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Glava 1

Kako locirati mutacije koje
izazivaju bolesti?

U bioinformatici je ¢est problem ispitivanja da li se jedna ili viSe kra¢ih niski pojavljuje unutar
duze niske. Zbog brojnih primena, od velikog je znacaja da algoritmi za resavanje ovih problema
budu efikasni. Predstavi¢éemo jednu od primena a u nastavku ¢emo razmotriti nekoliko nacina za
reSavanje ovog problema.

1.1 Mapiranje ocCitavanja

Do sada smo govorili o sekvencioniranju genoma na nivou vrste i pomenuli nekoliko biljnih i
zivotinjskih vrsta za koje je sekvencioniran genom, izmedu ostalog i coveka. Ipak, znamo da je
za svaku jedinku genom jedinstven i da ne postoje dve jedinke sa istim genomom, ¢ak ni ako su
jednojajcani blizanci. S tim u vezi mozemo postaviti sledeé¢e pitanje: kada govorimo o genomu
na nivou vrste, da li govorimo o genomu jedne jedinke? Odgovor je negativan. Naime, u projektu
prvog sekvencioniranja genoma ¢oveka, koriséeni su uzorci ¢ak 13 osoba koji su potom sastavljeni
u sekvencu koju danas nazivamo referentnim ljudskim genomom. Ova sekvenca predstavlja veliko
uopstenje pojma genoma coveka jer izmedu genoma dva ¢oveka postoje brojne razlike: na oko 3
miliona pozicija (0.1%) postoje supstitucije, zatim insercije i delecije koje se mogu prostirati na
nekoliko hiljada nukleotida, kao i izmene pozicija celih gena.

Ipak, bez obzira na velike razlike, referentni genom moze posluziti kao gotova slika slagalice koju
pokusavamo da sastavimo od oCitavanja genoma iz sekvencera. Takode, referentni genom nam
moze pruziti uvid u promene koje se deSavaju na odredenim genima a koje mogu ukazivati na
postojanje razlicitih genetskih oboljenja ili sklonost ka njima. Neki geni se pojavljuju u razlicitim
formama i sli¢éni su kod retko koje dve osobe, a neki su konzervirani kod veéine jedinki i promene
na njima su od znacaja. Da bismo utvrdili razlike, potrebno je da, nakon $to dobijemo oc¢itavanja
genoma jedne osobe, utvrdimo da li se ona pojavljuju u referentnom genomu koji predstavlja
mnogo duzu nisku od o¢itavanja. Ovaj postupak se Cesto naziva mapiranje ocitavanja i podrazu-
meva egzaktno ili priblizno uparivanje Sablona (o¢itavanja, krace niske) u tekstu (genoma, duze
niske), sto je prikazano na slici 1.1.
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CTGAGGATGGACTACGCTACTACTGATAGCTGTTT
GAGGA CCACG TGA-A

Slika 1.1: Primer mapiranja oc¢itavanja; gornja niska predstavlja referentni genom, a donje niske
oc¢itavanja individualnog genoma

1.2 Egzaktno uparivanje sablona

Za pocetak, posmatrac¢emo jednostavniji problem pronalazenja pozicija na kojima ocitavanja eg-
zaktno poklapaju sa referentnim genomom. Razlikujemo dve verzije ovog problema: jednostruko
i viSestruko uparivanje Sablona.

Problem jednostrukog uparivanja Sablona:
Ulaz: Niske Pattern i Genome.
Izlaz: Sve pozicije u niski Genome gde se niska Pattern pojavljuje kao podniska.

Problem viSestrukog uparivanja Sablona:
Ulaz: Kolekcija niski Patterns i niska Genome.
Izlaz: Sve pozicije u niski Genome gde se niske iz kolekcije Patterns pojavljuju kao podniske.

1.2.1 ResSenje pomocéu grube sile

Ovaj problem se moze resiti grubom silom. Algoritam se sastoji u tome da se linearno kre¢emo
kroz genom i proveravamo da li se dati Sablon poklapa sa podniskom genoma iste duzine, koja
pocinje na toj poziciji (slika 1.2).

panamabananas Genome
n Pattern
panamabananas Genome

nana Pattern

Slika 1.2: Uparivanje Sablona grubom silom - nepoklapanje i poklapanje

Vreme izvrSavanja algoritma u slucaju jednostrukog uparivanja je O(|Genome| - |Pattern|), dok
je u slucaju vigestrukog O(|Genome| - | Patterns|), gde je | Patterns| suma duzina elemenata liste
Patterns. Duzine |Genome| i |Patterns| su veoma velike, na primer duzina ljudskog genoma je
oko 3 GB, dok ukupna duzina svih o¢itavanja moze biti ve¢a od 1 TB. Zbog toga je algoritam
slozenosti O(|Genome| - |Patterns|) previse spor.

1.2.2 ResSenje pomocu stabala

Razlog velike neefikasnosti prethodnog algoritma jeste u tome §to se za svaki Sablon nezavisno
ispituje da li se nalazi u genomu. Ako nisku Genome zamislimo kao put, onda bi izvrSavanje
algoritma grube sile bilo analogno voznji svakog Sablona po putu u zasebnom automobilu. Ono
§to zelimo jeste da sve Sablone smestimo u jedan autobus, ¢ime bi nam bio dovoljan samo jedan
prolazak kroz nisku Genome. Ova ideja se moze realizovati na dva nacina:
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1. tako §to ¢emo sve Sablone iz Patterns predstaviti jednim stablom (prefiksno stablo, eng.
trie)

2. tako Sto ¢emo nisku Genomes predstaviti jednim stablom (sufiksno stablo, eng. suffix trie)

U ovom poglavlju ¢emo se fokusirati na sufiksna stabla. Resenje dato preko prefiksnih stabala
kao i na¢in njihove konstrukcije mogu se pronac¢i u materijalima sa vezbi.

Sufiksno stablo za datu nisku date niske predstavlja stablo formiran na osnovu svih sufiksa te
niske. Ovo stablo ima sledece karakteristike:

Svaka grana je obelezena jednim slovom

Grane koje izlaze iz jednog ¢vora obelezene su razli¢itim slovima

Svaka putanja stabla od korena do lista predstavlja jedan sufiks niske

Svaka putanja stabla od korena do unutrasnjeg ¢vora predstavlja jednu podnisku niske

Pre pocetka konstrukcije sufiksnog stabla, na nisku dodajemo simbol $ kao oznaku kraja. Na
slici 1.3 nalazi se sufiksno stablo za nisku panamabananas.

Slika 1.3: Sufiksno stablo za nisku panamabananas

Proveru da 1i se dati Sablon nalazi u tekstu vrsimo tako §to trazimo putanju u sufiksnom stablu
koja je jednaka Sablonu. Ukoliko dode do nepoklapanja, pretraga je neuspesna. U suprotnom,
pretraga je uspesna. Primeri za obe pretrage su dati na slikama 1.4 1 1.5.
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Slika 1.4: Uspesno pronalazenje niske u sufiksnom stablu

Slika 1.5: Neuspesno pronalazenje niske u sufiksnom stablu

Ovim postupkom mozemo utvrditi da li se S8ablon pojavljuje u tekstu, ali ne i na kojoj poziciji.
Za to moramo dodati jo§ informacija u stablo. Svakom listu dodamo pocetnu poziciju sufiksa u
niski Genome koji se zavrsava u tom listu (slika 1.6).
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Slika 1.6: Sufiksno stablo sa numerisanim listovima

Sada lako mozemo da utvrdimo pozicije u tekstu odakle pocinje pojavljivanje Sablona. Kada
pronademo uparivanje, nastavimo sa kretanjem nanize do lista, gde je oznacena pozicija odakle

pocinje pojavljivanje podniske (slike 1.7 1 1.8).

1 2 [*]

Slika 1.7: Primer nalazenja pozicije nakon uparivanja
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Slika 1.8: Primer nalazenja pozicije nakon uparivanja - vise poklapanja

Razmotrimo koliko je prostora potrebno za smestanje ovakve strukuture. Najvise mesta ¢e zauzeti
stablo kod koga svi unutrasnji ¢vorovi imaju ta¢no jednog potomka. Za njegovo smestanje bice
neophodno O(|Suf fizes|) évorova gde je |Suf fizes| suma duzina svih sufiksa koja za genom
duzine n iznosi n(n + 1)/2 = O(n?). To znaci da je za smestanje sufiksnog stabla niske Genome
potrebno O(|Genome|?) prostora.

Prostornu slozenost je moguce smanjiti kompresijom grana tako sto ¢emo sve susedne grane
sa ulaznim i izlaznim stepenom 1 spojiti u jednu granu i oznaciti niskom dobijenom oznakama
spojenih grana (slika 1.9). Ovako dobijena struktura se naziva kompresovano sufiksno stablo
(eng. suffix tree). U nastavku éemo sufiksno stablo nazivati nekompresovanim sufiksnim stablom,
a kompresovano samo sufiksnim stablom.

Slika 1.9: Kompresovano sufiksno stablo

Umesto niskama, grane sufiksnog stabla mozemo oznaciti uredenim parovima gde je prvi ¢lan
indeks pocetka sufiksa a drugi njegova duzina. Uz to, ¢uvamo celu nisku |Genome| (slika 1.10).
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panamabananas$

Slika 1.10: Sufiksno stablo sa granama ozna¢enim uredenim parovima

Prostor za smestanje ovakvog stabla proporcionalan je broju njegovih ¢vorova. U stablu se nalazi
|Genome] listova, po jedan za svaki sufiks. Broj unutrasnjih ¢vorova je strogo manji od |Genome]
jer da nije, to bi znacilo da postoji unutrasnji ¢vor stepena jedan koji je spojen sa listom, a takvi
¢vorovi su kompresijom eliminisani. Ukupan broj ¢vorova je stoga < |Genome| 4+ |Genome| — 1
i linearan je po duzini teksta (O(|Genomel|)).

Analizirajmo prostornu i vremensku slozenost algoritma za konstrukciju sufiksnog stabla (ko-
ji se moze dobiti prilagodavanjem algoritma za konstrukciju prefikcsnog stabla i koji ovde ne
navodimo) i za nalazenje Sablona unutar teksta:

e Vremenska slozenost:
— O(|Genomel?) za konstrukciju sufiksnog stabla tako §to se prvo konstruise nekompre-
sovano sufiksno stablo.

— O(|Patterns|) za nalazenje uparivanja.
e Prostorna slozenost:
— O(|Genome|?) za konstrukciju sufiksnog stabla tako §to se prvo konstruise nekompre-
sovano sufiksno stablo.
— O(|Genomel|) za ¢uvanje sufiksnog stabla.

Pored toga, postoje algoritmi sa linearnom prostornom i vremenskom slozenoséu (koje takode ne
pokrivamo):

e Vremenska slozenost

— O(|Genomel|) za konstrukciju sufiksnog stabla direktno.
— O(|Patterns|) za nalazenje uparivanja.
— Ukupno O(|Genome| + |Patterns|)

e Prostorna slozenost:

— O(|Genome|?) za konstrukciju sufiksnog stabla direktno.
— O(|Patterns|) za cuvanje sufiksnog stabla.
— Ukupno O(|Genomel|)

1.2.3 Kompresija niski i Barouz-Vilerova transformacija

Linearna prostorna i vremenska slozenost deluju kao idealno resenje za problem egzaktnog upari-
vanja Sablona. Medutim, O-notacija ignorise konstante, a najpoznatija implementacija sufiksnih
stabala zahteva 20 -|Genome| (npr. veli¢cina humanog genoma je 3GB, pa je za smestanje sufik-
snog stabla potrebno 60 GB sto je i dalje unapredenje u odnosu na 1TB). Postavlja se pitanje
da li mozemo smanjiti faktor konstante. Odgovor nam daje kompresija genoma.
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1.2.4 Kompresija genoma

Glavna ideja ovog resenja jeste da se smanji koli¢ina memorije potrebna za ¢uvanje niske Genome.
U niski Genomel na slici 1.12 imamo nekoliko uzastopnih ponavljanja jedne aminokiseline koje
nazivamo ranovima (eng. runs): prvo uzastopna ponavljanja aminokiseline G, pa C i tako dalje.
U niski Genomel na istoj slici imamo uzastopna ponavljanja nizova aminokiselina koje nazivamo
ripitima (eng. repeats): prvo uzastopna ponavljanja GAC, pa CATT i tako dalje.

Genome 1
GGGGGGGEEECCCCCCCCCCCARAAAAATTTTTTTTTTTTTTTCCCCCG

Genome 2

GACGACGACGACCATTCATTCATCATTACGTAGACGTAGCACCCC

Slika 1.11: Ranovi i ripiti

Ponavljanje ranova mozemo lako kodirati kao $to je prikazano na slici 1.12.

Genome
GGGGGGGGGEGCCCCCCCCCCCARAAAAAATTTTTTTTTTTTTTTCCCCCG

|

10G11C7A15T5C1G

Run-length encoding

Slika 1.12: Kodiranje duzina ranova

Ovakvo kodiranje ne bismo mogli da primenimo direktno na realne genomske sekvence jer u njima
nema mnogo ranova. Sa druge strane, u njima se nalazi veliki broj ripita. To znaci da bismo, ako
bismo uspeli da ripite konvertujemo u ranove, mogli na tako konvertovanu genomsku sekvencu da
primenimo kodiranje duzine ranova. Konverzija ripita u ranove se moze izvesti pomoc¢u takozvane
Barouz-Vilerove transformacije (skrateno BWT).

1.2.5 Barouz-Vilerova transformacija

Na slici 1.13 prikazan je postupak za dobijanje BWT niske panamabananas. Za datu nisku,
potrebno je formirati sve njene cikli¢ne rotacije (levo). Zatim, potrebno je leksikografski sortirati
dobijene rotacije (desno). Barouz-Vilerova transformacija predstavlja poslednju kolonu matrice
sortiranih rotacija: smnpbnnaaaaa$a.
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panamabananass$
$panamabananas
s$panamabanana
as$panamabanan
nass$panamabana
anas$panamaban
nanas$panamaba
ananas$panamab
bananas$panama
abananas$panam
mabananas$pana
amabananas$pan
namabananas$pa
anamabananass$p

$panamabananas
abananas$panam
amabananas$pan
anamabananass$p
ananas$panamab
anas$panamaban
as$panamabanan
bananas$panama
mabananas$pana
namabananas$pa
nanas$panamaba
nas$panamabana
panamabananas$
s$panamabanana

Slika 1.13: Barouz-Vilerova transformacija

Kao §to vidimo, poslednja kolona ima veéi broj ranova nego izvorna niska i njihove duzine se
mogu kodirati. Dakle, kompresija genoma podrazumeva sledec¢e korake:

Genome
Barouz-Vilerova J Konverzija ripita
transformacija u ranove
BWT(Genome)

J Kodiranje duZine ranova

Compression(BWT(Genome))
Slika 1.14: Kompresija genoma

Dalje je neophodno definisati kako od kompresovanog genoma dobijamo polazni. Korak dekom-
presije na osnovu kodiranja duzine ranova je trivijalan. U nastavku ¢emo paznju posvetiti koraku
dobijanja polazne niske na osnovu njene BWT.

1.2.6 Inverzna BWT

Inverzna BW'T bice opisana na slici 1.15 na primeru niske banana. Na pocetku nam je poznata
samo njena BWT, niska annb$aa (levo, podebljano). Ako ovu nisku sortiramo, dobiéemo prvu
kolonu matrice rotacija sa leve strane. Spajanjem ove dve kolone dobijamo 2-gramski sastav
polazne niske (sredina). Sortiranjem matrice 2-grama dobijamo prve dve kolone matrice rotacija
(desno).
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$b a as $b
a$ n na a$
an n na an
an b SN ba N an
ba $ 2-mers Sb Sort ba
na a an na
na a an na

Slika 1.15: Prvi korak inverzne BWT

U slede¢em koraku, prikazanom na slici 1.16, poznati su BWT i prve dve kolone matrice rotacija
polazne niske. Spajanjem BWT sa njima dobijamo 3-gramski sastav polazne niske (sredina).
Sortiranjem matrice 3-grama dobijamo prve tri kolone matrice rotacija (desno).

Sba a aSb $ba
as$hb n nas a$hb
ana n nan ana
ana b BN ban N ana
ban S 3-mers Sba Sort ban
na$ a ana na$
nan a ana nan

Slika 1.16: Drugi korak inverzne BWT

Postupak nastavljamo dok ne obradimo sve kolone matrice rotacija (slika 1.17). Polazna niska je
u prvom redu poslednje matrice rotacija (levo), iza simbola $.

$ban a aSba $ban
as$ba n nash a$bb
ana$ n nana anaa
anan b N bana N anaa
banan-=$§ 4-mers $ban Sort bann
nas$hb a ana$ nas$b
nanashba anan nana
$banana aSban $bana
a$banan na$ba a$bbn
ana$ban nana$ anaab
anana“hb I banan s anaaa
banan-$§ 5-mers S$bana Sort bannn
na$bana ana$Sb na$ba
nana$ha anana nana$
$banana aSbana $banan
a$banan naSban a$bbna
ana$ban nana$b anaaba
anana$hb . banana ___ . anaaa$
banana$ 6-mers  Sbanan Sort bannna
na$bana anaSba na$ban
nana$ba anana$ nanas$b

Slika 1.17: Preostali koraci inverzne BWT

Analizirajmo koliko je prostora potrebno za rekonstrukciju niske na osnovu BWT. Kao §to smo
videli, potrebno je da éuvamo celu matricu rotacija ¢ija dimenzija je |Genomel|?. To je kvadratna
slozenost a nasa zelja je bila da poboljsamo faktor konstante kod algoritma linearne slozenosti.
Postavlja se pitanje da li se inverzna BW'T moze efikasnije implementirati.
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Uocimo sledeée svojstvo kod matrice rotacija: k-to pojavljivanje simbola u prvoj koloni i k-
to pojavljivanje simbola u poslednjoj koloni odgovaraju istoj poziciji simbola u niski Genome.
Zaista, prvo pojavljivanje simbola a u prvoj koloni, oznaceno sa a;, predstavlja 6. karakter u
niski panamabananas (ako brojimo od 1), a prvo pojavljivanje ovog simbola u poslednjoj koloni
predstavlja isti karakter (slika 1.18). Isto vazi i za ostale simbole u prvoj i poslednjoj koloni
matrice rotacija. Ovo svojstvo se naziva first-last svojstvo i moze posliziti sa efikasnije nalazenje
inverzne BWT.

$: 5,
a;
a, n,
as
a, b,
as n,
ag nj
b, a;
a;
n, a,
n, a,
ny as
$1
S, ag

Slika 1.18: First-Last svojstvo

Ovo svojstvo omogucéava rekonstrukciju polazne niske samo na osnovu prve i poslednje kolone
matrice rotacija. Postupak je opisan za primer na slici 1.18:

e Pocnemo od simbola $; u prvoj koloni. Potrazimo poslednji simbol u istom redu, to je si.
Njihovim spajanjem dobijamo poslednja dva simbola niske, s$

e Isti postupak sprovodimo u onom redu u kom je prvi simbol s;. Poslednji simbol u tom
redu je ag. Spajanjem ovog simbola sa ostatkom niske dobijamo poslednja tri simbola niske
as$.

e Postupak nastavljamo i zavr§avamo kada dodemo do reda ¢iji je poslednji simbol $;.

Na ovaj nacin je niska rekonstruisana samo na osnovu dve niske duzine |Genome| za &ije je
smestanje potrebno 2|Genome| prostora, $to predstavlja poboljsanje u odnosu na oko 20|Genome]
kod sufiksnih stabala.

1.2.7 Koris¢éenje BWT za uparivanje Sablona

Da se podsetimo, uparivanje Sablona koriséenjem sufiksnih stabala zahtevalo je vremensku slozenost
od O(|Genome| + | Patterns|), prostorna O(|Genome|), uz napomenu da je u prakti¢nim prime-
rima sufiksno stablo trazilo 20|Genome| prostora. Koriséenje BWT je donelo poboljsanje usled
smanjene prostorne slozenosti. Razmotrimo sada kako mozemo utvrditi da li se Sablon pojavljuje
u tekstu ako je tekst predstavljen pomoé¢u BWT.

Postupak ¢e biti opisan na primeru trazenja Sablona ana u tekstu panamabananas (slika 1.19):

e Pocinjemo od poslednjeg simbola Sablona, a, i u prvoj koloni pronademo sve ovakve simbole.
Na istim pozicijama posmatramo simbole u poslednjoj koloni i trazimo da li je neki simbol
jednak drugom simbolu $ablona, n (levo)
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e Ukoliko postoji bar jedan simbol u poslednjoj koloni koji je jednak simbolu n, nastavljamo
isti postupak od rednog broja tog simbola u prvoj koloni (sredina). Korektnost ovog koraka
nam obezbeduje first-last svojstvo.

e Postupak nastavljamo dok postoji poklapanje ili dok ne ispitamo sve simbole iz Sablona
(levo).

S S1 05, 31 5, 5.
ai m; a, m a; m;
a, n, a, i a, n;
as P1 aj P1 asna P
s b, a, b; a,na b,
a5 ny as n; asna n,
e N3 ag Nz ag n,
b, ar b, a; b, a,
m, az m; az mq az
nj; a; n,a a3 n; az
nz ds mnja a, n, a,
Ny ds mniza as n, as
P1 %1 pa %1 p: $1
51 ag s, s 3, dg

Slika 1.19: Trazenje Ssablona u tekstu predstavljenom kao BWT

Na osnovu ovog postupka mozemo utvrditi da se dati Sablon tri puta pojavljuje u datom tekstu
ali ne i na kojim pozicijama. Pri odredivanju ove informacije moze nam pomodi sufiksni niz.
Vrednosti sufiksnog niza odgovaraju pocetnim pozicijama sufiksa u tekstu, u redosledu kojim su
navedeni u matrici rotacije (slika 1.20). Mozemo videti da se sablon ana pojavljuje na pozicijama
1,719.

=

$1

a;bananass$
a,mabananass$
az;namabananass$
asnanass$
asnass$

ags$

b,ananas$
m,abananas$
n,amabananas$
n,anass$

n;as$
pP;anamabananas$;

s.9$

[ [
N OO ONE R WUdRF WO W

=

Slika 1.20: Sufiksni niz

Prostorna slozenost za smestanje sufiksnog niza je 4|Genome| (ako koristimo 4B za cele brojeve
kao elemente niza). Algoritam za formiranje sufiksnog niza mozete pogledati u materijalima sa
vezbi.



GLAVA 1. KAKO LOCIRATI MUTACIJE KOJE IZAZIVAJU BOLESTI? 13

1.3 Priblizno uparivanje Sablona

Do sada smo razmatrali problem egzaktnog uparivanja Sablona koji je podrazumevao da za dati
Sablom utvrdimo da li se pojavljuje u tekstu ili ne. U prakti¢nim primenama je to vrlo retko i
dopustena su odstupanja, odnosno korisno je pretrazivati da se skoro svi simboli Sablona poja-
vljuju u tekstu u istom redosledu. Ovakav problem se naziva problemom pribliZnog uparivanja
Sablona.

Problem pribliznog uparivanja Sablona

Ulaz: Niska Pattern, niska Genome, ceo broj d (kod visestrukog uparivanja ulaz je kolekcija
niski Patterns).

Izlaz: Sve pozicije niske Genome, gde se niska Pattern pojavljuje kao podniska sa najvise d
razlika.

Pretragu Sablona mozemo realizovati na slican na¢in preko BWT i sufiksnog niza, kao i pre, s
tim $to sada prihvatamo i kad imamo razli¢ite karaktere, sve dok je broj razlika < d. Primer je
prikazan na slikama 1.21 i 1.22.

# Mismatches # Mismatches
$. S $1 sS4
a; m, 1 a; my
a, n, 2] az n,
as P1 1 as P1
a, b, 1 ay by
as n, ° as n,
ag nj Q de N3
b, a b,a a1 1
m, az m;a az 1
n, as n,a as 2]
n, ay n,a a, )
nj as nia asg %)
<5} $1 p.a $1 1
51 dg 31 g
Slika 1.21
# Mismatches # Mismatches
$1 5S4 $ Sy
ai my a ba m, 1
dz ny a,ma n, 1
a3 Pi asna P1 ]
ay b a,na b [%]
as n, asna n, %]
e ns ag ns
b,;a a, 1 b, a;
m,a a, 1 m, a,
n;a aj ) n, a,
n,a a, ) n, a,
nsa as [} ns; ag
pP.a $1 2 Pi $1
sS4 ae s, ag

Slika 1.22
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