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Nukleotidu seku vizualizacija
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Reziumé. Siame darbe apZvelgiami genetiniy seky ir ju tyrimy rezultaty vizualizavimo uZdaviniai ir su jais
susijusios problemos. Pateikiamas binariniy kody isrikiavimo ant tiesés metodas ir juo paremta ,,genomo
paraso“ modifikacija.

1. Genetiniuy seku vizualizavimo uzdavinys

Per paskutinius keliasdeSimt metuy fundamentaliis atradimai molekulinés biologi-
jos srityje padaré ja centrine biologijos moksly disciplina. Ankstesnis démesys nuo
vieno konkretaus geno identifikavimo persikelia prie dideliu galimybiuy, kurios tapo
imanomos i$Sifravus iStisus organizmu genomus. Tai savo ruoZtu atvére kelia naujoms,
taip vadinamoms post-genomics eros technologijoms. Jos daznai remiasi kompiuterine
viso genomo analize, t.y. bioinformatika.

Genetiniy seku duomenuy bazése, tokiose kaip GenBank, DDBJ ar EMBL, nuk-
leotidy ir amino rugs¢iuy seku nuolat daugéja ir Sie skaiciai milZiniski. 2006-uyju mety
pradzioje GenBank turéjo apytiksliai 59750386305 nukleotidy i§ 54 584 635 seku.
Siuo metu Zinomi daugiau nei 2000 virusy ir 1100 bakterijy genomai, taip pat nuo-
lat vykdomi projektai aukStesniu gyvinu genomams iSSifruoti. Net paprascCiausios
gyvybés formos — viruso genomas gali biiti labai didelis ir virSyti 3,5 - 10° nuk-
leotidy. Bakterijy genomai turi mazdaug nuo 0,5 - 10° iki 10 - 10® nukleotidy. Zmo-
gaus genomas yra apie 3, 12 - 107 nukleotidy ilgio ir turi apie 30000 geny. Atvaiz-
duoti tokios apimties duomenis ar ju statistikas didelé problema. Beveik visos bioin-
formatikos duomenu bazés turi nukleo ar amino riigsciu seky vizualizacijos priemones,
tyrimams palengvinti sudarinéjami detaliis viso genomo ,,Zemélapiai®. Naudojantis
jais galima detaliai pazvelgti i nedideli sekos fragmenta, taciau negalima pamatyti
visumos, negalima pamatyti tik tai sekai budingu savybiu ir vizualiai ja atskirti nuo
kitomis savybémis pasizyminciu seku. Trumpos sekos (pvz., genai ar baltymai) daznai
lyginamos tarpusavyje, taiau kada ju yra daug, net palyginimo rezultatai yra sunkiai
aprépiami [1].

1.1. ,,Genomo parasas*“

Publikacijose apie priklausomybes nukleotidy sekose daZnai minimas fraktalinis ju
pobiidis (mastelio simetrija, 1étai gestanti koreliaciné funkcija) [2,3] ir $ia ju savybe
galima iSnaudoti. Vienas i$ biidy vizualizuoti ilgas genetines sekas — naudoti iteraciniy
funkcijy sistemas (IFS). Paprastai tokiu biidu gaunamas sekos vaizdas yra fraktalas.
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Pagrindiné idéja paprasta: fraktalus generuojanciuose algoritmuose atsitiktinius dy-
dzius pakeisti DNR sekos nukleotidais A, C, G, T. Gautas vaizdas ir yra DNR vizu-
alizacija [4]. Tokie DNR generuoti fraktalai atrodo visiSkai kitaip nei nepriklausomy
atsitiktiniy dydZiy generuoti fraktalai. UZduotis — gautus vaizdus padaryti lengvai in-
terpretuojamus, o skirtumus tarp ju informatyviais.

Atskiras IFS atvejis yra taip vadinamas ,,chaoso Zaidimas*. Plok§tumoje parenkami
taisyklingo m-kampio vir§unes sudarantys taskai A;, i = 1, m. Kiekvienai virSunei
priskirkime jos iSrinkimo tikimybe 7;, ) ; 7r; = 1. Nagrinéjame atveji, kada r; = 1/m.
Pradiniu taSku pasirenkama bet kuri daugiakampio vir§uné. Nuo $io tasko einama link
kitos, atsitiktinai su tikimybémis 7; pasirinktos virSiinés, atkarpos viduryje dedamas
taskas ir procesas kartojamas i§ naujo. PaprasCiausiu ,,chaoso Zaidimo* atveju, kada
m = 3 gauta tasky aibé vadinama Sierpinskio nériniu. Toki algoritma galima uZraSyti
iteracinémis funkcijomis, kuriomis perskai¢iuojamos sekancio Zingsnio tasko koordi-
natés. PlokStumoje tai tiesiniy lygc€iu pora:

Xi+1 =axi +b, yiy1=cyi+d, a,b,c,deR. (1

Keturiy tasku ,,chaoso Zaidimo* atveju reikalingos keturios poros tokiy funkciju. Tegu
tie taskai buna vienetinio kvadrato virS§tinés A, G, C ir T su atitinkamomis koordi-
natémis (0, 0), (1, 1), (0, 1) ir (1, 0). Lygc€iu koeficientus kompaktiskai galima uzraSyti
matriciniu pavidalu (1 lentelé).

Jei visy virSiiniy iSrinkimo tikimybés vienodos ir lygios my = ¢ =g =77 = %,
tada 4 virSiiniy ,,chaoso Zaidimas* kvadrata padengia tolygiai. Kiekvienai kvadrato
virSunei priskirkime po atitinkama nukleotida. Tada kiekviename Zingsnyje virSuné
parenkama pagal DNR sekoje i§sidésciusiu nukleotidy tvarka. Kadangi DNR grandiné
néra atsitiktiniy ir tolygiai pasiskirs¢iusiu nukleotidy seka, kvadratas uzpildomas ne-
tolygiai. Neatsitiktinis nukleotidy i$sidéstymas DNR sekoje gali biiti suprantamas kaip
jos struktiira, kuri ir atsispindi kvadrato uZpildyme. Placiau toks nukleotidy seku at-
vaizdavimo buidas aptariamas H.J. Jeffrey straipsnyje [5].

Dar 1976-1977 m. (G. J. Russell) biocheminiais tyrimais buvo parodyta, kad
kaimyniniy nukleotidu pory (A2, AC,..., TT) santykiniu daZniy rinkinys tiek visame
genome, tiek skirtingose jo dalyse iSlieka labai panaSus. Tokia genomo savybé pa-
vadinta ,,genomo parasu‘ yra pakankamai stabili ir tinkama DNR seky identifikavi-
mui. DNR generuotas ,,chaoso Zaidimas* yra to paties ,,genomo paraso* realizacija ir
budas grafiskai atvaizduoti nukleotidy sekos trumpu ,,zodziu“ dazniy rinkinij i ploks-
tuma. Gauta kvadrata padalinus i 4, 16, 64 ir bendru atveju i 4" vienodo ploto
mazesniu kvadraty, tasku skaicius kiekviename i$ ju atitiks konkretaus n nukleotidy

1 lentele
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1 pav. Bakterijos ,,genomo parasas‘. Tasky skaicius 4% ploto kvadrate atitinka » ilgio oligonukleotidy
daznius visoje nukleotidy sekoje.

ilgio ,,ZodZio* (oligonukleotido) daZni visoje DNR sekoje. Kuo ilgesnis ,,Zodis®, tuo
mazesnio ploto kvadratas ,,genomo parase‘ ji atitinka. Galy gale visa nukleotidy seka
atitinka vienas, paskutinis taskas. Taigi, turint kelis tokius skirtingy organizmy DNR
generuotus 4 virSuniy ,,chaoso Zaidimo* fraktalus galima pasakyti, kad ju vizualiniai
skirtumai yra ne kas kita, kaip trumpu nukleotidu seku dazniy skirtumai.

1.2. Atstumas tarp genetiniy seky

Panaudojant IFS gaunamas kompaktiskas visos sekos atvaizdavimas. Kiekvienas
»genomo paraso® taskas atitinka konkrety (priklausomai nuo pasirinkto tikslumo)
oligonukleotida, taciau atstumas tarp dviejuy tokiuy tasky yra sunkiai interpretuojamas.
Vienetiniame ,,genomo para$o“ kvadrate tuo paciu atstumu nutolusius taskus atitinkan-
tys oligonukleotidai pagal savo prasme gali biiti ir artimi, ir labai nutole, ypac jei jie
yra skirtinguose maZesnio ploto kvadratuose. Siuo atveju gerai suvokiamas euklidinis
atstumas néra informatyvus matas atstumui tarp oligonukleodity matuoti. Skai¢iuojant
atstuma tarp dvieju skirtingo ilgio simboliu seku (pvz., skirtingy rii§iy genomu, geny
ar baltymu seku) natiiralus yra Levensteino atstumas — minimalus operaciju skaicius,
kurias reikia atlikti norint i§ vienos sekos gauti kita. Galimos operacijos: simbolio
iterpimas, iStrynimas arba pakeitimas kitu simboliu. Imant DNR sekas Sios operaci-
jos atitinka nukleotidu mutacijas. Jei sekos yra vienodo ilgio, Levensteino atstumas
sutampa su Hamingo atstumu. Taciau ir Sie atstumai turi savo trukumu. [vertindami
skirtumus tarp seku, jie neatsizvelgia i tu seku struktiira ar biologine prasme.

Bioinformatikoje ivairios genetinés sekos tarpusavyje lyginamos ir atstumai tarp
ju nustatinéjami labai daznai (Smith, Waterman, 1981; Thompson, Higgins, Gibson,
1994). Taip nustatomas geny giminingumas, baltymuy strukttiros ar atlickamy funkciju
panasumas ir t.t. Dvieju organizmy giminingumas lyginant ju DNR taip pat susiveda
1 atstumo tarp dvieju genomy skaiciavima. Turint tokius atstumus tarp raSiy, galima
rekonstruoti filogenetinius medzius, tirti riiSiy kilme. Toliau suformuluosime atskiro
sekuy atvejo — binariniy seky iSrikiavimo ir atstumy tarp ju radimo uZdavini.
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2. Binariniu seku isrikiavimo uzdavinys

Tarkime tarp n ilgio simboliu seku x ir z erdvéje R" ivestas atstumas d(x, z). Panau-
dojant tiesing ar netiesine transformacija Sias sekas, maksimaliai iSlaikant atstumus
tarp ju, reikia atvaizduoti erdvéje R*. Norint sekas isrikiuoti realioje ties¢je k = 1.
Kiekvienas nukleotidy sekos elementas pasizymi dviem savybémis ir yra i§ aibés
{A,C,G, T} ~Ax A, A={0,1}. Toliau tokia seka nagrinésime tik pagal viena jos
savybe, todél x yra n ilgio nuliy ir vienety (binariné) seka:

x=x1x0x3...xp={x; €A, i=1,...,n}, A={0,1}. 2)

Visy tokiy 2" seky aibé M, yra izomorfiska n-macio kubo vir§iniu aibei. Funkcijos
x € M, sudétingumui tirti naudojamas tiesinis operatorius 3

B: M, - M,, y=DBx. 3)

Operatorius B apibréztas formule y; = (x;11 — x;)mod (2). Tokiu badu funkcija y yra
funkcijos x pirmos eilés skirtumai. Kad skirtumu biity #, funkcijos x reikSmé x,|
prilyginama x1, t.y. laikoma, jog funkcija x su reikSmémis x; taSkuose i yra periodiné
su periodu n. Baigtinés aibés M,, atvaizdavimas | save pacia uZduodamas grafu su
2" virSuniy. IS kiekvienos vir§iinés x iSeina viena briauna ir sujungia ja su virSiine
Bx. Gautas grafas gali turéti kelias jungiasias komponentes, kurios visos turi po viena
cikla, o ciklo virStnés yra binarinio medZio kamienas. Tokiu btuidu galima ivesti tam
tikra seku x tvarka, kurios kriterijus — funkcijos sudétingumas. Jei funkcija yra kon-
stanta, pirmi skirtumai bus nuliai. Jei pirmi skirtumai konstanta, tai funkcija bus pirmo
laipsnio daugianaris. Jei antri skirtumai yra konstanta, tai funkcija yra ne daugiau kaip
antro laipsnio daugianaris ir t.t. Pagal Sia schema funkcija x laikoma tuo sudét ingesné,
kuo ilgesnio ciklo komponentéje ji yra, o komponentés ribose x tuo sudétingesné, kuo
ji toliau nuo ciklo virS§tnés (placiau apie binariniu seky sudétinguma V.I. Arnold pub-
likacijoje [6]). Taciau tokiu budu gautas funkciju x i§déstymas yra hierarchinis (o prie
n = 2* tiksliai atitinka binarini medi); ciklo vir§Ginés yra tokio paties sudétingumo
funkcijos, taip pat lygiavertés yra vienodai nuo ciklo virSuniu ar binarinio medzio
kamieno nutolusios funkcijos, todél seku x negalima vienareikSmiskai iSdéstyti ant
tiesés, ju iSrikiuoti.

Binariniu seku iSrikiavimo uZdaviniui spresti pritaikysime V.I. Arnold pasitlyta
idéja iSnaudoti informacija apie funkcijos skirtumus. Seka x atvaizduosime didesnio
matavimo erdvéje iSnaudodami informacijq apie jos pirmos, antros ir t.t. iki (n — 1)-
tos eilés skirtumus. Cia laikome, kad seka x néra periodiné, todél aukstesnés eilés
skirtumu bus vis maziau: pirmos eilés skirtumu bus (n — 1), antros (n — 2) ir t.t. iki
vieno.

Apibrésime operatoriy B. Simboliu seka x sutapatinsime su vektoriumi x =
(x1,...,xy) erdvéje R".

B(”) B("*I) B(ﬂ*2) 3(3) B(z)
1 1 1 1 1 i
M, > M1 > My > ...> My—> M|, M;CR', i=1,n 4

Cia operatorius Bik) (k €{2,...,n}) iSreiSkiamas formule

BPx = {(ip1 —x)/2, i =T,k —1}, (5)
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0 operatoriai Bl("): M, - M,,_; gaunami rekuretiskai
Iyl —
B =B""*VB"M, 1=2n—1. (6)

Operatoriaus Bl(") virSutinis indeksas n Zymi, kokio matavimo erdvéje jis veikia, o
apatinis indeksas [ parodo, kiek maZesnis yra jo vaizdo matavimas. Duotam x € M,, C
R", ji atitinkanCio tasko y = Bx koordinatés erdvéje R""+1D/2 igreiskiamos formule

y=ykx)=DBx= (x, B%")x, Bé")x,...,Blgn_)lx). (7

Tegul atstumas tarp dvieju binariniy sekuy x ir z yra vektoriu y(x) ir y(z) skirtumo
euklidiné norma

dx,2)=|yx) —y@|. x.zeM, y@),y@eMCcC RMHD/2 (g

Kiek galima maziau iSkraipant sekuy x is M, tarpusavio iSsidéstyma naujoje
erdvéje, t.y. atsizvelgiant { ju tarpusavio atstumus d(x, z), x, z € M,, jas reikia iSri-
kiuoti ant tiesés. Tai yra klasikinis daugiamacio mastelio parinkimo (multidimensional
scaling) uzdavinys: turint atstumus d(x, z) erdveje R""+1D/ 2 reikia rasti tokius w(x)
ir w(z) erdvéje R¥, k < n(n 4+ 1)/2, kad ||lw(x) — w(z)| = d(x, z) su kuo maZesne
paklaida. Seku x koordinatés w(x) gali bati randamos kaip ortogonali y(x) projekcija
1 k matavimu tiesini poerdvi. Kai k = 1, w(x) atitiks binariniu seky x koordinates ant
realios tiesés. Sis uzdavinys taip pat ekvivalentus objekty x atvaizdavimui naudojant
pagrindiniy komponenciu metoda [7].

3. Rezultatai ir ju pritaikymas

Koordinatéms w(x) apskaiCiuoti, turint seky x tarpusavio atstumy matrica D =
{d(x,2)}, Vx,z € M,, naudojame statistinio paketo SAS procedira MDS (Young,
Lewyckyj, Takane, 1986). Kadangi pradiniy koordinaciy y(x) pasukimas ir projek-
tavimas nekeicia seky x tarpusavio atstumu, tokio uZdavinio sprendinys w(x) gali biiti
nevienintelis. Gautos vienmatés binariniy kodu x koordinatés w(x) iSlaikant juy tvarka
tiesine transformacija normuojamos taip, kad tilptu i vienetini intervala, w(x) € [0, 1].

Galima pastebéti, kad tokiu biidu gauta kody tvarka pasiZzymi tam tikra iSdéstymo
simetrija. Be to, iSdéstymo galuose visada yra maZiausio periodo funkcijos, o viduryje
yra konstantos, t.y. sekos vien tik i nuliy arba vien tik i vienetu.

2 lentelé. n =5 ilgio binariniy kody x iSrikiavimo lentelé ir jy koordinatés w(x)

kodas  taskas nr. | kodas  taskas nr. | kodas  taskas nr. | kodas  taskas

10101 0,0000 9 | 10110 0,2588 | 17 | 00000 0,5083 | 25 | 10010 0,7755
00101  0,0403 | 10 | 11100 0,2969 | 18 | 01111 0,5523 | 26 | 11000  0,7799
10100  0,0623 | 11 | 10001  0,3307 | 19 | 11110 0,5743 | 27 | 00010 0,8224
00100  0,1033 | 12 | 00110 0,3550 | 20 | 11001 0,6193 | 28 | 01000  0,8481
11101 0,1519 | 13 | 01100 0,3807 | 21 | 10011  0,6450 | 29 | 11011  0,8967
10111 0,1776 | 14 | 00001  0,4257 | 22 | 01110 0,6693 | 30 | 01011 0,9377
01101  0,1988 | 15 | 10000  0,4477 | 23 | 01001 0,7155 | 31 | 11010 0,9597
00111 0,2458 | 16 | 11111 0,4917 | 24 | 00011 0,7288 | 32 | 01010  1,0000

=
I

01NN B W~
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2 pav. n = 10 ilgio binariniy koduy pasiskirstymas bakterijy Bordetella bronchiseptica (kairéje) ir
Escherichia coli nekoduojan&ios genomo dalies m = 10* nukleotidy ilgio sekoje.

Kadangi kiekvienas i$ nukleotidu pasiZymi dviem savybémis (vandeniliniy jung¢iy
skaiCius ir molekulés tipas), nukleotidy seka s = sys253...5,, = {s; € A,i = 1, m}, kur
A={A, C, G, T} galima uZradyti atitinkama dvimate binarine seka. Slenkanciai n il-
gio vienmatei binarinei sekai x = x(j), kur x(j) =s;8j11...5j4n, j=1,m—n+1
priskyrus atitinkamo kodo koordinate w(x), galima gauti modifikuoto ,.,genomo
paraSo‘ koordinates. Imant tik viena ,,genomo paraSo“ koordinat¢, galima nagrinéti
seku x pagal viena i§ nukleotidy savybiu pasiskirstyma sekoje.

2 pav. pateikiamas dvieju skirtingu bakteriju (Bordetella bronchiseptica ir Es-
cherichia coli) nekoduojancios genomo dalies n = 10 ilgio binariniuy seky x pa-
siskirstymas. Lyginant du organizmus, kuo didesnis n, tuo aukstesnio lygio genomo
struktiros skirtumus galima jvertinti. Tai susij¢ su tuo, jog skiriasi ne tik dvieju
genomy nukleotidiné sudetis, bet ir gretimy nukleotidy pory bei ilgesniy oligonuk-
leotidu dazniai. Nors paimtos dvi sekos s ir nekoduojancios, taciau galima pastebéti,
jog skirtingy organizmuy kodu histogramos skiriasi. Nukleotidy seka ¢ia perkoduojama
1 binaring pagal taisykle {C, G} — {1} ir {A, T} — {0}.

Panasiu metodu gavus ilgu, n > 100 ilgio sekas atitinkan¢iy koduy i§déstymus, ga-
lima bty tirti nukleotidy seku evoliucijas, vizualizuoti ju trajektorijas, skai€iuoti evo-
liucijuy statistikas.
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SUMMARY

T. Rekasius. Visualisation of nucleotide sequences

The paper reviews the visualisation problems of genetic sequences and of their analysis results as well as
other related problems. A possible formulation of the problem based on similarity, complexity measure
(distance) between DNA sequences is proposed. It is solved by making use of multidimensional scaling
(MDS) of principal component analysis (PCA) methods.

Keywords: DNA sequences, complexity measure, multidimensional scaling.



