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ANOTACIJA

Saja magistra darba paredzéts izpétit, aprakstit un salidzinat dazadas praksé pieejamas
vairaku sekvencu izlidzinasanas metodes. Darba tiek aprakstiti vairaku sekvencu izlidzinasanas
metozu galvenie pielietojumi bioinformatika, biezak sastopamie algoritmi, kuri tiek izmantoti

darba talak apskatitajas programma.

Isi aprakstitas atverta koda programmas, kuras industrija tiek izmantotas visbiezak.
Magistra darba ietvaros veikts praktisks pétijums par $o metozu prieksrocibam un trikumiem.
Salidzinajums veikts gan uz realiem datu masiviem, gan simul&tiem, lai spétu péc iespé&jas
daudzpusigak salidzinat pieejamo programmatiru. Veikta iegiito rezultatu grafiska
atspogulosana un analize par novérojamajam tendenc€m un programmu 1pasibam, ka ar1 veikts

salidzinajums ar citu petnieku ieprieks publicétajiem rezultatiem.

ATSLEGAS VARDI: VAIRAKU SEKVENCU IZLIDZINASANA, BIOINFORMATIKA,
SEKVENCES



ANNOTATION

TITLE: COMPARISON OF MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT METHODS

This master's thesis is intended to study, describe, and compare various methods of
Multiple Sequence Alignment available. The paper describes the main applications of several
Multiple Sequence alignment software in bioinformatics, the most common algorithms used in
the following software.

Shortly described the open-source software most used in the industry. Within the
framework of the master's thesis, a practical study of the advantages and disadvantages of these
methods has been carried out. The comparison is made on both real data and simulated data to
be able to compare the available software as much as possible. Shown graphical presentation
of the obtained results and analysis of the observed trends and characteristics of the programs
and comparison made with other researcher results published before.

KEYWORDS: MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT, BIOINFORMATICS,
SEQUENCES



AUTOREFERATS

ST darba ietvaros tika salidzinatas bioinformatikas industrija biezi izmantotas un brivi
pieejamas vairaku sekvencu izlidzinasanas programmas. Veicot So teorétisko un praktisko
petijumu, iegiiti dati par jaunakajam programmu versijam un to veiktsp&ju pie dazadiem datiem.
Ieprieks publikacijas veiktie lidziga veida p&tijumi ir novecojusi, jo programmas regulari tiek
atjaunotas (Kalign jaunaka versija izdota 2019. gada), ka ar1 $ada veida salidzinajumus

visbiezak veic o pasu programmu autori, kas var So pétijumu padarit subjektivu.

Darba lasitajs tiek iepazistinats ar vairaku sekvencu izlidzinasanu, tas nozimi
bioinformatika, ka ari pastastits katras apskatitas programmas darbibas princips un veikts
svarigako algoritmu apskats. Autora prat izklasts ir veikts pietiekos$i detalizeti, lai lasitajs varétu

bez ieprieks$€jam zinasanam par o jomu orient€ties darba nozZimiguma un lietderiguma.

Autors $1 darba ietvaros ir iepazinies ar vairaku sekvencu izlidzinasanas programmam, to
darbibas principiem, lai tas var€tu lietot un izmantot paredzetajiem noliikiem, ka ar1 praktiski
izstradats skripts, kas nodroSina péc iesp€jas automatize€tu programmu test€Sanu un rezultatu
dokumentaciju pétijjuma veikSanai. Ka ari atlasiti nepiecieSamie dati priek§ programmu

salidzinaSanas, nemot véra uzdevuma specifiku.

Salidzinot darba iegiitos rezultatus ar citas publikacijas atrodamiem ir redzams, ka darba
legiitie rezultati pamata sakrit ar citu veiktajiem noveérojumiem, tacu iegiiti ar1 secinajumi, kuri

citu veiktajos pétijumos nav noveéroti, kurus biitu iesp&jams pétit talak.

Darba teksta kvalitate ir parbaudita manuali, ka arT ar Tildes latvieSu valodas riku, lai
darba teksts butu péc iespgjas lasamaks. Pareizrakstibas klidam ir iziets cauri ar visiem
pieejamajiem rikiem. Darba lietotie termini ir latviskoti péc oficialas terminologijas vai ari
atveidoti péc iespgjas tuvak pieejamajai informacijai. Autors ir izgajis cauri “Darba

noform&juma kontrolsarakstam” un parliecinajies par darba atbilstibu tam.

Darba izmantotas citu autoru idejas un teksti ir atzimétas ar attiecigajam atsaucem, katram

att€lam arf ir pievienots ta avots.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

MSA — Vairaku sekvencu izlidzinajums (Multiple Sequence Alignment)
Insercija — Iespraudums biologiskaja sekvencé

Delécija — Dz&sana biologiskaja sekvencé

PCR — Polimerazes kédes reakcija (Polymerase chain reaction)

DNS — dezoksiribonukleinskabe

RNS - ribonuklemskabe

HMM - Sleptie Markova Modeli (Hidden Markov Models)



IEVADS

ST darba téma ir aktuala, jo miisdienas sekvenc@sanas datu apjoms palielinas loti strauji, ja
pirma pilna cilvéka genoma sekvencésanas izmaksas tika méritas miljardos, tad Sobrid jau tiek
18sts, ka to var izdarit 1etak neka 1000 EUR. Lidz ar to datu apjoms ar genétiskajiem datiem,
sekvenceém pieaug ar katru miniiti, ka arT to iesp&jamais pielietojums dazadas nozarés mainas, tiek
atklati, izdomati jauni un inovativi veidi, ka ar gené&tiskajiem datiem padarit cilvéku dzives
kvalitativakas. Vairaku sekvencu izlidzinasanas t€ma ir aktuala arT autoram personigi — vairaku
sekvencu izlidzinasana tika izmantota, lai palidz€tu izstradat praimerus virusa testu diagnostikai,

palidzot atrast stabilakas virusa RNS sekvencu dalas.

Nemot vera, ka vairaku sekvencu izlidzinasana (turpmak teksta minéts ar1 ka MSA* —
Multiple Sequence Alignment) ir nozimiga gen&tisko datu apstradasanas dala, kuru izmanto
dazadiem loti svarigiem mérkiem, tad ir noderigi un aktuali parbaudit dazadu pieejamo vairaku
sekvencu lidzinaSanas pamatdarbibas principus, salidzinat to darbibas spgjas, iesp&jamo datu

ievadi un izvadi.

Darba mérkis ir iegit informaciju par brivi pieejamu programmatiru veiktspéju,
prieksrocibam un trikumiem, stradajot ar dazada tipa un daudzuma sekvencém. Uzdevums ir
izpétit literatliru par to, ka darbojas §is programmas, kadus pamatprincipus tas izmanto. savu
individualu praktisko salidzinajumu MSA programmatiiru starpa, izmantojot gan $im nolikam

speciali model&tus datus ar dazadu biologisko saturu, ka ari realas datu kopas.

Darba uzdevumi ir iepazities un aprakstit nozares popularako programmu darbibas principus,
lai lasitajs spetu izprast programmu atSkiribas nianses. Talak - izstradat planu programmu
salidzinaSanai, izv€leties parametrus un datu kopas, ar kuram programmas tiek salidzinatas,
paskaidrot to izvéli un parametru nozimi, veikt praktisku rezultatu ieguvi, apkopot un atradit

iegiitos rezultatus uzskatama veida, ka art veikt So rezultatu analizi.

Nodala SEKVENCES UN TO IZLIDZINASANA tiek paskaidrots, kas ir sekvences,
sekvencu izlidzinaSana, to vertiba bioinformatika, un tiek apskatiti popularakie, aktualakie MSA
pielietojumi Sobrid. Ka ari tas, kadu tiesi lomu spélé MSA Sajos uzdevumos un lasitajs tiek
iepazistinats detalizetak ar §1s teémas aktualitati. lepazistoties ar So nodalu tiek ieglits priekSstats par

to, kapec MSA ir tik svarigs.



Talak sadala ALGORITMI tiek apskatiti svarigakie algoritmiskie principi, kurus izmanto
programmatiiras, lai veiktu vairaku sekvencu izlidzinasanu. Lasitajs tiek iepazistinats ar pavisam
Isiem paSu svarigako algoritmu aprakstiem un shémam. Ka ar1 par to kadi ir iesp&jamie kritériji,
lai salidzinatu programmatiiru darbibas kvalitati, ka arT novertét tas atrdarbibu, kuri tiks, izmantoti

velak, veicot praktisko salidzinajumu.

PROGRAMMU APSKATS tiek veikts apkopojums Sobrid popularakajam vairaku sekvencu
izlidzinasanas programmatiiram, kuras ir atvérta koda programmas ar brivpieejas licencém. Tiek
apskatits, kadus algoritmus izmanto S§is programmas, ka ari literatira atrodamie pétijumi,

izmantojot §1s programmas.

Nodala METOZU SALIDZINAJUMA PARAMETRI tiek raksturoti parametri, péc kuriem,
veicot magistra darba praktisko dalu, apskatitas metodes tiks praktiski salidzinatas sava starpa,

izmantojot gan realus, gan simul&tus datus.

PROGRAMMU IZVERTEJUMS ir nodala, kura paradits veiktais praktiskais darbs, iegttie
detalizétie darba rezultati, veicot vairaku sekvencu izlidzinasanas programmu salidzinajumu.
Atspoguloti iegiitie rezultati parskatama veida, apkopotas svarigakas atzinas, kuras iegitas, veicot
salidzinajumu. legiitie rezultati noforméti grafiku veida ar autora komentariem par rezultatu

interpretaciju.

REZULTATI - nodala, kura autors atskatds uz paveikto un veic apkopojumu par

izpilditajiem vai neizpilditajiem uzdevumiem.

Nodala SECINAJUMI autors veic Tsu atskatu un pasvertgjumu veiktajam darbam un iezimé

nakotnes petniecibas planu.



1. SEKVENCES UN TO IZLIDZINASANA

Saja nodala sniegts ieskats par to, kas ir sekvences, to izlidzinasana, lai sniegtu lasitajam

zinasanas, kas nepiecieSamas turpmaka darba lasiSana

1.1. Sekvences

Sekvence $aja darba ir domata ka biologiska sekvence. Biologiskas sekvences ir divu veidu
— olbaltumvielu un nukleotidu. Nukleotidu sekvences parsvara sastav no 4 simboliem {A, G, C,
T}, kuri apzZimé Cetras bazes — adeninu, guaninu, citozinu un timinu. Olbaltumvielu sekvences
sastav no 20 aminoskabém — {A, R, N, D, C,Q,E, G, H, , L, K, M, F,P, S, T,W, Y, V, O, U, B,
Z, X, J}. Redzamas att€lotas arT att. 1.1.

A. Amino Acids with Electrically Charged Side Chains

Positive Negative
Arginine Histidine Lysine Aspartic Acid Glutamic Acid
(arg) () His) 7) wys) (3 asp) (B) (X E )
4o 4o #o Ho #o
o] o] (o] (o]
NH, NH, NH, NH, NH,
=== o
N o © o
NH S AT 2%
H2N~\<
@NH,
®NH
B. Amino Acids with Polar Uncharged Side Chains C. Special Cases
Serine Threcnine Asparagine Glutamine Cysteine Glycine Proline
sen @ (The) @) tasn) () (Gin) (&) cys) @ (sly) (© tPro)
Ho /70 ﬁ'o I)’o I.’O l.IO lyo
o o o o o o :<_ o
NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH
HO
OH o SH
NH, (o]
NH,
D. Amino Acids with Hydrophobic Side Chains
Alanine Valine Isoleucine Leucine Methioni Phenylalani Tyrosine Tryptophan
(Ala) ([} vah () i) @ (teu) (B Met) (T) (Phe) (3 myr) 9 mrp) ()

%o L7
#o o o o o . NH, NH, NH, NH,
(o] :s; NH NHz 2
NH, 2 =
s\ Ny
OH

att. 1.1 Aminoskabes [1]
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“Biologisko sekvencu analize salidzina, izlidzina, indeks€ un analiz€ biologiskas sekvences

un tadejadi spéle kritisku lomu bioinformatika un modernaja biologija” [2]

1.2. Sekvencu izlidzinasana

Sekvencu izlidzinasana balstas uz faktu, ka visi organismi ir radnieciski evoliicijas gaita. Tas
nozimé, ka, jo lidzigaki organismi, jo lidzigakam biitu jabiit to sekvencém (gan nukleotidu, gan
olbaltumvielu). Sekvencu izlidzinajums ir sekvencu kartosanas process, lai sasniegtu péc iesp&jas

lielaku Iidzibu, kas tad ataino ar So sekvencu savstarp&jo lidzibas pakapi. [2]

IzIidzinajums atspogulo sekvencu kopu, izmantojot viena burta kodu katrai aminoskabei
(prieks olbaltumvielu sekvencém) vai katram nukleotidam (priek§ DNS/RNS sekvencém). Katra
rinda lidzinajuma parasti atspogulo vienu sekvenci, un strukturali, funkcionali vai evolucionari
lidzvertigi posmi ir Iidzinati vertikali. Ja sekvencu garumi atskiras, tad tiek pievienoti sekvences
plaisas apzim&jo$i simboli, kas apzimé insercijas* (iespraudums) vai delécijas* (dzESanas)
notikumu. [3] Zemak redzamaja att. 1.2 paradits, ka izskatas sekvences Iidzinajums, kura dazados
grafiskos veidos tiek atspogulotas — insercijas, delécijas un mutacijas péc sekvencu izlidzinajuma

datiem.

Scarites

Carenum
Pasimachus
Pheropsophus
Brachinus armiger
Brachinus hirsutus
Aptinus

Pseudomorpha

att. 1.2 Sekvences izlidzinajuma piemers [4]

Runajot par sekvencu izlidzinaSanu var runat par divu veidu izlidzinasanu — globalo un
lokalo. Lokala sekvencu izlidzinasana dazadas sekvencés meégina atrast lokalus regionus ar
augstako I1idzibu starp sekvencém — attiecigi, ta neizmanto pilnigi visu sekvenci, bet gan apakSkopu
no tas. Globala sekvencu izlidzinaSana izlidzina sekvences visa garuma, izmantojot visu sekvences
garumu, lai savietotu to péc iespéjas precizak ar citam sekvenceém. Saja darba tiek apskatits

globalais sekvencu izlidzinajums.

Vel sekvencu izlidzinasanu var iedalit kategorijas atkariba no sekvencu skaita, kas jaizlidzina

— pariska sekvenCu izlidzinaSana un vairaku sekvenCu izlidzinaSana. Parisku sekvencu
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izlidzinasana salidzina divas sekvences sava starpa un parasti tiek izmantota datubazu meklésanas
programmas, lai atrastu radnieciskas sekvences jaunai sekvencei. Ja ir vairak par divam
sekvencém, tad tas jau ir vairaku sekvencu izlidzinajums, par kura pielietojumiem vairak tiek
pastastits nakamaja nodala. Saja darba tiek apskatitas tehniski sarezgitaka un skaitlo$anas jaudas

pieprasosaka - MSA.

Ja sekvencCu izlidzinaSanu veic tie$a veida, tad tas algoritma sarezgitiba, jeb O notacija ir
O(LN) prieks N skaita sekvencém L garuma, kas padara MSA sarezgitu pat nelielam daudzumam
sekvencu, 1idz ar to ir nepiecieSams izmantot heiristiskas metodes. [5] Modernaja molekularaja
biologija MSA spélé fundamentalu lomu un tiek izmantota dazados svarigos veidos, pieméram,
filogengtika, RNS un olbaltumvielu struktiiras prognozé$ana, praimeru izstrade, genoma

savietoSana un anotacija, salidzinosa genomika.

1.3. MSA pielietojumi

Sekvencu izlidzinaSanai ir liela nozime bioinformatikas nozaré€, jo ta palidz analizet sekvencu
savstarp&jo radniecibu, evoliiciju un palidz sniegt ieskatu dazadas biologijas nozarés. Talak par

popularakajiem sekvencu izlidzinaSanas pielietojumiem.

1.3.1. Filogenétika

“Filogenétika ir genctikas nozare, kas péta visas genétiska materiala un ta elementu
parvertibas, sakot ar genétiska materiala parkombingSanos dzimumvairo$anas procesa, mutacijam
un beidzot ar genétiska sastava parmainam populacijas.” [6] Sugu koks tipiski tiek noteikts pec
génu kolekcijas (vai citiem genomikas regioniem) veicot sekvencu lidzinasanu un tad no Siem
lidzinajumiem tiek veidots filogenétikas koks. Kada 2011. gada zinatniskaja publikacija [7] min&ta

probléma, ka, pieaugot sekvencu daudzumam, krietni sariik izmantojamo programmatiiru skaits.

12
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0 5 10 15

att. 1.3 Filogenetikais koks. [8]

Redzams art att. 1.3 ka izskatas filogengtiska koka piemérs, kur§ tiek radits no MSA

rezultatiem.

1.3.2. RNS un olbaltumvielu struktiiras prognozésana

Olbaltumvielu struktiiras prognozésana MSA rezultats ka ievade priekS struktiiras
prognoz€taja ir vissvarigakais solis, kas palidz uzlabot prognozes precizitati. Ka minéts 2017. gada
petijuma, kura tiek salidzinatas MSA metodes péc to raditajiem olbaltumvielu struktiiras
prognozeSanas vajadzibam: “P&dgja laika atklajumi genoma sekvencéSana pieprasa arvien vairak
un vairak vajadzibu p&c uzticamam un atram MSA metodém, kas attiecas gan uz sekvencu skaitu,
gan katras sekvences garumu.” [9] Ka paradits att. 1.4 , ka MSA strada olbaltumvielu struktiiras

noteikSanai.
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Query Sequence: DDVYILDQAEEG

A vY | LK
ARV SBVYIL sgv

Templates

!

The Best Match

att. 1.4 Olbaltumvielu struktiras prognozésana [10]

Pavisam procesa ir 3 soli, 1) vaicajuma olbaltumvielu (vai RNS) sekvences lidzinasana pret
Sablonu datubazi, 2) Viena vai vairaku $ablonu izvéle, kas balstita uz evolucionaru un strukturalu
1pasibu kalkulaciju no attiecigajiem Iidzinajumiem un 3) Bivét 3D struktiiru priek§ meérka
olbaltumvielas (vai RNS) nemot véra ierobezojumus, ko dod lidzinatie regioni, taja pasa laika

minimizgjot dalinu energiju nelidzinato cilpu regionos un pievienot sanu kédes atomus. [10]

1.3.3. Praimeru izstrade

Polimerazes kédes reakcija ir process, kura tiek pavairots parauga esoSais RNS vai DNS.
Praimeris ir DNS vai RNS sekvences dala, kuras 1pasibas lauj pievienoties 1pasi noteiktam
sekvences dalam parauga un cikliski kapinot un pazeminot temperatiiru Sis RNS vai DNS tiek

pavairots.

Polimerazes k&des reakcijas (Polymerase chain reaction — PCR) praimeri ir kimiski
sintez€tas nukleotidu praimeru molekulas, kuras ir svarigas PCR amplifikacijas komponentes.
Praimeri ir galvenie noteic€ji PCR specifika. Lai amplificétu specifiska DNS sekvence jazina
praimera nortidiSanas vietas sekvence mérka DNS. Lai nodroSinatos pret iesp&ju, ka praimers
pievienojas nespecifiskai vietai vai ar1 lidzigai sekvencei citur mérka DNS, tad praimerus parasti

taisa 18-22 nukleotidu garuma. [11] Vizuals att€lojums - att. 1.5
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5! ATATATCCATATACCTTTC ~ 3
2! 5!

att. 1.5 Praimeru darbibas princips [12]

Misdienas visiem zinamais SARS-CoV-2 virusa testéSana ar1 balstas uz PCR metodi, un ta
ka virusiem ir strauji mutgjoss RNS, tad MSA tiek izmantota uz lieliem datu apjomiem, lai atrastu

tos sekvencu rajonus, kuri ir stabili un gandriz nemute.

1.3.4. Salidzinosa genomika

Sekvencésanas tehnologijas attistas loti strauji, ka arf visa genoma sekvencéSanas izmaksas
krit vel straujak. 2001. gada Human Genome projekta ietvaros tika nosekvencets pirmais pilnais
genoms, kas izmaksaja 2.7 miljardus ASV dolaru. Sobrid dazi komerciali uznémumi, kas
nodarbojas ar sekvencésanu, izsakas, ka spgj to izdarit zem 1000 ASV dolariem. Tatad var cerét,
ka tuva nakotné genoma sekvenc€Sana bus ierasta prakse kliniskaja medicina, kas padara

personigas genomikas un salidzino$as genomikas petijumus vél svarigakus.

Personiga genomika ietver sevi sekvencéSanu, analizi un individa genoma interpretaciju. St
nozares spéj sniegt dazadus kliniskus pielietojumus, it Tpasi genétisku problému un dazadu slimibu

diagnosticéSana.

Salidzino$a genomika ir cits p@tniecibas lauks, kas p€ta genomiskas ipasibas dazados
organismos. Ta merkis ir saprast struktiiru un genoma funkciju, identificgjot regionus ar lidzigam

sekvencém starp aprakstitiem organismiem.
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Gan personigai, gan salidzinoSai genomikai nepiecieSsama sekvencu izlidzinasana, lai atklatu
sekvencu konservaciju un variaciju. Sekvencu konservacijas struktiira var biit noderiga, lai
paredz&tu funkcionalas kategorijas, bet variacija — lai pieraditu attiecibas starp organismiem vai
populacijam dazadas vietas. Petijumi parada, ka variacija ir loti svariga cilvéka veselibai un biezam
genctiskam slimibam. Izlidzinasanas atrums ir svarigs jautajums, jo genoma sekvence parasti
sastav no vairakiem miljoniem nukleotidu. Viens no svarigiem genoma salidzinaSanas
pielietojumiem ir sekvences variacijas identifikacija starp genomiem, kuru var atrast lineari

skengjot ta izlidzinajuma rezultatu. [13]
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att. 1.6 Salidzinosa Genomika [14]
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2. ALGORITMI

Saja nodala tiks apskatiti svarigakie algoritmi, kuri tiek parsvara izmantotas nodalas
PROGRAMMU APSKATS aptvertajas programmas, lai saprastu pamatprincipus, kas ir kopigi vai
arT atskirigi §STm programmam, un tadejadi péc tam arT uzsvert So programmu atskirigas dalas,

paverot plasakas iesp&jas programmatiras darbibas salidzinasanai.

2.1. K-kortezu attalums

K-kortezu attaluma metodes algoritms prieks filogenétisko koku veidoSanas:

1) Aprekinat attalumu starp katru sekvencu pari izmantojot k-kortezu distanci
2) lIzveidot parisku k-kortezu attaluma matricu D prieks sekvencu kopas

3) Veidot filogenétisko koku balstoties uz D un uz attaluma balstitu koku veidoSanas metodi

K-kortezu attalums, kas ir starpiba starp visu iesp&jamo k garuma kortezu frekvenci, var

izvairities no lielas skaitlo$anas sarezgitibas un tiek izmantots filogenétisko koku rekonstrukcija.

Sekvence S ar garumu | tiek definéta ka lineara seciba no | simboliem no ierobezota alfab&ta
A ar garumu n. A segments no k simboliem, kur k <=1, tieck apziméts ka k-kortezs, jeb k-vards.
Sanak, ka kopa ir n* iespgjami k-kortezi alfabstam A. K-korteza W paradisanas skaits — Ny, tiek
skaitits bidot slido$o logu ar garumu k par sekvenci ar soli 1 bazu paris (bp). Frekvence fyno korteza

w tiek iegita no izdalot Nw ar kop€jo kortezu skaitu. Respektivi, fw tiek definéts ka:

Nw

=731 (2.1.)

K-kortezu distance tiek aprékinata ka frekvenCu starpiba no visiem iesp&amajiem k-
korteziem. Priek§ DNS sekvencém A = {A, C, G, T}. Katra DNS sekvence var tikt reprezentéta ka
vektors, kas satur 4% skaitlus, katrs no kura atspogulo frekvenci attiecigajam kortezam sekvencé.
Prieks katram divam sekvencém X un Y, k-korteza attalums tiek aprékinats, izmantojot $o formulu:
|2

d(X,Y) = Zizllf”é —fr (2.2.)

, kur £X un £,y atbilst prieks i-ta k-korteza sekvencés X un Y.

17



K-korteZa attalums nem starpibu summu frekvences, lai izméritu attalumu starp divam DNS
sekvenceém. Kaut arT §is attalums nav jutigs uz niecigam starpibam starp gandriz identiskam DNS
sekvencém, 1idz ar to tas nav efektivs, analiz&jot tuvu radnieciskas sugas. Ka ari, k-korteza attalums
nenem véra sekvencu struktiiru, kura var saturét svarigu informaciju. Tatad k-korteza attalums var

zaudét informaciju, ko nes sekvencu struktiira. [15]

2.2. Nidlmena-Vens$a algoritms (Smita-Vatermana uzlabojums)

Nidlmena-Vensa (Needleman Wunsch) algoritms tadam pasam divam sekvencém X un 'Y,

kuras tika pieminétas, aprakstot k-korteza attalumu.

Hi_1j-1+ S
H;; = MAX MAX(Hi_k_j —9- hk) (2.3)
MAX(H;;—, — g — hl)

, kur Sij ir novert§jums priek§ X; un y; lidzinaSanas, Hjj ir noveért§jums optimalajam
apakssekvencu X1, ..., Xi UN Y1, ..., yi izlidzinajumam, g ir sods par to, ja tick atvérta starpa; h —

sods par starpas palielinasanu par vienu simbolu; k, 1 ir starpu garumi sekvencés X un Y.

Optimalais lokalais izlidzinajums starp divam sekvenc@m, starp kuram visaugstak novertetie
apakSsegmenti tiek izlidzinati, ieklauj nelielu modifikaciju Saja algoritma (to sauc par Smita-
Vatermana algoritmu). Tiek ieviests papildu ierobezojums Hij > 0, to ieklauj rekursiva algoritma,

lai izIidzinajums var€tu sakties vai beigties jebkura virknes vieta.

Abus Sos algoritmus var vizualizét veidojot divdimensionalu lidzinajumu matricu ar pagaidu
izlidzinajuma rezultatiem, ka redzams - att. 2.1 un att. 2.2., kura punkti ir nemti no substitiiciju

matricam, kas aprakstitas nakamaja nodala.

Percent Percent

AT T GGG A GT C G identity AT T G A G T C G identity
o[a|2]z]a|s|s|7]|=
AN ATTGGAGTCG A 1"".0 o |o 1|0 |o o |0 R
7|0 [efttomtadiica |24 |56 ATC----TCE : 110 [2 1o of11]o0]o0 ATCTCG L
clt 2.1 ]oala|3|2]4 or clo [£]2 |2 oo |12 |1 o
Tl2]o 2z (2|1 ]o|2|x|2]|=3 Tlo |1 2|2 oo |1 |12
ATTGGAGTCE - =<

al|afaz [z oo | a e 83% " i i
c AT - - T clo|o |12 10 |o |2 = o
Gla|2]o|2|3|2]|2]1]0 Glo |o|o |2 Bz (2 (12

att. 2.1 Nidlmena-Vensa algoritms [3] att. 2.2 Smita-Vatermana algoritms [3]

Procentu identitates rezultats katram izlidzinajumam tiek aprékinats, izdalot identisko

simbolu izlidzinajumu ar kop&jo simbolu skaitu. Katra pozicija matrica satur rezultatu prieks
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labaka pagaidu lidzinajuma, kas beidzas taja pozicija. Visaugstakais rezultats var tikt paplasinats
uz sekojosam matricas pozicijam vai nu izlidzinot vienu simbolu no katras sekvences vai, ievietojot
starp viena vai otra sekvencé. Sada veida visi iesp&jami lidzinajumi tiek apskatit un beigu

izlidzinajums ir ar visaugstako iesp&jamo rezultatu. [3]

2.3. Substituiciju matricas

Ka jau iepriek$gjas nodalas minéts — tad attiecibas starp DNS vai olbaltumvielu sekvencu
pariem biezi att€lo ar Iidzinajumu. Globals lidzinajums attiecas pret visu sekvenci, bet lokals
lidzinajums tikai pret katras sekvences segmentu. Lidzinajumiem parasti pieskir rezultatus, gan lai
dazadiem sekvencu pariem. Augstaki veértéjumi tiek uzskatiti par labakiem, un augstakais
lidzindjuma vért&jums prieks sekven¢u para tiek saukts par optimalo lidzingjumu. So vértgjumu

biezi izmanto ar1 ka sekvencu lidziguma parametru.

Lidzinajuma vértéjums biezi tiek definéts ka summa no substitliciju rezultata nukleotidu vai
aminoskabju paru novietojuma attieciba pret lidzindjumu un spraugu rezultata priekS katras
atlikumu virknes viena sekvenc€ pret nulles simboliem ievietotiem otra sekvencg. Substitiiciju

matrica ir kolekcija no rezultatiem, lidzinot visus iesp&jamos atlikumu parus. [16]

Ir vairakas pieejamas substitliciju matricas, gan nukleotidiem, gan aminoskabém. Nukleotidu
vertibu matricas gan ir stipri vienkarsakas, ta iemesla dél, ka ir tikai Cetri simboli, 11dz ar to talak
tiks apskatita plasak izmantota olbaltumvielu vertibu matrica BLOSUMG62, kas tiek izmantota ar1

novertéjuma saja darba.

Tatad, lai noskaidrotu, vai divas sekvences ir evolucionari radnieciskas vai ng, ir
nepiecieSams izlidzinajuma rezultats. Lai salidzinatu divas hipot€zes, var izmantot log-varbiitibas
meéru — divu hipotéZzu varbiitibu attiecibu logaritms. Ja tiek pienemts, ka katrs izlidzinatais atlikumu
paris ir statistiski neatkarigs no citiem, tad izlidzinajuma noveért€jums ir individuala log-varbitibas
novértéjuma summa, katram parim. Sie individualie rezultati veido 20 x 20 rezultatu matricu.

Formula, lai aprékinatu S(j, k) rezultatu, divam aminoskabém j un k ir:

P(ik)

] _ 1
S(],k)—xlogm (2.4)
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, kur P(jk) ir parbaudamo hipotézu varbiitiba (ka §is divas aminoskabes korele, jo ir
radnieciskas), P(jk) ir varbutiba, ka tiek sagaidis novérot aminoskabes j un k radnieciskos sekvencu
izlidzinajumos; f(j)f(k) ir nulles hipotezes varbiitiba, ka §is divas olbaltumvielas ir nesaistitas, un
paradas neatkarigi. Tatad — f(j) un f(k) ir vidéja aminoskabju novérosanas varbiitiba olbaltumvielu
sekvencg; A — koeficients, kas parasti tiek uzstadits, lai varétu noapalot vértibu matricu uz veseliem
un jégpilniem skaitliem. Ja tiek sagaidits, ka j un k izlidzinats kopa radnieciska sekvence atrodas

biezak neka netisam (P(jk)>1(j)f(k)), tad varbitibas attieciba ir lielaka neka viens un novertejums

ir pozitivs. [17]

Ala B 4

Arg R -1 5

Asn M -2 0 &

Asp D -2 -2 1 &

Cys C 0 -3 -3 -3 2

Gln Qg -1 1 0 0O0-3 5

GluE -1 0 0 2 -4 2 5

Gly G 0 -2 0 -1 -3 =2 =2 &

His H -2 0 1-1-3 0 O0-2 8

Ile I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

Len L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4

Lys K -1 2 0-1-3 1 1-2-1-3-2 5

Met M -1 =1 =2 =3 =1 0 =2 -3 =2 1 2 =1 5

Fhe F -2 -3 -3 -3-2-3-3-3-1 0 0-3 0 &

Pre P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7

8sr 8 1 -1 1 0-1 0 ¢ 0-1-2-2 0-1-2-1 4

Thr T ¢ -1 0-1-1-1-1-2-2-1-1-1-1-2-1 1 5

Trp W =3 =3 =4 =4 =2 =2 =3 =2 =2 =3 =2 =3 =1 1 =4 =3 =2 11

Ty ¥ -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2-1-1-2-1 3-3-2-2 2 17

Val ¥ 0 -3 -3 -3 -1 -2-2-3-3 3 1-2 1-1-2-2 0-3-1 4
R R D € O ‘B & B T L: K M OCF PR TW Y F

att. 2.3 BLOSUMG62 noveértejuma matrica [18]

att. 2.3 var redzét BLOSUMG62 novertgjuma matricu ar visiem novertgjumiem, ka arT zemak
—att. 2.4 var redzét divus piemérus substitiiciju matricu nukleotidiem — vienkarsu lidzibas matricu

un vienkarsSu attaluma matricu.

Simple similarity matrix for DNA:

A T G C
A 1 0 0 0
T 0 1 0 0
G 0 0 1 0
C 0 0 0 1

Simple distance matrix for DNA:

A T G C
A 0 5 5 |
T 5 0 1 5
G 5 1 0 5
C 1 5 5 0

att. 2.4 Nukleotidu substitiiciju matricu pieméri (http://biosiva.50webs.org/alignment.htm)
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2.4. Kaiminu-apvienoS$anas algoritms

Kaiminu-apvienoSanas metode ir hierarhisks klasteru algoritms. Algoritms sak ar attaluma
matricu D, ka ievadi, kur Djj ir attalums starp klasteriem i un j. Tad iterativi tiek apvienoti algoritmi,
izmantojot algoritmu, kas minimizé kop&ju zaru garuma summu rekonstruétaja koka. Vizuals

att€lojums redzams att. 2.5.

att. 2.5 Kaiminu apvienosanas algoritms [19]

Tatad algoritms izmanto n iteracijas, kur divi klasteri (i un j) tiek izvel&ti un apvienoti jauna

klaster. Klasteri tiek izv€l€ti minimizgjot:

Q) =D, )) —u@® —u@) (2.5.)
, kur
< D(Lk)
k=0

r — atlikusais klasteru skaits. Kad minimala Q vértiba tiek atrasta, tad D (attalumu matrica)

tiek atjaunota, iznemot no tas i-tas un j-tas rindas un kolonnas. Jauna rinda un kolonna ar jauno
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klasteri tiek pievienota. Attalumi starp jauno klasteri a =i U j un vecais klasteris k tick aprékinats

ka:

D(i, k) + D(j,k) — D(i,j)

D(a, k) = >

(2.7.)

Algoritma rezultats ir divu virzienu koks bez saknes, kura katrs sakotn€jais klasteris atbilst
lapai un katrs apvienojums veido ieks€ju mezglu. Atrast klasteru pari, ko apvienot katru iteraciju
panem sarezgitibu O(n?). Tatad 3T algoritma kopgja sarezgitiba ir O(n®). [20] Ari §im algoritmam

ir dazadi iesp&jami uzlabojumi, $aja nodala aprakstita ta klasiska versija.

2.5. UPGMA

Viens no vienkarsakajiem koku veidosanas algoritmiem — UPGMA (nesvértu paru grupu
metode ar aritmétisku vidéjo jeb Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Ta ir
vienkarsa, hierarhiska klasteréSanas metode. Uzskatita par vienkarsako un atrako metodi prieks
koka ar sakni veidoSanas filogenétikai. Tacu galvena probléma ir ta, ka §T metode pienem vienadus
evolucionaros tempus pilnigi visam lnijam, jebsu pienem, ka mutacijas temps $ajas Iinijas ir
konstants laika. Sanak, ka algoritms veido zarus ar loti lidzigiem attalumiem. Tacu ta ka realitate

mutacijas temps atSkiras gan laika, gan dazadas sugu Iinijas, biezi rezultati nav uzticami. [21]

25 a
55 u b
v
rQ e
25 C
- d
Height
165 14.0 11.0 85 0

att. 2.6. UPGMA koks [22]
Pirmaja soli divi beigu taksoni ar mazako gen&tisko distanci (piem&ram, i un j) tiek
klasterizéti kopa, veidojot takosonomisku vienibu K. Tad jauna mazaka attaluma matrica tiek

apréekinata, kas ieklauj k, nevis i un j — Iidzigi ka kaiminu apvieno$ana. Saja procesa vidgjie tiek
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izmantoti, lai atvasinati attalumus starp jaunajam taksonomiskajam vienibam un atlikusajam beigu

taksoniem. So distanci aprékina:

D(i,x) + D(j, x)
2

D(i, )x = (2.8)

Katram taksonam X. Nakamaja iteracija atkal divi taksoni ar mazako attalumu tiek
klaseriz&ti, un §is process tiek pabeigts, Iidz bridim, kad tikai divas taksonomiskas vienibas ir

palikusas.

2.6. Sléptie Markova Modeli

Sléptie Markova Modeli (Hidden Markov Models, jeb HMM), ir formals pamats, lai veiktu
varbutibas modelus linearu sekvencu apzimesanas problémam. Tie dod konceptualu riku, lai
buvetu sarezgitus modelus, uzzimgjot intuitivu bildi. Tie ir pamata lielam apjomam programmu,

kuras risina génu atraanas, profilu mekléSanas un MSA problémas. [23]

HMM ir statistisks modelis, kas var tikt izmantots, lai aprakstitu novérojamu notikumu
evoluciju, kas ir atkariga no iek$gjiem parametriem, kurus nevar tiesi novérot. Noveéroto notikumu
sauc par simbolu un neredzamo faktoru, kas ir novérojuma pamata — par stavokli. HMM sastav no
diviem stohastiskiem procesiem — no sléptu stavoklu neredzama procesa un novérojamu simbolu
redzama procesa. Sléptie stavokli veido Markova k&di un novéroto simbolu varbiitibas sadalijumu,

kas ir atkarigs no ta stavokla.

Modelét noverojumus Sajos divos slanos — redzamaja un neredzamaja ir loti noderigi tapéc,
ka daudzas realas problémas risina neapstradatu noveérojumu klasificéSanu dazadas kategorijas jeb
klaSu apzim&umiem, kas ir jégpilnaki cilvekiem. Pieméram, runas atpaziSanas probléma, kurai
HMM tika izmantoti vairakas desmitgades. Ideja ir paredzet, kads ir izrunatais vards no ierakstita
runas signala. Prieks $1 noliika runas atpazin€js meégina atrast stavoklu secibu, kura radija cel$anos
realaja skana (noveérojuma). Ta ka var bt loti dazadas izrunas variacijas, originalie stavokli un

attiecigi izrunatie vardi nevar tikt tieSi noveroti un tos ir nepiecieSams prognozet.

Sis piegajiens ir noderigs modelgjot biologiskas - gan olbaltumvielu, gan DNS sekvences.
Tipiski biologiska sekvence sastav no mazakam apaks$struktiram ar dazadam funkcijam un
dazadiem funkcionalajiem regioniem, kuri biezi att€lo Tpasas statistiskas pasibas. Pieméram ir

zinams, ka olbaltumvielas parasti sastav no vairakiem doméniem. Ja tiek dota jauna olbaltumviela,
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tad biitu interesanti paredzet ta sastavoSos doménus (kuri atbilst vienam vai vairakiem stavokliem
HMM) un ta atraSanas vietas aminoskabju sekvencé (nov€rojumos) vai arT tai radnieciskas

olbaltumvielas. [24]

Pavisam trivials biologisks piemérs HMM ar tikai diviem iek$gjiem stavokliem bet ar
eksponencialu sarezgitibu. Modelis redzams - att. 2.7. Attéla redzamas katras emisijas (A, T, C un

G) varbiitibas katram stavoklim. Arpus kastes Cetras bultas ir apzimétas ar parejas varbiitibu.

C n
99.5% 99%
coding 0.5% non coding
A=30% [ P| A=10%
T=30% T=10%
C=20% ‘ 1% C=40%
G=20% G=40%

att. 2.7 HMM piemérs [25]
Ieks$gjo stavoklu kopa U={‘c’, ‘n’}, kur ¢ un n ir kodgjoSie un nekodgjosie ieksgjie stavokli
un emisijas kopa ir kopa no ¢etram DNS bazem X = {*A’, ‘T, ‘C’, ‘G’ }. Ka emisijas sekvenci mes
pienemam sekvenci ar 65 bazém - att. 2.8. Pirma rinda ir parauga sekvence ar 65 noverotam

emisijam un otra rinda ir viena no iek$gjo stavoklu paredzamajam sekvencém. Apvilkta sekvences

dala paskaidrota - att. 2.9 un att. 2.10.

ATTACGTTGACATTAGCAATATCATAGAACAAATCATCGGGGCAGGATACCGCCGACCTGCAGGG

CCCCCCCCCCCCCcCCcceccoceececeececeececcececeoennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

att. 2.8. Emisijas sekvence [25]

Svarigi pieminét, ka vairakuma HMM pielietojumu bioinformatika norisinas simuléta
inversija starp sekam un izraisitdjiem. Piem&ram, var tikt sintez&ta zinama poliméru sekvence,
kurai ir dazadas nezinamas 1pasibas sekvencé. HMM nepiecieSams izvEl€ties emisijas ka sekvences

monomerus tapéc, ka tikai tie ir zinamie dati un ka ieksgjie stavokli to Tpasibas janoverte. Sada
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veida parada, ka sekvence ir sekas un 1pasibas ir izraisitajs, kaut gan realitate ir pret&ji. Lielisku
piemé&ru dod polipeptidi, kuriem tikai aminoskabju sekvence izraisa sekundaro struktiiru, kaut gan

iek§ HMM aminoskabes tiek uztvertas ka emisijas un sekundara struktira — ieksgjais stavoklis.

c n i ¥
\9 & i ®
c n C ‘ E
c n A v 5

* £ P c n
c n T * ¥
T c n @

c n C

c n C

i JE_e ‘
(4 n G

c n G ‘
c n G

v

att. 2.9. [25] att. 2.10. [25]

Labaja kolonna att€lotas apvilktas bazes iek$ att. 2.8, pargjas kolonnas attélo katrai
apvilktajai bazei divas alternativas iek$€jam stavoklim (c vai n), kas emit§ja bazi. Katra rinda

atsaucas uz to pasu poziciju sekvencg, bultas reprezent€ visas iesp&jamas parejas un emisijas.

att. 2.10 — Attela redzams scenarijs ar lielu varbiitibu starp izv€lém starp alternativiem

ieksgjiem stavokliem radot ieksgjo stavoklu sekvenci. [25]
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3. PROGRAMMU APSKATS

Saja nodala tiek apskatitas $obrid praksé pielietotas programmas, iztirzati to darbibas
principi, pieejamiba, atrdarbiba, ka ar1 ievades un izvades informacijas iesp&jas. Darba apskatitas
metodes ir atvérta koda programmatiiras ar licencém, kas lauj tas brivi izmantot, ka ar1 biezi
izmantotas praksé. So programmu pamata, tiek lietoti iepriekigja nodala ALGORITMI aprakstitie
algoritmi. Apraksts par katru programmu ir iss, lai sniegtu ieskatu par biitiskakajiem aspektiem,

kas atrodami literatiira, un tiek izcelti no programmu autoru puses.

Sis Getras programmas tika izvél&tas tapec, ka tas ir atvérta koda un brivpieejas programmas,

kuras visbiezak tiek izmantotas, lai veiktu vairaku sekvencu izlidzinasanu.

3.1. Clustal Omega

Clustal Omega ir pagaidam jaunakais MSA algoritms Clustal gimeng. Sakotngji tas bija tikai
olbaltumvielu sekvencém, ta¢u kop$ 2019. gada tika papildinats, nodroSinot ari nukleotidu

sekvencu izlidzinaganu. ST programmatiira ir rakstita C un C++ valodas.

Ka pasi Clustal Omega autori raksta sava publikacija, kura iepazistina ar savu gara darbu:
“Lielaka dala automatisko MSA metozu izmanto progresivas izlidzinasanas heiristiku, kura
izlidzina sekvences lielakos un lielakos apakslidzinajumos, sekojot zaroSanas kartibai koka. Ar
sarezgitibu O(N?) §is piegdjiens var padarit lidzinajumus, kas ir lielaki par paris tiikstosiem
sekvencu un nav liela garuma, tacu, kad apjomi paliek lielaki, rodas problémas. Progresivais
piegajiens ir ‘alkatigs algoritms’, kur kliidas, kas ir notikuSas sakotng&jas lidzinasanas solos, nevar
tikt izlabotas velak. Lai ar to cinitos, tikai izveidots konsistences princips. Tas ir atlavis radit jaunu
generaciju ar precizakiem lidzinatajiem, tadu uz skaitloanas jaudas rékina. Sis metodes piedava 5-

10% precizitates uzlabojumu, tacu tiek ierobezotas uz paris simtiem sekvencu.” [5]

Autori apgalvo, ka Clustal Omega ir tikpat precizs, tacu atlauj izlidzinajumus gandriz jebkada
izméra, pat 190 000 sekvencu uz viena procesora paris stundas. Novértéjuma testos Clustal Omega
esot daudz akurataks, ka izmantotas “atras” metodes, un salidzinams precizitaté ar 1&€najam

metodém.

Clustal Omega atSkirigais piegajiens ir metode, kura izmantota celveZza koka veidoSana.
Parasti ta sarez§itiba gan laika, gan atminas komponentgs ir O(N2), kur N — sekvencu skaits. Tiek

izmantots mBed algoritms, lai veidotu celveza koku, kura sarezgitiba ir O(N*log(N)) un koki esot
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tikpat precizi, cik citam metodém. mBed algoritms iegulda katru sekvenci n dimensijas, kur n ir
proporcionals log N. Katra sekvence tiek aizvietota ar n elementu vektoru, kur katrs elements ir
attalums 1idz vienai no n references sekvencém. Sie vektori tiek klasteriz&ti, izmantojot standarta

metodes (pieméram, ieprieks apskatita UPGMA). [5]

3.2. Kalign

Kalign ir visnesenak atjaunota no visam $aja darba apskatitajam programmattiram, publicéts

raksts 2019. gada Oktobri. ST programmatiira ir rakstita valoda C ar GNU publisko licenci.

Kalign ir progresiva lidzinajuma metode, kas autora vardiem “uztur labu balansu starp
precizitati un atrumu, salidzinot ar citam izlidzinaSanas programmam”. Ta ka ieprieks$¢ja Kalign
versija nesp&ja apkalpot desmit tiikstoSus sekvencu, kas nereti ir sastopams musdienas, tika radita

jauna.

Jauna Kalign versija izmanto DZina Maijersa (Gene Myers) aptuveno virknes savietoSanas
algoritmu. Algoritms aprékina precizu attalumu starp divam virkném, izmantojot paral€lu bitu
instrukcijas. Standarta implementacija maksimalais vaicajuma garums ir vienads ar datora vardu
(64 simboli), tacu algoritms izmantojot talaku paralelizaciju, izmantojot SIMD instrukcijas,
ieklaujot AVX un AVX2 instrukcijas, kas ir pieejamas uz visiem modernajiem datoriem.

Izmantojot $is instrukcijas, klust iesp&jams salidzinat sekvences ar garumu 256.

Lai noveértétu aptuvenu parisko sekvencu attalumu Kalign sken€ pirmos 256 simbolus no
1sakas sekvences par garako sekvenci. Attalums tiek definéts ka skaits, cik reizu ir nepiecieSams
labot vienu sekvenci, lai padaritu to par precizu otras sekvences kopiju, Prieks attali radnieciskam
olbaltumvielu sekvencém sekvencu lidziba ir parak zema, lai algoritms varétu noteikt jégpilnus

attalumus. Lidz ar to Kalign parveérs visas olbaltumvielu sekvences samazinata alfabéta. [26]
Talak Kalign izmanto celvezu koku konstrukcijas metodes tadas pasas ka Clustal Omega.

3.3. MAFFT

MAFFT (Multiple sequence Alignment Fast Fourier Transform) izmanto divas tehnikas, kas
atskiras no citam metodém - pirmkart, homologus regionus identificé ar atrajam Furjé
transformacijam (Fast Fourier transform). Saja metodé aminoskabju sekvences parveido uz

sekvencém, kuras satur tilpuma un polaritates vertibas katram aminoskabes atlikumam. Otrkart,
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vienkarSota punktu sist€ma tiek pielietota, kas samazina skaitloSanas laiku un palielina [idzinajumu

precizitati. MAFTT izmanto divu ciklu heiristiku — progresivo metodi — FFT-NS-2 un iterativo

precizéSanas metodi — FFT-NS-i. Progresivaja metodé zemas kvalitates pariskas distances tiek atri

izskaitlotas, tiek konstruéts pagaidu MSA, precizétas distances tiek aprékinatas no MSA. FFT-NS-

i metode ir viena cikla progresiva metode, ta ir atraka un mazak preciza ka FFT-NS-2. [27, 28]

3.4. MUSCLE

MUSCLE programmatiira arT ir rakstita C++ programmé&sanas valoda, neierobezotu licenci

un ar atvérto kodu.

“Algoritms ir sekojoss:

1) Pirma etapa mérkis ir veikt MSA, izv€loties atrumu virs precizitates:

a.

Tiek aprékinats k-meru attalums katram ievades sekvenéu parim, iegistot
attalumu matricu D1

D tiek klasteriz&ts izmantojot UPGMA, radot binaro koku K1

Tiek veikts progresivais lidzinajums, sekojot zaro$anas secibai Ki. Katrai lapai
tiek veidots profils no ievades sekvences. Mezgli koka tiek apmekléti prefiksa
kartiba (apakSmezgls pirms virsmezgla). Katra icksgja mezgla tiek veikts
pariskais [idzinajums no diviem apaks€jiem profiliem, radot jaunu profilu, kuru
pievieno attiecigajam mezglam. Tas rada MSA visam ievades sekvencém, ko

sauksim par MSA:.

2) Galvenais kludas célonis pirmaja soli ir aptuvena k-meru attaluma mériSana, kas

rezult€jas nepreciza koka. MUSCLE tapéc parrékina koku, izmantojot Kimura attalumu,

kas ir precizaks, tacu tam ir nepiecieSams lidzinajums.

a.

Tiek aprékinata Kimura distance katram ievades sekvencu parim no MSA1, radot
jaunu attaluma matricu Do.

Matrica D- tiek klasterizéta, izmantojot UPGMA, radot koku Ko.

Tiek veidots progresivais lidzindjums tapat ka soli 1.c. Sis tiek optimizéts,
aprékinot l1dzinajumus tikai tiem apakskokiem, kuru zaroSanas seciba mainijas

salidzinot ar K1

3) Parskatisana (iterativs solis, kas atkartojas vairakas reizes, lidz konvergencei vai ari

lietotaja definétam limitam)
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a. Malano K tiek izvéleta (malas tick apmeklétas dilstosa attaluma seciba, sakot no
saknes)

b. Ko tiek sadalits divos apakskokos, izdz&Sot malu. Katra apakskoka izlidzinajuma
profils tiek aprékinats

c. Jauns MSA tiek radits atkal, izlidzinot divus profilus.

Ja rezultats ir uzlabojies, tad jaunais lidzinajums tiek atstats, ja n€, tad izdzests.”

[29]
1.1 k-mer 1.2 1.3 progressive
counting UPGMA
'\/ J>
unaligned
sequences k-mer distance TREEA1
matrix D1 ﬂ 2.1 compute
<_> %ids from MSA1
7777777777777777777777777 < A Kimura distance
i T \:’ matrix D2
2.3 progressive 2 2 UPGMA
alignment TREE?2 /
P e
| ————
. i =&_—1 No,
— e VA~ delete
___________________ B =i = '
‘——— 3.3re-align MSA """" ¥ : Yes,
3.2 compute ~ profiles 3.4 SP 5 ——— save
subtree profiles score better? o n s
///
3.1 delete - S
edge from TREE2 R L o Ty

giving 2 subtrees

att. 3.1 MUSCLE algoritma vizualizacija [29]

MUSCLE algoritma vizualizacija ir redzama - att. 3.1.
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4, METOZU SALIDZINAJUMA PARAMETRI

Lai varétu salidzinat vairaku sekvencu izlidzinasanas metodes, nepiecieSams definét
parametrus, péc kuriem §1s metodes tiks vertetas, kuras ar1 Saja nodala tiek apskatitas. Literatiira
sastopami loti daudz un dazadi veidi, ka iesp&jams Sos izlidzinajumus novertet. Saja darba tiek

izveleti visbiezak sastopamie no kritérijiem.
4.1. BAIBASE

Vesturiski jaunu vairaku sekvencu izlidzinajuma programmatiiru novert€jumu veica ar mazu
apjomu programmas autora izvélétu testu kopu. Nedaudz vélak, pasas 20. gs. beigas saka izmantot
izlidzinajumu kopas, no strukturalam datubazém, tacu tas datubazes, kas taja bridi bija pieejamas,
apvienoja olbaltumvielas radnieciskas kopas. Izlidzinajuma netika strukturéti un klasificéti

specifiski prieks sistematiskas MSA programmatiiras noveérteésanas.

Lai veiktu So novert€§jumu korekti, nepiecieSams liels daudzums precizu references
izlidzinajumu, kurus var izmantot ka testa kopas. Izlidzinasanas efektivitate médz biit atkariga no
daudz un dazadiem faktoriem, piem&ram, sekvencu skaita, sekvencu garuma, sekvencu lidziguma,
inserciju skaita Iidzinajuma, u.tml. Tapéc sakotngji tika radita datu baze BAIiBASE (Novértéjuma
Izlidzinajuma datubaze — Benchmark Alignment dataBASE), kas satur augstas kvalitates, manuali
veidotus, dokumentétus izlidzingjumus, lai identificétu stipras un vajas puses pieejamajam
izlidzinasanas programmam. Izlidzinajumi ir balstiti uz tris dimensiju strukturalajam

superpozicijam (iznemot transmembranu sekvences).

Pirma BAIIBASE versija satur 142 references izlidzinajumus, kas satur vairak neka 1000
sekvencu. Izlidzinajumi tiek sadaliti ¢etras hierarhiskas referencu kopas, katra no §Tm kopam var
tikt sadalita vél mazakas grupas, atkariba no sekvencu garuma un lidziguma. Pirmaja versija
references izlidzinajumi risina problémas ar augstu mainibu, nevienadu pardaliSanu un iek$gjas

insercijas.

Otraja datubazes versija tiek pievienotas tris jaunas referencu kopas ar izlidzinajumiem, kas
satur strukturalus atkartojumus, transmembranu sekvences un cirkularas permutacijas, lai novertetu

atraSanas / prognozeSanas precizitati un So komplekso sekvencu izlidzinasanu.

Tresa versija, kas, izdota 2005. gada, ieklauj jaunas, izaicinoSakas testa kopas, kas precizak

ataino realas problémas, ar kuram sastopas, kad tiek lidzinatas lielas un sarezgitas sekvencu kopas.
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Izmantojot jaunu un pusautomatisku atjaunoSanas protokolu, olbaltumvielu skaits BAIiIBASE
datubaze tiek palielinats 1idz 6255 sekvencém. Papildus tiek pievienotas pilna garuma sekvences
priek$s visiem testu gadijumiem, kas atspogulo griitakos gadijums priek$ globala un lokala
izlidzinajuma programmam. Ceturta versijai tiek papildinata ar jaunam sekvencém, kas vairak

atbilst musdienu sekvencu izlidzinasanas prasibam. [30, 31, 32, 33]

4.2. Paru summas novertejums

Paru summas rezultats (Sum-of-Pairs score — SP) ir viens no parametriem, ar kuru ir
iespejams novertét vairaku sekvencu izlidzinasanas kvalitati. Ta ir plasi izplatita metode, kas
aprékina noveértgjumus visiem paru izlidzinajumiem no n sekvencé€m un papildus var novertét ari

vairaku sekvencu izlidzinajumu ar SP novert&jumu, kura formula ir:
n-1 n
SP novertéjums = Z Z S(,k) +GpP (4.1)
j=1 =k=j+1

, kur S(j, k) atgriez vertibu no vertibu matricas prieks$ atlikumu para j un k pozicija un GP —

ieprieks definéts spraugas “sods”. [34]

4.3. Kopéjais kolonnu novertéjums

Kopgjais kolonnu novértgjums (Total Column score — TC score) ir parametrs, kur§ sava
vertgjuma sniedz informaciju par to, cik precizu kolonnu ir $aja lidzinajuma. Kolonna ir

lidzinajuma viena simbola atraSanas vieta visas sekvences.

Kopgjais kolonnu novért&jums ir pavisam vienkarSa veértéSanas sistéma priek§ MSA, kas
katru kolonnu, kas satur vienadus atlikumus (attieciba pret references izlidzinajuma kolonnu)

noverte ar 1 un katru kolonnu, kura ta nav — ar 0, tadejadi atgriezot precizo kolonnu skaitu.

0, ja atlikumi ir vienadi

1, ja atskirigi (4.2)

d
TC novertejums = z {
i=1

, kur d = kolonnu skaits. [34]
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4.4. SkaitloSanas ilgums

SkaitloSanas ilgums ir loti svarigs parametrs, péc kura izveértét MSA programmas, jo
palielinoties sekvencu skaitam, un lielumam §1 probléma sak klit loti aktuala. Ka arT nakotné
biologisko datu apjoms tikai palielinasies un algoritma efektivitate kltst svarigaka. Lai objektivi
varétu novertét parametrus, kas attiecinami uz skaitlosanas ilgumu un jaudu, visi izlidzinajumi tiek

veikti uz viena datora ar parametriem:

e Procesors: Intel® Core™ i7-8750H CPU @ 2.20 GHz
e Atmina: DDR4 24 GB

Visas programmas tiek izpilditas Ubuntu 18.04 operétajsisteéma.
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S. PROGRAMMU IZVERTEJUMS

S1 darba rezultati ir uz dazadam datu kopam veikti izlidzinajumi ar visam darba apskatitajam
programmam un to novert€jums, izmantojot iepriekSminétos parametrus. Sakotngji tika sagrupétas
visas pieejamas un ieprieks apskatitas datu kopas un to datnes nosauktas atbilstosi to parstavétajai
kategorijai, lai atvieglotu rezultatu analizé$anas procesu. Lai veiktu izlidzinajumus, tika izmantots
Python skripts, kas atrodams sadala PIELIKUMI, kura tiek veikti izlidzinajumi, katrai datnei ar
katru programmatiiru, ka ar1 péc katras komandas izpildes tiek pierakstits komandas izpildes laiks,

lai var€tu novértét katras programmas veiktsp&ju pec tas izpildes ilguma.

Saja nodala rezultati tiks sagrupéti péc ta, kadas grupas dati tiek analizéti, un pastastits vairak
par datiem, kuri tiek izlidzinati, lai v&€rstu uzmanibu uz katras programmatiiras “stiprajam” vai

“vajajam” pusém, atkariba no to pielietojuma veida, kopa tiks izvertétas 10 dazadas kopas.

5.1. BAIIBASE references kopas

Saja nodala tiks izklastits grafisks iegiito rezultatu detalizéts apskats, sakotngji par katru (vai
ar1 dazas nodalas kopas ir apvienotas, ja nav iemesla izdalit atseviski) funkcionalo biologisko datu
kopu atseviski. Saraksta p&c secibas iztrikst 6 kopa, kura programmu izpildiSanas bridi bija brakéeta

stavoklT un netika izpildita.

5.1.1. Pirma kopa
Pirma BAIiBASE kopa ir sekvencu kopums, kas satur 164 FASTA failus, kuros katra ir 6 vai
mazak vienada attaluma sekvences, §aja kopa ir divas apakskopas, kuras atseviski neizdalisim, tacu

var minét, ka viena ir sekvences ar lielu atskiribu (mazak par 20% identitate), otra ir vidgja atskiriba

(20 — 40 % identitate). [30]
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Programmatiira

0,5 ® Clustal Omega
#Kalign
u o MAFFT
E os
i ’ e MUSCLE
B
=
[~
=
o 04
LIF]
3,
I
=
= 02
0,0
att. 5.1 SP novertejums 1. kopai
07 Programmatiira
' ® Clustal Omega
0,6 @Kalign
u ®MAFFT
E os
D e MUSCLE
' 04
(=]
[ =
=
n 0.3
il
I
E 02
0,1
0,0

att. 5.2 TC novértejums 1. kopai

Péc att. 5.1 un att. 5.2 datiem var redzét, ka MAFFT programma ir ar visaugstako rezultatu
gan peéc SP rezultata, gan péc TC rezultata, tacu starpiba starp otro augstvertigako rezultatu, kas ir
MUSCLE programmai, vai pat zemako raditaju Kalign nav liela, bet visi rezultati ir 10% robezas

no vidgjas vertibas.
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Programmatiira

® Clustal Omega
e Kalign
MAFFT

o MUSCLE

(]
4]

Vid&jais |zpildes laiks (s)
i

L]

M

att. 5.3 Vidéjais izpildes laiks 1. kopai

Izvertgjot izpildes laiku, var noverot lielu starpibu starp atrako (Kalign) un 1énako (MAFFT),
kura MAFFT programmas izpildes laiks no pargjiem rezultatiem ir ar 2.5 reizes ilgaku vidgjo
izpildes laiku ka vidgjais izpildes laiks. Toties var novertet ar1 Kalign atrdarbibu, kur rezultats ir
10 reizes 1saks, ka vidgjais lielums, tomér ar1 japiemin, ka péc TC un SP raditajiem Kalign bija ar

viszemako veértibu.

5.1.2. Otra kopa
Otra kopa ir radnieciskas sekvences un atskiriga “barenu sekvence”. Kopa satur 82 datnes.
[30]
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1,0 . Programmatiira

031 9.910,90 22031 # Clustal Omega
. eKalign
a ® MAFFT
& @ MUSCLE
= ooe
=
a
=
o
w
w 04
h
I
=
=
0z
0,0
att. 5.4 SP novertejums 2. grupai
Programmatiira
05 ® Clustal Omega
044 .
e Kalign
2 04 ® MAFFT
o @ MUSCLE
'5-*; 03
o
=
8]
[
£z
Ty
=
=
01
0.0

att. 5.5 TC novéertejums 2. grupai

P&c 2. grupas datiem - att. 5.4 un att. 5.5 ir loti labi novérojams, kap&c ir nepiecieSami vairaki
parametri, lai izvertétu vairaku sekvencu izlidzinaSanas metodes, péc SP novért€juma rezultati ir
praktiski vienadi un loti tuvu 1, kas liecinatu par to, ka izlidzinajumi visi ir vienadi un augsti
kvalitativi, tacu, nemot véra datu kopas specifiku, ka taja ir ieklauta §1 viena “barenu sekvence”,
kura ir at8kiriga no citam, tad ir nepiecieSams ar1 otrs novertgjums, kura varam redzet, ka starpiba
starp noveértéjumiem ir. Tapat ka pirmajai grupai, augstakais rezultats — MAFFT programmai,

zemakais Kalign, tacu Sai grupai Clustal Omega rezultats ir loti tuvs MAFFT.
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Programmatiira

® Clustal Omega
= e Kalign
MAFFT
3 e MUSCLE

Vid&jais |zpildes laiks (s)

3,1

(=]

att. 5.6 Videjais izpildes laiks 2. grupai
Vidgjais izpildes laiks att. 5.6 uzrada praktiski identisku ainu iepriek$gjai grupai, kur
visatrakais ar lielu starpibu ir Kalign, lenakais — MAFFT un Clustal Omega nedaudz 1énaka neka
MUSCLE.

5.1.3. Tresa, ceturta un piekta kopa

Tresas, ceturtas un piektas kopas rezultati sava starpa ir loti Iidzigi, tadg] tie tick apvienoti
vienos grafikos. Tresas kopas dati — 60 datnes, kuros ir sekvences ar apakSgrupam, kuru identitate
starp grupam ir mazaka par 25%. Ceturtas kopas dati — 49 datnes, sekvences ar N/C beigu

paplasinajumiem. Piekta kopa — 31 datne, sekvences ar iek§gjam insercijam. [30]
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Programmatiira

® Clustal Omega
08 e Kalign
wl
.5 ® MAFFT
:E 26 @ MUSCLE
3
=
%
04
m
i
T
-

0,0

4
Grupa

att. 5.7 SP novértejums 3., 4. un, 5. grupai

Programmatiira
0,61
0,6 : ® Clustal Omega
0,51 ®Kalign
w - -
E @ MAFFT
Ty
G 04 ®MUSCLE
3
=
=
M
LR
‘D 02
0,0
3 4 5
Grupa

att. 5.8 TC novéertejums 3., 4., un 5. grupai
3., 4. un 5. grupas dati att. 5.7 un att. 5.8 uzrada tadu pasu tendenci, ka ir novérots jau
ieprieksgjas sekvencu kopas — augstakie rezultati MAFFT programmai, kurai Sajas kopas loti tuvu

seko Clustal Omega.
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Programmatiira

® Clustal Omega
® Kalign

o MAFFT

# MUSCLE

10

6,6

Vid&jais |zpildes laiks Is)

Grupa
att. 5.9 Videjais izpildes laiks 3., 4. un 5. grupai
Tapat ka ar kvalitativajiem raditajiem ar1 izpildes laiks att. 5.9 uzrada tadu paSu tendenci,

kada noverota iepriek$gjos divos datu apskatos.

5.1.4. Sepfita un astota kopa
Septita un astota kopa jau ir no otras BAIIBASE versijas, izméri: septita — 8 datnes, astota 10
datnes. Septita kopa sastav no transmembranu olbaltumvielu kopam, apméram no 400

olbaltumvielu sekvencém. Astota kopa satur olbaltumvielas, kuras doménu sekojosa kartiba nav

saglabata.
Programmatiira
08 ® Clustal Omega
eKalign
w
5 D& pss ®MUSCLE
o
=
1L
=
2 937
04 37
a 0 0,35
w
m
ey
=
> 02
0,0

]

Grupa

att. 5.10 SP novértéjums 7. un 8. kopai
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Programmatiira
@ Clustal Omega

@ Kali
@ MUSCLE

£
L

idgjais TC novertejums
2
[

L=

02z

0,0

Grupa

att. 5.11 7C novértéjums 7. un 8. kopai
Siem datiem, kas redzami att. 5.10 un att. 5.11 specifika ir tada, ka trikst datu par MAFFT
programmu, jo $1 programma atteicas apstradat So kopu datus. Lidz ar to varam noveértét to, ka 7.
kopai vislabakie kvalitativie raditaji ir Clustal Omega programmai, tacu 8. kopai, kurai rezultati ir

salidzinosi loti vaji kopuma, vislabakais raditajs ir MUSCLE programmai.

Programmatiira
® Clustal Omega
e Kalign

10 o MUSCLE

Vid&jais lzpildes laiks is)

Grupa

att. 5.12 Vidéjais izpildes laiks 7. un 8. grupai
Vidgja izpildes laika izmainu nav, tik cik tas, ka trilkst MAFFT programmas, kas ieprieksgjos

noverojumos ir vislénaka.
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5.1.5. Devita kopa

Visa devita kopa ir BAIIBASE 3. versija, kura sastav no 224 datném iek§ cetram
apakSkopam, kuram kopa vél ir devinas apakSapakskopas, tacu tas atseviSki neizdalisim. Ta satur
olbaltumvielu kopas ar lineariem motiviem. Lineari motivi ieklauj svarigas funkcionalas vietas, ka
olbaltumvielu iedarbibas vietas, Stinu dalu mérka signalus, péctranslacijas modifikacijas vietas vai
SkelSanas vietas. STs vietas bieZi ir sastopamas nesakartotos regionos, kurus ir sarezgiti izlidzinat
ar klasiskam vairaku sekvencu izlidzinaSanas metodém. Vairums linearo motivu ir 3 lidz 10

aminoskabju garuma, un vairums satur nezinamus atlikumus. [32]
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att. 5.14 TC novertejums 9. grupai
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9. grupas datiem att. 5.13 un att. 5.14 redzami loti Iidzigi rezultati starp visam programmam,

principa pat varétu teikt, ka butiskas starpibas nav.

Programmatiira
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@ Kalign
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att. 5.15 Vidéjais izpildes laiks 9. grupai

Skatoties datus att. 5.15 varam redz&t, ka tendence vidgja izpildes laika ir tada pati, ka
ieprieksg€jas datu grupas, tacu Soreiz, nemot veéra to, ka kvalitates novertejumos starpibas nav, tad
§is grupas novért€jums parada to, ka Sajos gadijumos var€tu biitu optimali izvéleties atrako no

programmam, kas $aja (un ar1 visos pargjos gadijumos) ir Kalign.

5.1.6. Desmita kopa

Desmita kopa ir ceturtas versijas papildinagjums. Pievienotas 218 lielas, sarezgitas
olbaltumvielu kopas, veidotas, lai atainotu Sodienas sekvencu izp@tes prasibas. Ka arT balstas uz
tris premisém. Pirmkart, daudzas no eksistéjosam vairaku sekvencu izlidzinaSanas noveértéjuma
sisttmam, un lidz ar to arT MSA programmas, pastiprinati pieveér§ uzmanibu uz Sabloniem, kas ir
saglabati lielakaja dala sekvencu un nepietiekosi pievers uzmanibu retakiem Sabloniem, kas varétu
noradit uz apaks sugu specifiku vai art specifiku péc konteksta. Otrkart, eso§as MSA programmas
parsvara model€ lodveida doména struktiiru un evoliiciju. Kaut gan daudzas olbaltumvielas, it Tpasi
eikariotos ir nestrukturétas vai satur lielus nestrukturgtus regionus. Sie regioni bieZi satur motivus,
pieméram, signaliz€josas sekvences vai arl pectranslacijas modifikacijas, kuras iesaistas Siinas
regul&josas funkcijas. Visbeidzot, lielas caurlaidibas sekvenc€S$anas tehnologijas ir radijuSas
milzigus apjomus ar trok$nainiem datiem, ieklaujot fragmentaras vai citadi kltidainas sekvences,

kuras iespaido MSA programmu veiktspgju. [33]
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Programmatiira
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att. 5.17 TC novertejums 10. grupai
Rezultati, kas redzami att. 5.16 un att. 5.17 no visiem ieprieks apskatitajiem ir vissvarigakie,
Jjo datu kopas, kas izmantotas, raditas visnesenak, 1idz ar to vairak pielagotas Sodienas problému
risinaSanai un Sodienas realajam situacijam. Tacu aina butiski nav mainijusies, MAFFT programma

ir ar visaugstako novertejumu, kurai loti ciesi seko Clustal Omega programma.
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Programmatira
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att. 5.18 Vidéjais izpildes laiks 10. grupai
Apskatot att. 5.18 redzamos datus par izpildes vidgjo izpildes laiku, redzams, ka neraksturigi
iepriek§ redz€tajam, daudz lénaka neka pargjas ir programma MUSCLE, precizaka MAFFT
programmatiira V€l aizvien ir atraka par to, tacu jutami l€naka neka pargjas, Kalign darbojas loti
atri, apstradajot visas datnes praktiski momentani. Tacu, kam biitu japievérs uzmaniba, ir Clustal

Omega atruma un kvalitasu noveért&jums kopuma.

5.1.7. Kopvertejums
Iepriek§ atseviski izdalitas grupas tiek apvienotas un izvertéti rezultati. Kopuma tika

analizétas 859 datnes, kas tika sadalitas 9 grupas no BAIiBASE datubazes.

Sakotngji tiek analizéti rezultati, ignor&jot grupas, bet apskatot veért€juma parametrus par

visam datném kopuma.
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Programmatdra @ Clustal Omega @Kzlign ® MAFFT @MUSCLE
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att. 5.19 Izvertejums par visam BAliBASE datném

Skatoties att. 5.19, kur x ass ir vidgjais SP novértgjums, y ass — vidgjais TC noveértgjums un
burbula izmérs — vid€jais izlidzinajuma izpildes laiks, var noverot gan ieprieks redzamas tendences,
gan ar1 atklajas varbut iepriekS nepieminéta informacija. Ka jau ieprieks, apskatot rezultatus
atseviSki pa grupam, kvalitates raditajos augstakais noveért€§jums vienmér bija programmai
MAFFT, kas redzams ar1 Saja kopéja aina, ka ari tas, ka vidgjais izpildes laiks Sai programmai ir
lielaks, ka pargjam. Lidzigi noverojams ir ar1 tas, ka programma Kalign izcelas starp citam ar
visatrako izpildes laiku. Tacu, kas varbiit ieprieks, analiz€jot datus detaliz€ti nebija tik viegli
noveérojams — Clustal Omega, kuras kvalitates raditaji ir tuvu MAFFT uzraditajiem, ir caurméra

gan atraka, gan kvalitativaka par programmu MUSCLE.

Saja att. 5.19 gan zinama ietekme varétu bit pedgjas grupas lielajam skaitliskajam Ipatsvaram
attieciba pret citam grupam, tadejadi sava zina neprecizi atainojot proporcionalo veiktsp&ju dazada
tipa datos, tacu janem vera ari tas, ka pedgjas grupas dati, ir veidoti visnesenak, 1idz ar to ar péc

iespejas aktualaku skatu uz risinamam problémam

Vel iesp€jams salidzinat programmu veiktsp€ju atkariba no sekvencu daudzuma, sekvencu
garuma un simbolu skaita, kas tad ir nakamais analizes objekts. Sie dati tika iegiiti, no katras
BAIBASE datnes izgistot taja atrodamo sekvencu skaitu un sekvencu vidéjo garumu, salidzinot

ar SP un TC novertejumiem, un §1s datnes izlidzinaSanas izpildes laiku. Lai dati nebuitu tik saraustiti
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tie tiek apvienoti grupas, lai kopuma katra grafika nebiitu vairak pat 10 grupam (pieméram,

sekvencu garums 1-10, 11-20, u.t.t).

5.1.7.1. Sekvencu skaits

Programma @ Clustal Omega @Kalign ® MAFFT @ MUSCLE
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att. 5.20 Sekvencu skaita un SP novertéjuma grafiks
att. 5.20 redzamaja grafika, kur uz X-ass redzams sekvencu skaits un uz Y-ass vidgjais SP
novertejums griti saskatit kadu realu likumsakaribu, kas lautu domat, ka kadai no programmam ir

priekSrocibas vai tieSi otradi minusi atkariba no sekvencu skaita, vertgjot pe€c SP novertgjuma

parametra.
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Programma @ Clustal Cmega @Kalign ® MAFFT @ MUSCLE
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att. 5.21 Sekvencu skaita un TC novertejuma grafiks
P&c att. 5.21 redzamajiem datiem jau paradas aina, kura visas programmu Iiknes nekustas
simetriski, bet gan ir ar1 izlecgji, kas atbalsta ieprieks jau noveroto situaciju. Ieprieks, analiz€jot
10. kopas datus (kuros ir sarezgitakas sekvences, lielaki datu apjomi, ka citas) Clustal Omega
uzradija labakus rezultatus, ka ieprieks noverots. ArT $aja bildé redzams, ka palielinoties sekvencu
skaitam TC novertéjuma starpiba starp Clustal Omega un citam programmam ir ar krietni lielaku

plaisu, ka pie zemaka sekvencu skaita.
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att. 5.22 Sekvencu skaita un izpildes laika grafiks
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att. 5.22 redzamais grafiks diezgan neparprotami liecina par MUSCLE programmas

grutibam, kas rodas palielinoties sekvencu skaitam — loti strauji pieaug vidgjais izpildes laiks.

5.1.7.2. Vidéjais sekvences garums

Programma @ Clustal Omega @ Kalign ® MAFFT @MUSCLE
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att. 5.23 Vidéja sekvences garuma un SP novertéjuma grafiks

Lidzigu ainu ka ieprieks§ apskatitaja att. 5.20, tapat ari att. 5.23 nav redzamas stingras

likumsakaribas starp vidéjo sekvences garumu un SP novertgjumu.
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att. 5.24 Vidéja sekvences garuma un TC novértéjuma grafiks
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att. 5.24 ari neuzrada acimredzamas likumsakaribas, lai varétu sakt domat par vidgjas

sekvences garuma ietekmi pret TC noveértgjumu Saja darba apskatitajas programmas.
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att. 5.25 Vidéja sekvences garuma un izpildes laika grafiks
Loti interesantu ainu uzrada att. 5.25, kura izpildes ilgums ilgakais visam programmam ir
sekvenceém apmeéram 850 simbolu garuma. Ka art interesanti, ka Clustal Omega piedzivo loti
Iézenu kapumu pret sekvencu garumu, atSkiriba no MAFFT un MUSCLE, kur var novérot lielu
starpibu. Ka arT jau ieprieks noverots, tad programmas Kalign izpildes atrums ir gandriz absoliiti

neatkarigs no ievades datiem (vismaz tik detalizeti, cik Saja darba tiek apskatits).
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5.1.7.3. Simbolu skaits
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att. 5.26 Simbolu skaita un videja SP novertéjuma grafiks
Ipatnéja aina novérojama att. 5.26, jo Kalign kritums pie 180 - 230 tiiksto$ simbolu skaita, ir
inverss MAFFT un ari Clustal Omega kapumam attieciba pret citam sekvencém. Skatoties datos,
redzams, ka Saja amplitiida ir sekvences, kuras biologiski raksturotas ka sekvences ar pozitiviem

lineariem motiviem.
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att. 5.27 Simbolu skaita un videja TC novertéjuma grafiks

50



ArT 8aja att. 5.27 ir redzams MAFFT un Clustal Omega kapiens pie regioniem 100 — 150 un
210 — 250 tukstosi simboli. Ja 210 — 250 tiiksto$ simbolu regions tika apskatits jau pie ieprieksgja
grafika, tad 100 — 150 ir jaunums, kur atlasot datus, redzams, ka tas ir parsvara 10. grupas
sekvences, kuras redzams liels apjoms un trokSnaini dati, reproducgjot miisdienu sekvencéSanas

izaicinajumus.
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att. 5.28 Simbolu skaita un vidéja izpildes laika grafiks

Saja att. 5.28 uzskatami paradas programmas MUSCLE lielaka probléma — pie lielakiem datu
apjomiem programmai strauji palielinas izpildes laiks, ka arT ka nakamaja nodala biis redzams pie
realiem datiem, ka programma nesp€ apstradat lielus datu apjomus. Pargjas programmas
komentgjot, var pieminét, ka Tpatngji izskatas MAFFT un Clustal Omega grafiki, kuru izpildes
laiki, Iidzigi ka ieprieksgja nodala sartik pie lielakiem apjomiem. Autoraprat, tas, visticamak, ir

datu kopas 1patnibas rezultata.

5.2. Reali dati

Lai parbauditu, ka darbojas algoritmi uz realam un apjomigam datu kopam, tika izgiti dati
no NCBI datubazes. Tika izveleti virusu RNS dati §adu iemeslu del: Pirmkart, ieprieks apskatitie
salidzinajumi norisinajas uz olbaltumvielu sekvencém, Iidz ar to, lai tiktu apskatits p&c iespgjas
plasaks darbibas loks, tad tika izv€letas sekvences ar nukleotidu datiem. Otrkart, pirms §1 darba

1zstrades, darba ideja radas, stradajot pie virusu RNS sekvencu izlidzinasanas praimeru izstradei,
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tadejadi, salidzinot algoritmu darbibu uz Stm datu kopam, tikt pie praktiski izmantojamiem

rezultatiem.

Zemak 5.1. tabula redzams izvél&to realo datu raksturojums, kas tas ir par organismu (ja nav
ipasi minéts, tad ta saimniekorganisms ir cilvéks), no kura pasaules regiona, cik liels ir sekvencu

skaits un kads, ir vidgjais sekvences garums, ka ar1 analiz€jamas datnes izmérs.

5.1 tabula
Izmantoto datu ipasibas
Sekvencu informacija Sekvencu Vidgjais sekvences = Datnes izmers
skaits garums
HIV virusa RNS sekvences, 399 516 238 KB
Eiropa
HIV virusa RNS sekvences, 758 707 595 KB
pasaule
SARS-CoV-2 virusa RNS 245 15780 3873 KB
sekvences, Kina
C Hepatita virusa sekvences, 4894 836 4459 KB
Lielbritanija
HIV virusa RNS (visos 4721 951 4903 KB
saimniekorganismos), pasaulé
Gripas RNS sekvences, 10252 1561 17069 KB
Dienvidamerika
Gripas sekvences, Australija 15416 1646 26947 KB
C Hepatita virusa sekvences, 39877 706 31400 KB
Eiropa
[35]
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Diemzel uz realam datu kopam nav iesp&jams veikt SP vai TC novertejumu, jo to iegtiSanai
ir nepiecieSams references izlidzinajums, péc kura tiek novertéts jaunais izlidzinajums, lidz ar to
realas datu kopas verteésim tikai izpildes laiku atkariba no ta, cik daudz sekvencu, cik garas ir

sekvences un cik daudz simbolu sekvencu datné.

Ka ari talak esoSajos grafikos tiks apskatitas tikai 3 programmas — MAFFT, Clustal Omega,
Kalign, tadel, ka, MUSCLE nav paredz&ta nukleotidu sekvencu izlidzinasanai (ir opcijas to veikt,

bet tas netiek atbalstitas un izpildes laika rodas kludas).
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att. 5.29 Sekvencu skaita un izpildes laika grafiks

Grafika, kas redzams att. 5.29 loti uzskatami redzama MAFFT un Clustal Omega izpildes
laika palielinasanas sekvencu skaitam palielinoties. Tacu jau sakot ar $o grafiku varam novérot
atSkiribu starp rezultatiem, ko ieglistam no realiem datiem un ieprieks iegiitajiem BAliBASE kopu
datiem. Clustal Omega izpildes laiks 1énaks neka MAFFT (iznemot péd&jo, apjomigako datni),
kaut gan ieprieks iegiitie rezultati radija tiesi pretejo. Talakos petijumos biitu interesanti izpétit, vai
tas ir saistits ar to, ka $aja nodala tiek izmantotas nukleotidu sekvences, bet ieprieks — olbaltumvielu

sekvences.

53



Programma @ Clustalo Omega @ Kalign @ MAFFT
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att. 5.30 Vidéja sekvencu garuma un izpildes laika grafiks

att. 5.30 redzamais grafiks ir izdevies diezgan neveiksmigs, jo tam sanak diezgan
neproporcionali dati, starp sekvencu garumu 3000 un 15000 ir milziga sprauga bez datiem, lidz ar
to vizualais att€ls uzrada neadekvatu bildi, ka arT pirmais pikis rodas no ta, ka ir 40 tukstoSu
sekvencu liels fails, kura sekvencu vid€jais garums ir ~700 simbolu. Lai padaritu bildi saprotamaku

tiks nofiltréti izlecgji.
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att. 5.31 Vidéja sekvencu garuma un izpildes laika grafiks (bez izlécéjiem)
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att. 5.31 jau ir saprotamaks un ir redzama sakariba, starp vid€jo sekvencu garumu un izpildes

laiku.

Programma @Clustalo Omega @ Kalign ® MAFFT
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att. 5.32 Simbolu skaita un izpildes laika grafiks

att. 5.32 redzama aina apstiprina att. 5.29 novéroto, ka kopuma uz Siem datiem Clustal

Omega ir bijis 1&énaks neka MAFFT, iznemot lielako no datném.
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REZULTATI

S1 darba ietvaros tika salidzinatas &etras programmas, kuras veic vairaku sekvenéu
izlidzinasanu. Saja nodala tiks apkopoti iegiitie rezultati un salidzinati ar §o programmu autoru

veiktajiem salidzinajumiem, ka ar7 veikts atskats uz darba mérku un uzdevumu izpildi.

Vertgjot programmas péc to izlidzinajumu kvalitates raditajiem — SP un TC novertgjumiem,
stabili augstakie rezultati tika sasniegti ar MAFFT programmu, kas sakrit arT ar citu pétijumu
rezultatiem. Pasu MAFFT autoru publikacija, kura tiek prezenteta §1 programma, gan nav
saltidzinajums ne ar vienu no $aja darba apskatitajam programmam, jo tas publicéts 2002. gada.
[28] Lidzvertigi rezultati redzami arT Clustal Omega publicétaja raksta, ja runa ir par BAIIBASE
datu kopu, MAFFT rezultati no $STm 4 programmam ar $aja publikacija ir visaugstakie (Saja 2011.
gada publikacija gan nav ieklautas jaunakas datu kopas, kas ieklautas p&c tam). Interesanti, ka ar1
Prefab referenéu kopai, kas, minéta Saja pasa publikacija sakrit novért&jums, tacu veicot
novertéjumu pret HomFam referen¢u kopu MAFFT rezultati ir zemaki gan par Clustal Omega, gan

Kalign (salidzinats gan ar novecojusu Kalign versiju) rezultatiem (ta¢u augstaki par MUSCLE).

[5]

Viszemakos kvalitates vert§jumus uzradija Kalign programma, kas gan sakrit, gan nesakrit
ar §1s programmas autoru publicéto pétijumu 2019. gada. Autori uzradijusi rezultatus kopa
caurm@ra pret vairakam referencu kopam, izveért€jot péc SP novértgjuma, kuras kopuma bija
lidzigs, kadu uzradija Clustal Omega un MUSCLE (8aja pétijjuma MAFFT programma netika
ieklauta). Autori art sava publikacija min, ka tieSi BAliBASE referencu kopai Kalign ir uzradijusi

sliktakus rezultatus. [26]

Ja tiek apskatits programmu noveértéjums péc izpildes laika, tad visatraka programma ir
Kalign, kas atbilst arT pasu autoru uzstadijumam. So salidzinat ar citiem pétijumiem ir griiti, jo §1
jaunaka versija ir iznakusi 2019. gada, l1dz ar to par€jo publikacijas nav bijusi ieklauta. Par pargjam
3 programmam S$aja darba nav viennozimigu secinajumu — vislieclakas problémas, izpildot
programmas, bija ar MUSCLE, kuras izpildes laiki bija nestabili, pret referencu kopu Iénaka bija
programma MAFFT, bet pret realajiem datiem — Clustal Omega, 1idz ar to Sis ir jautajums, kurs,
visticamak, butu japéta talak ar lielaku datu variaciju, un stabilakiem skaitloSanas apstakliem.
Clustal Omega publicgtaja petijuma starp $Tm 3 programmam ka vislénaka ir uzradita— MUSCLE,

tad Clustal Omega un ka atraka MAFFT. [5]
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Pec Saja darba iegttajiem rezultatiem, autoraprat, Kalign ir efektiva programma, ka iegiit
pirmreiz&jus rezultatus, lai intuitivi var€tu izvertét sekvences un, iespgjams, no Siem rezultatiem
veikt lémumus par talako planu, ja nepieciesSami p&c iesp&jas precizaki rezultati, tad izvéle biitu par

labu programmai MAFFT.

Veicot programmu salidzinajumu, tika iegiiti 3 veidu dati, kvalitates 4 — SP un TC
novért&jumu rezultati par katru datni, ka arf izpildes laiks katrai datnei. Sie rezultati tika apkopoti,

un atteloti grafikos, lai varétu uzskatami uzradit $1 darba rezultatus.

57



SECINAJUMI

Veicot literaturas izpéti par darba tému, tika iegits papildu apstiprinajums biologisko datu
analizes problémas aktualitatei, kur dala no risinajuma ir tieSi efektivas vairaku sekvencu

izlidzinasanas metodes.

S1 darba ietvaros tika apskatitas cetras industrija plaSi izmantotas vairaku sekvencu
izlidzinasanas programmas, par kuram darba veikts izklasts gan par pasam programmam, gan

galvenajiem algoritmiem, kas Sajas programmas ir kopigi vai tiesi otradi atskiras.

Lai veiktu programmu salidzinajumu, autors izpétija literatiru un citu ieprieks paveikto, lai
izveletos datu kopas un parametrus, péc kuriem tika veikta programmu salidzinasana. Programmas
tika salidzinatas gan pret simul&tam datu kopam, kuram pieejami art references izlidzinajumi, gan

ar1 p&c programmu izpildes laikiem gan $§im pasam simul&tajam kopam, gan realiem datiem.

Darba mérkis, autoraprat, ir izpildits, jo par programmam ir iegiita gan ieprieksgjo petijjumu

apstiprinosa informacija, gan jauni rezultati, kuri ieprieks, veicot literatliras izpéti, netika atrasti.

Talak So virzienu vargtu pétit, gan papildinot programmu klastu ar kadu no industrijas
profesionalajam maksas programmam, gan paplaSinot references datu apjomu. Doktorantiira

iesp&jams turpinat darba tému, izstradajot jaunu vairaku sekvencu izlidzinasanas programmu.
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PIELIKUMI
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1. PIELIKUMS

Kods sekvencu izlidzinajuma veikSanai un izpildes laika mériSanai (Python)

import os

import time

import csv

from functools import wraps

from subprocess import run, PIPE

fieldnames = ['no', 'software', 'filename', 'execution time']
execution data = []

def timefunc (func) :
@wraps (func)
def time closure(*args, **kwargs):
global counter
start = time.perf counter()

result = func(*args, **kwargs)
time elapsed = time.perf counter() - start
execution data.append (
{'no': counter, 'software': func. name , 'filename': args[0], 'execution time':

time elapsed})
counter += 1
return result
return time closure

@timefunc
def clustalo(filename) :
new_filename = filename.split(".")[0] + '.msf'

os.system(f"clustalo -i final/data/{filename} -o final/outputs/clustalo/{new filename} --
outfmt=msf")

@timefunc
def kalign(filename) :
new_filename = filename.split(".")[0] + '.msf'
os.system(f"./kalign-3.3.1/src/kalign -i final/data/{filename} -o
final/outputs/kalign/{new filename} --format msf"
@timefunc

def mafft (filename) :
os.system(f"mafft --auto final/data/{filename} > final/outputs/mafft/{filename}")

@timefunc
def muscle (filename) :
new filename = filename.split(".")[0] + '.msf'

os.system(f"muscle -in final/data/{filename} -out final/outputs/muscle/{new_filename} -msf")

for filepath in new filepaths:
for software in (kalign, clustalo, muscle):
software (filepath)

with open('elapsed time data.csv', 'w') as f:
writer = csv.DictWriter (f, fieldnames=fieldnames)
writer.writeheader ()
for data in execution data:
writer.writerow(data)
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2. PIELIKUMS

Kods izlidzinajumu novértéjuma iegiis§anai, izmantojot BALIBASE riku (Python)

from subprocess import run, PIPE

def baliscore (software, filename) :
fn = filename.split ('.") [0]
output = run(["./BAliBASE R9/src/bali score",
f"final/references/{fn}.msf", f"final/outputs/{software}/{fn}.msf"],
stdout=PIPE)
return output

if name == ' main_ ':
with open("baliscore 5.csv", 'w') as f:

f.write (f"software, filepath, tcscore, spscore\n")
for index, filepath in enumerate (new filepaths):

for software in ['clustalo', 'muscle', 'kalign', 'mafft']:

output = baliscore(software, filepath)
try:
tc _score = output.stdout.decode ('utf-8"') .strip() .split ("TC
score=") [1].split ("\n") [0].strip ()
sp_score = output.stdout.decode('utf-8").strip() .split ("SP
score=") [1].split ("\n") [0].strip ()
except IndexError:
continue

with open("baliscore 5.csv", 'a') as f:
f.write (f"{software}, {filepath}, {tc_score}, {sp _score}\n")
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