "test.dnd"

poravnanje 1 "test.dnd" (Slika 4.5) koja sadrzi informacije o filogenetskom stablu. Nakon
parsiranja "fest.dnd" datoteke, dobijamo formatirano filogenetsko stablo (Slika 4.6).

Alat MUSCLE podrazumevano vraéa datoteku u formatu FASTA koju mozZemo parsirati
pomocu Bio.AlignlO modula kako bismo procitali poravnanje (Slika 4.7). Modul
Bio.Emboss.Applications poseduje omotace za alate paketa EMBOSS, needle 1 water, kao
1 omotace za EMBOSS verzije PHYLIP alata. Na primer, ako Zelimo da nademo globalno
poravnanje dve sekvence, potrebno je da pripremimo dve ulazne datoteke u formatu FASTA.
Kreiramo needle objekat komandne linije, pokrenemo komandu i na kraju dobijamo izlaznu
datoteku koju kasnije parsiramo kao i obi¢no, pomocu Bio.AlignIO modula. Ono §to je za-
nimljivo kod alata paketa EMBOSS je to Sto druga ulazna datoteka moZe imati viSe sekvenci

(npr. tri) i alat ¢e u tom slucaju napraviti tri dvostruka poravnanja.

Za dvostruka globalna 1 lokalna poravnanja Biopython ima Bio.pairwise2 modul, koji
je dopunjen funkcijama napisanim u programskom jeziku C radi poboljSanja efikasnosti.
Podrazumevana funkcija globalnog poravnanja je align.globalxx (analogno align.localxx
za lokalno poravnanje). U nazivu funkcije su nam posebno interesantna poslednja dva
karaktera, odnosno “xx“, koja se koriste za definisanje vrednosti za poklapanja, nepokla-
panja i praznine. Prvim karakterom definiSemo vrednost za poklapanje, na primer, x podra-
zumeva da se ta vrednost racuna kao 1, dok nepoklapanja nemaju cenu. Ako su nam potrebne
drugacije vrednosti za poklapanja, obi¢no koristimo matrice ocena, na primer za aminoki-

seline ocene se nalaze u PAM 1 BLOSUM matricama. Drugi karakter predstavlja kaznu za
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Slika 4.9: 1zlaz primene MUSCLE alata za test.fasta

praznine, gde x podrazumeva da praznine nemaju cenu. Takode, ako umesto x ubacimo s,

moZemo dodati kazne za tzv. otvarajuce i proSirujuée praznine.

4.1.2. QtiPySide

U razvoju aplikacije, jedan od izazova je bilo preusmeravanje izlaza prethodno opisanih alata
1 implementacija jednostavnog korisnickog grafickog interfejsa. Kako Python sam sa svojim
paketima ne pruza nikakav graficki prikaz, kori$¢ena je kombinacija dva programa: Q¢Cre-
ator i PySide. Qt je viSeplatformski aplikacioni interfejs koji se koristi za razvoj graficki ori-
jentisanih programa i negrafickih programa, poput alata komandne linije 1 konzolnih servera.
Qt dolazi sa sopstvenim skupom alata, poput alata Q¢ Creator koji predstavlja viseplatfo-
rmsko integrisano razvojno okruZenje (eng. Integrated Development Environment, IDE) za
C++ 1 QML, Qt Designer interfejsa, Qt Assistant pomoénog pretrazivaca, Qt Linguist alata
prevodenja, itd.

PySide je slobodni softver koji je razvila The Qt Company 1 predstavlja vezivanje jezik
aPython na Qt, tj. API (Application Programming Interface) koji nam omogucava da ko-
ristimo Qt i sve njegove alate u jeziku Python.

Ceo proces koris¢enja ove kombinacije je vrlo jednostavan. Potrebno je prvo instalirati
PySide 1 QtCreator. U QtCreator-u kreiramo dizajn aplikacije koji saCcuvamo kao npr.

"ime_datoteke.ui". Prevodimo ovu datoteku u Python datoteku na slede¢i nacin:
pyside—uic ime_datoteke.ui —o ime_datoteke.py

Datoteku koju smo izgenerisali dodamo u zaglavlju glavnog Python programa, nakon cega
moZemo raditi sa komponentama aplikacije (dugmiéima, labelama, dijalozima itd.) i praviti

neke svoje dogadaje (tzv. events).
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4.1.3. Pohlepni algoritam viSestrukog poravnanja

Pored ugradenih alata viSestrukog poravnanja, aplikaciji je dodata i implementacija pohle-
pnog algoritma [10]. Cak i bez dodatnih testiranja korisnik moze videti koliko su ugradeni
alati brzi od obi¢nog pohlepnog algoritma koji ne koristi nikakvu heuristiku.

Osnovna ideja pohlepnog algoritma je da razmatra sve moguce parove poravnanja i da po-
stepeno kreira sklop (eng. assemble) na osnovu najboljeg takvog para. Najbolja poravna-
nja se spajaju i kreiraju kontigu (eng. contig), koja predstavlja neprekidnu nisku sekvence.
Algoritam krece sa uporedivanjem svih parova sekvenci, racuna njihovu ocenu i kreira tro-
ugaonu matricu M. Svaki element matrice M predstavlja rezultat jednog para, na primer e;;
predstavlja ocenu poravnanja sekvence i i sekvence j. U svakoj iteraciji iz matrice M bi-
ramo najveci element (poSto on predstavlja trenutno najbolje poravnanje), obradujemo taj
par sekvenci i zatim taj element iz M zamenjujemo nulom, kako bismo u sledecoj iteraciji
nasli sledecu najvecu ocenu. Najbitniji korak algoritma je kreiranje sklopa. Sklop moZemo
shvatiti kao listu kontiga i cilj algoritma je da na kraju ostanemo samo sa jednim eleme-
ntom te liste, odnosno sa jednom kontigom koja ¢e predstavljati najbolje viSestruko pora-
vnanje. Krece se sa praznim sklopom koji postepeno gradimo. Kada naidemo na sa i sb, dve

poravnate sekvence, obradujemo ih na jedan od Cetiri naCina:

1. Ako se ni sa ni sb ne nalaze u nekoj ve¢ postojecoj kontigi, onda se od njih kreira nova

kontiga

2. Ako sa vec¢ pripada nekoj kontigi, a sb ne pripada, onda se sb dodaje kontigi u kojoj se

nalazi sa.
3. Ako sa pripada jednoj, a sb nekoj drugoj kontigi, onda se te dve kontige spajaju.

4. Ako sa 1 sb pripadaju istoj kontigi, niSta se ne menja.

Osnovne funkcije implementiranog algoritma su sledece:

— ChopSeq - funkcija koja kao ulazni argument prima sekvencu, Zeljeni broj segme-

nata i duZinu segmenata; vraca slucajno generisane segmente.

— NewContig — funkcija koja dva segmenta spaja u jednu zajedni¢ku kontigu; koristi
se kada ulazni segmenti ne pripadaju nijednoj drugoj kontigi, pa je potrebno kreirati

novu.
— ShowContig/ShowContig2 — funkcije za formatirano ispisivanje kontige.
— Finder — pomo¢na funkcija koja vraca pozicije trazene sekvence u kontigi

— Add2Contig — funkcija koja modifikuje ve¢ postojecu kontigu, tako Sto joj dodaje
novu sekvencu i ostale sekvence pomera za odredeni broj mesta kako bi cela kontiga

sadrzavala lepo poravnate sekvence
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— JoinContigs — funkcija koja spaja dve ve¢ postojece kontige

— Assemble — najbitnija funkcija koja u petlji gradi finalni sklop; iz petlje se izlazi kada
matrica M viSe ne sadrzi vrednosti koje ispunjavaju uslov (vrednosti vece od nekog
zadatog praga gamma); na kraju se proverava da li su sve sekvence deo finalnog

sklopa, ako neka od njih nije, od nje se formira kontiga i kao takva se dodaje sklopu

Primer 4.1.1 Primer rada pohlepnog algoritma
Skup ulaznih sekvenci:

sO0 MENREGIIEF

s1 GGGVGGFYTIV

s2 IYRRAIDIDK

s3 YPIYRRAIDI

s4 YLESKLLKGP

s5 VIQLDITSKW

s6 LFDFVGEPRY

s7 EFYENKKYRI

U svakom koraku u matrici M pronalazimo trenutnu najvecu ocenu i obradujemo par se-

kvenci koji odgovara toj oceni.

1. Trenutni najveci score: (36.0, 2, 3)

New Contig s2 s3

52 --IYRRAIDIDK
s3 YPIYRRAIDI--

2. Trenutni najveci score: (16.5, 2, 5)

Add to Contig s2 s5

52 ----IYRRAIDIDK---
s3 --YPIYRRAIDI
55 ----VI--Q-LDITSKW

Slika 4.10: Kreiranje nove kontige i pridruZivanje nove sekvence ve¢ postojecoj kontigi

Na samom pocetku najveca ocena je pronadena za sekvence s2 i s3. U ovom slucaju, kako
ni s2 ni s3 ne pripadaju nijednoj kontigi, kreiramo novu kontigu. Sledeéa najveca ocena je
pronadena za sekvence s2 i s5. Kako sekvenca s2 vec pripada jednoj kontigi, sekvencu s5

dodajemo toj istoj kontigi (Slika 4.9).
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Nastavljamo dalje i najvec¢u ocenu pronalazimo za sekvence s4 i s7. Posto ove sekvence
ne pripadaju nijednoj kontigi, od njih pravimo novu. Sledeci zanimljiv korak je spajanje ko-
ntiga. Pronadena je najveéa ocena koja odgovara sekvencama s3 i s7. Sekvenca s3 pripada
Jjednoj kontigi (koja se sastoji od s2, s3 i s5), a sekvenca s7 pripada drugoj kontigi (koja se

sastoji od s4 i s7) i u ovom sluc¢aju spajamo ove dve kontige (Slika 4.10).

3. Trenutni najveci score: (15.5, 4,

Mew Contig s4 s7

-=---IYRRAIDIDK- - -
--YPIYRRAIDI
====-VI--Q-LDITSKW

- -YLESKLLKGP- - -
EFY-ENK--K--YRI

4. Trenutni najveci score: (15.0, 3,

Join Contigs s3 s7

52 ----IYRRAIDIDK---
s3 --YPIYRRAIDI
55 ----VI--Q-LDITSKW
YLESKLLKGP- - -
57 EFYENKK-YR----1

Slika 4.11: Kreiranje nove kontige i spajanje dve kontige u jednu

Koraci se dalje nastavljaju po istom principu. Negde spajamo dve kontige u jednu, negde
kreiramo novu, a negde pridruZujemo sekvence vec¢ postojecim kontigama. U ovom primeru
smo imali tacno 16 koraka i finalni sklop, odnosno poravnanje, koji na kraju dobijamo je

prikazan na Slici 4.11.

EFYENKK-YR----1I
LFDFVGE-PRY
M-EN---REGIIEF
GGGVGF--Y--TI-V

Slika 4.12: Finalno poravnanje
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4.2. Izgled aplikacije i uputstvo za korisc¢enje

Inicijalni izgled aplikacije je prikazan na Slici 4.9.

<) Alignment Tools

Dvostruko poravanje Visestruko poravnanje

Sekvence
Prva sekvenca

Druga sekvenca

Odaberi FASTA datoteku

EMBOSS Needleman | |BioPython's pairwise2| | EMBOSS Waterman MUSCLE Clustalw Greedy Alignment

Izlaz

Slika 4.13: Inicijalni izgled aplikacije

Leva sekcija prozora se koristi za dvostruko poravnanje sekvenci. Korisnik unosi sekve-
nce za koje Zeli izvrsiti dvostruko poravnanje i onda bira jedan od tri alata: EMBOSS Ne-
edleman ako zeli globalno poravnanje, EMBOSS Waterman ako Zeli lokalno poravnanje i
pairwise2 ako Zeli podrazumevano obi¢no poravnanje sa podrazumevanom shemom bodo-
vanja (vrednost ya poklapanje je 1, za nepoklapanje je O 1 kazne za praznine ne postoje). Na
primer, na Slici 4.10 se vidi izlaz jednog takvog alata, prikazana je ocena dvostrukog pora-

vnanja i finalno dvostruko poravnanje unetih sekvenci.

] Alignment Tools

Dvostruko poravanje Visestruko poravnanje

Sekvence
Prva sekvenca

ACDDGCADACAGA

Druga sekvenca

GGCCADADACADADACA Odaberi FASTA datoteku
EMBOSS Needleman | BioPython's pairwise2 | EMBOSS Waterman MUSCLE Clustalw Greedy Alignment
Izlaz

# Score: 21.0

#
#
#

SOME_GENOM 1 ACDDGC—--ADACAGA———— 13
Il [
SOME_GENOM 1 ---GGCCRDADACRDRDACA 17

Slika 4.14: 1zlaz EMBOSS-ovog needle alata
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Kod viSestrukog poravnanja korisnik moZe sam uneti sekvence razdvojene prelaskom u
novi red. Program ¢e ucitati tako unete sekvence i smestiti ih u odgovarajucu datoteku koja
¢e se prosledivati alatima. Pored ove moguénosti ru¢nog unosenja sekvenci, korisnik moze
odabrati i datoteku u FASTA formatu koja sadrzi sekvence za koje se treba izvrsiti viSestruko
poravnanje. U tom slucaju program ¢e ih ispisati u deo koji je prethodno bio predviden za
ru¢no unoSenje. Nakon toga, korisnik bira jedan od tri alata kojim Ce se izvrSiti viSestruko
poravnanje: MUSCLE, ClustalW ili Greedy Alignment. Na Slici 4.11 vidimo izlaz ClustalW

alata, gde pored viSestrukog poravnanja imamo i prikaz filogenetskog stabla.

(<] Alignment Tools
Dvostruko poravanje Visestruko poravnanje

Sekvence
Prva sekvenca

seq2
CTTCAATTACCCTGCTGACGCCAGATACCTTATGCATCGAAGGTAAAG

CGATGAATTTATCCAAGGTTTTAATTTG
Druga sekvenca

Odaberi FASTA datoteku

EMBOSS Needleman | |BioPython's pairwise2| | EMBOSS Waterman MUSCLE Clustalw Greedy Alignment

Izlaz

sequenceID-001

sequencelID-002

sequenceID-003

Slika 4.15: 1zlaz ClustalW alata

Iako ugradeni alati viSestrukog poravnanja imaju svoj nacin izraCunavanja ocena (ugla-
vnom koriste SP ocenu, koja Ce biti detaljnije objaSnjena u narednom poglavlju), impleme-
ntirano je i izraCunavanje konsenzus ocene na osnovu koje moZzemo uporediti alate za isti
skup ulaznih sekvenci. Da bismo izraCunali konsenzus ocenu visestrukog poravnanja po-
trebno je prvo naéi konsenzus viSestrukog poravnanja koji predstavlja sekvencu najéeséih
karaktera u svakoj koloni poravnanja. Zatim se kolone konsenzusa i sekvenci uporeduju i

racunamo vrednost kolone na osnovu sledeée funkcije [9]:

2zax #y
d(z,y) =4 15zax = —iliy=—ali(z,y) # (-, —) “4.1)
0, 2nace
Nakon toga, saberemo vrednosti kolone i dobijamo konsenzus ocenu. Sto je konsenzus
ocena manja to imamo bolje poravnanje. Na primer, za iste ulazne sekvence konsenzus ocena

alata MUSCLE je 86.0, alata ClustalW je 74.5, dok pohlepni algoritam vraéa poravnanje sa
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ocenom od od 309.5. Na osnovu ovih ocena moZemo zakljuciti da je alat ClustalW vratio

najbolje viSestruko poravnanje.
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5. Poredenje performansi alata

Pored razvoja aplikacije, zadatak ovog rada bio je i da uporedimo performanse predstavlje-
nih alata viSestrukog poravnanja. U ovom radu alati su uporedivani na osnovu njihove brzine
izvrSavanja i na osnovu kvaliteta viSestrukog poravnanja koji ovi alati kreiraju. Medutim, da
bismo mogli da uporedimo kvalitet potreban nam je neki standard ili skup test podataka za
koji ve¢ znamo da predstavlja kvalitetna viSestruka poravnanja. Za ove referentne skupove
podataka Siroko je rasprostranjen termin benchmark.

Vecina radova koja se bavi uporedivanjem peformansi alata viSestrukog poravnanja koristi
neki od poznatih benchmark-ova [2], pa je tako i u ovom radu kori$¢en jedan od njih, i to
poznati BAlIBASE benchmark. BAIIBASE je dizajniran tako da sluzi kao resurs za evalu-
aciju kako bi se resili problemi sa kojima se susre¢emo prilikom poravnanja sekvenci i tako
ukljucuje nekoliko tzv. referentnih skupova. Prva verzija je imala pet referentnih skupova
koji su posebno dizajnirani da predstavljaju probleme sa kojima se susre¢emo prilikom vi-
Sestrukog poravnanja globularnih proteina 1 slicno, a druga verzija ukljucuje tri referentna
skupa koja su posvecena ponavljanjima, cirkularnim permutacijama i transmembranskim
proteinima. U ovom radu su koriS¢ena dva referentna skupa: BAIliBASE Reference Set 9 i
BAIliBASE Reference Set 10.

5.1. BAIBASE Reference Set 9

BAIliBASE Reference Set 9 [16] je organizovan u Cetiri podskupa referentnih poravnanja koji
sadrzZe proteinske familije sa linearnim motivima (LM), koji su dizajnirani da procene tatnost
algoritama viSestrukog poravnanja u razli¢itim uslovima. LM-ovi ukljucuju vazne funkci-
onalne regione proteina koji se ¢esto nalaze u neuredenim delovima za koje je teSko izvrSiti
poravnanje klasi¢nim metodama visestrukog poravnanja. U skupu razlikujemo sekvence sa
true positive, false positive 1 false negative motivima. True positive motiv je motiv Koji se

poklapa sa ELM-om? koji se javlja u oblasti sekvence koja se moZe poravnati sa instancom

SEukariotski linearni motiv, raunski bioloski resurs, razvijen u Evropskoj laboratoriji za molekularnu bi-
ologiju (EMBL) za istrazivanje kratkih linearnih motiva (eng. short linear motifs, SLiMs) u eukariotskim

proteinima
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motiva. False positive motiv je motiv koji odgovara ELM-u, ali koji je pronaden u delu
sekvence koji se ne moZe poravnati sa instancom motiva. Suprotno, false negative motiv se
definiSe kao deo sekvence koji se moZe poravnati sa instancom motiva, ali se ne poklapa sa
ELM-om.

Podskup 1 sadrzi samo sekvence sa validnim LM-ovima (true positive ili false negative mo-

tivi). Podskup je dalje organizovan u tri razlicite grupe na osnovu varijabilnosti sekvence:

— RVI11 - <20% identity
— RV912 - 20-40% identity
— RV913 - 40-80% identity

Podskup 2 sadrzi sekvence sa moguéim greSkama (to su loSe predvidene sekvence, fragmenti,
varijante spajanja). Ove sekvence dele neke homologije sa referentnom sekvencom, ali ne

sadrze ELM motiv:

— RV921 — sekvence sa true positive motivima

— RV922 — sekvence sa true positive motivima i sekvence sa greSkama

Podskup 3 sadrZi true positive sekvence poravnate sa sekvencama koje imaju false positive
motive, tj. sekvence sa false positive poklapanjima, koja se nalaze na drugim pozicijama u

poravnanju i koja ne odgovaraju instanci motiva:
— RV931 — sekvence sa true positive motivima
— RV932 — sekvence sa true positive motivima i false positive motivima

Podskup 4 sadrzi true positive sekvence poravnate sa sekvencama koje ne sadrze nikakav

primer motiva:

— RV941 - sekvence sa true positive motivima

— RV942 — sekvence sa true positive motivima i true negative motivima
Za svako referentno poravnanje postoje tri odgovarajuce datoteke:

— *.in_tfa — neporavnate sekvence
— *.msf — poravnanje u GCG MAF formatu

— *xml — poravnanje u XML formatu sa oznakama za motiv

BAIiBASE Reference Set 9 je javno dostupan® i pored referentnih poravnanja mozemo pre-
uzeti 1 C program tzv. bali_score koji uporeduje naSa poravnanja sa referentnim i izraCunava
ocenu za kvalitet poravnanja (Sum-Of-Pairs ocena, SP i Total-Column ocena, TC) . Da bi se

ovaj program pokrenuo potrebno je imati instaliran XML parser expat. Program se pokrece:

bali_score ref_aln test_aln

Shttp://www.lbgi.fr/balibase/BALiBASE_R9/
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gde je ref_aln referentno poravnanje u formatu xml/msf, a test_aln je test poravnanje u fo-
rmatu msf.

Dakle, program bali_score racuna SP ocenu koja procenjuje tacnost poravnanja motiva. SP
ocena odgovara procentu ispravno poravnatih parova karaktera u poravnanju. Uzimaju se
u obzir samo sekvence sa true positive ili false negative motivima, dok poravnanje ostalih
sekvenci nema uticaja na SP ocenu. Na primer, pretpostavimo da imamo test poravnanje
1 N sekvenci tog poravnanja sadrzi true positive ili false negative motive. Pretpostavimo
da referentni motiv odgovara M kolonama u poravnanju, i i-tu kolonu u poravnanju motiva
oznaCavamo sa A;j, Ajp,...,A;n. Za svaki par karaktera A;; 1 A;;,” se definiSe p;;i, tako da je
piji = 1 ako su A;; 1 A;;, medusobno poravnati u referentnom poravnanju, a inace je p;;, = 0.

Ocena i-te kolone se definiSe kao:

N N
Si = Z Zpijk .1

j=1,j#k k=1
SP ocena poravnanja je zatim:
M
Mg
SPS = ZM;l (5.2)
i=1 Sri

gde je M, broj kolona koje odgovaraju referentnom motivu, a §,; je ocena za S;, i-te kolone

u referentnom poravnanju.

5.2. BAIlBASE Reference Set 10

BAIiBASE Reference Set 10 [19] je referentni skup koji se sastoji od 218 referentnih poravna-
nja i 17892 proteinskih sekvenci. Skup se fokusira na: podfamilije odredenih osobina, mo-
tive u neuredenim regionima i efekat pogresnih sekvenci na kvalitet viSestrukog poravnanja.
Takode, ovaj referentni skup za svako referentno poravnanje identifikuje lokalno konzervi-
rane regione, tzv. blokove. Rezultujuca benchmark poravnanja pokrivaju neke od problema
specifiénih za poravnanje velikih skupova kompleksnih sekvenci proteina. Poravnanja ta-
kode sadrze i veliki broj sekvenci sa odstupanjem (odnosno nepoklapanjem), npr sekvence
sa neocekivanim proSirenjima, insercijama ili delecijama.

Kao i prethodni referentni skup i BAIIBASE Reference Set 10 je javno dostupan’. Referentna
poravnanja moZemo naci u datotekama koje su u formatu *.msf ili *.xml, a sekvence u da-
totekama u formatu *.tfa. Kao i kod BAIiBASE Reference Set 9 i ovde pored ovih podataka,
mozemo preuzeti 1 C program: bali_score koji uporeduje naSa poravnanja sa referentnim 1
izraCunava ocene za kvalitet poravnanja. Ovaj program bali_score se pokrece na sli¢an nacin

kao 1 prethodni (pomenut u poglavlju 5.1), s tim Sto zahteva razli¢it format ulaznih podataka:

"http://www.lbgi.fr/balibase/BA1iBASE_R10/

38



bali_score ref _aln test_aln

gde je ref_aln referentno poravnanje u formatu xml/fasta , a test_aln je test poravnanje u
formatu msf/fasta.

Objasniéemo kako program bali_score nalazi ocene. Pretpostavimo da imamo test poravna-
nje od N sekvenci i M blokova, svaki blok b se sastoji od n;, sekvenci i m;, kolona i i-toj koloni
bloka se dodeljuje ocena Cp; = 1 ako su svi karakteri u koloni ispravno poravnati, a inace se
dodeljuje Cy; = 0. Ukupan kvalitet poravnanja, tzv. Column Score (CS) se izraCunava na

slededi nacin: .
M ny Zz’:bl Cui
 2ab=1T my
CcS = S 7 (5.3)
b=1 Tt

5.3. Rezultati

Kako bi se uporedila poravnanja alata predstavljenih u aplikaciji sa refrentnim poravnanjima,
prvo su iskoriS¢eni podaci iz Reference Set 10. Medutim, izvrSavanje alata Greedy Alignment
je trajalo veoma dugo na kuénom racunaru prosecne konfiguracije (¢ak ni nakon 40 minuta
nisu dobijena reSenja), na osnovu ¢ega mozemo zakljuciti da ovaj alat radi isuviSe sporo sa
velikim brojem sekvenci. Zbog toga je za evaluaciju ovog alata iskoriS¢en Reference Set 9
koji sadrzi poravnanja sa znaajno manjih brojem sekvenci u odnosu na Reference Set 10.

Proces evaluacije alata u oba slucaja je isti:
1. Kreiramo viSestruko poravnanje, tzv. test poravnanje
2. Odredimo vreme izvrSavanja alata

3. Uporedimo test poravnanje sa odgovarajué¢im referentnim poravananjem i izracunamo

ocenu poravnanja

U nastavku je prikazan samo deo podataka koji su sakupljeni prilikom uporedivanja perfo-
rmansi alata. Prvo su iskoriS§¢eni podaci iz Reference Set 9 1 u Tabeli 5.1 su predstavljene
SP ocene poravnanja. MoZemo primetiti da je rad alata ClustalW i MUSCLE daleko bo-
1j1 od rada lata Greedy Alignment, ako posmatramo kvalitet optimalnog poravnanja i brzinu
izvrSavanja. ClustalW 1 MUSCLE daju poravnanja koja su priblizno istog kvaliteta 1 oCi-
gledno je da ClustalW daje za nijansu bolja poravnanja u slucaju veceg broja sekvenci.

Iako postoje paralelne verzije alata viSestrukog poravnanja (poput ClustalW-MPI, paralelna
verzija alata ClustalW), u ovom radu su oba alata ClustalW i MUSCLE sekvencijalna. PoSto
se alati ClustalW, MUSCLE 1 implementirani Greedy Alignment izvr§avaju na istom broju
jezgara (na jednom), moguce je njihovo medusobno uporedivanje vremena izvr§avanja, gde
je vreme izvrSavanja u ovom slucaju dobijeno koris¢enjem obic¢ne funkcije za merenje vre-

mena time() istoimenog modula. U Tabeli 5.2 je prikazano vreme izvrSavanja svakog od
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Skup sekvenci | Greedy Align- | ClustalW MUSCLE
(broj sekvenci) ment

BOXO001 (5) 0.039 0.683 0.754
BOX032 (7) 0.025 0.848 0.831
BOX045 (9) 0.011 0.685 0.831
BOXO050 (7) 0.026 0.757 0.732
BOX054 (5) 0.004 0.757 0.685
BOXO075 (13) memory error 0.813 0.774
BOXO076 (7) 0.018 0.821 0.868
BOX121 (11) generiSe poravna- | 0.894 0.889

nje sa 19 sekvenci
BOX154 (5) 0.042 0.635 0.753

Tablica 5.1: SP ocene

alata gde moZemo videti da alat MUSCLE premasSuje rad ostalih alata i u vecini slucajeva
nam pruZa najbolje vreme izvrSavanja.

Nakon testiranja podataka iz drugog referentnog skupa, Reference Set 10, rezultati se nisu
drasti¢no promenili. Kao $to je ve¢ iznad pomenuto, performanse alata Greedy Alignment u
ovom slucaju nisu testirane, tako da su uporedivanje performanse ClustalW i MUSCLE alata.
U Tabeli 5.3 je prikazan samo deo podataka, a rezultati su sli¢ni i za ostale podatke iz ovog
referentnog skupa. MozZe se opet zakljuciti da postoji vrlo mala razlika izmedu kvaliteta
poravnanja alata ClustalW 1 MUSCLE 1 da ClustalW daje bolje optimalno poravnanje u
slu¢aju velikog broja sekvenci. Sto se ti¢e vremena izvr$avanja, situacija je u ovom sluéaju
drugacija, alat ClustalW daleko brZe kreira poravnanja od alata MUSCLE, Sto se moZe i
zakljuciti na osnovu podataka iz Tabele 5.4.

Za potrebe testiranja u radu je iskoriS¢eno oko 1000 (iz Reference Set 10) 1 45 (iz Refe-
rence Set 9) referentnih poravnanja, pa zbog velikog obima podataka u radu nisu predstavljeni
svi rezultati testiranja, ali se prosecne vrednosti svih atributa, koji su kori§¢eni u uporednoj

analizi alata (SP, TC, CS i vreme izvrSavanja), mogu videti u grafikonima ispod.
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Skup sekvenci | Greedy Align- | ClustalW MUSCLE
(broj sekvenci) ment

BOX032 (7) 6.529 1.574 1.689
BOX045 (9) 2.052 0.477 0.293
BOX050 (7) 1.030 0.183 0.142
BOX054 (5) 2.021 0.819 0.626
BOX175 (13) 2.224 0.604 0.441
BOX122 (22) memory error 2.350 3.163
BOX154 (5) 3.214 0.959 0.998
BOX032 (6) 3.055 0.882 0.985
BOX121 (13) 3.790 0.551 0.410

Tablica 5.2: Vreme izvr$avanja u sekundama(Reference Set 9)

Skup sekvenci || ClustalW MUSCLE
(broj sekvenci)
BBAO0011(102) 0.900 0.881
BBAO0012 (69) 0.870 0.979
BBAO0013 (19) 0.885 0.886
BBAO0009 (59) 0.905 0.898
BBAO0007 (41) 0.984 0.984
BBAO0004 (248) 0.737 0.376
BBAO0O005 (44) 0.689 0.709
Tablica 5.3: CS ocene
Skup sekvenci || ClustalW MUSCLE
(broj sekvenci)
BBAO0011(102) 4.417 3.385
BBAO0012 (69) 1.840 7.187
BBAO0013 (19) 0.344 0.359
BBAO0O15 (122) 7.222 73.772
BBAO0019 (83) 2.173 1.521
BBAO0038 (48) 53.214 32.014
BBAO0005 (807) 1904.889 <7200

Tablica 5.4: Vreme izvrSavanja u sekundama (Reference Set 10)
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Kao §to je ve¢ pomenuto u prethodnom poglavlju, pored ugradenih ocena u radu je
implementirano i izraCunavanje konsenzus ocene prema formuli (4.1). Zbog toga Sto konse-
nzus ocena koristi drugaciju logiku za evaluaciju viSestrukih poravnanja od ostalih predsta-

vljenih ocena, u pojedinim slucajevima se moze desiti da alat Greedy Alignment daje pora-
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vnanje sa najboljom ocenom. Razlog tome lezi u prirodi samog algoritma i odabrane fo-
rmule za racunanje konsenzus ocene. Naime, prilikom uporedivanja dve sekvence kada
pohlepni algoritam naide na slucaj kada se dva simbola ne poklapaju on ¢e pre ubaciti si-
mbol za prazninu, nego Sto ¢e "Zrtvovati" to nepoklapanje kako bi se mozda ostatak bolje
poravnao. Upravo zbog toga Greedy Alignment Kkreira viSestruka poravnanja sa ogromnim
brojem praznina. Sa druge strane, prilikom racunanja konsenzus ocene najveca kazna se do-
bija u slucaju kada se simboli ne poklapaju, dok se manja kazna dobija u sluc¢aju poklapanja
nekog simbola sa prazninom. Upravo iz ovih razloga se moZze desiti da Greedy Alignment
nadmasi alate ClustalW i MUSCLE. Na primer, ako poravnanje koje je kreirao Greedy Ali-
gnment ima veliki broj praznina, a poravnanje koje je kreirao ClustalW ima nekoliko nepo-
klapajuéih simbola, tada se moZe desiti da prvo poravnanje dobije manju konsenzus ocenu i
da prema ovoj oceni predstavlja optimalnije poravnanje. Medutim, prilikom testiranja ova-
kav specijalan slucaj se desio svega nekoliko puta i u vecini slucajeva konsenzus ocena Gre-
edy Alignment poravnanja je bila najgora, Sto se moZe i zakljuciti na sledeCem grafikonu koji

prikazuje prosecne vrednosti konsenzus ocena.

Reference Set 9
|

4,400 |- 4,380.78 i
4300 | |
4200 |
4100 | |
1.040.79
4,000 | |
4.d30|7
3.900 | H |

I
Konsenzus ocena

00 Greedy I ClustalW [DMUSCLE
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6. Zakljucak

Znacaj problema viSestrukog poravnanja sekvenci za reSavanje bioinformatickih problema
doveo je do razvoja velikog broja alata za viSestruko poravnanje. Iako nijedan od trenutnih
alata ne kreira savrSeno optimalno poravnanje, studije su pokazale da su u poslednjih deset
godina alati pokazali znacajan napredak u poboljSanju kvaliteta poravnanja i brzine izvrsa-
vanja. Ako uporedimo poravnanja koje je kreirao alat Greedy Alignment sa poravnanjima
ostalih alata koji su predstavljeni u radu, moZemo videti koliko su alati zaista napredovali po
pitanju brzine i kvaliteta poravnanja.

U mnogim stru¢nim radovima koji se bave alatima viSestrukog poravnanja, programi iz
Clustal serije (ClustalW 1 Clustal Omega), MUSCLE 1 T-Coffee se izdvajaju kao jedni od
trenutno najboljih alata za viSestruko poravnanje sekvenci. I u ovom radu se moZe pri-
metiti kvalitet njihovih poravnanja na osnovu ocena koje dobijamo nakon uporedivanja sa
referentnim poravnanjima. Na primer, ako referentno poravnanje iz BAlIBASE Reference
Set 10 uporedimo sa samim sobom dobi¢emo CS ocenu od 1.0, Sto znaci da je 1.0 najveca
ocena koju neko poravnanje moZe dobiti. Ako pogledamo poravnanja koje je ClustalW kre-
irao, vide¢emo da je prosecna vrednost njihovih CS ocena 0.88, Sto predstavlja relativno
dobar rezultat.

Aplikacija predstavljena u radu prikazuje samo tri alata viSestrukog poravnanja i sledeci ko-
rak u razvoju aplikacije bi bio dodavanje jo§ nekoliko trenutno popularnih alata (T-Coftee,
Dialign, Mafft i Probcons). Dalji razvoj aplikacije bi ukljucio i moguénost ruéne promene
nekih parametara, kao Sto su vrednosti za poklapanja i nepoklapanja, kazne za praznine i
izbor matrice ocena (BLOSUM ili PAM).
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